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Сероводород (сульфид водорода, H2S), который при физиологических условиях существует 
в клетках преимущественно в форме аниона HS-, рассматривают в качестве газообразного транс-
миттера меж- и внутриклеточных сигналов наравне с монооксидами азота и углерода. Анализ 
динамики содержания H2S в живых клетках невозможен без создания чувствительных и специ-
фичных зондов. Группой K.H. Ahn было синтезировано несколько соединений на основе ацедана 
(acedan), которые в присутствии H2S присоединяли сульфгидрильную группу, образуя флуорес-
цирующие карбоциклические соединения. По спектральным характеристикам и скорости реаги-
рования с H2S оптимальным оказалось вещество P3, образующее карбоциклические соединение 
csP3, которое обладает таким же большим смещением Стокса, как P3 (~130 нм), но имеет более 
яркую флуоресценцию. В данной работе проверили пригодность csP3 для регистрации изме-
нений H2S в растворах, имитирующих минимальный солевой состав внутриклеточный среды, 
а также в клетках первичной нейрональной культуры из коры головного мозга крысы. Обнару-
жено, что интенсивность флуоресценции csP3, который образуется при добавлении Na2S (донора 
H2S, 100 и 300 мкМ) к раствору Р3, различается для растворов, соответствующих по солевому 
составу внеклеточной среде и цитозолю. В обоих случаях флуоресценция увеличивается в при-
сутствии бикарбоната (NaHCO3, 10 мМ). Снижение полярности растворов за счет добавления 
диметилсульфоксида (30% по объему) сдвигало эмиссию на ~10 нм в коротковолновую область 
и вдвое увеличивало интенсивность. Глутамат (10 мкМ, в присутствии 10 мкМ глицина, 0 Mg2+) 
увеличивал флуоресценцию зонда, но только в тех нейронах, в которых не возникла отсроченная 
дерегуляция кальциевого гомеостаза. Добавление к клеточной культуре Р3 или csP3 вызывало 
быстрое увеличение флуоресцентного сигнала, который через 3–5 мин сменялся медленным ро-
стом сигнала. Сделан вывод, что продукт реакции Р3 с H2S чувствителен к изменению солевого 
состава внутриклеточной среды и может перераспределяется в клетках между водным и более ги-
дрофобным окружением. Эти обстоятельства затрудняют интерпретацию роста флуоресценции 
Р3 в клетках как количественного показателя наличия H2S и требуют дополнительных исследо-
ваний свойств этого и структурно родственных зондов H2S.
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перестроек [18]. В этой связи возникает вопрос: 
в какой мере изменение флуоресценции Р3, добав-
ленного к культуре клеток, отражает образование 
csP3 в результате увеличения концентрации вну-
триклеточного H2S, и в какой степени изменение 
флуоресценции отражает перераспределение P3 
и csP3 между компартментами клетки с различной 
полярностью?

В данной работе мы проверили пригодность 
csP3 для регистрации изменений H2S в растворах, 
имитирующих минимальный солевой состав вну-
триклеточный среды, а также в клетках первич-
ной нейрональной культуры из коры головного 
мозга крысы. Обнаружено что продукт реакции 
Р3 с сульфидом натрия (Na2S), который служил 
донором HS–, чувствителен к изменению солевого 
состава внутриклеточной среды и, по-видимому, 
постепенно перераспределяется между водным 
и более гидрофобным окружением – вероятно, 
внутриклеточными мембранами и белками. Эти 
процессы могут происходить при добавлении ней-
ротоксических доз глутамата, что осложняет интер-
претацию сигналов зонда Р3 как индикатора H2S.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Измерения спектральных характеристик и ки-
нетики образования флуоресцирующего зонда. Из-
мерения спектров флуоресценции Р3 и кинетики 
образования из него флуоресцирующего карбо-
циклического соединения, содержащего сульф-
гидрильную группу (csP3), проводили на мульти-
функциональном плашечном ридере ClarioStar 
(BMG LABTECH GmbH, Германия). Использовали 
96-луночные планшеты, стенки которых сделаны 
из черного пластика для предотвращения про-
никновения флуоресценции из соседних лунок 
(Corning, США). Измерения выполняли в раство-
ре, состав которого соответствует внеклеточной 
среде, использованной для флуоресцентно-ми-
кроскопических измерений, но без глюкозы (см. 
ниже), либо в растворе, минимальный солевой 
состав которого соответствует внутриклеточной 
среде (мМ): 130 KCl, 5 NaCl, 1 MgCl2, 2 NaH2PO4, 
1 Na2HPO4, 20 HEPES, pH 7.2. Состав солевых 
растворов, имитирующих внутриклеточную среду, 
выбран на основании работ [19, 20].

