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Апамин-октадекапептид с двумя дисульфидными связями [1, 2] 
из яда медоносной пчелы Apis mcllifera поражает преимущественно 
ЦНС [3]. Имеются данные о том, что апамин ингибирует неадренер­
гические тормозные потенциалы [4] и является селективным блокато­
ром Са2+ -зависимого калиевого канала [5].

ГАМК—основной тормозной медиатор ЦНС позвоночных и нерв­
но-мышечной передачи членистоногих[ 6]. В настоящей՜ работе приве­
дены результаты изучения действия апамина на связывание ГАМК 
и мусцимола (агониста ГАМК из Amanita muscaria) с рецептором 
ГАМК мозга крыс (в мембранном и в солюбилизированном виде) и 
с мембранами мышц креветки.

В работе были использованы ЗН-ГАМК, 24 Ки/ммбль («Изотоп» СССР); зн-мус- 
цимол, 15,5 Кп/ммоль («Amersham», Англия); мусцимол, ДОХ-Na и тритон 
Х-100 («Serva», ФРГ). Все остальные реактивы—марки «осч», отечественные. 
Апамин был любезно предоставлен А. И. Мирошниковым из Института биооргани­
ческой химии им. М. М. Шемякина. Фильтры нитроцеллюлозные, диаметр пор— 
0,4—0,8 мкм («Synpor», ЧССР).

Целый мозг гомогенизировали в 10 объемах 0,32 М сахарозы. Гомогенат центри­
фугировали при 1000 g, 10 мин, полученный супернатант—при 17000 g, 30 мин. 
Осадок замораживали, оттаивали, инкубировали с 0,05%-ным тритоном Х-100 и 
трижды отмывали в 20 объемах 50 мМ трпс-НС1, pH 7,4. Отмытый препарат хра­
нили в жидком азоте и использовали в опытах по связыванию или солюбилизиро­
вали. Для солюбилизации фракцию мембран инкубировали в 20 объемах 50 мМ 
буфера трис-1-ICl, pH 7,4, содержащего 0,2%-ный ДОХ-Na и 1 М КС1, 15 мин при 
4°. Суспензию центрифугировали при 105000 g, 60 мин. Надосадочную жидкость 
диализовали против 300 объемов 50 мМ трис-НС1, pH 7,4 с 0,1%-ным тритоном 
Х-100 и 0,15 М КС1 2 ч при 4°. После диализа и Центрифугирования при 30000 g, 
в течение 20 мин к надосадочиой жидкости добавляли сульфат аммония до 20%-ного 
насыщения, осадок собирали центрифугированием, растворяли его в 50 мМ 
трис-HCl, pH 7,4, с 0.1%-ным тритоном Х-100 и 0,15 М КС1 до нужной концентрации 
■белка и хранили в жидком азоте.

181



Мышцы креветок мелко разрезали, гомогенизировали в 10 объемах 0,25 М са­
харозы (8000 об/мин, 4 мин) и процеживали через три слоя марли. Гомогенат 
центрифугировали при 700 g, 10 мин, надосадочиую жидкость—при 100000 g, 1 ч. 
Осадок (фракцию мембран) собирали и хранили в жидком азоте.

Специфично связанную ГАМК (или мусцимол) определяли, как описано в ра­
боте Кузнецова и соавт. [7]. В пробирки вносили 10 мкл различных концентраций 
зН-мусцпмола, добавляли 10 мкл воды или немеченого мусцимола (10—’М) в 
80 мкл суспензии мембран или солюбилизированного препарата (около 100 мкг 
белка). Смесь перемешивали, инкубировали 30 мин при 3° и наносили на фильтр, 
вымоченный в дистиллированной воде. Радиоактивность измеряли на счетчике 
«Intertechnique» (Франция). Специфичное связывание определяли как разницу 
между общим и неспецифичным. Белок определяли по методу Lowry и соавт. [8].

