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Методика внутриклеточного диализа нейрона, предложенная Кос- 
тюком и сотр. (‘),открывает широкую перспективу для изучения свойств 
мембран. С помощью этой методики стало возможным исследование 
свойств ионных каналов, обеспечивающих трансмембранный пассивный 
транспорт ионов, контролируя состав внутриклеточной среды (2). Воп
рос о состоянии ферментных систем, лежащих в основе активного транс
порта веществ через мембрану диализируемых нервных клегок, оста
ется еще открытым.

Задачей настоящей работы являлось изучение состояния и свойств 
электрогенного натрий-калиевого насоса в мембране диализируемого 
нейрона, с целью определения применимости их для дальнейшего ис
следования механизмов трансмембранного активного транспорта ве
ществ.

Изолированные нейроны Helix Pomatia и Lymnea Stagnalys полу
чали методом ферментативной обработки проказой (3 мг/мл) в течение 
50—40 минут соответственно, при комнатной температуре (3). Наруж
ный физиологический раствор имел следующий состав: (в мМ) NaCI 
80, КС1-4, CaClj—8. MgClj—8, Трис—HCI — 5, pH-7.5 и NaCI-100. 
KCI—1,6. CaCI2—4, MgClj—4. Трис—HCI—5, pH—7,5. соответственно 
для Helix Pomatia и Lymnea Stagnalys. При увеличении концентрации 
калия в наружном растворе эквивалентно, уменьшали концентрацию 
натрия, чтобы поддержать осмотичность раствора. Внутриклеточный 
стандартный раствор содержал 90 мМ KCI и Трис-HCI для поддержа
ния осмотнчностн и pH—7,3.

Использовали АТФ (дннатрневая соль) фирмы «Реанал». \аба- 
ии фирмы «Калбиохем» готовили непосредственно перед опытом в 
концентрации 2* 10-4 М.

Внутриклеточный диализ и фиксацию потенциала на мембране 
проводили как описано в работе Костюка и сотр. (').

Известно, что для выявления электрогенного натриевого насоса 
измеряется мембранный потенциал или трансмембранный ток в уело- 
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пнях активации и инактивации активного транспорта ионов через кле
точную мембрану путем изменения концентрации натрия внутри, ка
лия вне клетки, изменения температуры среды и действия метаболи
ческих активаторов и ингибиторов (°). Эти методы были использова
ны и в настоящих исследованиях.

Для активации натрий-калиевого насоса во внутриклеточную без- 
натрневую среду добавляли 10 мМ натрия. В ответ на это развивался
небольшой выходящий (гипорполяризационный) ток, который резко
возрастал при введении внутрь клетки 1 мМ АТФ, и обратимо подав
лялся при внешней аппликации сердечного глнкознда-уабанна, явля
ющегося ингибитором натриевого насоса (рис. 1). Эти эффекты указы
вают на то, что в процессе диализа нейрона Ь'а-К АТФаза мембраны
не потеряла своей активности. ' 40

Для подтверждения того, что мы имеем дело с выходящим током.
вызванным работой элсктрогенного натриевого насоса, исследовали
его зависимость от наружной концентрации ионов калия.

В экспериментах, выполненных на целостных нейронах, было по
казано. что повышение наружной концентрации калия сказывает дво
якое действие на мембранный потенциал. С одной стороны, калий
деполяризует мембрану из-за снижения калиевого равновесного потен
циала, а с дрх гой—гиперполяризует мембрану путем активации работы 
элсктрогенного натриевого насоса (6). Такое действие калия является 
основной причиной отличия электродных свойств мембраны от свойств 
калиевого электрода при низких концентрациях калия в среде. Как 
видно из рис. 2, аналогичную картину мы наблюдаем и в днализнрус- 

Чабой»

Рис. I Выходящий ток, обусловленный 
активацией элсктрогенного натриевого на
соса путем введения во внутриклеточную 
среду 10 мЧ натрия и 1 мМ АТФ 
Уабаин н концентрации 2x10 <М обрати

мо ингибирует этот ток

Рис. 2. Зависимость трансмембран
ных токов в диализируемом нейро 
нс Ьутаса 51акпа1ув от нару/кной 

концентрации ионов калия
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мых нейронах. Кривая зависимости калий-вызванного тока от его кон
центрации в среде имеет характерную форму: н диапазоне I 3 мМ
мембранный ток имеет выходящее направление, а при лее низких и
высоких концентрациях—входящее.

