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Ïðîâîäèìîñòü ôèòîòîêñèíîâûõ êàíàëîâ â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ îðãàíè÷åñêèõ èîíîâÎ. Ñ. Îñòðîóìîâà, Ñ. Ñ. Åôèìîâà, Ë. Â. Ùàãèíà
Â ðàáîòå èññëåäîâàíî âëèÿíèå ðàçìåðà ïðîíèêàþùåãî àíèîíà íà ñâîéñòâà êàíàëîâ, ôîðìèðóåìûõ

öèêëè÷åñêèì ëèïîäåïñèïåïòèäîì ñèðèíãîìèöèíîì Å (ÑÌÅ) â áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ. Ïðîâå-
äåíû èçìåðåíèÿ ïðîâîäèìîñòåé è ñðåäíèõ âðåìåí æèçíè ÑÌÅ-êàíàëîâ â 0.4 M ðàñòâîðàõ õëîðèäà, àñ-
ïàðòàòà è ãëþêîíàòà íàòðèÿ. Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ êîíäóêòîìåòðè÷åñêèõ è ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ
èçìåðåíèé ïîêàçàëî: 1) îòíîøåíèå ïîäâèæíîñòåé àíèîíîâ àñïàðòàòà â êàíàëå è â âîäíîì ðàñòâîðå â
5 ðàç ìåíüøå ñîîòâåòñòâóþùåãî îòíîøåíèÿ äëÿ àíèîíîâ õëîðà; 2) ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ â ïðèñóòñòâèè
ãëþêîíàòà íàòðèÿ îáóñëîâëåíà â îñíîâíîì êàòèîíàìè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñâÿ-
çûâàíèè ïðîíèêàþùèõ àíèîíîâ ñ ñåëåêòèâíûì ôèëüòðîì ÑÌÅ-ïîðû. Óñòàíîâëåíû ðàäèóñ ñåëåêòèâíîãî
ôèëüòðà ÑÌÅ-êàíàëà (~0.3 íì) è åãî ëîêàëèçàöèÿ â öèñ-óñòüå êàíàëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áèñëîéíûå ëèïèäíûå ìåìáðàíû, êàíàëîîáðàçóþùèå òîêñèíû, îäèíî÷íûå
èîííûå êàíàëû, ñåëåêòèâíûé ôèëüòð ïîðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁËÌ — áèñëîéíûå ëèïèäíûå ìåìáðàíû, ÄÔÔÕ — 1, 2-äèôèòàíî-
èë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí, ÑÌÅ — ñèðèíãîìèöèí Å, Asp — àñïàðòàò, Glc — ãëþêîíàò.

Îêîëî 30 ëåò íàçàä áûëè ïîëó÷åíû ïåðâûå äàííûå î
ïðîâîäèìîñòè è ðàçìåðàõ èîííûõ êàíàëîâ â áèñëîéíûõ
ëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ (ÁËÌ). Ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäå-
ëÿåìàÿ ïðîâîäèìîñòü ìíîãèõ êàíàëîâ îòëè÷àåòñÿ îò ïðî-
âîäèìîñòè ýêâèâàëåíòíîãî ýòèì êàíàëàì îáúåìà âîäíîãî
ðàñòâîðà. Ñîîòâåòñòâóþùèå ëèòåðàòóðíûå äàííûå è ðå-
çóëüòàòû íàøèõ ðàñ÷åòîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1. Ïðîâîäè-
ìîñòè ïîð, îáðàçîâàííûõ a-ëàòðîòîêñèíîì, àëàìåòèöè-
íîì, b-òîêñèíîì êëîñòðèäèè, êîëèöèíîì Ia, ñèðèíãîïåï-
òèíîì 25À, ñèðèíãîìèöèíîì Å (ÑÌÅ) è áåòèêîëèíîì,
ïðèáëèçèòåëüíî íà ïîðÿäîê îòëè÷àþòñÿ îò ïðîâîäèìî-
ñòåé öèëèíäðîâ ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàçìåðà; äëÿ ñòîëá-
íÿ÷íîãî òîêñèíà è ýíäîòîêñèíà — íà äâà ïîðÿäêà, à äëÿ
êàíàëîâ, ôîðìèðóåìûõ VDAC-ïîðèíîì 31 ÂÌ, ðàçëè÷èå
ñîñòàâëÿåò áîëåå òðåõ ïîðÿäêîâ. Ðàçëè÷èå ïðîâîäè-
ìîñòåé âûçûâàåò óäèâëåíèå òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè
èîíû â êàíàëå, êàê è â ðàñòâîðå, ñâîáîäíî äèôôóí-
äèðóþò. Îäíàêî åñëè â êàíàëå ïðîèñõîäèò ñâÿçûâàíèå
ïðîíèêàþùåãî èîíà, òî åãî ïîäâèæíîñòü â ïîðå ìîæåò
îêàçàòüñÿ ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì â ðàñòâîðå. Ýòî è
îïðåäåëèò ðàçëè÷èå ïðîâîäèìîñòåé êàíàëà è ñîîòâåòñòâó-
þùåãî öèëèíäðà. Äëÿ âåðèôèêàöèè ãèïîòåçû î ñâÿçûâà-
íèè íåîáõîäèìî èçìåðèòü ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ â ïðè-
ñóòñòâèè ïðîíèêàþùèõ èîíîâ îäèíàêîâîãî çàðÿäà, íî
ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà. Åñëè èîíû â êàíàëå ïîä÷èíÿþòñÿ ìå-
õàíèçìó ñâîáîäíîé äèôôóçèè, òî îòíîøåíèå ïðîâîäèìî-
ñòåé êàíàëà â ïðèñóòñòâèè ïðîíèêàþùèõ èîíîâ ðàçíîãî
ðàçìåðà äîëæíî áûòü ðàâíî îòíîøåíèþ èõ ïîäâèæíîñòåé
â âîäå. Åñëè æå ïðîèñõîäèò ñâÿçûâàíèå èîíîâ ñ ïîðîé, òî
óêàçàííûå îòíîøåíèÿ äëÿ èîíîâ ðàçíîãî ðàçìåðà ìîãóò
ðàçëè÷àòüñÿ.

