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Тропическая рыбка Danio rerio имеет большую популярность как модельный объект для электро-
физиологических исследований сердечной физиологии и патологии человека. D. rerio отличает 
сходство с человеком таких функциональных параметров электрической активности сердца, как 
частота сердечных сокращений, морфология потенциала действия, а также набор деполяризую-
щих и реполяризующих клеточную мембрану ионных токов. D. rerio легко разводить, с рыбкой 
несложно обращаться в эксперименте и легко модифицировать генетически. В обзоре представ-
лены современные данные по структурно-функциональной организации ионных каналов в ми-
оцитах сердца D. rerio.

Ключевые слова: Danio rerio, сердце, кардиомиоцит, ионный ток, электрофизиология

Спиcок cокpащений: МПП – мембранный потенциал покоя; ПД – потенциал действия; СР – 
саркоплазматический ретикулум; ЧСС – частота сердечных сокращений; ЭКГ – электрокардиограмма; 
ICaL – Ca2+-ток L-типа; ICaT – Ca2+-ток T-типа; If или Ih – пейсмекерный ток; IKACh. – ацетилхолин-
зависимый K+-ток внутреннего выпрямления; IKATP – ATP-чувствительный K+-ток внутреннего 
выпрямления; IKCa – ток Ca2+-зависимых K+-каналов; IK2p – ток К+-каналов с двумя поровыми 
доменами; IKr – быстрая компонента К+-тока задержанного выпрямления; IKs – медленная 
компонента К+-тока задержанного выпрямления; IK,slow – медленно инактивирующийся К+-ток; IKur – 
ультрабыстрый К+-ток задержанного выпрямления; IK1 – K+-ток внутреннего выпрямления; INa – Na+-
ток; Ito – транзиторный выходящий ток; LQTS – синдром длинного интервала QT; NCX – натрий-
кальциевый обменник; V0.5a и  V0.5i – потенциал половины максимальной стационарной активации и 
инактивации.

DOI: 10.31857/S0233475524030015, EDN: csxfqk

ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ

Популярными моделями в исследовательских 
работах по изучению нормальной или патоло-
гической физиологии сердца человека являются 
мелкие грызуны – крысы и мыши [1, 2]. Главное 
преимущество использования грызунов заклю-
чается в сходстве с человеком анатомии сердца. 
Однако результаты работы на грызунах не всегда 
могут быть соотнесены с физиологией сердца че-
ловека. Отличительными особенностями физио-
логии сердца мелких грызунов являются высокая 
частота сердечных сокращений (ЧСС), мощный 
транзиторный выходящий ток Ito и медленно инак-
тивирующийся К+-ток IK, slow и отсутствие К+-токов 
задержанного выпрямления IKr и IKs [3–5]. Таким 

образом, лабораторные грызуны обладают ха-
рактерным электрофизиологическим профилем: 
короткий потенциал действия (ПД), сильно выра-
женная фаза начальной быстрой реполяризации 
и низкий потенциал фазы плато.

Пресноводная тропическая рыбка Danio rerio 
успешно используется как альтернатива млеко-
питающим в исследованиях процессов развития 
и тестирования фармакологических препаратов 
[6–10]. Экспериментальная работа с этим объектом 
обладает рядом преимуществ: короткий репродук-
тивный цикл, высокий уровень жизнеспособного 
потомства, оптическая транспарентность в эм-
бриональный период, а также дешевизна и про-
стота содержания. Эмбрионы D. rerio достаточно 
малы для осуществления пассивной диффузии 

mailto:akarpushev@yandex.ru


176	 КАРПУШЕВ и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

специализированного миокарда. Преобладающая 
губчатая мышечная ткань состоит из трабекул, 
радиально выступающих в просвет камеры. Тон-
кий слой кортикального миокарда толщиной от 
2 до 4 клеток окружает трабекулярный слой. Мо-
нослой уплощенных кардиомиоцитов лежит на 
стыке между кортикальным и трабекулярным ми-
окардом. Сердце взрослого животного сильно ин-
нервировано [33] и васкуляризировано [32], имеет 
систему коронарных сосудов, которая снабжает 
кортикальный слой кислородом и питательны-
ми веществами [31]. Таким образом, несмотря на 
различия в размерах и его более простое устрой-
ство, гистологическая организация сердца D. rerio 
и млекопитающих схожа.

ЭКГ и потенциал действия

При анатомическом отличии сердца D. rerio, 
его функциональные характеристики, ЧСС и ЭКГ, 
близки к таковым человека [34, 35]. ЧСС D. rerio 
составляет примерно 120–130 ударов в минуту 
у взрослой рыбки и около 190 ударов в минуту 
у эмбрионов в возрасте 48 ч при температуре воды 
+28оC [18, 36–38]. По данным Schweizer и соавторов 
[38] в диапазоне температур воды от +18 до +30оC 
ЧСС эмбрионов D. rerio изменяется в пределах от 
82.8 до 218.0 ударов в минуту.

Морфологические элементы ЭКГ D. rerio пред-
ставлены P‑волной, QRS‑комплексом и T‑вол-
ной [39]. Профиль ЭКГ D. rerio характеризуется 
высокой степенью сходства с ЭКГ человека [40] 
(рис. 1а). Однако при сравнении ЭКГ следует 
иметь в виду, что регистрация ЭКГ D. rerio про-
исходит при значительно более низких темпера-
турах по сравнению с температурой человека [10]. 
По данным Liu и соавторов [41], интервалы PR, 
QRS и QT у взрослого животного при темпера-
туре воды +25оC составляют 63.5± 7.2, 35.0 ±3.3 
и 282±29  мс соответственно. Внутрибрюшинное 
введение хлорида калия вызывает аритмию с ха-
рактеристиками, сходными с атриовентрикулярной 
блокадой у человека. Наблюдаются нерегулярные 
удлинения интервала RR, изменения длительности 
интервала PR, увеличение длительности комплек-
са QRS вместе с уменьшением положительно-
го и увеличением отрицательного компонентов, 
удлинение или выпадение зубца P. В некоторых 
работах показана инверсия Т‑волны ЭКГ D. rerio, 
причем частота встречаемости инверсии сильно 
различается – от 5 до 97% случаев записи ЭКГ [37, 
42–44]. Также негативная Т‑волна регистрируется 
при криогенных и ампутационных повреждени-
ях миокарда желудочка рыбки [41]. Более того, 
Т‑волна может отсутствовать или регистрироваться 

кислорода во все ткани организма. Это дает шанс 
на развитие даже особям с тяжелейшими карди-
альными нарушениями, в то время как зародыши 
млекопитающих стремительно гибнут.

Как и рыбка Danio rerio, к эктотермным живот-
ным относится другой модельный объект – лягуш-
ка. Электрофизиология сердца лягушки обладает 
сильно выраженной сезонной зависимостью [11–
13]. Показано, что профиль ПД предсердных и же-
лудочковых кардиомиоцитов и плотность K+-токов 
внутреннего выпрямления IK1 и IKACh в большой 
степени меняются в зависимости от сезона [13]. 
Кроме того, в сердце лягушки не описан важней-
ший ток реполяризации IKr [14], а основным ре-
поляризующим током является IKs [15–17].

Регистрация электрофизиологических про-
цессов в сердце D. rerio осуществляется методами 
электрокардиографии, микроэлектродной техники, 
методами локальной фиксации потенциала и оп-
тического картирования с использованием потен-
циал-чувствительных и кальций-чувствительных 
флуоресцентных красителей [18–22].

Сердце Danio rerio

Сердце – первый орган, который начинает 
функционировать у эмбриона D. rerio. Первые 
сердечные сокращения можно обнаружить уже 
через 24 ч после оплодотворения [23]. На этом 
этапе сердце представляет собой линейную трубку, 
состоящую из двух концентрических моносло-
ев: внутреннего эндокарда и внешнего миокарда. 
К 48 ч после оплодотворения все предшественни-
ки миокарда инкорпорируются в сердце, которое 
уже сформировало петлю. На этой стадии четко 
различимы предсердие и желудочек, разделенные 
атриовентрикулярным каналом. В течение 3–5 
дней после оплодотворения эпикард покрывает 
миокард [24–26], и трабекулярные кардиомио-
циты появляются в результате отслоения стенки 
миокарда [27, 28]. Клапаны формируются в атри-
овентрикулярном канале и в выносящем тракте 
[29, 30]. Коронарная сосудистая система в сердце 
D. rerio развивается через несколько недель после 
оплодотворения, когда эндокардиальные клетки 
из атриовентрикулярного канала разрастаются по 
поверхности желудочка [31].

Примерно через 3 месяца после оплодотво-
рения сердце D. rerio имеет диаметр около 1 мм. 
Сердце D.  rerio двухкамерное, включает предсер-
дие и желудочек, также выделяют венозный си-
нус и луковицу аорты. Предсердие и желудочек 
состоят из миокарда, снаружи покрытого эпи-
кардом, а изнутри – эндокардиальными клетка-
ми [32]. Стенка желудочка состоит из трех слоев 
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как положительная, так и отрицательная у одной 
и той же рыбки [44]. Инверсия зубца Т ЭКГ че-
ловека может быть нормой у детей и подростков 
вследствие доминирования правого желудочка или 
может быть связана с различными патологиями: 
ишемической болезнью сердца, гипертрофией 
миокарда правого желудочка и др. [45]. Что явля-
ется нормой для рыбки, и связана ли полярность 
Т‑волны с анатомией желудочка рыбки (трабе-
кулярная структура миокарда затрудняет оценку 

толщины стенки желудочка), на сегодняшний день 
является предметом дискуссии [43, 44].

Запись ЭКГ D. rerio выполняется с помощью 
игольчатых электродов, расположенных на вен-
тральной поверхности в мышечной ткани на 
глубине 0.5–1 мм по средней линии или косо ле-
во-каудально – право-краниально [39, 41, 46–48]. 
Положительный электрод в грудной области, от-
рицательный каудальнее в грудной или аналь-
ной области. Zhao и соавторы [42] использова-
ли три варианта отведения ЭКГ с помощью трех 

Рис. 1. а – Сравнение ЭКГ человека и D. rerio [48]. б – Пример записи ПД желудочкового кардиомиоцита в изоли-
рованном сердце D. rerio [19]. Сравнение ПД желудочковых кардиомиоцитов D. rerio и человека [97].

H. sapiens D. rerio
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регистрирующих электродов в грудной области 
в вершинах воображаемого треугольника с гео-
метрией подобной треугольнику Эйнтховена, но 
с полярностью противоположной той, что присут-
ствует в расположении электродов в стандартных 
отведениях от конечностей человека. Сходство 
в профиле QRS‑комплекса рыбки и человека ав-
торы называют зеркальным, так как сонаправ-
ленность полярности зубцов наблюдается при 
разнонаправленности полярности электродов. 
В следующей работе Zhao и соавторы [43] с по-
мощью четырех электродов в грудной области 
выполнили запись ЭКГ в двух отведениях одно-
временно, моделируя I и II отведения у человека, 
и показали, что электрическая ось сердца D. rerio 
имеет средний угол –69° в системе координат ЭКГ, 
т. е. представляет собой зеркальное отражение 
главной оси сердца человека (в среднем +60о) от-
носительно горизонтальной оси координат.

ЧСС D. rerio определяется работой синоатри-
ального узла. Последний расположен в кольцевой 
структуре на венозном полюсе сердца, на границе 
между венозным синусом и предсердием, около 
синоатриального клапана [49–51]. Среднее время, 

необходимое для возбуждения всего предсердия 
изолированного сердца D. rerio, составляет 20 ± 
2 мс [10]. Задержка проведения в атриовентрику-
лярном канале составляет 47 ± 8 мс, после чего 
наступает возбуждение желудочка, причем сначала 
в апикальной области. Время активации желудоч-
ка примерно 14±2 мс при спонтанной активности 
и 24 ± 3 мс при эктопической стимуляции.

Морфологически кардиомиоциты D. rerio пред-
ставляют собой удлиненные клетки, существенно 
более узкие, чем рабочие клетки миокарда млеко-
питающих, и обладают меньшей электрической 
емкостью (рис. 2) [19, 52]. Кроме того, кардиомио-
циты рыбок лишены Т‑трубочек, что дополнитель-
но способствует низкой электрической емкости 
мембраны. Однако, несмотря на отсутствие Т‑тру-
бочек, отношение электрической емкости клеточ-
ной мембраны к объему желудочковых миоцитов 
D. rerio составляет примерно 12 условных единиц 
[52], что близко по значению к кардиомиоцитам 
млекопитающих [53].

Мембранный потенциал покоя (МПП) изоли-
рованных желудочковых кардиомиоцитов D. rerio 
по разным данным составляет примерно от –70 

Рис. 2. а – Микрофотография в проходящем свете изолированного желудочкового кардиомиоцита D. rerio. б – 
Эпифлуоресцентная микрофотография актиновых филаментов желудочкового кардиомиоцита D. rerio, окрашен-
ных фаллоидином-Alexa Fluor 488 (зеленый). Ядро окрашено DAPI (синий) [19].
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до –80 мВ [18, 52, 54]. Brette и соавторы [52] ре-
гистрировали ПД в изолированных желудочковых 
кардиомиоцитах взрослых D. rerio. Электрическая 
емкость клеток составляла 26.0±1.1 пФ. Длитель-
ность ПД на уровнях 25, 50 и 90% реполяризации 
при частоте стимуляции 0.1 Гц составляли 48±14, 
112±23 и 151±30 мс соответственно. Увеличение ча-
стоты стимуляции до 2 Гц сопровождалось умень-
шением длительности ПД. Авторы исследования 
подчеркивают, что профиль ПД близок к таковому 
крупных млекопитающих, в том числе человека. 
В ПД кардиомиоцитов сердца D. rerio присутству-
ют все фазы, за исключением начальной быстрой 
реполяризации, фазы 1. Наиболее важная черта 
сходства заключается в наличии хорошо выра-
женной фазы плато в желудочковых ПД D. rerio 
(рис. 1б), что выгодно отличает рыбку как модель-
ный объект по сравнению с мелкими грызунами, 
у которых фаза плато отсутствует. Присутствие 
фазы плато проявляется на профиле ЭКГ в виде 
четко оформленного интервала QT [40, 55]. Вместе 
с тем имеется и некоторое отличие в морфологии 
ПД, отсутствие фазы начальной быстрой реполя-
ризации, фазы 1 [18]. Ген KCND3, кодирующий 
субъединицу канала KV4.3, был обнаружен в гено-
ме D. rerio (табл. 1) [56], однако соответствующий 
ионный ток Ito1, отвечающий за развитие фазы 1, 
в кардиомиоцитах не регистрировался [18, 57]. KV4.3 
может присутствовать во внесердечных тканях, так 
как K+-ток А‑типа, эквивалентный Ito кардиомио-
цитов регистрировался в скелетных мышцах [58].

Nemtsas и соавторы [18] регистрировали ПД 
в предсердных и желудочковых миоцитах интакт-
ного изолированного сердца D. rerio. Анализ запи-
сей показал, что развитие деполяризации в клет-
ках миокарда D. rerio происходит медленнее по 
сравнению с кардиомиоцитами млекопитающих. 
Авторы отмечают отсутствие начального спайка, 
характерного для ПД человека, наличие фазы плато 
и меньшую длительность ПД по сравнению с ПД 
кардиомиоцитов человека.

Реакция сердца D. rerio на действие различных 
фармакологических агентов сходна с реакцией 
сердца человека. Препараты, снижающие ампли-
туду желудочкового ПД или укорачивающие ПД 
человека, такие как тетродотоксин, лидокаин, ни-
трендипин или нифедипин, имеют сходные эффек-
ты на желудочковые миоциты D. rerio [18, 57, 59]. 
Блокаторы каналов быстрой компоненты задер-
жанного выпрямления hERG, такие как E4031 или 
терфенадин, увеличивают длительность ПД как 
в миоцитах сердца D. rerio, так и человека [18, 57].

Натриевый ток

Потенциал-зависимый Na+-ток INa входяще-
го направления обуславливает развитие деполя-
ризации мембраны в клетках возбудимых тка-
ней [60, 61]. Наличие INa отмечается в миокарде 
как предсердия, так и желудочка сердца D. rerio 
(рис. 3а) [18, 19, 62]. В культуре кардиомиоцитов, 
выделенных из предсердия или желудочка, мак-
симальные плотности INa при –30 мВ составляют 
97.9 и 99.3 пА/пФ соответственно [62]. В работе 
Karpushev и соавторов [19] плотности INa при по-
тенциале –35 мВ в свежевыделенных желудочковых 
миоцитах взрослых рыбок составляет 317.9±34.6 
пА/пФ. Потенциал половины максимальной 
стационарной инактивации (V0.5i) INa несколько 
более отрицательный в миоцитах предсердия D. 
rerio, чем в клетках желудочка, –77.6 и –71.1 мВ 
соответственно. Соответствующие коэффици-
енты наклона графиков потенциал-зависимости 
стационарной инактивации 5.3 и 4.7 мВ. Смеще-
ние V0.5i в сторону гиперполяризации по отноше-
нию к МПП в миоцитах предсердий, по данным 
Nemtsas и соавторов [18], указывает на меньшую 
доступность Na+-каналов для активации при ге-
нерации ПД. В то же время коэффициенты накло-
на предполагают пониженную чувствительность 
к стационарной инактивации INa в предсердии по 
сравнению с желудочком [62]. По данным Furukawa 
и соавторов [63], биофизические характеристики 
INa в кардиомиоцитах D. rerio и человека сходны. 
В миоцитах предсердия D. rerio потенциал полови-
ны максимальной стационарной активации (V0.5a) 
INa, максимальная проводимость INa и коэффи-
циент наклона графика потенциал-зависимости 
стационарной активации составляют –39.1 ± 1.1 мВ, 
0.55 ± 0.06 нСм/пФ и 5.9  ± 0.2 мВ соответственно. 
Для миоцитов желудочка эти параметры прини-
мают значения –37.4 ± 2.3 мВ, 0.65 ± 0.03 нСм/пФ 
и 5.5 ± 0.2 мВ соответственно [63]. Как указывалось 
выше, нарастание деполяризации в рабочих клетках 
сердца D. rerio происходит значительно медленнее, 
чем в кардиомиоцитах человека, что, по мнению 
Nemtsas и соавторов [18], связано с меньшей плот-
ностью INa. Однако на культуре кардиомиоцитов 
рыбки показано, что плотность INa не различается 
в клетках, выделенных из предсердия или желудоч-
ка. Вместе с тем активация Na+-каналов в пред-
сердии происходит при более низких потенциалах 
по сравнению с желудочком [62].

Ортологами сердечной изоформы гена поро-
образующей субъединицы Na+-канала млекопи-
тающих в сердце D. rerio являются гены SCN5Laa 
и SCN5Lab (табл. 1) [64]. Этим генам соответству-
ют каналы NaV1.5a и NaV1.5b. Экспрессия этих 
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Таблица 1. Ионные токи, α-субъединицы и гены ионных каналов в кардиомиоцитах D. rerio и H. sapiens

Ионный ток α-Субъединица Ген α-Субъединица Ген

D. rerio H. sapiens

INa NaV1.5a
NaV1.5b

SCN5Laa
SCN5Lab

NaV1.5 SCN5A

ICaL CaV1.2 (α1C) *
CaV1.3a (α1Da)
CaV1.3b (α1Db)

CACNA1C
CACNA1Da
CACNA1Db

CaV1.2 (α1C)
CaV1.3 (α1D) **

CACNA1C
CACNA1D

ICaT CaV3.1 (α1G) *
CaV3.2a (α1Ha)
CaV3.2b (α1Hb)

CACNA1G
CACNA1Ha
CACNA1Hb

CaV3.1 (α1G) **
CaV3.2 (α1H) **

CACNA1G
CACNA1H

Ito KV1.4
Kv4.2
KV4.3

KCNA4
KCND2
KCND3

IKr KV11.2 (ERG2) KV11.1 
(ERG1) KV11.1 (ERG1) 
KV11.3 (ERG3)

KCNH6 KCNH2a KCNH2b 
KCNH7

KV11.1 (hERG1) KCNH2

IKs KV7.1 KCNQ1 KV7.1 KCNQ1

IKur KV1.5 *** KCNA5

IK1 Kir2.4 ****
Kir2.2a ****
Kir2.2b
Kir2.1a
Kir2.1b
Kir2.3

KCNJ14
KCNJ12a
KCNJ12b
KCNJ2a
KCNJ2b
KCNJ4

Kir2.2

Kir2.1

Kir2.3

KCNJ12

KCNJ2

KCNJ4

IKATP Kir6.1
Kir6.2

KCNJ12a Kir6.1
Kir6.2

KCNJ8
KCNJ11

IKACh Kir3.1
Kir3.4

KCNJ12B Kir3.1 (GIRK1)
Kir3.4 (GIRK4)

KCNJ3
KCNJ5

If HCN4 KCNJ2a HCN4*****
HCN1
HCN2

HCN4
HCN1
HCN2

INCX NCX1h KCNJ2b NCX1 SLC8A1

IK2p ****** TWIK‑1 (K2P1.1)
TASK‑1 (K2p3.1)
TASK‑3 (K2p9.1)

KCNJ4 TWIK‑1 (K2P1.1)
TASK‑1 (K2p3.1)

KCNK1
KCNK3

IKCa ****** KCa2.1 (SK1)
KCa2.2 (SK2)
KCa2.3 (SK3)
KCa1.1 (BK)

KCNN1
KCNN2
KCNN3
KCNMA1a
KCNMA1b

KCa2.1 (SK1)
KCa2.2 (SK2)
KCa2.3 (SK3)
KCa1.1 (BK)

KCNN1
KCNN2
KCNN3
KCNMA1

* CaV1.2 и CaV3.1 являются основными изоформами α-субъединиц Са2+-каналов в сердце D. rerio [74].
** CACNA1D (CaV1.3), CACNA1G (CaV3.1) и CACNA1H (CaV3.2) экспрессируются в пейсмекерных клетках и про-

водящей системе сердца человека [73].
*** Ультрабыстрый ток IKur канала KV1.5 обнаруживается у человека только в рабочих предсердных кардиомиоцитах [92].
**** Kir2.4 и Kir2.2a являются основными изоформами α-субъединиц каналов IK1 в сердце D. rerio [98].
***** HCN4 является основной изоформой HCN каналов в синоатриальном узле и других отделах проводя-

щей системы сердца млекопитающих [110].
****** IK2p и IKCa в сердце D. rerio не обнаружены [93].
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генов меняется на разных стадиях развития D. rerio. 
В сердце эмбриона рыбки экспрессируются оба 
ортолога, в то время как в миокарде взрослого 
животного экспрессируется только SCN5Lab [65]. 
Отличительной особенностью Na+-канала D. rerio 
является высокая чувствительность к тетродоток-
сину [66]. Причину такого свойства обуславливает 
присутствие аминокислотного остатка тирозина 
Y401 в P‑петле домена I α-субъединицы канала. 

В аналогичной позиции у человека расположен 
остаток цистеина [67].

Кальциевые токи

Вход Ca2+ через плазматическую мембрану не-
обходим для запуска сократительной функции 
клеток миокарда и контролируется потенциал-за-
висимыми Са2+-каналами. Различные протоколы 
стимуляции и использование фармакологических 
препаратов продемонстрировали, что ICa в пред-
сердных и желудочковых миоцитах D. rerio пред-
ставляет собой комбинацию Ni2+-чувствительного 
ICaT с низким порогом активации и высокопоро-
гового нифедипин-чувствительного ICaL (рис. 3б, 
3в) [18, 19, 52, 68, 69]. Присутствие ICa в кардио-
миоцитах эмбриона D. rerio показано с помощью 
блокатора NNC55–0396 [57].

В рабочем миокарде млекопитающих пре-
обладающей изоформой Са2+-канала является 
CaV1.2, которая принадлежит к L‑типу [70, 71]. 
Са2+-каналы Т‑типа экспрессируются в сердце 
плода, а в здоровом сердце взрослого человека их 
присутствие ограничено пейсмекерными клетка-
ми [72, 73]. В кардиомиоцитах D. rerio вход Ca2+ 
обеспечивается двумя изоформами: CaV1.2 и CaV3.1 
(табл. 1), последняя принадлежит к Т‑типу [74]. 
Haverinen и соавторы [74] показали, преобладание 
генетической экспрессии изоформы CaV3.1, но 
более выраженную функциональную активность 
CaV1.2. В работе Karpushev и соавторов [19], напро-
тив, зарегистрировано значительное преоблада-
ние ICaT над ICaL в желудочковых кардиомиоцитах 
с плотностями токов 7.4 ± 1.3 и 4.8 ± 0.7 пА/пФ 
соответственно.

Гены CACNA1C и CACNA1G, кодирующие субъ-
единицы CaV1.2 и CaV3.1 соответственно, экспрес-
сируются в одинаковой степени как в предсердии, 
так и в желудочке D. rerio [74]. Кроме того, в ми-
окарде взрослых D. rerio показана экспрессия ге-
нов субъединиц каналов L‑типа: CaV1.1a, CaV1.1b, 
CaV1.3a, CaV1.3b, CaV1.4a и CaV1.4b, T‑типа: CaV3.2a, 
CaV3.2b, CaV3.3a, CaV3.3b и P/Q-, N- и R‑типов: 
CaV2.1a, CaV2.1b, CaV2.2a, CaV2.2b, CaV2.3a, CaV2.3b 
[74]. Однако уровень экспрессии этих изоформ 
на два-три порядка ниже, чем CaV1.2 и CaV3.1. Об-
наружена экспрессия генов β-субъединиц: двух 
β2 (CACNB2a и CACNB2b) и двух β4 (CACNB4a 
и CACNB4b) [75, 76], а также α2δ-субъединицы 
CACNA2D1a [77].

В сердце D. rerio Са2+-каналы Т‑типа активи-
руются при потенциале около –60 мВ, тогда как 
Са2+-каналы L‑типа активируются при –40 мВ 
[18, 74]. ICaT достигает пиковой плотности тока 

Рис. 3. Примеры записи потенциал-зависимых на-
триевого тока INa (а), кальциевых токов L‑типа ICaL 
(б) и Т‑типа ICaT (в) в изолированных желудочковых 
кардиомиоцитах D. rerio [19]. На врезках протоколы 
подачи тестирующих стимулов.
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при –30 мВ, затем ICaL достигает пиковой плотно-
сти тока при 0 мВ. Таким образом обеспечивается 
непрерывное присутствие деполяризующего ICa, 
противодействующего реполяризующему К+-току 
IK. Баланс деполяризующего ICa и реполяризу-
ющего IK формирует фазу плато ПД. Отмеча-
ется, что в сердце D. rerio ICaL обеспечивает на 
80% Ca2+-транзиент в отличие от кардиомиоци-
тов человека, где вклад ICaL оценивается только 
в 20–25% [71, 78].

Калиевые токи задержанного выпрямления

Быстрая компонента К+-тока задержанного 
выпрямления IKr является основным реполяри-
зующим током в рабочих клетках миокарда пред-
сердия и желудочка D. rerio (рис. 4а) [18, 62]. IKr 
регистрируется как в культуре эмбриональных 
кардиомиоцитов [68], так и в свежевыделенных 
миоцитах взрослых рыбок [18]. В сердце взрослых 
D. rerio блокатор IKr Е4031 увеличивает длитель-
ность ПД миоцитов предсердия и желудочка [18] 
и интервала QT [37]. Эти наблюдения согласуются 
с данными, полученными на человеке [79]. Кро-
ме того, E4031 уменьшает ЧСС, что предполагает 
участие IKr в пейсмекерной активности [37]. По-
добный эффект наблюдается и в сердце млекопи-
тающих [80, 81]. В сердце D. rerio IKr проводится 
каналом ERG2, субъединица которого кодируется 
геном KCNH6, а не каналом ERG1, гена KCNH2, 
как в сердце человека (табл. 1) [82–84]. Scholz 
и соавторы [85] проанализировали биофизические 
характеристики IKr с помощью гетерологической 
экспрессии в ооцитах Xenopus генов каналов ERG 
D. rerio и человека. По сравнению с ERG человека 
V0.5a канала рыбки сдвинуто в сторону более поло-
жительных потенциалов, а V0.5i сдвинуто в сторону 
более отрицательных потенциалов. Таким образом, 
активация ERG D. rerio несколько замедлена, тогда 
как деактивация значительно ускорена.

Кроме того, в сердце D. rerio обнаружена 
экспрессия генов KCNH2A, KCNH2B и KCNH7 
(табл. 1) [1]. Наличие гетерозиготной мутации 
в гене KCNH2 D. rerio воспроизводит фенотип, 
подобный клиническому фенотипу синдрома 
длинного интервала QT (LQTS) человека [86, 87]. 
Фармакологические препараты, чье действие так-
же заключается в удлинении интервала QT у че-
ловека, оказывают сходное действие на сердце 
эмбрионов D. rerio: увеличение длительности ПД, 
блок проведения в атриовентрикулярном соеди-
нении и замедление ЧСС [88, 89]. Таким образом, 
наличие IKr делает D. rerio удобной моделью для 
реконструкции LQTS [40].

Долгое время не удавалось обнаружить в сердце 
D. rerio медленную компоненту К+-тока задержан-
ного выпрямления IKs [18]. Abramochkin и коллеги 
[90] смогли зарегистрировать IKs в свежевыде-
ленных желудочковых кардиомиоцитах как ток, 
чувствительный к хроманолу 293В (рис. 4б). Ап-
пликация хроманола 293В на интактное сердце 
D. rerio увеличивает длительность ПД. В предсер-
дии и желудочке D. rerio обнаружен транскрипт 
гена α-субъединицы канала KV7.1 KCNQ1 (табл. 1). 
Однако экспрессия гена KCNE1, кодирующего 
β-субъединицу minK на порядок ниже [90, 91]. 
Предполагается, что вследствие низкого уровня 
экспрессии KCNE1, канал KV7.1 в кардиомиоци-
тах D. rerio формируется преимущественно без 
участия β-субъединицы minK, что объясняет бо-
лее быструю, чем в сердце человека, кинетику IKs. 
В сердце человека, напротив, канал представляет 
собой комплекс субъединиц KV7.1 и minK.

Ультрабыстрый К+-ток задержанного выпрям-
ления IKur, генерируемый каналом KV1.5, обнару-
живается только в рабочих предсердных карди-
омиоцитах человека, где он сильно выражен, но 
полностью отсутствует в желудочковых клетках 
[92]. IKur не обнаружен в сердце D. rerio [93].

Калиевый ток внутреннего выпрямления

K+-ток внутреннего выпрямления IK1 был об-
наружен как Ba2+-чувствительный ток в изолиро-
ванных кардиомиоцитах D. rerio [18]. Присутствие 
IK1 показано в клетках миокарда предсердия и же-
лудочка D. rerio, как и в сердце человека. Причем 
плотность IK1 примерно в 5 раз выше в желудоч-
ковых миоцитах, чем в предсердных, что также 
согласуется с данными, полученными на млеко-
питающих [94–96].