Приготовление первичных культур нейрональных 
клеток. Первичные культуры нейронов получали из 
коры головного мозга крыс линии Вистар (P1-P2), 
как описано ранее [21, 22]. Животных анестези-
ровали, обезглавливали, кору удаляли и отделяли 
от мозговых оболочек. Извлеченные ткани про-
мывали раствором Хенкса, не содержащим Са2+ 
и Mg2+, измельчали, инкубировали в растворе 

ВВЕДЕНИЕ

Эндогенный сероводород (сульфид водорода, 
H2S) рассматривают в качестве третьего газообраз-
ного трансмиттера меж- и внутриклеточных сигна-
лов наравне с оксидом азота (NO) и монооксидом 
углерода (CO) [1–6]. H2S может образовываться 
в различных клетках, тканях, органах и систе-
мах двумя ферментами цистатионин-β-синта-
зой и цистатионин-γ-лиазой, использующими 
L‑цистеин и гомоцистеин в качестве субстратов. 
В клетках мозга и эпителия сосудов был обнару-
жен третий фермент 3-меркаптопируват сульфид-
трансфераза (3-mercaptopyruvate sulfurtransferase; 
EC2.8.1.2) [2, 7], который совместно с цистеина-
минотрансферазой (производит H2S, используя 
в качестве субстратов L‑цистеин и α-кетоглутарат 
[8–11]. Нарушения сигнального пути H2S прояв-
ляются при нейродегенеративных заболеваниях 
(болезнь Альцгеймера, синдром Дауна) [12, 13].

Для исследования роли H2S во внутриклеточном 
сигналинге критично наличие флуоресцентных 
зондов, чувствительных к низким концентрациям 
H2S, обладающих высокой яркостью (сочетанием 
большой молярной экстинкции и высокого кван-
тового выхода флуоресценции), скоростью реаги-
рования с H2S, имеющих значительное смещение 
спектров эмиссии относительно спектров возбуж-
дения (смещение Стокса) и низкую фототоксич-
ность. Важно также знать, в каком компартменте 
клетки зонд локализуется. В нормальных условиях 
в клетке и внеклеточной среде H2S существует 
преимущественно в форме аниона HS–, и поэто-
му желательно, чтобы флуоресцентный зонд мог 
реагировать также с этим анионом. Разработка 
флуоресцентных зондов, обладающих перечис-
ленными свойствами, продолжается [13–17], од-
нако их коммерческая доступность пока весьма 
ограничена. Среди доступных можно отметить 
флуоресцентный зонд на H2S и его анионную фор-
му HS–, созданный группой K.H. Ahn на основе 
производных ацедана (acedan) [1]. В указанной 
работе синтезировано несколько производных 
ацедана, названных Р1, Р2 и Р3, которые образуют 
в присутствии H2S карбоциклические соединения, 
включающие сульфгидрильную группу и имею-
щие яркую флуоресценцию, и большое смеще-
ние Стокса (свыше 100 нм). Наиболее удачным по 
спектральным характеристикам и скорости реа-
гирования с H2S оказалось производное Р3 (csP3, 
аббревиатура предложена авторами настоящей 
работы). Производные ацедана обладают высокой 
чувствительностью флуоресценции к полярно-
сти микроокружения, что позволяет рассматри-
вать их как зонды внутриклеточных структурных 
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папаина (12 мин, 37оC) и диссоциировали в све-
жей МЕМ. Суспензию центрифугировали (200 g, 
2×5 мин, 4оC), осадок ресуспендировали до кон-
центрации 106 клеток/мл в нейробазальной среде 
(NBM), содержащей B‑27 и пенициллин/стреп-
томицин. Аликвоты суспензии клеток (250 мкл) 
переносили в лунки со стеклянным дном (диаметр 
лунок 14 мм) 35-мм чашек Петри (MatTeck, США). 
Клетки культивировали в инкубаторе при 37оC, 
в атмосфере, содержащей 95% воздуха и 5% CO2, 
при 100% относительной влажности. Через 2–3 дня 
в среду добавляли цитозинарабинозид А (Ara-C, 
5 мкМ) для снижения пролиферации глиальных 
клеток. Каждые 3–4 суток заменяли 1/3 среды на 
свежую. Культуры использовали в экспериментах 
через 9–11 дней после посева.

