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Для выяснения особенностей структурной устойчивости АТР-гидролаз в мембране при дей-
ствии прооксидантов: Fe2+ и пероксида водорода, а также N-этилмалеимида (NEM) проведено 
сравнение Na+,K+-AТРазной активности  гладких мышц ободочной кишки (ГМОК) с активностью 
соот ветствующей Mg2+-АТР-гидролазы и АТРаз мозгового слоя почек крысы. Установлено, что при 
0,1 мкМ концентрации FeSO4 активность Na+,K+-AТРазы ГМОК снижается почти на 30%, а в диа-
пазоне 0,1–10 мкМ – до 45% остаточной активности. при сравнении с энзимом почек (исключительно 
α1-изоформа) чувствительность Na+,K+-AТРазы ГМОК к Fe2+ достоверно выше при его субмикромо-
лярной концентрации. Mg2+-АТРаза ГМОК значительно более устойчива к действию ионов железа, 
чем энзим почек, но в обоих случаях ее чувствительность значительно ниже, чем соответствую щей 
Na+,K+-AТРазы. Na+,K+-AТРазная и Mg2+-АТРазная активность ГМОК и почек одинаково малочувстви-
тельна к действию пероксида водорода в концентрациях до 1 мМ на фоне 1 мМ ЭГТА. В то же время в 
присутствии 20 мкМ FeSO4 в диапазоне концентраций Н2О2 1 нМ – 1 мМ Na+,K+-AТРаза ингибируется 
в значительно большей степени, чем Mg2+-АТРаза. Чувствительность к NEM двух АТР-гидролазных 
систем ГМОК находится в соответствии с прооксидантной чувствительностью, что указывает 
на различия в значимости SН-групп для проявления их функциониональной активности. Сделан вы-
вод, что Na+,K+-AТРаза может служить маркером чувствительности мембран к окислению, а Mg2+-
АТРаза (устойчивая к окислению) может быть критерием окислительной резистентноcти мем-
бранного энзимного комплекса при сравнении с другими мембранными энзимами, особенно в ГМОК.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: АТР-гидролазы, Na+,K+-AТРаза, гладкие мышцы ободочной кишки, почки, про-
оксиданты, ионы железа, пероксид водорода, N-этилмалеимид.

И звестно, что в патогенезе многих за-
болеваний важное место отводится 
механизмам развития окислительного 

стресса [1]. Пероксид водорода  является одним 
из важнейших метаболитов в клетках. В то же 
время, дисбаланс между прооксидантными эф-
фекторами и антиоксидантным потенциалом 
клеток, приводит к неконтролируемому разви-
тию свободнорадикальных процессов. В свою 
очередь, ионы железа относятся к эссенциаль-
ным ионам, необходимым для функционирова-
ния многих важнейших биохимических систем 
организма. Нарушение гомеостаза железа в ор-
ганизме (гемохроматоз), хроническая «перегруз-
ка» организма железом приводит к развитию 
хронического токсикоза, патологических струк-
турно-функциональных изменений в клетках, 

нарушению их окислительно-восстановительно-
го баланса и даже к развитию злокачественных 
новообразований [2–5]. Поэтому поиск возмож-
ных биохимических мишеней в потенциальных 
эффекторных органах важен для выяснения ме-
ханизмов патогенеза и оценки риска развития 
ряда патологий. 

Na+,K+-АТPаза (ATP-фосфогидролаза, 
3.6.1.37) – ключевой интегральный конфор-
мационно-лабильный энзим плазматических 
мембран, осуществляющий энергозависимую 
противонаправленную трансмембранную 
транслокацию ионов Na+ и K+, сопряженную с 
гидролизом АТР, в результате циклической по-
следовательности конформационных превраще-
ний (конформационный цикл энзима). В связи 
с фундаментальной универсальной функцией 
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энзим вовлечен в развитие многих физиологиче-
ских и патологических состояний организма, со-
провождающихся изменениями структуры и фи-
зико-химических свойств клеточных мембран, 
метаболизма, регуляторных механизмов. В свою 
очередь, Na+,K+-ATPаза является непосредствен-
ной мишенью действия патофизиологических 
и повреждающих факторов окружающей среды 
или претерпевает адаптацию к новым условиям 
функционирования клеток и тканей организма 
[6–12].

