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Â ñòàòüå àíàëèçèðóþòñÿ ìåòîäû âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè òðàíñìåìáðàííûõ 
ôåðìåíòîâ â ýðèòðîöèòàõ è â ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòàõ ýðèòðîöèòîâ ìëåêîïè-
òàþùèõ (â òîì ÷èñëå ÷åëîâåêà). Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ 
àêòèâíîñòè òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç â öåëüíûõ ýðèòðîöèòàõ ñ ïðèìåíåíèåì Òâèí-20 
ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü àêòèâíîñòü ôåðìåíòà áåç èçìåíåíèÿ êîîïåðàòèâíîãî âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñóáúåäèíèö Na,K-ÀÒÔàçû â õîäå ðåàêöèîííîãî öèêëà. Ïðè ïîëó÷åíèè 
ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ ýðèòðîöèòîâ c ïîìîùüþ ãèïîîñìîòè÷åñêîãî ãåìîëèçà 
ïî ìåòîäó Dodge et.al. ïðèìåðíî 80% ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ ïðè ïîìåùåíèè èõ 
â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè «çàìûêàþòñÿ», ôîðìèðóÿ ëà-
òåíòíóþ ôîðìó ôåðìåíòà, âûÿâèòü êîòîðóþ íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì áåç 
ìÿãêîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ìåìáðàí äëÿ îòêðûòèÿ äîñòóïà ñóáñòðàòó 
è êîôàêòîðàì ê àêòèâíûì öåíòðàì. Âíåñåíèå 0,5-1 ìÌ ÝÄÒÀ â ñðåäó ãåìîëèçà 
ïðåäîòâðàùàåò ýòîò ïðîöåññ, ÷òî ïîçâîëÿåò â 2-4 ðàçà óâåëè÷èòü âûÿâëÿåìóþ 
àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ â ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòàõ ýðèòðîöèòîâ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, 
÷òî ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû (òåíè) ýðèòðîöèòîâ ïðè èõ ïîëó÷åíèè (ãåìîëèçå 
ýðèòðîöèòîâ) â ïðèñóòñòâèè õåëàòîðîâ äâóõâàëåíòíûõ èîíîâ òåðÿþò ñïîñîá-
íîñòü ê «çàìûêàíèþ» â ðåçóëüòàòå ïîòåðè ïåðèôåðè÷åñêèõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî 
ñêåëåòà (ñêîðåå âñåãî ñïåêòðèíà è àêòèíà). 

The article analyzes the methods of detecting the activity of transmembrane enzymes 
in erythrocytes and in membrane preparations of erythrocytes of mammals (including 
humans). A widespread method of detecting the activity of transport ATPases in whole 
erythrocytes with the use of Tween-20 can detect the activity of the enzyme without 
changing the cooperative interaction of the subunits of the Na,K-ATPase during the 
reaction cycle. Upon receipt of membrane preparations of erythrocytes using hypoosmotic 
hemolysis by the method of Dodge et.al. about 80% of the membrane preparations at 
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their premises on environ of the enzyme activity determination are «closed», forming 
a latent form of the enzyme, to identify which is not possible without a mild increase 
in the permeability of the membrane to open access of substrate and cofactors to the 
active sites. The introduction of 0.5-1 mm EDTA in the environment of the hemolysis 
prevents the process that allows a 2-4 fold increase in detectable enzyme activity in the 
membrane preparations of erythrocytes. It is assumed that the membrane preparations 
(shadows) of erythrocytes when they are received (hemolysis of erythrocytes) in the 
presence of chelators of divalent ions lose the ability to «closure» as a result of loss of 
peripheral membrane proteins of the skeleton (most likely the speñtrin and actin).

ÊËÞ×ÅÂÛÅ ÑËÎÂÀ. Ýðèòðîöèò, ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû ýðèòðîöèòîâ, ÀÒ-
Ôàçà, äåòåðãåíò, õåëàòîð.

KEY WORDS. Erythrocyte, membrane preparations of erythrocytes, ATPase, detergent, 
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Ýðèòðîöèòû ÿâëÿþòñÿ óäîáíûì îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ (îñîáåííî íà ÷åëî-
âåêå), òàê êàê, âî-ïåðâûõ, ýòî íàèáîëåå ëåãêîäîñòóïíàÿ äëÿ ýêïåðèìåíòàòîðà 
òêàíü è, âî-âòîðûõ, íåñëîæíûå ïðîöåäóðû ãåìîëèçà è öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â 
ïðîìûâàþùèõ ñðåäàõ ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü îäíîðîäíûå ìåìáðàííûå ïðåïàðàòû 
(òåíè ýðèòðîöèòîâ), ÷òî çíà÷èòåëüíî óïðîùàåò èíòåðïðåòàöèþ ïîëó÷åííûõ 
ðåçóëüòàòîâ. 

Îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ìåòîäîâ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè òðàíñ-
ïîðòíûõ ÀÒÔàç â öåëüíûõ ýðèòðîöèòàõ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä À. Ì. Êàçåííîâà [9]. 
Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòîì ìåòîäîì ïðîìûòûå è óïàêîâàííûå öåëüíûå ýðèòðîöèòû 
ìëåêîïèòàþùèõ ïðåäèíêóáèðóþòñÿ ñ äåòåðãåíòîì Òâèí-20 äëÿ îòêðûòèÿ äî-
ñòóïà ñóáñòðàòó è èîíàì-àêòèâàòîðàì ê àêòèâíûì öåíòðàì ôåðìåíòà, ëîêàëè-
çîâàííûì íà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ñòîðîíå ìåìáðàíû. Ïîñëå èçìåíåíèÿ ïðî-
íèöàåìîñòè ìåìáðàíû ýðèòðîöèòû ïîìåùàþòñÿ â ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî Òâèí-20 ÿâëÿåòñÿ ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûì 
âåùåñòâîì, áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ èññëåäîâàíèé, êîòîðàÿ ïîêàçàëà, ÷òî â èñ-
ïîëüçóåìîé êîíöåíòðàöèè (5 ìã/ìë êëåòîê) äåòåðãåíò íå èçìåíÿåò êîîïåðàòèâ-
íîå âçàèìîäåéñòâèå ñóáúåäèíèö ôåðìåíòà è òåì ñàìûì íå ïðåïÿòñòâóåò êîí-
ôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì ôåðìåíòà â õîäå ðåàêöèîííîãî öèêëà [17]. Ñåãîäíÿ 
ìíîãèå àâòîðû èñïîëüçóþò äàííûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ (â 
òîì ÷èñëå òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç) â ýðèòðîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëîâåêà ïðè 
ðàçëè÷íûõ ñòðåññàõ è ïàòîëîãèÿõ [4, 6, 7, 13, 16]. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî èñïîëü-
çîâàíèå ýòîãî ìåòîäà ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòü âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæèìîå, â êî-
òîðîì îáíàðóæåíû ìîäóëÿòîðû àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ, â òîì ÷èñëå òðàíñïîðò-
íûõ ÀÒÔàç [5, 14, 20]. 

Îäíàêî áîëüøèíñòâî ýêñïåðèìåíòàòîðîâ ïðåäïî÷èòàþò ðàáîòàòü ñ ìåìáðàí-
íûìè ïðåïàðàòàìè ýðèòðîöèòîâ. Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûì ñïîñîáîì ïîëó÷åíèÿ 
ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ (òåíåé) ýðèòðîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä Dodge et.al. [12]. 
Ýðèòðîöèòû ïîìåùàþòñÿ â ãèïîîñìîòè÷åñêèé ðàñòâîð (10 ìÌ Òðèñ-ÍCI áóôåð) 
ñ îïðåäåëåííûì çíà÷åíèåì ðÍ (êàê ïðàâèëî 7,4-7,6), ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ âû-
õîäîì ãåìîãëîáèíà è âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæèìîãî â ðàñòâîð. Ïîñëåäóþùåå 
ïðîìûâàíèå ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñðåäàõ ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷èòü ïðåïàðàòû êëåòîê, ñîõðàíÿþùèõ ôîðìó ýðèòðîöèòîâ. Îäíàêî ñëåäóåò 
îòìåòèòü, ÷òî îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òðàíñìåìáðàííûõ ôåðìåíòîâ â òàêèõ 
ïðåïàðàòàõ êëåòîê (â ÷àñòíîñòè òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç) ïîêàçàëî áîëüøóþ âà-
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ðèàáåëüíîñòü â èõ óäåëüíîé àêòèâíîñòè [3, 18]. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî êàæäûé 
èññëåäîâàòåëü ïðè ïîëó÷åíèè ïðåïàðàòîâ ìåìáðàí èñïîëüçóåò ñâîþ ñðåäó ãå-
ìîëèçà, à òàêæå ïðîìûâàþùèå ðàñòâîðû áåç ó÷åòà òîãî, ÷òî ïðè ïîìåùåíèè èõ 
â èçîòîíè÷íóþ ñðåäó îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè îíè ñïîñîáíû 
«çàìûêàòüñÿ» [10]. Â ðåçóëüòàòå ôîðìèðóåòñÿ ëàòåíòíàÿ ôîðìà ôåðìåíòà, âû-
ÿâèòü êîòîðóþ in vitro ìîæíî òîëüêî ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà ìÿãêîãî ïî-
âðåæäåíèÿ ìåìáðàíû äëÿ óâåëè÷åíèÿ åå ïðîíèöàåìîñòè ê ñóáñòðàòó è êîôàê-
òîðàì ôåðìåíòîâ.

