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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАС-
П Р Е Д Е Л Е Н И Я И НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВ, 
Na, К-АТРазы СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ЖЕ-
ЛУДКА Ч Е Л О В Е К А И К Р Ы С Ы 
Тартуский государственный университет 

В основе уникального процесса образования 
и секреции соляной кислоты обкладочными клет-
ками слизистой оболочки желудка лежит транс-
мембранный транспорт протонов, связанный с 
функционированием специфического протонного 
насоса — N a , К-АТРазы [7, 17]. Этот фермент 
обнаружен в микросомальной фракции преиму-
щественно обкладочных клеток слизистой оболоч-
ки желудка лягушки [6, 9 ] , кролика [3, 6] , соба-
ки [12], свиньи [6, 18] и крысы [6, 10]. К настоя-
щему времени Na, К-АТРаза в кристаллическом 
состоянии получена из слизистой оболочки свиньи 
и кролика [15], исследованы возможные механиз-
мы функционирования этого фермента [7]. Отно-
сительно менее изучены распределение и функ-
ционирование Na, К-АТРазы в слизистой оболоч-
ке желудка человека. Установлено лишь наличие 
Na, К-АТРазы в слизистой оболочке желудка 
трупа человека с накоплением в тех же фракциях 
(при градиентном центрифугировании), как и у 
других животных [16]. На материале биопсии из 
желудка человека показано, что ингибиторы секре-
ции (производные бензимидазолов) подавляют 
активность данного фермента [4]; найдена более 
низкая активность фермента при гипоацидном 
состоянии [2]. 

Целью настоящей работы было сравнительное 
изучение распределения активности Na, К-АТРазы 
в субклеточных фракциях слизистой оболочки 
желудка человека и крысы и изучение зависимости 
активности фермента от рН и концентрации акти-
вирующих ионов калия в микросомальной фрак-
ции. 

М е т о д и к а 
Слизистая оболочка желудка человека была получена 

при гастрэктомии по поводу рака желудка. Транспортиров-
ку ткани в лабораторию осуществляли в ледяном физиоло-
гическом растворе. Слизистую оболочку обрабатывали по 
методу [8] для получения обогащенной фракции обкладоч-
ных клеток. Гомогенат (1:10) готовили в среде выделения, 
содержавшей 20 мМ трис-НС1-буфер, рН 7,05, 0,25 М саха-
розу и 1 мМ ЭДТА-трис. 

Белых крыс декапитировали после 24-часового голода-
ния, извлекали желудок и промывали холодной водой. Обра-
ботка и гомогенизирование были аналогичны описанным 
выше для слизистой оболочки желудка человека. 

Гомогенаты центрифугировали на холоде при 1000 g в те-
чение 10 мин для осаждения неразрушенных клеток и ядер. 
Митохондриальную фракцию осаждали центрифугированием 
полученной надосадочной жидкости при 12 000 g в течение 
10 мин, микросомальную фракцию —- 22 500 g в течение 
90 мин. 

Активность Na, К-АТРазы определяли в среде, содержав-
шей 30 мМ имидазол-НС1-буфср, рН 7,4, 2 мМ MgCU, 2 мМ 
АТР-трис, 20 мМ КС1 и 0,7 мл ферментного препарата (общий 
объем 1,5 мл). Контрольными служили пробы без KCJ. Реак-
цию останавливали, добавляя 0,15 мл 5 % додецилсульфа-
та натрия (20], содержание Фн , освобожденного в ходе 
реакции, определяли по методу [5] , применяя в качестве 
восстановителя тиомочевину [1 | . Активность Na, К-АТРазы 
выражали в микромолях Фм на 1 мг белка в минуту. 

Количество белка определяли по методу [13] . 
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Рис. 1. Активность Na, К-АТРазы (в мкмоль Фн на 1 мл белка 
в минуту) в субклеточных фракциях слизистой оболочки 
желудка человека (а) и крысы (б) (а — средние из 7, б — 
из 9 опытов). 