Флуоресцентно-микроскопические измерения. 
Для измерения внутриклеточной концентрации 
свободного Са2+ ([Ca2+]i) клетки нагружали ин-
дикатором Xrhod‑5F в форме ацетоксиметилового 
(АМ) эфира (Xrhod‑5F/AM), предварительно сме-
шав с неионным детергентом Pluronic F‑127. Кон-
центрации Xrhod‑5F/AM и Pluronic F‑127 в сре-
де с клетками составляли соответственно 1 мкМ 
и 0.02%. Инкубацию с индикатором проводили 
в нейробазальной среде (37оС, в атмосфере 5% 
СО2). При выполнении флуоресцентно-микро-
скопических измерений нейробазальную среду 
замещали водно-солевым буфером, содержащим 
(мМ) 130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 
5 глюкозы; pH 7.4.

Измерения флуоресценции в клеточных культу-
рах выполнены на инвертированном микроскопе 
Nikon Ti2 (Nikon, Япония). В качестве источни-
ков возбуждающего света для Р3 использовали 
pE‑340Fura со светофильтром 387±6 нм и для 
Xrhod‑5F – pE‑300 со светофильтром 578±10 нм 
(CoolLED, Великобритания). Эмиссию реги-
стрировали, используя встроенные в программ-
но-управляемое фильтровое колесо светофиль-
тры 483±16 и 520±18  нм для Р3 и 641±37 нм для 
Xrhod‑5F. Изображения получали с помощью 
охлаждаемой sCMOS камеры Prime BSI Express 
(Teledyne Photometrics, США). Регистрацию, хра-
нение и первичную обработку данных проводи-
ли, используя программное обеспечение Nikon 
NIS-Elements (Япония).

Xrhod‑5F/AM приобретен у ThermoFisher 
(США), Pluronic F‑127 у Molecular Probes (США), 
зонд Р3 (2-(3-(6-(2-hydroxyethylamino)naphthalen‑2-
yl)-3-oxoprop‑1-enyl)-3,5-dimethoxybenzaldehyde) 
приобретен у Sigma-Aldrich. Базовые растворы 
Xrhod‑5F/AM (1 мМ) и Pluronic F‑127 (20%) го-
товили в диметилсульфоксиде.

Статистическую обработку данных и построение 
графиков осуществляли, используя программы 
Microsoft Excel и Graph Pad Prizm‑8.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Флуоресценция Р3 и продукта его взаимодей-
ствия с Na2S в буферных растворах. Структурные 
формулы Р3 и его производного, включающе-
го 5-членный цикл и боковую HS‑группу (csP3), 
которое образуется в результате взаимодействия 
с сульфид-ионом или сероводородом, показаны 
на рисунке 1 [1].

Кинетика образования csP3 в результате взаи-
модействия Р3 (10 мкМ) с сульфидом натрия (Na2S, 
100 мкМ) представлена на рис. 2. Благодаря гидро-
лизу, Na2S служит стандартным донором SH–/H2S 
[1, 23, 24], Реакцию проводили в солевом растворе, 
который мы обычно используем для флуорес-
центно-микроскопических измерений клеточных 
культур (за исключением того, что не добавляли 
глюкозу; см. “Материалы и методы”). Кинетику 
образования csP3 отслеживали в течение 5 мин 
после начала реакции Р3 с SH–/H2S (после добав-
ления Na2S). Измерения флуоресценции показали, 
что за время смешивания Р3 с Na2S, раскапывания 
растворов по лункам и запуска регистрации (в со-
вокупности около 5 мин) успевало пройти около 
70% реакции Р3 с H2S. Относительные изменения 
флуоресценции соответствуют данным работы [1] 
для таких же концентраций зонда и Na2S.