Рнс. 3. а—вольт-амперные характеристики 
диализируемого нейрона НеП։х РотаНа п 
нормальном физиологическом растворе 

( • ). и и присутствия 2x10՜ 4М уабаина 
( + ); б—сходящий ток. вызванный дейст
вие»- уабаина Полученный вычитанием 

кривой |2) из (I) на перхием рисунке

Поскольку, температура среды определяет скорость химической 
реакции, она является одним из главных факторов, контролирхющих 
работу катионного насоса. Ес понижение или повышение вызывает 
соответственное подавление или усиление активного транспорта ионов 
натрия и калия через мембрану. При этом, существенно нс меняется 
транс-мембранный пассивный транспорт указанных ионов О- Чтобы 
установить природу (активную или пассивную) ДТФ-завнсимого выхо
дящего тока исследовали его зависимость от температуры среды 
Понижение температуры с 20 до 4 С приводило к появлению 
входящего трансмембранного тока На холоду удаление ионов 
калия из среды вызвало вместо входящего тока, который обычно мы 
наблюдали при условиях нормальной работы натриевого насоса (см. 
рис. 2), выходящий ток, обусловленный увеличением калиевого равно
весного потенциала на мембране. Эти данные также являются качест
венными повторениями данных, полученных нами ранее на целостных 
нейронах (4).

Костюком и сотр. было показано, что насосный ток в гигантских 
нейронах улитки является потенциалзависимым при увеличении мем
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бранною потенциала насосный ток подавляется (7). Чтобы выяснить, 
является ли насосным ток потеицналозависимым н в случае днализн- 
руемого нейрона, мы исследовали вольт-амперные характеристики мемб
раны в нормальном физиологическом растворе в присутствии и отсут
ствии уабаина (рис. 3), а также в бескалневом растворе. В обоих слу
чаях появляется входящий ток, который по мере увеличения мембран
ного потенциала уменьшается и не имеет потенциала реверсии до 90֊

III мв. Входящий ток. вызванный уабаином, зависит и от поддержива-
емого уровня мембранного потенциала: он увеличивается при пониже
нии последнего и наоборот, экспоненциально убывает при его повыше
нии Лнологичные данные получены нами ранее на целостном нейро
не (Ч ■ м

Приведенные выше данные о том, что в диализируемых нейронах 
входящий ток возрастает при увеличении концентрации натрия н АТФ 
с внутренней стороны мембраны и блокируется уабаином, холодом и 
бсскалисвым раствором, указывает на то, что он обусловлен работой 
электрогенного натрий-калиевого насоса и по характеру не отличается 
от такового в целостных нейронах.

Таким, образом, внутриклеточно диализируемый нейрон может 
быть использован как модель для исследования активного транспорта 
веществ через мембрану нервной клетки в условиях, позволяющих конт
ролировать состав внутриклеточной среды.
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և նրա »ատկություններր խխունջի ղիալիւլվտծ նեյրոնի մեջւ Վերջինիս մոտ 
ներբջջային նատրիում ական իոնների ե ԱՏֆ-ի համ ակցված ավելա էյում ր մեմ֊ 
րր ան ա յին քարման ֆիքսացիայի պայմաններում աոաջ Լ բերում հիպեբպոլյա- 
րի էքաէյիոն հոսանք, որր ճնշվում Լ ուարաինի կողմից։ IԼ յ հոսան րր որոշ հատ- 
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մական պոմպով պայմանավորված տրա U ս մե մրր անա յին հոսանքին» նա ճրն֊ 
շվում Լ միջավայրի ջերմ ա ս տի ճան ի իջեցումից և արտաքին մ իջավա յրից 
կալիումի իոնների հեոացումովէ

ներբջջային նատրիումով ե ԱՏֆ-ով պ ։ս ւմանավորված հոսանքի մեծու- 
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I արձրացոս!ր ենշոսէ9 իսկ ցտձրտցումր ուժեղացնում Լ տյղ հոսսւնրՒ ու ժրր
Այս տվ յալներր թույլ են տալիս մեղ աոաքարկելոլ խխունյի դիալիղված 

նևյրոնր որպես նոր մոդել նատրիումական պոմպի ուսումնասիրման Կամար, 
որր հնարավորություն է ւոայիս հե տադ ոտողին կամավոր ձևով փոխելու ներ-
Ո^ային միքավա յրր>
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