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ПОГЛОЩЕНИЕ ИОНОВ КАЛЬЦИЯ 
МЕМБРАННЫМИ ФРАКЦИЯМИ ГОЛОВНОГО МОЗГА 

КРЫСЫ II НЕРВА ЛЯГУШКИ

КРАВЦОВ Г. М„ МАКСИМОВ Г. В., ОРЛОВ С. Н„ ПОКУДИН н и 
РЯЖСКИИ Г. Г., СВЕРДЛОВА Е. А.

С помощью метода меченых атомов исследовалось поглощение кальция мембран­
ными фракциями, выделенными из головного мозга крысы и нервного волокна лягуш­
ки. Определены параметры ЛТР-незавнсимого поглощения (связывания) и энергоза­
висимого поглощения (аккумуляции) кальция плазматическими мембранами, митохон­
дриями и микросомами этих тканей. Показана ведущая роль аккумуляции кальция 
митохондриями головного мозга и плазматическими мембранами нерва в регуляции 
концентрации свободного внутриклеточного кальция. Исследованы зависимости Са24*. 
аккумулирующей способности этих фракций от концентрации АТР.

Проведение возбуждения нервной тканью сопровождается увеличе­
нием концентрации Са2 4 в цитоплазме клеток за счет его поступления 
по электрохимическому градиенту' через потенциалзависимые каналы. 
Повышение внутриклеточной концентрации Са2 приводит к увеличе­
нию проводимости аксолеммы для К “ и се реполяризации, что во мно­
гом определяет параметры проведения возбу ждення по нервным волок­
нам [1, 2]. Повышение концентрации Са2+ в нервном окончании служит 
триггерным сигналом для секреции нейротрансмиттеров [3, 4]. В обоих 
случаях механизмы, поддерживающие электрохимический градиент 
Са2՜*՜, изучены недостаточно. Предполагается, однако, что системы 
регуляции внутриклеточного распределения Са՜ в нервном волокне 
и нервном окончании отличны друг от друга [5]. В связи с этим в на­
стоящей работе исследовались особенности связывания и аккумуляции 
Са2+ мембранными фракциями, изолированными из нервного ствола 
лягушки и головного .мозга крысы.

Материалы и методы

В паботе использовались крысы-самцы линии Вистар в возрасте 
io 16 истечь и массой 200-250 г. Головной мозг крысы за нсключе- 
12 1 (37-42 г) гомогенизировали в 5-ти объемах раствора,
„нем моз>к™ 12’м сахарозу и 5 мМ ХЕПЕС-NaOH буфер (pH 7,5; 

гомогенизации использовали гомогенизатор тефлон-стекло 
(клиренс 0 06-0.08 мм. 30 с. 600 об/мин). Гомогенат разбавляли ере- 
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дой гомогенизации в 2 раза и центрифугировали (3000 g, 5 мин). Полу­
ченный супернатант осаждали (20 000 g, 25 мин; осадок Р, супернатант 
S). Дальнейшую обработку осадка Р проводили в соответствии с мето­
дом Whittaker [б]. Осадок доводили до объема 30 мл и наносили по 
5 мл на ступенчатый градиент фикола (7,5—12—17%). приготовленного 
на основе среды гомогенизации. После центрифугирования (25 000 
об/мин, ротор SW-27, «Beckman») фракции на границах раздела фаз 
сахароза -7,5; 7,5—12, 12—17% фпкол и на дне пробирки (фракции 
Ki, Кг. Кз н Ki соответственно), а также осадок, полученный при цен­
трифугировании супернатанта S (30 000 g, 40 мин, фракция 1<5). промы­
вали в 80 мл 0.32 М сахарозы (57 000 g, 30 мин). Супернатант, полу­
ченный после центрифугирования при 30 000 g, осаждали 90 мин при 
120 000 g. Полученный осадок (фракция Ко) промывали при тех же ус­
ловиях центрифугирования 0,32 М сахарозой.