Öèêëè÷åñêèé ëèïîäåïñèïåïòèä ÑÌÅ ïðîäóöèðóåòñÿ
áàêòåðèÿìè Pseudomonas syringae pv. syringae è îáëàäàåò
ïðîòèâîãðèáêîâîé è àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòüþ
(Sorensen et al., 1996; Lavermicocca et al., 1997; Buber et al.,
2002; Takemoto et al., 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî îäíîñòîðîííåå
ââåäåíèå ÑÌÅ âûçûâàåò ôîðìèðîâàíèå â ÁËÌ ïîòåíöè-
àëçàâèñèìûõ èîííûõ êàíàëîâ ïðåèìóùåñòâåííî àíèîí-
íîé ñåëåêòèâíîñòè, ñðåäè êîòîðûõ íàáëþäàþòñÿ ýëåìåí-
òàðíûå êàíàëû è èõ êëàñòåðû (Ùàãèíà è äð., 1998; Kaulin
et al., 1998; Îñòðîóìîâà è äð., 2006). Ýëåìåíòàðíûé
ÑÌÅ-êàíàë ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àñèììåòðè÷íóþ ïåï-
òèä-ëèïèäíóþ ïîðó êîíè÷åñêîé ôîðìû, ìàëîå óñòüå êîòî-
ðîé îáðàçîâàíî ìîëåêóëàìè òîêñèíà, à áîëüøîå — ìîëå-
êóëàìè ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ (Malev et al., 2002, 2008; Os-
troumova et al., 2007).

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå
îñîáåííîñòåé äèôôóçèè èîíîâ ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà â êà-
íàëàõ, îáðàçóåìûõ ÑÌÅ â ÁËÌ. Ïîëó÷åííûå â ðàáîòå ðå-
çóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷íîì âçàèìîäåéñòâèè
ïðîíèêàþùèõ àíèîíîâ õëîðà è àñïàðòàòà c ñåëåêòèâíûì
ôèëüòðîì ÑÌÅ-ïîðû. Îïðåäåëåíû ðàçìåð ñåëåêòèâíîãî
ôèëüòðà (r ~ 0.3 íì) è åãî ëîêàëèçàöèÿ â öèñ-óñòüå
ÑÌÅ-êàíàëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: NaCl,
MOPS, ïåíòàí, ýòàíîë, õëîðîôîðì è ãåêñàäåêàí (Sigma,
ÑØÀ); àñïàðòàò íàòðèÿ (NaAsp) è ãëþêîíàò íàòðèÿ
(NaGlc) (Fluka, ÑØÀ); 1, 2-äèôèòàíîèë-sn-ãëèöåðî-3-
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ôîñôîõîëèí (ÄÔÔÕ) (Avanti Polar Lipids, ÑØÀ). ÑÌÅ
áûë âûäåëåí è î÷èùåí, êàê îïèñàíî â ðàáîòå (Bidwai et
al., 1987), è ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ä-ðîì Ä. Òàêåìîòî
(Utah State University, ÑØÀ).

Ôîðìèðîâàíèå áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí ïðîâî-
äèëè ïî ìåòîäó Ìîíòàëëà è Ìþëëåðà (Montall, Mueller,
1972) ïóòåì ñâåäåíèÿ êîíäåíñèðîâàííûõ ëèïèäíûõ ìîíî-
ñëîåâ íà îòâåðñòèè â òåôëîíîé ïëåíêå, ðàçäåëÿþùåé ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó íà äâà (öèñ- è òðàíñ-) îòäåëåíèÿ.
Îáúåì êàæäîãî îòäåëåíèÿ ñîñòàâëÿë 1.5 ìë, òîëùèíà òåô-
ëîíîâîé ïëåíêè — 10 ìêì, äèàìåòð îòâåðñòèÿ — îêîëî
50 ìêì. Ïåðåä íà÷àëîì ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ ìåìáðà-
íû îòâåðñòèå â òåôëîíîâîé ïëåíêå îáðàáàòûâàëè ðàñòâî-
ðîì ãåêñàäåêàíà â ïåíòàíå (îáúåìíîå ñîîòíîøåíèå
1 : 10). Ìîíîñëîè ôîðìèðîâàëè íà ãðàíèöå âîäà-âîçäóõ èç
ðàñòâîðà 1 ìã/ìë ëèïèäà â ïåíòàíå.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè îäèíàêîâîì èîííîì
ñîñòàâå âîäíûõ ðàñòâîðîâ ýëåêòðîëèòà (0.4 M NaCl, 0.4 M
NaAsp è 0.4 M NaGlc), ðàçäåëÿåìûõ ÄÔÔÕ-ìåìáðàíîé,
êèñëîòíîñòü ðàñòâîðîâ (ðÍ 6) ïîääåðæèâàëè áóôåðíîé
ñìåñüþ 5 ìÌ MOPS/NaOH. Ïîñêîëüêó ïðîâîäèìîñòü
ÑÌÅ-êàíàëîâ â ìåìáðàíàõ, îìûâàåìûõ ðàñòâîðàìè
NaGlc, ìàëà, âûáðàëè áëèçêóþ ê ïðåäåëó ðàñòâîðèìîñòè
NaGlc êîíöåíòðàöèþ ýëåêòðîëèòîâ (0.4 M).

