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Исследовали биохимические свойства и некоторые кинетические характеристики поверхностно-лока-
лизованной АТФазы (EC 3.6.1.5) цельных эритроцитов черноморского ската морской лисицы Raja cla-
vata L. Показано, что активность фермента варьировала у исследованных рыб от 1.5 до 3.5 нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток и была максимальной в присутствии 3.0–6.0 мМ двухвалентных ка-
тионов Mg2+. Экто-АТФаза обладала широкой субстратной специфичностью в отношении расщепле-
ния нуклеозидтрифосфатов. Фермент был толерантен к изменению pH среды, проявляя максималь-
ную активность в диапазоне значений pH от 5.5 до 7.7. Энзим имел высокое сродство к субстрату и най-
денная константа Михаэлиса (Km) составляла 12.0 ± 1.0 мкМ, а Vmax – 2.35 ± 0.02 нмоль Фн/мин/мкл
упакованных клеток. Экто-АТФаза эритроцитов R. clavata была устойчива в течение 4 суток в условиях
хранения этих клеток при температуре +4°С и проявляла толерантность к высоким концентрациям мо-
чевины.
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ВВЕДЕНИЕ
Эритроциты животных являются одними из

первых объектов, на которых были начаты систе-
матические исследования поверхностно-локали-
зованных АТФаз. Для этих АТФаз и других фер-
ментов, активный центр которых расположен на
поверхности плазматической мембраны и действие
которых направлено на субстраты во внеклеточной
среде, был предложен термин “экто-фермент” [1].
АТФазы эритроцитов обладают широкой субстрат-
ной специфичностью, расщепляя нуклеозидтри/
нуклеозиддифосфаты, и согласно современной
классификации получили название экто-нуклео-
зидтрифосфат/дифосфогидролаза (Э-НТФДаза)
(EC 3.6.1.5) [2]. Систематические исследования
Д. Бенсика и соавт. [3] экто-АТФазной активности
эритроцитов у 34 видов позвоночных животных,
охватывающих практически все классы позвоноч-
ных, показали существенные различия активно-
стей фермента между ядерными и безъядерными
красными клетками. При этом ядерные эритро-
циты позвоночных демонстрировали на порядки
более высокую экто-АТФазную активность. Со-
гласно этим исследованиям пресноводные кости-

стые рыбы значительно уступают по этому показа-
телю амфибиям, рептилиям и птицам. Активность
экто-АТФазы эритроцитов этих рыб колебалась в
пределах от 0.003 до 0.9 нмоль Фн/мин/мкл эритро-
цитов [3]. Эритроциты морских рыб обладают
более высокой экто-нуклеотидазной активностью
по сравнению с пресноводными рыбами. Так, по
данным Э. Трамса и соавт. [4] экто-АТФазная
активность эритроцитов рыбы-пилы составляла
3.6 нмоль Фн/мин/мкл эритроцитов, а найденная
нами экто-АТФаза на эритроцитах костистой ры-
бы скорпены имела активность 4.5–9.0 нмоль
Фн/мин/мкл эритроцитов [5].

Много вопросов вызывает функциональное на-
значение этих АТФаз. Согласно современным
представлениям, основной функцией расположен-
ных на поверхности эритроцитов теплокровных
животных экто-нуклеотидаз является контроль
концентрации внеклеточных нуклеотидов – аго-
нистов пуринэргических/пиримидинэргических
рецепторов. Нуклеотидазы путем их гидролиза,
конкурируя с Р2-рецепторами за внеклеточный
пул нуклеотидов, модулируют функции этих ре-
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цепторов [6]. В связи с этим эритроциты могут вы-
ступать одновременно и в качестве “доноров” и
“потребителей” макроэргических фосфатов –
“выключателями” P2 рецепторов сосудистого эн-
дотелия за счет захвата и ращепления выделенного
ими же АТФ [7]. Тем не менее доказательств, под-
тверждающих регуляторную роль экто-АТФаз в
пуринэргической сигнализации для многих фер-
ментов, не найдено. Нет таких доказательств и для
экто-АТФаз эритроцитов позвоночных, а найден-
ный высокий уровень концентрации нуклеотидов
в крови рыб и относительно высокая активность
экто-АТФаз в самих эритроцитах ставят под со-
мнение лишь сигнальную функцию внеклеточного
АТФ [8]. Кроме того, многие экто-нуклеотидазы
относятся к полифункциональным ферментам и
могут взаимодействовать с внеклеточным белко-
вым матриксом и сами выступать в качестве транс-
дукторов сигналов в клетку [2].