На рис. 1 приведены кривые вытеснения 3Н-ГАМК апамино.м для 
синаптических мембран мозга крыс (К( = 3,3 мкМ) и мембран мышц 
креветки (К։ = I мкМ). Величины К; для апамина сопоставимы с та­
ковыми для бикукуллина, единственного известного антагониста 
ГАМК. На рис. 2, а приведены кривые связывания 3Н-ГАМК с солю­
билизированным рецептором ГАМК мозга крыс в норме и в присут­
ствии апамина. Графики в координатах Лайнуивера-Берка указывают 
на конкурентный характер ингибирования (К) = 0,7 мкМ). Аналогич-

Рис. 1 Ингибирование апамшюм связывания 
ЗН-ГАМК с синаптическими мембранами мозга 
крыс (1) и с мембранами мышц креветки (2). 
По оси абсцисс—концентрация апамина, мкМ; 
по оси ординат—специфическое связывание 
ЗН-ГАМК, в %. Каждая точка представляет 
среднее из 3—6 измерений с указанными стан­

дартными отклонениями.

ные кривые для связывания 3Н-муоцимола приведены на рис. 2, б; 
К։ = 1,1 мкМ. Для сравнения показано действие фосфолипазы А на 
связывание 3Н-мусцимола с солюбилизированным рецептором ГАМК- 
Ингибирующее действие фосфолипазы носит неконкурентный характер. 
К; несколько меньше для солюбилизированного рецептора ГАМК, 
чем для мембран, возможно, благодаря лучшей доступности связы­
вающего участка для апамина. Как известно, в активный участок 
апамина входят 2 остатка аргинина [9]. В связи с этим интересно 
сопоставить действие двух других веществ, также содержащих гуани­
диновые группы, на связывание мусцимола. Одно из них, амилорид, 
совершенно не влияло на связывание. Тетродотоксни ингибировал 
специфичное связывание с Кч~5—10 нМ [10]. Помимо традиционно­
го представления о тетродотоксине как специфичном блокаторе 
1Ча+ -каналов, из литературы известно также, что это вещество затра­
гивает примембранный цитоскелет, а также ингибирует связывание 
агонистов с М-холиноренептором [И]. Все это указывает на то, что 
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механизм действия апамина может не ограничиваться блокированием 
Са2+ -зависимого К+ -канала. ,В одной из более ранних работ [12] 
утверждается, что апамин не взаимодействует с рецептором ГАМК. 
Расхождение этих результатов с нашими, возможно, объясняется 
различиями в методах приготовления мембран (отсутствует обработ­
ка мембран 0,05%-ным тритоном Х-100) и определения связывания 
(метод центрифугирования).

Рис. 2. Связывание ЗН-ГАМК (а) и ЗН-мусцимола (б) с препаратом 
солюбилизированного рецептора ГАМК в прямых и двойных обратных 
координатах Лайнунвера-Берка. 1—в отсутствие апамина, К=0,2 мкМ; 
2—в присутствии I мкМ апамина, К=0,47 мкМ; 3—в присутствии 2 мкМ 
апамина, К = 0,8 мкМ; 1'—в отсутствие апамина; 2՛ в присутствии 
1 мкМ апамина; 3'—после обработки фосфолипазой А. Каждая точка 
представляет среднее из 3—6 измерений. По оси абсцисс—концентрация 
ЗН-ГАМК (а) или зн-мусцпмола (б); (10 мкг фермента, 1 мМ СаС12, 
37°, 15 мни), по оси ординат—связанная ЗН-ГАМК (а) или зн-мус- 

цнмол (б).

Таким образом, апамин является специфичным блокатором 
ТАМК-ергической передачи как у позвоночных, так и беспозвоночных. 
Апамин как антагонист ГАМК имеет ряд преимуществ по сравнению 
с бикукуллином—хорошо растворим в воде, стабилен при физиологи­
ческих pH, в нем возможны химические модификации без потери ак­
тивности.
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APAMIN-A COMPETITIVE INHIBITOR OF 3H-GABA-BINDING 
WITH RECEPTOR

KUZNETSOV V. I., TONKYKH A. K., KARANOVA M. V., KIM O. N„ 
TAKANAEV A. A., SADYKHOV A. S.

Institute of Biophysics, Academy of Sciences USSR, Pousichino, 
Institute of Bioorganic Chemistry, Academy of Sciences

Uzbek. SSR, Tashkent

Apamin—a neurotoxin from bee venom—inhibits coupling of 3H-GABA 
with muscle membranes more drastically than with brain membranes in 
rats. It turned to be a more potent inhibitor than bicucullin. Inhibition of 
JH-GABA binding with solubilized membranes is competitive with Ki of 
0,7 p.M.
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