Наборы субъединиц каналов не идентичны 
у рыбки и млекопитающих. Поэтому Ravens [97] 
высказывает предположение, что D. rerio может не 
воспроизводить аритмии, связанные с определен-
ными каналопатии с участием каналов внутрен-
него выпрямления Kir человека. В кардиомиоци-
тах D. rerio каналы образованы главным образом 
субъединицами Kir2.4 и Kir2.2a [98], в то время как 
в миокарде человека преобладают Kir2.1, Kir2.2 
и Kir2.3 (табл. 1) [99, 100]. Кроме того, показа-
на экспрессия в предсердии и желудочке D. rerio 
генов субъединиц Kir2.1a, Kir2.1b, Kir2.2b и Kir2.3 
[98]. Отмечается, что чувствительность каналов 
Kir2 рыбки к блокированию Ba2+ отличается от 
таковой у млекопитающих: Kir2.4 на два порядка 
более чувствителен, в то время как Kir2.1a на по-
рядок менее чувствителен [98].
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Лиганд-управляемые калиевые каналы

В миокарде предсердия и желудочка D. rerio по-
казана экспрессия генов KCNJ8 и KCNJ11 (субъеди-
ницы Kir6.1 и Kir6.2), а также ABCC9 (субъединицы 
SUR2A и SUR2B, рецептора сульфонилмочеви-
ны) (табл. 1) [101]. ATP‑чувствительный K+-ток 
внутреннего выпрямления IKATP регистрируют 
в предсердных и желудочковых миоцитах. Этот ток 
генерируется каналами, образованными субъеди-
ницами Kir6.2 и SUR2, в то время как функцио-
нально активные каналы гладкомышечных клеток 
сосудов образованы субъединицами Kir6.1 и SUR2. 
Отмечается, что активаторы ATP‑чувствительных 
K+-каналов пинацидил, миноксидил и диазоксид 
не вызывают генерацию IKATP в кардиомиоцитах 
D. rerio [101].

В кардиомиоцитах предсердия D. rerio пока-
зано наличие ацетилхолин-зависимого K+-тока 
внутреннего выпрямления IKACh [18]. Skarsfeldt 

и соавторы [93] обнаружили в сердце D. rerio экс-
прессию генов KCNJ3 и KCNJ5, кодирующих IKACh 
каналы Kir3.1 и Kir3.4 соответственно (табл. 1). Не-
смотря на экспрессию мРНК KCNJ3 и KCNJ5 в обе-
их камерах сердца, карбахол активирует IKACh только 
в предсердных кардиомиоцитах или интактной 
предсердной ткани. Следовательно, как и в чело-
веческом сердце, IKACh, по-видимому, представляет 
собой предсердно-селективный ионный ток [102]. 
Активация IKACh каналов уменьшает длительность 
ПД в предсердии D. rerio и замедляет ЧСС [93].

Пейсмекерный f-ток

Как и у млекопитающих, ЧСС у D. rerio кон-
тролируется активностью клеток водителя ритма 
[103]. Пейсмекерные клетки, экспрессирующие 
транскрипционный фактор Isslet‑1, организова-
ны в виде кольцевой структуры вокруг венозно-
го полюса сердца, на границе между венозным 
синусом и предсердием около синоатриального 
клапана [104].

Пейсмекерный ток “funny” If или активируемый 
гиперполяризацией Ih был обнаружен в культуре 
кардиомиоцитов рыбки, причем как в миоцитах 
предсердия, так и желудочка [62]. Присутствие If 
в миокарде обеих камер сердца D. rerio контра-
стирует с данными у человека, где If в основном 
обнаруживается в клетках проводящей системы 
[105, 106], редко в предсердных миоцитах [107], 
а в желудочковых миоцитах – только при пато-
физиологических состояниях, таких как сердеч-
ная недостаточность [108, 109]. Высказывается 
предположение о наличии двух разных ионных 
каналов, пропускающих If в сердце D. rerio, так как 
в пейсмекерном токе выделяют два компонента: 
медленный и быстрый.

Основной изоформой HCN каналов в сино-
атриальном узле и других отделах проводящей 
системы сердца млекопитающих является HCN4 
[110]. Кроме того, присутствует экспрессия HCN1 
и HCN2 [111, 112]. В сердце D. rerio экспрессиру-
ются HCN4 и HCN4L – ортологи гена млекопита-
ющих HCN4 (табл. 1) [113]. Токи каналов HCN4 
и HCN4L, реконструированных в ооцитах Xenopus, 
демонстрируют более быструю кинетику актива-
ции и положительный сдвиг потенциал-зависи-
мости проводимости тока по сравнению с HCN4 
человека [113].

Натрий-кальциевый обменник

Натрий-кальциевый обменник NCX является 
антипортером, основная функция которого сво-
дится к выводу Ca2+ из клетки в обмен на вход Na+ 

Рис. 4. Примеры записи калиевых токов задержан-
ного выпрямления IKr (а) и IKs (б) в изолированных 
желудочковых кардиомиоцитах D. rerio [19]. На врез-
ке протокол подачи тестирующих стимулов.

1
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[114]. В зависимости от МПП и трансмембранного 
градиента Na+ и Са2+ NCX может выносить один 
ион Са2+ наружу в обмен на транспорт трех ионов 
Na+ внутрь клетки (прямой режим), либо наобо-
рот выносить три иона Na+ в обмен на один ион 
Са2+ (обратный режим) [115]. У млекопитающих 
имеется три изоформы NCX, NCX1–3, из которых 
в сердце доминирует NCX1 [116, 117].

NCX1h представляет собой кардиоспецифичную 
изоформу NCX в сердце D. rerio [118, 119]. Уровень 
экспрессии и активность NCX в кардиомиоцитах 
D. rerio более высокие по сравнению с млекопи-
тающими [120]. При деполяризации мембраны 
и повышении внутриклеточной концентрации 
[Na+]i в цитозоле NCX в обратном режиме рабо-
ты вместе с ICa запускает высвобождение Ca2+ из 
саркоплазматического ретикулума (СР) [121, 122]. 
Роль NCX как проводника Ca2+ в клетку в обрат-
ном режиме работы возрастает при высокой ча-
стоте стимуляции, когда происходит снижение ICa 
и повышение [Na+]i [120, 123]. В кардиомиоцитах 
рыб NCX важен для входа Ca2+ и активации со-
кращения при мембранных потенциалах выше 
+10 мВ [120]. В предсердных кардиомиоцитах фо-
рели показано, что продолжительные периоды 
деполяризации мембраны индуцируют загрузку 
СР Ca2+, который постепенно истощается после 
блокирования NCX ингибитором обменника XIP 
(exchanger-inhibiting peptide) [123]. Блокирование 
NCX с помощью XIP также снижает сократимость 
сердца на 50%, указывая на заметную роль обрат-
ного режима работы NCX во входе наружного Ca2+ 
в кардиомиоциты рыб.

Мутация tremblor (tre) выключает функцию 
NCX1h, нарушает гомеостаз внутриклеточного 
Ca2+ и нормальный сердечный ритм [118]. Введение 
эмбрионам D. rerio с tre-мутацией мРНК NCX1h 
восстанавливает сердечный ритм, что свидетель-
ствует о ключевой роли NCX1h в регуляции сер-
дечной функции.

Калиевые каналы с двумя поровыми доменами

Калиевые каналы с двумя поровыми доменами 
K2P, или каналы утечки, участвуют в формиро-
вании МПП во всех возбудимых клетках [124]. 
В геноме человека описано 15 генов каналов K2P, 
разделенных на 6 подсемейств. В сердце человека 
преобладает экспрессия KCNK1, канал TWIK‑1/
K2P1.1, и KCNK3, канал TASK‑1/K2p3.1. В сердце D. 
rerio показана экспрессия генов KCNK3 и KCNK9, 
кодирующих субъединицы каналов TASK‑1/K2p3.1 
и TASK‑3/K2p9.1, но соответствующие им ионные 
токи не обнаруживаются (табл. 1) [93]. Нокда-
ун генов KCNK3a и KCNK3b в эмбрионах D. rerio 

вызывает развитие брадикардии и дилатацию пред-
сердий [125]. Кроме того, в сердце D. rerio обнару-
жена экспрессия ортологов гена млекопитающих 
KCNK1, кодирующего субъединицу канала TWIK‑1/
K2P1.1 [126]. Нокдаун KCNK1a и KCNK1b у личи-
нок D. rerio вызывает брадикардию и дилатацию 
предсердий.

Кальций-зависимые калиевые каналы

В миокарде млекопитающих присутствуют каль-
ций-зависимые К+-каналы малой SK1–3 и про-
межуточной IK/SK4 проводимости [127]. Наличие 
этих каналов показано в предсердных, желудочко-
вых миоцитах и в проводящей системе сердца, где 
они вовлечены в реполяризацию клеточной мем-
браны во время генерации ПД. В сердце D. rerio по-
казана экспрессия генов KCNN1, KCNN2 и KCNN3, 
кодирующих субъединицы каналов SK1/KCa2.1, 
SK2/KCa2.2 и SK3/KCa2.3, но соответствующие им 
ионные токи не обнаружены (табл. 1) [93]. Каль-
ций-зависимый K+-канал большой проводимости 
BK/KCa1.1 находится на плазматической мембране 
нервных, скелетных мышечных волокон, гладко-
мышечных и эпителиальных клеток [128]. Любо-
пытным исключением являются кардиомиоциты, 
у которых BK/KCa1.1 отсутствует на поверхности 
клетки, но располагается на внутриклеточных 
мембранах, преимущественно в митохондриях 
[129, 130]. Pineda и соавторы [131] продемонстри-
ровали субклеточную локализацию K+-канала 
большой проводимости KCa1.1 в сердце человека 
и мыши. В сердце D. rerio обнаружена экспрессия 
ортологов гена KCNMA1, кодирующего субъединицу 
канала KCa1.1 [132]. Нокдаун KCNMA1b, у эмбрио-
нов D. rerio вызывает синусовую брадикардию, ди-
латацию и уменьшение сократимости предсердия 
и желудочка [131].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Имеющиеся на сегодняшний день литератур-
ные данные свидетельствуют о том, что сердце 
D. rerio обладает электрофизиологическими харак-
теристиками, профилем ПД и паттерном ионных 
токов, позволяющими рассматривать его как ре-
левантный модельный объект в биомедицинских 
исследованиях сердечной деятельности. При этом 
следует учитывать различия в составе белковых 
субъединиц ионных каналов, отсутствие IIo и IKur, 
наличие ICaT и If в рабочих миоцитах. Перспек-
тивным направлением представляется широкое 
применение редактирования генома D. rerio, в том 
числе замена генов интереса D. rerio человечески-
ми ортологами, т. е. гуманизация рыбок, с целью 
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реконструкции клинических фенотипов сердеч-
но-сосудистых заболеваний человека с последую-
щей функциональной оценкой биоэлектрической 
активности кардиомиоцитов электрофизиологи-
ческими методами.
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Тромбин – ключевой фермент системы свертывания крови, который активно изучается с начала 
прошлого века. Образование тромбина из протромбина в области повреждения сосуда приво-
дит не только к формированию фибрина – важного структурного компонента гемостатическо-
го сгустка, но и к активации тромбоцитов, эндотелия и клеток иммунной системы. Считается, 
что связывание тромбина с поверхностью тромбоцитов играет критическую роль в процессе их 
активации, а также может обеспечивать поддержание высокой концентрации тромбина внутри 
тромба вследствие концентрирования протеазы на поверхности тромбоцитов. На данный мо-
мент все основные рецепторы тромбина на тромбоцитах тщательно охарактеризованы: благода-
ря различным экспериментальным методам установлены физико-химические параметры соот-
ветствующих межмолекулярных взаимодействий. Так как взаимодействие тромбина с тромбо-
цитами приводит к их активации, включающей изменения количества рецепторов в результате 
секреции гранул, правильная интерпретация наблюдаемых особенностей кинетических кривых 
связывания сильно усложняется. Известно, что некоторые рецепторы в результате активации 
тромбоцита способны перераспределяться на мембране и образовывать димеры и кластеры, что 
делает кинетику связывания тромбина с тромбоцитами чрезвычайно сложным процессом, зави-
сящим от множества факторов, таких как концентрации активаторов, состояние тромбоцитов и 
других локальных параметров системы. Данный обзор ставит своей целью описать современные 
представления о взаимодействии тромбина с мембраной тромбоцита и обозначить важные нере-
шенные вопросы в данной области исследований.  В обзоре представлена не только информация 
о структурных и кинетических особенностях связывания тромбина с отдельными мембранными 
белками тромбоцита, но и анализ связи между соответствующими параметрами взаимодействия 
и ранее полученными данными о кинетике связывании протеазы с поверхностью тромбоцита. 

Ключевые слова: тромбин, тромбоциты, гликопротеины, PAR-рецепторы, константа связывания, 
мембранный комплекс
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ВВЕДЕНИЕ

Тромбин (фактор свертывания IIa) играет цен-
тральную роль в системе свертывания крови и яв-
ляется одним из главных активаторов тромбо-
цитов [1, 2], что объясняет его популярность как 
объекта медицинских и биохимических исследо-
ваний. Большинство ныне используемых антико-
агулянтных препаратов либо блокируют тромбин 
напрямую, либо повышают эффективность есте-
ственных ингибиторов тромбина или же блокируют 
фактор Xa, отвечающий за наработку тромбина 

[3]. Как более ранние, так и современные научные 
работы свидетельствуют о критической роли нако-
пления тромбина в тромбоцитарных агрегатах для 
их стабилизации [1, 3]. Рост локальной концентра-
ции тромбина напрямую влияет на своевременную 
и необратимую активацию тромбоцитов,  а также 
на их необратимую агрегацию, которые необходи-
мы для увеличения плотности упаковки тромбов и 
последующего образования фибрина.

Связывание молекул тромбина с мембранными 
белками не только запускает процесс активации 

ОБЗОРЫ
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равновесной реакции. По параметрам этой прямой 
можно определить количество сайтов связывания 
и константу диссоциации реакции.

В большинстве подобных исследований на-
блюдалось, что тромбоциты обладают по крайней 
мере двумя типами сайтов связывания тромбина: 
так называемыми “высоко” и “низкоаффинными” 
сайтами (следует отметить, что некоторые данные 
показывали наличие “среднего” типа [11]). Ос-
новным параметром для данной классификации 
являлась константа диссоциации Kd комплекса 
тромбина с соответствующими типами сайтов. 
Важно отметить, что значения вышеописанных 
параметров, приведенные в литературе, демон-
стрируют существенный разброс. Если представить 
графически выборку результатов значений Kd и ко-
личества сайтов связывания тромбина (рис. 1), то 
можно видеть, что в разных работах эти значения 
могли отличаться более чем на 2 порядка. Это мог-
ло быть вызвано различием экспериментальных 
методов, используемых концентраций тромбина 
или отсутствием общепринятой классификации 
сайтов по их аффинности [14]. Также следует отме-
тить, что тип метки и ее локализация на молекуле 
белка могут существенно влиять на процессы вза-
имодействия тромбина с рецепторами на поверх-
ности тромбоцита.

Решение этой проблемы не заставило себя дол-
го ждать: развитие молекулярно-биологических, 
протеомных и биохимических методов исследо-
вания позволили ученым не только определить 
специфичные рецепторы тромбина на поверхно-
сти тромбоцитов, но также выделить их и описать 
кинетику всех реакций и белковых взаимодействий. 
Кроме того, стало возможным количественно оценить 
уровни экспрессии рецепторов в тромбоцитах. В ос-
нове современной картины специфического взаимо-
действия тромбина с тромбоцитами человека лежит 
его взаимодействие с тремя основными рецепторами.

Сайты связывания тромбина на тромбоцитах

Первым предполагаемым сайтом связывания 
тромбина оказался так называемый гликокали-
цин – гликозилированный внеклеточный участок 
гликопротеина GPIbα, входящего в состав ком-
плекса GPIb/IX/V [15]. Эти комплексы в изоби-
лии присутствуют на поверхности тромбоцитов, 
в количестве 20 000–50 000 копий на тромбоцит 
[1, 16, 17]. Было установлено, что данная субъе-
диница содержит сайт связывания, характеризую-
щийся высоким сродством к α-тромбину, на долю 
которого приходится до 90% общего количества 
тромбина, взаимодействующего с тромбоцитами 
[18]. Оценки Kd связывания тромбина с данным 

тромбоцитов, но и играет значительную роль в на-
коплении тромбина в растущем тромбоцитарном 
агрегате. Так как в тромбе подавляющее большин-
ство объема заполнено плотно упакованными 
тромбоцитами, считается, что существенная часть 
суммарной концентрации тромбина в тромбе опре-
деляется именно связанной фракцией тромбина.

Таким образом, знание особенностей процесса 
связывания тромбина с тромбоцитами и кинетики 
его накопления на поверхности этих клеток имеет 
большое значение для развития как более глубоко-
го понимания механизмов гемостатического ответа, 
так и соответствующих клинических приложений.

Краткая история исследований

Наиболее ранние экспериментальные исследо-
вания взаимодействия тромбина с тромбоцитами 
можно датировать концом 1910-х годов. Статья 
Райта и Минот [2] дала начало этому направлению 
исследований гемостаза и показала, что тромбин 
способен вызывать активацию и следующие за 
этим “метаморфозы” тромбоцитов.

К концу ХХ века ряд лабораторий поставили 
своей целью количественное определение кинети-
ки связывания тромбина с поверхностью тромбо-
цитов. В качестве основного метода исследования 
данные работы использовали радиоактивно-ме-
ченный тромбин (125I‑тромбин) [4–11, 12]. Идея 
эксперимента заключается в том, что радиоак-
тивно-меченный тромбин связывается с тромбо-
цитами с такой же кинетикой, как и немеченый 
тромбин, и радиоактивное излучение йода можно 
использовать для оценки количества свободного 
и связанного тромбина. При инкубации суспен-
зии тромбоцитов с радиоактивным тромбином их 
мембраны связывают определенное количество 
молекул протеазы, и измерение уровня излучения 
данных тромбоцитов после их выделения из рас-
твора показывает количество связанного тромби-
на, которое можно нормализовать на количество 
клеток. Следует отметить, что в ранних работах 
молекулярные механизмы связывания тромбина 
с мембраной тромбоцита были неизвестны, в том 
числе было неясно, происходит ли связывание 
с фосфолипидами или мембранными белками. 
Тем не менее, инкубируя тромбоциты с меченым 
тромбином (при разных концентрациях), ученые 
могли построить зависимость количества связан-
ного тромбина от начальной добавленной кон-
центрации. Полученные результаты с помощью 
метода Штека–Уоллоха [13] можно представить 
в виде зависимости обратных величин связанного 
тромбина от свободного, график которой будет 
иметь вид линейной зависимости при условии 
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сайтом, полученные в разных работах, лежат в до-
статочно широком диапазоне значений от 50 до 
500 нМ [10, 19]. Этот белок способен связывать мо-
лекулу тромбина, взаимодействуя как с экзосайтом I, 
так и с экзосайтом II тромбина [20–22]. Ранние 
кристаллические структуры комплексов GPIbα–
тромбин демонстрировали, что одна молекула 
GPIbα связывает одну молекулу тромбина (часть 
работ также предполагала возможность связывания 
двух молекул тромбина разными экзосайтами на 
одной молекуле GPIbα), однако более современ-
ные исследования показали, что как раз тром-
бин, используя оба своих экзосайта, связывается 
с двумя соседними молекулами GPIbα, тем самым 
повышая стабильность прикрепления к мембране 
тромбоцита [11, 23].

Хотя было установлено, что GPIbα может связы-
вать тромбин в значительных количествах и играет 
ключевую роль в активации тромбоцитов, наличие 
одного подобного сайта не позволяло полностью 
описать сложную кинетику связывания тромбина 
с тромбоцитами. Число сайтов GPIbα и их Kd ко-
личественно соответствовали параметрам ранее 
описанных сайтов низкой аффинности, однако на-
личие сайтов высокой аффинности, число которых 
измерялось сотнями или тысячами на тромбоцит, 
а Kd даже по самым высоким оценкам не превыша-
ла 10 нМ, не могло быть объяснено взаимодействи-
ем с GPIbα. Более того, было показано, что GPIbα 
при связывании с тромбином не подвергается 

протеолитическому расщеплению [24], что вызы-
вало еще больше вопросов о его роли в процессе 
активации тромбоцитов тромбином. Также при 
помощи флуоресцентной микроскопии удалось 
показать, что в процессе связывания тромбина 
на поверхности тромбоцита, локализация GPIbα 
на мембране может не совпадать с “высоко-аф-
финными” сайтами [25], что, по всей видимости, 
означает наличие другого, более чувствительного 
рецептора тромбина на мембране тромбоцита.

Через несколько лет после открытия GPIbα про-
изошел значительный прорыв в данной области, 
когда удалось открыть весьма многообещающую 
мишень – трансмембранные белки, известные как 
PAR (protease-activated receptors) и образующие 
подсемейство рецепторов, связанных с G‑бел-
ками, активируемых путем расщепления участ-
ка их внеклеточного домена. Несколько вариан-
тов подобных рецепторов были обнаружены как 
в тромбоцитах человека, так и мыши [26]. Среди 
них основные рецепторы тромбина в тромбоци-
тах человека были названы PAR1 и PAR4 [14, 27, 
28] (примечательно, что в мышиных тромбоцитах 
PAR1 не синтезируется, а его роль, предположи-
тельно, выполняет PAR3).

PAR1 стал первым открытым рецептором тром-
бина из данного семейства в тромбоцитах человека 
[29]. В среднем тромбоцит имеет порядка 1000–
3000 копий PAR1 на своей мембране [1, 30]. При 

Рис. 1. Графическое представление количества сайтов связывания тромбина и их аффинности в выборке различ-
ных экспериментальных работ. а – Среднее количество сайтов связывания тромбина на поверхности тромбоцита. 
По оси X отложено количество сайтов высокой аффинности, по оси Y – низкой аффинности. б – Средняя констан-
та диссоциации для сайтов высокой и низкой аффинности. По оси X – Kd сайтов высокой аффинности (логарифми-
ческий масштаб), по оси Y – низкой аффинности. Каждая точка – данные из определенной статьи, представленной 
в обзоре. Цвет и форма символа соответствуют номеру статьи в списке литературы.
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связывании с PAR1 тромбин расщепляет экзодо-
мен, находящийся у внеклеточного N‑конца PAR1, 
что приводит к образованию нового N‑конца, ко-
торый выступает лигандом, специфично связыва-
ясь с другой областью рецептора PAR1 и запуская 
сигнальный путь активации тромбоцитов [26, 31]. 
Экзодомен PAR1 имеет два сайта связывания тром-
бина: помимо связывания с активным центром, 
PAR1 обладает гирудин-подобной последователь-
ностью, которая взаимодействует с экзосайтом 
I тромбина, вызывая аллостерические эффекты, 
тем самым снижая энергетический барьер для 
расщепления PAR1 [32, 33]. Роль этой гирудин-по-
добной последовательности в усилении активации 
PAR1 была показана на основе экспериментальных 
данных, полученных для тромбина, содержащего 
мутации как в экзосайте I, так и в экспериментах с 
PAR-1 с мутацией в его экзодомене.Исследования 
показали, что константа диссоциации связывания 
тромбина с PAR1 находится в низком наномоляр-
ном диапазоне (Kd ~ 1нМ), с константой Михаэ-
лиса Km = 10–28 мкМ и kcat =58–340 с‑1 [34, 35]. 
Эти значения свидетельствуют об относительно 
высокой аффинности связывания, что обеспечи-
вает активацию PAR1 и запуск соответствующих 
сигнальных путей при наличии даже низких кон-
центраций тромбина (<0.01 ед/мл, что примерно 
соответствует <0.1 нМ).

PAR4 был четвертым открытым рецептором 
данного семейства и является значительно менее 
аффинным рецептором тромбина в тромбоци-
тах человека [36]. В отличие от PAR1, у PAR4 от-
сутствует гирудин-подобная последовательность, 
поэтому его взаимодействие с тромбином про-
исходит только в активном сайте [36, 37]. Было 
показано, что рекомбинантный экзодомен PAR4 
расщепляется α-тромбином с Km = 61 мкМ и kcat  = 

=17–18 с‑1 [13, 36]. Примечательно, что ключевое 
различие заключается в kcat, который по оценкам 
от 4 до 20 раз ниже, чем у PAR1. Это уменьшение, 
в первую очередь, связано именно с отсутствием 
гирудин-подобной последовательности в PAR4, 
что делает его неспособным, в отличие от PAR1, 
менять свою конформацию для снижения энерге-
тического барьера расщепления при связывании 
с тромбином.

На сегодняшний день точная роль PAR4 в свя-
зывании с тромбином и последующем запуске 
сигнальных путей, остается предметом дискуссий. 
Некоторые более ранние исследования показали, 
что ингибирование PAR4 не оказывает существен-
ного влияния на активацию тромбоцитов и обра-
зование тромбов [37]. В свою очередь, результаты 
других работ позволяют предположить, что PAR4 
из-за его более низкого сродства к тромбину может 

играть важную роль дополнительного рецепто-
ра в присутствии более высоких концентраций 
тромбина [38]. Также было показано, что акти-
вация PAR4 влияет на уровень внутриклеточного 
кальция тромбоцитов, и его ингибирование ведет 
к уменьшению концентрации кальция в тромбо-
ците, особенно на поздних этапах активации [39].

В начале 2000-х годов была выдвинута гипотеза, 
что даже одного PAR1 достаточно для описания 
всей активации тромбоцитов, индуцированной 
тромбином, особенно при низких концентрациях 
тромбина [20]. Кроме того, модель двух рецепторов 
PAR с различной аффинностью к тромбину идейно 
соответствует ранее полученным данным о двух-
сайтовом профиле связывания тромбина. Однако 
даже самые высокие оценки количества молекул 
PAR на поверхности тромбоцитов не согласуются 
с параметрами взаимодействия тромбина с по-
верхностью тромбоцитов, описанных в ранних 
работах: суммарное количество рецепторов PAR, 
экспрессируемых в тромбоцитах, оказывается 
почти в 10 раз меньше общего числа сайтов свя-
зывания тромбина.

Кроме того, модель взаимодействия тромбо-
цитов с тромбином, основанная только на PAR, 
не могла объяснить ранее полученные экспери-
ментальные результаты, в которых ингибирова-
ние GPIbα оказывало критическое влияние на 
ответ тромбоцитов на тромбин, особенно при его 
низких концентрациях [19, 24, 29, 40]. Более того, 
отсутствие GPIbα у пациентов с синдромом Берна-
ра–Сулье (характеризующимся дефицитом ком-
плекса GP Ib-IX–V) не только влияет на взаимодей-
ствие тромбоцитов с мультимерами фактора фон 
Виллебранда, но и вызывает дефекты активации 
тромбоцитов тромбином [41]. Снижение уровня 
активации в таком случае сравнимо с эффектом, 
описанным в экспериментах по ингибированию 
сайтов GPIbα на поверхности тромбоцита [19, 24].

Современная картина взаимодействия тромбина 
с мембраной тромбоцитов

Накопленные за десятилетия исследований 
результаты позволяют предположить наличие 
сложных взаимодействий между рецепторами 
PAR и сайтами связывания GPIbα в процессах 
активации тромбоцитов под действием тромбина. 
Одним из таких примеров является то, что PAR1 
и PAR4 обладают способностью образовывать 
кластеры (гомодимеры PAR1-PAR1, PAR4-PAR4 и ге-
теродимеры PAR1-PAR4), состоящие из двух, реже трех 
молекул, а также кластеры PAR-GPIbα  [1, 42]. Приме-
чательно, что эти кластеры обычно отсутствуют 
в покоящихся тромбоцитах, но могут собираться 
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на мембране при их активации [43]. Было также 
показано, что для образования гетеродимеров 
PAR1 и PAR4 требуется их конформационное из-
менение, которое индуцируется в ответ на акти-
вацию рецепторов α-тромбином. Комплексы GP 
Ib/IX/V также способны образовывать так на-
зываемые кластеры – мультимерные комплексы 
из нескольких рецепторов – в ответ не только на 
биохимическую активацию, но и на достаточные 
напряжения сдвига, которые могут испытывать 
прикрепленные к поверхности тромбоциты в ус-
ловиях артериального потока [44].

В одной из работ было продемонстрирова-
но, что GPIbα способен ускорять расщепление 
PAR1 тромбином, тем самым увеличивая эффек-
тивность активации тромбоцитов человека [45]. 
В работах по изучению гидролиза PAR1 на неак-
тивных тромбоцитах было показано, что инги-
бирование связывания тромбина с GPIbα также 
препятствует расщеплению PAR1 на тромбоцитах 
человека. Примечательно, что связывание GPIbα 
с тромбином увеличивает отношение kcat/Km, ха-
рактеризующее процесс расщепления PAR1 при-
мерно в 6–7 раз, что позволяет предположить, что 
GPIbα потенциально служит “кофактором” для 
индуцированной тромбином активации PAR1 
и дальнейшей сигнализации в тромбоцитах in situ, 
в особенности в ответ на низкие концентрации 
тромбина [46–48]. Точные механизмы, с помо-
щью которых взаимодействие тромбина с GPIbα 
ускоряет гидролиз PAR1, остаются неизвестными.

С физико-химической точки зрения характер-
ное время связывания тромбина с GPIbα должно 
быть сравнимо или даже меньше, чем соответ-
ствующий параметр для процесса образования 
комплекса тромбин-PAR1 [24, 45].

Даже если константы скорости ассоциации 
тромбина-GPIbα сравнимы с кинетикой реакции 
тромбин-PAR1, то количество GPIbα на мембране 
тромбоцитов как минимум на порядок больше, 
чем PAR1. Можно предположить, что молекула 
тромбина, связавшись одним из своих экзосайтов 
с GPIbα, имеет повышенную аффинность и сни-
женный энергетический барьер для образования 
комплекса с PAR1 и последующего расщепления 
рецептора. Таким образом, при наличии пары 
близко расположенных GPIbα и PAR1 молекула 
тромбина способна прочно связаться через экзо-
сайт II с GPIbα, после чего экзосайт I тромбина 
связывается с PAR1, что приводит к его расще-
плению и запуску внутриклеточного сигнального 
пути активации тромбоцита. Эта гипотеза парного 
связывания тромбина через комбинацию GPIbα – 
PAR1 также согласуется с наличием наблюдаемых 

в in vitro сайтов высокой аффинности (Kd <1 нМ), 
превышающих аффинность связывания изоли-
рованных PAR1 (Kd ~ 1нМ) и GPIbα (Kd ~ 100нМ).

Сегодня известно, что при активации тром-
боцитов существенная часть комплекса GpIb-
IX–V локализуется в липидных рафтах [49, 50]. 
Учитывая связывание тромбина с GPIbα, можно 
предположить, что такие рафты позволяют суще-
ственно сконцентрировать ключевых участни-
ков тромбин-зависимых реакций на поверхности 
тромбоцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как современные представления об описанных 
выше мембранных белках тромбоцита и их взаи-
модействии с тромбином соотносятся с данными 
о кинетике связывания тромбина с тромбоцитами, 
описанными в литературе?