Исследование свойств экто-АТФаз эритроци-
тов у хрящевых рыб обусловлено нашими предпо-
ложениями о возможном участии фермента в изме-
нении реологических свойств крови [9]. Эритроци-
ты морской лисицы с их крупными линейными
размерами (27 × 15 мкм) и с достаточно жесткой
плазматической мембраной могут существенным
образом затруднять движение крови в капиллярах
[10]. Как мы полагаем, выделение тепла при гидро-
лизе АТФ экто-нуклеотидазами может облегчать
движение эритроцитов в капиллярном отделе кро-
вотока. В связи с этим изучение физиолого-биохи-
мических свойств экто-АТФазной (нуклеотидаз-
ной) активности эритроцитов у этих рыб является
актуальным направлением исследований. Прове-
денные исследования являются также продолже-
нием изучения свойств экто-АТФаз у разных видов
черноморских рыб. Цель настоящего исследования
состояла в изучении биохимических свойств (от
рН среды, концентрации Mg2+, субстратной специ-
фичности) и кинетических характеристик (Km и
Vmax) экто-АТФазы эритроцитов черноморского
ската – морской лисицы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили с мая по октябрь на
эритроцитах морской лисицы (Raja clavata L.),
обитающей в шельфовой зоне Юго-Восточного
Крыма. Морская лисица широко распространен-
ный вид ската. Самки достигают длины 125 см, а
самцы – 70–85 см. Морская лисица – холодолюби-
вый вид, редко подходит в места с малыми глуби-
нами, чаще держится на глубине от 50 до 70 м с оп-
тимальным для этого вида температурным диапа-
зоном обитания от +8 до +18°С. Рыб отлавливали
при помощи ставного невода. Акклимацию рыб
проводили в непроточных, аэрируемых воздухом
бассейнах (емкость – 1000 л), в течение 2–4 сут,

при температуре от +14 до +17°C. Кровь получали
пункцией желудочка сердца и переносили в охла-
жденный (+4°С) раствор для отмывания эритроци-
тов от плазмы в соотношении 1:10. В качестве ан-
тикоагулянта использовали гепарин (50 ед/мл кро-
ви). Эритроциты трижды отмывали от плазмы в
десятикратном объеме физиологического раствора
следующего состава (ммоль/л): 220 NaCl, 300 моче-
вина, 10 Трис-HCl-буфера, (рН 7.0–7.4). Осажде-
ние клеток проводили на центрифуге К-23 (Герма-
ния) (1500 об./мин, 2 мин при +4°С). Надосадоч-
ную жидкость декантировали. Слой лейкоцитов,
расположенный на поверхности осажденных эрит-
роцитов, аккуратно удаляли с помощью фильтро-
вальной бумаги. Отмытые эритроциты ресуспенди-
ровали в небольшом количестве физиологического
раствора и определяли гематокрит (Hсt) на цен-
трифуге TL-11 (Германия). Суспензию клеток раз-
водили физраствором до величины гематокрита,
равного 0.035%.

Определение активности экто-АТФазы прово-
дили по методике А. Казеннова и соавт. [11] с мо-
дификацией инкубационной среды для цельных
эритроцитов ската. Инкубационная среда для
определения активности экто-АТФазы содержала
в (мМ): мочевина 400, 135 NaCl, 5 KCl, 6 MgCl2,
50 Трис-HCl, рН 7.4. Концентрация основного
субстрата АТФ-динатриевой соли в разных экспе-
риментах варьировала от 0.05 до 2.0 мМ. Конечная
концентрация цитозинтрифосфата (ЦТФ), гуаноз-
интрифосфата (ГТФ), уридинтрифосфата (УТФ),
креатинтрифосфата (КФ) и адениндифосфата
(АДФ) составляла 2.0 мМ. Температура инкубации
эритроцитов ската составляла +15°С, время инку-
бации – 2 мин. Реакцию гидролиза макроэргиче-
ских фосфатов экто-АТФазой останавливали до-
бавлением 0.2 мл 20%-ной ТХУ. Затем пробы цен-
трифугировали в течение 5 мин при 8000 об./мин.
По модифицированному А. Казенновым и М. Мас-
ловой методу Чена в надосадочной жидкости (су-
пернатант) определяли содержание неорганиче-
ского фосфата, по накоплению которого судили об
активности фермента [12].

Согласно этой модификации методики, при
определении содержания Фн в пробе, в качестве
восстановителя фосфорномолибденовой кислоты,
помимо аскорбиновой кислоты, использовали
хлористое олово (SnCl2). К 0.9 мл H2O приливали
0.1 мл супернатанта, смешивали с 0.8 мл реактива
“А” [10 н. H2SO4 + H2O + 5%-ный раствор
(NH4)6Mo7O24 4H2O в соотношении 1:2:1] и через
1–2 мин при непрерывном помешивании прибав-
ляли 0.2 мл реактива “B” [0.2% раствор аскорби-
новой кислоты в 0.2% растворе SnCl2, приготов-
ленном непосредственно перед определением из
маточного 24%-ного раствора SnCl2 в концентри-
рованной HCl]. Через 15 мин инкубации, при ком-
натной температуре, интенсивность развившейся
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окраски молибденового синего оценивали на спек-
трофотометре Specol 11 (Германия) по поглоще-
нию света при 720 нм. Калибровочный график по-
казал прямолинейную зависимость экстинкций от
содержания в пробе от 10 до 100 нмоль Фн.

Для определения устойчивости фермента при
хранении суспензий при +4°С ежедневно измеря-
ли удельную активность экто-нуклеотидазы на
протяжении 5 сут.