Химическая структура исходного соединения 
Р3 и его карбоциклического сульфгидрильного 
производного csP3 указывают на значительную 
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Рис. 1. Структура слабо флуоресцирующего соедине-
ния Р3 и сильно флуоресцирующего продукта его вза-
имодействия с сульфидом водорода и сульфид-ионом 
в водном растворе (заимствовано с изменениями из [1]).
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гидрофобность этих соединений (рис. 1) [1, 18]. Это 
позволяет предположить, что оба вещества, будучи 
добавленными к клеткам, могут перераспределять-
ся между водным и менее полярным окружением, 
например, между мембранами и белками.

Перемещение молекулы в менее полярное 
окружение, как правило, вызывает сдвиг спектра 
эмиссии в более коротковолновую область и уве-
личение квантового выхода флуоресценции [25]. 
Мы убедились, что это универсальное правило дей-
ствует для Р3 и csP3, добавив диметилсульфоксид 
(DMSO, 30% по объему) (рис. 3). Это наблюдение 
соответствует данным [18] о значительной чувстви-
тельности флуоресценции производных ацедана 
к полярности/гидрофобности микроокружения.

Учитывая приведенные выше данные о чувстви-
тельности флуорофорной части молекулы csP3 
к микроокружению, мы проверили, будет ли влиять 
смена солевого состава раствора на флуоресцен-
цию зонда. Для этого сопоставили флуоресценцию 
csP3 в растворе, солевой состав которого напоми-
нает таковой во внеклеточной среде организма 
млекопитающих (рис. 4а), с флуоресценцией csP3 
в растворе, который по содержанию неорганиче-
ских солей соответствует цитозолю (рис. 4в) (со-
ставы см. в “Материалах и методах”). Кроме того, 
проверили влияние NaHCO3 на флуоресценцию 
csP3, поскольку внеклеточная и внутриклеточная 
среды организма содержат бикарбонат, который 
образуется в результате окислительного фосфо-
рилирования в митохондриях (рис. 4б и 4г). Мо-
ниторинг флуоресценции начинали через ~5 мин 
после смешения Р3 (10 мкМ) с Na2S (300 мкМ).

Оказалось, что в растворе, приближенном по 
солевому составу к внутриклеточному, добавление 
Na2S к Р3 (рис. 4в) увеличивает флуоресценцию 
сильнее, чем в растворе, соответствующем внекле-
точному раствору (рис. 4а). При этом со временем 
флуоресценция csP3 медленно снижалась. Добавле-
ние бикарбоната до концентрации, которая близка 
к физиологической снаружи и внутри клеток (10 мМ 
NaHCO3) [26], медленно увеличивало флуоресцен-
цию в обоих растворах в отсутствие Na2S (рис. 4б, 
4г). Наличие бикарбоната практически не влияло на 
сигнал csP3 в присутствии Na2S в обоих растворах 
(рис. 4б, 4г). Плавный рост флуоресценции в лун-
ках, не имевших Na2S, но содержавших NaHCO3, 
обусловлен, возможно, абсорбцией газообразного 
H2S, образовавшегося в соседних лунках, в кото-
рые добавляли Na2S.

Флуоресцентная микроскопия клеток, окрашен-
ных Р3. Опираясь на молекулярные структуры 
Р3 и csP3 (рис. 1), можно предположить способ-
ность этих веществ к перераспределению между 
водной и гидрофобной фазами и зависимость их 
флуоресценции от полярности микроокружения. 
Это предположение было подтверждено влиянием 
добавок диметилсульфоксида на спектры эмиссии 
флуоресценции Р3 и csP3 (рис. 3, см. также [18]). 
Переход в более гидрофобное окружение вызывает 
одновременно с ростом интенсивности флуорес-
ценции коротковолновый сдвиг полосы эмиссии 
[25], поэтому изображения (рис. 5а, 5б) и кине-
тику встраивания Р3 в клетки и его превращения 
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Рис. 2. Изменения флуоресценции, вызванные до-
бавкой сульфида натрия (Na2S, 100 мкМ), служащего 
донором H2S, к раствору Р3 (10 мкМ). Состав мини-
мального солевого раствора (мМ): 130 NaCl, 5 KCl, 
20 HEPES, 2 СaCl2, 1 MgCl2, рН 7.4. Длины волн воз-
буждения (Ex) и регистрации флуоресценции (Em) 
соответственно 380 ± 8 и 510 ± 10 нм. Концентрации 
Р3 и Na2S соответственно 10 и 100 мкМ.