Фракцию Кг, охарактеризованную как синаптосомы. подвер­
гали гипоосмоткческому шоку путем добавления 8-кратного объе­
ма 5 мМ трис-HCI буфера (pH 8.1; 60 мин, постоянное перемешивание, 
0.2°). Лизат центрифугировали (54 000 g, 30 мин), и осадок ресуспенди- 
ровали в 0,32 М сахарозе и наносили по 5 мл в две пробирки, содержа­
щие ступенчатый градиент фикола (3; 7,5; 9; 12; 17%), приготовленного 
на 0.32 М сахарозе. После центрифугирования (22 000 об/мтн, 90 мин, 
ротор SW-27) фракции, находящиеся на границе раздела фаз сахароза- 
фикол (К?) и различных концентраций фикола (Кт—Кп). а также на 
дне пробирки (К12), промывали в 0,32 М сахарозе (110 000 g, 40 мин).

Отпрепарированные волокна седалищного нерва лягушки Rana 
temporaria измельчали и гомогенизировали в гомогенизаторе Polytron 
(4 раза по 15 с с 15-секупдными интервалами) в 10-кратном объеме сре­
ды, содержащей 0,25 М сахарозу. 10 мМ трис-HCI буфер и 1 мМ ЭДТА 
(pH 7,4; 0—2°), после чего гомогенат обрабатывали в гомогенизаторе 
тефлон-стекло (300 об/мин, 2 мин) п центрифугировали при 27 000 g 
ЗОмин (осадок Р. супернатантS). Осадок Р ресуспендировали и центри­
фугировали 10 мин при 3000 g. Полученный супернатант центрифугиро­
вали (27 000 g, 30 мин), и осадок наносили па 7% раствор фикола, при­
готовленный в среде гомогенизации. После центрифугирования (22 000 
об/мин, 45 мин, ротор SW-27) фракции, находящиеся над раствором фи­
кола и на дне пробирки (фракции Л։ и Лг соответственно), промывали 
раствором 0,25 М сахарозы (27 000 g, 30 мин). Супернатант S осажда­
ли (120 000 g, 90 мин). Осадок (фракция Лз) промывали 0,25 М сахаро­
зой при тех же условиях центрифугирования.

Определение активностей ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и сукцинат- 
дегидрогеназы (СДГ) описано ранее [7, 8]. Состав среды инкубации 
для определения активностей 5'-<нуклеотидазы и глюкозо-6-фосфатазы 
предложен в ряде исследований [9, 10]. Содержание Рр образовавше­
гося в этих реакциях, определяли по методу Rathbun и соавт. [11].

чг'Са и мембранные фильтры (НА, Millipore, США) были использо­
ваны для определения связывания и аккумуляции Са2+ мембранны­
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ми фракциями. Подробности этого подхода описаны нами ранее [12].
Содержание белка в пробах определяли по методу Lowry и соавт. [13].

Результаты и обсуждение
Характеристика мембранных фракций. Среди фракций К։—К.1։ по­

лученных на ступенчатом градиенте фикола, наибольшей активностью 
ферментов-маркеров плазматической мембраны обладает фракция Кг- 
Активность СДГ в этой фракции составляет всего 7,2% от общей актив­
ности фермента во фракциях К1— Кб- Эта фракция идентифицирована 
нами -как синаптосомы, что согласуется с результатами других исследо­
ваний [4, 6]. Фракция 1\4 в большей степени обогащена митохондриями 
л составляет 48,4% от общей активности СДГ (табл. 1). Фракция Кь 
расположенная над верхней ступенькой фикола, по-видимому, образова­
на миелином [4]. Фракции Кз и К5 представляют собой смесь синапто- 
сом и митохондрий. Во фракции Кб» полученной после высокоскорост­
ного центрифугирования, обнаружена максимальная активность 5'-нук- 
леотидазы и АХЭ; примесь митохондрий в этой фракции минимальна. 
Следует однако отметить, что эта фракция обладает также максималь­
ной активностью глюкозо-6-фосфатазы-фермента, который в печени и 
почках считается маркером эндоплазматического ретикулума [10]. На 
основании полученных данных можно допустить, что в головном мозгу 
глюкозо-6-фосфатазной активностью обладают плазматические мембра- 