Изучение зависимости удельной активности
фермента от pH инкубационной среды проводили
в диапазоне pH 5.0–8.0. Исследование зависимо-
сти активности фермента от концентрации двухва-
лентных ионов Mg2+ осуществляли в диапазоне
концентрации катиона от 0 до 6.0 мМ при рН 6.8
и 7.4.

Для выяснения субстратной специфичности
изучали гидролитическую активность экто-нук-
леотидазы эритроцитов R. clavata в присутствии ря-
да макроэргических субстратов: цитозинтрифос-
фата (ЦТФ), гуанинтрифосфата (ГТФ), урацил-
трифосфата (УТФ), креатинфосфата (КФ),
аденозиндифосфата (АДФ). Конечная концентра-
ция всех субстратов в инкубационной среде состав-
ляла 2 мМ.

Скорость ферментативной реакции экто-АТ-
Фазы R. clavata от концентрации АТФ описывалась
гиперболой. Для определения кинетических харак-
теристик (Km и Vmax) изучали зависимость началь-
ной скорости реакции (V0) фермента от концентра-

ции АТФ (от 0 до 0.25 мМ). Расчет Km проводили по
формуле:

(1)

где Km – константа Михаэлиса; [S] – концентрация
субстрата; Vmax – максимальная скорость реакции;
V0 – начальная скорость реакции при текущей кон-
центрации субстрата.

Подбирали условия, при которых скорости ре-
акции V0 = Vmax/2. При этом уравнение (1) преобра-
зуется в Km = [S] (2) и константа Михаэлиса стано-
вится равной концентрации субстрата. Поэтому Km
экто-АТФазы эритроцитов морской лисицы выра-
жали в микромолях (мкМ).

Активность экто-АТФазы выражали в нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток. Все результаты
были получены при проведении 5–7 независимых
экспериментов. Данные подвергали статистиче-
ской обработке и представляли как среднее ариф-
метическое ± стандартное отклонение (х ± S ).
Достоверность различий определяли с помощью
критерия Стьюдента. Различия считались досто-
верными при r < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенные исследования показали, что

удельная активность экто-АТФазы морской лиси-
цы в стандартных условиях эксперимента при тем-
пературе +15°C и оптимальной pH инкубационной
среды (7.4) колебалась от 1.5 до 3.2 нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток.

Важной характеристикой фермента является
устойчивость его активности в процессе хранения
суспензии клеток после выделения и отмывки
эритроцитов от плазмы крови. Как показали на-
блюдения, экто-АТФаза эритроцитов R. clavata бы-
ла устойчива к передержке клеток на холоде
(+4°С). Хранение ресуспендированных эритроци-
тов морской лисицы в течение четырех суток не
вызывало изменений в активности фермента. В по-
следующие пятые сутки активность фермента
эритроцитов морской лисицы начинала убывать и
к концу пятисуточного хранения падала на 30% от
исходного уровня (рис. 1).

Одной из важных характеристик любого фер-
мента является определение pH оптимума среды
для его активности. Результаты исследования pH
оптимума, полученные на эритроцитах R. clavata,
представлены на рис. 2. Как видно из рисунка, са-
мая низкая активность фермента у ската (1.4 нмоль
Фн/мин/мкл упакованных клеток) отмечена при
pН 5.0. При смещении pH в сторону нейтральной
области активность фермента резко возрастала до
1.9 нмоль Фн/мин/ мкл упакованных клеток и дер-
жалась на этом уровне до pН, равной 7.7. То есть
кривая pH зависимости имела типичную колоко-

=m max 0 S  /[ ] –( ,1) K V V

x
Рис. 1. Активность экто-АТфазы эритроцитов R. clavata
в процессе хранения суспензии отмытых клеток при
+4°С.
* Достоверность различий по сравнению с предыдущи-
ми измерениями активности фермента – r < 0.05.
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лообразную форму с довольно широким плато, с
параметрами pH от 5.5 и до 7.7. Следует отметить,
что pH зависимость активности экто-фермента в
эритроцитах ската отличалась сдвигом оптимума в
более кислую сторону (рис. 2).

Как известно, экто-АТФаза эритроцитов рыб и
других позвоночных животных не проявляет ак-
тивности в отсутствие двухвалентных катионов
Mg2+ или Ca2+. Это обусловлено тем, что в качестве
субстрата экто-АТФазы используют не чистый
АТФ, а его комплекс с ионами двухвалентных ка-
тионов Mg2+ и/или Ca2+ [1, 2]. В связи с этим была
исследована зависимость активности фермента от
наличия различных концентраций ионов Mg2+ в
инкубационной среде. Для определения активно-
сти фермента использовали инкубационные среды
с различным содержанием ионов Mg2+ и имеющих
два разных показателя pH, смещенных от ней-
трального значения в кислую и щелочную области.
Данные полученных экспериментов представлены
на рис. 3. Показано, что при концентрации ионов
Mg2+, равной менее 3.0 мМ, активность фермента
не проявлялась в полной мере. Полное насыщение
фермента субстратом (Mg2+-АТФ) происходило,
когда концентрация Mg2+ составляла 3.0 мМ. Более
высокая концентрация двухвалентного катиона

(6.0 мМ) не изменяла активности экто-АТФазы в
эритроцитах R. clavata при pН 7.4 и уменьшалась на
30% при рН 6.8 (рис. 3). Добавление в инкубацион-
ную среду 1.0 мМ Na2-этилендиаминотетраацетата
(Na2-ЭДТА) приводило к полному ингибированию
экто-АТФазной активности плазматических мем-
бран эритроцитов ската (данные не показаны).