Как видно из рис. 1, в большинстве работ оцен-
ки количества сайтов низкой аффинности имели 
значения более 20 000, что, в целом, соответствует 
измеренному количеству молекул GPIbα на по-
верхности тромбоцита. Также имеется неплохое 
согласие между соответствующими диапазонами 
Kd, описанными для GPIbα (50–500 нМ) и описан-
ными параметрами для низкоаффинных сайтов 
(10–300 нМ, рис. 1). Таким образом, образование 
комплекса тромбина с GPIbα, по всей видимости, 
соответствует связыванию с сайтами, характери-
зуемыми низкой аффинностью (рис. 2а). Связы-
вание тромбина с сайтами высокой аффинности, 
в свою очередь, соответствует взаимодействию 
тромбина с PAR‑рецепторами, а также одно-
временному взаимодействию тромбина с GPIbα 
и РAR‑рецептором (рис. 2б, 2в). Таким образом, 
образование более стабильных комплексов тром-
бина одновременно с GPIbα и РAR, которое мо-
жет соответствовать взаимодействию с сайтами 
высокой аффинности, может происходить в два 
этапа: связывание с GPIbα и последующее вза-
имодействие с PAR‑рецепторами, запускающее 
их протеолитическую активацию. В пользу такой 
картины свидетельствуют данные о существенном 
уменьшении скорости активации PAR1 рецепто-
ров при ингибировании связывания тромбина 
с GPIbα [45].

Следует отметить, что тромбин – централь-
ный фермент каскада свертывания крови – не 
имеет Gla-домена и поэтому, в отличие от боль-
шинства факторов свертывания, не связывается 
с отрицательно заряженными фосфолипидами. 
Однако достаточно большое количество молекул 
GPIbα в мембране тромбоцита может приводить 
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к существенному накоплению тромбина на поверх-
ности этих клеток, а также влиять на параметры 
его переноса в тромбоцитарном агрегате.

Для того чтобы оценить потенциальные эффек-
ты такого связывания, можно рассмотреть ситуа-
цию в равновесии, когда локальная концентрация 
свободного тромбина соответствует 10 нМ. В таком 
случае в 10 фл (10 мкм3) плазмы будет содержаться 
в среднем 60 молекул тромбина (рис. 3). Данный 
объем соответствует среднему объему тромбоцита, 
на поверхности которого, в свою очередь, в случае 
равновесия будет связано порядка 1000 молекул 
(если считать Кd = 100 нМ для сайтов низкой аф-
финности, а их количество взять равным 10 000). 
Таким образом, даже в случае достаточно рыхло-
го тромба, половину объема которого составляет 
плазма, а половину – тромбоциты, количество свя-
занного тромбина в равновесии будет на порядок 

превышать количество свободного. Данный эф-
фект может иметь несколько последствий с точки 
зрения регуляции тромбообразования: во‑первых, 
накопление тромбина на мембране тромбоцита 
может служить важным механизмом, предотвра-
щающим его активный перенос потоком на раннем 
этапе тромбообразования, – по аналогии с похожим 
эффектом, который, по всей видимости, имеет ме-
сто для факторов свертывания при их взаимодей-
ствии с отрицательно заряженными фосфолипида-
ми [51]. Во-вторых, процесс связывания тромбина 
с тромбоцитами может существенно влиять на 
динамику его распространения в тромбоцитарном 
агрегате и тем самым – на пространственно-вре-
менную картину его активности в тромбе. Однако 
для оценки данного эффекта необходимо знать 
не только равновесные константы связывания, 
но и кинетические параметры взаимодействия 

Рис. 2. Иллюстрация возможных взаимодействий тромбина с рецепторами на поверхности тромбоцита. Римскими 
цифрами I и II показаны соответствующие экзосайты молекулы тромбина. а – Связывание тромбина с GPIbα. Оба 
экзосайта тромбина способны связываться с сайтом GPIbα. Связывание одной молекулы тромбина двумя сосед-
ствующими GPIbα является наиболее частой конформацией. Связывание двух молекул тромбина с одной молеку-
лой GPIbα, предположительно нестабильно и не реализуется in vivo. б – Связывание тромбина с PAR1 и PAR4 и ос-
новные параметры реакции расщепления рецепторов. в – Возможная конформация – кластер GP-PAR1 с высокой 
аффинностью к тромбину, где GPIbα выступает в качестве кофактора в реакции расщепления PAR1 тромбином.

а

б

в
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тромбина с тромбоцитами. Кинетические кривые, 
полученные в ранних работах, свидетельствуют 
о характерном времени отсоединения тромбина 
(предположительно, от сайтов низкой аффинности, 
т. е. GPIbα) – порядка 5 мин [6], что соответствует 
скорости реакции диссоциации комплекса порядка 
0.003 с‑1. Связывание тромбина с тромбоцитами 
может также влиять на скорость его ингибирова-
ния. Известно, что время полужизни тромбина 
в плазме человека без тромбоцитов составляет 
порядка минуты. К сожалению, надежных данных 
о характерном времени жизни тромбина в связан-
ной с тромбоцитами форме на сегодняшний день 
нет, однако, исходя из молекулярных особенно-
стей взаимодействия тромбина с рецепторами 
на поверхности тромбоцитов, а также с основ-
ным ингибитором – антитромбином  III, кажется 
разумным предположить, что время полужизни 
тромбина в связанном состоянии будет больше, 
чем в свободном.

В заключение следует отметить, что наличие 
достаточно широкого диапазона значений опи-
санных в литературе параметров связывания тром-
бина с тромбоцитами (рис. 1) диктует необхо-
димость экспериментального анализа процесса 

распространения тромбина в тромбе и привле-
чение соответствующих математических моделей 
для количественной оценки влияния связывания 
на параметры транспорта этого центрального ак-
тиватора в структуре тромбоцитарного агрегата.
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Thrombin is a key enzyme of the blood coagulation system, which has been actively studied since the 
beginning of the last century. The formation of thrombin from prothrombin in the area of vessel injury 
leads not only to the formation of fibrin – an important structural component of the hemostatic clot – but 
also to the activation of platelets, endothelium and immune system cells. The binding of thrombin to the 
platelet surface is thought to play a critical role in the process of platelet activation and may also ensure 
the maintenance of a high concentration of thrombin within the thrombus due to the concentration of 
protease on the platelet surface. To date, all major thrombin receptors on platelets have been thoroughly 
characterized: through various experimental methods, the physicochemical parameters of the correspond-
ing intermolecular interactions have been established. Since the interaction of thrombin with platelets 
leads to their activation, which includes changes in the number of receptors as a result of granule secretion, 
the interpretation of the observed kinetic binding curves faces a number of difficulties. It is known that 
some receptors as a result of platelet activation are able to redistribute on the membrane and form dimers 
and clusters, which makes the kinetics of thrombin binding to platelets an extremely complex process 
depending on many factors, such as activator concentrations, platelet state, and other local parameters 
of the system. This review aims to describe the current understanding of the interaction of thrombin with 
the platelet membrane and to outline important unresolved issues in this area of research. The survey 
provides not only information on structural and kinetic features of thrombin binding to individual platelet 
membrane proteins, but also analyzes the relationship between the relevant interaction parameters and 
previously obtained data on the integral kinetics of protease binding to the platelet surface.

Keywords:   thrombin, platelets, glycoproteins, PAR receptors, binding constant, membrane complex
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Влияние ионизирующего излучения (ИИ) на растения реализуется во многом за счет изменения 
статуса сигнальных систем и модификации стрессовых сигналов. Вариабельный потенциал 
(ВП) – один из типов электрических сигналов растений. ИИ способствует увеличению ам-
плитуды ВП, однако механизмы такого влияния практически неизвестны. Возможный путь 
реализации возникающих при действии ИИ изменений – регуляция экспрессии генов. В на-
стоящей работе исследовано изменение экспрессии генов участников генерации и распростра-
нения ВП у облученных растений. Эксперименты были выполнены на 14–15-дневных расте-
ниях пшеницы мягкой (Triticum aestivum L.), выращенных в условиях хронического облучения 
(источник ⁹⁰Sr–⁹⁰Y) с мощностью дозы 31.3 мкГр/ч. Максимальная накопленная доза состави-
ла около 11.3 мГр. У облученных растений показано отсутствие изменений экспрессии генов 
кальциевого (TPC1), анионных (ALMT1 и CLC1), калиевого (AKT1) каналов, Н+-ATP-азы (HA1) 
и NADPH-оксидазы (RBOHs). Выявлено уменьшение экспрессии гена калиевых каналов SKOR. 
Блокатор калиевых каналов – хлорид тетраэтиламмония вызывал увеличение амплитуды ре-
акции у контрольных растений, сопоставимое с увеличением амплитуды у облученной груп-
пы. Полученный результат свидетельствует, что одним из путей влияния ИИ на электрические 
сигналы растений является угнетение экспрессии калиевого канала.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследование влияния ионизирующего из-
лучения (ИИ) на живые организмы, в частности 
растения, является актуальной задачей в наши дни, 
поскольку расширяются сферы его применения. 
Растения подвергаются воздействию ИИ в раз-
личных случаях, например при произрастании 
на территориях с повышенным радиационным 
фоном, решении селекционных задач или выращи-
вании в оранжереях во время космических миссий 
[1–4]. Особый интерес вызывают эффекты, ока-
зываемые на растения облучением в малых дозах 
в хроническом режиме, поскольку такие условия 
воздействия наиболее приближены к встречаю-
щимся в природной среде с повышенным уровнем 

ИИ. При данном типе облучения биологические 
эффекты описываются как нелинейные, зачастую 
приводящие к стимуляции физиологических про-
цессов [5–7]. ИИ, в том числе в малых дозах, ока-
зывает влияние на важнейшие физиологические 
процессы (фотосинтез, транспирация, биосинтез 
соединений). Такие эффекты отчасти могут объ-
ясняться влиянием ИИ на уровень экспрессии 
генов [6, 7]. Известно, что уже малые дозы ИИ 
могут приводить к существенным изменениям 
в профилях экспрессии различных генов [8, 9]. Ха-
рактерной особенностью малых доз ИИ является 
также модуляция эффекта от действующих на фоне 
облучения дополнительных неблагоприятных фак-
торов, таких как повышенная температура, засуха, 
засоление, тяжелые металлы, микрогравитация 

mailto:v.vodeneev@mail.ru


202	 ПИРОГОВА и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

реализовываться через изменение экспрессии 
генов (генетическая регуляция) и, предполо-
жительно, через изменение активности белков 
(физиологическая регуляция) за счет генерирую-
щихся в результате облучения АФК. Первый путь 
показан, в частности, для анионных каналов [9] 
и NADPH‑оксидазы [31–33], второй путь – для 
Н+-ATP‑азы [14] и некоторых ионных каналов  [34]. 
Однако на сегодняшний день оценка влияния ИИ 
выполнена в отношении ограниченного круга 
участников генерации и распространения элек-
трических сигналов.

Цель работы заключается в анализе механизмов 
влияния ИИ на ВП растений, в частности, в опре-
делении вызванных хроническим облучением из-
менений экспрессии генов белков, участвующих 
в генерации и распространении ВП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выращивание растений и условия облучения. 
Объект исследования – 14–15-дневные растения 
пшеницы мягкой (Triticum aestivum L.) сорта “Дарья”. 
Семена проращивали в течение 3 дней в дистилли-
рованной воде, после чего саженцы пересажива-
ли в горшки с песком. Растения выращивали при 
температуре 24оC под люминесцентными лампами 
белого света и fluora в условиях 16-часового свето-
вого периода. Экспериментальную группу облучали 
с помощью источника90Sr‑90Y активностью 0.1 МБк 
и мощностью дозы 31.3 мкГр/ч. Максимальная на-
копленная доза составляла около 11.3 мГр.

Измерение параметров вариабельного потенциала. 
Электрическую активность регистрировали экстра-
клеточно с помощью Ag+/AgCl-макроэлектродов 
ЭВЛ‑1М3 (Гомельский приборный завод, Бела-
русь), расположенных на втором листе целого рас-
тения и на срезанном втором листе длиной 15 см. 
Измерительный электрод контактировал с листом 
на расстоянии 3 см от зоны теплового воздействия 
посредством нити, смоченной стандартным рас-
твором (0.1 мM NaCl, 1 мM KCl, 0.5 мM CaCl₂). 
Электрод сравнения располагался во влажном 
песке (в случае целых растений) или в емкости, 
в которую был погружен срезанный край листа. 
Экстраклеточный потенциал записывали с помо-
щью высокоомного усилителя pH‑метра/иономе-
ра мультитеста ИПЛ‑113 (Семико, Россия), затем 
обрабатывали в программе param2.

ВП регистрировали в ответ на нагрев до 65оC 
кончика листа в заполненной водой ячейке в тече-
ние 7 мин. Адаптация растения перед регистрацией 

[10–14]. Облучение может способствовать как 
усилению, так и ослаблению вызванных допол-
нительными стрессорами негативных эффектов, 
оцениваемых по морфометрическим и физиоло-
гическим показателям. Одним из потенциальных 
механизмов формирования подобных измененных 
ответов может являться модификация стрессовых 
сигналов растений, вызванных неблагоприятными 
факторами, под влиянием малых доз ИИ.

Дистанционные электрические сигналы – один 
из типов стрессовых сигналов растений – имеют 
большое значение для функционирования расте-
ния в изменяющихся условиях окружающей сре-
ды. Электрические сигналы способны передавать 
информацию о действии стрессора и приводить 
к формированию системного ответа. Такой ответ 
представляет собой скоординированное изменение 
активности физиологических процессов, лежащие 
в основе адаптации [15–18]. Ранее было показа-
но, что ИИ способно влиять на дистанционные 
электрические сигналы растений: как потенци-
ал действия [19], так и вариабельный потенциал 
(ВП) [14]. Механизмы такого влияния пока оста-
ются неясными, что может быть связано с тем, что 
молекулярные механизмы генерации и распростра-
нения электрических сигналов у растений изучены 
недостаточно. Известно, что формирование ВП 
связано с возникновением потоков кальция, калия 
и анионов и изменением активности Н+-ATP‑азы 
плазматических мембран [20]. Несмотря на то, что 
на сегодняшний день однозначно не идентифи-
цирована молекулярная природа систем ионно-
го транспорта, вносящих вклад в формирование 
ВП, круг наиболее вероятных кандидатов обо-
значен [21]. Так, в инициации ВП, по-видимому, 
принимают участие кальций-проницаемые ионные 
каналы: лиганд-зависимые (GLR, СNGC), механо-
чувствительные каналы (MCA, MSL) и аннексин 
(ANN1) [22–26]. Входящий поток Са²+ индуцирует 
выходящий поток анионов, связанный с актива-
цией анионных каналов, относящихся, вероятно, 
к семействам CLC, SLAC и ALMT [27, 28], и инак-
тивацию Н+-ATP‑азы. В формировании фазы 
реполяризации ВП предполагают участие таких 
К+-каналов, как SKOR и GORK [27, 29]. Распро-
странение ВП связывают с совместным движением 
волн Са²+ и активных форм кислорода (АФК), воз-
никающих при участии АФК‑зависимых Ca²+-ка-
налов и Ca²+-активируемой NADPH‑оксидазы, 
продуцирующей АФК [24, 30].

К настоящему времени показано, что ИИ спо-
собно влиять на отдельные системы генерации 
и распространения ВП. Такое влияние может 
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реакции составляла 1 ч. После возникновения ВП 
запись потенциалов проводили в течение 25 мин.

Ингибиторный анализ. Вклад К+-каналов в раз-
витие ВП у контрольных и облученных растений 
оценивали с помощью ингибиторного анализа. 
В качестве ингибитора использовали 1 мМ хлорид 
тетраэтиламмония (ТЭА), блокирующий работу 
К+-каналов. Срезанный второй лист пшеницы 
длиной 15 см помещали в сосуд с ТЭА и инкуби-
ровали 5 мин в вакуумной установке при давлении 
0.2 атм. Для контроля срезанный лист помещали 
в сосуд со стандартным раствором и проводили 
инкубацию в аналогичных условиях. Временной 
период между загрузкой ингибитора и регистра-
цией ВП составлял 60 мин.

Анализ экспрессии генов. Изменение экспрес-
сии генов потенциальных мишеней ИИ, предпо-
ложительно участвующих в генерации и распро-
странении ВП (табл. 1), оценивали методом ПЦР 
в реальном времени. Гены интереса выбирали на 
основании данных литературы.

Для анализа использовали срезанные и заморо-
женные в жидком азоте вторые интактные листья 
растений пшеницы. Суммарную РНК выделяли из 
100 мг замороженного образца с помощью реагента 
ExtractRNA (ВСО32, Евроген, Россия) согласно 
инструкции производителя. Качество выделенной 
РНК проверяли с помощью спектрофотометра для 
микрообъемов NanoVue (GE, США) и электрофо-
реза в 1.2% агарозном геле (20 мин, 7 В/см). 1 мкг 
суммарной РНК обрабатывали ДНКазой DNAse I, 
RNAse-free (Thermo Scientific, США) и проводили 
синтез кДНК с использованием набора реактивов 
MMLV RT kit (SKO21, Евроген, Россия) и oligo(dT) 
праймера (SB001, Евроген, Россия) согласно ин-
струкциям производителя.

ПЦР в реальном времени проводили с исполь-
зованием специфических праймеров (табл. 1) и 
набора qPCRmix-HS SYBR+HighROX (Евроген, 
Россия) согласно рекомендациям производителя. 
В реакционную смесь добавляли по 1 мкл кДНК 
(4 технические повторности каждой реакцион-
ной смеси и отрицательного контроля). Реакцию 
проводили в детектирующем амплификаторе The 
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems, США). Программа 
ПЦР: 1) горячий старт при 95оC, 10 мин; 2) дена-
турация ДНК при 95 °C, 15 с; 3) отжиг праймеров, 
синтез ДНК и детекция флуоресцентного сигна-
ла при 60 °C, 1 мин. Этапы 2–3 повторяли 40 раз. 
Значения порогового цикла Ct определяли с по-
мощью программного обеспечения 7500 Software 

(Applied Biosystems, США). Полученные результаты 
анализировали по методике ΔΔСt [35]. Изменение 
относительной экспрессии (RQ) определяли по 
формуле: RQ=2–ΔΔСt [35]. В качестве референсных 
генов использовали β-актин (ACTB) и гомолог 
белка слияния вакуолей (MON1) [10, 33].

Статистическая обработка данных. Эксперимен-
ты включали 7–16 биологических повторностей. 
Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью MS Excel (Microsoft Corporation, США). 
Для анализа использовали средние значения вели-
чин с ошибкой среднего. Статистически значимые 
различия определяли с помощью t-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние ИИ на параметры ВП. Локальный на-
грев кончика листа вызывает генерацию и рас-
пространение ВП у растений пшеницы (рис. 1). 
Хроническое облучение растений приводит к воз-
растанию амплитуды ВП: в контроле она составляет 
68.9 ±  3.9 мВ, в облученной группе – 83.1 ± 1.9 мВ 
(рис. 1). Для дальнейшего анализа механизмов на-
блюдаемого эффекта эксперименты были до-
полнительно проведены на срезанных листьях. 
У облученных растений на срезанных листьях 
также наблюдается увеличение амплитуды ВП: 
в контроле – 21.9 ± 2.6 мВ, в облученной группе – 
31.8 ±  3.8 мВ (рис. 1).

Влияние ИИ на экспрессию генов участников 
генерации и распространения ВП. По результатам 
ПЦР в реальном времени у облученных растений 
определили относительный уровень экспрессии 
генов белков, участвующих в генерации и распро-
странении ВП (рис. 2). ИИ оказывает действие на 
экспрессию генов участников генерации ВП. Пока-
зано, что уровень экспрессии гена калиевого кана-
ла SKOR у облученных растений был статистически 
значимо ниже. На экспрессию гена двупорового 
кальциевого канала (TPC1), анионных каналов 
(ALMT1 и CLC1), калиевого канала входящего на-
правления (АКТ1), Н+-ATP‑азы плазматической 
мембраны (HA1) и семейства NADPH‑оксидаз 
ИИ не влияло.

Влияние ИИ на вклад калиевых каналов в разви-
тие ВП. Для оценки вклада К+-каналов в развитие 
ВП под действием ИИ проведены электрофи-
зиологические измерения при помощи ингиби-
торного анализа с ТЭА. ТЭА вызывает возрас-
тание амплитуды ВП у контрольных растений 
(рис. 3). Амплитуда ВП контрольных растений 
составляет 21.9 ±  2.6 мВ, при действии ингиби-
тора – 31.9 ± 3.4 мВ. ТЭА статистически значимо 
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не изменяет амплитуду реакции у растений из 
облученной группы (рис. 3). Амплитуда ВП об-
лученных растений составляет 31.8 ± 3.8 мВ, при 
действии ТЭА – 36.3 ±  3.3 мВ. Таким образом, 
блокировка К+-каналов ТЭА у контрольных рас-
тений приводит к росту амплитуды ВП на 46%, что 
соответствует подобному увеличению у облучен-
ных растений. Дополнительного статистически 
значимого прироста амплитуды у облученных 
растений не происходит.

ОБСУЖДЕНИЕ

У растений пшеницы, выращенных в условиях 
хронического облучения, обнаружено увеличение 
амплитуды ВП (рис. 1), что соответствует получен-
ным ранее результатам [14]. Наблюдаемый эффект 
может объясняться изменением количества и ак-
тивности участвующих в генерации и распростра-
нении ВП систем. Распространение ВП связывают 

с совместным движением волн Са²+ и АФК за счет 
АФК‑зависимых Са²+-каналов и Ca²+-активируе-
мой NADPH‑оксидазы [24, 30]. Вход Са²+ в клетку 
индуцирует изменение мембранного потенциала 
с последующей активацией анионных и К+-кана-
лов, а также инактивацией Н+-ATP‑азы плазмати-
ческих мембран. Известно, что облучение изменяет 
проницаемость мембраны для отдельных ионов за 
счет влияния на ионные каналы [34]. Эффект ИИ 
на ВП может быть обусловлен влиянием на систе-
мы, участвующие в генерации и распространении 
ВП, в частности, вследствие изменения уровня 
экспрессии кодирующих их генов.

У облученных растений показано отсутствие 
изменений экспрессии генов кальциевого (TPC1), 
анионных (ALMT1 и CLC1), калиевого (AKT1) ка-
налов, Н+-ATP‑азы (HA1) и NADPH‑оксидазы 
(RBOHs) (рис. 2). Из литературных источников 
известно, что ИИ может вызывать изменение 
экспрессии генов других участников генерации 

Таблица 1. Праймеры исследуемых генов для ПЦР в реальном времени

Белок Ген Код GenBank
Длина 

продукта, 
п. о.

Прямой (F) и обратный (R) праймеры 
(5’–3’)

Н+-ATP‑аза 
плазматической 

мембраны
HA1 AY543630 142

F: TTGGTCTGTTGCCCCTGTTT

R: ATCCCAAGCCTCCTACCAGT

Al-чувствительный 
транспортер малата 1

ALMT1 AB081803 124
F: TGCAGCCAACCCTGAGCTAT
R: CACTGGAGACGGCACAGTCA

Хлорный анионный 
канал 1

CLC1 HM998551 146
F: ACACAATTTGCACCAGCAGC
R: GCCAATCCACCTCCAACTGA

К+-канал SKOR SKOR XM_044569353 134
F: TGGCAACTGTTGGCTATGGT
R: GCCTTTGACGATAAGCGCAG

К+-канал входящего 
направления АКТ1

AKT1 AF207745 139
F: CATCATCTCGCCCTACGACC
R: ATTATCCGTCGCAGCTAGGC

Двупоровый Ca²+- 
канал 1

ТРС1 AY114121 144
F: CGGGAGGGCAATGAGTTTCT
R: TCCCTTTGATCGTAAGCCTGT

NADPH‑оксидаза RBOHs* – 139
F: CCGAGACGCTCAAGCTCAA
R: CGGCGATCACCTTGTGGA

Гомолог белка 
слияния вакуолей 

MON1
MON1* – 117

F: TTCTAGGTGGCACAGATGCG

R: CAGCCTGTCTTGTTGCTTGG

β-Актин ACTB AB181991 135
F: GGAGAAGCTCGCTTACGTG

R: GGGCACCTGAACCTTTCTGA
* Для генов, последовательности которых для T. aestivum неизвестны, праймеры подбирали на основании гомо-
логичной последовательности, полученной путем множественного выравнивания известных последователь-
ностей этого гена других представителей злаковых (Gramineae, taxid: 4479).
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и распространения ВП, включая анионный канал 
SLAC1 [9] и NADPH‑оксидазу [10, 31–33, 36]. От-
сутствие влияния ИИ на эти гены в нашей работе 
может объясняться отличающимися объектами 
исследования и условиями облучения как в отно-
шении типа ИИ, так и дозы облучения. Измене-
ние экспрессии гена при хроническом облучении 
обнаружено только для К+-канала SKOR (рис. 2). 
Наблюдаемое уменьшение экспрессии гена одного 
из основных функциональных участников элек-
трогенеза – К+-канала – может объяснять увеличе-
ние амплитуды реакции (рис. 1) за счет снижения 
степени перекрытия анионного потока, отвеча-
ющего за развитие деполяризации, и калиевого 
потока, вовлеченного в развитие реполяризации. 

а б

в г

д

Рис. 1. Влияние ИИ на параметры ВП. а и в – Усредненные записи ВП у контрольных и облученных растений на 
целых растениях и отрезанных листьях соответственно; б и г – амплитуда ВП у контрольных и облученных расте-
ний на целых растениях и отрезанных листьях соответственно; д – схема эксперимента: расстояние между зоной 
воздействия и измерительным электродом 3 см; n = 8–16; *p <0.05.
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Рис. 2. Влияние ИИ на относительную экспрессию 
(RQ) генов белков, участвующих в генерации и рас-
пространении ВП; n = 7; * p <0.05.
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При модификации экспрессии большинства генов 
ключевыми участниками сигнального каскада, как 
правило, выступают транскрипционные факторы. 
При действии облучения в регуляции экспрессии 
генов ключевую роль играют транскрипционные 
факторы из семейств WRKY, MYB, HSF, ZAT [31, 
37, 38], предположительно, за счет АФК, генери-
рующихся в ходе облучения [6]. Роль возможного 
претендента регуляции транскрипции К+-канала 
SKOR может выполнять транскрипционный фак-
тор из семейства WRKY [39].

Выполненный ингибиторный анализ подтвер-
дил участие К+-каналов в формировании вызван-
ных ИИ изменений параметров ВП. К+-каналы 
играют важную роль на фазе реполяризации, од-
нако выходящий поток К+ начинается в фазу де-
поляризации, поэтому угнетение потока К+ может 
привести к возрастанию амплитуды ВП. В экспе-
рименте показано, что блокирование К+-каналов 
вызывает сходное с действием ИИ возрастание 
амплитуды ВП (рис. 3). Дополнительного вызван-
ного блокатором возрастания амплитуды ВП у об-
лученных растений не происходит (рис. 3).

Стоит отметить, что для К+-каналов, вносящих 
вклад в генерацию ВП, наряду с изменением экс-
прессии генов при облучении (рис. 2), возможна 
физиологическая регуляция активности другими 
факторами: АФК и изменением рН. Для каналов 
SKOR и GORK показана модуляция активности 
молекулами АФК [40, 41], которые генерируются 
в ходе облучения. Закисление внутренней и на-
ружной среды в физиологическом диапазоне рН 
увеличивает количество К+-каналов, не доступных 
для активации [42]. Ранее в аналогичных условиях 

облучения было показано увеличение активности 
одного из ключевых ферментов рН‑гомеостаза – 
H+-ATP‑азы [14, 43], выкачивающей протоны из 
цитоплазмы в апопласт [44]. Повышенная актив-
ность H+-ATP‑азы также может оказывать влияние 
на калиевый ток и параметры электрических сиг-
налов в целом за счет сдвигов электрохимических 
градиентов ионов на цитоплазматической мембране.

Полученные результаты и имеющиеся данные 
литературы позволяют предположить схему вли-
яния ИИ на амплитуду электрических сигналов 
(рис. 4). К системам, участвующим в генерации 
и распространении электрических сигналов, от-
носят: системы продукции АФК (NADPH‑окси-
дазы), Са²+-каналы, анионные каналы, К+-каналы 
и Н+-ATP‑азу. Реализация эффекта ИИ возможна 
за счет изменения экспрессии генов (генетическая 
регуляция) и, предположительно, активности го-
товых белков (физиологическая регуляция). По-
средником в реализации такого влияния в боль-
шинстве случаев выступают АФК, генерирующиеся 
под действием ИИ. Регуляция экспрессии генов 
осуществляется при участии транскрипционных 
факторов, активность которых при влиянии ИИ 
регулируется преимущественно через АФК. Вы-
званное облучением изменение экспрессии генов 
имеет место только для К+-канала выходящего 
направления SKOR (рис. 2). Понижение уровня 
экспрессии SKOR вызывает, вероятно, угнетение 
выходящего потока ионов K+. Это ведет к уве-
личению амплитуды ВП вследствие перекрытия 
деполяризующего потока анионов и реполяри-
зующего потока K+. Наряду с генетической регу-
ляцией имеет место физиологическая регуляция. 

Рис. 3. Влияние блокатора калиевых каналов (ТЭА, 1 мМ) на амплитуду ВП у контрольных и облученных растений 
пшеницы. a – Амплитуда ВП. б – Относительная амплитуда ВП; за 100% приняты значения амплитуды ВП в отсут-
ствие ТЭА для контрольных и облученных растений. 1 – Контроль, 2 – контроль + ТЭА, 3 – ИИ, 4 – ИИ + ТЭА; 
n = 16; * p <0.05.
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В предыдущих работах было продемонстрированно 
усиление активности Н+-ATP‑азы у облученных 
растений [14], в то же время изменения экспрес-
сии гена Н+-ATP‑азы не было показано (рис. 2), 
что указывает на регуляцию на уровне готовых 
ферментов. Также под действием ИИ может про-
исходить изменение проницаемости мембраны 
для ионов Са²+, Cl-, К+ за счет влияния на ионные 
каналы [19, 34, 45, 46]. Таким образом, наиболее 
вероятным механизмом возрастания амплиту-
ды ВП под действием ИИ выступает увеличение 
активности Н+-ATP‑азы и снижение уровня экс-
прессии гена К+-канала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе получены результаты о роли калиевых 
каналов в реализации влияния ИИ на ВП, допол-
няющие понимание механизмов, лежащих в осно-
ве действия ИИ на стрессовые сигналы растений. 
Показано уменьшение уровня экспрессии гена 
калиевого канала SKOR и участие калиевых кана-
лов в вызванном ИИ изменении амплитуды ВП. 
Мы предполагаем, что ключевую роль в механизме 
модификации ВП при облучении играют К+-кана-
лы наряду с системой регуляции рН. Полученные 

данные позволяют расширить понимание механиз-
мов работы стрессовых сигналов растений в усло-
виях действия малых доз и хронического облучения.
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Analysis of Molecular Mechanisms of Chronic Irradiation Effects 
on Electrical Signals in Wheat Plants
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The effect of ionizing radiation (IR) on plants is mainly realized by altering the status of signaling systems 
and modifying stress signals. Variation potential (VP) is one of the types of electrical signals in plants. IR 
contributes to an increase in the amplitude of the VP, but the mechanisms of such influence are practically 
unknown. A possible way to implement changes arising from the action of IR is the regulation of gene 
expression. In the present work, the changes in the gene expression of participants in the generation and 
propagation of VP in irradiated plants are investigated. The experiments were performed on 14–15-day-
old soft wheat plants (Triticum aestivum L.) grown under chronic irradiation (source 90Sr‑90Y) with a dose 
rate of 31.3 μGy/h. The maximum accumulated dose was about 11.3 mGy. The irradiated plants showed 
no changes in the expression of calcium (TPC1), anionic (ALMT1 and CLC1), potassium (AKT1) chan-
nels, H+-ATPase (HA1), and NADPH oxidase (RBOHs) genes. A decrease in the expression of the SKOR 
potassium channel gene was revealed. The potassium channel blocker, tetraethylammonium chloride, 
caused an increase in response amplitude in control plants comparable to the increase in amplitude in the 
irradiated group. The obtained results indicate that one of the ways IR influences the electrical signals of 
plants is to inhibit the expression of the potassium channel.