мх митохондриальная фракция; мс — микросомальная фракция; с — супер-
натант. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Фракционирование гомогенатов слизистой обо-
лочки желудка человека и крысы путем дифферен-
циального центрифугирования показало (рис. 1), 
что активность Na, К-АТРазы как у человека, 
так и у крысы локализована преимущественно 
в микросомальной фракции. При этом нет су-
щественной разницы в активности этого фермен-
та у человека и крысы. Преимущественная лока-
лизация Na, К-АТРазы в микросомальной фрак-
ции слизистой оболочки желудка у крысы пока-
зана и в других исследованиях [6, 10, 19]. Актив-
ность такого же порядка обнаружена в микросо-
мальных мембранах градиентной фракции Нг 
слизистой оболочки желудка человека, получен-
ного через 6 ч после смерти [16]. Согласно дан-
ным, представленным на рис. 1, у крыс в митохонд-
риальной фракции также была найдена заметная 
Na, К-АТРазная активность, составляющая 62 % 
от ее активности в микросомальной фракции. 
Активность Na, К-АТРазы в митохондриальной 
фракции у человека составляла 35,7 % от таковой 
в микросомальной фракции. По данным литера-
туры [7], значительная часть активности Na, К-
АТРазы в митохондриальной фракции появляет-
ся при стимуляции желудочной секреции в связи 
с уплотнением при этом везикул. Поскольку в 
наших опытах как у людей, так и у крыс стиму-
ляция секреции была исключена, относительно 
высокую активность Na, К-АТРазы в митохонд-
риальной фракции, очевидно, можно объяснить 
загрязнением этой фракции микросомами в хоДе 
выделения. Активность фермента в супернатанте 

Т а б л и ц а 1 

Влияние Д О Х , добавленного к среде гомогенизировании, на 
активность Na К-АТРазы слизистой оболочки желудка ( М ± : т ) 

Объект иссле-
дования 

Активность Na, К-АТРазы, мкмоль Ф и 
на 1 мг белка в минуту Объект иссле-

дования 
без ДОХ с 0.1 % ДОХ 

Слизистая оболочка 
желудка: 

человека 

крысы 

0 , 1 5 9 * 0 , 0 4 4 (3) 

р<( 
0,066=1=0,031 (3) | 

Р > ( 

0 , 0 3 3 ± 0 , 0 1 9 (3) 
),05 
| 0,013=t=0,009 (3) 
),05 

MX мс мс 



Т а б л и ц а 2 

Влияние уабаина на активность Na, К-АТРазы слизистой 
оболочки желудка крысы ( M - t m ) 

0,14 

Компоненты системы 
Активность Na, К-АТРазы, 
мкмоль Ф „ на 1 мг белка 

в минуту 

к+ 20 мМ 0 , 0 4 6 ± 0 , 0 1 1 (4) 

к+ 20 мА + уабаин 1 , 5 - 1 0 ~ 3 М 0 , 0 5 6 ± 0 , 0 2 9 (4) мА + уабаин 1 , 5 - 1 0 ~ 3 М 
р> 0,05 

0.05 

100[Н+]>ММ 

как у человека, так и у крысы оказалась ничтож-
ной, что находится в соответствии с данными ра-
боты [19], проведенной на крысах. 

В ходе исследований полученных препаратов 
Na, К-АТРазы слизистой оболочки желудка были 
сделаны следующие наблюдения. Добавление 
0,1 % дезоксихолата натрия (ДОХ) к среде гомо-
генизирования слизистой оболочки желудка, ши-
роко применяемое для выделения мембранных 
ферментов [11], приводило к существенному сни-
жению удельной активности Na, К-АТФазы 
микросомальной фракции слизистой оболочки 
желудка человека (табл. 1). В слизистой оболоч-
ке желудка крысы этот эффект был менее выра-
женным. При сохранении микросомальной фрак-
ции слизистой оболочки человека и крысы в виде 
осадка при — 30 °С происходило снижение актив-
ности Na, К-АТРазы, которое через 2 дня хране-
ния составляло 70 % от исходной активности. 
Уабаин, специфический ингибитор Na, К-АТРазы, 
как и в работе |16], не проявил ингибирующего 
действия на активность Na, К-АТРазы микросо-
мальной фракции слизистой оболочки желудка 
крысы (табл. 2). 