Исследование субстратной специфичности по-
казало, что фермент обладает способностью рас-
щеплять, кроме АТФ, и другие нуклеотиды
(табл. 1). Как видно из табл. 1, скорость фермента-
тивного расщепления АТФ была самой высокой и
в 3–6 раз превышала интенсивность гидролиза
других макроэргических соединений в аналогич-
ных условиях. Так, скорость расщепления ЦТФ
была в 3 раза меньше, ГТФ – в 5 раз, УТФ – в 4 ра-
за, КФ – в 6 раз, а АДФ в 1.9 раза, в сравнении со
скоростью расщепления АТФ. Эти результаты поз-
воляют заключить, что данный фермент обладает
широкой субстратной специфичностью и также
может называться экто-нуклеотидазой.

Также нами были проведены исследования ос-
новных кинетических параметров экто-АТФазы
эритроцитов ската в зависимости от концентрации
АТФ. Эти исследования выполнялись при темпе-
ратуре +15°C. Как показали предыдущие экспери-

Рис. 2. Зависимость активности экто-АТФазы эритро-
цитов R. clavata от pH среды.
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Рис. 3. Активность экто-АТФазы эритроцитов R. clava-
ta в зависимости от концентрации ионов Mg2+ и pH
среды при +15°C.
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Таблица 1. Удельная активность экто-АТФазы (нмоль Фн/мин/мкл клеток) в эритроцитах R. clavata в присутствии
различных субстратов

Примечание: цифры в скобках равно числу опытов – (n).

Концентрация
субстрата АТФ, мМ

Субстраты

АТФ ЦТФ ГТФ УТФ КФ АДФ

0.2 3.5 ± 0.2 (6) 1.1 ± 0.1 (6) 0.7 ± 0.1 (6) 0.8 ± 0.1 (5) 0.5 ± 0.1 (5) 1.8 ± 0.1 (7)
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менты, эта температура являлась оптимальной для
эритроцитов рыб [5]. Данные по этим исследова-
ниям представлены в табл. 2 и на рис. 4.

Как видно из рис. 4, кривая зависимости на-
чальной скорости реакции (V0) от концентрации
субстрата [АТФ] подчиняется кинетике Михаэли-
са–Ментен. После проведения соответствующих
расчетов мы определили константу Михаэлиса
(Km) и максимальную скорость (Vmax). Полученная
константа Km для эритроцитов ската (табл. 2) ока-
залась почти в 5 раз ниже, чем константа Михаэли-
са экто-АТФазы у эритроцитов скорпены. Соот-
ветственно и Vmax экто-фермента у хрящевого вида
аналогичным образом отличалась от костистого
вида рыб. Полученные различия могут свидетель-
ствовать о более высоком сродстве к субстрату
экто-АТФазы эритроцитов ската по сравнению со
скорпеной.

ОБСУЖДЕНИЕ

Поверхностно-локализованная экто-АТФаза
эритроцитов R. clavata относится к семейству экто-
нуклеотидаз, которые являются ключевыми фер-
ментами, осуществляющими гидролиз внеклеточ-
ных макроэргических нуклеозидтрифосфатов. Как
полагают, основная функциональная роль внекле-

точного нуклеотидного гидролиза связана с конку-
ренцией экто-АТФаз и нуклеотидных (P2) рецеп-
торов за доступность лиганда. Тонкости механизма
такого контроля пока не изучены, но этот процесс
очень актуален для передачи пуринергического
сигнала. Гидролиз АТФ может приводить к предот-
вращению десенсибилизации рецептора или пре-
кращению активации рецептора в результате гид-
ролиза лиганда или также к активации рецептора
образующимися продуктами гидролиза [6]. При-
нимая во внимание то, что внеклеточная концен-
трация АТФ в плазме крови рыб поддерживается
постоянно на микромолярном уровне, можно по-
лагать, что функциональная роль данного фермен-
та у этих позвоночных не ограничивается только
конкуренцией за АТФ с Р2 рецепторами сосуди-
стого эндотелия и теми же рецепторами других
клеток крови. Во всяком случае сосудорасширяю-
щих эффектов при перфузии тканей суспензией
взвешенных в физиологическом растворе эритро-
цитов лососевых не наблюдается [8]. Это может
свидетельствовать в пользу того, что экто-АТФазы
эритроцитов рыб осуществляют гидролиз внекле-
точного АТФ с неизвестными для нас целями и эти
важные (с учетом больших концентраций внекле-
точного пула АТФ) функции экто-нуклеотидаз нам
еще предстоит открыть.

