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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ 
ИССЛЕДОВАНИЯ АКТИВНОСТИ MG2+-ЗАВИСИМОЙ                                                                            

NA+/K+-АКТИВИРУЕМОЙ АТФАЗЫ                                                         
В ТЕНЯХ ЭРИТРОЦИТОВ

Петрова П.А.

В настоящем обзоре рассматриваются методические причины широко-
го диапазона значений активности Mg2+-зависимой Na+/K+-активируемой 
АТФазы теней эритроцитов, которые описываются у различных авторов. 
Установлено, что получаемые исследователями различия в показаниях ак-
тивности фермента обусловлены методическими особенностями, связан-
ными со способом получения Na+/K+-АТФазы и измерением ее активности, 
такими как особенности выделения и хранения теней эритроцитов (режим 
центрифугирования, концентрация и состав лизирующего раствора, время 
и температура гемолиза и замораживания), а также особенностями ме-
тодов количественного определения белка и неорганического фосфора. На 
основании проведенного анализа данных литературы мы полагаем, что для 
наиболее точного определения активности Na+/K+-АТФазы рекомендуется 
использовать лизирующий буферный раствор с применением хелатора и ме-
тоды Фиске-Суббароу и Лоури для определения неорганического фосфора и 
количественного содержания белка соответственно. 
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THE COMPARATIVE ANALYSIS                                                      
OF THE ACTIVITY ASSAY METHODS                                                                     

FOR MG2+-DEPENDENT NA+/K+-ACTIVATED ATPASE 
IN ERYTHROCYTE MEMBRANES

Petrova P.A.

This review considers the methodological reasons for the wide range of re-
sults for the red blood cells Mg2+-dependent Na+/K+-ATPase activity described 
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by different authors. We assert that the differences in the Na+/K+-ATPase ac-
tivity obtained by the researchers are due to the methodological peculiarities 
associated with methods of obtaining and measurement of the enzyme activity, 
such as red blood cells separation and storage (centrifugation, concentration 
and composition of the lysing solution, time and temperature of hemolysis and 
freezing), as well as the peculiarities of methods for the quantitative determi-
nation of protein and inorganic phosphorus. On the basis of the literature data 
analysis we recommend that for the most accurate determination of the Na+/
K+-ATPase activity it is better to use the chelator in the lysing buffer solution 
and Fiske-Subbarow and Lowry methods for the determination of inorganic 
phosphorus and quantitative protein content, respectively.

Keywords: comparative analysis; erythrocyte membranes. 

Mg2+-зависимая Na+/K+-активируемая АТФаза является интегральным 
олигомерным белком мембраны клеток тканей животных и поддержива-
ет ассиметричное распределение ионов Na+ и K+ внутри и вне клетки [1]. 
Na+/K+-АТФаза контролирует такие процессы в клетках, как поддержание 
объема клетки, уровня рН и Са2+, мембранного потенциала. Модулируя 
уровень Са2+ и мембранный потенциал в нервных и мышечных клетках, 
данная ферментативная система регулирует выброс и поглощение ней-
ромедиаторов, эффективность сокращения мышц, проведение нервного 
импульса [2, с. 21].

Активность Na+/K+-АТФазы у человека измеряется преимущественно 
в эритроцитах (гемолизаты или мембраны эритроцитов) и в мышцах [3, 
4, 5, 6, 7]. У животных активность фермента определяется в гомогенатах 
ткани почек, головного мозга, мышц, сердца, в гемолизатах и мембранах 
эритроцитов [8, 9, 10, 11, 12, 13]. Выбор эритроцитов в качестве объек-
та исследования обусловлен тем, что структура их мембраны отражает 
общие принципы молекулярной организации плазматических мембран 
различных тканей [14]. Для человека, мембраны (тени) эритроцитов – 
это более универсальный объект исследования активности фермента, 
чем мышечная ткань, поскольку при этом не требуется взятия биопсии. 
О необходимости стандартизации методов, применяемых для определения 
активности Na+/K+-АТФазы в эритроцитах, свидетельствуют следующие ав-
торы [9, 15, 16]. Установлено, что в мембранных препаратах эритроцитов 
активность Na+/K+-АТФазы, по данным различных исследований, колеблет-
ся в широких пределах, например, для эритроцитов человека активность 
фермента варьирует от 0,05 до 0,35 мкмоль/ч на мг белка [9, 15, 16]. 
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В данном обзоре подробно рассмотрены этапы исследования, необ-
ходимые для определения активности Na+/K+-АТФазы в мембранных 
препаратах эритроцитов, описаны различные методы определения ее ак-
тивности, рассматриваются причины вариаций в показаниях активности 
по данным других исследователей. 