Опыты по выяснению рН-оптимума Na, 
К-АТРазы показали (рис. 2), что он в некоторой 
степени зависит от состава буферной среды. Так, 
при использовании 40 мМ трис-НС1-буфера 
рН-оптимум Na, К-АТРазы слизистой оболочки 
желудка человека и крысы лежит в области 
7,1—7,2, а при использовании 30 мМ имидазол-
HCI-буфера в области 7,2—7,4. Из данных ли-
тературы известно, что рН-оптимум Na, К-АТРазы 
слизистой оболочки желудка лягушки, свиньи и 
собаки находится в области 7,4 11, 5] и не отмече-
но зависимости от состава буферной среды. В от-
личие от этого показано, что рН-оптимум Na, 
К-АТРазы слизистой оболочки желудка свиней 
находится на уровне 7,0 при использовании 30 мМ 
имидазол-НС1-буфера [ 18]. 

Исследование активирующего влияния ионов 
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Рис. 3. Зависимость активности Na, К-АТРазы (в мкмоль 
Ф„ на I мг белка в минуту) слизистой оболочки желудка 
человека ( / ) и крысы (2) от концентрации ионов калия. 

калия (рис. 3) на Na, К-АТРазу слизистой обо-
лочки желудка человека показало, что оптималь-
ной концентрацией является 20 мМ, а для фермен-
та крысы — 5 мМ. Дальнейшее повышение кон-
центрации ионов калия сопровождалось сниже-
нием активности фермента. По данным ряда авто-
ров [6, 14], наиболее высокая Na, К-АТРазная 
активность у кролика, свиньи и крысы отмечается 
при 20 мМ КС1. 

Изучено также влияние соотношения АТФ и 
ионов магния на активность Na, К-АТРазы 
(рис. 4) , при этом установлено оптимальное 
соотношение 1:1 при концентрации 2 мМ, что 
совпадает с данными литературы [7]. При таком 
же соотношении АТФ и ионов магния, но в более 
высоких концентрациях (3, 4, 5 мМ) активность 
Na, К-АТРазы оказалась ниже, чем при концент-
рации 2 мМ. 

Таким образом, активность Na, К-АТРазы в 
слизистой оболочке желудка у человека несколь-
ко выше, чем у крысы. В то же время по изучен-
ным параметрам (распределение по субклеточ-
ным фракциям, рН-оптимум, оптимальные кон-
центрации ионов калия) Na, К-АТРазы слизистой 
оболочки желудка у человека и крысы существен-
но не различаются. 
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D I S T R I B U T I O N A N D S O M E P R O P E R T I E S OF N a + , 

K + - A T P A S E IN H U M A N A N D RAT G A S T R I C M U C O S A L 

M E M B R A N E 

A.-T. O. Kengsepp, L. J. Tyakhepyld 

State University , Tartu. 

Subcel lu lar fractions were isolated from homogenates 
of human and rat gastric mucosal membranes by means of 
differential centrifugation; the highest N a + , K + - A T P a s e 
activity w a s detected in microsomal fraction. The enzymatic 
activity w a s higher in human gastric mucosal membrane as 
compared with the ra t t issue. N a + , K + - A T P a s e activity w a s 
inhibited by 0.1 % S D S added into the homogenizat ion mixture. 
Oubain 1.5-10 M did not affect the enzymatic activity. 
The enzyme had a pH optimum in both these t issues at 
pH 7 . 2 = 7 . 4 in 30 mM imidazol-HCl buffer and at pH 7.1-7.2 
in 40 rnM Tris-HCl buffer. K 1 exhibited maximal act ivat ing 
effect at 20 mM concentration in human gastric mucosal 
membrane and at 5 mM concentration in rat tissue. The ratio 
A T P / M g 2 + as 1:1 proved to be optimal at 2 mM concentration. 
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И З М Е Н Е Н И Я С О Д Е Р Ж А Н И Я ТЕСТОСТЕРО-
НА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И РЕЦЕПТОРОВ 
АНДРОГЕНОВ В ПЕЧЕНИ ПРИ ЭКСПЕРИ-
МЕНТАЛЬНОЙ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ У 
Н Е П О Л О В О З Р Е Л Ы Х К Р Ы С 
Кафедра биохимии Башкирского медицимского института, 
лаборатория эндокринологии биологического факультета 
Московского университета им. М. В. Ломоносова 

