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Исследовали влияние солей азида, фторида, ортованадата и ЭДТА натрия на экто-АТФазную актив-
ность эритроцитов скорпены (Scorpaena porcus L.) и морской лисицы (Raja clavata L.). Показано, что в
ответ на воздействие миллимолярных (мМ) концентраций выбранных биохимических агентов выявле-
ны значительные различия гидролитической активности экто-АТФаз плазматической мембраны эрит-
роцитов хрящевых и костистых рыб. Так, экто-АТФаза эритроцитов морской лисицы была практиче-
ски нечувствительна к действию азида натрия. Напротив, экто-АТФаза эритроцитов скорпены была
чувствительна к действию азида натрия, который при 20 мМ концентрации на 65% блокировал актив-
ность фермента. Фермент эритроцитов ската сохранял значительную активность (37%) при высоких
(60 мМ) концентрациях фторида натрия, а экто-АТФаза эритроцитов скорпены при этой концентра-
ции блокировалась почти полностью. ЭДТА выступал как модификатор активности экто-АТФазы
морской лисицы: при концентрации его до 6 мМ активно блокировался гидролиз АТФ (на 58%), а при
более высоких концентрациях происходила стимуляция (до 20%) активности экто-АТФазы. Увеличе-
ние концентрации ЭДТА (до 12 мМ) в суспензиях эритроцитов скорпены постоянно стимулировало
ингибиторный эффект комплексона (до 52% от контроля). Ортованадат слабо блокировал активность
экто-АТФаз эритроцитов исследованных рыб. Указанные различия отражают большую толерантность
экто-АТФазы эритроцитов морской лисицы, к действию взятых в опыты химических реагентов по
сравнению со скорпеной. Отсутствие ингибирующего эффекта азида натрия на экто-АТФазу эритро-
цитов морской лисицы позволяет предположительно отнести эту экто-НТФДазу к семейству экто-
НТФДаз 2-го типа, тогда как экто-НТФДаза эритроцитов скорпены к экто-НТФДазам 1-го типа,
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Хорошо известно, что эритроциты позвоночных
выделяют АТФ во внеклеточное пространство ли-
бо в виде патологического или физиологического
ответа на деформацию и стресс [1]. Установлено,
что АТФ и другие макроэргические фосфаты пу-
рин-пиримидиновой природы, взаимодействуя с
P2X и P2Y рецепторами, являются важными регу-
ляторами межклеточных коммуникаций. Выде-
ленная, внеклеточная АТФ и другие макроэргиче-
ские фосфаты разрушаются в крови рыб за счет ак-
тивности экто-нуклеотидаз эритроцитов и других
экто-ферментов клеток кровеносной системы. По-
этому экто-нуклеотидазы являются основными ре-
гуляторами уровня выделенных эритроцитами в
плазму крови межклеточных медиаторов и обеспе-
чивают «выключение» сигнала, вызванного взаи-

модействием сигнальной молекулы и рецептора
[2]. Наши ранние исследования свойств экто-нук-
леотидаз эритроцитов скорпены (Scorpaena porcus L.)
и ската – морской лисицы (Raja clavata L.) показа-
ли, что фермент имел высокую ферментативную
активность (6.4 и 3.0 ммоль Фн/мин/мл эритроци-
тов соответственно). Экто-АТФаза была наделена
широкой субстратной специфичностью, имела
широкий диапазон рН оптимума, требовала для
проявления своей максимальной активности при-
сутствия двухвалентных катионов Ca2+ или Mg2+ [3,
4]. Все найденные ранее свойства указывали на то,
что экто-нуклеотидаза эритроцитов рыб относится
к ферментам семейства Е-типа, которые часто в
литературе называют экто-АТФазами, экто-апира-
зами, нуклеозидтрифосфат-дифосфо-гидролаза-
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ми (НТФДазы). Ингибиторный анализ является
важным инструментом исследования свойств фер-
ментов. В отношении экто-нуклеотидаз это осо-
бенно актуально, так как поиск специфических
ингибиторов позволит упорядочить классифика-
цию энзимов, выявить особенности их строения. В
прикладном аспекте, как показали недавние ис-
следования, это может иметь выходы на полезные
терапевтические эффекты. Так, НТФДазы эритро-
цитов и других форменных элементов отвечают за
уровень нуклеозиддифосфатов в плазме крови и
тем самым регулируют тромборегуляторную функ-
цию крови и функцию сосудистого тонуса. Изме-
нение внеклеточных нуклеотидов и аденозина мо-
жет увеличивать или уменьшать активность P1 и P2
рецепторов и тем самым открывает перспективу
использования различных веществ в качестве
имунномоделирующих, противораковых агентов, а
также лечения расстройств сердечно-сосудистой и
нервной системы. Многие патогенные организмы
содержат экто-АТФазы, которые за счет влияния
на внеклеточную концентрацию АТФ способны
нарушать иммунные ответы хозяина. Поэтому
экто-АТФазы патогенных организмов являются
привлекательными мишенями для воздействия на
них лекарственных средств [5]. Е-АТФазы по спо-
собности подвергаться воздействию миллимоляр-
ных концентраций азида натрия (NaN3) были раз-
делены на два подсемейства: чувствительные и не-
чувствительные к действию ингибитора [6]. Азид
является хорошо известным ингибитором мито-
хондриальной АТФазы и цитохром с оксидазы [7].
В связи с этим важно было понять наличие влия-
ния NaN3 на активность экто-нуклеотидаз эритро-
цитов рыб и действие выбранных реагентов на дру-
гие энергетические пути в клетке. В этих исследо-
ваниях мы попытались оценить влияние на
активность экто-АТФазы эритроцитов рыб фтори-
да (NaF) и ортованадата (Na3VO4) натрия, которые,
как известно, являются ингибиторами гликолиза.
Важной характеристикой фермента является изу-
чение воздействия на его активность ЭДТА дина-
триевой соли, которая осуществляет связывание
двухвалентных катионов, необходимых для про-
цесса ферментативного гидролиза АТФ. Таким об-
разом, в задачи настоящего исследования входило
изучение влияния на активность экто-АТФаз эрит-
роцитов рыб азида, фторида, ортованадата и ЭДТА
натрия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследованиях использовали два вида рыб –