ÑÌÅ äîáàâëÿëè ê âîäíîé ôàçå öèñ-îòäåëåíèÿ êàìåðû
èç âîäíîãî ðàñòâîðà 1 ìã/ìë (ðÍ 3) äî êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 1—5 ìêÌ. Ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Èçìåðåíèå òîêà, ïðîòåêàþùåãî ÷åðåç áèñëîéíóþ ëè-
ïèäíóþ ìåìáðàíó, îñóùåñòâëÿëè â ðåæèìå ôèêñàöèè ïî-
òåíöèàëà. Äëÿ ïîäà÷è òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è
îòâåäåíèÿ ñèãíàëà ñ ìåìáðàíû èñïîëüçîâàëè õëîð-ñåðåá-
ðÿíûå ýëåêòðîäû, ñîåäèíåííûå ñ ðàñòâîðàìè êàìåðû ÷å-
ðåç ìîñòèêè, ñîäåðæàùèå 1.5 % àãàðîçû â ðàñòâîðå 2 Ì
KCl. Ïîëîæèòåëüíûì ñ÷èòàëè ïîòåíöèàë, âûçûâàþùèé
ïîòîê êàòèîíîâ èç öèñ- â òðàíñ-îòäåëåíèå êàìåðû.

Ðåãèñòðàöèþ òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ îïåðàöèîííîãî óñèëèòåëÿ ñ äèñêðåòíûì äèàïà-
çîíîì ñîïðîòèâëåíèé îáðàòíîé ñâÿçè îò 107 äî 1010 Îì.
Ñèãíàë ñ âûõîäà óñèëèòåëÿ ïîäàâàëè ÷åðåç ÀÖÏ íà âõîä
êîìïüþòåðà. Íàáëþäåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèà-
ëüíî ñîçäàííîé ïðîãðàììû ARMEX.

Îáðàáîòêó çàïèñåé òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ îñóùåñò-
âëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêåòà Clampfit
9.0 (Axon Instruments, ÑØÀ). Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàí-
íûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Origin 7.0 (Ori-
ginLab, ÑØÀ). Ïðè ïîñòðîåíèè ãèñòîãðàìì ôëóêòóàöèé
òðàíñìåìáðàííîãî òîêà èñïîëüçîâàëè çíà÷åíèÿ òîêîâ,
îïðåäåëÿâøèåñÿ ïî èçìåíåíèÿì àìïëèòóäû òîêà ïðè îò-
êðûâàíèè (èëè çàêðûâàíèè) ýëåìåíòàðíûõ ÑÌÅ-êàíàëîâ.
Ïî îñè îðäèíàò îòêëàäûâàëè îòíîñèòåëüíóþ ÷àñòîòó n/N,
ãäå n — ÷èñëî ôëóêòóàöèé òîêà, îòâå÷àþùèõ âåëè÷èíå
òîêà â çàäàííîì íà îñè àáñöèññ äèàïàçîíå, N — îáùåå
÷èñëî èçìåðåííûõ ôëóêòóàöèé òîêà. Ðàñïðåäåëåíèå òîêîâ
íà ãèñòîãðàììàõ àïïðîêñèìèðîâàëè ïëîòíîñòüþ íîðìà-
ëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ è ïîëó÷àëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ òîêîâ
(I). Âåëè÷èíû N, èñïîëüçîâàâøèåñÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ I,
áûëè îò 100 äî 500. Ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ (G) îïðåäåëÿ-
ëè êàê îòíîøåíèå I ê òðàíñìåìáðàííîé ðàçíîñòè ïîòåíöè-
àëîâ (V). Ïðè ýêñòðàïîëÿöèè G â îáëàñòü V � 0 ïîãðåø-
íîñòü îöåíèâàëè, èñïîëüçóÿ ìèíèìàëüíóþ ïîãðåøíîñòü
èçìåðåíèÿ ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ â ýòîé ñèñòåìå.

