
51

УДК 577.125+ 577.151.05

Качественно-количественный состав и деацилирование фосфолипидов 
мембран митохондрий крыс после воздействия внешнего 

электростатического поля

Г.Г. Арцруни, Ю.В. Тадевосян, Т.Б. Батикян
Ереванский государственный медицинский университет им. М.Гераци, 

375025 Ереван, ул Корюна, 2

Институт молекулярной биологии НАН РА
375014 Ереван, ул. Асратяна, 7

Ключевые слова՛, электростатическое поле, митохондриальные мембраны, фосфолипиды, 
деацилирование, фосфолипазы, лизофосфолипаза

Одним из регулирующих факторов многих свойств 
и функций биомембран является микровязкость ли
пидного матрикса, которая определяется количествен
ными соотношениями как фосфолипидов (ФЛ) и их 
лизоформ, так и насыщенных и ненасыщенных жир
ных кислот. Липидная сбалансированность липопро
теинового бислоя и его структурно-функциональное 
состояние обусловлены работой целого ряда мембра
носвязанных липид-модифицирующих ферментных 
систем, таких как деацилазы, реацилазы, диэстеразы, 
трансметилазы и др. Вышеизложенное дает основание 
полагать, что одной из возможных причин биологиче
ской активности внешних электростатических полей 
(ЭСП) являются изменения активности мембраносвя
занных липид-модифицирующих ферментов.

В состоянии относительного покоя мембраны кле
ток характеризуются установленным в них динамиче
ским равновесием всех морфофункциональных пара
метров липопротеинового бислоя. Любое внешнее 
воздействие на клетку в зависимости от его длитель
ности и интенсивности приводит к кратковременному 
или хроническому, обратимому или необратимому 
смешению существующего в покое равновесного со
стояния липидного бислоя.

Ранее было показано [1-3], что воздействие ЭСП 
приводит к модификации липидного компонента 
эритроцитарных и митохондриальных мембран (ММ) 
и существенно влияет на их функциональное состоя
ние. В указанных работах приводятся косвенные дан
ные об изменении количества свободных жирных ки
слот в митохондриях гепатоцитов крыс после воздей
ствия ЭСП. Была выявлена также [4] активация про
цессов деацилирования фракции фосфатидилхолинов 
(ФХ) в эритроцитарных мембранах крыс после часо
вого in vivo действия ЭСП.

Целью данного исследования явилось изучение in 

vivo влияния внешних ЭСП на активность фосфоли
паз (ФЛаз) А], А2 и лизоФЛазы, а также на качествен
но-количественный состав ФЛ мембран митохондрий 
гепатоцитов крыс.

Материал и методы

Эксперименты проводили на двух группах белых 
беспородных крыс-самцов одного возраста массой 
120-150 г: первая группа - контрольные животные, 
вторая - крысы, подвергнутые часовому воздействию 
ЭСП напряженностью 200 кВ/м при помощи установ
ки конденсаторного типа [5]. Животные контрольной 
группы также помещались в модельную камеру, но 
без подачи напряжения. Как в опытной, так и в кон
трольной группах исследовалось по 20 крыс.

Сразу после воздействия ЭСП животные подверга
лись декапитации, и митохондрии гепатоцитов выде
ляли общеизвестным методом [6] в 0,25 М сахарозе, 
забуференной 0,04 М Tris-HCl буфером, pH 8,3. По
лучение ММ осуществляли 10-кратным заморажива
нием-оттаиванием фракции митохондрий с последую
щим центрифугированием в течение 20 мин при 10000 
g. Белок определяли по методу Lowry [7].