скат, морская лисица (Raja clavata L.) и скорпена
(Scorpaena porcus L.). Рыб отлавливали в прибреж-
ной акватории Карадагской бухты (Юго-восточ-
ный Крым), используя для поимки скатов донные
снасти с крючками, а для скорпены – донные сети.
Отловленных рыб помещали в бассейны с морской

водой с искусственной аэрацией. Скаты содержа-
лись в бассейне объемом 25000 л, а скорпена – в
бассейнах 1000 л. Забор крови проводили после не-
дельной аклимации рыб в бассейнах. У ската кровь
отбирали пункцией сердца, а у скорпены – пунк-
цией хвостовой вены. Условия содержания рыб и
все процедуры по отбору образцов соответствовали
этическим стандартам, утвержденным правовыми
актами РФ, принципам Базельской декларации,
международным, национальным и/или институ-
циональным принципам. Отобранную кровь сразу
помещали в охлажденный физиологический рас-
твор в соотношении 1:20. Состав физиологическо-
го раствора для ската (мМ): 220 NaCl + 400 мочеви-
на + 10 Трис НCl + 5 Ед/мл гепарин (рН = 7.3–7.4); для
скорпены (мМ): 180 NaCl + 10 Трис НCl + 5 Ед/мл ге-
парин (рН = 7.3–7.4). Эритроциты от надосадоч-
ной жидкости отделяли путем центрифугирования
на центрифуге К-23 (Германия) в течение 10 мин
при относительном центробежном ускорении ро-
тора (RCF – relative centrifugal field) 377–671 g и
температуре +4оС . Надосадочную жидкость отса-
сывали, а полученные клетки разводили до гемато-
крита (Ht) = 0.05–0.07, полученную суспензию
клеток использовали в экспериментах.

Для изучения воздействия биохимических аген-
тов инкубацию подготовленных суспензий эритро-
цитов скорпены и ската проводили в средах с ко-
нечной концентрацией (мМ): азида натрия
(NaN3) – 2.5, 5, 10, 15, 20; фторида натрия (NaF) –
10, 20, 30, 40, 50, 60; ЭДТА – 2, 4, 6, 8, 10; ортована-
дата натрия (Na3VO4) – 1, 2, 3, 4, 5.

Для определения активности экто-АТФазы в
цельных эритроцитах использовали методику
А. Казеннова и соавт. [8]. Инкубационная среда
для определения активности экто-АТФазы эрит-
роцитов скорпены содержала в конечной концен-
трации (мМ) следующие ингредиенты: 125 NaCl +
+ 5 KCl + 6 MgCl2 + 50 Трис-HCl, рН 7,4; для эрит-
роцитов ската: 400 мочевина + 135 NaCl + 5 KCl +
+ 6 MgCl2 + 50 Трис-HCl, рН 7, 4. В инкубацион-
ных пробирках смешивали 0.1 мл инкубационной
среды, 0.1 мл Н2О (контроль) или 0.1 мл раствора
ингибитора, 0.1 мл раствора АТФ-Na2 до концен-
трации 0.5 мМ. Реакцию запускали добавлением
0.1 мл суспензии эритроцитов. Температура инку-
бации в стандартных условиях и при определении
кинетических констант составляла +20°С. Реак-
цию останавливали добавлением 0.2 мл 20%-ной
ТХУ. Затем пробы центрифугировали в течение
5 мин при RCF = 1958 g. В надосадочной жидкости
по модифицированному А. Казенновым и М. Мас-
ловой [9] методу Чена и соавт. [10] определяли со-
держание неорганического фосфата, по накопле-
нию которого судили об активности фермента. Ак-
тивность экто-АТФазы выражали в нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток. При сравнении
эффективности ингибиторного воздействия для
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каждого действующего вещества рассчитывали
концентрацию 50% ингибирования активности
экто-АТФазы эритроцитов рыб (I50). Для удобства
сравнительного анализа воздействия выбранных
солей на экто-АТФазную активность эритроцитов
рыб все графики выполнены с использованием
процентного изменения активности фермента от-
носительно активности физиологического опти-
мума энзима (контроль).

Во всех экспериментах использовали стандарт-
ные методы статистической обработки результатов.
Все результаты представлены в виде x ± Sx. Досто-
верность различий определяли с помощью критерия
Стьюдента. Различия считались достоверными при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в табл. 1 и на рис. 1–4. Как видно в табл. 1
и на рис. 1 азид натрия (NaN3) по-разному воздей-
ствовал на активность экто-АТФазы эритроцитов у
скорпены и морской лисицы. У скорпены при на-
растании концентрации ингибитора активность
фермента падала примерно пропорционально ве-
личине действующей концентрации. На графике
это падение имело вид практически прямой линии
с максимумом снижения активности на 65% от ис-
ходной, при действующей концентрации азида в 20
мМ (рис. 1). Концентрация ингибитора (NaN3),
при которой активность экто-АТФазы эритроци-
тов скорпены составляла половину от ее контроль-
ного уровня (I50), оказалfсь равной 15 мМ (табл.1).