В отличие от ионтранспортирующих АТРаз 
Р-типа, представителем которых является 
Na+,K+-ATPаза, Mg2+-зависимые АТР-гидролазы 
характеризуются спецификой структурных и 
функциональных свойств, особенностями суб-
мембранной локализации, механизмом гидроли-
за АТР, в транспорт ионов они непосредственно 
не вовлечены [13, 14].

Сравнительное исследование активности 
этих ATP-гидролаз при мембранотропных воз-
действиях важно для выяснения структурно-
функциональных свойств мембранных комплек-
сов энзимов с разным механизмом гидролиза 
АТР и особенностей устойчивости к действию 
ряда патофизиологических факторов в мем-
бранных препаратах из  тканей со спецификой 
чувствительности к развитию ишемии или ин-
токсикации тяжелыми металлами. Известно, 
что Na+,K+-AТРаза рассматривается как потен-
циальная мишень оксидативного стресса [15]. 
Функциональные нарушения Na+,K+-AТРазы 
происходят при развитии ряда патологий по-
чечного эпителия, в том числе при ишемии, со-
провождаясь снижением ее активности [16, 17]. 
Кроме того, Na+,K+-AТРаза почек является го-
могенной по изоформному составу каталитиче-
ской субъединицы и содержит исключительно 
α1-изоформу [7, 8], что важно при сравнении с 
энзимными комплексами с малоизученным изо-
энзимным составом, в частности из гладких 
мышц ободочной кишки (ГМОК) [18, 19], и воз-
можной спецификой чувствительности изоформ 
к прооксидантам [20].

Цель исследований заключалась в изучении 
особенностей чувствительности Na+,K+-AТРазы 
клеточных мембран ГМОК крысы при действии 
прооксидантов (ионов Fe2+ и/или Н2О2) при срав-
нении с активностью Mg2+-АТРазы и АТРаз моз-
гового слоя почек.

материалы и методы

Постмитохондриальную мембранную 
фракцию получали из мозгового вещества почек 
и из гладкой мышцы ободочной кишки крыс в 
присутствии ЭДТА в соответствии с методиче-
скими условиями, описанными ранее [18]. Ко-
нечный мембранный осадок суспендировали в 
среде выделения, не содержащей ЭДТА. Na+,K+-
AТРазная активность препаратов составляла 
50–60 и 13–17 мкмоль Рi/час на 1 мг протеина для 
почек и гладких мышц ободочной кишки крыс 
соответственно. Mg2+-АТРазная активность со-
ставляла 25–35 мкмоль Рi/час на 1 мг протеина.