Keywords:  ionizing radiation, long-distance electrical signals, variation potential, potassium channels, 
SKOR, Triticum aestivum



211

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2024, том 41, № 3, с. 211–218

УДК 617.713

НАРУШЕНИЯ РЕГУЛЯЦИИ ОБЪЕМА КЛЕТОК ЭНДОТЕЛИЯ 
РОГОВИЦЫ ПРИ КЕРАТОКОНУСЕ

© 2024 г.    И. М. Кузеинаa, Л. Е. Катковаb, Г. С. Батуринаa, b, И. Г. Пальчиковаa, c, 
И. А. Искаковe, Е. И. Соленовa, b, d, * 

aНовосибирский национальный исследовательский государственный университет, Новосибирск, 
630090 Россия

 bФедеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения 
РАН, Новосибирск, 630090 Россия

cКонструкторско-технологический институт научного приборостроения СО РАН, Новосибирск, 
630058 Россия  

dНовосибирский государственный технический университет, Новосибирск, 630087 Россия
eНациональный медицинский исследовательский центр “Межотраслевой научно-технический 

комплекс “Микрохирургия глаза им. акад. С.Н. Федорова” Минздрава России, Новосибирский филиал,  
Новосибирск, 630096 Россия
* e-mail: eugsol@bionet.nsc.ru

Поступила в редакцию 12.12.2023
После доработки 15.01.2024

Принята к публикации 18.01.2024

В работе проведено исследование проницаемости для воды и мочевины плазматических мембран 
клеток эндотелия нормальной роговицы и роговицы с выраженной формой кератоконуса. Клетки 
эндотелия роговицы человека, получали из операционного материала. Определение осмотической 
водной проницаемости (Pf) клеток эндотелия в норме и при кератоконусе не выявило значительных 
различий этого показателя в обеих группах, где клетки имеют близкую по величине осмотическую 
водную проницаемость (контроль Pf = 0.53 ± 0.045 см/с; кератоконус Pf =0.63 ± 0.041 см/с) (n = 25; 
p ≥ 0.05). Коэффициенты проницаемости для мочевины в обеих группах также не имели статисти-
чески значимых различий (контроль Pu = 0.049 ± 0.003 см/с; кератоконус Pu = 0.056 ± 0.003 см/с) 
(n​ 25; p ≥ 0.05). Анализ динамики клеточного объема на основе экспоненциальной аппроксимации 
показал, что клетки эндотелия роговицы с кератоконусом снижают свой объем в гипертонической 
среде в большей степени по сравнению с клетками здоровой роговицы. Увеличение клеточного 
объема в результате изотонического входа мочевины в гипертонической среде также происходило 
до существенно более высоких значений по сравнению с нормальными клетками. Делается заклю-
чение о значительных изменениях в механизме регуляции объема клеток эндотелия роговицы при 
кератоконусе.

Ключевые слова: эндотелий роговицы, кератоконус, транспорт мочевины, водная проницаемость
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ВВЕДЕНИЕ

Кератоконус – болезнь, связанная с ухудше-
нием зрения в результате развития неправильно-
го астигматизма, вызываемого прогрессивным 
истончением и деформацией роговицы. В зави-
симости от региона болезнь может появляться 
с частотой от 1.5 до 25 случаев на 100 000 человек 
в год в возрасте около 20 лет у обоих полов и про-
грессировать в более позднем возрасте. В настоя-
щее время умеренные проявления кератоконуса 
компенсируют с помощью очков и контактных 
линз, а в более выраженных случаях применяют 

хирургическое лечение. Результаты исследований 
изменений роговицы, возникающих при керато-
конусе, носят противоречивый характер, откло-
нения от нормы описаны в эпителии, боуменовой 
мембране и строме, а в десцеметовой мембране 
и эндотелии нарушения наблюдают значительно 
реже [1]. Гистопатологические исследования пока-
зали, что болезнь затрагивает все слои роговицы. 
В эпителии роговицы при кератоконусе происходят 
дегенеративные процессы. Клетки увеличиваются 
в размерах, теряют нормальную форму, плотность 
базального слоя клеток эпителия снижается [2, 3]. 
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зрения. Показано, что в клетках эндотелия рогови-
цы интенсивно экспрессируется ген SLC14A1, ко-
торый кодирует транспортер мочевины UT-A [24]. 
Изучение транспортеров мочевины и их функции 
осложняется тем, что в результате альтернативного 
сплайсинга в клетке может существовать множе-
ство изоформ этих белков [25, 26]. Изучение об-
щего транспорта мочевины, осуществляемого не 
только изоформами UT-A, но и менее изученными 
транспортерами, представляется необходимым для 
понимания роли этого осмолита в регуляторной 
функции клеток эндотелия роговицы.

В настоящей работе мы поставили задачу ис-
следовать транспорт мочевины в клетках эндоте-
лия методом, который независим от того, какие 
изоформы транспортера UT-A экспрессируются 
в этих клетках, включая транспорт другими путями. 
Мы провели сравнительное исследование прони-
цаемости для воды и мочевины плазматических 
мембран клеток эндотелия нормальной роговицы 
и роговицы с выраженной формой кератоконуса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось на клетках эндоте-
лия роговицы человека, полученных из роговичных 
дисков, иссеченных у пациентов с кератоконусом 
в ходе сквозной кератопластики.

Препарат переживающих клеток. Эндотелий 
наносили на покровное стекло, покрытое поли-
лизином методом отпечатка. С этой целью фраг-
мент роговицы инкубировали в растворе 1 мг/мл 
коллагеназы (Sigma, США) в PBS (138 мM NaCl, 
4.7мM Na2HPO4, 2.7 мM KCl, 1.5 мM KH2PO4, 
0.5 мM MgCl2, 5.5 мM глюкоза, 1.0 мМ CaCl2) при 
37оC 30​ мин, затем методом отпечатка переносили 
клетки эндотелия на покровное стекло, покрытое 
0.1%  (w/v) раствором полилизина (Sigma) в воде. 
Стекло c  клетками эндотелия, ориентированными 
базолатеральной поверхностью в сторону омы-
вающей среды, помещали в проточную камеру 
микроскопа. Затем загружали клетки Calcein AM 
(10–5M, 20 мин, 37оC). Изменения клеточного объ-
ема определяли с помощью метода, основанного 
на эффекте гашения флуоресцентного красителя 
Calcein белками цитоплазмы [27, 28]. Для опреде-
ления водной проницаемости клетки уравнове-
шивали в нормотонической среде с осмотической 
концентрацией 280 мОсм/кг H2O и записывали 
профиль флуоресценции, отражающий снижение 
объема при быстрой (<100 мс) смене среды на ги-
пертоническую (560 мОсм/кг H2O). Гипертониче-
скую среду создавали маннитолом (280 мМ, Sigma). 
Водную проницаемость рассчитывали исходя из 
уравнения потока [29]. Площадь поверхности, 

Значительные изменения, происходящие в строме 
и влияющие на оптические свойства роговицы, не 
затрагивают размер клеток эндотелия и, по-ви-
димому, могут быть связаны с изменениями во 
внутриклеточных механизмах [4–6]. Вопрос об 
изменении количества клеток эндотелия при ке-
ратоконусе остается дискуссионным: в работах 
одних исследователей этот параметр оставался 
неизменным [7–9], другие авторы отмечали сни-
жение этого показателя [10–12]. Изучение экс-
прессии белков роговицы выявило, что болезнь 
оказывает влияние на экспрессию более 100 белков, 
на содержание коллагена в строме, на процессы 
апоптоза и некроза кератоцитов [13–15]. Плот-
ность коллагеновых фибрилл стромы и содержание 
протеогликанов в матриксе, отмечаемые при ке-
ратоконусе, зависят от осмотического равновесия 
роговицы. Так, в случаях нарушения целостности 
монослоя эндотелия происходит гипергидратация 
матрикса – гидропс роговицы (corneal hydrops), 
который требует хирургического лечения [16, 17]. 
Высказывают предположение, что нарушения 
фибриллярной структуры стромы могут быть свя-
заны с наблюдаемыми изменениями градиента 
осмотического давления, что указывает на по-
вреждения в механизме регуляции осмотического 
равновесия матрикса [18]. Известно, что в регу-
ляции осмотического баланса стромы роговицы 
определяющая роль принадлежит транспортной 
функции клеток эндотелия, которую часто опи-
сывают в терминах модели “насос-утечка” (pump-
leak) [19]. Насосная функция клеток эндотелия 
определяется интенсивностью процессов актив-
ного транспорта и проницаемостью плазматиче-
ской мембраны для воды и осмолитов. При этом 
поток ионов и воды через мембрану этих клеток, 
необходимый для поддержания осмотического 
баланса матрикса роговицы, не должен нарушать 
собственный водно-электролитный гомеостаз клетки, 
определяющий постоянство ее объема. Поддержа-
ние клеточного объема у теплокровных животных 
осуществляется исключительно регуляцией потоков 
через плазматическую мембрану неорганических 
ионов и низкомолекулярных органических осмо-
литов [20–22]. Органические осмолиты условно 
разделяют на совместимые, которые минимально 
влияют на функционирование молекулярных ме-
ханизмов клетки, и такие как мочевина, которые 
способны влиять на конформацию функциональ-
ных макромолекул, влиять на функции ферментов 
и приводить к дезадаптации клеток [21, 23]. Роль 
транспорта мочевины в функционировании кле-
ток эндотелия роговицы может быть значительна, 
поскольку есть данные о связи экспрессии генов 
семейства SLC (SLC4A11, SLC14A1) с нарушениями 
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через которую идет поток, мы принимали рав-
ной площади изображения клетки, учитывая, что 
клетки лежат на стекле и только открытая часть их 
поверхности доступна для обмена.

dV/dt = –S Vw Pf gradΦ,
где Pf – коэффициент осмотической проницае-
мости (см/c), S – площадь поверхности, Vw – мо-
лярный объем воды, Ф – осмотическое давление.

Флуоресцентный профиль (F) аппроксими-
ровали функцией y = y0 + Ae(–t/τ). С учетом того, 
что, как нами показано ранее, V/V0 = F/F0 [22], где 
V0 – начальный объем клетки, а F0 – начальный 
уровень флуоресцентного сигнала.

Pf – коэффициент осмотической проницаемости 
рассчитывали исходя из соотношения:

dV/dt = V0 Kr = Pf S Vw∆C,
Pf = V0Kr / (SVw∆C),

где Kr – коэффициент линейной регрессии на-
чального участка профиля относительной флу-
оресценции (F/F0), ∆C – разность осмотических 
концентраций (Осм/кг H2O) на плазматической 
мембране клетки.

Коэффициент проницаемости для мочевины 
определяли, анализируя кинетику увеличения 
объема клетки в гипертонической среде при изо-
тоническом входе мочевины. Увеличение клеточ-
ного объема в такой системе приближенно можно 
описать уравнением:

V/V0 ≈ 1+Cu/Πout ≈ 1+[(SPu ∆C)/(V0Πout)] t;
тогда

∆C= Cout – Cu;
(V/V0–1)/t => (F/F0)/t = Kru;

Pu ≈ Kru (V0Пout)/(SCout),

где: Kru – коэффициент регрессии объема клетки 
в присутствии мочевины. Cu  ̶ концентрация мо-
чевины в клетке. Cout – концентрация мочевины 
в среде. Пout – осмотическая концентрация среды. 
V0 – начальный объем клетки. Pu – коэффициент 
проницаемости для мочевины.

Протокол эксперимента. Клетки уравновешива-
ли в среде PBS (280 мОсм/кг H2O), меняли среду 
на PBS+маннитол (560 мОсм/кг H2O) и уравно-
вешивали клетки в этой гипертонической среде, 
изотонически меняли среду на PBS+мочевина 
(560 мОсм/кг H2O), записывали возрастание флу-
оресценции в течение 20–30 с, возвращали в среду 
PBS (280 мОсм/кг H2O) (рис. 1).

Микроскопия. Экcпеpиментальная установка 
пpедcтавляла собой пpоточную камеpу, pазpабо-
танную для иcпользования c флуоpеcцентным 
микpоcкопом Observer-Z1 (объектив Fluar 25×/0.8 
M27, Zeiss, Германия). Конструкция проточной 
камеры описана нами ранее [29]. Объем камеры 
составлял ~50 мкл, cкоpоcть пpотекания pаcтвоpа 
25 мл/мин, поддерживаемая температура 36.8 ±  0.2оC. 
Флуоресцентные сигналы клеток записывали с по-
мощью фотосенсора Hamamtsu H7827, используя 
набор фильтров и дихроическое зеркало #009 (Zeiss, 
Германия).

Статистический анализ. Анализ профилей флуо-
ресценции проводили с помощью пакета Origin 5.0. 
Статистические расчеты производили с использо-
ванием пакета программ Statistica 6.0 для Windows. 
Полученные данные были проанализированы 
с помощью t-критерия Стьюдента. Результаты 
представлены как M±SEM. Результаты считали 
значимыми при p<0.05. Проверку нормальности 
распределения проводили в тесте Shapiro–Wilk 
в программе Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 2 приведены усредненные профили 
флуоресценции красителя Calcein с применением 
экспоненциальной аппроксимации, отражающие 
изменения клеточного объема эндотелиоцитов 
роговицы в гипертонической среде. Анализ про-
филей показал, что клетки роговицы с кератокону-
сом снижают объем до более низких значений по 
сравнению с клетками здоровой роговицы. Оче-
видно осмотическое равновесие эндотелиоцитов 
роговицы с патологией достигается при меньшем 
клеточном объеме по сравнению с нормой.

Рис. 1. Схема эксперимента. По оси ординат – относи-
тельная флуоресценция (F/F0). 
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Анализ экспоненциальной аппроксимации 
профилей динамики клеточного объема показал, 
что клетки нормального эндотелия достигают ос-
мотического равновесия в гипертонической среде 
быстрее (характерное время (τ) контроль 0.29 ± 
±0.004; кератоконус 0.38 ± 0.005 с, p < 0.0001 (n = 25, 
t = 14)) и при меньшем снижении объема (параметр 

“амплитуда” контроль 0.57 ± 0.004; кератоконус 
0.92 ± 0.006, p < 0.0001 (n = 25, t = 48) (F/F0)). При 
кератоконусе более выраженное снижение объема 
в таких условиях отражает, по-видимому, меньшее 
содержание осмолитов в клетках эндотелия, что может 
быть связано с вызванными патологией нарушениями 
в механизме регуляции клеточного объема.

Графики линейной аппроксимации начальных 
участков усредненных профилей снижения клеточ-
ного объема в гипертонической среде приведены на 
рис. 3. Сравнение величин осмотической водной 
проницаемости (Pf) клеток эндотелия в норме 
и при кератоконусе, рассчитанных с учетом ко-
эффициентов регрессии начальных участков про-
филей флуоресценции, не выявило достоверных 
различий этого показателя (контроль Pf = 0.53 ± 
± 0.045 см/с; кератоконус Pf = 0.63 ±  ±0.041 см/с) 
(n = 25; p ≥ 0.05).

Проницаемость плазматической мембраны 
эндотелиальных клеток роговицы для мочевины 
изучали в экспериментах с регистрацией измене-
ний клеточного объема, который увеличивался 
в результате входа в клетку мочевины в соответ-
ствии с ее градиентом концентрации при отсут-
ствии градиента осмотического давления. Согласно 

полученным результатам при этих условиях в клет-
ках роговицы с патологией кератоконуса объем 
возрастал до значительно более высоких значений 
по сравнению с контролем (рис. 4).

На основе экспоненциальной аппроксимации 
профилей изотонического изменения клеточ-
ного объема в гипертонической среде мочевины 
(рис. 4) были определены значения амплитуды 
и характерного времени (τ), что выявило различие 
динамики объема клеток эндотелия контроль-
ных образцов и роговицы с кератоконусом. По 
сравнению с контрольными образцами клетки 
эндотелия роговицы с кератоконусом увеличива-
ли объем дольше (характерное время (τ) контроль 
4.27 ± 0.024 с; кератоконус 8.45 ± 0.033 с, p<0.0001 
(n = 25, t = 102)) и до больших значений (“амплиту-
да” контроль 0.31 ± 0.0006; кератоконус 0.67 ± 0.001, 
p<0.0001 (n =25, t = 308) (F/F0)).

Более выраженное увеличение объема клеток 
роговицы с кератоконусом в гипертонической 
мочевине позволяет предположить, что этот эф-
фект также обусловлен нарушениями в механизме 
регуляции клеточного объема. Значения коэффи-
циентов проницаемости для мочевины (Pu) в обеих 
группах не имели между собой статистически зна-
чимых различий (контроль Pu = 0.049 ± 0.003 см/с; 
кератоконус Pu = 0.056 ± 0.003 см/с) (n = 25; 
p ≥ 0.05), как следует из графиков линейной ап-
проксимации начальных участков профилей изо-
тонического увеличения объема клеток эндотелия 
роговицы в гипертонической среде мочевины, 
приведенных на рис. 5.

Рис. 2. Усредненные профили динамики относи-
тельной флуоресценции красителя Calcein в гипер-
тонической среде, отражающие изменения объема 
клеток эндотелия роговицы. 1 – Контроль (n = 25); 
2 – кератоконус (n = 21). Линией серого цвета при-
ведена экспоненциальная аппроксимация профилей 
(y =  y0+Ae(–t/τ)). 
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Рис. 3. Начальные участки усредненных профилей 
динамики относительной флуоресценции красителя 
Calcein в гипертонической среде, отражающие сниже-
ние объема клеток эндотелия роговицы. 1 – Контроль 
(n = 25); 2 – кератоконус (n = 21). Линией серого цве-
та приведена линейная аппроксимация профилей. 
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ОБСУЖДЕНИЕ

Прозрачность матрикса роговицы обусловлена 
упорядоченной структурой коллагеновых воло-
кон, расстояния между которыми определяются 
наличием протеогликанов и степенью гидратации 
матрикса, что нарушается при кератоконусе [4]. 
Согласно принятой модели механизма регуляции 
осмотического баланса матрикса роговицы “на-
сос-утечка”, степень гидратации матрикса опре-
деляется соотношением потоков ионов и воды, 
обусловленных активным транспортом, и потоков, 
движущей силой которых является градиент осмо-
тического давления. Наши наблюдения указыва-
ют на возможные нарушения насосной функции 
клеток эндотелия. Поток воды и ионов, опреде-
ляющих осмотическое давление среды в матриксе 
роговицы, зависит от активности ионных насосов 
клетки и водной проницаемости ее плазматической 
мембраны. Потоки воды и ионов, проходящих 
через клетку эндотелия, не только определяют 
осмотическую концентрацию матрикса, но и пред-
ставляют собой риск для осмотического баланса 
собственно клетки. Способность регулировать 
свой осмотический гомеостаз, что эквивалентно 
регуляции объема клетки, является ее жизненно 
важной функцией.

Постоянство клеточного объема поддерживает-
ся главным образом за счет регуляции содержания 
в клетке низкомолекулярных органических осмо-
литов [22]. Таким образом, увеличение амплитуды 
снижения относительной флуоресценции Calcein 

в клетках эндотелия в гипертонической среде, что 
соответствует снижению объема этих клеток, мо-
жет означать меньшее по сравнению с нормой 
содержание низкомолекулярных органических 
осмолитов при кератоконусе. Такое заключение 
можно сделать и на основании результатов по 
увеличению объема клеток эндотелия в гиперто-
нической среде, создаваемой маннитолом, при 
изотонической замене маннитола на мочевину. 
Профили флуоресценции, наблюдаемые в наших 
экспериментах, также указывают на значительные 
изменения в механизме регуляции объема этих 
клеток при кератоконусе. Следует отметить, что 
предполагаемые сдвиги регуляции клеточного 
объема происходят без значительных изменений 
проницаемости плазматической мембраны клеток 
как для воды, так и для мочевины. Поскольку объ-
ем клетки в состоянии осмотического равновесия 
в значительной мере определяется содержанием 
в клетке органических осмотически активных мо-
лекул, изменения, обнаруживаемые в регуляции 
объема клеток эндотелия роговицы в состоянии 
кератоконуса, связаны, вероятно, с изменениями 
их метаболизма и, возможно, состава. Исследова-
ние состава и метаболизма органических осмоли-
тов в клетках эндотелия роговицы, находящейся 
в состоянии кератоконуса, возможно, является 
необходимым этапом изучения механизма этого 
заболевания. В этой связи, полученные нами вы-
сокие показатели проницаемости для мочевины 
в клетках эндотелия также ставят вопрос о возмож-
ной связи уровня мочевины в крови с патологи-
ческими изменениями в этих клетках, поскольку, 

Рис. 4. Усредненные профили динамики относитель-
ной флуоресценции красителя Calcein в гипертони-
ческой среде мочевины, отражающие изотоническое 
увеличение объема клеток эндотелия роговицы. 
1 – Контроль (n = 26); 2 – кератоконус (n = 20). Ли-
нией серого цвета приведена экспоненциальная ап-
проксимация профилей (y = y0+Ae(–t/τ)).
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Рис. 5. Начальные участки усредненных профилей 
динамики относительной флуоресценции красите-
ля Calcein, отражающие повышение объема клеток 
эндотелия роговицы в гипертонической среде моче-
вины. 1 – Контроль (n = 26); 2 –кератоконус (n = 20). 
Линией серого цвета приведена линейная аппрокси-
мация профилей. 
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в отличие от клеток почки, эндотелий роговицы 
не функционирует в условиях высокой концен-
трации мочевины и ее градиента. Клетки почеч-
ного эпителия, резистентные к потокам мочевины, 
возможно, обладают защитным механизмом от 
денатурирующего действия мочевины. Насколько 
развит защитный механизм у клеток эндотелия 
роговицы, в настоящее время не ясно, но то, что 
проницаемость этих клеток для мочевины высока, 
делает исследование такого механизма актуаль-
ным. Вопрос о влиянии интенсивности потока 
мочевины через клетки эндотелия роговицы на 
функционирование этих клеток в настоящее время 
не решен и требует специального исследования. 
Величины осмотической проницаемости плазма-
тической мембраны клеток эндотелия роговицы 
человека для воды, полученные в нашем исследова-
нии, больше, чем полученные для клеток у крыс как 
эндотелия роговицы (Pf = 0.029–0.035 см/с) [29], так 
и главных клеток собирательных трубок эпителия 
почки (Pf = 0.024–0.012 см/с), как показано нами 
ранее [29, 30]. Можно предположить, что более 
высокие значения водной проницаемости у кле-
ток эндотелия роговицы человека по сравнению 
с крысой могут означать и более эффективный 
транспорт, а также то, что функции этих клеток по 
эффективности транспорта могут быть сравнимы 
с клетками эпителия почки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование не выявило различий прони-
цаемости плазматической мембраны клеток эн-
дотелия роговицы для воды и мочевины в норме 
и при кератоконусе. Анализ динамики клеточного 
объема в условиях осмотического шока показал, 
что клетки эндотелия роговицы с кератоконусом 
изменяют свой объем в значительно более выра-
женной степени по сравнению с клетками эндо-
телия здоровой роговицы. Увеличение клеточного 
объема в результате изотонического входа мочеви-
ны в гипертонической среде также происходило 
до значительно более высоких значений по срав-
нению с нормальными клетками. Значительные 
изменения в механизме регуляции объема клеток 
эндотелия роговицы при кератоконусе, возможно, 
связаны с нарушениями в метаболизме органиче-
ских осмолитов этих клеток при патологии.
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Cell Volume Regulation of Endothelial Cells Is Impaired in Keratoconus 
Cornea
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In this work the permeability to water and urea of plasma membranes of endothelial cells of normal corneas 
and corneas with keratoconus was investigated. The endothelial cells were obtained from surgery material. 
Measurements of osmotic aqueous permeability (Pf) of endothelial cells in normal and in keratoconus did 
not reveal significant differences of this parameter in the two studied groups. The control cells and the cells 
from keratoconus cornea have similar osmotic water permeability (control cells, Pf = 0.53 ± 0.045 cm/s; 
keratoconus cells, Pf  = 0.63 ± 0.041 cm/s; n = 25; p ≥ 0.05). Neither coefficient of urea permeability dif-
fered significantly in these groups (control, Pu = 0.049 ± 0.003 cm/s; keratoconus, Pu = 0.056 ± 0.003 cm/s; 
n = 25; p ≥ 0.05). Analysis of cell volume dynamics based on exponential approximation showed a more 
pronounced decrease of the cell volume of endothelial cells from keratoconus cornea in hypertonic medium 
in comparison with the cells from normal cornea. The increase of cell volume caused by isotonic entering 
of urea into the cells in hypertonic medium also was more pronounced in these cells in comparison with 
the normal ones. We conclude that there are significant changes in cell volume regulating mechanism in 
keratoconus cornea endothelial cells.

Keywords:  corneal endothelium, keratoconus, urea transport, water permeability.
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ИНИЦИАЦИИ ПАРАПТОЗОПОДОБНОЙ ГИБЕЛИ ОПУХОЛЕВЫХ 
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Дисульфирам (ДСФ) и его окисленные производные (ДСФокси) рассматриваются в качестве 
возможных противоопухолевых средств. Ранее нами было установлено, что ДСФокси иниции-
руют параптозоподобную гибель опухолевых клеток, что представляет потенциальный интерес 
для лечения опухолей, устойчивых к инициации апоптоза. На основе биоинформатического ана-
лиза масс-спектрометрических данных убиквитинирования белков нами было сформулировано 
представление о важной роли нарушения ретроградного транспорта поврежденных белков из 
эндоплазматического ретикулума в цитозоль в механизме инициации параптозоподобной гибели 
клеток. В настоящей работе обнаружено, что ДСФокси в процессе инициации параптозоподоб-
ной гибели клеток аденокарциномы человека НЕр-2 также усиливают убиквитинирование ги-
стонов и ферментов гистонового кода. В частности, это относится к убиквитинированию гисто-
на H2BC12, гистон-метилтрансфераз, отвечающих за транскрипцию и репарацию поврежденных 
участков ДНК, а также ацетилирующих и убиквитин-конъюгирующих белков. Биоинформати-
ческий анализ изменений убиквитинирования белков клеточного ядра с использованием базы 
данных STRING выявил в ходе этого процесса увеличение встречаемости убиквитинированных 
белков (функциональное обогащение) регуляции клеточного цикла, ответа клетки на поврежде-
ние ДНК и репарации ДНК, регулирование которых также зависит от гистонового кода. Это не-
посредственно указывает на повреждение ядра клетки и согласуется с данными конфокальной 
микроскопии. Полученные результаты свидетельствуют, что при инициации параптозоподобной 
гибели клеток посредством ДСФокси наряду с нарушением ретроградного транспорта и стрес-
сом эндоплазматического ретикулума происходит также изменение регуляции гистонового кода, 
что указывает на плейотропный характер механизма инициации этой гибели клеток. 

Ключевые слова: гистоновый код, гистоны, убиквитинирование гистонов, метилирование гисто-
нов, параптоз, дисульфирам

DOI: 10.31857/S0233475524030052, EDN: csfgqn

ВВЕДЕНИЕ

Среди белков клеточного ядра основную часть 
(по массе) составляют гистоны. Их роль в упа-
ковке хроматина и регуляции связанных с ним 
процессов общеизвестна. Генетический код дан-
ных белков очень консервативен и различается 
у организмов разной таксономии всего лишь на 
несколько аминокислот (классический пример – 
горох и бык, последовательность для гистона Н4 
различается по двум аминокислотам). В последнее 
время большое внимание уделяется представле-
нию о гистоновом коде, которое состоит в том, 

что хроматин-ДНК‑взаимодействия и вовлечение 
ДНК в различные внутриклеточные процессы 
управляются комбинациями посттрансляцион-
ных модификаций (ПТМ) гистонов, такими как 
деметилирование лизина и аргинина, деацети-
лирование и деубиквитинирование лизина, фос-
форилирование серина, а также сумоилирование, 
поли-ADP‑рибозилирование и другими [1–6]. Дан-
ные модификации гистонов меняют их заряд, ги-
дрофобность, сродство к определенным молекулам, 
силу взаимодействия с ДНК, время существования 
и многие другие свойства, но не затрагивают гене-
тическую информацию, зашифрованную в ДНК, 

https://teacode.com/online/udc/57/576.38.html
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параптоза. Для этого мы исследовали изменение 
состава убиквитинированных (Ub) белков, ре-
гулирующих гистоновый код, и биологические 
процессы, протекающие с их участием, при запу-
ске параптозоподобной гибели клеток НЕр‑2 под 
действием оксипроизводных ДСФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы эмбриональная те-
лячья сыворотка (Gibco, США), краситель Hoechst 
33342 (Molecular Probes Inc., США), диэтилди-
тиокарбамат (DDC, MP Biomedicals, США). Все 
остальные реактивы были получены из фирмы 
Sigma (США).

Клетки аденокарциномы человека НЕр‑2 (Рос-
сийская коллекция клеточных культур, г. С.‑ Петер-
бург) выращивали в среде DMEM с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки, 2.2 г/л 
бикарбоната натрия, 80 мкг/мл гентамицина при 
37оC. Для открепления клеток от поверхности 
флакона использовали 0.25% раствор трипсина.

Для анализа убиквитома клетки культивировали 
в культуральных флаконах Т25 (SPL Life Science, 
Korea) в стандартных условиях (37 °C, рН 7.2–7.4, 5% 
СО2), при плотности посева 60 тыс. клеток/см2. Че-
рез сутки после посева клеток в ростовую среду до-
бавляли исследуемые вещества: DDC (1 мМ) и DDC 
в сочетании с витамином B12b (1 мМ и 25 мкМ со-
ответственно). Образцы представляли собой белки 
необработанных клеток (контроль), клеток после 
4-ч инкубации с 1 мМ DDC (D4h) и клеток после 
1-ч и 4-ч инкубации с DDC+B12 (DB1h, DB4h), 
подготовленные по протоколу, представленному 
в работе [26]. Для получения образцов было про-
ведено три независимых эксперимента, каждый 
образец в каждом опыте содержал 1.5 млн клеток. 
Все белки соответствующих образцов, иденти-
фицированные в этих трех опытах, объединяли 
в соответствующую пробу. Полученные при по-
мощи масс-спектрометрии высокого разрешения 
результаты анализа протеома и убиквитома клеток 
НЕр‑2 в пробах контроль, D4h, DB1h и DB4h были 
депонированы [27].

