
комплексов при низкой температуре должна, по-видимому. представлять 
двугорбую кривую из-за присутствия в координационной сфере ч тыргх 
атомов .азота, расположенных в узлах ромба. Добавление ОЭСМа з со
ответствии с вашими данными по ЭПР приводит к превращению этого 
ромба в квадрат, что должно, на наш взгляд, ухудшить разр !е.;ие 
предполагаемого расщепления радиальной функции ЕХАГ8 спемтрок 
этих комплексов.
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ИЗМЕНЕНИЕ НАПРАВЛЕНИЯ ТРАНСПОРТА Н В 
ЭРИТРОЦИТАХ ПОД ДЕЙСТВИЕМ Саг +

Л. В. ГЮЛЬХАНДЛНЯН

Исследовано влияние Са= и индуцированные и оно/ ори:.? двухах-ч юных
катионов А23187 потоки К + нН- в эритроцитах крысы. При наличии в среде :'-.'кубл- 
нии 150 мМ NaCl и значениях внеклеточного Са֊' - от 0,01 до 1 мМ 3,3 мкМ ионофора 
вызывает сопряженный К+—Н+обмен через мембрану; при увеличении концентрации 
Саг+ выше 1 мМ протнцотранснорт К иН заменяется на и тновремеш: • выход 
этих коион из клетки. При изменении мембранною потенциала ։» сторону но.;- :ител1- 
iiiiix значений, так же как при снижении хонцентрзппн ионофора A23I87, для обраще
ния потока IH- необходимо увеличивать количество добавленного Са2 . Поны машин 
заметным образом снижают скорости к:։к сопряженного К*- II ‘ обмена, га?. o.-.iio- 
временного выхода К ~н II*. Предполагается, что реверсия транспорта 11’ связана е 
увеличением потока Са5 + внутрь эритроцитов.

ք1ւ՚սոէէէնսէ1ւ/ւրվա>} Լ Сй* /' ե A1J** ' “/» ազւքեւյրսթյունր I րկվալհնտ կ„ւտիհննԼրի pn'/rt!f.f ,1 
?31 ք}7-"վ սւուււջսւցած К -/> ե II ՜ -/• ш>Ф(чгф Լր/ւթ րո г/խռնե/ւոէմ ։

մ[>.ւսվ.սյրոէմ էՏՕմՄ XaCl ձ արտաք^էաւին Св'՛ ~ 0.0է մՄ մինւե I մՄ արյեքներք, գեպրում,
ր.,3մ{{1ւ' իո)ւ/>ֆո[էչէ ա!4Աէք>4ք\րոսէ Լ հա։է։ստ1.ղ К 11՜-/* ։/,ււխաՆա1,ntf/յւսՆ մեմրրասրրվւ եթէ, 

Сй* էւոնցենսւրւս^ֆան էմՄ-jtg րսւրձր Լ, \\ ~ի և || -Է, հսէկասւրանսպորտր փո[ս:՚-.ՀրՆւ[ու/է 
( 'ւա/ն խւՆնէ֊րի մֆաձաււաՆւսկրս մղուէէով եթէ, մեմրււանա{ին պոտէնցիաւչւ փ^փէւի։֊ 
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г/лп! Լ ղրական արմերՆԼրի կողմր, ինչպես նաև իոնոֆոր \331ք17-ի կոնցհնտրացիաչի նվաղման 
4^՚-,4 ամ, H ՚ ~ի .ոօրի ուղղոէքքչան փոփււի>>էւք}չան համար անհրաժեշտ Լ մեծացնել ավելացվող 

(.:> ■ .ի րանակր՛ Mg* • •ը նկատելիորեն իջեցնում Լ ի՜նչպես Համատեղ K' —փո[սա- 
ՆաԼրՀք/ան, աչնպես Լ( К‘՜ • /■ ե 11՜։«/> միաժամանակյա ղոէ.րս մղման արաէքՈւթչուններրէ Են- 
թուվրվում <, որ Н + -Д տրանսպորտի ոևերսիան կապված Լ С32 +-ի հոսրի մեծացման հետ 
ցեպի Լրիթրոցիտներր.