Ïðè îïðåäåëåíèè ñðåäíåãî âðåìåíè ïðåáûâàíèÿ êàíà-
ëîâ â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè (âðåìåíè æèçíè êàíàëîâ) èñïî-
ëüçîâàëè òîëüêî ñëó÷àè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îäíîãî ýëå-
ìåíòàðíîãî ÑÌÅ-êàíàëà. Ïîñêîëüêó ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè
ÑÌÅ-êàíàëîâ íå çàâèñèò îò òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèà-
ëà (Îñòðîóìîâà è äð., 2005), äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì
îáúåäèíÿëè äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè ðàçíûõ çíà÷åíèÿõ V.
Îáùåå ÷èñëî èçìåðåíèé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ïîñòðîåíèÿ
òàêèõ ãèñòîãðàìì, áûëî îò 50 äî 350. Ñðåäíåå âðåìÿ æèç-
íè êàíàëà t îïðåäåëÿëè êàê ïîêàçàòåëü ýêñïîíåíöèàëüíîé

Ïðîâîäèìîñòü ôèòîòîêñèíîâûõ êàíàëîâ â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ îðãàíè÷åñêèõ èîíîâ 671
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Ñðàâíåíèå ïðîâîäèìîñòåé ðÿäà èîííûõ êàíàëîâ
ñ ïðîâîäèìîñòÿìè öèëèíäðîâ ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàçìåðà

Êàíàëîôîðìåð
Ïðîâîäèìîñòü íàè-

ìåíüøåãî ïîäóðîâíÿ,
ïÑì

Ðàäèóñ íàèáîëåå
óçêîãî ìåñòà
â êàíàëå, íì

Ïðîâîäèìîñòü
öèëèíäðà ñîîò-
âåòñòâóþùåãî
ðàçìåðà,à ïÑì

Îòíîøåíèå
ïðîâîäèìîñòè

öèëèíäðà ê
ïðîâîäèìîñòè

ïîðû

a-Ëàòðîòîêñèí 112 (0.1 Ì KCl)á 0.94 760 7

Àëàìåòèöèí 700 (1 Ì NaCl)â 1 5370 8

Clostridium perfringens b-òîêñèí 60 (0.1 Ì NaCl)ã 1.1 810 14

Êîëèöèí Ia 90 (1.77 Ì KCl)ä 0.35 1450 16

Ñèðèíãîïåïòèí 25À 40 (0.1 Ì NaCl)å 0.9 660 17

Ñèðèíãîìèöèí Å 25 (1 Ì NaCl)æ 0.3 480 19

Áåòèêîëèí 16 (0.2 Ì KCl)ç 0.8 1000 62

Ñòîëáíÿ÷íûé òîêñèí 3 (0.1 Ì KCl)è 0.6 290 97

Bacillus thuringiensis d-ýíäîòîêñèí 21 (0.3 Ì KCl)ê 1 2300 110

VDAC-ïîðèí 31 ÂÌ 2.7 (1.15 Ì KCl)ë 0.9 6400 2400

à Ïðè ðàñ÷åòå ïðîâîäèìîñòè àïïðîêñèìèðóþùåãî êàíàëà öèëèíäðà åãî äëèíà ïðèíÿòà ðàâíîé òîëùèíå ìåìáðàíû
(5 íì). Äàííûå âçÿòû èç ðàáîò: á Krasilnikov, Sabirov, 1992; â Áåçðóêîâ, Êàñèàíîâè÷, 2001; ã Shatursky et al., 2000;
ä Krasilnikov et al., 1998; å Dalla Serra et al., 1999; æ Ostroumova et al., 2007; ç Goudet et al., 1999; è Finkelstein, 1985;
ê Peyronnet et al., 2002; ë Carneiro et al., 2003.



ôóíêöèè, àïïðîêñèìèðóþùåé ïîëó÷åííîå ðàñïðåäåëå-
íèå. Äëÿ âñåõ ãèñòîãðàìì ïðè ïðîâåðêå ãèïîòåçû î çàêîíå
ðàñïðåäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé c2 (P < 0.05).

Èçìåðåíèÿ óäåëüíîé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè ðàñòâîðîâ k

ïðîâîäèëèñü ïðè 25 °Ñ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíäóêòîìåòðà
HI 8820. Äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé (C), â êîòîðîì ïðîèçâî-
äèëè èçìåðåíèÿ, ñîñòàâëÿë 10–4—0.4 Ì. Èçìåðÿåìûå êîí-
öåíòðàöèè ðàñòâîðîâ ïðèãîòàâëèâàëè èç èñõîäíîãî ðàñ-
òâîðà (0.4 Ì) âåñîâûì ñïîñîáîì. Ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèÿ
âåëè÷èí óäåëüíûõ ýëåêòðîïðîâîäíîñòåé ðàñòâîðîâ ìàëà
(2 %), ïîýòîìó äàëåå ïðè ïðîâåäåíèè ðàñ÷åòîâ åå íå ó÷è-
òûâàëè. Ïðåäåëüíóþ ýêâèâàëåíòíóþ ýëåêòðîïðîâîäíîñòü
l0 ðàñòâîðîâ NaAsp è NaGlc îïðåäåëÿëè ïðè ýêñòðàïîëÿ-
öèè ýêâèâàëåíòíîé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè (l = k/C) â îá-
ëàñòü C � 0. Ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëåííàÿ âåëè÷èíà
λ

NaCl

0 = 126.5 Ñì�ñì2/ã-ýêâ ñîâïàäàåò ñ òàáëè÷íûì çíà÷å-
íèåì (Ðîáèíñîí, Ñòîêñ, 1963). Ðàäèóñû àíèîíîâ ri (íì)
ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå Ñòîêñà: ri i= ⋅0082 0. ( )λ η , ãäå
i — àíèîí Asp èëè Glc, h — âÿçêîñòü ðàñòâîðèòåëÿ
(âîäû), ïðè 25 °Ñ ðàâíàÿ 0.0089 ïç (Ðîáèíñîí, Ñòîêñ,
1963). Ïðè ýòîì λ i