Биоинформатический анализ Ub-белков кле-
ток карциномы человека НЕр‑2 выполняли по 
протоколу, представленному ранее [9]. Ub-бел-
ки были проанализированы и сгруппированы по 
ключевым словам базы UniProtKB (релиз 2023–01), 
описывающим основные биологические процессы/
молекулярные функции/клеточные компоненты, 
относящиеся к гистонам и модифицирующим их 
белкам (Histone, Histone-lysine N‑methyltransfer-
ase, Histone lysine demethylase, Histone de/acetylase, 

т. е. гистоновый код является эпигенетическим. 
Этот код позволяет узнающим белкам связываться 
с поверхностью гистонов и осуществлять регуля-
цию репликации, транскрипции, трансляции и ре-
парации ДНК, организации и ремоделирования 
хроматина. Осуществление этой регуляции зависит 
от набора ПТМ модификаций и белков-регулято-
ров. Нарушения гистонового кода выявлены при 
ряде заболеваний, включая аутизм, шизофрению 
и другие расстройства [1, 5–7]. Предполагается, 
что изменения гистонового кода, дисбаланс между 
процессами его модификаций являются одним из 
этапов канцерогенеза [1, 2, 8].

Ранее мы обнаружили, что в процессе ини-
циации параптозоподобной клеточной гибели 
(параптоза) окисленными производными дисуль-
фирама (ДСФокси) происходит усиление убикви-
тинирования белков клетки [9]. В осуществляемой 
в настоящее время программе расширения области 
применения известных препаратов дитиокарба-
маты (ДСФ и его производные) были выделены 
как перспективные лекарственные средства для 
нескольких направлений, например, психиатрии, 
противовоспалительной, противопаразитной, 
противовирусной и противоопухолевой терапии 
[10–18]. Изучение неапоптотических видов про-
граммируемой клеточной гибели, стимулируе-
мое приобретением лекарственной устойчивости 
к апоптоз-индуцирующим агентам, в настоящее 
время активно ведется, и в этой связи ДСФ так-
же привлекает интерес [19]. Такие свойства ДСФ, 
как влияние на убиквитин-протеасомную систему 
(УПС) клетки – на убиквитинирование лигазы Е3 
и ингибирование 26S протеасомы [20–24] – по-
зволят уточнить механизмы этих процессов [25]. 
Мы установили тесную связь параптозоподобной 
гибели, индуцированной ДСФокси, с увеличени-
ем общего количества полиубиквитинированных 
белков и убиквитинированием многих регуляторов 
клеточных функций. В частности, было обнаруже-
но убиквитинирование, ведущее к протеасомной 
деградации ряда белков, участвующих в работе 
УПС клетки. К числу этих белков относятся многие 
Е3-убиквитинлигазы и деубиквитиназы, а также 
белки эндоплазматического ретикулума (ЭПР). 
На основании этих данных была сформулирована 
гипотеза о ключевой роли ингибирования про-
цессов ретроградного транспорта поврежденных 
белков из ЭПР в цитозоль в инициации стресса 
ЭПР и параптоза. Однако наряду с выявленными 
нарушениями ЭПР мы также обнаружили ука-
зания на изменения клеточного ядра в процессе 
инициации гибели клеток. В связи с этим в дан-
ной работе была поставлена цель оценить изме-
нения регуляции гистонового кода при запуске 
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Histone de/ubiquitination, Histone ADP‑ribosylation, 
Histone Phosphorylation). Все группы Ub-белков 
были проверены по базе данных STRING версии 
11.5 [28] на предмет взаимодействий с использо-
ванием идентификатора UniProt, коэффициент 
достоверности (confidence, отражает степень под-
крепленности межбелковой связи имеющимися 
фактами) 0.4 (средний) и 0.7 – высокий.

Размер клеточных ядер оценивали про помощи 
конфокальной микроскопии. Клетки высевали 
в чашки Петри диаметром 35 мм, после описанной 
выше обработки исследуемыми веществами про-
водили прижизненное окрашивание красителем 
Hoechst 33342 (1 мкг/мл, 5 мин) и получали изо-
бражения при помощи конфокального микроскопа 
TCS SP5 confocal microscope (Leica Microsystems, 
Mannheim, Germany). Затем их анализировали 
при помощи программы ImageJ для определения 
площади клеточных ядер. Обсчитывали не менее 
30 клеток в каждом из трех независимых препа-
ратов. Достоверность различий определяли при 
помощи теста Стьюдента, р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы установили, что при аэробном окис-
лении диэтилдитиокарбамата (DDC, 1 мМ), ка-
тализируемом гидроксиклобаламином (витамин 
В12, 25 мкМ), в среде накапливаются окислен-
ные производные ДСФ, сульфоны и сульфок-
сиды (ДСФокси). В клетках НЕр‑2 под воздей-
ствием ДСФокси в течение 4 ч накапливаются 
полиубиквитинированные белки и индуцируется 
параптозоподобная клеточная гибель, что было 
описано нами ранее [9, 19, 29, 30]. Как известно, 
этот тип гибели определяется в первую очередь 
по морфологическому критерию – вакуолизации 
ЭПР вследствие несовершенного синтеза белка, 
а также по отсутствию признаков других типов 
программируемой клеточной гибели. При этом 
по отдельности эти вещества не вызывали цито-
токсического эффекта [29, 30]: витамин В12 был 
нетоксичен вплоть до 2 мМ, а 1 мМ DDC вызывал 
слабый цитостатический эффект, т. е. число живых 
клеток относительно контроля уменьшалось до 60–
70% за 48 ч, без увеличения количества погибших 
клеток. В настоящей работе был выполнен анализ 
убиквитома четырех проб: контроль – клетки, не 
подвергшиеся обработке; D4h – клетки после 4-ч 
инкубации с 1 мМ DDC, где не происходит стиму-
ляция клеточной гибели; DB1h – клетки, где по-
вреждающий эффект был полностью обратим при 
удалении из среды DDC и B12 после 1 ч инкубации 
с ними, и DB4h – клетки, в которых необратимые 
повреждения в течение 4 ч воздействия ДСФокси 

приводят к гибели более 60% популяции в течение 
последующих 24 ч [9, 29, 30].

Мы установили, что в контрольных клетках, 
а также в клетках DB1h и D4h, в которых не про-
исходило стимуляции гибели, ядра морфологи-
чески не различались. В клетках DB4h в процес-
се инициации парапатозоподобной клеточной 
гибели оксипроизводными ДСФ происходят 
морфологические изменения ядра, а  именно 
уменьшение размеров (до 50% от контрольного 
значения) и формы ядра, выявляемое при помо-
щи окраски ядерным красителем (рис. 1а‑1д).

Количество Ub-белков клеточного ядра в про-
бах показано на рис. 1е. Так, в контроле было об-
наружено 109 белков, в пробе D4h – 105, в пробе 
DB1h – 85 Ub-белков клеточного ядра. Видно, 
что для пробы DB4h характерно увеличение это-
го параметра более чем в 1.5 раза по сравнению 
с остальными (173 белка).

Во всех анализируемых пробах большую часть 
убиквитинированных ядерных белков составля-
ли регуляторы модификации гистонов (рис. 2, 
табл. 1). Наибольшее количество Ub-белков ги-
стонового кода выявлено в пробе DB4h. Отме-
тим, что в табл. 1 включены только ферменты 
гистонового кода, непосредственно регулиру-
ющие ПТМ гистонов как по отдельности, так 
и в составе комплексов. Так, в контроле и DB4h 
мы обнаружили белок REST, действие которо-
го на гистоны опосредованно, поэтому в табли-
цу он не включен. Обнаруженный в  контроле 
HCFC1, связывающий хроматин-модифициру-
ющие ферментные комплексы, также не вошел 
в табл. 1. Анализируя убиквитинирование бел-
ков и  ПТМ гистонов через убиквитинирова-
ние/ деубиквитинирование, следует отметить, 
что моноубиквитинирование гистонов играет 
важную роль в  регуляции стабильности гено-
ма и транскрипции и не ведет к их деградации. 
Деубиквитинирование гистонов регулирует 
транскрипцию и необходимо для эффективного 
сплайсинга ряда экзонов. Специфическое деу-
биквитинирование Lys‑14 и Lys‑16 гистона H2A 
регулирует ответ на повреждение ДНК в местах 
двойных разрывов [31]. Динамическое регули-
рование моно- и  полиубиквитинирования ги-
стонов в зависимости от места также является 
частью гистонового кода репарации разрывов 
ДНК, однако полиубиквитинирование по K48 
приводит к  протеосомной деградации гисто-
нов [5, 6, 32]. В контрольной группе мы обна-
ружили убиквитинированные коровые гистоны 
Н3 и Н4. Как сказано выше, этот вид ПТМ мо-
жет являться регуляторным. При помощи базы 
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данных STRING мы установили, что в контро-
ле между выявленными Ub-белками и гистона-
ми H3 и H4 имеется большое количество связей 
высокой достоверности (несвязанные белки во-
шли в группу на основании данных UniProt об 
их взаимодействии с гистонами). Модификация 
гистонов, как известно, необходима для регуля-
ции клеточного цикла, ответа на стресс и репа-
рации ДНК, и в контроле данные процессы, на-
ряду с транскрипцией, трансляцией и т. д., также 
были обнаружены (рис. 2д). Из рис. 2 видно, что 
при нетоксичном действии DDC Ub-белки не 
образуют хорошо координированной сети, и для 
гистон-ассоциированных Ub-белков пробы D4h 
были характерны в основном связи со средней 
и низкой степенью достоверности (confidence 0.4 
и ниже), при этом около 30% белков было не свя-
зано с основной группой. По сравнению с кон-
тролем, убиквитинирование регуляторов ответа 
клетки на повреждение ДНК и репарации ДНК 
в  пробе D4h было несколько повышено, что 
может указывать на активацию этих процессов 
с  целью восстановления полученных повреж-
дений. Убиквитинированных гистонов в  этой 
пробе не было найдено. Начальные нелетальные 
повреждения клетки оксипроизводными ДСФ 

(проба DB1h) приводят к убиквитинированию 
гистона H4, с которым достоверные связи (con-
fidence 0.7) образуют большинство найденных 
в  пробе регуляторов кода. Это может указы-
вать на его участие в регуляции транскрипции 
и стабильности генома на начальном этапе по-
вреждающего действия оксипроизводных ДСФ, 
подобно тому как полиубиквитинирование Н4 
облегчало репарацию ДНК клеток после УФ‑об-
лучения [33]. В обеих пробах, связанных с ини-
циацией параптоза (DB1h и  DB4h), заметно 
увеличивалось убиквитинирование белков, свя-
занных с регуляцией клеточного цикла. В про-
бе DB4h, согласно базе данных STRING, вме-
сте с процессами модификации гистонов среди 
достоверно функционально обогащенных био-
логических процессов был ответ на стресс, кле-
точный ответ на повреждение ДНК и репарация 
ДНК. Как видно из рис. 2, инициация парапто-
за приводит к хорошо интегрированному отве-
ту в пробе DB4h, где отмечено большое число 
связей с  высокой достоверностью между Ub-
белками, участвующими в регуляции гистоно-
вого кода. Большинство этих белков было свя-
зано с убиквитинированным гистоном H2BC12 
(Histone H2B type 1-K), что может указывать 

Рис. 1. Изменения формы (а – контроль, б – D4h, в – DB1h, г – DB4h), площади клеточного ядра (д  – усреднен-
ные данные по трем экспериментам) и количества Ub-белков клеточного ядра (е – данные, суммированные по трем 
экспериментам). Линейка – 10 мкм.
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на его ключевую роль в регуляции гистонового 
кода при инициации параптоза. H2BC12 моноу-
биквитинируется при активации транскрипции; 
его деубиквитинирование гидролазой USP49 
необходимо для эффективного сплайсинга ряда 
экзонов (данные UniProt). Однако, по данным 
литературы, H2BC12 характерен для старения 
фибробластов, вызванного персистирующими 
повреждениями ДНК, и может являться новым 

биомаркером этого процесса [34]. Очень показа-
тельно, что H2BC12 в наших исследованиях был 
обнаружен при инициации параптоза. Возмож-
но, убиквитинирование и другие модификации 
этого гистона является одним из маркеров па-
раптозоподобной клеточной гибели, но этот во-
прос нуждается в дальнейшем изучении.

Мы проанализировали обнаруженные нами 
в клетках НЕр‑2 белки, регулирующие гистоновый 

Рис. 2. Ub-белки, связанные с гистонами и регуляцией гистонового кода. а – Контроль, б – D4h, в – DB1h, г – 
DB4h, д – количество взаимодействующих с гистонами Ub-белков, участвующих в некоторых функционально обо-
гащенных биологических процессах, в соответствии с базой STRING. Толщина линий указывает на степень досто-
верности, 0.4 – средняя, 0.7 – высокая, 0.9 – очень высокая. Все полученные группы были достоверно обогащены 
функциональными связями между белками по сравнению со случайным набором белков аналогичного размера (PPI 
enrichment p-value: 1.01 × 10–8, 2.1 × 10–7, 6.65 × 10–5 и 1.0 × 10–16 для контроля, D4h, DB1h и DB4h соответственно).
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код через конъюгацию убиквитина (Ubl conjuga-
tion pathway). В контроле был обнаружен белок 
BRCA1, действующий как Е3 лигаза, а в пробе 
DB1h – E3-убиквитин протеинлигаза BARD1 
(BRCA1-associated RING domain protein 1). В со-
ставе BRCA1-BARD1 комплекса они участвуют 
в моноубиквитинировании гистонов H2A, H2B, 
H3 и H4 и ответе на повреждение ДНК [6]. BRCA1 
самоубиквитинируется в процессе ПТМ, что не 
ведет к деградации. Убиквитинирование BARD1 
лигазой RNF19A ведет к выходу из гетеродимера 
BRCA1-BARD1 и последующему перемещению 
из ядра в цитоплазму [35]. BARD1 процессиру-
ется, в частности, при апоптозе и в таком виде 
более чувствителен к расщеплению. Вероятно, 
убиквитинирование этого белка означает, что при 
параптозе его протеолиз также может происходить, 
т. к. ни гетеродимера, ни BRCA1 в пробе DB1h не 
было обнаружено. Отметим, что этот белок был 
окислен, что может указывать на его повреждение 
оксипроизводными ДСФ. Воздействие неокис-
ленных дитиокарбаматов (1 мМ DDC) не вызы-
вало увеличения количества Ubl-конъюгирующих 
ферментов: в пробе D4h мы обнаружили лишь 
убиквитин-карбоксилтерминальную гидрола-
зу USP49, участвующую в деубиквитировании 
остатка Lys‑120 гистона H2B, которое, по данным 
UniProt, необходимо для эффективного сплайсин-
га экзонов. Эта же гидролаза, а также гидролаза 
USP51, белки RNF20 и MYSM1 были найдены 
при инициации параптоза в пробе DB4h. RNF20, 
главная H2B‑убиквитинирующая E3-убиквитин 
протеинлигаза BRE1A, играет ведущую роль в ре-
гуляции гистонового кода и экспрессии генов; она 
моноубиквитинирует гистон H2B по Lys‑120, что 
является эпигенетической меткой для активации 
транскрипции и метилирования гистона Н3 [6]. 
Деубиквитиназа MYSM1 удаляет убиквитин с ги-
стона Н2А, что является меткой для подавления 
транскрипции и отщепления гистона Н1 от ну-
клеосомы. Убиквитин-карбоксилтерминальная 
гидролаза USP51 деубиквитинирует гистон H2A по 
Lys‑14 и Lys‑16, давая метку для восстановления 
поврежденной ДНК в местах двойных разрывов 
и регулируя ассоциацию/диссоциацию TP53BP1 
и BRCA1. Убиквитинирование этих белков, со-
гласно UniProt, не является их ПТМ. Возможно, 
в убиквитинированном состоянии они направля-
лись к протеасомам вследствие повреждения/не-
нужности, так же, как и остальные модификаторы 
гистонового кода, о которых речь пойдет далее.

Для ферментов гистонового кода убиквитини-
рование, по данным литературы, может являться 
не только их ПТМ, но и сигналом к протеолизу 
[8, 52]. Мы проанализировали состав важнейших 

регуляторов гистонового кода (табл. 1) и роль 
убиквитинирования в их функционировании. Об-
наруженные белки гистонового кода всех проб 
в основном осуществляли (де)метилирование 
и (де) ацетилирование. Как известно, влияние 
ПТМ гистонов на их функции зависит от типа 
и места расположения. Так, ацетилирование ли-
зина, повышающее отрицательный заряд молеку-
лы гистона, облегчает доступ к ДНК и приводит 
к усилению транскрипции [1, 3, 8]. Метилиро-
вание по Lys‑4 (НЗК4), H3K36 и НЗК79 в целом 
связано с активацией транскрипции [8], кроме 
того, метилированные НЗК79 и Н4К20 участву-
ют, как считается, в процессе репарации ДНК [1, 
8]. Напротив, метилирование H3K9 или H3K27 
гистона Н3 ведет к более сильному взаимодей-
ствию с молекулой ДНК и, в частности, к более 
плотной упаковке гетерохроматина. Это приводит 
к подавлению экспрессии генов [1, 8, 53]; в то же 
время метилирование аргинина активирует этот 
процесс. Таким образом, конечный результат ме-
тилирования лизина, как и остальные ПТМ, за-
висит не только от изменения заряда молекулы, 
но и от наличия рядом других модификаций или 
белков-регуляторов, а также от самого местопо-
ложения данной ПТМ. Метилирование может 
происходить по одному, двум или трем остаткам 
лизина, что еще больше повышает вариативность 
гистонового кода. Отметим, что деметилирование 
лизина было открыто сравнительно недавно, что 
опровергло гипотезу о необратимости метилиро-
вания лизинов [54].

В контроле не было найдено убиквитиниро-
ванных гистон-лизин-N‑метилтрансфераз, но 
были обнаружены лизин-специфические деме-
тилазы – PHF2, для которых роль убиквитини-
рования пока окончательно не ясна, и один из 
главных регуляторов гистонового кода KDM5A, 
специфически деметилирующий H3К4. Убикви-
тинирование этого фермента сопровождается его 
протеолизом [37]. В пробе D4h, где не происхо-
дит никаких морфологических изменений ядра 
(рис. 1б), но отмечается слабый цитостатический 
эффект [30], были обнаружены убиквитинирован-
ные гистон-лизин-N‑метилтрансферазы: ASH1L, 
метилирующая H3K36 и H3K9 и ингибирующая 
NF‑κB и MAPK сигнальные пути [55], PRDM9 
с активностью в отношении H3K4, H3K36, H3K9 
и H3K20, и SETD1A, который через метилирова-
ние H3K4 и H3K36 регулирует активность гистона 
H3, ремоделирование хроматина, транскрипцию 
и репарацию сайтов повреждения ДНК. Метили-
рование гистонов выполнял также белок SETBP1 
(H3K4 и H3K36) и, по данным UniProt, которые не 
совпадают с данными STRING (рис. 2 д), – белок 
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Таблица 1. Убиквитинированные белки, связанные с регуляцией гистонового кода клеток НЕр‑2 в контроле, 
пробах DB1h, D4h и пробе DB4h (при инициации параптоза)

Проба
Иденти-
фикатор

Название белка, ген
Назначение уби- 
квитинирования

Ссылки

Контроль P38398
Белок восприимчивости к раку молочной 
железы 1 типа, BRCA1

ПТМ UniProt

>> Q9UQL6 Гистоновая деацетилаза 5, HDAC5 Протеолиз [36, 37]

>> O75151 Лизин-специфическая деметилаза PHF2, PHF2 Не ПТМ UniProt

>> P29375 Лизин-специфическая деметилаза 5A, KDM5A Протеолиз [37]

>> Q9ULM3 Белок 2, содержаций домен YEATS, YEATS2 Не ПТМ UniProt

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

>> P09874 Поли(ADP‑рибозо)полимераза 1, PARP1 Протеолиз, ПТМ [39, 40]

>> O15265 Атаксин‑7, ATXN7 Протеолиз, ПТМ [41], UniProt

D4h Q70CQ1
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 49, 
USP49

Не ПТМ UniProt

>> Q9NR48
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза ASH1L, 
ASH1L

Не ПТМ UniProt

>> Q9NQV7
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза PRDM9, 
PRDM9

Не ПТМ UniProt

>> O15047
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETD1A, 
SETD1A

Не ПТМ UniProt

>> Q9Y6X0 SET‑связывающий белок, SETBP1 Не ПТМ UniProt

>> Q13029 PR‑домен белка цинковых пальцев 2, PRDM2 Не ПТМ UniProt

>> Q6B0I6 Лизин-специфическая деметилаза 4D, KDM4D Протеолиз [42]

>> Q9UGL1 Лизин-специфическая деметилаза 5B, KDM5B Протеолиз [43]

>> Q9UKV0 Гистоновая деацетилаза 9, HDAC9 роль Ub неясна [36]

>> Q7Z3B3
Субъединица 1 регуляторного комплекса NSL 
KAT8, KANSL1

Не ПТМ UniProt

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

>> Q8IXQ6
Белковая моно-ADP‑рибозилтрансфераза 
PARP9, PARP9

Не ПТМ UniProt

DB1h Q99728
Белок 1 домена RING, связанный с BRCA1, 
BARD1

Протеолиз [35]

>> Q9BZ95
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза NSD3, 
NSD3

Протеолиз [44]

>> Q9UPP1 Гистон-лизин-деметилаза PHF8, PHF8 Протеолиз [45]

>> O94880 PHD пальцевый белок 14, PHF14 Не ПТМ UniProt

>> P28749 Ретинобластомоподобный белок 1, RBL1 Протеолиз, ПТМ [46]

>> Q96N64 Белок 2A, содержащий домен PWWP, PWWP2A Не ПТМ UniProt
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PRDM2 (H3К9), не входящие в семейство ги-
стон-лизин-N‑метилтрансфераз. Роль убикви-
тинирования в регуляции работы этих ферментов 
не установлена, но UniProt не содержит указаний, 
что убиквитинирование является их ПТМ (табл. 1). 
KDM5B и KDM4D, лизин-специфические демети-
лазы 5B и 4D, регулируют деметилирование H3К4 

и H3K9, тем самым играя главную роль в гистоно-
вом коде, согласно UniProt. Их уровень в клетке 
регулируется убиквитинированием [42, 43].

В пробе DB1h обнаружены убиквитинирован-
ные гистон-лизин-N- метилтрансфераза NSD3, 
гистон-лизин-деметилаза PHF8, белки PHF14 

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

DB4h Q5VTR2 Е3 убиквитин-белковая лигаза BRE1A, RNF20 Не ПТМ UniProt

>> Q5VVJ2 Деубиквитиназа MYSM1, MYSM1 Не ПТМ UniProt

>> Q70CQ1
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 49, 
USP49

Не ПТМ UniProt

>> Q70EK9
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 51, 
USP51

Не ПТМ UniProt

>> Q8TEK3
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза, 
специфичная к лизину 79 гистона H3, DOT1L

Протеолиз [47]

>> Q15910
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза EZH2, 
EZH2

Протеолиз [8]

>> Q15047
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETDB1, 
SETDB1

Регуляция 
активности, 
протеолиз

[48, 49]

>> Q9BYW2
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETD2, 
SETD2

Протеолиз [8]

>> Q8NEZ4 Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза 2C, KMT2C Протеолиз [50]

>> Q15291 Ретинобластома-связывающий белок 5, RBBP5 Не ПТМ UniProt

>> Q9H0M4
Белок 1 домена PWWP типа CW с цинковым 
пальцем, ZCWPW1

Не ПТМ UniProt

>> P42568 Protein AF‑9, MLLT3 Не ПТМ UniProt

>> Q6B0I6 Лизин-специфическая деметилаза 4D, KDM4D Протеолиз [42]

>> Q9NPF5 Белок 1, ассоциированный 
с ДНК‑метилтрансферазой 1, DMAP1 Не ПТМ UniProt

>> Q9ULM3 Белок 2, содержаций домен YEATS, YEATS2 Не ПТМ UniProt

>> Q9Y265 RuvB‑подобный 1, RUVBL1 Не ПТМ UniProt

>> Q6UB99
Белок 11, содержащий домен повторов 
анкирина, ANKRD11

Протеолиз [51]

>> Q9UQ80
Белок 2G4, связанный с пролиферацией, 
PA2G4

Протеолиз UniProt

>> P09874 Поли(ADP‑рибозо)полимераза 1, PARP1 ПТМ, Протеолиз [39, 40]

>> Q8IXQ6
Белковая моно-ADP‑рибозилтрансфераза 
PARP9, PARP9

Не ПТМ UniProt

>> Q9UIG0 Тирозин-протеинкиназа BAZ1B, BAZ1B Не ПТМ UniProt
Примечание. Представлены суммированные данные трех независимых экспериментов.
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и RBL1. NSD3 диметилирует гистон Н3 и в зави-
симости от локализации или активирует (H3К4), 
или подавляет (H3К27) транскрипцию. PHF8 де-
метилирует H3K9, а также диметилирует H3K27 
и монометилирует гистон Н4, таким образом, 
в зависимости от местоположения лизинового 
остатка являясь активатором транскрипции или 
же репрессором, контролирующим G1-S переход 
клеточного цикла. RBL1 контролирует работу 
метилтрансфераз и триметилирование H4K20. 
Убиквитинирование этих белков ведет к их расще-
плению [44–46]. Для PHF14, снижающего уровень 
триметилированного H3K4, убиквитинирование 
не является ПТМ, но данных о его роли в проте-
асомной деградации на настоящий момент нет.

В клетках с необратимыми повреждениями, 
ведущими к близкой параптозоподобной гибели 
(проба DB4h), обнаружено несколько представите-
лей семейства гистон-лизин-N‑метилтрансфераз: 
EZH2, SETDB1, SETD2, KMT2C, DOT1L, а так-
же компонент метилтрансферазных комплексов 
RBBP5, стимулирующий метилирование H3К4 и ре-
гулирующий активность KMT2C и SETDB1. EZH2 
и SETDB1 метилируют Lys‑9 и Lys‑27 гистона H3, 
подавляя транскрипцию. SETD2, KMT2C, DOT1L 
метилируют Lys‑36, Lys‑4 и Lys‑70 гистона H3, яв-
ляясь регуляторами ремоделирования хроматина, 
транскрипции и репарации ДНК. ZCWPW1, ридер 
двойного метилирования гистонов H3K4 и H3K36, 
также был найден при инициации параптоза; роль 
убиквитинирования этого фермента пока не уста-
новлена, но оно не относится к ПТМ. Отметим, 
что моноубиквитинирование SETDB1 является его 
ПТМ, необходимой для осуществления основной 
энзиматической функции [48]. Лизин-специфиче-
ская деметилаза 4D (KDM4D), деметилирующая 
H3К9, что означает активацию транскрипции, так-
же относится к главным регуляторам гистонового 
кода. Установлено, что полиубиквитинирование 
большинства белков данной пробы, связанных с ме-
тилированием гистонов (SETD2, DOT1L, SETDB1, 
EZH2, KDM4D, KMT2С), приводит к их деградации 
[8, 42, 47, 49, 50].

Таким образом, метилирование гистонов, об-
наруженное в клетках НЕр‑2, направлено как на 
стимуляцию, так и на подавление экспрессии генов, 
а убиквитинирование белков, участвующих в этом 
процессе, во многих случаях сопровождается по-
следующим расщеплением протеасомой.

Среди регуляторов гистонового кода, убиквити-
нированных в клетках НЕр‑2, мы также обнаружи-
ли де- и ацетилирующие ферменты. В контроле это 
гистон-деацетилаза HDAC5, активная в отношении 
гистонов H2A, H2B, H3 и H4 и выполняющая роль 

в регуляции транскрипции и регуляции клеточного 
цикла, и YEATS2, белок-ридер в составе комплекса, 
деацетилирующего гистоны H3 и H4. Результатом 
убиквитинирования HDAC5 является его протео-
лиз [36, 37], в отношении YEATS2 таких данных не 
опубликовано. Для найденного в контроле ATXN7, 
выполняющего функцию ацетилирования гисто-
на H3, убиквитинирование может быть и ПТМ 
(согласно UniProt), и направлением на деграда-
цию [41]. В пробе D4h также были обнаружены 
регуляторы де- и ацетилирования гистона Н3: 
ацетилаза KANSL1, регулирующая транскрипцию 
через ацетилирование гистона H3, и деацетилаза 
HDAC9, активная в отношении коровых гистонов 
H2A, H2B, H3 и H4. Как видно из табл. 1, роль 
убиквитинирования в судьбе этих и многих других 
белков группы D4h пока окончательно не уста-
новлена. Так, в работе [36] не смогли обнаружить 
деградацию HDAC9, хотя остальные изученные 
белки HDAC1–8 и 10 после убиквитинирования 
подвергались расщеплению. В пробе DB1h регу-
ляцию транскрипции через ацетилирование гисто-
нов осуществлял PWWP2A; убиквитинирование 
не является его ПТМ. В пробе DB4h мы также 
обнаружили убиквитинированный белок-ридер 
YEATS2 (см. выше). Деацетилирование выполнял 
и ANKRD11, чье убиквитинирование указывает 
на деградацию молекулы [51]. Ридер хроматина 
MLLT3, компоненты NuA4 гистон-ацетилтрансфе-
разного комплекса RUVBL1 и DMAP1, связанный 
с пролиферацией белок PA2G4, найденные в этой 
пробе, также через ацетилирование гистонов уча-
ствуют в регуляции транскрипции. Их убиквити-
нирование не является ПТМ, а для PA2G4 прямо 
указывает на последующую деградацию (UniProt). 
В этой пробе были также обнаружены Ub-белки, 
служащие основой для ацетилтрансферазных 
и метилтрансферазных комплексов, и ингиби-
торы ферментов гистонового кода (не включены 
в табл. 1) – REST, CCAR2, WIZ, MBD1, ARID5B; 
для всех этих белков убиквитинирование не яв-
ляется ПТМ, а для REST является указанием на 
протеолиз. Белок REST был найден также в кон-
троле, а CCAR2 – в пробе D4h. Отметим, что во 
всех пробах был обнаружен убиквитинированный 
BRD1 с функцией ридера гистонов (histone reader 
activity), являющийся основой для гистон-ацетил-
трансферазных комплексов; убиквитинирование 
является его ПТМ (UniProt).

Помимо убиквитинирования, ацетилиро-
вания и метилирования, гистоны могут также 
подвергаться другим ковалентным модифика-
циям – фосфорилироваться, сумоилироваться, 
кротонилироваться, биотинироваться, бутирили-
роваться, N‑формилироваться, деиминироваться 
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и поли-ADP‑рибозилироваться [1, 2, 4]. Роль фос-
форилирования гистонов (например, по сери-
ну‑9 и -14) в гистоновом коде заключается как 
в активации транскрипции, так и в конденсации 
и фрагментации хроматина при апоптозе [1, 56]. 
PRKDC, фосфорилирующая гистон H2 в ответ 
на повреждение ДНК, была обнаружена в кон-
троле, пробе D4h и DB1h. Убиквитинирование 
PRKDC ведет к протеасомной деградации [38]. Ти-
розин-протеинкиназа BAZ1B, обнаруженная при 
инициации параптоза (DB4h), является главным 
регулятором перестройки хроматина и участвует 
в ответе на повреждение ДНК путем фосфори-
лирования Tyr‑142 гистона H2AX. Ее убиквити-
нирование, согласно UniProt, не является ПТМ.