Активность мембраносвязанных ФЛаз и лизоФЛа
зы определяли в 0,5 мл инкубационной среды 0,04 М 
Tris-HCl буфера (pH 8,3), содержащей в качестве эк
зогенных субстратов по 0,5 нМ предварительно эмуль
гированного в буфере ультразвуковым дезинтеграто
ром УЗДН-2Т 1-ацил-2-[14С]олеоил-ФХ (уд. акт. 50- 
60 мКи/ммаль) либо 1-[’4С]пальмитоил-лизоФХ (уд. 
акт. 57 мКи/ммоль) производства фирмы “Amers- 
ham” (Великобритания). В реакционную среду вводи
ли также по 20 нМ немеченых субстратов, 150-200 
мкг мембранного белка и по 5 мМСа2+ или ЭГТА.
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После инкубации в качающейся водяной бане в 
течение 20 мин при 37° реакции останавливали 2 мл 
холодной смеси хлороформ - метанол (1:2, об/об). 
Липиды, экстрагированные методом Bligh, Dyer [8], 
разделяли двухэтапной одномерной ТСХ, как описано 
нами ранее [9]. Радиоактивность проявленных в парах 
иода и идентифицированных соответствующими хро
матографически чистыми стандартами (“Sigma”, 
США) липидных фракций определяли радиоскани
рующим прибором (“Berthold”, Германия) и просчи
тывали в сцинтилляционной жидкости Bray [10] на 
спектрометре Roche-Bioelectronique, SL-4221 (Фран
ция).

Количественное определение разделенных ТСХ 
отдельных ФЛ фракций проводили по методу Erster et 
al. [11].

Каждое экспериментальное условие было воспро
изведено в четырех различных экспериментах по пять 
параллелей для каждой экспериментальной точки. 
Данные подвергали статистической обработке по ме
тоду Стьюдента. На рисунках представлены средне
арифметические значения данных ± стандартные от
клонения.

Результаты и обсуждение

В препаратах ММ нами было обнаружено (рис. 1, 
а) Са2+-зависимое образование 2-[нС]олеоил-лизоФХ 
- прямого продукта реакции деацилирования экзоген

ного субстрата 1-ацил-2-[мС]олеоил-ФХ относитель
но мало изученной ФЛазой А։. При этом относитель
но низкую (по сравнению с ФЛазой А2) активность 
отмеченной деацилазы в исследуемых мембранах пол
ностью подавляло хелатирование ионов кальция 
ЭГТА. Эти данные дополняют малочисленные сведе
ния литературы [12,13] о функционировании в био
мембранах ФЛазной активности типа А|.

В этих же условиях эксперимента был также выяв
лен довольно высокий уровень Са2*-зависимой актив
ности ФЛазы А2 (рис. 1, б). В присутствии ЭГТА от
меченная деацилазная активность частично (более чем 
на 30%) подавлялась в ММ. Эти результаты подтвер
ждают данные литературы [14,15] о наличии в гепато
цитах и Са^-зависимой ФЛазы А2.

В экспериментах с использованием 1-[мС] 
пальмитоил-лизоФХ в качестве экзогенного субстрата 
ММ контрольных крыс была выявлена (рис. 1, в) вы
сокая активность лизоФЛазы. Примечателен факт дос
товерного, но неполного подавления активности дан
ного фермента в присутствии ионов кальция. Следова
тельно, наряду с подтверждением известного факта 
наличия в ММ ФЛазной активности типа А2, получен
ные нами данные свидетельствуют о возможном 
функционировании в отмеченных мембранных струк
турах также и каскадной системы деацилирования 
ФХ, включающей Са2+-активируемую ФЛазу типа А։ 
и субстратзависимую лизоФЛазу. Ранее нами было 
обнаружено [9] наличие подобной системы и в других 
мембранных структурах клеток.

Рис. 1. Активность фосфолипаз А! (а), А։ (б) и лизофосфолипазы (в) 
митохондриальных мембран в присутствии 5мА/ЭГТА (1) или 5мЛУСа2+ (2) 
На ординатах рисунков представлена радиоактивность продуктов реакций 
пересчитанная нала белка и время реакции,
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ФЛаза А, ФЛаза А2 ЛизоФЛаза
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Рис. 2. Эффекты часового in vivo действия ЭСП на активность фосфолипаз Ai (а), А2 (б) и лизофосфолипазы 
(в) в митохондриальных мембранах в присутствии ЭГТА (1) или Са2+ (2). За 100% принята ферментативная 
активность в норме.