У морской лисицы ингибирующий эффект ази-
да (на 19%) отмечен только на фоне добавления на-
чальной концентрации (2.5 мМ) агента. Дальней-

шее увеличение концентрации NaN3 не приводило
к изменению активности экто-АТФазы эритроци-
тов ската (рис. 1), что свидетельствовало об отсут-
ствии чувствительности фермента к этому реаген-
ту.

Ингибирующий эффект фторида натрия (NaF)
на экто-АТФазную активность эритроцитов скор-
пены имел нелинейный характер (рис. 2). Незна-
чительное снижение (на 4%) активности фермента
при 10 мМ концентрации фторида сменялось его
стремительным падением при увеличении его кон-
центрации. Наиболее значительное снижение
уровня активности фермента наблюдалось при
концентрации фторида в 20 и 30 мМ (65% и 44% от
исходного уровня соответственно). Дальнейшее
увеличение концентрации реагента приводило к
замедлению падения активности фермента. При
40 мМ концентрации NF уровень активности фер-
мента составлял 35% от контрольного уровня, а
при 50 мМ концентрации активность экто-АТФа-
зы не превышала 21%. При 60 мМ концентрации
фторида натрия активность энзима составляла все-
го 6% от исходного уровня, что свидетельствовало
о высокой эффективности ингибирующего воздей-
ствия NaF (рис. 2).

Влияние NaF на активность экто-АТФазы эрит-
роцитов морской лисицы имело сходные черты с
его воздействием на активность экто-фермента
эритроцитов скорпены. Однако в эритроцитах ска-
та падение активности фермента под действием
фторида было менее стремительным. Так, при
30 мМ концентрации фторида снижение активно-
сти экто-АТФазы составляло 37% от контрольного
уровня, а при 60 мМ концентрации реагента актив-
ность фермента снижалась на 63%. Остаточная ак-

Рис. 1. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций азида натрия (NaN3).
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Рис. 2. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций фторида натрия (NaF).
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Таблица 1. Влияние различных ингибиторов на активность экто-АТФазы эритроцитов скорпены и морской лисицы

Вид Ингибитор
Концентрация

ингибитора
(мМ)

Активность
(нмольФн/мин/мкл)

Активность
в (%) к контролю

Число 
опытов

I50 (мМ)

С
К

О
РП

Е
Н

А
 (S

C
O

R
PA

E
N

A
 P

O
R

C
U

S 
L

.)

NaN3 (азид натрия) 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 15
2.5 4.5 ± 0.3 94 ± 7 7
5 3.8 ± 0.2 79 ± 5 7
10 3.1 ± 0.2* 65 ± 7 7
15 2.6 ± 0.1* 54 ± 4 7
20 1.7 ± 0.02* 35 ± 1 7

NaF (фторид натрия) 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 37
10 4.6 ± 0.2 96 ± 4 5
20 3.1 ± 0.2 65 ± 6 6
30 2.1 ± 0.05* 44 ± 2 6
40 1.7 ± 0.04* 35 ± 2 6
50 1.0 ± 0.03* 21 ± 3 6
60 0.3 ± 0.01* 6 ± 3 6

ЭДТА 0 (контроль) 4.8 ± 0.3 100 ± 6 7 12
2 4.7 ± 0.3 98 ± 4 7
4 3.8 ± 0.2 79 ± 3 7
6 3.2 ± 0.2 67 ± 6 7
8 2.9 ± 0.1* 60 ± 3 7
10 2.7 ± 0.1* 56 ± 4 7
12 2.3 ± 0.08* 48 ± 3 7

Na3VO4 (ортованадат 
натрия)

0 (контроль) 5.0 ± 0.2 100 ± 4 7
1 4.9 ± 0.3 98 ± 6 7
2 4.8 ± 0.1 96 ± 2 7
3 4.3 ± 0.1 86 ± 2 7
4 4.4 ± 0.2 88 ± 5 7
5 4.7 ± 0.1 94 ± 2 7

М
О

Р
С

К
А

Я
 Л

И
С

И
Ц

А
 (R

A
JA

 C
L

AV
AT

A
 L

.) NaN3 (азид натрия) 0 (контроль) 3.7 ± 0.1 100 ± 3 7 –
2.5 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
5 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
10 3.0 ± 0.2 81 ± 7 7
15 3.2 ± 0.2 86 ± 6 7
20 3.2 ± 0.2 86 ± 6 7

NaF (фторид натрия) 0 (контроль) 3.8 ± 0.2 100 ± 6 7 51
10 3.6 ± 0.05 95 ± 1 7
20 3.2 ± 0.1 84 ± 3 7
30 2.4 ± 0.1 63 ± 4 7
40 2.0 ± 0.1* 53 ± 5 7
50 1.6 ± 0.1* 42 ± 6 7
60 1.4 ± 0.1* 37 ± 7 7
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тивность экто-АТФазы эритроцитов морской ли-
сицы при 60 мМ концентрации NF была в 6 раз вы-
ше, чем у скорпены и составляла 37% от
контрольного уровня (рис. 2, табл. 1). На более вы-
сокую ингибирующую активность фторида натрия
в отношении экто-АТФазы эритроцитов скорпены
указывает его I50 (37 мМ), что почти в 1.4 раза мень-
ше, чем I50 для эритроцитов морской лисицы
(51 мМ) (табл. 1).