В восстановлении поврежденной ДНК кле-
ток большую роль играет также такая ПТМ, как 
ADP‑рибозилирование. Поли(ADP‑рибозо)поли-
мераза 1 (PARP1), инициатор репарации разрывов 
ДНК, была обнаружена в контроле и пробе DB4h. 
В последней также были найдены протеин-мо-
но-ADP‑рибозилтрансфераза PARP15, не связан-
ная с гистоновым кодом, и PARP9, неактивная 
в свободном состоянии. PARP1-зависимый ком-
плекс PARP9 с E3 лигазой DTX3L (PARP9-DTX3L) 
быстро и специфически доставляется к местам 
повреждения ДНК, что необходимо для эффек-
тивного негомологичного соединения ее концов 
в местах двухцепочечных разрывов (NHEJ), а также 
связывается с убиквитином и препятствует убик-
витинированию субстратов, в том числе и гисто-
нов. Обнаружение PARP1 в убиквитинированном 
состоянии может указывать на последующую де-
градацию, а также в некоторых случаях является 
ПТМ [39, 40]. Для PARP9, не связанной с DTX3L, 
данные о роли убиквитинирования отсутствуют, 
однако в базе UniProt оно не относится к ПТМ. 
PARP9, не связанная с другими белками, была 
также обнаружена в пробе D4h.

Таким образом, при инициации параптозопо-
добной клеточной гибели (проба DB4h), наряду 
с повреждениями ЭПР и ретроградного транспор-
та  [9] происходит увеличение убиквитинирования 
белков-регуляторов гистонового кода, которое 
свидетельствует о наличии повреждений ДНК 
и ядра. Протеасомная деградация убиквитини-
рованных белков – рутинная процедура удаления 
поврежденных или ставших ненужными белков 
клетки, а активация этого процесса является ин-
дикатором массового повреждения и указанием на 
возможную клеточную гибель, в случае действия 
ДСФокси – на инициацию параптоза. Среди убик-
витинированных гистон-лизинметилтрансфераз, 
обнаруженных при инициации параптозоподоб-
ной гибели, большинство составляли активаторы 

транскрипции. Однако, как указано выше, по-
средством полиубиквитинирования эти белки 
направляются на деградацию [8, 42, 47, 49, 50]. 
Деметилаза KDM4D, участвующая в регуляции 
транскрипции, также после убиквитинирования 
расщепляется протеасомами. Деградация может 
быть результатом убиквитинирования и остальных 
регуляторов метилирования, обнаруженных в этой 
пробе, так как убиквитинирование не является 
их ПТМ [8, 42, 47, 49, 50]. То есть при инициации 
параптозоподобной гибели происходит протеасо-
мная деградация регуляторов метилирования ги-
стонов, отвечающих за инициацию транскрипции 
и репарацию поврежденных участков ДНК. Для 
найденных в этой пробе гистон-ацетилирующих 
ферментов и фосфорилазы гистонов BAZ1B, ак-
тивирующих транскрипцию и репарацию ДНК, 
роль убиквитинирования также состоит в под-
готовке к деградации (ANKRD11) или пока еще 
не установлена, но не связана с ферментатив-
ной активностью (компоненты NuA4, YEATS2, 
BAZ1B). В этой пробе в повышенном по сравне-
нию с остальными белками количестве представ-
лены и Ubl-конъюгирующие ферменты. Их роль 
в основном состоит в регуляции транскрипции 
и репарации повреждений ДНК. Обнаружение 
их в убиквитинированном состоянии не является 
однозначным указанием на последующую про-
теасомную деградацию вследствие повреждения 
молекулы, но этот вариант возможен. В частности, 
ранее мы установили, что деубиквитиназа UCHL5, 
участвующая в репарации ДНК и отвечающая за 
отщепление убиквитина перед протеасомной де-
градацией несобранных /поврежденных белков, 
была окислена и убиквитинирована при инициа-
ции параптоза посредством ДСФокси [9], что, по 
данным UniProt, не является ее ПТМ и может быть 
указанием на дальнейшую деградацию.

В остальных пробах было обнаружено слиш-
ком малое количество ферментов гистонового 
кода, чтобы можно было делать выводы о характере 
идущих в них процессов, однако речь может идти 
о балансе процессов, характерном для обычной 
жизнедеятельности или нелетального повреждения.

Таким образом, повреждение ядра и наруше-
ние регуляции гистонового кода при инициации 
параптозоподобной гибели клеток НЕр‑2 посред-
ством ДСФокси происходит одновременно с раз-
витием несовершенного белкового ответа, инги-
бированием ретроградного транспорта белков 
и стрессом ЭПР, обнаруженными нами ранее, что 
указывает на плейотропный характер механизма 
запуска этой гибели, наличие множественных 
внутриклеточных мишеней, повреждающихся при 
действии этих агентов.
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Changes in Histone Code Regulation during the Initiation of Paraptosis-Like 
Death of HEp‑2 Tumor Cells by Oxidized Disulfiram Derivatives
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Disulfiram (DSF) and its oxidized derivatives (DSFoxy) are currently being investigated as possible anti-
cancer agents. We previously found that DSFoxy initiate paraptosis-like death of tumor cells, which is of 
potential interest for the treatment of tumors resistant to the initiation of apoptosis. Based on bioinfor-
matics analysis of mass spectrometric data on protein ubiquitination, we formulated a conception about 
the important role of disruption of the retrograde transport of damaged proteins from the endoplasmic 
reticulum to the cytosol in the mechanism of initiation of paraptosis-like cell death. In the present work, 
it was found that DSFoxy, in the process of initiating paraptosis-like death of human adenocarcinoma 
HEp‑2 cells, also enhances the ubiquitination of histones and histone code enzymes. In particular, this 
applies to the ubiquitination of histone H2BC12, histone methyltransferases responsible for transcription 
and repair of damaged DNA, as well as acetylating and ubiquitin-conjugating proteins. Bioinformatics 
analysis of changes in ubiquitination of cell nuclear proteins using the STRING database revealed dur-
ing this process an increase in the occurrence of ubiquitinated proteins (functional enrichment) of cell 
cycle regulation, cell response to DNA damage and DNA repair, the regulation of which also depends on 
the histone code. This directly indicates damage to the cell nucleus and is consistent with confocal mi-
croscopy data. These results indicate that when paraptosis-like death is initiated by DSFoxy, along with 
impairment of retrograde transport and ER stress, there is also a change in the regulation of the histone 
code, which points to a pleotropic mechanism of cell death induction.

Keywords:  histone code, histones, histone ubiquitination, histone methylation, paraptosis, disulfiram
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В работе исследовано влияние фитоэкдистероида 20-гидроксиэкдизона (20Е) на функциони-
рование митохондрий скелетных мышц мышей. Показано, что 20Е в концентрации 100 мкМ и 
более подавляет дыхание митохондрий, энергизованных глутаматом и малатом (субстраты ком-
плекса I дыхательной цепи) или сукцинатом (субстрат комплекса II дыхательной цепи). Такое 
действие 20Е сопровождается снижением мембранного потенциала органелл и связано с инги-
бированием активности комплекса III, а также суммарной активности комплексов I+III и II+III 
дыхательной цепи митохондрий. Нами отмечен прооксидантный эффект 20Е, который проявля-
ется в увеличении продукции перекиси водорода митохондриями скелетных мышц. Кроме того, 
20Е снижает способность митохондрий поглощать и аккумулировать ионы кальция в матриксе. 
В работе обсуждаются механизмы возможного токсического действия 20Е на функционирование 
митохондрий скелетных мышц.
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ВВЕДЕНИЕ

Экдистероиды представляют собой большое 
семейство полигидроксилированных стероидных 
гормонов беспозвоночных, которые регулируют 
линьку, метаморфозы и размножение членистоно-
гих [1]. Эти вещества также синтезируются у 5–6% 
видов растений (фитоэкдистероиды), возможно, 
в качестве защиты от насекомых-фитофагов [2]. 
В природе было идентифицировано более 570 
различных экдистероидов [3], однако наиболее 
изученным является 20-гидроксиэкдизон (20E, 
рис. 1). Исследования in vivo и in vitro выявили 
благотворное влияние 20Е на млекопитающих: 
анаболическое, гиполипидемическое, антидиа-
бетическое, противовоспалительное, гепатопро-
текторное и др. [3, 4].

Хотя экдистероиды не связываются со стеро-
идными рецепторами позвоночных и механизм их 
действия до сих пор неизвестен, им приписывают 
многие полезные фармакологические свойства 
[5–7]. Сообщалось об увеличении массы тела, ор-
ганов и мышечной массы, а также синтеза белка 

при пероральном или внутрибрюшинном введе-
нии экдистероидов нескольким видам животных: 
японским перепелам [8], мышам [9], крысам [10] 
и свиньям [11]. Недавние исследования [12] пока-
зали, что 20E также обладает противоопухолевой 
активностью в культуре клеток немелкоклеточного 
рака легкого. Кроме того, экдистерон может ин-
гибировать рост клеток рака молочной железы 
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Рис. 1. Структурная формула 20Е
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функций митохондрий посредством изменения 
различных клеточных процессов, однако неяс-
но, являются ли его митохондриальные эффекты 
прямыми или опосредованы активацией других 
клеточных процессов. Можно предположить, что 
20Е способен влиять и на клеточную биоэнергетику 
и функционирование митохондрий, что могло бы 
оказать влияние и на работу клеток и организма 
в целом. В 2015 г. Парр и др. показали, что 20E 
проявляет свое действие в клетках млекопитаю-
щих посредством взаимодействия с рецептором 

путем подавления гликолиза и митохондриальной 
биоэнергетики и индукции клеточной аутофагии 
и апоптоза раковых клеток, без влияния на здо-
ровые клетки [13].

Ряд исследований свидетельствует о том, что 
мишенью 20E могут быть митохондрии млекопита-
ющих. Было показано, что экдистерон оказывает 
терапевтическое действие при патологиях, связан-
ных с митохондриальной дисфункцией и окисли-
тельным стрессом [14–16]. Более того, положи-
тельные эффекты 20E часто связаны с модуляцией 

Таблица 1. Влияние 20-гидроксиэкдизона на дыхание митохондрий скелетных мышц мышей в разных функ-
циональных состояниях в присутствии глутамата/малата или сукцината

20Е, 
мкМ

Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4
Состояние 

3UДНФ
ДК ADP /О

нмоль О2/мин на 1 мг белка отн. ед.

2.5 мМ глутамат+2.5 мМ малат

0 23.78±0.65 132.56±4.56 28.52±0.14 163.0±10.37 4.65±0.15 2.71±0.06

20 23.64±0.49 133.78±4.75 29.54±0.43 178.92±0.82 4.53±0.08 2.88±0.04

30 24.68±0.73 127.84±0.13 28.18±0.52 177.68±0.06 4.54±0.11 2.63±0.09

50 24.88±0.18 123.94±3.1 28.90±0.19 177.72±7.13 4.29±0.11 2.67±0.01

100 24.62±0.25 111.40±0.10* 27.84±0.07 156.92±0.36 4.01±0.08* 2.58±0.08

150 25.34±0.49 108.47±0.88* 28.40±0.20 158.87±2.34 3.89±0.16* 2.59±0.55

200 26.28±0.65 103.05±1.35* 26.92±0.54 159.92±3.21 3.83±0.21* 2.47±0.37*

250 23.42±0.98 102.97±0.71* 30.07±0.29 151.13±1.01* 3.48±0.15* 2.46±0.11*

5 мМ сукцинат

0 43.36±0.39 121.14±4.23 46.28±0.86 110.4±4.36 2.62±0.06 1.60±0.04

20 44.06±1.27 117.88±1.14 42.78±1.97 111.84±2.41 2.76±0.14 1.54±0.03

50 45.02±1.76 116.92±3.18 46.26±1.8 104.88±3.84 2.53±0.04 1.50±0.01

100 44.76±0.97 109.84±1.11* 47.18±0.62 98.68±2.15 2.33±0.08* 1.53±0.09

150 47.46±0.29 100.95±2.25* 45.56±0.43 90.14±0.12* 2.26±0.24* 1.52±0.17

200 46.66±0.52 96.14±1.42* 47.35±1.25 91.50±1.21* 2.23±0.15* 1.50±0.20

250 47.72±1.06 97.69±3.31* 46.74±1.11 88.6±2.33* 2.09±0.21* 1.51±0.34

Примечание. Дыхание митохондрий в состоянии 3 индуцировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разоб-
щенного дыхания измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние 3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рас-
считан как отношение скорости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в состоянии 4. Приведены средние 
значения ± стандартная ошибка среднего (n = 4). * p < 0.05 против контроля (отсутствие 20E).
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эстрогена бета (ER‑β) [17]. Хорошо известно, что 
активация эстрогенных рецепторов положитель-
но влияет на функцию митохондрий. Так, акти-
вация эстрогенных рецепторов 17β-эстрадиолом 
может защитить клетки нейробластомы человека 
от истощения АТP, снижения мембранного по-
тенциала митохондрий и образования активных 
форм кислорода [18]. Нильсен и др. показали, что 
применение 17β-эстрадиола защищает первичные 
нейроны гиппокампа от эксайтотоксичности глу-
тамата, стимулируя экспрессию Bcl‑2 и способ-
ствуя толерантности митохондрий к кальциевой 
перегрузке [19]. Бурштейн и др. в 2018 г. показали, 
что ER‑β также может модулировать открытие ми-
тохондриальной поры (MPT‑поры), что оказывает 
важное влияние на способность этих органелл 
аккумулировать ионы кальция [20].

Ранее в нашей лаборатории было исследовано 
действие широкого круга природных полицикли-
ческих соединений и, в частности, схожих с фи-
тоэкдистероидами тритерпеноидов лупанового, 
фузиданового и олеананового ряда на функцио-
нирование изолированных митохондрий [21–23]. 
Установлено, что в зависимости от структуры и сте-
пени гидрофобности эти соединения с различной 
эффективностью подавляют дыхание и окисли-
тельное фосфорилирование митохондрий, инги-
бируя активность комплексов дыхательной цепи, 
обладают протонофорным и прооксидантным 
эффектом [21–23]. Эти митохондриально-направ-
ленные эффекты, по-видимому, лежат в основе 
цитотоксичности этих соединений.

Можно предположить, что 20E, будучи гидро-
фобным, также способен взаимодействовать с мем-
бранами митохондрий и влиять на функциональ-
ную активность органелл. Поэтому в настоящей 
работе нами изучено влияние 20E на функциони-
рование изолированных митохондрий скелетных 
мышц мышей линии C57BL/10. Установлено, что 
20E дозозависимо снижает параметры окислитель-
ного фосфорилирования митохондрий и мембран-
ный потенциал органелл, что обусловлено инги-
бированием активности комплексов дыхательной 
цепи органелл. Это сопровождается увеличением 
продукции перекиси водорода митохондриями, 
а также подавлением способности органелл погло-
щать и аккумулировать ионы кальция в матриксе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение митохондрий скелетных мышц мышей. 
Митохондрии из скелетных мышц мышей линии 
C57BL/10 (масса животных 25–28 г) выделяли 
методом дифференциального центрифугирова-
ния [24]. Мышцы (четырехглавые мышцы обеих 

задних конечностей) быстро извлекали и погру-
жали в 5 мл ледяного фосфатно-солевого буфера 
(2.7 мМ KCl, 1.5 мМ KH2PO4, 136.9 мМ NaCl, 8.9 
мМ Na2HPO4, рН 7.4) с добавлением 10 мм EDTA. 
Затем мышцы разрезали на мелкие кусочки с уда-
лением видимой жировой ткани, связок и соедини-
тельной ткани. Рассеченные мышцы ресуспенди-
ровали в 5 мл ледяного фосфатно-солевого буфера 
с добавлением 10 мМ EDTA и 0.05% трипсина в те-
чение 30 мин, затем центрифугировали в течение 5 
мин при 200g. Суспензию гомогенизировали в сре-
де, содержащей 67 мМ сахарозы, 50 мМ KCl, 10 мм 
EDTA, 0.2% бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) и 50 мМ буфера Трис–HCl (рН 7.4), исполь-
зуя ротационный гомогенизатор Ultra-Turrax T 10 
basic (IKA, Япония) и переносили в гомогенизатор 
Поттера (соотношение массы ткани к среднему объ-
ему 1 : 8 ). Гомогенат центрифугировали в течение 
10 мин при 700g. Митохондрии из надосадочной 
жидкости осаждали центрифугированием в тече-
ние 10  мин при 8000g, ресуспендировали в 5 мл 
среды, содержащей 250 мМ сахарозы и 10 мМ бу-
фера Трис–HCl (рН 7.4) и снова центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 8000g. Концентрацию 
белка митохондрий определяли методом Бредфорд. 
Во  время проведения эксперимента суспензию 
митохондрий (20–30 мг митохондриального белка 
в 1 мл) хранили на льду.

Оценка дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния митохондрий. Дыхание митохондрий регистри-
ровали полярографическим методом с помощью 
кислородного электрода типа Кларк и установки 
Oxygraph+ (Hansatech Instruments, Великобрита-
ния) при 25оC и непрерывном перемешивании  [25]. 
Среда инкубации содержала 200 мМ сахарозы, 
20 мМ KCl, 0.5 мМ EGTA, 5 мМ KH2PO4 и 10 мМ 
HEPES–KOH, рН 7.4. Применяли следующие кон-
центрации субстратов и других реагентов: 2.5  мМ 
малата калия, 2.5 мМ глутамата калия, 5 мМ ян-
тарной кислоты, 0.2 мМ АDP, 50 мкМ 2,4-дини-
трофенола (ДНФ) и 1 мкМ ротенона. Скорости 
окисления субстрата выражали в нмоль О2/мин/мг 
митохондриального белка. Оценивали дыхание мито-
хондрий в основном метаболическом состоянии (т. е. 
в присутствии экзогенных субстратов или состоя-
ние 2), в состоянии 3 – дыхание, стимулированное 
ADP; состояние 4 – состояние митохондрий после 
того, как весь добавленный ADP был израсходо-
ван в процессе синтеза ATP; скорость дыхания 
митохондрий в состоянии 3UДНФ – дыхание ми-
тохондрий в присутствии разобщителя 2,4-дини-
трофенола в концентрации 50 мкМ, вызывающей 
максимальную стимуляцию дыхания. Дыхатель-
ный контроль (ДК = состояние 3/состояние 4) и 
отношение ADP/О определяли в соответствии 
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с [26]. Концентрация митохондриального белка 
в ячейке составляла 0.5 мг/мл.

Оценка активности комплексов дыхательной цепи 
митохондрий мышц. Влияние 20Е на активность 
комплексов электрон-транспортной цепи мито-
хондрий скелетных мышц оценивали с помощью 
специфических окислительно-восстановитель-
ных реакций по протоколу [27] с использованием 
планшетного спектрофотометра “Multiskan GO” 
(Thermo Fisher Scientific, США). Измерения про-
водили на разрушенных митохондриях, подвергну-
тых трем циклам замораживания/оттаивания при 
температуре –20/+30оC в гипотоническом буфере, 
содержавшем 10 мМ Трис–HCl, рН 7.6. Влияние 
20Е на активность комплексов дыхательной цепи 
выражали в процентах от средней активности, 
регистрируемой в серии контрольных экспери-
ментов. Концентрация митохондриального белка 
составляла 20 мкг/мл.

Измерение мембранного потенциала митохондрий 
(∆ψ). Разность электрических потенциалов (∆ψ) на 
внутренней мембране митохондрий оценивали по 
распределению флуоресцентного зонда сафрани-
на О через внутреннюю мембрану (λex  =520  нм; 
λem  =580 нм) с использованием планшетного спек-
трофлуориметра Varioskan LUX (Thermo Fisher 
Scientific) [28]. Митохондрии (0.5 мг/мл) инкуби-
ровали в среде, содержащей 210 мМ маннитола, 
70 мМ сахарозы, 1 мМ KH2PO4, 10 мкМ сафрани-
на O, 10 мкМ EGTA и 10 мМ HEPES–KOH, рН 7.4. 
Применяли следующие концентрации субстратов 
и других реагентов: 2.5 мМ глутамата калия, 2.5 мМ 
малата калия, 5 мМ янтарной кислоты, 1 мкМ ро-
тенона. Концентрация митохондриального белка 
в ячейке составляла 0.5 мг/мл.

Оценка кальциевой емкости митохондрий ске-
летных мышц. Транспорт Ca2+ через внутреннюю 
митохондриальную мембрану оценивали спек-
трофотометрически с помощью индикатора ар-
сеназо III (3,6-бис-[(2-арсонофенил)азо]-4,5-ди-
гидрокси‑2,7-нафталиндисульфокислота) при 
675–685  нм с помощью планшетного спектрофо-
тометра Multiskan GO (Thermo, США) при 25оC 
и постоянном перемешивании [29]. Среда инку-
бации содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ саха-
розу, 1 мМ KH2PO4, 50 мкМ арсеназо III, 10 мкМ 
EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Применяли 
следующие концентрации субстратов и других 
реагентов: 2.5 мМ малата калия, 2.5 мМ глутамата 
калия, 5 мМ янтарной кислоты, 1 мкМ ротенона. 
Концентрация митохондриального белка в ячейке 
составляла ~ 0.25 мг/мл. Для определения спо-
собности митохондрий удерживать Ca2+, 20 мкМ 
CaCl2 последовательно добавлялись в реакционную 

среду. После нескольких добавлений происходи-
ло увеличение внешней [Ca2+], что указывало на 
массивное высвобождение иона из органелл вслед-
ствие открытия кальций-зависимой MPT‑поры. 
Способность Ca2+ индуцировать открытие поры 
в митохондриях выражалась количественно как 
кальциевая емкость (КЕ) митохондрий, т. е. то 
максимальное количество Ca2+, которое может 
быть аккумулировано в матриксе без последую-
щего открытия поры.

Определение скорости образования перекиси водо-
рода митохондриями скелетных мышц мышей. Ско-
рость образования H2O2 в митохондриях измеряли 
с помощью тест-системы, включающей в себя флу-
оресцентный индикатор Amplex Red и пероксидазу 
хрена на планшетном флуориметре Varioskan LUX 
(Thermo Fisher Scientific) при длинах волн возбужде-
ния и флуоресценции 560 и 590 нм соответственно 
[23]. Среда инкубации содержала 210 мM манни-
тол, 70 мM сахарозу, 1 мM KH2PO4, 10 мкM EGTA 
и 10 мM HEPES–KOH (pH 7.4), 10 мкМ Amplex Red 
и пероксидазу хрена (акт. 1 ед/ мл). Концентрация 
митохондриального белка составляла 0.1 мг/мл. 
Измерения проводились при 37оC и постоянном 
перемешивании. Количество образованной пере-
киси водорода рассчитывалось по калибровочной 
кривой. Стандартный раствор H₂O₂ был приготовлен 
непосредственно в день проведения эксперимента; его 
концентрацию определяли с использованием коэф-
фициента молярной экстинкции ε240 = 43.6 M‑1 × см‑1.

Статистический обработка результатов. Дан-
ные были проанализированы с использовани-
ем программ Graph Pad Prizm 5 и Microsoft Excel 
и представлены как среднее ± стандартная ошибка 
средней. Полученные данные были обработаны ста-
тистически с помощью U‑критерия Манна–Уитни 
(достоверность различий принималась при p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что длительная (в течение 
часа) инкубация изолированных митохондрий пе-
чени крыс с 20Е приводит к угнетению дыхания 
и окислительного фосфорилирования изолиро-
ванных митохондрий печени крыс, энергизован-
ных глутаматом и малатом [16]. Из данных табл. 1 
можно видеть, что в наших условиях 20Е также 
дозозависимо снижает скорости дыхания мито-
хондрий скелетных мышц мышей в состоянии 3, 
однако достоверный эффект наблюдается лишь 
при концентрации этого агента 100 мкМ. В этом 
случае нами отмечено снижение скорости дыхания 
в состоянии 3 в 1.2 раза при энергизации орга-
нелл глутаматом и малатом (субстраты комплекса 
I дыхательной цепи) и в 1.1 раза при энергизации 
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митохондрий сукцинатом (субстрат комплекса 
II дыхательной цепи) в присутствии ротенона. 
Это сопровождается снижением дыхательного 
контроля митохондрий, отражающим эффектив-
ность сопряжения дыхания и фосфорилирования 
в органеллах, в 1.1 раза при энергизации органелл 
как субстратами комплекса I, так и комплекса II. 
Также можно отметить тенденцию к снижению 
скорости дыхания в присутствии протонофорного 
разобщителя ДНФ и параметра ADP/O, отража-
ющего эффективность синтеза ATP. Дальнейшее 
увеличение концентрации 20Е не приводит к суще-
ственным изменениям определяемых параметров. 
Наблюдается тенденция к последующему сниже-
нию скорости дыхания митохондрий в состоя-
нии 3 и уменьшению коэффициента дыхательного 
контроля, однако при добавке 200 мкМ агента, 
по-видимому, наступает “фаза насыщения”, при 
которой дальнейшее увеличение концентрации 
не приводит к усилению эффекта.

Известно, что подавление дыхания и окис-
лительного фосфорилирования в митохондриях 
сопровождается снижением мембранного потен-
циала (Δψ) органелл. Из рис. 2 можно видеть, что 
в концентрации 10 мкМ 20Е не оказывает влияния 
на Δψ органелл как при использовании глутамата 
и малата, так и сукцината в качестве субстратов 
дыхания. Однако увеличение его концентрации 
суммарно до 20 мкМ и далее сопровождается дозо-
зависимым выходом потенциал-зависимого флу-
оресцентного зонда сафранина О из митохондрий, 

что свидетельствует о снижении мембранного по-
тенциала органелл. Полученные результаты отлича-
ются от данных, полученных Баевым и соавторами 
[16], где показано, что длительная преинкубация 
изолированных митохондрий печени крыс с 20Е 
увеличивает мембранный потенциал органелл на 
6–12% в зависимости от концентрации и условий 
эксперимента. Однако важно отметить, что такой 
вывод сделан на основе расчетов, учитывающих 
последующую деполяризацию органелл разобщи-
телем CCCP. При этом внесение 20Е непосред-
ственно к изолированным митохондриям не ока-
зывало существенного влияния на флуоресценцию 
родамина 123, использованного для измерения Δψ, 
что свидетельствует об отсутствии действия 20Е 
на мембранный потенциал митохондрий печени.

Одной из причин снижения эффективности 
окислительного фосфорилирования и мембран-
ного потенциала митохондрий под действием 20Е 
может быть подавление активности комплексов 
дыхательной цепи органелл и ее мобильных ком-
понентов (кофермента Q и цитохрома с), что харак-
терно для широкого круга стероидных соединений. 
Поэтому в следующей части работы мы изучили 
влияние 20Е на активность индивидуальных ком-
плексов дыхательной цепи митохондрий скелетных 
мышц мышей, а также суммарную активность 
комплексов I+III и II+III, позволяющую оценить 
мобильность кофермента Q между указанными 
индивидуальными комплексами. Из данных рис. 3 
видно, что 20Е не оказывает влияния на активность 
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Рис. 2. Влияние 20Е на мембранный потенциал митохондрий скелетных мышц мышей, энергизованных глутамат/
малатом (а) или сукцинатом (б). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ ян-
тарная кислота, 1 мкМ ротенон (б). На каждом из рисунков представлены данные типичного эксперимента, по-
лученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены еще в двух 
независимых экспериментах.
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I, II и IV комплексов дыхательной цепи, но дозоза-
висимо снижает активность комплекса III и II+III 
комплексов дыхательной цепи митохондрий (на 14 
и 13% соответственно в максимальной концентра-
ции 200 мкМ). Наибольшая эффективность 20Е 
отмечена по отношению к суммарной активности 
комплексов I+III, уже 50 мкМ этого агента вызва-
ло снижение активности на 24%. В этом случае 
полумаксимальное ингибирование активности 
комплексов I+III достигалось при концентрации 
20Е, равной 200 мкМ. Наблюдаемый эффект мо-
жет свидетельствовать о том, что 20Е способен 
снижать подвижность кофермента Q между ком-
плексами I и III дыхательной цепи, а также менее 
эффективно между комплексами II и III. Кроме 
того, экдистерон также оказывает ингибирующее 
действие на активность комплекса III дыхательной 
цепи митохондрий, тем самым снижая эффектив-
ность переноса электронов от кофермента Q на 
цитохром с. Экдистероиды являются липофиль-
ными молекулами и, по некоторым данным [30], 
могут включаться в мембранный бислой и таким 
образом оказывать влияние на функцию мембран-
ных белков. Вероятно, добавление 20Е напрямую 

к митохондриям позволяет этим молекулам воздей-
ствовать на их внутреннюю мембрану и подавлять 
активность локализованных в ней комплексов 
дыхательной цепи митохондрий.

Митохондрии являются одними из основных 
продуцентов АФК в клетках [31]. При этом инги-
бирование комплексов дыхательной цепи, реализу-
емое посредством различных механизмов, значи-
тельно влияет на интенсивность генерации АФК. 
В настоящей работе мы также оценили влияние 
20Е на скорость продукции H2O2 митохондриями 
скелетных мышц мышей. Можно видеть, что в слу-
чае энергизации органелл глутаматом и малатом 
20Е в максимальной концентрации 100 мкМ вы-
зывает увеличение продукции перекиси водорода 
(рис. 4а), в то время как в условиях сукцинат-зави-
симого дыхания такого эффекта не наблюдалось 
(рис. 4б). Можно предположить, что прооксидант-
ный эффект 20Е связан как со снижением подвиж-
ности кофермента Q между комплексами I и III, II 
и III, так и ингибированием активности комплекса 
III дыхательной цепи. Известно, что эти участки 
дыхательной цепи митохондрий задействованы 
в генерации АФК, и ингибирование их активности 
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Рис. 3. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий в отсутствие и в присутствии различных кон-
центраций 20-гидроксиэкдизона (значения в% активности по сравнению с контролем). Активность комплексов 
в отсутствие 20Е принята за 100%. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 4). * p < 0.05 
против контроля (отсутствие 20Е).
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способствует усилению их продукции. Это согла-
суется с данными, свидетельствующими о генера-
ции супероксидного радикала в условиях in vitro 
в присутствии фитоэкдистероидов [32]. С другой 
стороны, важно отметить, что во многих работах, 
напротив, описаны антиоксидантные свойства 
экдистероидов [33–36]. В частности, исследова-
но антиоксидантное действие 20Е в нескольких 
системах in vitro [33]: показано уменьшение ин-
тенсивности перекисного окисления липидов 
в митохондриях печени крыс под действием этого 
агента. Наши результаты позволяют полагать, что 
антиоксидантное действие 20Е не связано с его 
прямым влиянием на митохондриальные мишени.