Характерной особенностью патохимии терми-
ческих поражений являются превалирование про-
цессов катаболизма белков над процессами их 
биосинтеза и относительная недостаточность бел-
ково-анаболических процессов [5, 6, 8, 11, 13]. 
Принципиальную значимость эта проблема имеет 

при ожоговой болезни в детском возрасте, так как 
рост и развитие детского организма тесно сопря-
жены с процессами белкового анаболизма. В свя-
зи с этим важным является вопрос о состоянии 
гормональной регуляции белкового обмена при 
термической травме. 

В настоящей работе исследованы изменения 
концентрации в крови тестостерона — одного из 
важнейших анаболических гормонов и содер-
жания рецепторов андрогенов (РА) в печени 
при термической травме у животных допубертат-
ного возраста как экспериментальной модели 
ожоговой болезни у детей. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили на белых беспородных крысах-самцах 

месячного возраста массой 50- 70 г, у которых под эфирным 
рауш-наркозом вызывали термический ожог кожи Ш а — Ш б 
степени площадью 23—25 % поверхности тела по методике, 
описанной ранее [7]. 

Животных забивали декапитацией в различные сроки 
после термической травмы. Сыворотку крови получали обыч-
ным способом. Концентрацию тестостерона определяли ра-
диоиммунологическим методом с использованием стандарт-
ных тест-наборов фирмы «Byk-Mall inckrodt» ( Ф Р Г ) . Радио-
активность проб измеряли на автоматическом сменщике 
проб NZ-322 фирмы «Гамма» ( В Н Р ) . 

Цитозоль печени получали, как описано ранее [4] , исполь-
зуя для гомогенизации 0,02 М трис-НС1-буфер (рН 7,8) , 
содержащий 0,5 мМ ЭДТА, 20 мМ молибдата натрия, 0,1 мМ 
фенилметилсульфоиилфторида, 6 мМ дитиотрентола и 0,25 М 
сахарозы. Конечная концентрация белка в цитозоле печени 
составляла 5 — 1 5 мг на 1 мл. 

Содержание РА в цитозоле печени определяли, исполь-
зуя специфический андрогенный лиганд :,Н- 17-оксиметил-
4,9 ,11-триен-З-он( 3H-R1881) фирмы «New England Nuclear» 
(США) с удельной радиоактивностью 3191 ГБк/ммоль и 
инкубируя все пробы на фоне избытка (2 мкМ) триам-
цинолонацетонида [4 | . 

Количественную оценку концентрации РА цитозоля пе-
чени проводили по уровню специфического связывания при 
насыщающей добавке 3H-R1881 [9]. 

Разделение свободной и связанной форм гормона осу-
ществляли при инкубации проб в течение 5 мин при 0 — 4 °С 
со 100 мкл 2 % угля, покрытого декстраном (0,4 %) . 

Радиоактивность измеряли на сцинтилляционном счетчи-
ке « M a r k - Ш » фирмы «Тгасог» (США) с использованием 
диоксанового сцинтиллятора Брэя [10]. 

Содержание белка определяли методом Лоури [12]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как показали наши исследования, уровень 
тестостерона в сыворотке крови подопытных жи-
вотных был резко снижен на протяжении всего 
периода исследования после термического ожога 
(см. рисунок), причем отчетливую статистическую 

И моль/л 

Динамика уровня тестостерона в сыворотке крови крыс после 
термического ожога. К контроль. 
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