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Запропоновано метод дослідження активностей АТФ-азних систем мембран 
мікросомальної фракції ізольованих ацинусів підщелепної слинної залози щурів. 
Визначено активності Mg2+-АТФ-ази, Ca2+, Mg2+-АТФ-ази й Na+, K+-АТФ-ази. 
Зокрема, з’ясовано Ca2+, Mg2+-АТФ-азну активність плазматичної (2,74 нмоль Рі 
/мг білка за 1 год) та ендоплазматичної мембрани (2,66 нмоль Рі /мг білка за 1 год) 
везикул. Додатково, використовуючи оброблення дигітоніном мембран мікросома-
льної фракції, ми довели, що досліджувана фракція переважно містить везикули 
типу inside-out. 
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У забезпеченні мембранних механізмів контролювання внутрішньоклітин-
ного Са2+-гомеостазу, а також регулювання екзоцитозу травних ферментів та 
електролітів важливу роль відіграють Са2+-помпи, локалізовані у  різних субк-
літинних структурах (зокрема, в плазматичній мембрані та мембрані ендоплаз-
матичного ретикулуму). Зумовлено це, насамперед, тим, що стимулом для запуску  
секреції є транзієнтне підвищення [Са2+ ]i, яке виникає завдяки його надходженню 
із зовнішньоклітинного простору чи/або вивільнення із внутрішньоклітинних пу-
лів цього катіона, а відновлення початкової концентрації кальцію та припинення 
секреції – головно внаслідок активного виведення Са2+  з цитозолю Са2+-помпами.  
Відомо, що функцію Са2+-помпи виконують Са2+,Mg2+- АТФ-ази.  

Роль Са2+-помп у функціонуванні секреторних клітин доведена на підшлун-
ковій залозі щурів і мишей [19–21, 23], слинних  залозах личинки Сhironomus plu-
mosus L.[8], щурів [12] та мишей [17] з використанням специфічних блокаторів цієї 
транспортної системи. З’ясовано також її роль у регулюванні секреторної актив-
ності клітин слинних залоз личинки Сhironomus plumosus L. [8] та ізольованих 
ацинусів підщелепної слинної залози щурів [12]. Проте прямим доказом функціо-
нування у  мембрані секреторних  клітин мембранозв`язаної енергозалежної систе-
ми транспорту Са2+ треба вважати ідентифікацію Са2+, Mg2+-АТФ-азної активності  
мікросомальної фракції мембран із  використанням маркерних ферментативних і  



304 Н. Федірко, Ю. Вац, М. Клевець 

функціональних тестів [3]. Зазначимо також, що Са2+, Mg2+-АТФ-аза ідентифі-
кована у тканині слинних залоз личинки Сhironomus plumosus L [1], однак нема ві-
домостей про функціонування та ферментативну активність АТФ-азних систем у 
мембранах секреторних клітин ссавців. 

З огляду на це нашою метою було ідентифікувати активність АТФ-азних сис-
тем мембран секреторних клітин ізольованих ацинусів підщелепної слинної залози 
щурів, і зокрема Са2+, Mg2+-АТФ-ази, локалізованої в плазматичній мембрані та 
мебрані ендоплазматичного ретикулума. 