20E известен как модулятор гомеостаза Ca2+ 
в клетках насекомых [37]. Митохондрии млекопи-
тающих играют важную роль в регуляции внутри-
клеточного кальция [38, 39], и изменение их функ-
циональной активности оказывает существенное 
влияние на митохондриальный Са2+-гомеостаз. 
В настоящей работе мы оценили влияние 20Е на 
способность митохондрий скелетных мышц погло-
щать и удерживать ионы кальция в матриксе. На 
рис. 5 представлены результаты сравнительного 
изучения кинетики поглощения Ca2+ митохон-
дриями скелетных мышц мышей, энергизован-
ными глутамат/малатом (рис. 5а) или сукцинатом 
(рис. 5б), инкубируемых в отсутствие и в присут-
ствии 20-гидроксиэкдизона. Можно видеть, что 
митохондрии скелетных мышц мышей, энергизо-
ванные глутамат/малатом, полностью поглоща-
ют Ca2+ при условии добавления CaCl2 4 раза по 
20 мкМ (рис. 5а). В этом случае только после пятой 
добавки CaCl2 наблюдается выход Ca2+ из митохон-
дрий (рис. 5а), свидетельствующий об индукции 
кальций-зависимой MPT‑поры во внутренней 
мембране органелл. Предварительная инкубация 
митохондрий в присутствии 20Е в концентраци-
ях 20, 50 и 100  мкМ не оказывает существенного 

влияния на способность митохондрий поглощать 
ионы кальция (рис. 5а). В митохондриях, энерги-
зованных сукцинатом, предварительная инкубация 
органелл со 100 мкМ 20Е приводит к снижению 
способности митохондрий поглощать ионы каль-
ция, тогда как 20 и 50 мкМ 20Е не имеют подобного 
эффекта (рис. 5б). Способность Ca2+ индуцировать 
открытие поры в митохондриях можно выразить, 
используя параметр кальциевой емкости мито-
хондрий, т. е. то максимальное количество Ca2+, 
которое может быть аккумулировано в матриксе 
без последующего открытия поры [40]. Как пока-
зано на рис. 5в, 20Е не оказывает влияния на этот 
параметр митохондрий при энергизации органелл 
глутаматом и малатом во всех изученных концен-
трациях. В то же время при сукцинат-зависимом 
дыхании 100 мкМ 20Е вызывают достоверное сни-
жение кальциевой емкости митохондрий скелетных 
мышц мышей по сравнению с контролем (рис. 5г). 
Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что подавление функциональной активности ми-
тохондрий под действием 20Е также способствует 
снижению способности митохондрий эффективно 
аккумулировать ионы кальция в матриксе.

Таким образом, результаты исследования позво-
ляют полагать, что потенциальные терапевтиче-
ские эффекты фитоэкдистероидов и, в частности, 
20Е скорее осуществляются через специфические 
рецепторы стероидов, в то время как цитотоксиче-
ские эффекты могут проявляться при более высо-
ких концентрациях 20Е, в том числе путем прямого 
воздействия на функциональную активность ми-
тохондрий. 20Е способен подавлять функциониро-
вание комплексов дыхательной цепи митохондрий 
и способствовать уменьшению эффективности 
окислительного фосфорилирования. Кроме того, 
это сопровождается снижением мембранного по-
тенциала митохондрий, увеличением продукции 
АФК, а также угнетением способности органелл 
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аккумулировать ионы кальция. В условиях in vivo 
такие эффекты 20Е на митохондрии скелетных 
мышц могут повлиять на способность органелл 
синтезировать АТР, необходимый, прежде всего, 
для сокращения скелетной мускулатуры, а так-
же на кальциевый гомеостаз, играющий важную 
роль в корректной регуляции циклов сокращения 
и расслабления мышечных волокон. Полученные 
данные следует учитывать при интерпретации ре-
зультатов in vivo экспериментов.
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Рис. 5. Влияние 20Е на транспорт кальция в митохондриях скелетных мышц мышей. Поглощение добавок Са2+ 
(пульсы по 20 мкМ) митохондриями скелетных мышц, энергизованными глутамат/малатом (а) и сукцинатом (б) 
в отсутствие (контроль) и в присутствии добавок. Кальциевая емкость митохондрий скелетных мышц мышей в от-
сутствие (контроль) и в присутствии различных концентраций 20Е, энергизованных глутамат/малатом (в) и сук-
цинатом (г). * p < 0.05 (по сравнению с контролем).



	 ВЛИЯНИЕ 20E НА МИТОХОНДРИИ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ� 241

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

7.	 Dinan L., Lafont R. 2006. Effects and applications 
of arthropod steroid hormones (ecdysteroids) in 
mammals. J. Endocrinol. 191 (1), 1–8. doi 10.1677/
joe.1.06900.

8.	 Slama K., Koudela K., Tenora J., Mathova A. 1996. 
Insect hormones in vertebrates: Anabolic effects of 
20-hydroxyecdysone in Japanese quails. Experientia. 
52, 702–706.

9.	 Stopka P., Stancl J., Slama K. 1999. Effect of insect hor-
mone, 20-hydroxyecdysone on growth and reproduction 
in mice. Acta Soc. Zool. Bohemicae. 63, 367–378.

10.	 Syrov V.N. 2000. Comparative experimental investiga-
tions of the anabolic activity of phytoecdysteroids and 
steranabols. Pharm. Chem. J. 34, 193–197.

11.	 Kratky F., Opletal L., Hejhalek J., Kucharova S. 1997. 
Effect of 20-hydroxyecdysone on the protein synthesis 
of pigs. Zivocisna Vyroba. 42, 445–451.

12.	 Shuvalov O., Kirdeeva Y., Fefilova E., Netsvetay S., 
Zorin M., Vlasova Y., Fedorova O., Daks A., Parfe-
nyev S., Barlev N. 2023. 20-Hydroxyecdysone Con-
fers antioxidant and antineoplastic properties in hu-
man non-small cell lung cancer cells. Metabolites. 13, 
656. https://doi.org/10.3390/metabo13050656

13.	 Romaniuk-Drapała A., Lisiak N., Toton E., Ma-
tysiak A., Nawrot J., Nowak G., Kaczmarek M., 
Rybczyńska M., Rubiś B. 2021. Proapoptotic and pro-
autophagic activity of 20-hydroxyecdysone in breast 
cancer cells in vitro. Chem. Biol. Interact. 342, 109479. 
doi 10.1016/j.cbi.2021.109479.

14.	 Xia X., Zhang Q., Liu R., Wang Z., Tang N., Liu F., 
Huang G., Jiang X., Gui G., Wang L., Sun X. 2014. 
Effects of 20-hydroxyecdysone on improving memo-
ry deficits in streptozotocin-induced type 1 diabetes 
mellitus in rat. Eur. J. Pharmacol. 5, 740, 45–52. doi 
10.1016/j.ejphar.2014.06.026.

15.	 Mallek A., Movassat J., Ameddah S., Liu J., Semi-
ane N., Khalkhal A., Dahmani Y. 2018. Experimental 
diabetes induced by streptozotocin in the desert gerbil, 
Gerbillus gerbillus, and the effects of short-term 20-hy-
droxyecdysone administration. Biomed. Pharmacother. 
102, 354–361. doi 10.1016/j.biopha.2018.03.070.

16.	 Baev A.Y., Charishnikova O.S., Khasanov F.A., 
Nebesnaya K.S., Makhmudov A.R., Rakhmedo-
va M.T., Khushbaktova Z.A., Syrov V.N., Levitska-
ya Y.V. 2022. Ecdysterone prevents negative effect of 
acute immobilization stress on energy metabolism of 
rat liver mitochondria. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 
219, 106066. doi 10.1016/j.jsbmb.2022.106066.

17.	 Parr M.K., Botre F., Nass A., Hengevoss J., Diel P., 
Wolber G. 2015. Ecdysteroids: A novel class of ana-
bolic agents? Biol. Sport. 32, 169–173.

18.	 Wang J., Green P.S., Simpkins J.W. 2001. Estradiol 
protects against ATP depletion, mitochondrial mem-
brane potential decline and the generation of reactive 
oxygen species induced by 3-nitroproprionic acid in 
SK-N-SH human neuroblastoma cells. J. Neurochem. 
77 (3), 804–811. doi 10.1046/j.1471–4159.2001.00271.x.

19.	 Nilsen J., Diaz Brinton R. 2003. Mechanism of es-
trogen-mediated neuroprotection: Regulation of mi-
tochondrial calcium and Bcl‑2 expression. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 100 (5), 2842–2847. doi 10.1073/
pnas.0438041100.

20.	 Burstein S.R., Kim H.J., Fels J.A., Qian L., Zhang S., 
Zhou P., Starkov A.A., Iadecola C., Manfredi G. 
2018. Estrogen receptor beta modulates permeabil-
ity transition in brain mitochondria. Biochim. Bio-
phys. Acta. Bioenerg. 1859 (6), 423–433. doi 10.1016/j.
bbabio.2018.03.006.

21.	 Dubinin M.V., Ilzorkina A.I., Salimova E.V., Lan-
dage M.S., Khoroshavina E.I., Gudkov S.V., Belo-
sludtsev K.N., Parfenova L.V. 2023. Effect of fusidic 
acid and some nitrogen-containing derivatives on lipo-
somal and mitochondrial membranes. Membranes (Ba-
sel). 13 (10), 835. doi 10.3390/membranes13100835.

22.	 Dubinin M.V., Nedopekina D.A., Ilzorkina A.I., Se-
menova A.A., Sharapov V.A., Davletshin E.V., Miki-
na N.V., Belsky Y.P., Spivak A.Y., Akatov V.S., Belo-
sludtseva N.V., Liu J., Belosludtsev K.N. 2023. Con-
jugation of triterpenic acids of ursane and oleanane 
types with mitochondria-targeting cation F16 syner-
gistically enhanced their cytotoxicity against tumor 
cells. Membranes (Basel). 13 (6), 563. doi 10.3390/
membranes13060563.

23.	 Dubinin M.V., Semenova A.A., Ilzorkina A.I., Mikhe-
eva I.B., Yashin V.A., Penkov N.V., Vydrina V.A., 
Ishmuratov G.Y., Sharapov V.A., Khoroshavina E.I., 
Gudkov S.V., Belosludtsev K.N. 2020. Effect of betu-
lin and betulonic acid on isolated rat liver mitochon-
dria and liposomes. Biochim. Biophys. Acta. Biomembr. 
1862 (10), 183383. doi 10.1016/j.bbamem.2020.183383.

24.	 Dubinin M.V., Talanov E.Y., Tenkov K.S., Stari-
nets V.S., Mikheeva I.B., Sharapov M.G., Belosludt-
sev K.N. 2020. Duchenne muscular dystrophy is asso-
ciated with the inhibition of calcium uniport in mito-
chondria and an increased sensitivity of the organelles 
to the calcium-induced permeability transition. Bio-
chim. Biophys. Acta. Mol. Basis Dis. 1866 (5), 165674. 
doi 10.1016/j.bbadis.2020.165674.

25.	 Dubinin M.V., Svinin A.O., Vedernikov A.A., 
Starinets V.S., Tenkov K.S., Belosludtsev K.N., 
Samartsev V.N. 2019. Effect of hypothermia on the 
functional activity of liver mitochondria of grass snake 
(Natrix natrix): Inhibition of succinate-fueled respira-
tion and K+ transport, ROS‑induced activation of mi-
tochondrial permeability transition. J. Bioenerg. Bio-
membr. 51 (3), 219–229.

26.	 Chance B., Williams G.R. 1955. Respiratory enzymes 
in oxidative phosphorylation. I. Kinetics of oxygen 
utilization. J. Biol. Chem. 217 (1), 383–393.

27.	 Spinazzi M., Casarin A., Pertegato V., Salviati L., 
Angelini C. 2012. Assessment of mitochondrial respi-
ratory chain enzymatic activities on tissues and cul-
tured cells. Nat. Protoc. 7 (6), 1235–1246. 		
https://doi.org/10.1038/nprot.2012.058.



242	 СЕМЕНОВА и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

35.	 Sahach V.F., Korkach Iu.P., Kotsiuruba A.V., Ru-
dyk O.V., Vavilova H.L. 2008. Mitochondrial perme-
ability transition pore opening inhibition by ecdysterone 
in heart mitochondria of aging rats. J. Phys. 54 (4), 3–10.

36.	 Das N., Mishra S.K., Bishayee A., Ali E.S., Bis-
hayee A. 2021. The phytochemical, biological, and 
medicinal attributes of phytoecdysteroids: An updated 
review. Acta. Pharm. Sin. B. 11 (7), 1740–1766. 	
doi 10.1016/j.apsb.2020.10.012.

37.	 Li Y.B., Li X.R., Yang T., Wang J.X., Zhao X.F. 2016. 
The steroid hormone 20-hydroxyecdysone promotes 
switching from autophagy to apoptosis by increasing 
intracellular calcium levels. Insect. Biochem. Mol. Biol. 
79, 73–86. 						    
doi 10.1016/j.ibmb.2016.10.004.

38.	 Дубинин М.В., Белослудцев К.Н. 2019. Таксоно-
мические особенности механизмов специфиче-
ского транспорта Са2+ в митохондриях. Биол. мем-
браны. 36 (4), 231–241. 				  
doi 10.1134/S0233475519040030.

39.	 Белослудцев К.Н., Дубинин М.В., Белослудце-
ва Н.В., Миронова Г.Д. 2019. Транспорт ионов Ca2+ 
митохондриями: механизмы, молекулярные структу-
ры и значение для клетки. Биохимия. 84 (6), 759–775.

40.	 Rasola A., Bernardi P. 2011. Mitochondrial permea-
bility transition in Ca2+-dependent apoptosis and ne-
crosis. Cell Calcium. 50, 222–233.

28.	 Dubinin M.V., Sharapov V.A., Ilzorkina A.I., Efi-
mov S.V., Klochkov V.V., Gudkov S.V., Belosludt-
sev K.N. 2022. Comparison of structural properties of 
cyclosporin A and its analogue alisporivir and their ef-
fects on mitochondrial bioenergetics and membrane be-
havior. Biochim. Biophys. Acta Biomembr. 864 (9), 183972.

29.	 Dubinin M.V., Talanov E.Y., Tenkov K.S., Stari-
nets V.S., Mikheeva I.B., Belosludtsev K.N. 2020. 
Transport of Ca2+ and Ca2+-dependent permeability 
transition in heart mitochondria in the early stages of 
Duchenne muscular dystrophy. Biochim. Biophys. Acta. 
Bioenergetics. 1861 (10), 148250.

30.	 Lafont R., Dinan L. 2003. Practical uses for ecdyster-
oids in mammals including humans: An update. J. In-
sect. Sci. 3, 7. doi 10.1093/jis/3.1.7.

31.	 Андреев А.Ю., Кушнарева Ю.Е., Мерфи Э.Н., 
Старков А.А. 2015 Митохондриальный метабо-
лизм активных форм кислорода: десять лет спустя 
(обзор). Биохимия. 80 (5), 612–630.

32.	 Щулькин А.В., Якушева Е.Н., Давыдов В.В., Дар-
мограй В.Н. 2012. Исследование прямой антиокси-
дантной активности фитоэкдистерона in vitro. Рос. 
мед.-биол. вестн. им. акад. И.П. Павлова. 1, 51–57.

33.	 Kuzmenko А.I., Niki E., Noguchi Н. 2001. New func-
tions of 20-hydroxyecdysone in lipid peroxidation. 
J. Oleo Sci. 50 (6), 497–506.

34.	 Cai Y.J., Dai J.Q., Fang J.G., Ma L.P., Hou L.F., 
Yang L., Liu Z.L. 2002. Antioxidative and free radical 
scavenging effects of ecdysteroids from Serratula stran-
gulata. Can. J. Physiol. Pharmacol. 80 (12), 1187–1194. 
doi 10.1139/y02–152.

The Effect of 20-Hydroxyecdysone on the Functioning of Isolated Mouse Skeletal Muscle Mitochondria

© 2024 г.    A. A. Semenova1,*, A. D. Igoshkina1, N. V. Mikina1, R. G. Savchenko2, 
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This work shows the effect of the phytoecdysteroid 20-hydroxyecdysone (20E) on the functioning 
of mouse skeletal muscle mitochondria. I It has been shown that 20E at a concentration of 100 µM 
or more suppresses mitochondrial respiration fueled by glutamate and malate (substrates of complex 
I of the respiratory chain) or succinate (substrate of complex II of the respiratory chain). This effect of 
20E is accompanied by a decrease in the membrane potential of organelles and is associated with inhibi-
tion of the activity of complex III, the total activity of complexes I+III and II+III of the mitochondrial 
respiratory chain. We have noted the prooxidant effect of 20E, which manifests itself in an increase in the 
production of hydrogen peroxide by skeletal muscle mitochondria. In addition, 20E reduces the ability 
of mitochondria to accumulate calcium ions in the matrix. The paper discusses the mechanisms of the 
possible toxic effect of 20E on the functioning of skeletal muscle mitochondria.

Keywords:  mitochondria, 20-hydroxyecdysone, oxidative phosphorylation, respiratory chain, calcium, 
reactive oxygen species
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О ВОЗМОЖНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ЗОНДА 
НА ОСНОВЕ АЦЕДАНА ДЛЯ РЕГИСТРАЦИИ СУЛЬФИДА 

ВОДОРОДА (H2S) В КЛЕТКАХ ПЕРВИЧНЫХ НЕЙРОНАЛЬНЫХ 
КУЛЬТУР
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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.

Ключевые слова: флуоресцентный зонд, сульфид водорода, первичные нейрональные культуры, 
глутамат, эксайтотоксичность  
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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–.

Авторы глубоко признательны И.А. Помыткину 
за предоставление зонда Р3 и ценные советы при 
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On the Feasibility of Using an Acedane-Based Fluorescent Probe to Monitor 
Hydrogen Sulfide in Primary Neuronal Cultures
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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



254

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2024, том 41, № 3, с. 254–274

УДК 57.053

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМОВ КАЛЬЦИЕВОГО 
ОТВЕТА В СПЕРМАТОЗОИДАХ ЧЕЛОВЕКА И МЫШИ

© 2024 г.    Ю. Д. Коробкинаa, *, М. А. Пантелеевa, b, c, А. Н. Свешниковаa, b, c
aЦентр теоретических проблем физико-химической фармакологии РАН, Москва, 109029 Россия

bМосковский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, 119991 Россия
cНациональный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии 

им. Д. Рогачева, Москва, 117198 Россия
*e-mail: juliajessika@gmail.com
Поступила в редакцию 09.10.2023

После доработки 10.12.2023
Принята к печати 13.12.2023

Кальциевая сигнализация – один из ключевых способов трансдукции сигнала в клетках невоз-
будимых тканей. Кальциевая сигнализация как в сперматозоидах мыши, так и в сперматозоидах 
человека индуцируется в ответ на прогестерон, реализуется в виде осцилляций или одиночных 
пиков, а также приводит к акросомной реакции, но молекулярные механизмы существенно отли-
чаются между видами. 
Целью данной работы является сравнительное исследование механизмов кальциевой сигнализа-
ции при физиологической активации в сперматозоидах человека и мыши. В рамках данной работы 
мы изучили кальциевый ответ в сперматозоидах мыши, активированных прогестероном. С помо-
щью спектрофлуориметрии впервые было количественно оценено увеличение концентрации каль-
ция в ответ на прогестерон в меченых Fura-2 сперматозоидах мыши в суспензии. Было показано, 
что сперматозоиды мышей реагируют на 50 мкМ прогестерон пиком шириной 120 ± 35 с и высотой 
0.8 ± 0.3 мкМ, и этот ответ блокируется аспирином. На основе литературных данных была постро-
ена схема индукции кальциевой сигнализации, предполагающая промежуточный этап с синтезом 
некоторого простаноида (возможно, PGE2) и активацией сперматозоида мыши данным простано-
идом через ассоциированный с G-белком рецептор. Используя полученную схему реакций были 
разработаны две вычислительные модели: точечная модель и трехмерная модель. Как и в случае 
сперматозоидов человека, точечная модель дала только качественное описание кальциевых ответов, 
в то время как трехмерная модель позволила получить близкие к эксперименту параметры пика 
и частоту осцилляций концентрации кальция в ответ на прогестерон. С помощью анализа in silico 
показано, что в сперматозоидах мыши пространственное распределение сигнальных ферментов 
регулирует тип и форму кальциевого ответа.
Таким образом, можно сделать вывод о том, что наличие временных задержек, обусловленных 
диффузией и пространственным распределением ферментов сигнализации кальция, регулирует 
кальциевый ответ как в сперматозоидах человека, так и в сперматозоидах мыши.

Ключевые слова: кальциевая сигнализация, внутриклеточная сигнализация, компьютерное мо-
делирование, прогестерон
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ВВЕДЕНИЕ

Кальциевая сигнализация – один из ключевых 
способов трансдукции сигнала в эукариотических 
клетках. Устройство кальциевой сигнализации в од-
них и тех же клетках многих организмов сходно [1, 
2], поэтому сравнение механизмов кальциевой сиг-
нализации между организмами может помочь опре-
делить особенности устройства данной системы.

В сперматозоидах млекопитающих динамика 
кальция контролирует большинство процессов 

оплодотворения, например, акросомную реакцию, 
капацитацию и гиперактивацию [3, 4]. В спер-
матозоидах мыши и человека кальциевый ответ 
может быть индуцирован стероидным гормоном 
прогестероном, присутствующим в женских по-
ловых путях [5]. В человеческих сперматозоидах 
прогестерон опосредованно активирует распо-
ложенный в жгутике сперматозоида кальциевый 
канал CatSper [6], который в покое ингибирован 
липидом мембраны 2-арахидоноилглицеролом 
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не установлен. Известно, что арахидоновая кислота 
способна индуцировать акросомную реакцию в том 
же объеме, что и прогестерон [18], в ходе активации 
генерируется простагландин E2 (PGE2) [19], кото-
рый способен запускать акросомную реакцию [20], 
а мышиный канал CatSper, наоборот, нечувствите-
лен к простагландинам и прогестерону [21]. При 
этом показано, что в индукции акросомной ре-
акции прогестероном участвуют G‑белки и не-
которая изоформа фосфолипазы С [18], при этом 
конкретный рецептор, сопряженный с G‑белком 
(GPCR), не установлен.

В настоящей работе мы предполагаем, что ак-
тивация сперматозоидов мыши прогестероном 
происходит по следующему механизму (рис. 1). 
Прогестерон, свободно проникая через плазма-
тическую мембрану, активирует находящуюся на 
акросоме ABHD2 (возможен также вклад фос-
фолипазы А2, но с точки зрения модели это не 
вносит качественных изменений), что приводит 
к генерации арахидоновой кислоты и ее транс-
формации циклооксигеназным путем в PGE2 (или 
другой простаноид). Хотя у мыши есть активные 
рецепторы к PGE2, в том числе EP1 [22], данные 
об их наличии и локализации в сперматозоидах 
найдены не были. Есть данные, что на акросо-
ме сперматозоидов мыши локализован рецептор 
к эстрогену (GPER), который относится к тому 
же классу рецепторов, что и EP1 [23]. В работе мы 
предполагали, что простаноид (PGE2) активирует 
GPCR (EP1), находящийся на плазматической 
мембране в районе акросомы, так как в жгутике 
сперматозоида мыши нет достаточного количества 
фосфоинозитидов для работы PLC [24]. Далее с ак-
тивной αq-субъединицей G‑белка ассоциируется 
PLCβ1 [25], и кальциевая сигнализация индуци-
руется по пути, описанному выше для спермато-
зоида человека, c тем отличием, что кальциевым 
депо является акросома, а не избыточная ядерная 
мембрана. Также учитывается, что в сперматозо-
идах мыши кроме PLCβ1 находится PLCδ4 [26].

В настоящей работе мы показываем, что предло-
женная схема событий внутриклеточной сигнали-
зации позволяет описать наблюдаемые кальциевые 
ответы сперматозоидов мыши на прогестерон.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Fura‑2-AM, Fura-RED-AM (Molecu-
lar Probes, США); прогестерон, DMSO, CaCl2, KCl, 
MgCl2, NaH2PO4, NaHCO3, БСА, Triton, EDTA, глю-
коза (Sigma-Aldrich, США), аспирин (Bayer, Германия).

(2-AG). Прогестерон активирует локализованную 
в жгутике гидролазу ABHD2, катализирующую рас-
щепление 2-AG на арахидоновую кислоту и глице-
рин [6]. Расщепление 2-AG приводит к активации 
CatSper и поступлению кальция в клетку. Повыше-
ние концентрации кальция способно активировать 
фермент фосфолипазу Сδ (PLCδ4), имеющуюся 
в сперматозоидах [7, 8]. Фосфолипаза С катализи-
рует образование инозитол‑1,4,5-трифосфата (IP3) 
из мембранных фосфоинозитидов. IP3 активирует 
канал-рецептор к IP3 (IP3R), расположенный на 
мембране депо кальция в клетке, роль которого 
в сперматозоиде человека играет производное 
ядра – избыточная ядерная мембрана (RNE), и, та-
ким образом, индуцирует высвобождение кальция 
в цитоплазму клетки через эти канал-рецепторы 
[9, 10]. Как у человека, так и у мыши кальцие-
вые ATP‑азы далее удаляют кальций из цитозо-
ля: ATP‑аза плазматической мембраны (PMCA), 
присутствующая в мембране жгутика [11], выка-
чивает кальций во внеклеточную среду, а ATP‑аза 
секреторного пути (SPCA), присутствующая на 
мембране кальциевого депо, переносит кальций из 
цитозоля в кальциевое депо [12]. Дополнительно 
присутствующие кальциевые буферы, такие как 
кальмодулин (CaM) [13], расположенный в цитозо-
ле, и кальретикулин (CalRet) [14], расположенный 
в депо, способны обратимо связывать кальций 
и модулировать ответ клетки. Данная сигнали-
зация может приводить как к осцилляторному 
кальциевому ответу, так и к ответу типа “одиноч-
ный пик”. Ранее нами было показано [15], что тип 
кальциевого ответа в сперматозоидах человека на 
прогестерон зависит от пространственного рас-
положения ферментов и каналов, управляющих 
кальциевой сигнализацией.

Несмотря на то что кальциевая сигнализация 
в сперматозоидах мыши обладает теми же свой-
ствами, что и у человека, а именно, кальциевая 
сигнализация индуцируется в ответ на прогестерон, 
реализуется в виде осцилляций или одиночных пи-
ков и индуцирует акросомную реакцию, ее моле-
кулярные механизмы существенно отличаются [16]. 
Описанный выше механизм не работает так же, 
так как в сперматозоидах мыши содержание 2-AG 
недостаточно высоко для его реализации, CatSper 
нечувствителен к прогестерону, а ABHD2 располо-
жена в мембране акросомы (органелла, находяща-
яся в передней части головки сперматозоида), а не 
в жгутике [6]. Также известно, что кальциевым депо 
в сперматозоиде мыши является акросома, а не из-
быточная ядерная мембрана [17]. Точный механизм 
прогестероновой активации сперматозоидов мыши 
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Экспериментальное наблюдение кальциевой ак-
тивации в сперматозоидах мыши. Данное иссле-
дование было одобрено комиссией по биоэтике 
МГУ им. М.В. Ломоносова (номер заявки 109-
ж от 06 марта 2022 года), и оно было проведено 
в соответствии с этическими принципами Хель-
синкской декларации. У умерщвленных мето-
дом цервикальной дислокации мышей вырезался 
придаток яичка. Производилось несколько глубо-
ких надрезов на придатке яичка, далее в течение 
10  мин сперматозоиды выплывали наружу. С краев  
капли собиралось 10 мкл буфера, содержащего 
сперматозоиды, далее сперматозоиды разбавля-
лись буфером Tyrode’s (134 мM NaCl, 2.68 мM KCl, 
1.8  мM CaCl2, 1.05 мM MgCl2, 417 мкM NaH2PO4, 
11.9 мM NaHCO3, 5.5 мM глюкоза). После добавле-
ния Fura‑2 в концентрации 2 мкМ производилась 
инкубация при 37оC в течение 45 мин. Далее капли 
буфера объемом 100 мкл наносились на чашку Пе-
три, через 10 мин 10 мкл буфера со сперматозоида-
ми собиралось с краю капли и ресуспендировалось 
в 90 мкл Tyrode’s без добавления кальция на каплю.

Экспериментальное наблюдение прогестеро-
новой активации окрашенных флуоресцентной 
меткой на кальций Fura‑2 мышиных спермато-
зоидов производилось с помощью спектрофлу-
ориметра. Возбуждение Fura‑2, не связавшейся 
с кальцием, производилось на длине волны 380  нм, 
возбуждения Fura‑2, связавшейся с кальцием, про-
изводилось на длине волны 340 нм. В ходе изме-
рений в суспензию клеток добавлялся CaCl2 до 
концентрации 2 мМ для определения базового 
уровня сигнала [27]. Далее в суспензию добавлял-
ся прогестерон в концентрации 50 мкM. В части 
экспериментов перед добавлением прогестеро-
на сперматозоиды инкубировались с аспирином 
в концентрации 100  нг/мл в течение 5 мин. Аспи-
рин в высокой дозе добавлялся для уточнения 
предложенной схемы активации сперматозоидов 
мыши прогестероном, так как в данном случае он 
является ингибитором обеих изоформ циклоокси-
геназы [28]. Для окрашенных Fura‑2 клеток далее 
проводился пересчет относительного изменения 
флуоресценции в концентрации кальция по сле-
дующей формуле [29]:

   
380 3802
   

380 340

max back min
d

max back max

F F R R
Ca K

F F R R
+

 − −
=      − − 

.       (1)

Здесь Kd – константа диссоциации комплекса 
кальция и Fura‑2, R – отношение интенсивности 
флуоресценции при возбуждении лазером с длиной 
волны λ=340 нм (связавшейся с кальцием краски) 

к интенсивности флуоресценции при λ=380 нм 
(не связавшейся с кальцием краски). Fmax и Fmin – 
максимальная и минимальная флуоресценции при 
возбуждении данной длиной волны, Fback – флу-
оресценция фона, Rmin и Rmax – отношения ин-
тенсивностей при максимально и минимально 
возможных концентрациях кальция в клетке. Для 
определения данных коэффициентов Rmin и Rmax 
была проведена следующая калибровка: для из-
мерения максимально возможного отношения 
флуоресценций Rmax к сперматозоидам в конце 
каждого эксперимента добавлялся детергент Triton. 
Для того чтобы измерить Rmin, после добавления 
Triton в среду c клетками добавлялся кальциевый 
хелатор EDTA. После каждого добавления подвиж-
ность и морфология сперматозоидов в суспензии 
проверялась на микроскопе ЛОМО Микмед‑6 
в режиме темного поля.

Обработка изображений проводилась с помо-
щью Fiji (https://imagej.net/). Визуализация дан-
ных производилась с помощью GraphPad Prism 8 
(https://www.graphpad.com/).

Построение математической модели. На основе 
литературных данных о кальциевой сигнализации 
в сперматозоидах млекопитающих нами построены 
две вычислительные модели прогестерон-индуци-
рованной кальциевой сигнализации в сперматозо-
идах мыши, а именно точечная модель и трехмер-
ная модель. Точечная модель представляет собой 
систему 23 обыкновенных дифференциальных 
уравнений, управляемую 49 параметрами и инте-
грируемых методом LSODA [30] с максимальным 
количеством внутренних шагов 104, абсолютной 
погрешностью 10–12, относительной погрешностью 
10–7, с помощью программного пакета COPASI 
(https://copasi.org/) [31]. Трехмерная модель пред-
ставляет собой систему дифференциальных урав-
нений в частных производных и обыкновенных 
дифференциальных уравнений, интегрируемую 
методом конечных объемов с максимальным ша-
гом по времени 0.01 с, пространственным шагом 
0.1 мкм, абсолютной погрешностью 10–9, отно-
сительной погрешностью 10–7, реализованным 
в программном пакете VCell (https://vcell.org/) [32].