The Influence of Ca2 and Mg2 on divalent cations ionotnre A23187—induced 
K ' and Ւ *■ fluxes In ral erythrocytes has been investigated. In the presence or 
150 niM NaCl. and extracellular Ca2+ concentration in the range of 0,01 rnM to I m.M 
In lie incubation medium. 3,3 j*M lonofore produces coupled K՜*՜ H* exchange 
across the mebinrane; by increasing Ca" more than I m.M Instead of К4 and ll + 
antiport, simultaneous efflux of these cations has been observed. In changed membra
ne potential to positive values, as well as decreased ionofore a‘23187 concentration. 
It Is necessary to increase the amount of added Ca՜ to reverse H flow. The mag
nesium Ions significantly decrease the rates of К — H exchange, as well as the rates 
-of simultaneous efllux of K + and II + . It Is suggested that the reversion of H1 flux 
is due- to Increased Ca՜’4՜ How Into erythrocytes.

Ключевые слези эритроциты, ионофор двухвалентных хатионол Л23187. транспор! 
иокок К* и Н > , мембранный потенциал

Известно, что вход Са2+ внутрь эритроцитов приводит к резкому 
увеличению проницаемости мембран для К : активируется так называ
емый Са: -чувствительный калиевый канал [4, 7. 15]. Транспорта 
€а3г внутрь эритроцитов можно добиться истощением эндогенного ЛТФ 
при инкубации эритроцитов в отсутствие глюкозы с добавлением раз
личных ингибиторов метаболических процессов [4, 6] или же увеличе
нием пассивного нтока Са2՜, достилаемым с помощью ионофора двух
валентных катионов А23Г87 [8. 13. 16].

Ранее было показано [5], что индуцированный валнпомиципом вы
ход К+ по градиенту концентрации из эритроцитов связан со входом I P 
внутрь клеток.

Нами исследованы потоки К+ .и Н через мембрану эритроцитов 
крыс:-;, вызванные ионофором А 23187. и действие двухвалентных ио
нов на этот процесс.

Материал и методика. Эритроциты из крови крысы популяции Bitcrap получали 
ос, - дзвем. Осадок дважды промывали в среде, содержащей 150 мМ NaCI и соог- 
ii('HJvi u;i 1:5. Концентрации Са2 , К ; и !1- измеряли пленочными Са'-4н К—ослек- 
1нвкым-| н стеклянным Н+-селективным электродами К-т- и Н *:-чувствительные элек
троды были соединены в одной ячейке. Регистрацию волн с помощью pH-метров, под- 
клк11;՛ иных к самопишущим миллиамперметрам постоянного тока Н-37 с усилителем 
И-37 Мембранный потенциал эритроцитов определяли по методу, основанному на и 
wepellini pH безбуферной среды инкубации Ло и после добавления эритроцитов [10]. 
При изменении pH в щелочную сторону мембранный потенциал брали со знаком «ми
нус*. в кислую--со знаком «плюс». Результаты измерений мембранного погенциала 
были обработаны статистически. Выделение эритроцитов и все опыты проводили при 
температуре, равной 22е.

Результаты и обсуждение. На рис. 1 показано действие попов каль
ция на транспорт К + и И* через мембрану эритроцитов, индуцирован
ный ионофором А 23187. При наличии в среде инкубации 0.01 мМ Ga2" 
т» виде примесей (измерено Са2 -чувствительным электродом по отно- 
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шепшр к бнднстнллированиой воде, в которой концентрацию Са5 при
нимали равной 0). выход К+ сопряжен с входом II . При 5 мМ Са2՛ । 
происходит реверсия потока 1Г: и 1Г и К՜ одновременно выходят из 
эритроцитов (рис. 1 В). Этот эффект наблюдается при концентрациях 
Са2 +, превышающих 1 мМ; при милли мол яр ной же концентрации из
менение pH пезна’гительно (рис. 1 Б).