Дослідження виконували на ізольованих ацинусах  підщелепних слинних  
залоз нелінійних білих щурів-самців (1,5 місяця). Декапітацію тварин проводили 
після внутрішньо-черевної ін’єкції тіопентаналу натрію (10 мг/100г маси). Ізолю-
вали ацинуси шляхом ферментативно -механічної обробки тканини слинної залози 
за описаною раніше методикою [12]. Ізольовані ацинуси ресуспензували та гомо-
генізували з постійним охолодженням за допомогою гомогенізатора Поттера–Ель-
вейга у 2 мл тріс-НСІ-буфера (50 мМ, рН 7,4). Рештки клітин і ядра осаджували 
центрифугуванням впродовж 10 хв при 1600 g. Постядерний супернатант, який 
містив інтегральну мікросомальну фракцію (мітохондрії, розчинні білки цитозолю, 
фрагменти плазматичної мембрани та мембрани ендоплазматичного ретикулума) 
центрифугували протягом 10 хв при 10000 g. Для визначення активності АТФ-
азних систем мембрани секреторних клітин аліквоти (150 мкл) постмітохонд-
ріального супернатанту, який містив везикули плазматичної мембрани та мембра-
ни ендоплазматичного ретикулума, інкубували при 37 °С у водяному ультратермо-
статі протягом 15 хв у середовищі інкубації (1 мл) відповідного складу. Для визна-
чення сумарної АТФ-азної активності використовували стандартне середовище 
інкубації такого складу, ммоль/л: NaCI – 50,0; KCI – 100,0; MgCI2 – 3,0; CaCI2 – 
0,01; HEPES/NAOH (pH = 7,4; 37 °C) – 20,0; ATФ – 3. Для визначення Na+, K+- та 
Мg2+-АТФ-азної активності до стандартного середовища інкубації додавали 
1 ммоль/л EGTA („Sigma”) за відсутності СаСІ2. Питому Са2+, Мg2+-АТФ-азну 
активність розраховували за різницею між сумарною та Мg2+-,Na+,K+-АТФ-азною 
активностями; Mg2+-ATФ-азну активність визначали за тих же умов, але в присут-
ності 1ммоль/л оубаїну; Na+, K+-АТФ-азну – за різницею між Мg2+-, Na+, K+- та 
Мg2+-АТФ-азною активностями. Для визначення  активності  Са2+, Мg2+-АТФ-ази 
плазматичної мембрани до стандартного  безкальцієвого  середовища інкубації до-
давали, ммоль/л: тапсигаргін (як селективний інгібітор Са2+, Мg2+-АТФ-ази мемб-
рани ендоплазматичного ретикулума) – 0,1; EGTA – 1,0; оубаїн – 1,0; рутеній чер-
воний – 0,2. З метою визначення характеру везикульованості мембранних фраг-
ментів у досліджуваній фракції використовували методичний підхід, який ґрунту-
ється на визначенні активності ферментів-маркерів у ній до і після обробки неіон-
ним детергентом дигі тоніном (0,1%). 

Ферментативну реакцію припиняли додаванням 200 мкл 20 % трихлороцтової 
кислоти. Після центрифугування (5 хв, 1600 g) від супернатанту відбирали алік-
воти (500 мкл) для визначення концентрації неорганічного фосфору Рі. Кількість 
продукту АТФ-гідролазної реакції визначали за методом Фіске–Суббароу. Актив-
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ність АТФ-азних систем мембран досліджуваних  клітин оцінювали за різницею 
вмісту Рі у середовищах різного складу й виражали в наномоль Рі у перерахунку на 
1 мг білка за 1 год. Вміст білка в середовищі інкубації визначали за методом Лоурі 
[18]. 

Варіаційно-статистичний аналіз одержаних результатів виконували за допо-
могою непарного двобічного t-тесту Стьюдента. 

З’ясовано, що вміст Рі, який вивільнився внаслідок ферментативної реакції в 
стандартному безкальцієвому та безмагнієвому середовищі інкубації в разі дода-
вання аліквоти ферментного білка, становив 5,91 ± 0,66 нмоль/мг білка за 1 год. 
Додавання до середовища такого складу 3,0 ммоль/л Мg2+ супроводжувалось 
збільшенням кількості Рі у середньому на 25,7 % (n = 6). Це збільшення є по-
зитивним тестом на наявність у  досліджуваній мікросомальній фракції мембран 
секреторних клітин фермента-маркера плазматичної мембрани – Mg2+-ATФ-ази. 
Визначення питомих активностей ферментів-маркерів плазматичної мембрани (5 ′-
нуклеотидази, Na+, К+ та Mg2+-ATФ-ази) широко  використовують як функціо-
нальний тест на чистоту фракцій субклітинних структур [6, 14, 24]. Подальше 
збільшення вмісту Рі в інкубаційному розчині відбувалось унаслідок додавання до 
стандартного Mg2+-вмісного середовища 10–5 моль/л Са2+ і становило в середньому  
81,2 % (n = 6) порівняно з безкальцієвим і безмагнієвим. Таке збільшення є адек-
ватним тестом на наявність у білковій фракції Mg2+-, Са2+, Mg2+-, Mg2+-незалежної  
Са2+ та Na+, К+-ATФ-азної активностей. Підтвердженням Са2+, Mg2+-ATФ-азної 
активності у фракції мембранних везикул є зменшення (порівняно з його вмістом 
за умов наявності Са2+ у середовищі) концентрації Рі у безкальцієвому (Mg2+-вміс-
ному) інкубаційному розчині внаслідок додавання до нього 1 ммоль/л ЕГТА, яке в 
середньому становило 50,3 % (див. рис.). Тобто активність Са2+,Mg2+-ATФ-ази 
мікросомальної фракції плазматичної мембрани та мембрани ендоплазматичного  
ретикулума становила в середньому 5,4 нмоль Рі/мг білка за 1 год, або ж 49,7 % від 
сумарної Mg2+-, Са2+, Mg2+-, Mg2+-незалежної Са2+- та Na+, К+-ATФ-азної актив-
ностей. 