0 (Ñì�ñì2/ã-ýêâ) íàõîäèëè èç ðàçíîñòè:
λ λ λi i

0 0 0=
Na Na

– , èñïîëüçóÿ òàáëè÷íîå çíà÷åíèå ïðåäåëü-
íîé ýêâèâàëåíòíîé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè èîíîâ íàòðèÿ
λ

Na

0 = 50.1 Ñì�ñì2/ã-ýêâ è ïîëó÷åííûå âåëè÷èíû λ
NaAsp

0 è
λ

NaGlc

0 . Àíèîíû àïïðîêñèìèðîâàëè ñôåðàìè. Âåëè÷èíó
λ

Asp

0 èñïîëüçîâàëè è äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà ïåðåíîñà àíè-
îíîâ Asp â âîäå ïðè Ñ � 0 êàê t

Asp

0

Asp

0

NaAsp

0= λ λ .

Ðåçóëüòàòû

Èçìåðåíèÿ ôëóêòóàöèé òîêîâ, ïðîòåêàþùèõ ÷åðåç
îäèíî÷íûå ýëåìåíòàðíûå ÑÌÅ-êàíàëû â ìåìáðàíàõ,
îìûâàåìûõ âîäíûìè ðàñòâîðàìè ðàçëè÷íûõ ñîëåé, ïî-
çâîëÿþò ñðàâíèòü ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ G è ñðåäíèå âðå-
ìåíà èõ ïðåáûâàíèÿ â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè t â ýòèõ ñèñòå-
ìàõ. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ïðèìåðû ôëóêòóàöèé òîêà â
ðàñòâîðàõ íàòðèåâûõ ñîëåé õëîðà, àñïàðòàòà è ãëþêîíàòà.
Ïðèìåðû ãèñòîãðàìì òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ îòêðûâàíèþ è çàêðûâàíèþ êàíàëîâ ïðè V =
= –50 ìÂ, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Íà ðèñ. 1 è 2 âèäíî, ÷òî
òîê, ïðîòåêàþùèé ÷åðåç îäèíî÷íûé ýëåìåíòàðíûé
ÑÌÅ-êàíàë, çàâèñèò îò ñîñòàâà îêîëîìåìáðàííîãî ðàñ-
òâîðà. Çàìåíà â ðàñòâîðå àíèîíà õëîðà íà àíèîíû àñïàð-
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Ðèñ. 1. Òðåêè òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ, ïðîòåêàþùèõ ÷åðåç êàíàëû, îáðàçîâàííûå ñèðèíãîìèöèíîì E (CME).

Òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë V = –150 ìÂ. Áèñëîè ñôîðìèðîâàíû ÄÔÔÕ è îìûâàþòñÿ 0.4 Ì ðàñòâîðîì: à — NaCl, á — NaAsp, â — NaGlc.

Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììû òðàíñìåìáðàííûõ òîêîâ, ïðîòåêàþùèõ
÷åðåç CME-êàíàëû.

Ïî îñè îðäèíàò — îòíîñèòåëüíûå ÷àñòîòû (n/N). V = –50 ìÂ.
ÄÔÔÕ-ìåìáðàíû îìûâàþòñÿ 0.4 Ì ðàñòâîðîì: à — NaCl, INaCl =
= –0.83 ± 0.13 ïÀ; á — NaAsp, INaAsp = –0.07 ± 0.05 ïÀ; â — NaGlc,

INaGlc = –0.03 ± 0.01 ïÀ.



òàòà, à çàòåì ãëþêîíàòà ïðèâîäèò ê ïîñëåäîâàòåëüíîìó
óìåíüøåíèþ I.

Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì áûëè îïðåäåëåíû I äëÿ ðàçëè÷-
íûõ V è ïîñòðîåíû êðèâûå G = f(V) äëÿ ÑÌÅ-êàíàëîâ â
óêàçàííûõ âûøå ñèñòåìàõ (ðèñ. 3). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà âëèÿíèÿ àíèîíîâ íà ïðîâîäèìîñòü ÑÌÅ-êàíàëîâ
èñïîëüçîâàëè ïðîâîäèìîñòè êàíàëîâ ïðè V � 0 (G (V �
� 0) = G0). Ñîîòâåòñòâóþùàÿ ýêñòðàïîëÿöèÿ êðèâûõ íà
ðèñ. 3 äàåò: G

NaCl

0 = 13.1 ± 0.5 ïÑì, G
NaAsp

0 = 1.4 ± 0.1 ïÑì,
G

NaGlc

0 = 0.6 ± 0.2 ïÑì.
Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ

âðåìåí æèçíè êàíàëîâ â òåõ æå ñèñòåìàõ. Â òàáë. 2 ïðèâå-
äåíû çíà÷åíèÿ t â ìåìáðàíàõ, îìûâàåìûõ 0.4 Ì ðàñòâîðà-
ìè íàòðèåâûõ ñîëåé õëîðà, àñïàðòàòà è ãëþêîíàòà. Êàê
âèäíî èç äàííûõ òàáë. 2, t â ïðèñóòñòâèè àíèîíîâ ãëþêî-
íàòà è õëîðà â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè ñîâïàäàåò, à â ïðè-
ñóòñòâèè àíèîíîâ àñïàðòàòà — â 2 ðàçà áîëüøå.

Èñïîëüçóÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî íàéäåííûå âåëè÷èíû
λ

NaAsp

0 = 83.5 Ñì�ñì2/ã-ýêâ è λ
NaGlc

0 = 79.0 Ñì�ñì2/ã-ýêâ,
ðàññ÷èòàëè ðàäèóñû àíèîíîâ àñïàðòàòà è ãëþêîíàòà è
÷èñëî ïåðåíîñà Asp–: rAsp = 0.28 ± 0.01 íì, rGlc = 0.32 ±
� 0.01 íì, t

Asp

0 = 0.40 ± 0.04. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ðàäèó-
ñîâ àíèîíîâ àñïàðòàòà è ãëþêîíàòà îêàçàëèñü íà 10 % ìå-
íüøå ïðèâåäåííûõ â ðàáîòå Ñìèòà è ñîàâòîðîâ (Smith et
al., 1999), ÷òî ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ðàçëè÷íûõ ñïîñî-
áîâ àïïðîêñèìàöèè ïðîñòðàíñòâåííîé ôîðìû èîíîâ ïðè
ðàñ÷åòå èõ ðàçìåðîâ.

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî ÑÌÅ-êàíàë â ÄÔÔÕ-ìåìáðàíå ãîðàçäî
áîëåå ïðîíèöàåì äëÿ àíèîíîâ õëîðà, ÷åì äëÿ êàòèîíîâ íà-
òðèÿ. ×èñëî ïåðåíîñà â êàíàëå (tch) äëÿ àíèîíîâ õëîðà ñî-
ñòàâëÿåò tch Cl = 0.97 ± 0.02 (Malev et al., 2002). Çíàÿ ÷èñëî
ïåðåíîñà èîíà â êàíàëå, ìîæíî îïðåäåëèòü ïðîâîäèìîñòü
êàíàëà, îáóñëîâëåííóþ ýòèì èîíîì, G G ti NaCl ch i

0 0= ⋅ . Ñîîò-
âåòñòâóþùèå çíà÷åíèÿ äëÿ Cl– è Na+: GCl

0 = 12.7 ± 0.8 ïÑì,
GNa

0 = 0.4 ± 0.3 ïÑì. Ïîñëåäíÿÿ âåëè÷èíà â ïðåäåëàõ ïî-
ãðåøíîñòè ñîâïàäàåò ñ ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëåííîé
ïðîâîäèìîñòüþ ÑÌÅ-êàíàëà â ÄÔÔÕ-ìåìáðàíå, îìûâàå-
ìîé 0.4 M ðàñòâîðîì NaGlc, ïðè V� 0 (GNaGlc

0 = 0.6 ±
� 0.2 ïÑì). Íà ýòîì îñíîâàíèè ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî

âñëåäñòâèå áîëüøèõ ðàçìåðîâ àíèîí ãëþêîíàòà íå ìîæåò
ïðîéòè ÷åðåç êàíàë è ïðîâîäèìîñòü ïîðû îáóñëîâëåíà
ïðîâîäèìîñòüþ êàòèîíîâ íàòðèÿ. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïî-
ëîæåíèÿ ãîâîðÿò ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ñåëåêòèâíîñòè êà-
íàëîâ, ñôîðìèðîâàííûõ àíàëîãîì ÑÌÅ, ñèðèíãîïåïòè-
íîì 25À (ÑÏ25À), â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ NaCl è
NaGlc. Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîíèöàåìîñòü ÑÏ25À-êà-
íàëà äëÿ àíèîíîâ ãëþêîíàòà â 50 ðàç ìåíüøå, ÷åì õëîðà
(Carpanetto et al., 2002). Ðàäèóñ ÑÏ25À-êàíàëà (~0.9 íì;
ïî: Dalla Serra et al., 1999) áîëüøå, ÷åì ÑÌÅ-êàíàëà (ñðåä-
íåå çíà÷åíèå äëÿ áîëüøåãî óñòüÿ ñîñòàâëÿåò ~0.7 íì; ïî:
Ostroumova et al., 2007). Ïîýòîìó ïðîíèöàåìîñòü ÑÌÅ-êà-

Ïðîâîäèìîñòü ôèòîòîêñèíîâûõ êàíàëîâ â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ îðãàíè÷åñêèõ èîíîâ 673

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ïðîâîäèìîñòè CME-êàíàëîâ (G) îò V â
ÄÔÔÕ-ìåìáðàíàõ, îìûâàåìûõ 0.4 Ì ðàñòâîðîì: NaCl (1), Na-

Asp (2), NaGlc (3).

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå âðåìåíè æèçíè ýëåìåíòàðíûõ CME-êà-
íàëîâ â ÄÔÔÕ-ìåìáðàíàõ, îìûâàåìûõ 0.4 Ì ðàñòâîðîì: à —

NaCl, á — NaAsp, â — NaGlc.



íàëîâ äëÿ àíèîíà ãëþêîíàòà äîëæíà áûòü ìåíüøå, ÷åì
äëÿ ÑÏ25À-êàíàëîâ, ò. å. áëèçêà ê íóëþ.