Цель. Сравнить методы определения активности Mg2+-зависимой  
Na+/K+-активируемой АТФазы теней эритроцитов, а также выявить факто-
ры и условия, влияющие на определение активности данного фермента.

Задачи настоящей работы:
1. Охарактеризовать способ получения мембран эритроцитов.
2. Сравнить методы определения количественного содержания белка 

в мембранах эритроцитов.
3. Рассмотреть и охарактеризовать методы определения активности 

Mg2+-зависимой Na+/K+-активируемой АТФазы в мембранах эритроцитов.
Определение активности Na+/K+-АТФазы мембранных препаратов 

эритроцитов включает четыре этапа:
1 этап – выделение теней эритроцитов и их хранение. Активность 

Na+/K+-АТФазы измеряется, в основном, в суспензии теней эритроцитов, 
а не в гемолизатах крови. Что связано с более высокой степенью очистки 
белка при получении теней, необходимой для точного измерения актив-
ности фермента [7, 9, 17].

Основным методом получения теней эритроцитов является метод 
Доджа и др. (1963), кроме которого существуют другие методы получе-
ния теней, также основанные на гипоосмотическом гемолизе эритроци-
тов [18, 19, 20].

По данным литературы, в результате использовании метода Доджа и 
др. наблюдается наиболее высокая степень очистки мембран эритроци-
тов, без лишнего содержания гемоглобина в препарате, что может быть 
связано с выбором лизирующего буферного раствора, времени и режима 
центрифугирования, а также с добавлением детергента или хелатора в 
разных концентрациях [17]. Например, Лимбирд и соавт. (1980) исполь-
зуют трисНCl-буфер, в отличие от метода Доджа и др., уменьшают вре-
мя (до 5 мин) и режим центрифугирования (19000 g), вместо 40 мин при 
20000 g соответственно [18, 20].

Исследователи вносят свои модификации в метод Доджа в соответ-
ствии с различными условиями эксперимента [9]. В модификации Казе-
нова и соавт. (1984) один объем отмытых эритроцитов смешивают с 20 
объемами охлажденной до 4○С гемолизирующей среды (10 мМ трис-HCl 
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буферный раствор, содержащий 1–1,5 мМ этилендиаминтетрауксусную 
кислоту (ЭДТА) в качестве хелатора) [9, 21, 22]. В дальнейшем, пробы 
выдерживают 5 мин при 40C во избежание полного разрыва мембран и 
замыкания их в везикулярные структуры, которые в силу низкой прони-
цаемости для АТФ и уабаина (ингибитора Na+/K+-АТФазы) препятствуют 
их свободному подходу к соответствующим центрам фермента [9]. В ка-
честве гемолизирующей среды некоторыми исследователями использу-
ется вода [10, 20].

После лизиса эритроцитов надосадочную жидкость удаляют, а осадок 
теней эритроцитов промывают буферным раствором до исчезновения ро-
зового оттенка [9, 17].

Таким образом, на основании данных литературы можно предполо-
жить, что для повышения чистоты мембран эритроцитов предпочтитель-
нее выбирать более длительный режим центрифугирования, использовать 
хелатор в составе гемолизирующей среды, а также тщательно соблюдать 
процедуру гемолиза.

