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АКТИВНОСТЬЮ КЛЕТОК, НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА

В перитонеальных макрофагах кролика, морской свинки я мыши обнаружен фер
мент креатинкиназа. При этом установлены видовые различия активности фермента. 
Показано участие креатинкиназы в обеспечении энергией процессов фагоцитоза, пино- 
цнтоза, а также распластывания и перемещения макрофагов по поверхности стекла.

Изучены некоторые свойства фермента макрофагов мыши и кролика.

Креатинкиназа—фермент энергетического обмена, который обеспе
чивает постоянство уровня АТФ в клепке как за счет передачи фосфо
рильного остатка с креатинфосфата на АДФ , (в цитоплазме), так и за 
счет транспорта макроэргов от АТФ на креатин (в митохондриях) по 
уравнению:

АТФ + К^АДФ + КФ.
По данным последних лет, креатинкиназа участвует в регуляции таких 
важных метаболических процессов, как гликолиз [24], окислительное 
фосфорилирование [17], ресинтез гликогена [16].

Общепринято считать, что основным местам локализации фермента 
являются мышечная и нервная ткани. Однако в настоящее время су
щественная активность креатинкиназы обнаружена в почках [4, 9], 
некоторых железах [9, 23, 26] и тромбоцитах [20] ряда животных. Эти 
наблюдения позволяют заключить, что креатиифоофат-креатинкиназ- 
ная система принимает участие в обеспечении энергией не только про
цессов мышечного сокращения и нервной деятельности.

Высокий уровень энергетического обмена фагоцитов, особенно в пе
риод их функциональной активности [18, 22 и др.], данные по влиянию 
ингибиторов гликолиза и окислительного метаболизма на фагоцитоз 
[12, 18, 22 и др.], а также определенная аналогия в функционировании 
и метаболизме фагоцитов и мышцы позволили нам высказать предполо
жение о наличии креатинкиназы в этих клетках и участии креатинфос- 
фат-креатинкиназной системы в обсепечении энергией процесса эндоци- 
тоза. Наше предположение подтвердилось [3, 7, 11, 12]. В настоящей 
работе приводятся данные об уровне активности креатинкиназы в пери
тонеальных макрофагах и физиологической роли этого фермента в их 
жизнедеятельности, а также данные о некоторых свойствах креатинки
назы макрофагов.
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Материал и методы

Объектом исследования являлись перитонеальные макрофаги мы
ши, морской свинки и кролика. Опыты проводили с гомогенатами и экс
трактами клеток из индуцированных экссудатов [3, 7] и гомогенатами 
первичной культуры макрофагов [7].

В качестве объекта фагоцитоза в культуре макрофагов морской 
свинки использовали Տ- и R-формы Е. coli 0-124. Доза заражения со
ставляла 4—<8X 10s бактерий в 1 мл среды. Взаимодействие макрофа
гов с бактериями длилось 30 минут. Объектом пиноцитоза служил бак
териофаг Т2. В этом случае использовали культуру макрофагов мыши. 
Клетки инкубировали в среде, содержащей фаговые частицы (1X 10е в 
1 мл), в течение 4 часов [71.

Активность креатинкиназы в опытных препаратах соотносили с ак
тивностью фермента в контрольных препаратах, в которых отсутство
вал объект эндоцитоза. В отдельных опытах одновременно с проведе
нием биохимического анализа оценивали фагоцитарную (по общепри
нятым фагоцитарным показателям) и пиноцитарную (путем определе
ния показателя захвата) активность макрофагов [7]. Активность кре- 
атинкпназы определяли по методу Эннора и Розенберга [13] с некото
рыми модификациями [5, 7].

Электрофоретическое разделение экстрактов макрофагов в геле 
крахмала проводили по методу Смитиса [28] в модификации Лызловой 
и сотр. [6]. Определение содержания белка в гомогенатах и экстрак
тах клеток проводили по методу Лоури [19]. Величины констант Ми
хаэлиса рассчитаны графически и по соответствующему уравнению, [1]. 
Для статистической обработки результатов опытов использовали экс
прессные методы [2] и метод однофакторного дисперсионного анали
за [8].

Результаты и обсуждение

Результаты опытов по определению активности креатинкиназы в 
перитонеальных макрофагах мыши, морской свинки и кролика свиде
тельствуют о наличии в них значительной активности фермента 
(табл. 1).

Более четкое представление об уровне активности креатинкиназы в 
макрофагах дает сравнительная оценка активности фермента в этих 
клетках и тканях, для которых характерно наличие креатинкиназы. Так, 
активность креатинкиназы макрофагов белой мыши составляет пример
но 10, 7 и 2% от активности фермента в сердечной мышце, головном 
мозге и скелетной мышце мыши [9] соответственно. Сопоставление 
наших данных с данными литературы [12] показало, что перитонеаль
ные и альвеолярные макрофаги кролика проявляют почти одинаковую 
креатинкиназную активность. В то же время, как следует из данных 
табл. 1, существуют видовые различия креатинкиназной активности 
перитонеальных макрофагов. По мере убывания активности фермента
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Активность креатинкиназы в гомогенатах перитонеальных макрофагов мыши, 
морской свинки и кролика

Таблица 1

Мышь Морская свинка Кролик

I II I

19,66+4,14 2,89+0,48 54,23+12.32 5,98+0,71 66,00±6,03

(7) (7) (3) (3) (2)

(I — мкмоль креатина х час“։Х10 8 клеток; II — мкмоль креатина X час՜1 X 
/. мг 1 белка).