Воздействие ЭДТА на активность экто-фермен-
тов у исследованных костистых и хрящевых рыб
также имело свои особенности. При возрастании
концентрации ЭДТА до 6 мМ комплексон вызывал
торможение активности экто-АТФазы эритроци-
тов как у скорпены, так и у морской лисицы (табл.
1, рис. 3). Однако ингибирующий эффект ЭДТА у
эритроцитов морской лисицы был более выражен
и, уже при 4 мМ концентрации ЭДТА, активность
фермента снижалась на 50% от контрольного уров-
ня. В эритроцитах скорпены при нарастании кон-
центрации ингибитора от 2 до 12 мМ снижение ак-
тивности происходило медленнее и 50% ингибиро-
вание (I50) наступало при концентрации
ингибитора в 12 мМ. В отличие от скорпены у мор-
ской лисицы, начиная с 8 мМ концентрации ЭД-
ТА, происходило увеличение активности фермен-
та, который к 12 мМ уровню реагента составлял
62% от контроля (рис. 3). Таким образом, у мор-
ской лисицы ЭДТА в зависимости от действующей
концентрации вызывал как ингибирование, так и
стимулирование активности экто-АТФазы плазма-
тической мембраны ее эритроцитов. У скорпены
подобный эффект не наблюдался.

Результаты действия ортованадата натрия пред-
ставлены в табл. 1 и на рис. 4. Как видно из пред-
ставленных данных действие ортованадата на ак-
тивность экто-АТФазы эритроцитов скорпены по-
добно действию ЭДТА на экто-фермент красных
клеток крови морской лисицы (рис. 3). При низких
концентрациях (1–3 мМ) ортованадат вызывал
слабое ингибирование фермента, максимум актив-
ности которого составлял 86% при 3 мМ концен-
трации этого реагента. При дальнейшем увеличе-
нии концентрации Na3VO4 (4 и 5 мМ) наблюдалась

Примечание: достоверность различий по сравнению с контролем p < 0.05.

ЭДТА 0 (контроль) 3.9 ± 0.2 100 ± 5 7 4
2 3.6 ± 0.2 92 ± 6 5
4 1.95 ± 0.1* 50 ± 5 5
6 1.65 ± 0.1* 42 ± 6 5
8 1.9 ± 0.1* 49 ± 5 5
10 2.1 ± 0.1* 54 ± 5 5
12 2.4 ± 0.1 62 ± 4 5

Na3VO4 (ортованадат 
натрия)

0 (контроль) 3.4 ± 0.2 100 ± 6 5
1 2.9 ± 0.1 85 ± 3 5
2 2.6 ± 0.1 77 ± 4 5
3 2.5 ± 0.1 74 ± 4 5
4 2.5 ± 0.1 74 ± 4 5
5 2.4 ± 0.1 71 ± 4 5

Вид Ингибитор
Концентрация

ингибитора
(мМ)

Активность
(нмольФн/мин/мкл)

Активность
в (%) к контролю

Число 
опытов

I50 (мМ)

Таблица 1. Окончание

Рис. 3. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций ЭДТА.
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стимуляция активности экто-АТФазы, которая на
фоне 5 мМ концентрации ортованадата натрия со-
ставляла 94% от исходного уровня.

Ортованадат в эритроцитах морской лисицы, по
мере возрастания его концентрации, также как и у
скорпены, слабо ингибировал экто-АТФазную ак-
тивность. Максимум ингибиторного эффекта при
5 мМ концентрации ортованадата составлял 29% и
был несколько выше у морской лисицы, чем у
скорпены (24%). Ортованадат натрия у морской
лисицы не вызывал повышения активности при
высоких концентрациях в среде инкубации и не
выступал как модификатор экто-нуклеотидазы
ската (рис. 4, табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Азид натрия является хорошо известным инги-
битором митохондриальной АТФазы (F1 Fo) типа с
I50 ≈ 0.04 мкм [7]. Так как NaN3 ингибирует и водо-
растворимую АТФазу (F1), был сделан вывод о том,
что местом связывания ингибитора является F1
субъединица фермента, часто называемая факто-
ром сопряжения. Точный механизм взаимодей-
ствия ингибитора с фактором сопряжения неизве-
стен, однако считается, что азид действует через
механизм стабилизации неактивной формы фер-
мента –  . АДФ . Mg [11]. Для определения в го-
могенатах тканей активности АТФаз V- и P- типа,
в реакционную смесь включают азид натрия (1–
5 мМ) для подавления митохондриальной актив-
ности в препаратах. В 1962 г. Джонесу и Эрнстеру
при исследовании микросомальных препаратов
печени крыс удалось выявить еще одну азидинги-
бируемую АТФазу, не связанную с митохондри-