Как видно из рис. I. при концентрациях Са24՜ в среде, равных 0,01 
и 1 мМ, нет существенного различия в скоростях выхода К

Ионы .магния, при кон
центрации 0,1 мМ и больше.| 
уменьшают скорость К 
обмена через мембрану. При 
концов грации М^2’՜ — 1 мМ н 
Са2’՜ ֊0,01 мМ скорость вхо
да II внутрь эритроцитов

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Влияние Са2+ на нндуаированпые ионофором А23187 ■■ т.ж։։ К п 
И через мембрану хяирпннтон. А—0.01 мМ Са-: ; Б—1 м.Ч Са2՜1՜; В— 
г мМ Са* - . Во всех случаях 0.1 мл эритроцитов ннкхбнроь.:.|п к к’тениг 
10 мин в 3 мл 150 мМ ХаС1 (pH 6.1) яри соответствующей концентрации

Са2 + и затем добавляли 3.3 мкМ ионофора Л23187 (показано стрел։-;--՛.': ՛ 
Рне 2. Влияние Сз*՜»՜ из пот-пл К и 11՜ чере-. у.см'.рану эритроцитов 
низких кониентраинях ионофора А23187. Л—0.01 м'Л Св- ; Б—5 мМ Сз* ; 
В—20 мМ Са֊ Остальные условия, кроме концентрат!!! А23187, как на 

рис. 1. Стрелками показаны добавки ионофора Л23187 (по 0,2 мкМ).

уменьшается в сре днем в 2,75 раза, а скорость выхода К1 падает почтя 
га 20% по сравнению с таковой при 0,01 мМ Са2 (по результатам трех 
измерении). (Скорость рассчитывалась по средней величине изменения 
количества К + или pH в течение 5 мин, деленной на 1 л эритроцитов). 
В присутствии 10 мМ магния наблюдается слабая реверсия транспорта 
Н՜1. От метим также, что высокие концентрации ионов магния сущест
венно снижаю։ скорость реверсии потока II 1 при значении Са2*, ров
ном 5 мМ.
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• •:>.{ индуцкрог.знии К -11՛ обмена переносчиком ионов калия вали* 
помнцином новы кальция и магния лаже при высоких концентрациях 
не вызывают реверсии потока Н+.

В чем же причина одновременного выхода К и Н^из эритроцитов? 
В литом случае, по-виднмому, могут быть два объяснения: 1) идет 
обмен X и Н! на № или (и) на Са5+; 2) катионы выходят совмест
но с анионом, скорее всего с С1 *, для которого эритроцитарная мембра
на хорошо проницаема [I] н который является основным малым неор- 
гаьическйм анионом цитоплазмы (концентрация С1՜ б эритроцитах кры
сы 82 мМ [3]).

В некоторых работах [2, 14]было показано, что с увеличением кон
центрации Са2 1 в эритроцитах повышается проницаемость мембраны и 
для \'а* и усиливается противотранспорт 1\— Ха через мембрану.

Мы исследовали действие Са: ’ на транспорт К՜ и Н’ • инкубируя 
?рнтроцты в среде с холинхлоридом вместо Х'аС1. Однако и в этом 
случае при концентрации Са2! . превышающей 1—2 мМ, происходит 
синхронный выход и К* и И •

Поскольку известно, что поток Са՝' увеличивается с повышением 
концентрации А 23187 [9, 17], мы провели опыты при низкой концентра- 
ич| ионофора (0.2 мкМ). Из рис. 2 Б видно, что при 5 мМ Са* про

исходи; К*-Н обмен. При 20 м.М Са2 +можно заметить лишь незна
чительный вход Н 1 (рис. 2 В). Добавление еще од ой порции ионофо
ра приводит в обоих случаях к резкому изменению направления тран
спорта Ы4. Скорость выхода К - при этом нс изменяется, Интересная 
картина наблюдается при низких концентрациях Са2 ’(0.01 мМ). По
следовательное добавление ионофора вызывает ступенчатый выход 1\+ 
и вход П * (рис. 2А).

Следующим нашим шагом было исследование действия Са2՜1՜ на 
транспорт К՜ и II՝ при разных концентрациях ХаС1 в среде. Известно, 
"то изменение количества С1՜ в среде сопровождается сдвигом мем
бранного потенциала эритроцитов [10], в это может оказать влияние- 
на перераспределение ионных потоков.