Согласно современным исследованиям некото-
рые экто-нуклеотидазы плазматических мембран
эндотелия, лимфоцитов и ряда других тканей спо-
собны отщеплять не только концевой γ-фосфат
АТФ, но и следующий β-фосфат. В результате та-
кого непрерывного гидролиза происходит распад
АТФ до АМФ без существенного накопления
АДФ. Физиологический смысл такого гидролиза
понятен. АДФ является агонистом пуриновых ре-
цепторов на тромбоцитах и его неконтролируемое
накопление в плазме крови может провоцировать
агрегацию тромбоцитов и образование тромбов,
способных при соответствующих патологических
состояниях затруднять или полностью блокиро-
вать кровоток [13]. В ранних работах также есть
указания на способность экто-нуклеотидаз эрит-
роцитов птиц и крыс отщеплять от нуклеозидтри-
фосфатов два фосфорных остатка по “апиразному”
типу [4, 14]. Семейство нуклеозидтрифосфат/ди-
фосфогидролаз (Э-НТФДаз) включает 8 типов
ферментов, которые имеют номерные обозначения.
Четыре фермента (Э-НТФДаза1, Э-НТФДаза2,

Таблица 2. Константа Михаэлиса (Km) и максимальная скорость накопления ортофосфата (Vmax) при ферментатив-
ном гидролизе АТФ экто-АТФазой эритроцитов S. porcus и R. clavata при +15°C

Примечание: цифры в скобках равно числу опытов – (n); * – данные из статьи [6]**; достоверность различий по сравнению с Km
R. clavata – r < 0.05.

Вид Km, мкМ Vmax (нмоль Фн/мин/мкл упакованных клеток)

Raja clavata L. 12.0 ± 1.0 (7) 2.35 ±0.02 (7)
Scorpaena porcus L.* 55.0 ± 13.0 (5)** 10.0 ± 0.60 (5)

Рис. 4. Зависимость скорости реакции (V0) экто-АТФазы
R. clavata от концентрации АТФ при +15°С.
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Э-НТФДаза 3, Э-НТФДаза 8) относят к экто-фер-
ментам, а Э-НТФДазы 4–7 относят к энзимам с
внутриклеточной локализацией. Э-НТФДаза
эритроцитов позвоночных до настоящего времени
не имеет номенклатурного номера. Отсутствие
этих сведений связано, прежде всего, с большими
трудностями по выделению ферментов и получе-
нию их очищенных препаратов. Применение де-
тергентов для дезинтеграции плазматической мем-
браны клеток, как показывают исследования, все-
гда приводило к потере их каталитической
активности. Следует также отметить, что иденти-
фикация экто-нуклеотидазы эритроцитов челове-
ка и других млекопитающих затруднена ввиду того,
что ее активность имеет на порядки более низкую
способность к гидролизу макроэргических фосфа-
тов по сравнению с эритроцитами других позво-
ночных животных [3, 15].

Экто-АТФаза эритроцитов R. clavata обладала в
4–10 раз более высокой активностью относительно
активности экто-АТФаз эритроцитов пресновод-
ных рыб, которая варьировала у них от 0.003 до
0.9 нмоль Фн/мин/мкл упакованных клеток [3].
Наши ранние исследования показали, что экто-
АТФазная активность у морских рыб тоже имеет
довольно широкий диапазон колебания. Так, в
эритроцитах смариды, ставриды и скорпены ак-
тивность фермента составляла 0.17, 0.2 и 6.4, а у
ската – морского кота – 2.1 нмоль Фн/мин/мкл
упакованных клеток. Причины столь широкого ва-
рьирования активности экто-АТФазы у рыб неиз-
вестны. Однако нам удалось установить прямую
корреляцию между активностью фермента и со-
держанием насыщенных жирных кислот в плазма-
тических мембранах эритроцитов рыб. Согласно
этим исследованиям, при сравнении активности
фермента и уровня содержания насыщенных жир-
ных кислот в плазматических мембранах двух чер-
номорских скатов – морской лисицы и морского
кота, оказалось, что более высокая активность
экто-АТФазы эритроцитов морской лисицы соот-
ветствовала большему содержанию насыщенных
жирных кислот в ее мембране (соответственно –
44.1 и 35%). Наличие такой же корреляции в актив-
ности фермента и содержания насыщенных жир-
ных кислот в плазматических мембранах эритро-
цитов было отмечено нами также и у костистых
черноморских рыб [9]. Недавние исследования по-
казали, что активность экто-нуклеодидазы 1 плаз-
матической мембраны человека зависит от ее ли-
пидного окружения. Показано, что удаление холе-
стерина из липидного окружения фермента
понижало его активность. Это понижение актив-
ности экто-нуклеотидазы 1 носило обратимый ха-
рактер. При повторном возвращении холестерина
в локус ферментативного окружения мембраны ак-
тивность экто-АТФазы быстро восстанавливалась
[16].