Оскільки в процесі виділення мембранних везикул, переважно, утворюється  
інтегральна популяція фрагментів, які мають різний характер везикульованості  
[15, 16], тоді як відсутність контролю за вмістом „вивернутих” везикул може бути 
причиною отримання суперечливих даних [7] під час вивчення систем активного  
транспорту Са2+, та необхідно проводити відповідні маркерні тести для іденти-
фікації орієнтованості мембранних фрагментів. З метою з’ясування характеру ве-
зикульованості мембранних фрагментів у дослідженнях на мікросомальних фрак-
ціях широко використовують обробку їх розчином неіонного детергента дигіто-
ніну з низькою концентрацією [2, 5]. З огляду на це для з’ясування топології замк-
нутості мембранних фрагментів і наявності невезикульованих структур у дослід-
жуваній фракції до стандартних кальцій- та магнійвмісного й безкальцієвого (з 
додаванням ЕГТА) середовищ додавали дигітонін (0,1 %), який, як відомо [13], 
взаємодіє з плазматичною мембраною клітин, утворюючи важкорозчинні комплек-
си з холестерином, і не зумовлює деструкції мембран внутрішньоклітинних струк-
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тур (саркоплазматичного ретикулума та мітохондрій). З’ясувалось, що внаслідок 
додавання дигітоніну до стандартного кальцій-, магнійвмісного середовища інку-
бації вміст Рі в ньому майже був таким, як у середовищі без дигітоніну (10,93 ± 
2,38 та 10,71 ± 1,36 нмоль Рі/мг білка за 1 год, відповідно). Додавання детергента 
до безкальцієвого ЕГТА-вмісного  середовища інкубації супроводжувалось змен-
шенням концентрації у ньому продукту АТФ-гідролазної реакції (Рі) у середньому  
на 23,7 % порівняно з його вмістом у середовищі такого ж складу без дигітоніну  
(див.  рис.). Отже, відсутність зростання Mg2+-ATФ-азної активності, яка тестує 
цитоплазматичну поверхню мембрани, після обробки фракції везикул дигітоніном 
свідчить про те, що одержані мембранні везикули в переважній більшості замкнені  
цитоплазматичною поверхнею назовні (inside-out). Незначне зменшення Мg2+-, 
Na+,K+-АТФ-азної, а отже, й збільшення Са2+,Mg2+-ATФ-азної активностей унас-
лідок дії дигітоніну може бути зумовлене частковим руйнуванням везикульованих  
структур плазматичної мембрани за цих умов, оскільки, як відомо, Мg2+- та Na+, 
K+-АТФ-ази є ферментами-маркерами плазматичної мембрани [6, 11]. Одержані  
нами дані цілком узгоджуються з результатами досліджень Костеріна та співавто-
рів (1990) щодо впливу дигітоніну на Мg2+- та Na+,K+-АТФ-азну активності  
сарколеми міометрія. Ці автори також з’ясували відсутність зростання Мg2+-АТФ-
азної активності після обробки мембранної фракції дигітоніном, і відсутність за 
таких умов АТФ-залежного накопичення Са2+ у везикулах, що дало змогу зробити 
висновок про „неправильність” (inside-out ) замкнутості більшості з них. 

