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Ранее нами было показано, что в результате самосборки из солюбилизи­
рованных детергентом микросомальных белков и липидов формируются 
комплексы, обладающие гидроксилазной активностью (1_3). Настоящее ис­
следование преследовало цель повысить эффективность самосборки, исполь­
зуя в качестве контрольных тестов реактивацию цитохрома Р-420 в Р-450, 
реактивацию гидроксилазных систем и электронно-микроскопический ана­
лиз ультраструктурной организации реконструированных мембран.

Исходным материалом для самосборки служила фракция солюбилизата, 
получаемая из «теней» микросомальных пузырьков печени крыс при обра­
ботке их 4% холатом натрия (3). Солюбилизат диализовали при 4° против 

Рис. 1. Реактивация цитохрома Р-450 при диализе, а — солюбилизат, б — ж — цито­
хромы Р-450 и Р-420 в препаратах, полученных после диализа в течение 0, 2, 5, 12, 
24 и 48 час. соответственно. Здесь п на рис. 3 в скобках указан выход мембранного 

белка (мг) в расчете па 1 мл солюбилизата, содержащего 3,0 мг белка в 1 мл

раствора, содержащего 20мМ трис-НС1-буфер, pH 7,4, 0,2 мМ ЭДТА, 1 мЛ/ 
дитиотриетол. После диализа реконструированные мембраны переосажда- 
лись при 150 000 g в течение 90 мин. Содержание белка, фосфолипида, ци­
тохромов Ь5, Р-420 и Р-450, активность систем гидроксилирования диметил- 
анилина (ДМА) и систем перекисного окисления ненасыщенных жирных 
кислот (НЖК) определяли как описано ранее (3). Для ультраструктурно- 
го анализа материал фиксировали вереде выделения только 3—5% глутар­
альдегидом в течение 24—48 час. или с дофиксацией в 1 % четырехокиси 
осмия (1 час) с последующей дегидратацией в водных растворах ацетопа 
п заливкой в эпоп-812. Срезы контрастировали уранилацетатом и цитра­
том свинца (4).

Изучалось влияние продолжительности диализа на эффективность ре­
конструкции (рис. 1). В качестве контрольного теста в мембранах измеря­

967



лось соотношение неактивной (максимум поглощения при 420 им) и ак­
тивной (максимум поглощения при 450 нм) форм цитохрома Р-450. В ис­
ходном солюбилизате почти весь цитохром находится в своей неактивной 
форме. Реактивация гемопротеида при удалении детергента во время са­
мосборки наблюдается лишь в первые 24 часа диализа. В дальнейшем со­
отношение двух форм цитохрома остается постоянным. Реконструирован­
ные мембраны содержат значительное количество неактивной формы ци­
тохрома Р-450. Соотношение липид/белок в них равно 1 и существенно 
не отличается от такового в исходных мембранах — 0,7 (табл. 1). Удаление

Соотношение фосфолппид/белок, активность систем окисления ДМА и систем 
перекисного окисления ПЖК в «тенях» микросомальных пузырьков, солюбилизате 

и реконструированных мембранах

Таблица 1

Фракция
Соотношение 
фосфолипид

НАДФ-Н-зави- 
симое N-деме- 
тилирование 

ДМА

НАД-Н-зависи- 
мое N-демети- 

лирование ДМА

НАДФ-Н-за- 
висимое пе­

рекисное 
окисление 

нжк

Аскориат-за- 
висимое пе­

рекисное 
окисление 

НЖКбелок

«Тени» 0,70 12,0 2,0 4,3 4,1
Солюбилизат 0.53 0 0 0 0
Самосборка 1.0 3,5 1.2 2.5 6,0
10% альбумин 0.33 8.8 4.0 5.3 11.3
10% ПВП 0.75 8.8 2.7 5.0 14,7

Примечание. Активность систем деметилирования ДМА и перекисного окисления 
ПЖК рассчитана в нмолях формальдегида и нмолях малонового диальдегида на 1 мг фос­
фолипида в 1 мин. соответственно.