Все исследования по изучению влияния различ-
ных факторов на активность экто-АТФазы эритро-
цитов R. clavata проводили при температуре +15°С.
Эта температура соответствует зоне комфортного
существования данного вида рыб в природе. Зона
нижнего предела существования соответствовала
температуре +5°С, а верхнего предела – температу-
ре +25°С.

На свежевыделенных, отмытых и ресуспенди-
рованных в физиологических средах эритроцитах
рыб нами была исследована устойчивость удель-
ной активности фермента в процессе их хранения
при +4°C. Как показали эти исследования, экто-
АТФаза эритроцитов R. clavata была устойчива к
хранению эритроцитов в холоде (+4°С) и в течение
четырех суток практически не теряла активности.
Напротив, экто-АТФаза эритроцитов скорпены
при хранении суспензий клеток в аналогичных
условиях уже в течение первых суток теряла более
30% своей активности, что вынуждало проводить
эксперименты только на свежевыделенных препа-
ратах [5]. Таким образом, в отношении хранения
клеток в холоде активность экто-АТФазы эритро-
цитов ската оказалась более устойчивой по сравне-
нию с экто-АТФазой эритроцитов скорпены. Воз-
можно, это является отражением физиологических
особенностей организма, так как морская лисица –
холодолюбивая рыба. Эта особенность давала воз-
можность проводить эксперименты с большими
объемами выделенных клеток, не опасаясь паде-
ния активности фермента в течение 2 и даже 4 сут.

Как уже отмечалось, исследованная активность
экто-АТФазы эритроцитов R. clavata от pH имела
колоколообразную форму и была сдвинута в кис-
лую сторону. Экто-нуклеозидтрифосфат/дифос-
фогидролаза (Э-НТФДаза) 1, 3, 8 из мембран чело-
века имела рН оптимум при pH 7.0–7.4, в то время
как Э-НТФДаза 2 обладала сдвинутым в кислую
сторону pH оптимумом [17]. Для исследованных
нами морских костистых рыб pH оптимум нахо-
дился в диапазоне 7.2–7.4. Все эксперименты по
изучению биохимических свойств экто-АТФазы
эритроцитов морской лисицы также были выпол-
нены при pH 7.4 ввиду того, что у всех позвоночных
(в том числе и у скатов) pH крови отклоняется от
нейтральной точки всегда в щелочную сторону на
0.4–0.6 единиц [18].

Для проявления своей активности экто-АТФаза
эритроцитов R. clavata нуждалась в присутствии
двухвалентных катионов Mg2+ и/или Ca2+. Необхо-
димость присутствия двухвалентных катионов объ-
ясняется особенностями гидролиза макроэргиче-
ских фосфатов в активном центре фермента, где
отрицательный заряд фосфатных групп нуклеозид-
фосфатов уменьшается комплексообразованием
катиона двухвалентного металла. Благодаря этому
происходит эффективный разрыв макроэргиче-
ской связи и отщепление фосфорного остатка в ак-
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тивном центре Э-НТФДазы. Хелатирование двух-
валентных катионов 1.0 мМ Na2-ЭДТА приводило
к полному подавлению ферментативной активно-
сти поверхностной экто-нуклеотидазы [2]. Ис-
пользование ЭДТА в качестве ингибитора экто-
нуклеотидазной активности, позволившего четко
разделить АТФазы на поверхностные и внутрикле-
точные ферменты, было предложено Венкстерном
и Энгельгардтом [1].

Исследования мембранных АТФаз на эритро-
цитах рыб были проведены и другими исследова-
телями. Так П. Соренсом была найдена нечув-
ствительная к уабаину Mg-зависимая АТФаза в
эритроцитах камбалы Platichthys flesus L. Эти ис-
следования выполнялись на препаратах плазмати-
ческих мембран. Найденная Mg2+-АТФаза по сво-
им свойствам вполне могла быть отнесена к экто-
ферменту. Энзим для проявления своей активно-
сти нуждался в присутствии ионов Mg2+ и Ca2+,
имел pH оптимум от 6.5 до 7.2 и обладал широ-
ким спектром субстратной специфичности.
Mg2+-АТФаза ингибировалась ионами Cu2+ и Zn2+,
а также трифлюоперазином и этакриновой кисло-
той [19].

Как показали исследования, экто-нуклеотидаза
R. clavata обладала широкой субстратной специ-
фичностью, способной расщеплять различные
макроэргические соединения. АТФ в этом ряду
являлась самым предпочтительным субстратом,
далее следовали АДФ и другие нуклеозидтрифос-
фаты. Хуже всего фермент осуществлял гидролиз
креатинфосфата (КФ). В литературе для сравни-
тельных характеристик экто-нуклеотидаз исполь-
зуют отношение скоростей гидролиза АТФ/АДФ.
Экто-нуклеотидаза ската расщепляла эти субстра-
ты в отношении, примерно 2:1 (табл. 2). Таким же
соотношением скоростей гидролиза этих субстра-
тов обладала экто-нуклеотидаза 1 плазматической
мембраны человека и мыши [17].