Опыты по исследованию часового in vivo воздей
ствия внешнего ЭСП на мембраносвязанные ФХ- 
деацилирующие ферментные системы ММ проводили 
в аналогичных вышеотмеченным экспериментальных 
условиях. При этом по сравнению с нормой действие 
ЭСП в ММ приводило (рис. 2, а) к активации ФЛазы 
А| (на 24%) с накоплением 2-[|4С]олеоил-лизоФХ 
только в условиях хелатирования Са2+ ЭГТА. Дейст
вие ЭСП приводило к понижению Са2+-зависимой 
активности ФЛазы А2 (рис. 2, б), что указывает на 
возможное превалирование процессов утилизации 
[|4С]олеиновой кислоты в ММ. При исследовании 
действия ЭСП на активность мембраносвязанной ли- 
зоФЛазы митохондрий гепатоцитов по сравнению с 
нормой не наблюдалось (рис. 2, в) достоверных сдви
гов в процессе ферментативного высвобождения из 1- 
[,4С]пальмитоил-лизоФХ свободной [14С]пальмити
новой кислоты как в присутствии 5 мМ ионов каль
ция, так и при их хелатировании ЭГТА.

Исходя из результатов данной серии эксперимен
тов, можно заключить, что эффект часового in vivo 
воздействия ЭСП по сравнению с нормой в ММ про
является в относительно незначительном, но досто
верном повышении и понижении активности, соответ
ственно Са2+-независимой ФЛазы А։ и Са2+-зависимой 
ФЛазы А2. Активность же лизоФЛазы в идентичных 
экспериментальных условиях не претерпевает сущест
венных изменений.

Ранее полученные нами экспериментальные дан
ные [4] свидетельствовали о достоверной активации 
мембраносвязанных процессов деацилирования фрак

ции ФХ в эритроцитарных мембранах под действием 
внешнего ЭСП. На основании представленных выше 
данных можно сказать, что при часовом in vivo дейст
вии ЭСП в ММ имеют место определенные сдвиги в 
активности ферментных систем деацилирования ФЛ. 
Можно также предположить, что происходит актива
ция мембраносвязанных реацилаз, идентификация и 
характеристика которых в настоящее время является 
предметом наших исследований. Обнаруженные нами 
противоположные эффекты воздействия поля на эрит
роцитарные и ММ, по всей вероятности, можно объ
яснить большей лабильностью клеточных мембран по 
отношению к изучаемому физическому фактору, чем 
внутриклеточных мембранных образований.

Результаты исследования качественно-количест
венного состава ФЛ в ММ свидетельствуют (таблица) 
только о небольшом (24,2 % по сравнению с нормой), 
но достоверном повышении суммарного количества 
этих соединений при часовом in vivo действии ЭСП. 
Межфракционные же соотношения (% от сумм от
дельных типов ФЛ) не претерпевали существенных 
отклонений. Они для всех исследованных фракций 
находились в пределах ± 6%. Следовательно, в ММ 
животных, подвергнутых воздействию внешнего 
ЭСП, на фоне повышения общей суммы ФЛ сохраня
ется свойственный для нормы оптимальный статус 
межфракционных количественных соотношений, что, 
по всей вероятности, имеет первостепенное значение 
для сохранения целостности ММ, невзирая на их 
функциональное состояние.
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Таблица

Фосфолипиды мембран гепатоцитов в норме и после часового 
in vivo действия ЭСП (р<0,01; р< 0,001)

Фосфолипиды
Норма (п=6) ЭСП (п=8)

мкг Фн на 
мг белка

% от 
суммы

мкг Фн на 
мг белка

% от 
суммы

% от
_____ нормы_____

ЛизоФХ 12,1±1,2 6,7 15,6±1,5 6,9 128,9

СФМ 10,6±2,8 5,9 9,9±1,9 4,4 93,4

ФХ 29,1±1,7 16,1 31,9±1,5 14,2 109,6

ФИ+ФС 50,9±7,8 28,2 70,7±8,5 31,5 138,9

ФЭ 39,7±3,7 22,0 55,7±4,6 24,8 140,3

ФК 28,7±3,8 15,9 22,4±1,6 10,0 78,0

кл 9,7±0,8 5,4 18,4±3,5 8,2 189,7

Сумма 180,8 100 224,6 100 124,2

Иная картина наблюдалась при сравнении с нор
мой абсолютного содержания (% от нормы) каждой 
отдельной фракции ФЛ мембран гепатоцитов при воз
действии ЭСП. Выявленные сдвиги свидетельствова
ли о закономерных нарушениях в различных мем
бранных механизмах липидной модификации при 
действии ЭСП. Так, повышение уровня лизоФХ 
(28,9%) в опыте на фоне одновременной стабильности 
(109,6%) содержания ФХ подтверждает вышеприве
денные данные об отсутствии активирующего эффек
та ЭСП на мембранные процессы деацилирования 
ФЛ. Количественные сдвиги всех остальных фракций 
ФЛ при этом также указывают на превалирование в 
ММ синтетических процессов отмеченных соедине
ний.