Рис. 3. Спектры флуоресценции исходного Р3, его 
карбоциклического сульфгидрильного производ-
ного (csP3), образовавшегося при добавлении Na2S, 
и влияние полярности среды на флуоресценцию Р3 
и csP3. Спектры записаны через 20 мин после сме-
шения Р3 с  Na2S. Концентрации реагентов и  со-
став раствора как на рис.  2. Спектры Р3+DMSO 
и csP3+DMSO получены после добавления к соот-
ветствующим растворам DMSO (30% по объему). 
Длина волны возбуждения флуоресценции 380±8 нм.
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в csP3 (рис. 5в, 5г) регистрировали на двух длинах 
волн эмиссии 483±16 и 520±18 нм. Видно, что 
флуоресценция клеток первичной нейрональной 
культуры из мозга крысы, к которым добавили Р3 
(10 мкМ), распределена в основном в цитоплазме 
и значительно менее интенсивна в области ядра 
(рис. 5а, 5б). Такое распределение зонда указыва-
ет на то, что мембранные структуры цитоплазмы 
и, возможно, белки связывают больше зонда, чем 
водная фаза, и/или имеют гораздо более интен-
сивную флуоресценцию. Кинетика подъема флу-
оресценции была нелинейной в первые 10 мин 
после добавления P3, а затем практически линейно 
возрастала течение последующих 20 мин (рис. 5в, 
5д). Отмывание раствора, содержащего Р3, также 
имела ярко выраженный двухфазный характер. 
Для проверки полноты превращения Р3 в csP3 
дополнительно вносили Na2S (100 мкМ), служа-
щий донором H2S. Ускорения прироста флуорес-
ценции не обнаружено (рис. 5в, 5д). Отсутствие 

прироста флуоресценции при добавлении Na2S 
может свидетельствовать о том, что (1) спустя 55 
мин после добавки весь Р3 уже превратился в csP3, 
либо (2) рост флуоресценции отражает не столько 
образование csP3, сколько его перераспределение 
между зонами клетки разной гидрофобности. Если 
кинетика роста флуоресценции отражает перерас-
пределение Р3 и csP3 между водным окружением 
и внутриклеточными структурами и компонентами 
(например, белками), имеющими меньшую поляр-
ность, чем вода, то отношение интенсивностей 
эмиссии флуоресценции при 483±16 и 520±18 нм 
должно непрерывно возрастать. Однако отношение 
интенсивностей эмиссии 483/520 оказалось посто-
янным на протяжении всего времени присутствия 
Р3 в растворе, а также после удаления Р3. Кроме 
того, отношение интенсивностей флуоресценции 
в цитоплазме и в ядре не зависело от длины волны 
регистрации излучения зонда (рис. 5г, 5е).