Ключевая роль в сохранении целостности мембран клеток принадле-
жит времени и температуре хранения. По данным литературы тени эри-
троцитов можно хранить при температуре -30○С в течение 2 месяцев при 
использовании 40% раствора глицерина для сохранения состава фосфо-
липидов на уровне близком к исходному при скорости замораживания 
10○/мин, предотвращая агрегацию мембранных белков, а также при 4○С, 
но не более 7–10 дней [10, 23]. Также показано, что хранение мембран 
эритроцитов в зоне умеренно низких температур (от -30○С до -70○С) в те-
чение 3 месяцев приводит к формированию в плазматических мембранах 
трансмембранных дефектов разной величины, которые могут оказывать 
влияние на активность исследуемого фермента [23]. 

Учитывая, что хранение теней эритроцитов в течение длительного пе-
риода времени требует использования криопротектора (раствор глицери-
на), а хранение без них может способствовать формированию областей 
повреждения в тенях эритроцитов, более целесообразно определять ак-
тивность фермента непосредственно после получения теней [9].

2 этап – измерение количества белка в пробе мембранного препа-
рата эритроцитов. К наиболее распространенным методам исследования 
концентрации белка относятся методы Бредфорд, Седмака и Лоури [24, 25, 
26]. Метод Лоури сочетает биуретовую реакцию и реакцию с реактивом 
Фолина, главным недостатком которого является то, что многие соедине-
ния, наиболее часто используемые в буферных растворах для приготовле-
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ния белкового препарата (детергенты, углеводы, глицерин, трицин, ЭДТА, 
трис) препятствуют анализу и влияют на развитие окраски [27]. 

В основе методов Бредфорд и Седмака лежит принцип связывания 
сульфогрупп красителя Кумасси G-250 с аминогруппами остатков арги-
нина и гидрофобных аминокислот, при этом значительное количество 
красителя адсорбируется на стенках кювет, что также влияет на точность 
результатов измерений [28, с. 155]. Возможно, по этой причине данные 
методы не рекомендуют применять при расчете активности АТФаз.

3 этап – инкубация мембран эритроцитов. 
Образец суспензии теней эритроцитов (аналогично инкубируют плаз-

матические мембраны других клеток) вносят в среду, содержащую 30 
мМ (50 мМ) трис-HCl буфер, ионы в различной концентрации (например, 
NaCl – 100 мМ, KCl – 10 мМ, MgCl2 – 2-6 мМ), а также ATФ 2–3 мМ и 
ЭДТА 0,1-1 мМ (рН=7,0 (7,4) при 37○С) [9, 29, 30, 31]. По данным Казено-
ва и соавт. наиболее высокую активность Na+/K+-АТФаза показывает при 
концентрации ЭДТА в инкубационной среде – 1 мМ [9]. 

Активность Na+/K+-АТФазы может существенно зависеть от рН среды. 
Можно предположить, что предпочтительнее использовать инкубацион-
ную среду с рН=7,4, так как оптимум активности Na+/K+-АТФазы нахо-
дится в области рН=7,5 [32]. 

Инкубацию фермента проводят при температуре 37○С (44○С) в те-
чение 15 мин – 2 часов, реакцию останавливают добавлением раствора 
20%-ной трихлоруксусной кислоты, осаждение белков осуществляют пу-
тем центрифугирования при 3500 об/мин в течение 10 мин, супернатант 
суспензии теней используют для определения ферментативной активно-
сти [9, 29, 33, 34, 35]. 

4 этап – определение активности Na+/K+-АТФазы. Определение АТ-
Фазной активности измеряют по приросту неорганического фосфора, с 
использованием преимущественно спектрофотометрических методов де-
текции. Суть данных методов заключается в образовании фосфорномо-
либденовой кислоты с ее последующим восстановлением аскорбиновой 
кислотой, хлоридом олова, эйконогеном и т.д. в молибденовую синь, ко-
личество которой пропорционально исходному содержанию фосфора [36, 
37, 38, 39, 40]. В некоторых случаях для определения активности АТФа-
зы мембраны клеток предварительно стандартизируют по фиксированным 
аликвотам белка в каждой пробе (50 мкг/мл – 2,07 мг/мл), приводя, таким 
образом, расчетную формулу активности фермента каждого испытуемого 
к общему знаменателю [5, 41]. 
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Активность Na+/K+-АТФазы определяют по разнице показателей не-
органического фосфора в пробах с уабаином (от 0,2 мМ до 10-4 мМ) и 
без него [9, 29, 42]. Уабаин – сердечный гликозид растительного проис-
хождения, ингибитор Na+/K+-АТФазы. Сердечные гликозиды, подавляя 
активность Na+/K+-АТФазы и Na+-насоса, образуют с ферментом проч-
ный комплекс, действие сердечных гликозидов проявляется только тогда, 
когда они находятся с наружной стороны мембраны [43]. По этой при-
чине так важен этап получения теней эритроцитов и следование четким 
указаниям по проведению гемолиза, во избежание замыкания теней в 
везикулярные структуры, когда действие ингибитора становится невоз-
можным. Активность Na+/K+-АТФазы рассчитывают по разнице между 
общей АТФазной активностью и активностью Mg2+-АТФазы в присут-
ствии ингибитора Na+/K+-АТФазы и выражают в мкмоль/ч или нмоль/ч 
неорганического фосфора на мг белка [9].

