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Исследование внутриклеточного распределения арилсульфатаз — фер­
ментов, которые участвуют в деградации глюколипидов, показало, что часть 
из них, в частности арилсульфатазы А и В, локализованы во фракции ли­
зосом (*~4). Несколько позднее эти данные были подтверждены и цитохи­
мическими методами (5). Несмотря на то, что арилсульфатазы А и В 
являются различными ферментными белками, вследствие близости их 
оптимума pH и субстратной специфичности, активность этих ферментов 
как биохимически, так и цитохимически обычно определяется одновремен­
но при одних и тех же условиях — при pH 5,0 и при использовании в ка­
честве субстрата и-нитрокатехолсульфата (3, 6, ’). Многочисленные работы 
посвящены исследованию поведения лизосомальных арилсульфатаз в нор­
ме и при различных патологических состояниях (3, 6_9). В то же время их 
внутрилизосомальная организация до настоящего времени окончательно 
не установлена. Ряд авторов считают арилсульфатазы ферментами лизосо­
мального матрикса (’, 8). Однако результаты исследования степени осво­
бождения ферментов из выделенных лизосом под действием различных 
концентраций неионных детергентов позволяют предположить существова­
ние и мембраносвязанного компонента арилсульфатаз (1(|).

Целью настоящей работы является электронно-микроскопическое иссле­
дование внутрилизосомальной локализации арилсульфатазы.

Исследование проводили на крысах-самцах линии Вистар весом около 
250 г. Животные содержались на полноценном общевпварном рационе. 
Пищу и воду крысы получали ad libitum. За 12 час. до забоя животных 
лишали пищи. Крыс забивали декапитацией, печень извлекали, участок 
правой доли брали для морфологических исследований, остальную часть 
тщательно промывали в охлаждепном физиологическом растворе, измель­
чали и гомогенизировали в стандартных условиях, используя в качестве 
суспендирующей среды 0,25 М раствор сахарозы, содержащий 0,001 М 
ЭДТА (“). Фракционирование гомогенатов проводили по методу Де Дюва 
и др. (12), а дальнейшее разделение лизосом на субфракцпи — с помощью 
равновесного центрифугирования в линейном градиенте плотности сахаро­
зы по методу Покровского и др. (“).

Для электронно-микроскопического исследования кусочки печени и 
полученные осадки «легкой» и «тяжелой» субфракций лизосом фиксирова­
ли в 3% растворе глутаральдегида, промывали в какодилатном буфере 
(pH 7,2) и дофиксировали в OsO4 (13). Дегидратацию проводили в возра­
стающем спиртовом ряду, после чего материал заливали в эпон. Выявление 
активности арилсульфатазы осуществляли по методу Эрикссона и Трампа 
(14), используя в качестве субстрата п-нитрокатехолсульфат («Sigma •. 
США). Исследования проводили в электронных микроскопах Hitachi-11, 
JEM-7A и JEM-100.

Биохимически активность арилсульфатазы определяли с помощью 
спектрофотометрического микрометода (“), разработанного на основе ме­
тода Роя (3), и выражали в микромолях субстрата, превращенного 
в 1 мин. на 1 г белка.
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Рис. 2. Локализация арилсульфатазы во вторичных лизосомах печени крыс, а — фаза 
распознавания, слипания и конформации мембран, 40 000 X; б — фаза активного пе­

реваривания, 40 000 х. Препараты не контрастированы

Исследование активности арилсульфатазы в полученных после центри­
фугирования субфракциях показало, что фермент равномерно распределен 
между «легкой» (р = 1,13) лизосомальной субфракцией, представленной 
преимущественно первичными лизосомами, и «тяжелой» (р=1,24) суб­
фракцией, состоящей главным образом из вторичных лизосом (47,4 и 
50,2 мкмол/мпн на 1 г белка соответственно).

Результаты параллельных электронно-микроскопических исследований 
распределения арилсульфатаз в клетке позволяют утверждать, что, во- 
первых, вся активность арилсульфатаз А и В исключительно связана с ли­
зосомами и, во-вторых, в лизосомах арилсульфатаза локализована как в 
матриксе, так и в мембрапах. Высокая избирательность отложения про­
дуктов ферментного расщепления специфического субстрата (п-нитрокя- 
техолсульфата) особенно четко видна на рис. 1а («легкая» лизосомальная 
субфракция). На рисунке представлена группа первичных лизосом, при­
чем продукты ферментной реакции, определяемые либо в виде отдельных 
зерен, либо в виде сплошных полей, локализованы как в матриксе, так и 
в мембранах лизосом.

Значительный интерес представляют рис. 16, в, на которых хорошо вид­
на стадия «отпочковывания» первичных лизосом от структур аппарата 
Гольджи. При этом рис. 16 позволяет видеть диффузное распределение 
фермента во вновь образованных лизосомах, а рис. 1в, на котором зафик­
сирована «отпочковывающаяся» лизосома, попавшая, по-видимому, под 
срез,— внутримембранную локализацию арилсульфатазы. Обращает на се­
бя внимание, что мембраны аппарата Гольджи, участвующие в образова­
нии лизосом, являются энзиматически сформированными (рис. 1е). (Рис. 1 
см. вкл. к стр. 720).

На рис. 2 представлены вторичные лизосомы («тяжелая» лизосомаль­
ная субфракция). При этом на рис. 2а зафиксирована, по-видимому, более 
ранняя стадия образования вторичных лизосом — фаза распознавания, сли­
пания и конформации мембран (по Покровскому), в то время как па 
рис. 26 — более поздняя стадия: слияние мембран уже произошло и идет 
процесс переваривания поглощенного материала. Обращает на себя вни­
мание, что активность арилсульфатазы в этот период наиболее резко выяв­
лялась в мембрапах лизосом и по периферии матрикса. Во вторичных ли­
зосомах аутофагического типа (аутофаголизосомах) наряду с продуктами 
ферментной реакции, расположенными диффузно, выявлялись отдельные 
элементы субклеточных мембранных структур, находящиеся на различ­
ных стадиях переваривания. В мембранах аутофаголизосом активность 
арилсульфатазы определялась лишь в небольших участках.
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Таким образом, в результате проведенных исследований удалось выя­
вить определенные закономерности во внутрилизосомальном распределе­
нии активности арилсульфатазы. Полученные данные позволяют сделать 
вывод о существовании в лизосомах арилсульфатазы, локализованной как 
в матриксе, так и связанной с мембраной. При этом в количественном 
отношении, по-видимому, значительно преобладает активность арилсуль­
фатазы матрикса лизосом: исходя из биохимических данных (“) — около 
85% общей активности. В то же время факт постоянного обнаружения 
активности мембраносвязанного компонента арилсульфатазы на всех 
этапах развития лизосомального аппарата (от первичных лизосом и даже 
фрагментов мембран аппарата Гольджи, участвующих в образовании лизо­
сом, и до остаточных телец) является дополнительным доказательством 
высказанного нами ранее предположения о сложной ферментной организа­
ции лизосомальных мембран (10, 15), энзиматическое формирование кото­
рых завершается, по-видимому, в аппарате Гольджи.
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