Ïðåäïîëîæèâ, ÷òî â ðàñòâîðå NaAsp ïðîâîäèìîñòü
êàíàëà, îáóñëîâëåííàÿ íàòðèåì, òàêàÿ æå, êàê â ðàñòâîðàõ
NaCl èëè NaGlc, è ðàâíà 0.4—0.6 ïÑì, ìîæíî íàéòè ïðî-
âîäèìîñòü êàíàëà, îáóñëîâëåííóþ àíèîíàìè Asp: GAsp

0 =
= 0.9 ± 0.2 ïÑì. Òîãäà îòíîøåíèå ïðîâîäèìîñòè êàíàëà â
ðàñòâîðå NaCl, îáåñïå÷èâàåìîé àíèîíàìè õëîðà, ê ïðîâî-
äèìîñòè êàíàëà â ðàñòâîðå NaAsp, îáóñëîâëåííîé àíèîíà-
ìè àñïàðòàòà, ðàâíî G GCl Asp

0 0 = 14.1 ± 4.0.
Ïðåíåáðåãàÿ ñëàáîâûðàæåííîé çàâèñèìîñòüþ ÷èñåë

ïåðåíîñà àíèîíà Cl â âîäíûõ ðàñòâîðàõ îò êîíöåíòðàöèè
ñîëè (Íèêîëüñêèé, 1964), ìîæíî íàéòè óäåëüíóþ ýëåêò-
ðîïðîâîäíîñòü àíèîíà õëîðà â 0.4 M ðàñòâîðå NaCl êàê
κ κCl NaCl Clt= ⋅ =0 23.4 ìÑì/ñì, ãäå κNaCl = 37.8 ìÑì/ñì.
Óäåëüíàÿ ýëåêòðîïðîâîäíîñòü àíèîíîâ àñïàðòàòà â ðàñ-
òâîðå 0.4 Ì NaAsp ðàâíà κ κAsp NaAsp Aspt= ⋅ =0 7.8 ìÑì/ñì, ãäå
κNaAsp = 19.5 ìÑì/ñì. Òîãäà cîîòíîøåíèå κ κÑl Asp = 3.0.

Ïðè ðàâåíñòâå êîíöåíòðàöèé óäåëüíàÿ ýëåêòðîïðî-
âîäíîñòü èîíîâ â ðàñòâîðå èëè èõ ïðîâîäèìîñòü â êàíàëå
ïðîïîðöèîíàëüíà ïîäâèæíîñòè èîíîâ â âîäíîì ðàñòâîðå
(ui) èëè â êàíàëå (uch i). Íà ýòîì îñíîâàíèè ìîæíî çàïèñàòü
ñîîòíîøåíèå:

G

G

u

u

u
Cl

Asp

Cl

Asp

chCl

Cl

0

0

⎛

⎝
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⎜

⎞

⎠
⎟
⎟

⎛

⎝
⎜
⎜

⎞

⎠
⎟
⎟ =

⎛

⎝
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⎞

⎠
⎟⎟

κ
κ

ch Asp

Aspu

⎛

⎝
⎜
⎜

⎞

⎠
⎟
⎟ = 4.7 � 1.3.

Ñðàâíåíèå ñîîòíîøåíèé ïîäâèæíîñòåé àíèîíîâ õëî-
ðà è àñïàðòàòà â ÑÌÅ-êàíàëå è â âîäíîì ðàñòâîðå ïîêàçû-
âàåò, ÷òî ïîäâèæíîñòü Asp– â êàíàëå ïî ñðàâíåíèþ ñ âî-
äíûì ðàñòâîðîì ïðèáëèçèòåëüíî â 5 ðàç ìåíüøå, ÷åì ñî-
îòâåòñòâóþùåå ñîîòíîøåíèå äëÿ Cl–. Òàêîå âîçìîæíî,
åñëè àíèîíû â êàíàëå èäóò íå ïî ìåõàíèçìó ñâîáîäíîé
äèôôóçèè, à ñóùåñòâóåò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå
èîíîâ ñ êàíàëîì, ýíåðãèÿ êîòîðîãî äëÿ Asp– áîëüøå, ÷åì
äëÿ Cl–. Î ñâÿçûâàíèè èîíîâ â ÑÌÅ-ïîðå ãîâîðÿò ðåçóëü-
òàòû íàøèõ èçìåðåíèé çàâèñèìîñòè ïðîâîäèìîñòè êàíà-
ëîâ ïðè V � 0 (GT

0) îò òåìïåðàòóðû (T) â 0.4 Ì ðàñòâîðå
NaCl (Îñòðîóìîâà è äð., 2009). Ìû ïîëó÷èëè, ÷òî çíà÷å-
íèå ýíåðãèè àêòèâàöèè òðàíñïîðòà èîíîâ ÷åðåç ÑÌÅ-êà-
íàë (7 êêàë/ìîëü) â 2 ðàçà ïðåâûøàåò âåëè÷èíó ýíåðãèè
àêòèâàöèè ñâîáîäíîé äèôôóçèè èîíîâ â âîäíîì ðàñòâîðå
(~ 3.3 êêàë/ìîëü).