1*F

альным комплексом гепатоцитов [12]. Эта АТФаза
отличалась по своим биохимическим свойствам от
АТФазы (F1 Fo), она была наделена широкой суб-
стратной специфичностью и, кроме АТФ, могла
гидролизовать и другие нуклеозидтрифосфаты
(НТФ) и некоторые нуклеозиддифосфаты (НДФ),
поэтому получила название НТФДифосфогидро-
лаза (НТФДаза). Важным отличием найденной
НТФДазы было то, что концентрация азида на-
трия, необходимая для полумаксимального инги-
бирования активности фермента, была в мМ диа-
пазоне, что на порядок было больше концентрации
NaN3, необходимой для I50 АТФазы (F1 Fo). Доказа-
тельства того, что ингибированная азидом АТФаза
встроена в плазматическую мембрану с наружной
ее стороны, были получены в 90-х годах прошлого
века [13]. В настоящее время известно, что
АТФазы, активный центр которых, находится на
поверхности мембраны, составляют одно семей-
ство Е-АТФаз (Е – обозначает экто). Эти АТФазы
характеризуются широкой субстратной специфич-
ностью, необходимостью присутствия, для прояв-
ления активности ионов двухвалентных катионов
Ca2+ или Mg2+ и практически полным отсутствием
чувствительности к действию специфических ин-
гибиторов АТФаз V и F –типа [14]. Трудности ис-
следования экто-АТФаз обусловлены их высокой
чувствительностью к инактивации детергентами.
Поэтому попытки выделения экто-НТФДаз из
мембран клеток часто заканчивались неудачами и
только в 1992 г. гликопротеин фермента, из попе-
речных канальцев мышечных волокон кролика,
был успешно очищен в чистом виде [15]. Даль-
нейшие исследования позволили выявить четы-
ре экто-нуклеозид-трифосфат/дифосфогидролазы
(НТФДаз), которые были разделены на подсемей-
ства с порядковыми номерами 1, 2, 3 и 8 (НТФДаза 1,
НТФДаза 2, НТФДаза 3, НТФДаза 8) [16]. В лите-
ратуре нами не найдено примеров выделения чи-
стых препаратов экто-НТФДаз из эритроцитов
рыб, других позвоночных животных и человека.

Экто-НТФДазы хрящевых и костистых рыб де-
монстрировали разную чувствительность к дей-
ствию мМ концентраций азида натрия (рис. 1).
Экто-НТФДаза морской лисицы была малочув-
ствительна к действию азида, в то время как экто-
АТФаза скорпены ингибировалась под действием
азида, демонстрируя довольно высокие значения
I50 = 15 мМ (табл. 1). Исходя из полученных дан-
ных, ввиду того что НТФДазы – 2-го типа других
клеток вообще были нечувствительны к действию
мМ концентраций азида натрия [17], экто-НТФДа-
зы скорпены и морской лисицы могут быть отнесе-
ны к разным подсемействам. Экто-НТФДаза скор-
пены к экто-НТФДазам – 1-го типа, а морской
лисицы – к экто-НТФДазам – 2-го типа. Линей-
ный ход кривой ингибирования экто-НТФДазы
эритроцитов скорпены азидом натрия свидетель-

Рис. 4. Динамика изменения активности экто-НТФДа-
зы эритроцитов рыб (%) при воздействии мМ концен-
траций ортованадата натрия (Na3VO4).
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ствовал о том, что ингибирование фермента носит
дозозависимый характер. Возрастающая концен-
трация ингибитора пропорционально тормозила
ферментативную активность экто-АТФазы, что
свидетельствовало о достаточно высокой ингиби-
рующей активности азида в отношении экто-
НТФДазы скорпены. Экто-НТФДаза эритроцитов
ската проявляла высокую устойчивость к действию
ингибитора и при возрастании его концентрации
до 20 мМ, фермент стабильно сохранял активность
на уровне 86% (см. табл. 1 и рис. 1). Причины такой
стабильности неизвестны, но можно предполо-
жить, что активный центр экто-НТФДазы эритро-
цитов морской лисицы отличается от экто-фер-
мента скорпены и возможно его устройство обес-
печивает толерантность к присутствию высоких
концентраций азида натрия.

Фторид натрия достаточно эффективно инги-
бировал работу экто-АТФаз эритроцитов рыб при
I50 = 37 мМ – для скорпены и I50 = 51 мМ – для мор-
ской лисицы (табл. 1). Поэтому фторид натрия
можно отнести к высокоактивным ингибиторам
[18], способным при мМ концентрациях блокиро-
вать работу экто-НТФДаз в эритроцитах рыб. Ход
кривых ингибирования экто-НТФДаз у морской
лисицы и скорпены имеют сходный характер. Тем
не менее, ингибирование фермента у скорпены,
при аналогичных условиях, было более значимым
и при 60 мМ концентрации NaF активность энзи-
ма, блокировалась полностью (на 94%) (см. рис. 2).

Фторид натрия в мМ концентрациях является
эффективным блокатором многих ферментов,
включая и АТФазы [19]. Специальных исследова-
ний по определению механизма ингибирования
фторидом натрия экто-НТФДаз нами в литературе
найдено не было. Однако известно, что соедине-
ния фтора обладают высоким сродством к ионам
ряда металлов и в частности к иону Ca2+. Известно,
что все экто-АТФазы функционируют в присут-
ствии двухвалентных катионов Mg2+ или Ca2+.
Можно предположить, что хотя магний и не обра-
зует стабильных комплексов с фторид-ионом, но
он может взаимодействовать с ним [20], вызывая
изменение фермент-субстратного комплекса в ви-
де ингибиторного эффекта. Кроме того, ионы фто-
ра способны связываться с функциональными
группами аминокислотных остатков в активном
центре ферментов, что также вызывает их ингиби-
рование. Таким же путем ингибируются активно-
сти Na+ K+ – АТФазы и ряда других фосфатаз [19].
Как показали исследования Н.И. Агалаковой и
Г.П. Гусева [20], воздействие фторида натрия ин-
дуцирует апоптоз эритроцитов крыс. Как полагают
исследователи, активация гибели эритроцитов
происходит за счет увеличения внутриклеточной
концентрации Ca2+, которую провоцирует фторид
в результате активации неселективных Ca2+-про-
ницаемых каналов и ингибирования активности

мембранной Ca2+АТФазы. Кроме того, цитозоль-
ный Ca2+ вызывал, за счет активации Ca2+ активи-
руемых-K+-каналов, резкое падение внутрикле-
точной концентрации ионов К+. Вместе с потерей
K+ происходил выход, осмотически связанной во-
ды и сморщивание клеток, что в конечном счете
приводило к гибели эритроцитов крыс.