эти клетки можно расположить в следующий ряд: макрофаги кролика, 
морской свинки и мыши.

В настоящее время зависимость эндоцитоза от энергии метаболичес
ких процессов не вызывает сомнений [18, 22 и др.]. Предполагают, что 
эндоиитоз—форма клеточного движения, в процессе которого химичес
кая энергия АТФ трансформируется в механическую работу по транс
локации клеточной мембраны и периферической цитоплазмы, необхо
димой для поглощения частицы [10, 22, 25]. Поэтому для выявления 
роли креатинфоофат-креатинкиназной системы в жизнедеятельности 
фагоцитов мы исследовали активность креатинкиназы в процессе 
фагоцитоза бактерий и пиноцитоза фаговых частиц, а также распласты
вания и перемещения макрофагов по поверхности стекла при культи
вировании их. В связи с последним следует отметить, что ряд авторов 
рассматривает распластывание макрофагов на стекле как своеобразную 
форму эндоцитоза, когда клетка пытается фагоцитировать частицу бес
конечного диаметра. Показано, что в процессе распластывания макро
фагов утилизируется АТФ [22] и участвуют те же сократительные 
структуры, что и в процессе фагоцитоза [25].

Результаты опытов, представленные на рис. 1, указывают на воз
растание активности креатинкиназы макрофагов в процессе эндоцито- 
за и культивирования их. Это свидетельствует об участии креатин- 
фосфат-креатинкиназиой системы в ресинтезе АТФ, потребляемой при 
пиноцитозе, фагоцитозе, распластывании и перемещении макрофагов 
но поверхности стекла. Увеличение активности креатинкиназы макро
фагов мыши при пиноцитозе бактериофага Т2 (рис. 1, А) только лишь 
на 13% (₽շ=0,99) объясняется, по-видимому, тем, что энергетические 
затраты клетки в процессе пиноцитоза сравнительно невелики [22]. 
Возрастание активности креатинкиназы макрофагов морской свинки 
при фагоцитозе Տ- и R-форм Е. cold (рис. 1, Б) более чем на 50% (₽շ= 
0,99) согласуется с многочисленными литературными данными об уве
личении интенсивности энергетического обмена фагоцитирующих кле
ток [18, 22, 25 и др.]. Особый интерес в нашем случае представляют 
данные о том, что в присутствии Mg++ АТФ-азная активность макро
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фагов морской свинки при фагоцитозе В. subtilis увеличивается на 
66% [21].

Наибольшее возрастание активности креатинкнназы было отмечено 
•при сравнении активности фермента исходных засеваемых макрофагов

Рис, 1.

и соответствующей им 4-часовой культуры клеток (рис. 1, В). Учиты
вая зависимость энергетических трат клетки от размера поглощаемой 
частицы [18, 22], можно предположить, что при распластывании макро
фагов на стекле требуется большее количество энергии, чем при фаго
цитозе бактерий. Кроме того, при культивировании клеток креатин- 
фосфат-креатинкиназная система, ло-видимому, вовлекается в обеспе
чение энергией также процессов перемещения макрофагов по поверх
ности стекла и фагоцитоза разрушенных при извлечении из экссудатов 
клеток.

Таким образом, креатинфосфат-креатинкиназная система участву
ет в энергообеспечении важнейших функций макрофагов: пиноцитоза, 
фагоцитоза, распластывания и перемещения клеток. Значительная 
транслокация клеточной мембраны и периферической цитоплазмы в ко
де перечисленных процессов требует быстрой мобилизации энергии, 

• особенно в начальный период функционирования клетки. На основа
нии полученных данных можно полагать, что в этом случае в качестве 
источника ресинтеза АТФ используется креатинфоофат-креатинкиназ- 
ная система как наиболее динамичный энергетический резерв клетки.

На следующем этапе работы были исследованы некоторые свой
ства креатинкиназы макрофагов мыши и кролика.

Электрофоретическое фракционирование экстрактов макрофагов 
(1,4), мозга (2,5) и мышцы (3,6) кролика и мыши в геле крахмала вы
явило сходство электрофоретической подвижности креатинкиназы фаго
цитов и фермента мозга этих животных (рис. 2). Последнее свидетель- 

•ствует о близости креатинкиназы макрофагов к изоферменту I («мозго
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вого типа»). Анализ литературных данных показал, что именно изофер
мент I—форма креатинкиназы, преобладающая в тканях и органах, ог- 
личных от скелетной и сердечной мышц. Так, кроме нервной ткани, 
изофермент I содержит гладкие мышцы [23, 26], эндокринные железы

[23], тромбоциты [21], фибробласты [29], почки, печень и другие вис
церальные органы [26]. .Как предполагают некоторые авторы [4, 26], 
изофермент I—наиболее древняя форма креатинкиназы, характеризую
щаяся .меньшей функциональной специфичностью, чем изофермент 3 
(«мышечного типа»).