....пт ппоисхождения, либо мембраны эндоплазматиче- ны несииаптосомного проислил^ , ՛
«лг.гяшены 5-нуклеотидазой и АХс). ского ретикулума обогащены о ну<՝ 

1 ■’ ' Таблица I
«ппкгоных ферментов во фракциях мембран из мозга

Относительная активное , * лягушк|, (Л|_Л;>)

Фракции
Щелок (% к 
белку гомо- 

1 гената)
СДГ (%) । АХЭ (%) 5'-нуклеотн- 

лаза (%)
1 люкоза-о- 
фосфатаза 

(%)

1<1 4,3 6.6
7.2

24

2,7
8.9

24
25

0,5
0,5

К, 2,1 6.3 10 0,5
1<з 2,7 48 4 3.4 2 —
к, 1.5 12 ’ [ 11.5 11 0,5
><5 
։<о
к, 
։<8 к, 
К ю ։<„ 
к,.

2,1 
2,2
0.2 
0,6 
0,1 
о.2 
0,3
0.4

1,5 
.3,0 
5.0

12.0 
ю.о 
30,0 
40,0

67,2
15.0 
60,0
10.0
5.0 
8.0
2.0

Я 
1 

. 
I 

1 
1 Г

98
0 
0
0
0
0 
О

л, 
л, 
•Ъ

11 ,2
1.2
7,3

з.о
94.0
3.0

0 
0
0

74.0
7.0

19,0
—

Примечание.
За 100% принято значение суммарной активности во фракциях

<К.-К6), (К?՜К12) L‘i '• *3'

После лизиса синаП^°”
..... .............



(табл. 1). Активности глюкозо-6-фосфатазы в этих фракциях не обна­
ружено.

Для характеристики мембранных фракций, полученных из нервно­
го волокна лягушки, были определены активности СДГ и 5'-иуклеоти- 
дазы. Активности АХЭ ։ка>к в гомогенате, так и во фракциях Л։—Л3 не 
обнаружено. Фракция Л|, составляющая основную часть мембранных 
фракций (11,2% от общего белка гомогената), обладает в 7—10 раз 
большей активностью б'-нуклсотидазц, чем фракции Л2 и Л3. Актив­
ность СДГ во фракции.Л1 минимальна, и ее можно охарактеризовать 
как обогащенную плазматическими мембранами (табл. 1). Фракция Л2„ 
наименее представленная в нервном волокне (1,2% от общего белка го­
могената), в основном содержит митохондрии. На это сказывает высо­
кая активность СДГ (в 30 раз выше, чем во фракциях Л։ и Л3). Полу­
ченная после центрифугирования при 120 000 ц фракция микросом (Л3) 
содержит минимальное количество митохондрий.

В дальнейших экспериментах включение 45Са изучали во фракциях 
К, (митохондрии), К6 (микросомы), К» (плазматические мембраны си- 
наптосом), Л) (плазматические мембраны нервного волокна), Л2 (ми­
тохондрии нервного волокна) и Л3> (микросомы нервного волокна).

Таблица >
Зависимость Са2 -связывающей способности мембранных фракций от состава 

среды инкубации

Ткань Фракция Са2 (нмоль мг >елка 20 мни)

.Мозг

11срз

Состав ср

Свя:

Ллазмазичсскпе 
мембраны

.Митохондрии

.Микросом ы

11,!азма гическнс 
мембраны

Митохондрии
Микросомы

еды инку'ации (мМ)

зывание и аккуму.

\ я
I 15

14

0.9
15

0.8

СаС1, 
0,015

1ЯЦ11Я К1

1 и

36
30

30
5о
19

Имидаз

СаС12— 
0,025

1Льция.