Концентрацию протеина определяли ме-
тодом Лоури с использованием 1%-го раство-
ра DSNa для солюбилизации мембран [21]. Для 
демаскирования латентной АТРазной активно-
сти мембраны предварительно инкубировали 
с 0,2%-ым дигитонином (1 мг детергента/1 мг 
протеи на = 1/1) при 23 °С 15 мин  в среде, со-
держащей: 30 мМ трис-НСl (рН 7,54), 0,16 М 
сахарозу, 2 мг/мл протеина, 2 мг/мл дигитони-
на в соответствии с методическими принципа-
ми, применяемыми ранее [22, 23]. Аликвоты 
5–10 мкл немедленно вносили в среду прединку-
бации с прооксидантами (пероксид водорода и/
или FeSO4) без ЭГТА (конечный объем 0,45 мл), 
содержащей все стандартные компоненты 
АТРазной реакции [22], кроме АТР, инкубиро-
вали 30 мин при 37 °С. АТРазную реак цию за-
пускали внесением 50 мкл смеси 3 мМ АТP-Na2 
и 1 мМ ЭГТА (конечные концентрации). Воз-
действие самого пероксида водорода оценивали 
на фоне 1 мМ ЭГТА для исключения влиянии 
примесных двухвалентных металлов. Mg2+-
АТРазную активность определяли на фоне 2 мМ 
уабаина с учетом спонтанного гидролиза АТР. 
При изучении влияния N-этилмалеимида (NEM) 
алкилирующий агент вносили в среду предин-
кубации или непосредственно в среду АТРазной 
реакции. В первом случае обработанные диги-
тонином мембраны вносили в среду, содержа-
щую 30 мМ трис-НСl (рН 7,54 при 23 °С), 1 мМ 
ЭГТА 1–5 мМ NEM, инкубировали 30 мин при 
37 °С. Реакцию останавливали внесением 10 мМ 
дитиотреитола (в конечной концентрации) при 
охлаждении. Аликвоты вносили в среду АТРаз-
ной реакции. Неорганический фосфат опреде-
ляли по методу [24]. Н2О2 в исследованном кон-
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центрационном диапазоне (при концентрации 
до 0,1 мМ в среде окраски) не влияет на опреде-
ление Рі. Значения кажущихся констант ингиби-
рования I0,5 рассчитывали стандартным образом 
с использованием линеаризованных графиков 
Хилла в координатаx lg (А/A0 – A) = f (lg [I]), где 
А0 – удельная активность без ингибитора, а А – 
в присутствии ингибитора (прооксидантов или 
NEM) в концентрации I.

Статистический анализ и аппроксимацию 
кривых проводили общепринятыми метода-
ми статистики с помощью компьютерных про-
грамм Microsoft Excel и OriginPro 7.0. Достовер-
ность различий между средними величинами 
оценивали с помощью t-критерия Стъюдента.

результаты и обсуждение

Исследование ингибирования Na+,K+-
AТРазы ионами двухвалентного железа (рис. 1) 
свидетельствует об эффективной инактивации 
энзима, начиная с субмикромолярных кон-
центраций FeSO4. Для Na+,K+-AТРазы ГМОК 
при 0,1 мкМ концентрации Fe2+ энзиматиче-
ская активность уменьшается почти на 30%, 
а в диапазоне 0,1–10 мкМ – до 45% остаточ-
ной активности. По сравнению с энзимом по-
чек чувствительность Na+,K+-AТРазы ГМОК к 

инактивации ионами Fe2+ достоверно выше при 
его субмикромолярной концентрации. Однако 
кажущиеся константы ингибирования ионами 
железа сходны и составляют: I50 = 2,25 ± 0,50 и 
4,65 ± 2,29 мкМ (М ± m, n = 5–6), для энзимов по-
чек и ГМОК соответственно. 

Mg2+-АТРаза ГМОК значительно более 
устойчива к действию ионов железа, чем по-
добная энзиматическая активность почек (85 и 
50% остаточной активности при 10 мкМ FeSO4 
соответственно). Однако в каждой из двух тка-
ней Na+,K+-AТРазная активность всегда более 
чувствительна к инактивации ионами Fe2+ по 
сравнению с соответствующей Mg2+-АТРазной 
активностью (рис. 1).

На фоне 1 мМ ЭГТА Na+,K+-AТРазная и 
Mg2+-АТРазная активность ГМОК и почек сход-
ным образом малочувствительна к действию 
пероксида водорода в концентрациях до 1 мМ 
(рис. 2, 3). Однако в присутствии FeSO4 и в отсут-
ствие ЭГТА инактивация Na+,K+-AТРазы проис-
ходит как при физиологических концентрациях 
Н2О2 (≥ 1–10 нМ), так и в цитолитическом диа-
пазоне (≥ 1 мкM Н2О2). В этих условиях законо-
мерно развитие стадии генерации гидроксиль-
ных радикалов, которая катализируется ионами 
двухвалентных  переходных металлов [1]. Таким 
образом, сам по себе пероксид водорода, являясь 
слабым прооксидантом, практически не оказы-
вает воздействие на функциональные свойства 
мембранных комплексов Na+,K+-AТРазы. В дру-
гих исследованиях [25] была установлена низкая 
чувствительность Na+,K+-AТРазы из разных тка-
ней к Н2О2. Степень инактивации пероксидом 
водорода определяется эффектом ионов Fe2+ и 
является индикатором их концентрации, а на-
личие инактивации энзима, особенно на фоне 
физиологических концентраций Н2О2, указыва-
ет на их присутствие в среде. 