К недостаткам используемых спектрофотометрических методов опре-
деления неорганического фосфора можно отнести: нестабильность окра-
ски молибденовой сини, низкую дифференциальную точность определения 
фосфатов, гидролиз лабильных фосфорных соединений, катализируемый 
молибдатом в водной кислотной среде, особенно интенсивно протекаю-
щий при нагревании проб с восстановителем [44, 45].

Среди методов определения неорганического фосфора можно выде-
лить: 

1. Определение неорганического фосфора с применением малахито-
вого зеленого, основанное на образовании окрашенного комплекса меж-
ду малахитовым зеленым, молибдатом аммония и ортофосфатом [36, 46]. 
Интенсивность окраски прямо пропорциональна количеству неоргани-
ческого фосфора [47, 48, 49, 50]. Достоинством метода является то, что 
белок не мешает проведению реакции, поэтому депротеинизацию не про-
водят, однако для обеспечения коллоидной устойчивости образовавше-
гося комплекса в раствор добавляется твин 20 или тритон X100 [36, 46]. 
Минимальное количество определяемого фосфора – 0,05 мкг/мл [51]. 

2. Определение неорганического фосфора с использованием эйконоге-
на (1-амино-2-нафтол-4-сульфоновая кислота) в качестве восстановителя 
(метод Фиске-Суббароу) [37]. Установлено, что наименьшее количество 
определяемого фосфора соответствует – 0,3 мкг/мл [38].

3. Определение неорганического фосфора с использованием аскорби-
новой кислоты в качестве восстановителя (метод Чена), являющийся мо-
дификацией метода Фиске-Суббароу [39, 40, 52, 53]. Чувствительность 
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метода выше метода Фиске-Суббароу примерно в 8 раз и составляет око-
ло 0,038 мкг/мл [39]. Недостатком метода является нестабильность аскор-
биновой кислоты, способной восстанавливать молибденовую кислоту и в 
отсутствии фосфора [54]. 

4. Определение неорганического фосфора с использованием хлорида 
олова в качестве восстановителя [32, 40, 55]. Используя в качестве вос-
становителя хлорид олова можно определить 0,07 мкг/мл неорганическо-
го фосфора, что в 4 раза чувствительнее метода Фиске-Суббароу [38]. 

Кроме того, установлено, что аскорбиновая кислота является более мяг-
ким восстановителем, чем хлорид олова, что предотвращает восстановление 
молибдена из избытка молибдата аммония, тогда как достоинство хлорида 
олова как восстановителя – быстрая кинетика восстановления [56]. 

Таким образом, возможно, самым удобным и приемлемым способом 
определения неорганического фосфора является метод Фиске-Субба-
роу, т.к. он менее чувствителен к температуре окружающей среды и рН и 
больше подходит для биологических образцов [54]. 

На основании данных литературы можно сделать заключение о том, 
что для определения активности Na+/K+-АТФазы теней эритроцитов це-
лесообразнее использовать лизирующий буферный раствор с примене-
нием хелатора, метод Лоури и метод Фиске-Суббароу для определения 
содержания белка и неорганического фосфора соответственно, а также в 
некоторых случаях стандартизировать пробы по количеству белка, тща-
тельно соблюдая температурный режим.
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