109
65 
49

51
1 15
32

од-11С1 —

СаС1,- 
0,050

При ерг

180 
105
75

93
213

41

О, pH 7.4

СаС1,— 
о, 1 "

впенпи

1

4.7
3.1
1,9

1 .8 
6,2
1.2

СаСГ- 0.050“
КС1—120 
.\'аС1 -20
М8С1,-5

АТР-незавп ■
самого поглощения (связывания) 45Са с вышеперечисленными фракция­
ми оказалось, что плазматические мембраны синаптосом и митохондрий 
нервного волокна обладают наибольшей Са2 ‘-связывающей способно­
стью (табл. 2). В случае, когда среда инкубации содержит Ыа՜, 1< + 
и Мй2 , связывание кальция существенно снижается во всех мембран­
ных фракциях, что свидетельствует о конкуренции этих катионов с 
Са2՛՜ за места связывания, либо об уменьшении доступности Са2(- 
связывающих групп под влиянием повышения ионной силы.
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Как видно из рис. 1, связывание Са2+ мембранами из нерва ля­
гушки достигает насыщения уже к третьей минуте, в то время как 
энергозависимое поглощение (аккумуляция) Са21՜ более медленный 
процесс. Аналогичные результаты получены для мембран, выделен­
ных из мозга крысы. В соответствии с результатами этих экспери­
ментов для определения скорости аккумуляции Са2 время инкуба­
ции ограничивали 1 мин. а для определения Са 4-аккумулирующей 
способности (максимального количества Са՜ , hoi лощаемого мембран­
ной фракцией за счет функционирования Са2+-транспортирующих си­
стем) 20 .... . Данные этих определений приведены в табл 3.

Таблица 3՜
Са2 »-связывающая способность (/). Са2 -аккумулирующая способность (2) 
II скорость аккумуляции Са2 (?) мембранными фракциями перяной ткани

Примечание. В случае

Ткань Фракция

Са'-г (нмоль-мг белка 20 мни)

1 2 3

3.2 334,2 170,1
Митохондрии

Мозг I 1лазмативеские 1 1 2.4 _
мембраны 

Микросомы 1,9 120,2 48.1

Митохондрии 0,9 19,7 9.3

Нерв Плазматические 0,1 30.6 13.54
мембраны 0,2 23,17 5.79

Микросомы

KCI 100 NaCI-20; Среда инкубации 1 Среда ни-
Состав среды инкуоашш 

(мМ)
M«CI2-5; СаС1:—0,012 
имидазол- 11CI —

J-ATP-4
J-KJIPO., 3

кубации 2

(pH 7,4)-40

митохоидрнй среда инкубации содержала 5 мМ сукцината

Т-1- как при физиологических концентрациях одновалентных ка- 
' са*т-связывающая способность мембранных фракции

гионов и • 1֊, . Са2+-аккуйулир\'ютей способности (табл. 3),к՜։_ 1()0 паз меньше их са нкь) г.
можно предположить, что основную роль в регуляции внутриклеточного
распределения кальция 
процессы аккумуляции 
органелл.

в нервной ткани выполняют энергозависимые
катиона во внутреннем пространстве везикул и

содержание белка максимальная Са2 -акку-При пересчете на . .
х пирующая способность среди мембранных фракции мозга обнаруже- 

митохондриях. В отличие от других возбудимых тканей (скелетная, 
11,1 пеена/и гпадкая мускулатура), где наибольшая скорость аккумуля­
ции кальция обнаружена в саркоплазматическом ретикулуме илисарко 
лемме 112, 14], скорость аккумуляции Са֊ в 
«Сколько роз »ы;ие. чем » ш,кро;омах та&к 
склонны полагать, что ми юхондрии юлов 
основной Са2+-буферной системы цитоплазмы.

митохондриях мозга в 
3). В связи с этим мы 
мозга выпо 1НЯЮТ роль
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Са^-аккумулирующая способность митохондрий нервного волок­
на в два раза меньше, чем плазматических мембран, и в 1,5 раза мень­
ше по сравнению с микросомами. В плазматических мембранах также 
обнаружена наибольшая скорость аккумуляции Са2՜* (табл. 3). Таким 
образом, в отличие от головного мозга плазматические мембраны 
нервного ствола вносят основной вклад в регуляцию внутриклеточной 
концентрации Са24՜ при проведении возбуждения.