Рис. 4. Влияние солевого состава раствора на флуоресценцию H2S‑зонда csP3. Флуоресценция csP3 в растворе, 
приближенном по составу солей к внеклеточной среде (а) и к минимальному солевому составу цитозоля (в), и вли-
яние бикарбоната натрия (NaHCO3, 10 мМ) на флуоресценцию csP3 во внеклеточном (б) и внутриклеточном (г) 
растворах. Составы растворов и рН указаны в “Материалах и методах”. Условия регистрации флуоресценции как 
на рис. 2.
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Рис. 5. Флуоресценция производного P3 в области ядра существенно ниже, чем в области цитозоля. а, б – Изобра-
жения нейронов при возбуждении при 387 нм и регистрации эмиссии при 483±16 (а) и 520±18 нм (б); получены 
через 23 мин после добавления Р3. На изображениях выделены ROI, кинетика изменений интенсивности которых 
приведена на графиках в, д. Изменения в области ядра обозначены синим цветом, в области цитозоля – красным. 
На панелях г, е сопоставлены интенсивности (левые шкалы) и отношения интенсивностей (правые шкалы) в ци-
топлазме и ядре при регистрации сигналов при 483 и 520 нм (соответственно “Отношение 483 цитозоль/ядро” 
и “Отношение 520 цитозоль/ядро”) через 23 мин после добавления Р3. Интенсивность флуоресценции на всех 
графиках представлена после вычета фона. Объектив 40×/NA=1.35 oil.
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В литературе отмечены как нейропротекторные, 
так и нейротоксические свойства эндогенного 
и экзогенного H2S [8–12]. Поэтому мы провери-
ли на модели глутаматной эксайтотоксичности 
[27–34], будут ли происходить такие изменения 
сигналов Р3, которые можно интерпретировать, 
как изменения концентрации эндогенного H2S. 
Для этого к культивируемым нейронам из кор-
текса новорожденных крыс добавляли Glu (10 
мкМ, 10 мкМ глицина, 0 магния), измеряя од-
новременно изменения [Ca2+]i (флуоресценцию 
Xrhod‑5F) и флуоресценцию Р3/csP3. Glu ввели 
через 25 мин после добавления Р3, когда увели-
чение флуоресцентного сигнала зонда приобрело 
линейный характер. 15-минутное действие Glu 
вызывало развитие отсроченной кальциевой де-
регуляции (ОКД) [27] в 51% нейронов (286 из 560 
клеток, три эксперимента). Изменения [Ca2+]i 
в одном из трех экспериментов показаны на ри-
сунке 6а и 6б. В нейронах, не имевших ОКД, пер-
воначальный скачок [Ca2+]i сменялся снижением 
[Ca2+]i до более низкого стабильного уровня (рис. 6а). 
Удаление Glu заменой раствора на бескальциевый 
приводило к быстрому снижению [Ca2+]i. Харак-
терной особенностью изменений [Ca2+]i в нейро-
нах, в которых развилась ОКД, является наличие 
вторичного подъема [Ca2+]i при продолжающемся 
действии Glu (рис. 6б). В таких нейронах удаление 
Glu приводит к снижению [Ca2+]i, как правило, 
после значительной задержки [21, 22, 27, 28].

Подъем флуоресценции Р3/csP3 после добавле-
ния Glu происходил только в тех нейронах, в кото-
рых ОКД не развилась (рис. 6в, 6г). Это различие 
четко видно при совмещении усредненных гра-
фиков флуоресценции Р3/csP3 (рис. 6д), а так-
же при сопоставлении относительного прироста 
флуоресценции зонда в течение первых трех ми-
нут действия Glu (рис. 6е). Отметим, что начало 
роста флуоресценции H2S‑зонда происходило 
с 1.5–2-минутной задержкой относительно скачка 
[Ca2+]i, вызванного глутаматом (см. рис. 6а и 6в).

ОБСУЖДЕНИЕ

Интерес к роли H2S в функционировании био-
логических систем от клетки до организма сильно 
возрос за последние 15 лет (число обзоров, рефе-
рируемых PubMed, увеличилось в 20 раз). В значи-
тельной мере этот интерес обусловлен возможным 
протекторным эффектом H2S в условиях стресса 
[9], в том числе по отношению к клеткам централь-
ной нервной системы [11–13]. Возможность изме-
рять концентрацию этого газообразного трансмит-
тера или хотя бы относительные изменения его 
концентрации является необходимым условием 

исследования роли H2S во внутриклеточном сиг-
налинге. В этой связи критическое значение имеет 
наличие нетоксичных, чувствительных и ярких 
флуоресцентных сенсоров, дающих возможность 
исследовать индивидуальные клетки методом флу-
оресцентной микроскопии.

Недавно описан ряд соединений [1], одно из ко-
торых, Р3, коммерчески доступно и удовлетворяет 
указанным выше критериям. Однако свойства Р3 
и продукта его взаимодействия с H2S (и с анионом 
HS–), csP3, во внутриклеточной среде пока недо-
статочно изучены. Необходимо учитывать, что на 
состав среды могут влиять внешние воздействия. 
В частности, ионный состав нейронов значитель-
но изменяется при эксайтотоксическом действии 
глутамата [27, 28].