Таблица. Значения Са2+. необходимые для реверсии потока И *. при разных 
величинах начального мембранного потенциала (Д?). Количество эритроцитов 
и ионофора /423187 как н опытах, покатанных на рис. I. При 50 и 10 мМ \аС,’ 

с целью сохранения осмолярност в среду добавляли 200 и 280 м.М 
сахарозы соответственно

Х'аС1, мМ 150 150 50 50 10 10

СаС!., м.М 0.01 5
1

0.01 10 0.01 20

Л с, мп -65.0+8.9 
п=11

—72.8+10 
п=9

23.8+ 6.2 
։:=9

41.1±5.2
П=4

+9.8+4.8 
п 7

•о41*II

1 С

В таблице представлены начальные величины мембранного потен
циала эритроцитов при разных концентрациях Х՝аС1 и ~ех значениях 
Са: в среде, при которых происходит реверсия поток » Ч * .
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Видно, что со снижением концентрации \'аС1 з среде, когда мем
бранный потенциал уменьшается по абсолютной величине (увеличивает
ся с учетом знака), для реверсии транспорта Н необходимо повышать 
копией грацию добавляемого Са1+. Возможно, что и при этом, как нЗ 
при низких концентрациях ионофора, понижается скорость транспорта 
Са2+в эритроциты.

Известно, что ионофор Л23187, помимо активирования Са-^-зави
симого калиевого канала, индуцирует также электролейтральный обмен 
Са2+иа протоны [12]. В наших экспериментах с эритроцитами обмен 
Са2՛ на IIй (и К ), т. ՛. реверсия потока II*, происходит лишь при вы
соких концентрациях Са2\ При уменьшении концентрации ионофора 
или \’;зС1 а среде для подобного обмена необходимо увеличивать коли
чество добавляемого Сз?* . Поэтому можно считать, что эффект 
реверсии И обусловлен одновременным обменом Сз2՜ на Н+ и К՜ при 
достаточно большой скорости транспорта Са2 в эритрониты (если дви
жения Н4 нет, идет обмен Са2+ ня К ). Необходимость для реверсии 
11՜ более высоких концентраций , по сравнению с Са5*, скорее все
го связана с меньшей скоростью опосредованного Л 23187 транспорта 
М§2՜ через мембраны [11]. Конечно, не исключено участие С!՜ в про
цессе перераспределения ионов. Уменьшение же скорости выхода К 
из эритроцитов, проявляющееся уже с концентрации Мб2՜ порядка 
0.1 мМ и при гораздо более высоких значениях Сз' , может быть след
ствием влияния двух&алентных ионов та структуру мембраны.

ЛИТЕРАТУРА

I Лео А .4 В ֊.։<.: Ионная избирательность клеточных мембран. Л., 1975
2. Adragna Л՜.. Canessa М„ Blze J., Solomon IL, Tosteson Г). С- Clin. Scl., 61, 

11-12, 1981.
3. Bernstein R. Е. Science, 120, 459—469, 1954.
4. Gardos G. Асы Physiol. Hung., 10, 185—193, 1956.
5. Harris E. 5.. Pressman 8. C. Nature, 216, 918-920, 1957.
6. Lew V. S. Btochtm. Blophys. Acta. 233. 827 - 830. 1971.
7. Lew V՜. 5. J. Physiol. Lond. 206. 35—36. 1970.
8. Lew V. .S'.. Ferreira H. G. Nature, 263, 336-338, 1976.
9. Lew V. S.. Simonsen L. (). .1. Physiol., 308, 60, P, 1980.

10. Macey R. J., Adorante J. S., Orme F- M, Blochim. BiophyS. Acta. 512, 284—295, 
1978.

11. Moronne N. M., Cohen J. Blochint. Blophys. Acta, 688, 793—797. 1982.
12. Pfeiffer D. R., Taylor R. IF., Lardy 11. .4. Ann. N. Y.. Acad. Sc։., 307, 402— 

423. 1978.
13. Reed P. IF. J. Biol. Chern., 25/, 3489 - 3493. 1976.
14. Romero P. J. J. Membrane Biol.. 29, 329 — 343, 1976.
15. Romero P. J.. Whitlam R. .1. Physiol, bond.. 211. 481-507, 1971.
16. Sarkadl B., Szasz J. Gardes G. J. .Membrane Biol., 26, 357—370. 1976.
17. Scharf O.. Fader B., Skibsted U. Btochtm. Blophys. Aeta. 730, 295—305, 1983.

Ереванский филиал Всесоюзного научного центра
хирургии АМН СССР Поступило 22.X 1985 г.

216


	212
	213
	214
	215
	216