Â ñâÿçè ñ íàëè÷èåì ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ïðîíèêàþùèõ èîíîâ ñ ïîðîé ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ îáíà-
ðóæåííîå ðàçëè÷èå t â èññëåäîâàííûõ ñèñòåìàõ (òàáë. 2).
Ñðåäíåå âðåìÿ ïðåáûâàíèÿ òîêñèíîâûõ êàíàëîâ â îòêðû-
òîì ñîñòîÿíèè â 2 ðàçà ìåíüøå â ìåìáðàíàõ, îìûâàåìûõ
ðàñòâîðàìè NaCl è NaGlc, ïî ñðàâíåíèþ ñ NaAsp. Âðåìÿ
æèçíè ÑÌÅ-êàíàëîâ êîððåëèðóåò ñ ðàçìåðîì èîíà, îñó-

ùåñòâëÿþùåãî ïðîâîäèìîñòü. Â ñèñòåìàõ, ñîäåðæàùèõ
NaCl è NaGlc, ïðîâîäèìîñòü êàíàëîâ îáóñëîâëåíà èîíàìè
Cl– è Na+, ðàçìåð êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì Asp–,
â îñíîâíîì îïðåäåëÿþùèõ ïðîâîäèìîñòü ïîðû â ðàñòâîðå
NaAsp.

Ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ïðîíèêàþùèõ
àíèîíîâ óêàçûâàåò íà íàëè÷èå ñåëåêòèâíîãî ôèëüòðà â
âîäíîé ïîðå ÑÌÅ-êàíàëà. Òàêèì ôèëüòðîì äîëæåí ñëó-
æèòü íàèáîëåå óçêèé ó÷àñòîê êàíàëà, èìåþùèé ïîëî-
æèòåëüíûé çàðÿä. Â öèñ-óñòüå êàíàëà íàõîäÿòñÿ ìîëåêóëû
ÑÌÅ, íåñóùèå ïîëîæèòåëüíûå çàðÿäû, è îíî èìååò â
2 ðàçà ìåíüøèé ðàäèóñ, ÷åì òðàíñ-óñòüå (Ostroumova
et al., 2007). Ñîâïàäåíèå îïðåäåëåííîãî ðàíåå ðàäèóñà
öèñ-óñòüÿ êàíàëà (0.30 � 0.05 íì) (Ostroumova et al., 2007)
è ðàäèóñà íå ïðîíèêàþùåãî ÷åðåç êàíàë àíèîíà ãëþêîíà-
òà (0.32 � 0.01 íì) äàåò îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî ñåëåêòèâ-
íûé ôèëüòð êàíàëà íàõîäèòñÿ â öèñ-óñòüå è åãî ðàäèóñ ñî-
ñòàâëÿåò 0.31 � 0.01 íì.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå â ðàáîòå ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷íîì ýëåêòðîñòàòè÷åñêîì âçàèìî-
äåéñòâèè àíèîíîâ Cl– è Asp– ñ ñåëåêòèâíûì ôèëüòðîì
ÑÌÅ-êàíàëà, êîòîðûé íàõîäèòñÿ â îáëàñòè öèñ-óñòüÿ êà-
íàëà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Â. Â. Ìàëåâó çà
ïëîäîòâîðíîå îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ, Ô. À. Ãóðüíåâó
çà ó÷àñòèå â èçìåðåíèÿõ è Ä. Òàêåìîòî çà ïðåäîñòàâëå-
íèå ñèðèíãîìèöèíà Å.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-04-00883-à), ïðîãðàììû «Âåäóùèå íàó÷-
íûå øêîëû» (ïðîåêò 1135.2008.4) è ïðîãðàììû ïðåçèäèó-
ìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Ò à á ë è ö à 2

Ñðåäíèå âðåìåíà æèçíè îäèíî÷íûõ ÑÌÅ-êàíàëîâ (t)
â ÄÔÔÕ-ìåìáðàíàõ â ïðèñóòñòâèè àíèîíîâ

ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà

Ñîñòàâ ðàñòâîðàà t, c

NaCl 0.51 � 0.04

NaAsp 1.05 � 0.09

NaGlc 0.46 � 0.06

à Êîíöåíòðàöèè è pH âñåõ îêîëîìåìáðàííûõ ðàñòâîðîâ ñîîòâåòñò-
âåííî 0.4 Ì è 6.
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CONDUCTANCE OF PHYTOTOXIN CHANNELS IN THE PRESENCE OF LARGE ORGANIC IONS
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In this study we evaluated the effect of penetrating anion size on the properties of the channels formed by
cyclic lipodepsipeptide syringomycin E (SRE) in bilayer lipid membranes. Conductance and the mean lifetime
of the SRE channels have been measured in 0.4 M solutions of sodium chloride, aspartate, and gluconate. Com-
parison of the results of conductometrical and electrophysiological measurements has shown: 1) ratio of mobili-
ties of aspartate anions in the channel and in the water solution is 5 times lower than that for chlorine anions;
2) conductivity of the channels in the presence of sodium gluconate is due mainly to cations. The results obtai-
ned indicate binding of the penetrating anions to the selective filter of the SRE pore. The radius of the SRE
channel selective filter has been established (r � 0.3 nm) and its localization in the cis-mouth of the pore has be-
en found.

K e y w o r d s: bilayer lipid membranes, channel-forming toxins, single ion channels, selective filter of the
pore.
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