Mg2+-АТРазная активность менее под-
вержена инактивации в этих условиях, чем 
Na+,K+-AТРазная активность. При 20 мкМ FeSO4 
в диапазоне концентраций Н2О2 1 нМ – 1 мМ 
Na+,K+-AТРаза ГМОК ингибируется в значи-
тельно большей степени (до 50% остаточной 
активности), чем Mg2+-АТРаза – до 80% (рис. 2). 
Однако энзимы из почек более чувствительны 
к действию Fe2+ + Н2О2 по сравнению с таковы-
ми из ГМОК (рис. 3). Так, инактивация Na+,K+-
AТРазы существенна даже на фоне 1 мкМ Fe2+. 
При 20 мкМ FeSO4 Na+,K+-AТРаза почек ингиби-

Рис. 1. Влияние Fe2+ на Na+,K+-ATРазную (1,3) и 
Mg2+-АТРазную (2, 4) активность мембранной 
фракции ГМОК (1, 2) и почек (3, 4) крысы (М ± m, 
n = 4–10). *Р ≤ 0,05 относительно энзима почек. 
100% – активность в отсутствие Fe2+
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Рис. 2. Влияние Н2О2 на Na+,K+-ATРазную (1, 3) и 
Mg2+-АТРазную (2, 4) активность ГМОК в при-
сутствии 1 мМ ЕГТА (1, 2) или 20 мкМ FeSO4  
(3, 4) (М ± m, n = 4). Тут и на рис. 3: 100% – ак-
тивность АТРазы без эффектора

Рис. 3. Влияние Н2О2 на Na+,K+-ATРазную (А) и Mg2+-АТРазную (Б) активность почек в присутствии 
1 мМ ЕГТА (1) или 1 мкМ (2), или 20 мкМ FeSO4 (3) (М ± m, n = 3–4)
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руется до 25% остаточной активности, а Mg2+-
АТРаза – до 60%. Значительная степень инакти-
вации Na+,K+-AТР-азы почек в присутствии Fe2+ 
+ Н2О2 указывает на структурную деградацию 
энзима в системе генерации гидроксильных ра-
дикалов OH• (реакция Фентона) [1]. Известно, 
что гидроксильные радикалы – наиболее агрес-
сивные окислители биохимических систем клет-

ки, в том числе Na+,K+-AТРазы [15, 26]. Показа-
но, что связывание ионов переходных металлов 
на определенных сайтах полипептидной цепи 
Na+,K+-AТРазы при наличии пероксида водоро-
да приводит к сайт-селективному расщеплению 
полипептидной цепи энзима [27, 28]. Очевидно, 
данный феномен является более специфичным 
для Na+,K+-AТРазы, чем для Mg2+-АТРазы. Полу-
ченные результаты соответствуют данным ли-
тературы, полученным для других тканей [29].

Таким образом, различия в чувствительно-
сти Na+,K+-AТРазы и Mg2+-АТРазы к действию 
прооксидантов свидетельствуют об особенно-
стях структурно-функциональной организации 
протеин-липидных комплексов этих энзима-
тических систем в клеточных мембранах как 
ГМОК, так и почек.

Для дальнейшего выяснения отдельных 
структурных различий в устойчивости эн-
зиматических систем к окислению проведе-
но сравнительное изучение чувствительности 
двух АТР-гидролазных комплексов ГМОК к 
действию сульфгидрильного реагента NEM 
(рис. 4). Na+,K+-AТРазная активность ГМОК в 
большей степени ингибируется NEM в срав-
нении с Mg2+-АТРазной активностью в услови-
ях прединкубации с NEM без лигандов и в его 
присутствии в полной АТРазной среде. Оче-
видно, что во втором случае, конформационная 
стабилизация Na+,K+-AТРазы в присутствии ее 
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Рис. 4. Влияние N-этилмалеимида (NEM) на 
Na+,K+-AТРазную (1, 3) и Mg2+-АТРазную (2, 4) 
активность ГМОК в условиях прединкубации 
с NEM (1, 2) или его присутствия в АТРазной 
среде (3, 4) См. «Материалы и методы» (М ± m, 
n = 4–6)