о ю 20 зо
IMUHI

Рис. 1. Кинетика ЛТР-иезависимого связывания (/—<?) и АТР-зависимой 
аккумуляции (4—6) Са2 +-мембранными фракциями из нервного волокна 
лягушки: 1. 6—микросомы; 2, 4—митохондрии; 3, 5—плазматические мем­
браны. Состав среды инкубации (мМ); 1—3—имидазол-НС1—40, КС1—100, 
\аС1—20, MgCI2—5, CaCI,—0,025, pH—7,4. В случаях 5, 6—то же+АТР—4. 
К2НРО4—3; в случае 4—то же+сукцннат-Na—5. За 100% принято мак­
симальное значение Са2-1- -связывающей или Ca2֊i-аккумулирующей спо­

собности мембранной фракции

До сих пор мы рассматривали аккумуляцию Са2+ мембранными 
•фракциями при фиксированной концентрации АТР (4 мМ). Известно, 
однако, что при проведении возбуждения содержание АТР в нервной 
ткани существенно снижается [15]. Как видно из рис. 2, при 2-кратном 

умень шении концентрации АТР аккумуляция Са2+ митохондриями 
нервного волокна и микросомами мозга снижается на 70—90%, а 
плазматическими мембранами нерва на 40%. В других мембранных 
фракциях сродство Са2+-аккумулирующей системы к АТР гораздо 
выше.

Таким образом, системы регуляции концентрации внутриклеточ­
ного Са2 в нервных волокнах и головном мозгу имеют ряд особен- 
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ностей. АТР-зависимое поглощение Са2г плазматическими мембрана­
ми— ведущий механизм снижения концентрации свободного кальция: 
цитоплазмы при проведении нервного возбуждения в волокнах. В- 
центральных нейронах ситуация меняется, и митохондрии выдвигают­
ся на первый план как наиболее мощная и кинетически мобильная;

Са2+ -аккумулирующей способности мембранных фрак-Рис. 2. Зависимость
иий ~о|' концентрации АТР. /-3-фракции от нервного волокна лягушки: 

плазматические мембраны, 2-микросомы. 3-митохондрии; -/, 5-фрак- 
л „..тлхпилони 5—микросомы. Состав среды инку- ции из мозга крысы: ^-митохондрии^ ^,_20. м С12-5; СаС12- 

бянии (мМ): импдазол-НС!—4и, 2 ’ 2
0 025 рН-7,4. За 100% принята Са= -аккумулирующая способность при 

концентрации А ГР 1 м:։

система аккумуляции кальция. В нервных волокнах от концентрации 
АТР существенно зависит Са2՜՛-аккумулирующая способность мито­
хондрий, а в центральных нейронах головного мозга—Са2 ♦•֊аккуму­
лирующая система микросом. По-видимому, именно эти системы от­
ветственны за нарушение Са2-баланса нервной ткани при ухудшении 
ее энергообеспечения.
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Ca2+ UPTAKE BY MEMBRANE FRACTIONS OF RAT BRAIN 
AND FROG NERVE FILAMENTS

KRAVTSOV G. M„ MAXIMOV G. V., ORLOV S. N., POKUDIN N. I., 
R1YZHSKY G. G„ SVERDLOVA E. A. •

Department of Biology, Moscow State University, Moscow

The uptake of Ca2+ by membrane fractions of rat brain and frog 
nerve filaments has been investigated by labelled isotope technique. Pa­
rameters of both ATP-independent (binding) and energy-dependent (ac­
cumulation) uptake of Ca2+ by plasma membranes, mitochondria and 
microsomes from these tissues have been estimated. The results point to 
the essential role of Ca21՜ accumulation by brain mitochondria and nerve 
plasma membranes in the regulation of intracellular amount of free Ca2+.

Dependence of Ca2+ accumulating ability of these fractions on ATP 
concentration has been also studied.
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