Экто-нуклеотидаза эритроцитов R. clavata де-
монстрировала кинетику Михэлиса-Ментен для
гидролиза АТФ. Расчет значения Km экто-нуклео-
тидазы плазматической мембраны эритроцитов
морской лисицы и скорпены (12.0 и 55.0 мкМ) по-
казал, что экто-АТФаза у ската обладала более вы-
соким сродством к АТФ (табл. 2). Полученное
значение Km для морской лисицы совпало со зна-
чениями константы Михаэлиса к АТФ для клони-
рованной из плазмиды экто-нуклеотидазы 1 плаз-
матической мембраны мыши (инвентарный номер
NM 009848) (12.0 мкМ) и была близка для анало-
гичной экто-нуклеотидазы 1 плазматической мем-
браны человека (17.0 мкМ) (инвентарный номер
U87967) [17]. Полученные величины Km для эрит-
роцитов лисицы позволили установить насыщаю-
щую концентрацию субстрата при проведении
дальнейших экспериментов. Считается, что в слу-
чае отсутствия субстратного торможения насыща-

ющая концентрация субстрата для фермента со-
ставляет не менее 10 Km.. Поэтому в дальнейших
экспериментах концентрация АТФ при изучении
биохимических свойств экто-АТФаз эритроцитов
рыб была равна 0.2–0.5 мМ. Удельная активность
экто-АТФазы эритроцитов R. clavata при +15°С
была больше, чем Vmax, рассчитанная по кинетиче-
ской кривой, и составляла 3.2 нмоль Фн/мин/мкл
упакованных клеток.

Сравнение между Km экто-нуклеотидаз плазма-
тических мембран эритроцитов рыб и полумакси-
мальной эффективной концентрации лиганда
(ЕС50) для нуклеотидных рецепторов имеет физио-
логическое значение, поскольку оно предоставляет
информацию о том, какие из этих ферментов могут
регулировать функцию P2 рецепторов. Наши ре-
зультаты показывают, что все кажущиеся констан-
ты Km Э-НТФДаз эритроцитов рыб, полученных
для АТФ, находились в нижнем микромолярном
диапазоне. Это свидетельствовало о том, что они
могут принимать участие в регуляторной функции
P2X и P2Y клеточных рецепторов.

Хрящевые рыбы: скаты и акулы, представляют
собой уникальные организмы, так как осмотиче-
ская концентрация их крови всегда выше, чем мор-
ская вода. Для обеспечения этой осмотичности в
крови хрящевых рыб, кроме NaCl, вклад которого
составляет только 60% [20], накапливается боль-
шое количество мочевины и триметиламиноксида
[21]. В крови морской лисицы, как показали наши
исследования, концентрация мочевины составля-
ла порядка 350–400 мМ (не опубликованные дан-
ные). В связи с этим экто-АТФазы эритроцитов
скатов можно считать толерантными к высоким
концентрациям мочевины в плазме крови. Для
других позвоночных мочевина является высоко-
токсичным интермедиатом, способным вызывать
окислительный стресс. Конечным результатом
этого стресса в результате действия мочевины яв-
ляется повреждение мембранных структур клеток
и их органелл, а также патогенеза обменных про-
цессов. Это негативно сказывается на состоянии
эритроцитов и может приводить их к гибели [22].

Ранними исследованиями было показано, что
общий обмен у хрящевых значительно ниже, чем у
костистых видов рыб [23]. Энергетика эритроцитов
исследованных нами хрящевых и костистых рыб
имеет такую же направленность [24]. Мерой био-
энергетической активности процессов в эритроци-
тах рыб может служить внутриклеточная концен-
трация АТФ. Концентрация АТФ в эритроцитах
морской лисицы составляла 0.47 ± 0.04 мкМ/мл
крови [25], что почти в 6 раз было ниже, чем в эрит-
роцитах скорпены – 2.77 ± 0.14 мкМ/мл крови [26].
Возможно, более низкая активность экто-АТФаз
эритроцитов морской лисицы напрямую связана с
их низкой внутриклеточной концентрацией АТФ.
Кроме того, различия в активностях экто-нуклео-
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тидаз эритроцитов хрящевых и костистых рыб мо-
гут быть обусловлены особенностями белкового,
жирового и фосфолипидного состава их плазмати-
ческих мембран. Наши исследования показали,
что плазматическая мембрана морской лисицы
имела большую величину белково-липидного от-
ношения (1.9) по сравнению со скорпеной (1.1)
[27]. Возможно, это обусловлено более высоким
содержанием белка в плазматических мембранах
эритроцитов ската (65%) по сравнению с содержа-
нием белка (53%) у скорпены. Плазматическая
мембрана скорпены имела не только более высо-
кое содержание липидов, но и, как уже указыва-
лось выше, более высокий уровень насыщенных
жирных кислот. Это свидетельствовало о том, что
плазматическая мембрана эритроцитов скорпены
обладала меньшей деформационной способно-
стью, по сравнению с плазматической мембраной
ската. Прямая корреляция между содержанием на-
сыщенных жирных кислот и активностью фермен-
та плазматических мембран эритроцитов хряще-
вых и костистых рыб может указывать на возмож-
ное участие экто-фермента за счет теплового
гидролиза АТФ в изменении локальных деформа-
ционных свойств мембран эритроцитов рыб [9].
Такие изменения деформационных свойств эрит-
роцитов особенно востребованы в капиллярном
отделе кровотока, где сопротивление движению
клеток максимально, а давление крови имеет ми-
нимальные значения. Механическая деформация
и рост гипоксии являются факторами, стимулиру-
ющими выход АТФ из эритроцитов в плазму кро-
ви. Локальная концентрация АТФ, с учетом мик-
ронных слоев плазмы между эритроцитом и стен-
кой капилляра, может существенно превышать
средневзвешенную ее концентрацию для всей кро-
ви рыб в целом (3.0 мкМ) [8]. Поэтому именно в ка-
пиллярном отделе кровотока при последователь-
ном, в цепочке друг за другом, “корпускулярном”
движении эритроцитов, экто-АТФаза эритроцитов
должна быть максимально активна. Крупные эрит-
роциты R. clavata, бесспорно, должны иметь боль-
шие трудности при проходе в капиллярном отделе
кровотока. Проблему может усугублять неспособ-
ность сердца этих рыб создавать высокое внутрисо-
судистое кровяное давление. Тем не менее, эти
эритроциты без особых затруднений преодолевают
капиллярный отдел, хотя их скорость движения
уступает скорости движения клеток у костистых
рыб [18]. Вспомогательные механизмы, обеспечи-
вающие преодоление капилляров крупными ядер-
ными эритроцитами рыб, неизвестны. В связи с
этим нами было показано, что высокая активность
экто-АТФазы эритроцитов рыб сопряжена с выде-
лением тепла на поверхности их мембран [28]. Воз-
можно, тепловой гидролиз АТФ, за счет работы
экто-АТФазы, может обеспечивать, например, из-
менение количества водных пор в мембране, и вы-
зывать перераспределение воды в системе плазма–