Äåéñòâèòåëüíî, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé [10] ïîêàçàëè, 
÷òî ïðèìåðíî 80% ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ãåìîëèçà â 
ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé õåëàòîðîâ äâóõâàëåíòíûõ èîíîâ (10 ìÌ òðèñ-ÍCI, ðÍ 
7,6 ïðè 25°Ñ) «çàìûêàþòñÿ» ïðè ïîìåùåíèè èõ â èçîòîíè÷íóþ èíêóáàöèîííóþ 
ñðåäó, ÷òî çàòðóäíÿåò âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè Na,K-ÀÒÔàçû. Ïðåäèíêóáàöèÿ 
òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñ Òâèí-20 â êîíöåíòðàöèè 0,5 ìã/ìë êëåòîê ïîçâîëèëà 
âûÿâèòü ëàòåíòíóþ àêòèâíîñòü Na,Ê-ÀÒÔàçû â «çàìêíóòûõ» òåíÿõ, îäíàêî 
òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè 
ïðèñóòñòâîâàë ÝÄÒÀ.

Ïîâûñèòü âûÿâëÿåìóþ àêòèâíîñòü â ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòàõ (óìåíüøèòü 
ëàòåíòíóþ ôîðìó ôåðìåíòà) ìîæíî ââåäåíèåì â ñðåäó ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ 
ÝÄÒÀ, ïðè÷åì âíåñåíèå 1 ìÌ ÝÄÒÀ ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áîëåå ñòàáèëüíî âîñ-
ïðîèçâîäèìóþ àêòèâíîñòü Nà,Ê-ÀÒÔàçû, ÷åì â ñëó÷àå 0,5 ìÌ ÝÄÒÀ. Ïðåäèí-
êóáàöèÿ òàêèõ òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñ Òâèí-20 â ðàíåå óêàçàííîé êîíöåíòðàöèè 
ïîçâîëèëà ïîâûñèòü âûÿâëÿåìóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà íà 20-30%, ÷òî óêàçû-
âàåò íà íàëè÷èå ëàòåíòíîé ôîðìû ôåðìåíòà äàæå â ïðåïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ ñ 
ïðèìåíåíèåì ÝÄÒÀ â ñðåäå ãåìîëèçà.

Àíàëèçèðóÿ ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðèìåðíî â 
20% ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ âûÿâëÿåòñÿ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, åñëè â ñðåäó 
ãåìîëèçà è ïðîìûâàþùèå ðàñòâîðû íå ââîäèòü ÝÄÒÀ, 50-60% òåíåé òåðÿþò 
ñïîñîáíîñòü «çàìûêàòüñÿ», åñëè â ñðåäó ãåìîëèçà ââåñòè 0,5-1,0 ìì ÝÄÒÀ, è 
íàêîíåö, 20-30% òåíåé ýðèòðîöèòîâ ñîõðàíÿþò ëàòåíòíóþ ôîðìó ôåðìåíòà, 
âûÿâèòü êîòîðóþ ìîæíî òîëüêî ïîñëå ïðåäèíêóáàöèè ñ äåòåðãåíòîì è â ïðè-
ñóòñòâèè ÝÄÒÀ â ñðåäå îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè. Òàêèì îá-
ðàçîì, èñïîëüçóÿ ðàçíûå ñðåäû ãåìîëèçà, ýêñïåðèìåíòàòîðû ïîëó÷àþò ìåìáðàí-
íûå ïðåïàðàòû ñ ðàçëè÷íûì ïðîöåíòîì ëàòåíòíîé àêòèâíîñòè — â ýòîì ñëó÷àå 
ñòàíîâèòñÿ ïîíÿòíà ïðè÷èíà 3-4-êðàòíûõ ðàçëè÷èé â âûÿâëåíèè àêòèâíîñòè 
òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç â ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòàõ ýðèòðîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ, 
â òîì ÷èñëå è ÷åëîâåêà. 