детергента сопровождается образованием мембранных структур (пузырь­
ков), обнаруживаемых после фиксации альдегидом + осмий (рис. 2в, в'), 
тогда как при фиксации только альдегидом мембранные структуры выяв­
ляются в виде очень коротких фрагментов, а характерные для альдегид­
осмиевых фиксаций пузырьки полностью разрушаются (рис. 2г). Исход­
ные мембраны «тепей» имели трехслойное строение при обоих способах 
фиксации (рис. 2а, б). Рис. 2 см. па вклейке к стр. 959.

На рис.. 3 приведены результаты по изучению влияния па процесс ре­
конструкции мембран ионов Mg2+, повышенной ионной силы среды, аль­
бумина (бычий сывороточный альбумин, фракция V, м.в. 40 000, фирма 
«Sigma») п поливинилпирролидона (ПВП, м.в. 44 000, фирма «BDH»). 
Отчетливо видно, что при экранировании отрицательного заряда белков и 
липидов ионами Mg2+ и в условиях высокой ионной силы среды резко 
ухудшается процесс реконструкции. В этих препаратах уменьшается доля 
активной формы цитохрома Р-450 и не формируются мембранные струк­
туры. В то же время добавление 10% альбумина или ПВП улучшает про­
цесс самосборки мембран. Почти весь цитохром Р-420 переходит в Р-450. 
Увеличивается валовый выход мембранного материала. Гораздо лучше 
реактивируются гидроксилазные системы окисления ДМА и системы фер­
ментного и неферментпого окисления ПЖК (табл. 1).

Соотношение липид/'белок в мембранах, реконструированных в присут­
ствии альбумина, резко сдвинуто в пользу белка. Сравнение картин попе­
речных срезов таких препаратов при только альдегидных и альдегид + ос­
миевых фиксациях свидетельствуют о том, что альбумин включается как 
внутрь мембранных пузырьков, так и адсорбируется в поверхностных об­
ластях реконструированных мембран. В случае ПВП соотношение липид/ 
/белок примерно такое же, как в исходных мембрапах и в мембранах, ре­
конструированных без добавок (см. табл. 1). Ультраструктурный анализ 
мембран, реконструированных в присутствии альбумина и ПВП (рис. 2е, 
д), показал, что трехслойная организация мембранных пузырьков сохра-
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няется только при фиксации препаратов альдегидом + осмий. Только аль­
дегидная фиксация почти не выявляет мембранных пузырьков. Незамкну­
тые фрагменты мембран трехслойной структуры представляют всю массу 
г. терпала. Сохранение структуры реконструированных мембран после 
фиксации глутаральдегидом и четырехокисыо осмия и почти полное раз- 
тушение мембранных пузырьков после фиксации только альдегидом и по­
следующей дегидратации органическими растворителями свидетельствуют

Рис. 3. Цитохромы Р-450 и Р-420 в «тенях», солюбилизате и реконструированных 
мембранах, а — «тени», б — солюбилизат, в — самосборка, г — самосборка в присут­
ствии 5 м V MgCl2, д — самосборка в присутствии 500 мМ КС1, е - самосборка в при­

сутствии 10% альбумина, ж - самосборка в присутствии 10% ПВП

о том, что в основе образующихся мембран лежит бимолекулярный слой 
липидных молекул, в межфазных областях которого должны быть дискрет­
но локализованы белковые компоненты (4). Структура мембран «теней» 
сохраняется и при фиксации одним альдегидом. Это свидетельствует о раз­
личной молекулярной организации исходных и реконструированных 
мембран.

Полученные результаты позволяют утверждать, что введение в самосо- 
бирающуюся систему высоких концентраций альбумина и ПВП увеличи­
вает эффективность встраивания белковых компонентов мембран эндоплаз­
матического ретикулума в липидные бислои реконструируемых мембран.
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