Обнаружение в макрофагах креатинкиназы, 'близкой по электрофо
ретической подвижности к изоферменту 1, хорошо согласуется также с 
гипотезой о том, что наличие изофермента 3 креатинкиназы в ткани кор
релирует с присутствием в ней миофпбриллярного актомиозина, а изо
фермента 1—немиофибриллярного актомиозина [29]. Недавно в фаго
цитах обнаружен актомиозинподобнып белок, организованный в струк
туры. отличающиеся от сократительного аппарата мышц [10, 25, 27].

О близости креатинкиназы макрофагов к изоферменту 1 свиде
тельствуют также величины констант Михаэлиса (Кт), рассчитанные 
для КФ и Mg—АДФ. При сравнении их с соответствующими значения
ми Кт креатинкиназы мозга и скелетной мышцы кролика [14, 15] 
следует, что они ближе к значениям Кт для креатинкиназы мозга, 
(табл. 2).

Таблица 2
Константы Михаэлиса креатинкиназы (мМ)

Объект КФ Mg—АДФ Литературный 
источник

Макрофаги мыши 2,09 0,25
наши данные

Макрофаги кролика 2,66 0,19

Мозг кролика 1,80 0,25 [14]
Скелетная мышца кролика 3,80 0,83 [14]
Скелетная мышца кролика 5,00 0,80 [15]
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Зависимость скорости креатинкиназной реакции экстракта макро
фагов мыши от pH среды имела такой же характер, как pH зависи
мость скорости этой реакции для креатинкиназы мозга и скелетной мыш
цы кролика. Ее оптимум накодится при pH 7,2 [7].

Изучение зависимости скорости креатинкиназной реакции от тем
пературы показало, что максимальная скорость реакции для фермента 
макрофагов мыши и кролика наблюдается при температуре 40 С [3, 7].

Более высокая оптимальная температура действия креатинкиназы 
фагоцитов по сравнению с ферментом из других тканей мыши, имеющих 
температурный оптимум при 37°С [9], по-видимому, объясняется по
вышенной температурой среды в период функциональной активности 
клеток в очаге воспаления.

Выводы

1. В перитонеальных макрофагах кролика, морской свинки и мыши 
обнаружен фермент креатинкиназа. При этом установлены видовые 
различия. По уровню креатинкиназной активности эти клетки можно 
расположить в следующий нисходящий ряд: макрофаги кролика, мор
ской свинки и мыши.

2. При пиноцитозе фаговых частиц, фагоцитозе бактерий, а также 
распластывании и перемещении макрофагов по поверхности стекла в 
процессе культивирования их активность креатинкиназы увеличивается. 
Это свидетельствует о вовлечении креатинфосфат-креатинкиназной сис
темы в энергообеспечение указанных процессов.

3. Изучены некоторые свойства креатинкиназы макрофагов кроли
ка и мыши. По электрофоретической подвижности и величинам Кт 
для КФ и Mg—АДФ креатинкиназа макрофагов близка к изофермен
ту 1.
Институт экспериментальной биологии АН Арм. ССР,
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Է. и. ՆԵՐՍԵՍՈՎԱ, Ի. Պ. ԱՇ Ս՜ԱՐԻՆ, Ա. Ն. ԼԻԶԷՈՎԱ

ՊԵՐԻՏՈՆԵԱԼ ՄԱԿՐՈՖԱԳԵՐԻ ԿՐԵԱՏԻՆԿԻՆԱԶԱՆ

Ամփոփում

Մկձօն, ծովախոզուկի և ճագարի պերիտոնեալ մակրոֆագերում հայտ- 
նաբերված է կրեատինկինազ ֆերմենտը և ուսումնասիրված են նրա մի շարք 
հատկությունները, Բջիջներում հաստատված են կրեատինկինազային ակտի, 
վության տեսակային տարբերություններ, Ցույց է տրված կրեատինկինազի 
մասնակցոլթյոձը այնպիսի պրոցեսների էներգիայի ապահովման գործում, 
ինշպիսիք են' պինոցիտոգը, ֆագոցիտոգը, ինչպես նաև ադգեգփան և ապա- 
կու մակերևույթով մակրոֆագերի տեղափոխության երևույթը, նրանց կուլ
տիվացիայի ընթացքում։
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Ըստ կյեկտրաֆորետիկ շարժունության և Km֊/» մեծության մակրոֆա- 
րյերի կրեատինկինազը պատկանում է իղոֆերմենտ 1 տիպին։
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