эссенциальных лигандов (Na+, K+, Mg2+, АТР) в 
значительной степени защищает энзим от ин-
гибирования NEM. При этом величина I50 по 
NEM составляет 4,68 ± 0,58 мМ по сравнению 
с I50 =  0,86 ± 0,15 мМ в случае прединкуба-
ции мембран с NEM (Р ≤ 0,05, M ± m, n = 4–6). 
Данные свидетельствуют о различиях в функ-
циональной значимости нативных SН-групп 
в каталитических механизмах исследуемых 
АТР-гидролаз. Показано, что каталитическая 
активность Na+,K+-AТРазы в значительной сте-
пени зависит от нативности функциональных 
сульфгидрильных групп в активном центре эн-
зима. Анализ данных литературы и собствен-
ные исследования свидетельствуют о высокой 
чувствительности SН-групп к окислению, в том 
числе при действии гидроксильных радикалов, 
что лежит в основе механизма инактивации эн-
зима из других тканей [7]. 

Следует подчеркнуть, что Na+,K+-AТРаза по-
чек представлена исключительно α1-изоформой 
[7, 8], которая превалирует и в ГМОК, где, оче-
видно, присутствует дополнительная минорная 
уабаинчувствительная изоформа [18, 19], что 
характерно и для ряда других гладких мышц 
[30, 31]. Однако влияние изоэнзимного соста-
ва на специфику окислительной инактивации 
Na+,K+-AТРазы в препаратах ГМОК и почек не 

является очевидным. Скорее всего важное зна-
чение для обеспечения относительной окисли-
тельной чувствительности АТР-гидролаз имеет 
структурно-функциональная организация их 
протеин-липидных комплексов в мембранах и 
окислительный потенциал самих мембран.

Таким образом, независимо от окислитель-
ных путей эффект ингибирования обусловлен 
тканевыми особенностями способности к окис-
лению мембранных комплексов АТР-гидролаз. 
Эффективность ингибирования Na+,K+-AТРазы 
может служить маркером чувствительности 
мембран к окислению. При этом Mg2+-АТРазная 
активность всегда устойчива к окислительной 
инактивации и может служить критерием ре-
зистентности к окислению при сравнительной 
оценке мембранных энзимных комплексов. В 
большей степени это выражено для гладко-
мышечной Mg2+-АТР-гидролазы ободочной 
кишки. В наших исследованиях прооксидант-
ная чувствительность энзиматической АТР-
гидролитической системы соответствует ее чув-
ствительности к модификации SH-групп. В то 
же время функциональное значение специфики 
окислительной чувствительности АТР-гидролаз 
in vivo в развитии определенных эпителиальных 
патологий почек или гладкомышечных клеток в 
условиях окислительного стресса или интокси-
кации металлами требует специальных исследо-
ваний.

ВплиВ іоніВ заліза на 
актиВність атP-гідролаз 
клітинних мембран 
гладеньких м’язіВ ободоВої 
кишки та нирок щура