Ингибиторный эффект in vitro высоких концен-
траций фторида натрия антиоксидантных (су-
пероксиддисмутаза, каталаза, глутатионперокси-
даза) ферментов показан на эритроцитах человека
[21]. Отмечено дозозависимое ингибирование ак-
тивностей указанных выше антиоксидантных фер-
ментов, что вызывало рост активных форм кисло-
рода (АФК) и формирование реакции окислитель-
ного стресса на мембранах и во внутриклеточном
пространстве эритроцитов. Как полагают J. Gutiér-
rez-Salinas и соавт. [22], это приводит к перекисно-
му окислению липидов мембран, повреждению
белковых макромолекул на поверхности и внутри
клеток, падению энергетического метаболизма.
Доказательством падения энергетического обмена
в эритроцитах является наблюдаемое снижение
внутриклеточной концентрации АТФ и АДФ под
воздействием NaF [23]. Падение энергетического
заряда эритроцитов обусловлено блокированием
NaF-енолазы – одного из ключевых ферментов
гликолиза. [24]. Однако в настоящее время получе-
ны данные о том, что енолаза не всегда является
мишенью фторида [25]. Согласно современной ги-
потезе, гликолиз тормозится в результате внутри-
клеточного подкисления, которое возникает в про-
цессе окислительного стресса индуцированного
высокими концентрациями фторида натрия [26].
Кроме этого, фторид натрия дезорганизует работу
митохондрий, вызывая падение мембранного по-
тенциала и образования гигантской поры в их на-
ружной мембране [27]. Это приводит к набуханию
матрикса, разрыву наружной мембраны и выходу
из митохондрий цитохрома с. Все это тормозит ра-
боту дыхательной цепи, подавляет синтез АТФ и, в
конечном счете, ведет к развитию апоптоза и гибе-
ли клеток [28]. Таким образом, воздействие фтори-
да натрия на эритроциты рыб носит многовектор-
ный характер, последствие которого выражается в
необратимом падении активности экто-НТФДаз
на фоне оксидативного стресса, внутриклеточного
энергетического коллапса и, в конечном счете –
гибели клеток.

Ортованадат натрия (Na3VO4) относится к со-
единению с широким спектром действия на раз-
личные ферменты живой клетки. Считается, что
среди многочисленных неорганических солей пя-
тивалентный ванадий является наиболее токсич-
ным [29]. Показано, что ортованадат (VO4

3–) в
эритроцитах снижал скорость гликолиза, ингиби-
руя активность глицеральдегид-3фосфатдегидро-
геназы [30]. Ванадат проявлял нейротоксичные
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свойства, блокируя в нейронах работу холинэсте-
разы и Ca2+, Mg2+ АТФазы [31]. В почечных ка-
нальцах ванадат ингибировал Na+, K+-АТФазу, что
приводило к отеку и натрийурии [32]. Также вана-
дат является эффективным ингибитором экто-
АТФаз эпителия куриного яйцевода [6] и поэто-
му использование его в настоящем исследовании
можно считать вполне обоснованным. В наших
исследованиях действие ортованадата на экто-
НТФДазу эритроцитов рыб выражалось в незна-
чительном снижении активности фермента (рис. 3,
табл. 1). Ферментативный ответ экто-АТФазы
эритроцитов морской лисицы был более выражен
и его активность, после воздействия в 2 мМ кон-
центрации, падала на 25%, оставаясь на этом уров-
не вне зависимости от последующего увеличения
действующей концентрации ортованадата. Макси-
мальный ингибиторный эффект на активность
экто-АТФазы эритроцитов скорпены наблюдался
при 3 мМ концентрации реагента, а дальнейшее
увеличение действующей концентрации ортована-
дата приводило к стимуляции активности фермен-
та. Такое действие ортованадата можно рассматри-
вать как модификацию активности фермента, а
сам ортованадат следует рассматривать как моди-
фикатор активности экто-АТФазы, а не только как
ее ингибитор. Эффекты, которые показывает вана-
дий, при воздействии на ферменты многообразны
и зависят от типа ткани, собственных свойств фер-
мента и даже концентрации ванадата [33]. Меха-
низм действия ванадата на активность АТФаз до
конца не расшифрован. Полагают, что тетраэдри-
ческий анион ванадата подобен фосфатному анио-
ну и поэтому ванадат может взаимодействовать с
различными физиологическими субстратами, с ко-
торыми функционирует анион фосфата. В общих
чертах, ванадатная и фосфатная группы по своей
тетраэдрической морфологии очень похожи сфе-
рическим распределением заряда во внешней сфе-
ре. Однако чистый ионный заряд этих ионов при
рН, близкому к 7.0, отличается, что может приво-
дить к различным взаимодействиям с электро-
фильными группами в активном центре АТФаз.
Существуют и другие различия, основным из кото-
рых является восприимчивость ванадата к (одно-
электронному) восстановлению, вследствие нали-
чия низколежащих d орбиталей и координацион-
ных чисел больше 4, обычно 5 или 6. Следствием
этого является генерация пяти- или шестикоорди-
натных анионов, фиксации ванадата координаци-
ей к функциональным группам, обеспечиваемым
аминокислотными боковыми цепями белков [34]
Таким образом, ванадат структурно может высту-
пать конкурентом в занимаемых фосфором местах,
в активных центрах ферментов и других местах.
Кроме того, ванадат может связываться с АДФ и
другими макроэргическими соединениями и тем
самым влиять на активность АТФаз через модифи-
кацию захватываемых ими субстратов [35].

ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота и
ее динатриевая соль) относится к малотоксичным
анионитам и ее главное свойство – образование
устойчивых водорастворимых комплексов с иона-
ми металлов. Экто-НТФДазы в качестве субстрата
используют двухкомпонентный Mg2+(Ca2+)-АТФ
[11]. ЭДТА-Na2 препятствует формированию ме-
талл-нуклеозид-трифосфатного комплекса и тем
самым является ингибирующим фактором, спо-
собным блокировать гидролиз экто-ферментами
макроэргических фосфатов. ЭДТА была использо-
вана в качестве мощного ингибитора поверхност-
ных НТФДаз еще в самом раннем периоде изуче-
ния экто-энзимов. Так, в 1957 г. Т.В. Венкстерну и
В.А. Энгельгардту [36] при помощи 1 мМ ЭДТА
удалось полностью блокировать экто-АТФазу
эритроцитов голубя и доказать, что взрывной ха-
рактер гидролиза гомогенатов эритроцитов птицы,
обусловлен активностью именно этого фермента.
Ими было подчеркнуто, что действие ЭДТА носит
обратимый характер и добавление Mg2+ или Са2+ на
фоне блокатора полностью восстанавливало ак-
тивность экто-АТФазы.

В наших экспериментах ЭДТА был малоэффек-
тивным ингибитором и вызывал частичное блоки-
рование (40–50%) активности фермента в эритро-
цитах рыб даже при 12 мМ концентрации. Эта кон-
центрация на порядок превышала концентрацию
комплексона, использованного в опытах на эрит-
роцитах голубя (рис. 4, табл. 1). В экспериментах с
эритроцитами скорпены для ЭДТА константа ин-
гибирования (I50) составляла 12 мМ, что совпало с
максимальной концентрацией реагента использо-
ванной в этих экспериментах. В отношении экто-
НТФДазы эритроцитов морской лисицы ингиби-
торный эффект ЭДТА наблюдался только при низ-
ких концентрациях блокатора (2, 4, 6 мМ). При
6 мМ концентрации ЭДТА активность фермента
снижалась максимально (на 58%). Константа ин-
гибирования (I50) для этой части кривой составляла
4 мМ (рис. 4). При более высоких концентрациях
(8, 10, 12 мМ) наблюдалась реверсивная активация
активности экто-НТФДазы, которая постепенно
возрастала на 20% (табл. 1) и I50 для этой части кри-
вой составляла 9 мМ. В данном случае ЭДТА вы-
ступал как модифицирующий агент. Причины ак-
тивации активности экто-АТФазы эритроцитов
морской лисицы неизвестны. Однако присутствие
ЭДТА способно вызывать активацию Са2+ АТФазы
мембран эритроцитов человека. По мнению Воль-
фа [37] эти изменения могут происходить в резуль-
тате «частичной денатурации» фермента под дей-
ствием комплексона. Ингибиторный эффект
ЭДТА у морской лисицы заканчивался, когда кон-
центрация ингибитора и концентрация присут-
ствующего в среде инкубации Mg2+ выравнивались
до эквимолекулярных значений. У скорпены по-
следующее наращивание концентрации ингибито-
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ра вызывало лишь незначительное понижение ак-
тивности фермента. При таких концентрациях
ЭДТА в среде инкубации уже не должно было бы
быть свободных двухвалентных катионов. Тем не
менее экто-НТФДаза исследованных рыб продол-
жала сохранять активность на уровне 50–60%. Эти
результаты свидетельствовали в пользу особых
способностей экто-НТФДаз эритроцитов рыб.
Можно полагать, что экто-НТФДазы эритроцитов
рыб способны функционировать в условиях дефи-
цита двухвалентных катионов, что маловероятно,
или иметь их внутриклеточные резервы, при выхо-
де которых из эритроцитов в окружающее про-
странство они способны поддерживать активность
поверхностных АТФаз. Такие возможности у эрит-
роцитов есть. Еще в 1969 г. при изучении движения
Ca2+ через мембрану эритроцитов человека было
установлено наличие активной экструзии Са2+ из
эритроцитов, что может поддерживать или даже
активировать активность Mg2+, Ca2+- АТФазы [38].
Согласно современным исследованиям, механизм
экструзии опосредован мощным трансмембран-
ным кальциевым насосом, который способен
быстро удалять кальций из цитозольного про-
странства эритроцитов [39]. Нельзя не отметить
важность и мембранного Са2+. Высокие концен-
трации ЭДТА могут удалить все двухвалентные ка-
тионы из инкубационной среды суспензии эритро-
цитов, но не могут удалить мембраносвязанный
кальций [40], что может обеспечивать поддержа-
ние активности экто-АТФаз.