Крім того, ми довели, що внаслідок додавання до стандартних безкальцієвих  
(1 ммоль/л ЕГТА) середовищ без та з дигітоніном специфічних блокаторів Са2+-
уніпортеру  мітохондрій Са2+,Mg2+-ATФ-ази мембрани ендоплазматичного ретику-
лума та Na+,K+-АТФ-ази в обох випадках відбувалося зменшення кількості Рі, який 
вивільнився під час ферментативної реакції в середньому на 49,81 та 26,4 %, відпо-
відно (див.  рис.). Отже, активність Mg2+-ATФ-ази становить у  середньому  2,67 
нмоль Рі/мг білка за 1 год у середовищі без дигітоніну та 2,99 нмоль Рі / мг білка за 
1 год – у середовищі з дигітоніном. Розраховані за різницею активності Na+,K+- та 
Са2+,Mg2+-ATФ-ази везикулярних структур плазматичної мембрани секреторних  
клітин без  дигітоніну і на його фоні становили в середньому: 2,65 та 1,06; 2,74 та 
3,87 нмоль Рі/мг білка за 1 год, відповідно (див.  рис.). Зумовлене дигітоніном нез-
начне зниження активності Na+,K+-АТФ-ази (а не навпаки, як виявлено в дослід-
женнях на фракції мембранних фрагментів сарколеми міометрія [5]), очевидно, 
спричинене наявністю в мікросомальній фракції мембран досліджуваних клітин 
незначної кількості невезикульованих структур. Збільшення ж як сумарної Са2+, 
Mg2+-ATФ-азної активності, як і активності Са2+,Mg2+-ATФ-ази, плазматичної  
мембрани під впливом дигітоніну, найімовірніше зумовлене наявністю в досліджу-
ваній фракції певної кількості „правильно” замкнутих структур  (outsite-out). З  
літературних джерел відомо, що на стадії гомогенізування тканини термодина-
мічно ймовірність утворення везикул замкнутих цитоплазматичного поверхнею 
назовні значно  більша, ніж утворення везикул замкнених всередину, що зумов-
лено, здебільшого, особливостями ультраструктурної організації базальної мем-
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брани клітин. Одержані нами результати про  переважний вміст у мікросомальній 
фракції мембран досліджуваних секреторних клітин „неправильно” орієнтованих  
везикулярних структур цілком узгоджується з наведеними в літературі. Зокрема, 
таке міркування підтверджено в ході електронно-мікроскопічних досліджень глад-
ком’язових клітин [10, 22]. 

Отже, мембранні структури секреторних  клітин ізольованих ацинусів підще-
лепної слинної залози щурів мають Mg2+-ATФ-, Са2+, Mg2+-ATФ-азною та Na+,K+-
АТФ-азні активності. Са2+, Mg2+-ATФ-азна активність властива мембранним 
везикулам плазматичної мембрани (2,74 нмоль Рі / мг білка за 1 год) та мембрани 
ендоплазматичного ретикулума (2,66 нмоль Рі / мг білка за 1 год). 

 
Активність АТФ-азних систем мікросомальної фракції мембран ізольованих 

ацинусів підщелепної слинної залози щурів. 

На рисунку по осі ординат наведено кількість Рі, який вивільнився в 
результаті ферментативної реакції в інкубаційних середовищах різного складу; по  
осі абсцис –  склад  середовищ і нкубації: безмагнієве та безкальцієве стандартне 
середовище інкубації; 

безкальцієве стандартне середовище інкубації з МgCl2 ( 3 ммоль); 
стандартне середовище інкубації з СаСІ2 (10 мкмоль); 
магнійвмісне безкальцієве (1 ммоль ЕГТА) стандартне середовище інкубації; 
кальцій- та магнійвмісне стандартне середовище інкубації з додаванням дигі-

тоніну (0,1 %); 
магнійвмісне безкальцієве (1 ммоль ЕГТА) стандартне середовище інкубації з 

додаванням дигі тоніну (0,1 %); 
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магнійвмісне безкальцієве стандартне середовище інкубації з додаванням:  
ЕГТА (1 ммоль), оубаїну (1 ммоль), рутенієвого червоного (20 мкмоль), тапсигар-
гіну (0,1 мкмоль); 

магнійвмісне безкальцієве стандартне середовище інкубації з додаванням:  
ЕГТА (1 мМ), дигітоніну  (0,1 %), оубаїну  (1 ммоль), рутенієвого  червоного  
(20 мкмоль), тапсигаргіну (0,1 мкмоль). 

____________________ 
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The method for investigation the ATPase-systems activities of membrane micro-

somal fraction of isolated acini from rat submandibular salivary gland has been elabo-
rated. It was revealed Mg2+-ATФ-ase, Са2+,Mg2+-ATФ-ase and Na+,K+-АТФ-ase activi-
ties in the membrane vesicles fraction of secretory cells. Speci fically, Са2+,Mg2+-ATФ-
ase activity has been shown in the plasma membrane (2,74 nmol Рі/mg protein per 
1 hour) and endoplasmic membrane (2,66 nmol Рі/mg protein per 1 hour) vesicles. Addi-
tionally using dygitonin treatment of membrane microsomal fraction we have shown that 
mostly investigated fraction contains inside-out vesicles. 

Keywords: secretion, plasma membrane, Са2+, Mg2+-ATФ-ase, dygitonin. 
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