В данной работе исследовали пригодность Р3 
в качестве внутриклеточного H2S‑сенсора для 
измерения содержания этого газотрансмиттера 
в индивидуальных клетках нейрональной культуры 
методом флуоресцентной микроскопии. Проведен-
ные эксперименты показали, что (1) в растворах, 
имитирующих по ионному составу внеклеточную 
или внутриклеточную среду, флуоресцентные ха-
рактеристики Р3 и продукта его взаимодействия 
с H2S/HS–, csP3 значительно различаются, и что 
(2) зонды Р3 и csP3, по-видимому, диффунди-
руют во внутриклеточные структуры, в которых 
флуорофорная часть зонда защищена от тушения 
полярным окружением (рис. 3, 4). Перераспреде-
ление Р3 между водной и гидрофобной фазами 
может влиять на кинетику превращения Р3 в csP3 
и на флуоресцентные параметры обеих молекул.

В культивируемых нейронах H2S способен мо-
дулировать активность ионотропных рецепторов 
NMDA‑типа [8, 9, 11]. Эндогенным лигандом ре-
цепторов этого типа служит глутамат, основной 
возбуждающий нейромедиатор ЦНС. Добавка 
Glu к нейрональным клеткам приводит к резкому 
изменению концентраций Na+, K+ и Ca2+ в цито- 
и нуклеоплазме, приближая концентрации этих 
ионов к концентрации внеклеточной среды [27, 
29, 30]. Действие Glu вызывает сильное закисле-
ние [31–33]. Данные, представленные на рис. 3, 
демонстрируют, что изменения флуоресценции 
Р3 и csP3 будут отражать не только изменения 
внутриклеточного содержания H2S (и аниона HS–), 
но также изменения ионного состава внутрикле-
точной среды и могут быть ошибочно интерпрети-
рованы как изменения содержания H2S/HS– при 
воздействии Glu на нейроны.

При добавлении Glu к первичной культуре ней-
ронов происходит набухание сомы клеток [34]. Из-
менение формы сомы нейронов вызвано, вероятно, 
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Рис. 6. Изменения [Ca2+]i и флуоресцентных сигналов H2S‑зонда P3 в соме клеток при действии глутамата (Glu). 
а, б – Изменения [Ca2+]i, в, г, д – изменения сигналов P3/csP3, е – изменения относительных наклонов графиков 
флуоресценции P3/csP3 (нормализованные углы наклона), вызванные добавлением глутамата, в нейронах имев-
ших (+ОКД) и не имевших (–ОКД) отсроченную кальциевую дерегуляцию. На панелях а–г показаны результаты 
одного из трех аналогичных экспериментов. На панели е представлены данные всех трех экспериментов. Отно-
сительные наклоны (Sa/Sb) определяли как тангенсы углов наклона коротких линейных фрагментов сигналов Р3 
индивидуальных нейронов, полученные за 3 мин до (Sb) и в течение первых 3 мин после (Sa) добавления Glu. 
Измерения [Ca2+]i выполнены с помощью XRhod‑5F (возбуждение 578±10, эмиссия 641±37 нм). Глутамат (Glu, 
10  мкМ) добавляли в безмагниевом растворе, содержащем 10 мкМ глицина. Возраст культуры 9 дней.
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изменениями структуры клеточных мембран и, как 
следует из приведенных выше данных, потенциаль-
но способно повлиять на флуоресценцию Р3 и/или 
csP3. Действительно, Glu вызывал увеличение 
флуоресценции Р3 и/или csP3, однако только в тех 
нейронах, в которых ОКД не развилась (рис. 6в 
и 6г). Начало роста флуоресценции H2S‑зонда 
происходило с 1.5–2-минутной задержкой отно-
сительно индуцированного глутаматом скачка 
[Ca2+]i (рис. 6в и 6г). Примерно такая же времен-
ная задержка 1.5–2 мин от момента добавления 
Glu до начала увеличения объема сомы нейронов 
наблюдалась при изучении процесса набухания 
нейронов методами атомно-силовой и флуорес-
центной микроскопии [34].