эритроциты и тем самым понижать вязкость плаз-
мы в капиллярном отделе кровотока [29]. Этот
разогрев, вероятно, может также обеспечивать по-
вышение проницаемости плазматической мембра-
ны эритроцитов для ионов Ca2+. Вход Ca2+ в эрит-
роциты может изменять упругие свойства их ци-
тоскелета и играть важную роль в восстановлении
формы эритроцитов (гиперупругость) после де-
формационных нагрузок [30]. Во всяком случае ре-
акция теплового гидролиза АТФ на поверхности
эритроцита может отражать участие экто-АТФаз в
механизмах обеспечения эффекта Фарреуса-Линг-
квиста [9]. Причины, вызывающие двадцатикрат-
ное падение вязкости крови у позвоночных в ка-
пиллярах, диаметром менее 300 мкм, пока не нахо-
дят рационального объяснения и остаются местом
поиска вероятных “участников” этого процесса и
активных дискуссий вокруг новых предположений
и гипотез.

Полученные данные о биохимических свой-
ствах и кинетических характеристиках экто-АТФаз
плазматических мембран эритроцитов R. clavata
показали достаточно большую сопоставимость их
свойств с экто-нуклеотидазами плазмид гомойо-
термных животных и человека [17]. Это может сви-
детельствовать о том, что функциональные харак-
теристики фермента были заложены еще на ранних
этапах эволюции. Столь раннее приобретение от-
ражает важность этих ферментов для функциони-
рования эритроцитов позвоночных и всей системы
крови в целом. В соответствии со своими свойства-
ми экто-АТФазу морской лисицы можно отнести к
эктонуклеозидтрифосфат/дифосфогидролазе 1 ти-
па. Дальнейшие исследования дадут более точный
ответ на системную принадлежность экто-АТфаз
плазматических мембран эритроцитов рыб.
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A Study of Some Biochemical Properties of Ecto-ATPase in Erythrocytes 
of the Black Sea Thornback Ray Raja clavata L.

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

a T.I. Vyazemsky Karadag Scientific Station − Nature Reserve, Branch of the A.O. Kovalevsky Institute 
of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Crimea, Feodosia, Kurortnoye, Russia
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Biochemical properties and some kinetic characteristics of whole-erythrocyte ecto-ATPase (EC 3.6.1.5) were
studied in the Black Sea thornback ray Raja clavata L. It was shown that enzyme activity varied from 1.5 to
3.5 nmol Pn/min/μL of packed cells and peaked in the presence of 3.0–6.0 mM Mg2+. Ecto-ATPase exhibited
broad substrate specificity towards cleaving nucleoside triphosphates. The enzyme was tolerant to changes in am-
bient pH and exhibited maximum activity in the pH range from 5.5 to 7.7. The enzyme also showed high substrate
affinity, with the Michaelis constant (KM) found to be 12.0 ± 1.0 μM and Vmax being 2.35 ± 0.2 nmol Pn/min/μL
of packed cells. Erythrocyte ecto-ATPase in R. clavata was resistant to keeping erythrocytes at 4°C for 4 days and
exhibited tolerance to high concentrations of urea.

Keywords: Mg2+-dependent ecto-ATPase, plasma membrane, erythrocytes, fish
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