Полученные в наших исследованиях эффекты
необходимо рассматривать как интегральный от-
вет активности экто-НТФДазы эритроцитов рыб
ввиду многовекторности действий выбранных реа-
гентов. С этим связаны трудности интерпретаций
полученных результатов при работе с суспензиями
цельных эритроцитов. Как уже указывалось выше,
в доступной нам литературе ссылок на выделение
из плазматических мембран эритроцитов позво-
ночных и получение чистых препаратов экто-
НТФДаз нами не найдено. При выделении экто-
НТФДаз из других клеток исследователи сталкива-
ются с трудностями, связанными с очень большой
чувствительностью экто-АТФаз к действию детер-
гентов и других агентов, применяемых для дезин-
теграции мембраны. Под действием этих веществ
поверхностно-локализованные АТФазы распада-
ются на фрагменты с потерей активности [41]. Ме-
стом приложения для выбранных ингибиторов яв-
ляются не только активный центр и белковая моле-
кула экто-фермента, не только катионы металлов,
но и энергетика эритроцитов в целом. Блокирова-
ние гликолиза и дыхания митохондриального ком-
плекса эритроцитов посредством ингибирования
ключевых ферментов и дезинтеграции функцио-
нирования митохондриального матрикса приводит
к существенному снижению энергетического по-

тенциала эритроцитов и может оказывать влияние
на работу экто-НТФДаз.

Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод о том, что экто-НТФДазы эритроцитов хряще-
вых и костистых рыб существенно различаются по
резистентности к действию выбранных биохими-
ческих агентов. Экто-НТФДаза эритроцитов мор-
ской лисицы обладает большей устойчивостью к
выбранным нами реагентам. Возможно, причины
такой устойчивости обусловлены наличием особой
толерантности эритроцитов хрящевых рыб к высо-
ким концентрациям мочевины (у морской лисицы
около 400 мМ), которую они накапливают в плазме
крови для поддержания осмотического равновесия
с окружающей средой. Во всяком случае, это требу-
ет особых конструктивных решений на молекуляр-
ном уровне ввиду того, что мочевина для осталь-
ных эритроцитов позвоночных является сильней-
шим ядом, и даже небольшие сбои в фильтрующей
системе почек ведут к катастрофическим послед-
ствиям. Отсутствие ингибирующего эффекта азида
натрия на экто-АТФазу эритроцитов морской ли-
сицы позволяет предположительно отнести эту
экто-НТФДазу к семейству экто-НТФДаз 2-го ти-
па, тогда как экто-НТФДаза эритроцитов скорпе-
ны к экто-НТФДазам 1-го типа. Функциональное
назначение экто-АТФаз плазматических мембран
эритроцитов рыб не установлено, но присутствие
постоянно высоких концентраций АТФ [42] в
плазме крови рыб и высокие значения удельной
активности экто-ферментов рыб [3, 4] свидетель-
ствуют о значимой роли этих АТФаз в физиологии
эритроцитов и кровотока в целом.
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THE EFFECT OF AZIDE, FLUORIDE, ORTHOVANADATE, AND EDTA SODIUM 
SALTS ON ECTO-ATPASE ACTIVITY OF RED BLOOD CELLS 

IN A SCORPIONFISH (SCORPAENA PORCUS L.) 
AND THORNBACK RAY (RAJA CLAVATA L.)

Yu. A. Silkina, #, E. N. Silkinaa, and M. Yu. Silkina

a T. I. Vyazemsky Karadag Scientific Station – Nature Reserve of the Russian Academy of Sciences − Branch of A.O. Kovalevsky 
Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Feodosiya, Russia
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The effect of azide, f luoride, orthovanadate and EDTA sodium salts on the ecto-ATPase activity in red blood
cells (RBCs) of a scorpionfish (Scorpaena porcus L.) and thornback ray (Raja clavata L.) was studied. It was
shown that under the influence of millimolar (mM) concentrations of the selected biochemical agents, signifi-
cant differences in the hydrolytic activity of RBC plasma membrane ecto-ATPases were revealed in cartilaginous
vs. teleost fish. For example, thronback ray RBC ecto-ATPase was practically insensitive to sodium azide. In
contrast, scorpionfish RBC ecto-ATPase was sensitive to sodium azide, which blocked the enzyme activity by
65% at a concentration of 20 mM. Thornback ray RBC ecto-ATPase retained a significant activity (37%) at high
(60 mM) concentrations of sodium fluoride, while scorpionfish RBC ecto-ATPase was almost completely
blocked at this concentration. EDTA acted as a modifier of thornback ray ecto-ATPase activity: at concentrations
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of up to 6 mM, ATP hydrolysis was actively blocked (by 58%), and at higher concentrations, ecto-ATPase activity
was stimulated (up to 20%). An increase in the EDTA concentration (up to 12 mM) in suspensions of scorpion-
fish RBCs constantly stimulated the inhibitory effect of the chelator (up to 52% vs. control). The activity of ecto-
ATPases in RBCs of the studied fish species was weakly blocked by sodium orthovanadate. These differences may
reflect a higher tolerance of thornback ray RBC ecto-ATPase to the effect of the above chemical reagents com-
pared to a scorpionfish. The absence of the sodium azide inhibitory effect on thornback ray RBC ecto-ATPase
suggests that this ecto-ATPase may be referred to a family of type 2 ecto-NTPDases (ENTPD2), while scorpi-
onfish ecto-ATPase may belong to type 1 ecto-NTPDases (ENTPD1).

Keywords: fish, erythrocytes, ecto-ATPases, sodium salts of azide, f luoride, orthovanadate, EDTA
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