Потоки ионов через NMDA‑рецепторы быстро 
активируют Na+/K+- и Са2+-ATP‑азы, поддержива-
ющие ионный гомеостаз и, соответственно, резко 
активируют окислительное фосфорилирование 
в митохондриях, снабжающих эти насосы ATP. 
В результате митохондрии значительно увеличива-
ют продукцию СО2 и НСО3

–. Наличие бикарбоната 
значительно влияет на кинетику взаимодействия 
Р3 с донором H2S и HS–, по крайней мере в тех 
случаях, когда донором служит Na2S и солевой 
раствор по составу имитирует внутриклеточную 
среду в покоящихся нейронах (рис. 3). Можно 
ожидать, что внутри клеток флуоресценция Р3 
и csP3 также будет заметно зависеть от внутри-
клеточной концентрации HCO3

–.
Окрашивание зондом Р3 нейронов коры го-

ловного мозга крыс в первичной культуре по-
казало, что Р3 и/или его продукт csP3 сравни-
тельно равномерно распределены в цитоплазме 
и в гораздо меньшей концентрации присутствуют 
в ядре (рис. 5). Это обстоятельство согласуется 
с тем, что Р3 и csP3 преимущественно липофиль-
ные молекулы и должны предпочтительно распре-
деляться в мембраны и гидрофобные зоны белков. 
Не исключено, что такое перераспределение Р3 
между водной и гидрофобной фазами влияет на 
кинетику превращения Р3 в csP3 и на флуорес-
центные параметры обеих молекул.

Суммируя результаты данного исследования, 
отметим, что синтез молекул, имеющих большую 
чувствительность флуоресцентных параметров 
к H2S и быстрее с ним реагирующих, продолжа-
ется [15, 35]. Появляются альтернативные сенсо-
ры H2S, принцип действия которых основан на 
отделении под действием H2S группы, тушащей 
флуоресценцию, от потенциального флуорофо-
ра [17], или химической модификации тушащей 
группы без присоединения H2S [13, 36]. Следует, 
однако, учесть, что у всех этих сенсоров есть общее 

структурное свойство – наличие ароматической 
части, служащей флуорофором. Параметры флу-
оресценции таких зондов будут, как в случае Р3 
и csP3, отражать не только внутриклеточное содер-
жание H2S и HS–, но и перераспределение зондов 
между компартментами клетки и структурами, раз-
личающимися полярностью. Это обстоятельство 
вынуждает с осторожностью интерпретировать 
рост флуоресценции описанных в литературе и рас-
смотренных в данной работе зондов как показатель 
образования внутриклеточной H2S и/или аниона HS–.
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Hydrogen sulfide (H2S), which, under physiological conditions, exists in cells mainly in the form of anion 
HS–, is considered as a gaseous transmitter of inter- and intracellular signals along with nitrogen oxide 
and carbon monoxide. Analysis of the dynamics of H2S content in living cells is impossible without cre-
ating sensitive and specific probes. Several acedan-based compounds have been synthesized in the group 
of K.H. Ahn (Singha et al., 2015. Anal. Chem. 87 (2), 1188–1195). In the presence of H2S these probes 
attach to the sulfhydrilic group and form fluorescent carbocyclic compounds. The carbocyclic derivative 
of P3, compound csP3, was found to be optimal for fluorescence-microscopic studies in terms of spec-
tral characteristics and response time to H2S. In this work, we tested the suitability of csP3 to record 
H2S changes in buffers mimicking the salt composition of the intracellular environment and in primary 
neuronal culture cells from rat cerebral cortex. It was found that reducing the polarity of the solution by 
adding dimethyl sulfoxide (30% by volume) caused a blue shift of the emission by ~10 nm and a twofold 
increase in fluorescence intensity. The csP3 fluorescence depends on the salt composition and increases in 
the presence of bicarbonate (NaHCO3, 10 mM). Addition of P3 or csP3 to the neuronal culture caused a 
rapid increase in fluorescence, which was followed by a slow increase in fluorescence signal after 3–5 min. 
Glutamate (10 μM, in the presence of 10 μM glycine, 0 Mg2+) increased probe fluorescence, but only 
in those neurons in which delayed deregulation of calcium homeostasis did not occur. We conclude that 
the product of the reaction of P3 with H2S is sensitive to a change in the salt composition of the intracel-
lular medium and can be redistributed in cells between water and more hydrophobic environment. This 
means that an increase in P3 fluorescence in cells, especially after the addition of glutamate to neurons, 
does not necessarily indicate an increase in H2S concentration. To confirm the feasibility of using P3 and 
structurally related probes as quantitative indicators of H2S presence, additional studies of the properties 
of these compounds are needed.

Keywords:  fluorescent probe, hydrogen sulfide, primary neuronal cultures, glutamate, excitotoxicity