О. А. Капля 

інститут біохімії ім. О. В. Палладіна 
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З метою з’ясування особливостей 
структурної стійкості АТР-гідролаз у мембрані 
за дії прооксидантів: Fe2+ і пероксиду вод-
ню, а також N-етилмалеїміду (NEM) прове-
дено порівняння Na+,K+-AТРазної активності 
гладеньких м’язів ободової кишки (ГМОК) з 
активністю відповідної Mg2+-АТР-гідролази і 
АТРаз мозкової речовини нирок щурів. Уста-
новлено, що за 0,1 мкМ концентрації FeSO4 
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активність Na+,K+-AТРази ГМОК знижується 
майже на 30%, а в діапазоні 0,1–10 мкМ – до 45% 
залишкової активності. За порівняння з ензи-
мом нирок (виключно α1-ізоформа) чутливість 
Na+,K+-AТРази ГМОК до Fe2+ вірогідно вище 
за його субмікромолярної концентрації. Mg2+-
АТРаза ГМОК значно резистентніша до дії іонів 
Fe2+, ніж ензим нирок, проте в обох випадках 
її чутливість значно нижче, ніж відповідної 
Na+,K+-AТРази. Na+,K+-AТРаза та Mg2+-АТРаза 
ГМОК і нирок однаково малочутливі до дії 
пероксиду водню за концентрацій до 1 мМ 
на тлі 1 мМ еГТА. Водночас у присутності 
20 мкМ FeSO4 в діапазоні концентрацій Н2О2 
1 нМ – 1 мМ Na+,K+-AТРаза інгібується значно 
більшою мірою, ніж Mg2+-АТРаза. Чутливість 
до NEM двох АТР-гідролазних систем ГМОК є 
відповідною до прооксидантної чутливості, що 
вказує на відмінності в значимості SН-груп для 
виявлення їхньої функціональної активності.

Дійшли висновку, що Na+,K+-AТРаза 
може слугувати маркером чутливості мем-
бран до окислення, а Mg2+-АТРаза (резистент-
на до окислення) може бути критерієм окисної 
резистентності мембранного ензимного ком-
плексу за порівняння з іншими мембранними 
ензимами, особливо ензимами ГМОК.

К л ю ч о в і  с л о в а: АТР-гідролази, Na+,K+-
AТРаза, гладенькі м’язи ободової кишки, нир-
ки, прооксиданти, іони заліза, пероксид водню, 
N-етилмалеїмід.

The influence of iron ions on 
ATP-hydrolAses AcTiviTy of 
cell membrAnes of rAT colon 
smooTh muscle And kidney
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To elucidate the specific features of the АТР- 
hydrolases structural resistance in the membrane 
under the action of the prooxidants: Fe2+ and hy-
drogen peroxide, and N-ethylmaleimide (NEM)  
the colonic smooth muscle (CSM) Na+,K+-AТРase 
activity was compared with activities of the corre-
sponding Mg2+-АТР-hydrolase and ATP-ases from 
kidney medullar layer of rats. The inhibition study 
of the CSM Na+,K+-AТРase by divalent iron shows 

the decrease of the activity by 30% at 0.1 µM FeSO4 
and in the range of 0.1-10 µM – to 45% of residual 
activity. When comparing with kidney enzyme (rep-
resents exclusively α1-isozyme) the CSM Na+,K+-
AТРase sensitivity to Fe2+ is reliably higher at its 
submicromolar concentration. CSM Mg2+-АТРase is 
much more resistant to iron ions effect, than kidney 
one. However for two tissues Mg2+-АТРase activi-
ty is always more resistant as compared with cor-
responding Na+,K+-AТРase activity. Against 1 mM 
EGTA Na+,K+-AТРase and Mg2+-АТРase activities 
of GMOK and kidneys are equally insensitive to 
effect of hydrogen peroxide in concentration up to 
1 mM. But in the presence of 20 µM FeSO4 in the 
concentration range of 1 nМ – 1 mM of Н2О2 the 
Na+,K+-AТРase is inhibited to greater extent, than 
Mg2+-АТРase activity. NEM sensitivity of the two 
АТР-hydrolase systems corresponds to prooxidant 
sensitivity that indicates the distinct importance of 
SH-groups for their functioning.

It is concluded that Na+,K+-AТРase can serve 
as a marker of membrane sensitivity to oxidation, 
Mg2+-АТРase is resistant to oxidation and can be 
considered as criterion of the oxidation resistance 
when comparing  membrane enzyme complexes, es-
pecially in GMOK.

K e y  w o r d s: ATP-hydrolases, Na+,K+-
AТРase, colonic smooth muscle, kidney, prooxi-
dants, ferrum ions, hydrogen peroxide, N-ethylma-
leimide.
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