Â ÷åì æå ïðè÷èíà ðàçëè÷íîé ñïîñîáíîñòè òåíåé ýðèòðîöèòîâ «çàìûêàòüñÿ» 
è ìàñêèðîâàòü èñòèííóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ? Ïî íàøåìó ìíåíèþ, ìåìáðàí-
íûå ïðåïàðàòû ýðèòðîöèòîâ ïðè èõ ïîëó÷åíèè òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ê «çàìûêàíèþ» 
ïîñëå ïîòåðè ïåðèôåðè÷åñêèõ áåëêîâ ìåìáðàííîãî ñêåëåòà (ñêîðåå âñåãî ñïåê-
òðèíà è àêòèíà) â ðåçóëüòàòå õåëàöèè èîíîâ êàëüöèÿ, òàê êàê âíåñåíèå èõ â 
ñðåäó ãåìîëèçà ïðåäîòâðàùàëî ýòîò ïðîöåññ [10, 11]. Àíàëèçèðóÿ ñîáñòâåííûå 
äàííûå è äàííûå ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçëè÷-
íàÿ ñïîñîáíîñòü ê «çàìûêàíèþ» òåíåé ýðèòðîöèòîâ îáóñëîâëåíà ðàçëè÷íûì 
«âîçðàñòíûì» ñîñòàâîì ýðèòðîöèòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ìîëîäûå ïîïóëÿöèè ýðèòðî-
öèòîâ îáëàäàþò ëó÷øåé äåôîðìèðóåìîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàðûìè ôîðìàìè 



Âåñòíèê Òþìåíñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà

96  А. Д. Шалабодов

[8, 15]. Â òî æå âðåìÿ, äåôîðìèðóåìîñòü ìåìáðàíû ýðèòðîöèòîâ îïðåäåëÿåòñÿ 
ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè ñïåêòðèí-àêòèíîâîé ñåòè [1]. Êðîìå òîãî, íå 
èñêëþ÷åíî, ÷òî áåëêè ìåìáðàííîãî ñêåëåòà ýðèòðîöèòîâ ìîãóò ïðèíèìàòü íå-
ïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè òðàíñïîðòíûõ ÀÒÔàç [19].

Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî «èçíîøåííàÿ» ñïåêòðèí-àêòèíîâàÿ ñåòü ñòàðîé 
ïîïóëÿöèè ýðèòðîöèòîâ ïðè ïîìåùåíèè èõ â ðàñòâîðû ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé 
ïðè ãåìîëèçå ýðèòðîöèòîâ çíà÷èòåëüíî ëåã÷å óäàëÿåòñÿ ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé 
ñòîðîíû ìåìáðàíû, ÷åì ñ ìåìáðàíû ìîëîäîé ïîïóëÿöèè ýðèòðîöèòîâ, êîòîðûå 
íå òåðÿþò ñïîñîáíîñòü «çàìûêàòüñÿ» äàæå â îòñóòñòâèå ÝÄÒÀ â ñðåäå ãåìîëè-
çà — íà ýòî óêàçûâàþò íàøè ðåçóëüòàòû [13]. Áåññïîðíûì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî 
ýêñïåðèìåíòàòîðàì ïðè òðàêòîâêå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ ñëåäóåò ó÷èòûâàòü 
ðàçëè÷íóþ ñïîñîáíîñòü ìåìáðàííûõ ïðåïàðàòîâ «çàìûêàòüñÿ» â ñðåäå îïðåäå-
ëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè. Â ïåðâóþ î÷åðåäü, ýòî îòíîñèòñÿ ê èññëå-
äîâàíèÿì íà ðàçëè÷íûõ ïî âîçðàñòó ïîïóëÿöèÿõ ýðèòðîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ, 
íàïðèìåð, â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñàõàðîçû, à òàêæå â ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ, 
ñâÿçàííûõ ñ êðîâîïóñêàíèåì è ñòðåññèðîâàíèåì æèâîòíûõ, êîãäà îòìå÷àåòñÿ 
èçìåíåíèå â ðóñëå êðîâè ìîëîäûõ ïîïóëÿöèé ýðèòðîöèòîâ.
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