• Изменения в активности мембраносвязанных про
цессов деацилирования и реацилирования ФЛ в мем
бранных структурах клеток, несомненно, приводят к 
изменению микровязкости липидного бислоя, что мо
жет оказать существенное влияние на их функцио
нальное состояние. Возможно, что одной из причин 
выявленных нами ранее [1-3] многочисленных сдви
гов в структурном и функциональном состоянии ми
тохондрий при воздействии ЭСП является изменение 
микровязкости липидного бислоя мембран.

Говорить о конкретных механизмах действия ЭСП 
на мембранные структуры преждевременно, однако, 
основываясь на тех физических процессах, которые 
происходят в мембране при наложении внешних по

лей, можно сделать ряд предположений. Так, воздей
ствие внешних электрических полей приводит к поля
ризации мембранных белков и ФЛ, изменению объем
ной плотности электрического заряда в пределах бис
лоя, перераспределению плотностей заряда на поверх
ности отдельных слоев. Эти первичные физические 
изменения в мембране, вызываемые воздействием 
ЭСП, могут влиять на внутримембранные модифика
ционные кооперативные механизмы, поддерживаю
щие “метаболический статус покоя”. В указанных 
механизмах важную роль играет липидный компо
нент, который благодаря быстрым изменениям актив
ности мембраносвязанных ферментных систем обмена 
липидов может осуществлять ответную реакцию мем
бранных структур клетки на изучаемое воздействие. 
Изменение активности отмеченных ферментных сис
тем может происходить вследствие непосредственно
го действия ЭСП на их структурную организацию. 
Подобное предположение основывается на собствен
ных и литературных данных [16-19] об изменении 
структурной организации биологических макромоле
кул, в частности белков, при воздействии ЭСП. Одна
ко не исключено также, что представленные здесь и 
обнаруженные нами ранее сдвиги в активности изу
чаемых ферментов являются следствием не только 
непосредственного действия ЭСП на них, но и его 
опосредованного действия через различные физико- 
химические и метаболические механизмы регуляции 
этих ферментных систем.
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Առնետների հեպսւտոցիտներում միտոքոնդրիումների ֆոսֆոփպիդների որակա-քանակական կազմը եւ ապաացիլացումը արտաքին էլեկտրաստատիկ դաշտի ազդեցության պայմաններումԳ.Գ. Արծրունի, ՑուՎ Թադևոսյան, Թ.Բ. ԲատիկյանՈՒսւմնասիրվել է առնետների հեպասացիտների միտոքոնդրիումային թաղանթների ֆոսֆոփպիդային կազմի A,, A2 ֆոսֆոփպազային եւ փզոֆոսֆոփպա- զային ակտիվությունների վրա 200 կՎ/մ ինտենսիվությամբ արտաքին էլեկտրաստատիկ դաշտի 1- ժամյա ազդեցությունը: Ցույց է տրվել որ նշված 
ցուցանիշներով դաշտի iv vivo ազդեցությունը բերում է ֆոսֆաթիդիլխոլինային բաղադրամասի ապաացի- լացման թաղանթ-կապված պրոցեսների ակտիվացման, եւ որպես հետեւանք' միտոքոնդրիումների թաղանթների ֆոսֆոփպիդների կազմի յուրահատուկ փոփոխությունների:

Quantitative-qualitative composition and deacylation of phospholipids in mitochondriums 
of rat hepatocytes at external electrostatic field action

G.G. Artzruny, Yu.V. Tadevosyan, T.B. Batikyan

The action of external electrostatic field with intensity 
of 200 kW/т and duration of 1 hour on the phospholipid 
composition of rat hepatocyte mitochondrial membranes 
and activities of phospholipases A։, A2 and lysophos- 
pholipase has been investigated. It has been shown that 

only in vivo action the electrostatic field of such parame
ters brings to the activation of the membrane-associated 
processes of phosphatidylcholine fraction deacylation as 
well, as to the specific changes in the phospholipid com
position of membranes.
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