Уравнения модели, граничные условия и значе-
ния параметров приведены в Дополнении 1. Для 
каждого мобильного буфера рассматривается вклад 
двух некооперативных сайтов: сайтов C и P для 
кальретикулина и C и N для кальмодулина [33]. Ак-
тивацию G‑белка мы описываем согласно модели 
Катанаева и соавт. [34]. Детали построения и вали-
дации моделей для сперматозоида человека даны 
в работе [15]. Модель была разбита на два модуля. 
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В первом модуле описывается цепочка биохимиче-
ских реакций от активации ABHD2 прогестероном 
до активации PLCβ. Второй модуль модели опи-
сывает динамику внутриклеточного кальция и IP3.

В трехмерной модели учитывается диффузия 
ионов кальция, IP3, СаМ и других веществ, и про-
странственная локализация ферментов и каналов. 
В точечной модели по сравнению с трехмерной 
были изменен параметр kPLC  = 180 с‑1 для пре-
дотвращения самопроизвольной кальциевой ак-
тивации фосфолипазы (при высоком значении 
константы стационарное состояние модели со-
ответствовало опустошенному депо); для иссле-
дования режимов использовались также другие 
значения. С точки зрения сопоставления моделей, 
физический смысл уменьшения константы свя-
зан с уменьшением концентраций ряда веществ 
(начиная с IP3) в месте их действия по сравнению 
с местом производства.

Предполагаемая схема модели показана на 
рис. 1. Первый модуль модели состоит из 11 урав-
нений, описывающих активацию фосфолипазы C 
прогестероном. В модуле были использованы зна-
чения для режима № 4 из модели Катанаева [34]. 
Для оценки адекватности выбора использовались 
экспериментальные данные [35]. Далее была ис-
пользована теорема Тихонова [36] для частичной 
редукции модели (см. Дополнение).

Второй модуль модели состоит из 8 уравне-
ний, описывающих кальциевую сигнализацию 
в сперматозоиде мыши в ответ на активацию PLCβ. 
С целью обеспечения независимого исследования 
модулей на вход модели подавалась активность 
PLCβ на мембране в головке и шейке, аппрокси-
мированная из первого модуля модели. Несмотря 
на то что мы для полноты картины учли в модели 
фосфолипазу PLCδ4, также способную в принципе 
давать колебания через наличие положительной 
обратной связи, период этих колебаний слишком 
сильно отличается, и такая возможность не явля-
ется значимой для целей данного исследования. 
Далее для второго модуля также была использо-
вана теорема Тихонова для частичной редукции 
модели (см. Дополнение).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кальциевый ответ на активацию прогестероном 
в сперматозоидах млекопитающих. В ходе экспери-
ментов было показано, что мышиные сперматозои-
ды активируются прогестероном в суспензии в кон-
центрации 50 мкM с шириной кальциевого пика 
120 ± 35 с (средние ± SD) и высотой 0.8 ± 0.3 мкM 

относительно базового уровня кальция, в то время 
как одиночные сперматозоиды человека – в кон-
центрации 5 мкM с шириной 160 ± 44 с и высотой 
0.5 ± 0.2 мкM или кальциевыми осцилляциями 
с периодом порядка сотен секунд (рис. 2). Харак-
терная ширина определяется как ширина пика 
на высоте пика 10% от максимальной амплитуды. 
В силу усреднения ответа по всем клеткам при 
измерении уровня кальция в суспензии, в наших 
экспериментах не наблюдался осцилляторный от-
вет в сперматозоидах мыши, при этом в литературе 
присутствуют данные об осцилляторных ответах 
в ответ на прогестерон [35], однако характерные 
концентрации кальция в сперматозоидах мыши 
ранее не измерялись. Также произведены экспери-
менты с добавлением аспирина к сперматозоидам 
мыши. Показано, что кальциевый ответ на про-
гестерон отсутствует в сперматозоидах мыши при 
пятиминутной преинкубации с 100  нг/мл аспи-
рина (рис. 2б). Это подтверждает предложенную 
схему активации сперматозоида прогестероном.

Трехмерная, но не точечная модель предоставила 
количественное описание кальциевого ответа, инду-
цированного прогестероном в сперматозоидах мыши. 
Для описания полученных экспериментальных 
результатов по индуцированной прогестероном 
кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши, 
мы использовали сначала точечную, а потом трех-
мерную модели (см. Материалы и методы).

Для описания экспериментально наблюдае-
мых откликов кальция (рис. 2) в модуле модели, 
описывающем кальциевый ответ, варьировалась ка-
талитическая константа фосфолипазы C (kPLC). Обо-
снование изменения kPLC заключалось в том, что в об-
разце спермы, инкубированном в капацитирующих 
условиях, присутствуют как минимум две субпопуля-
ции сперматозоидов [37], различающиеся по своему 
мембранному потенциалу, влияющему на активность 
потенциал-чувствительной фосфатазы (VSP) [24], 
регулирующей концентрацию фосфатидилинозитол 
4,5-бисфосфата (PIP2) в сперматозоидах.

Точечная модель прогестерон-индуцирован-
ной кальциевой сигнализации в сперматозоидах 
человека была способна качественно описать как 
осцилляторный ответ (рис. 3д), так и одиночный 
пик (рис. 3б). Однако в случае сперматозоидов че-
ловека, максимальная ширина пика, описываемая 
одномерной моделью, составляет 40 с, а максималь-
ный период осцилляций – 50 с (максимумы, полу-
ченные в серии запусков с варьированием параме-
тров при условии высоты пика не более 1.5 мкМ).
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Рис. 1. Предполагаемая схема кальциевой активации сперматозоидов мыши прогестероном. а – Общая схема реак-
ций. ABHD2 активируется прогестероном и расщепляет 2-арахидоноилглицерол (2-AG) до арахидоновой кислоты 
(AA) и глицерина. Арахидоновая кислота трансформируется присутствующей в сперматозоидах мыши циклоок-
сигеназой‑1 (COX‑1) в некоторый простаноид (возможно, PGE2), активирующий ассоциированный с G‑белком 
рецептор (GPCR). На рисунке GPCR изображен на плазматической мембране, но в модели он также мог находит-
ся на мембране акросомы. Далее происходит активация фосфолипазы Сβ (PLCβ), катализирующей производство 
инозитол‑1,4,5-трифосфата (IP3), активирующего каналы-рецепторы к IP3 (IP3R), расположенные в мембране 
внутриклеточного хранилища кальция в сперматозоиде (акросомы). б – Схема пространственного распределе-
ния компонентов системы. В настоящей работе предполагалось, что ATP‑аза плазматической мембраны (PMCA) 
в сперматозоидах мыши активна в жгутике сперматозоида, производство IP3 локализовано в шейке и головке спер-
матозоида, а IP3R и ATP‑аза секреторного пути (SPCA) локализованы в мембране акросомы.
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Рис. 2. Кальциевый ответ на активацию прогестероном в сперматозоидах млекопитающих. а – Типичный кальци-
евый ответ суспензии сперматозоидов мыши в ответ на активацию 50 мкM прогестероном с характерным временем 
активации и ответа 120 ± 35 с (среднее ± SD). Стрелкой указаны времена добавления CaCl2, прогестерона (P4). Общее 
количество экспериментов для P4: N = 3. б – Типичный ответ на прогестерон при преинкубации с 100 нг/мл аспирина. 
Стрелкой указаны времена добавления CaCl2, прогестерона (P4) и аспирина (Asp). Общее количество экспериментов 
для P4 + Asp: N = 3. в, г – Типичные кальциевые ответы, наблюдаемые в одиночных сперматозоидах человека в ответ 
на активацию 5 мкM прогестероном, стрелкой указано время добавления прогестерона (P4). в – Типичный одиноч-
ный пик с характерным временем 160 ± 44 с. Воспроизведено из работы [15]. Ответило Nклеток = 36 из 64. г– Типичный 
вид кальциевых осцилляций. Воспроизведено из работы [15]. Ответило Nклеток = 18 из 64.
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В случае сперматозоидов мыши в точечной мо-
дели существует режим одиночного пика (рис. 3з), 
а также кальциевые осцилляции с периодом по-
рядка сотен секунд, наблюдаемые в других рабо-
тах [35]. Как и в случае сперматозоидов человека, 
в случае сперматозоидов мыши максимальная 
ширина пика, описываемая одномерной моделью, 
составляет 40 с (рис. 3з), максимальный пери-
од осцилляций – 70 с (рис. 3к), что значительно 
меньше экспериментально наблюдаемых периода 
осцилляций и ширины пика.

Трехмерная модель и для сперматозоидов человека, 
и для сперматозоидов мыши была способна количе-
ственно описать ширину пика в ~100 с (рис. 3в) и ча-
стоту осцилляций (100–300 с) (рис. 3е) при коэффи-
циенте диффузии кальция меньшем, чем 20 мкм2/с.

Динамика кальция в сперматозоидах мыши опре-
деляется коэффициентом диффузии кальция и про-
странственной конфигурацией системы. При помо-
щи трехмерной модели кальциевой сигнализации 
в сперматозоидах мыши нами было проведено те-
оретическое исследование характера зависимости 
кальциевого ответа от коэффициента диффузии 
кальция. Было показано, что система может пе-
реключать свой тип ответа с осцилляторного на 
одиночный пик при изменении коэффициента 
диффузии кальция (рис. 4а). В сперматозоидах 
мыши при фиксированном коэффициенте диф-
фузии IP3, равном 10 мкм2/с, колебания в системе 
появлялись при коэффициенте диффузии кальция 
менее 143 мкм2/с (рис. 4а). Наблюдалось, что пе-
риод осцилляций увеличивался при увеличении 
коэффициента диффузии кальция (рис. 4а, крас-
ная линия). При этом ранее было показано, что 
в сперматозоидах человека при фиксированном 
коэффициенте диффузии IP3, равном 10 мкм2/с, 
колебания в системе появлялись при коэффици-
енте диффузии кальция менее 70 мкм2/с [15].

Также мы исследовали влияние пространствен-
ного распределения компонентов системы на тип 
ответа. Мы показали, что наличие осцилляций воз-
можно только при скорости экструзии кальция каль-
циевой помпой PMCA большей, чем 0.43 мкM/с 
(рис. 4б). Также период осцилляций зависел от VPMCA 
почти линейно (на рисунке шкала нелинейна), что 
аналогично сперматозоидам человека [15].

В полной модели предполагалось, что PMCA 
в сперматозоидах локализована в жгутике. Несмотря 
на то что ее присутствие в акросоме нельзя исклю-
чить, качественно это не меняет ситуацию в модели 
в силу того, что она в любом случае дублирует там 
SPCA, параметры которой подбираются; можно 

считать, что SPCA в модели отражает суммарную 
активность SPCA и PMCA в акросоме. При этом 
в модели для мыши, где PMCA была равномер-
но распределена, кальциевые колебания исчезли, 
а ширина одиночного пика уменьшилась до 30 с.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе проводится исследование 
механизмов кальциевой сигнализации, индуци-
руемой прогестероном в сперматозоидах мыши. 
Проводится экспериментальное наблюдение каль-
циевого ответа суспензии клеток на прогестерон 
с характерной шириной пика 120 ± 35 с и предот-
вращение этого ответа ингибитором циклооксиге-
назы аспирином. Путем компьютерного моделиро-
вания доказывается, что в сперматозоидах мыши 
может работать схема активации прогестероном, 
включающая синтез промежуточного простаноида 
и активацию сперматозоида через ассоциирован-
ный с G‑белком рецептор к данному простаноиду, 
что существенно отличает схему для сперматозоида 
мыши от сперматозоида человека. Тем не менее, 
в рамках данной работы было показано, что воз-
никновение осцилляторного ответа на прогесте-
рон в сперматозоидах мыши также управляется 
коэффициентом диффузии ионов кальция и рас-
пределением управляющих элементов кальциевой 
сигнализации, как и в сперматозоидах человека.

Наблюдаемая кальциевая сигнализация в сперма-
тозоидах в ответ на прогестерон хорошо соответству-
ет ранее опубликованным данным. Параметры оди-
ночного пика, наблюдаемого в сперматозоидах мыши, 
также соответствуют параметрам пика, наблюдаемых 
другими авторами [35], однако в работе из-за того, что 
микроскопия одиночных клеток мыши не проводи-
лась, кальциевые осцилляции в одиночных клетках 
не исследовались экспериментально.

В настоящей статье на основе полученных ре-
зультатов и литературных данных мы предположили, 
что, хотя у мыши активность прогестерон-чувстви-
тельного кальциевого канала CatSper, в отличие от 
человека, не ингибируется 2-AG, расщепляемым 
ABHD2, при этом сам ABHD2 так же, как у чело-
века, активируется прогестероном и катализиру-
ет производство арахидоновой кислоты [6]. Она 
конвертируется циклооксигеназой в некоторый 
простаноид, который активирует G‑белковую сигна-
лизацию, что приводит к активации фосфолипазы 
С и индукции кальциевой сигнализации. Данная 
схема подтверждается проведенными нами экспе-
риментами с аспирином, а также способностью 
построенной модели описывать индуцированную 
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Рис. 3. Сравнение результатов моделирования с экспериментальными данными. а – Типичный экспериментально 
наблюдаемый одиночный пик в сперматозоидах человека в ответ на активацию 5 мкМ прогестерона имеет ширину 

~150 с [15]. б – Сперматозоид человека, точечная модель. Одиночный пик в точечной модели имеет ширину ~50 c, что 
значительно меньше наблюдаемого экспериментально. в – Сперматозоид человека, трехмерная модель. Одиночный 
пик в распределенной модели имеет ширину ~150 с, что совпадает с наблюдаемым экспериментально. Представлен-
ные зависимости концентраций от времени для трехмерной модели являются усредненными по объему. г – Сперма-
тозоид человека. Пример низкочастотных кальциевых осцилляций, наблюдаемых в сперматозоиде человека периодом 

~200 с [10]. д – Сперматозоид человека, точечная модель. Осцилляции в точечной модели имеют порядок периода ~50 с, 
что значительно меньше наблюдаемых экспериментально. е – Сперматозоид человека, трехмерная модель. Осцилляции 
в распределенной модели совпадают по периоду с экспериментально наблюдаемыми. ж –Типичный кальциевый ответ 
на активацию 50 мкМ прогестероном в сперматозоидах мыши, ширина пика ~100 с. з – Сперматозоид мыши, точеч-
ная модель. Одиночный пик в точечной модели имеет максимальную ширину 40 с, что значительно меньше экспери-
ментально наблюдаемой (kPLC = 180). и – Сперматозоид мыши, трехмерная модель. Одиночный пик в распределенной 
модели имеет ширину 150 с, что совпадает с экспериментально наблюдаемой (kPLC = 5000). к – Сперматозоид мыши, 
точечная модель, вариант осцилляторного ответа при значении параметра kPLC = 90. л – Сперматозоид мыши, распре-
деленная модель, вариант осцилляторного ответа при значении параметра kPLC = 2500.
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прогестероном кальциевую сигнализацию в спер-
матозоидах мыши. Это позволяет нам проводить 
исследования особенностей кальциевой сигнали-
зации, основной из которых является показанная 
зависимость осцилляторного ответа от простран-
ственного расположения ферментов и каналов.

Пространственная конфигурация системы вли-
яет как на форму, но и на тип кальциевого ответа. 
Для сперматозоидов человека мы показали, что 
при фиксированном коэффициенте диффузии IP3, 
равном 10 мкм2/с, колебания в системе появлялись 
при коэффициенте диффузии ионов кальция менее 
70 мкм2/с. В то же время в сперматозоидах мыши 
колебания в системе появлялись при коэффици-
енте диффузии ионов кальция менее 143 мкм2/с. 
Наблюдаемая разница в пороговых коэффициентах 
диффузии может быть объяснена разницей длин 
сперматозоидов мыши и человека: 50 мкм [38] 
у человека против 130 мкм у мыши [39].

В существующих гомогенных математических 
моделях кальциевого ответа в сперматозоидах 
человека [15, 40] также возникал осцилляторный 
ответ при некоторых комбинациях параметров. Од-
нако соотношение периода осцилляций и высоты 
пика в этих моделях не согласовывалось с нашими 
и литературными данными [41].

Зависимость кальциевой сигнализации от про-
странственной конфигурации систем находится 
в соответствие с работами [42, 43], где утверждается, 

что динамика кальциевой сигнализации в аци-
нарных клетках и яйцеклетках Xenopus laevis мо-
жет существенно изменяться при учете диффузии 
кальция или потока жидкости. Геометрия системы 
также играет важную роль в дендритных клетках 
при кальциевом ответе [44].

Таким образом, как в сперматозоиде человека, так 
и в сперматозоидах мыши важную роль в генерации 
кальциевого ответа играет пространственная удален-
ность кальциевого депо и кальциевой ATP‑азы PMCA.

Следует учитывать ограничения использован-
ного подхода. Закон диффузии Фика является 
приближением, потому что диффузия кальция 
в клетках носит нелинейный характер [45]. В мо-
дели связывание кальция с буферными системами 
учитывалось только неявно путем низкого (но по-
стоянного) коэффициента диффузии. Ограни-
чением работы является и то, что концентрации 
кальция измерены для сперматозоидов мыши 
усредненно, а не для отдельных клеток.

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсут-
ствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Источники финансирования. Работа поддержана 
грантом РНФ № 23-74-00057. Работа выполнена 
с использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования сверхвысокопроизводитель-
ными вычислительными ресурсами МГУ имени 
М.В. Ломоносова.

Рис. 4. Теоретическое исследование трехмерной модели кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши. а – 
Вариация коэффициента диффузии кальция Dсa

  приводит к исчезновению кальциевых осцилляций для более вы-
соких Dca. Сплошная черная линия – минимум амплитуды осцилляций. Сплошная синяя линия – стационарное 
значение концентрации кальция (Стац. конц.), режим пика. Штриховая линия – максимум амплитуды кальциевых 
осцилляций. Красная линия – период кальциевых осцилляций (ось справа). б – Наличие осцилляций, их амплитуда 
и период зависят от VPMCA – максимальной скорости работы PMCA. Сплошная черная линия – максимум амплиту-
ды осцилляций. Штриховая линия – минимум амплитуды кальциевых осцилляций. Синяя линия – стационарная 
концентрация кальция, режим пика. Красная линия – период кальциевых осцилляций (ось справа).
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Соответствие принципам этики. Данное исследо-
вание было одобрено комиссией по биоэтике МГУ 
имени М.В. Ломоносова (номер заявки 109-ж от 
06 марта 2022 года) и проведено в соответствии с эти-
ческими принципами Хельсинкской декларации.

Дополнение 1. Уравнения и параметры трех-
мерной компьютерной модели

Д1. Принципы построения модели, выбора на-
чальных и граничных условий и подбор параметров. 
Трехмерная модель была создана с использовани-
ем программного обеспечения VCell (http://www.
vcell.org/). Соответствующая модель Virtual Cell, 
MouseSpermCalcium, представлена в открытом 
доступе на http://www.vcell.org/ под именем поль-
зователя Juliajessica. Детали геометрии модели 
представлены в табл. Д1. Геометрия трехмерной 
модели включает в себя цитозоль сперматозоида 
(56 мкм3), разделенный на жгутик сперматозоида 
(0.4 мкм в диаметре, 115 мкм длиной [46]), шейку 
(0.8 мкм в диаметре [47], 20 мкм длиной [48]) и го-
ловку сперматозоида (8 × 3 × 2.5 мкм [48]), акро-
сому сперматозоида, служащую кальциевым депо 
(1.3 мкм3)[17], расположенную в головке спермато-
зоида (рис. Д1, табл. Д1), а также клеточную мем-
брану и мембрану акросомы. Граничные условия 
второго рода были использованы для всех веществ. 
Данные о локализации веществ и учете диффу-
зии даны в табл. Д2. Все вещества, находящиеся 

в акросоме, считались хорошо перемешанными. 
Для перевода объемных концентраций и констант 
диссоциации в поверхностные использовался коэф-
фициент ( / )=q a q qN V Sω , где aN −  число Авогадро, 

qV   объем компартмента q,  qS – площадь поверх-
ности компартмента q.  Acrω и Ñytω  соответствуют 
акросоме и цитозолю.

Д2. Уравнения модели. Обозначения переменных 
модели указаны в табл. Д2. Обозначения параме-
тров модели указаны в табл. Д4.

Первый модуль состоит из 11 уравнений:

 (

[ ])

in
prog

in prog in

Progesterone
D Progesterone

t
Progesterone D Progesterone

 ∂    = − ∂
 − + ∆  

, 

       

(1)

[ ] [ ]
[ ] [ ]

[ ] [ ]

*2catABHD
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Acr mABHD AG

COX COX AA

k AG ABHD
k AA

t K AG
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−

∂   = − −
∂ ω +

− + ∆

АА

,
   

(2)

[ ] [ ]
[ ] [ ][ ]

[ ] [ ]

2
/

/ 2 /

/( ) 2 2

GPCR Cyt

COX COX Cyt GPCR

Cyt dGPCR degPGE AA

PGE
k GPCRact

t
k N AA k GPCR PGE

K k PGE D PGE

−

−

∂
= ω +

∂
+ ω −

ω − + ∆

, (3)

Таблица Д1. Геометрия модели

Название 
компарт-
мента

Уравнение, задающее границы компартмента Обозначение, 
объем

Обозначение, 
площадь 
мембраны

Источ-
ник

Акросома Полуэллипс, заданный следующим 
уравнением: (((((((0.7 × x) – (0.7 × 36.0))2) + 
(2.0 × ((y – 5.0)2)) + (((2.0 × z) – 10.0)2)) < 1.21) 
× (x > 34.0)) × (z < 5.0))

Vacr, 1.3 мкм3 Sacr, 9.6 мкм2 [17]

Цитозоль Жгутик сперматозоида: цилиндр, заданный 
уравнением
((x ≥ –89.0) × (x ≤ 14.0) × ((((y – 5.0)2) + 
+((z – 5.0)2)) < (0.32)))
Головка сперматозоида:
Полуэллипс, заданный уравнением
((((0.4 × x) – (0.4 × 35.0)2) + (((1.3 × y) – 

–(1.3 × 5.0))2) + (((2.0 × z) – 10.0)2)) < 3.0))
Шейка сперматозоида:
Цилиндр, заданный уравнением
((x ≥ 14.0) × (x ≤ 34.0) × ((((y – 5.0)2) +
+ ((z – 5.0)2)) < (0.42)))

Vcyt, 56 мкм3 Scyt, 283 мкм2 [49]
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Рис. Д1. Общий вид геометрии модели. Расположение веществ. Пространственное ограничение некоторых реак-
ций. Синяя область – цитозоль сперматозоида. Красная область – акросома сперматозоида. Желтая область – мем-
брана сперматозоида.

PMCA, Leak

120 ìêì

PLCβ, PLCδ, GPCR, GαGTP, βγ 

IP3R, SPCA

CaAcr
2+, CaRetFast, CaRetSlow

AA, PGE2, ABHD2

CaMSlow, CaMFast, IP3, CaCyt
2+ 

Таблица Д2. Начальные значения переменных (поверхностные концентрации для мембранных веществ, 
объемные концентрации для растворенных веществ; соответствуют базальным для всего, кроме кальция) 
и коэффициенты диффузии (для трехмерной модели)

Название вещества

О
бо

зн
ач

ен
ие

 
пе

ре
м

ен
но

й

К
ом

па
рт

м
ен

т

Начальные 
значения

Коэффициент- диффузии 
в 3D модели, мкм2/с

Зн
ач

ен
ие

И
ст

оч
ни

к

О
бо

зн
ач

ен
ие

Зн
ач

ен
ие

И
ст

оч
ни

к

Арахидоновая 
кислота

[ ]AA Мембрана 
акросомы

0 мкм‑2 – DAA 1 [15]

PGE2 [ ]2PGE Цитозоль 0 мкM – DAA 1 [15]

Прогестерон 
в цитозоли inProgesterone   Цитозоль 0 мкM – DProg 0.1 Подбор

ABHD2, неактивная  [ 2 ]ABHD
Мембрана 
акросомы

17 мкм‑2 [15] Dprot 2 [15]

ABHD2, активная *[ 2 ]ABHD >> 0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

2-AG* [ ]AG >> 1171 мкм‑2 См. 
комм.

DAA 1 [15]

β γ-субъединица 
G‑белка [ ]βγ

Плазмати-
ческая 
мембрана

0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Активированный 
GPCR

[ ]GPCRact >> 0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Неактивный 
GPCR**

[ ]GPCR >> 111 мкм‑2 Cм. 
комм.

Dprot 2 [15]
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α-субъединица 
G‑белка с GTP

GTPGα   >> 0 мкM – Dprot 2 [15]

Кальретикулин, 
свободный 
медленный сайт***

[ ]CaRetSlow Акросома 2.8 мM
Cм. 

комм.
– – –

Кальретикулин, 
медленный сайт 
с кальцием

[ ]CaRetSlowCa >> 0 мкM – – – –

Кальретикулин, 
свободный быстрый 
сайт****

[ ]CaRetFast >> 311 мкM – – –

Кальретикулин, 
быстрый сайт 
с кальцием

[ ]CaRetFastCa >> 0 мкM – – – –

Кальмодулин, 
свободный 
медленный сайт*****

[ ]CaMSlow Цитозоль 4.9 мкM
См. 

комм.
Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
медленный сайт 
с кальцием

[ ]CaMSlowCa >> 0 мкM – Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
свободный быстрый 
сайт******

[ ]CaMFast >> 4.9 мкM
См. 

комм.
Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
быстрый сайт 
с кальцием

[ ]CaMFastCa Цитозоль 0 мкM – Dca 10–170 Подбор

IP3 [ ]3IP >> 0 мкM [50] DIP3 10.0 Подбор

Кальций в цитозоле 2
CytCa +   >> 0.1 мкM [51] Dca 10–170 Подбор

Кальций в акросоме 2
AcrCa +   Акросома 256 мкM [51] – – –

Активированная 
PLCβ [ ]PLC actβ

Плазма-
тическая 
мембрана

0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Неактивная 
PLCβ******* [ ]PLCβ >> 177 мкм‑2 См. 

комм
Dprot 2 [15]

* Рассчитывается как 2AGVol0 хNaVacr /Sacr. Для 2AGVol0 см. табл. Д4.
** Рассчитывается как NGPCR /Sacr . Для NGPCR см. табл. Д4.
*** Рассчитывается как (NCaRetSlow)/(Na x Vacr ). Для NCaRetSlow см. табл. Д4.
**** Рассчитывается как (NCaRetFast)/(Na x Vacr). Для NCaRetFast см. табл. Д4.
***** Рассчитывается как (NCaMSlow)/(Na x Vcyt). Для NCaMSlow см. табл. Д4.
****** Рассчитывается как (NCaMFast)/(Na xVcyt). Для NCaMFast см. табл. Д4.
******* Рассчитывается как NPLCβ /Sacr. Для NPLCβ. см. табл. Д4.

Таблица Д2. Окончание
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Сумма скоростей в правых частях (10) и (11) 
дает ноль, поэтому для гомогенной системы одно 
из уравнений можно отбросить.

Полученная система уравнений была упро-
щена путем исследования иерархии характерных 
времен и редукции с применением теоремы Ти-
хонова до 9 уравнений. Cначала было произведе-
но обезразмеривание переменных: 
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Рис. Д2. Динамика количества активированной фосфолипазы для различных параметров первого модуля модели. 
а – Режим 4 из [34]. б – Режим 2 из [34]. в –Сравнение полной модели и модели с примененным квазиравновесным 
приближением для ABHD2.

,(9)



266	 КОРОБКИНА и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

Значения с индексом avg соответствуют средним 
за период активации значениям переменных. 
Численные значения даны в табл. Д3.

В обезразмеренную систему были подставлены 
численные значения для констант, и она была перепи-
сана в виде ( )1/ = S

sdp dt A O . Полученные значения 
для коэффициентов As соотносились следующим 
образом: ААА≪AFG =~AGαGTP≪ACaMSlow≪AGPCR≪AABHD2. 
При применении квазистационарного прибли-
жения для ABHD2, модель полностью сохраняла 
свое поведение (рис. Д3в). В конечных расчетах 
концентрации ABHD2 и ABHD2* задавались сле-
дующими выражениями:

[ ] [ ]*
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2 2 2ABHD ABHD ABHD= −   ,

[ ] [ ]( )
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2 2 /
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−

+ −

=

  +  .
Во втором модуле на вход подавалась 

активность PLC следующим выражением: 
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600
22508

t
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− −

β = мкм/ . Активность PLCδ4 
описывалась как кальций-зависимый поток 
IP3 в цитозоль – уравнение (27). Второй 
модуль состоит из 8 уравнений. Обозначения 
переменных модели указаны в табл. Д2. Обозна-
чения параметров модели указаны в табл. Д4.
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где 3 3
0P m h∞=  – вероятность пребывания IP3R 

в открытом состоянии, определяемая согласно 
модели Ли-Ринзела [52], h – доля каналов, не 
инактивированных кальцием: 

Таблица Д3. Средние по времени значения переменных при активации 50 мкМ прогестерона

Переменная
Среднее 
значение

Переменная
Среднее 
значение

Переменная
Среднее 
значение

avgPLCβ 15 мкм‑2 2avgPGE 0.15 мкM [ ]CaRetSlow 2500 мкМ

ACTavgPLCβ 6 мкм‑2 2avgABHD 8 мкм‑2 [ ]CaMFast 10 мкM

avgβγ 33 мкм‑2 *2 avgABHD 6 мкм‑2 [ ]CaMSlow 6 мкM

GTP
avgGα 200 мкм‑2 3avgIP 0.1 мкM [ ]CaRetFastCa 300 мкM

avgGPCRact 13 мкм‑2 2
Cyt avgCa + 0.25 мкМ [ ]CaRetSlowCa 300 мкМ

avgGPCR 5 мкм‑2 2
Acr avgCa + 10 мкМ [ ]CaMFastCa 4.5 мкM

avgAG 0.6 мкМ [ ]CaRetFast 10 мкM [ ]CaMSlowCa 0.8 мкM

,(14)

,
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где JSPCA  – это поток через SPCA,JPMCA – поток 
через PMCA, JIP3r – поток через IP3R, Jleak и 
JRNE, leak – утечки из внешней среды и депо.
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где 5IP ppJ – скорость деградации IP3 инозитол 
5-фосфатазой (IP5pp), PLCJ δ  – скорость 
производства IP3 PLCδ; PLCJ β  – скорость 
производства IP3 PLCβ.

Полученная система из 8 уравнений была 
упрощена с помощью исследования иерархии 
времен путем применения теоремы Тихонова 
до 7 уравнений. Cначала было произведено 
обезразмеривание переменных:
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Значения с индексом avg соответствуют 
средним за период активации значениям пере-
менных. Численные значения даны в табл. Д3. 
В обезразмеренную систему были подставлены 
численные значения для констант, и уравнения 
переписаны в виде ( )1/ = S

sdp dt A O
.
. Результи-

рующие значения для коэффициентов ASсоотноси-
лись следующим образом:

	
3 ~ ~ ~

~

IP CaRetSlow CaRetFast CaMSlow CaRNE

CaMFast CaCyt

A A A A A
A A

 



При применении квазистационарного при-
ближения для 2

CytCa +  (рис. Д3а), модель расхо-
дилась. При применении квазистационарного 
приближения для 

2
AcrCa + , (рис. Д3б), кальциевый 

,(27)
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Рис. Д3. Использование квазистационарного и квазиравновесного приближений для второго модуля модели. а – 
При использовании квазистационарного (квазистац.) приближения для концентрации быстрого сайта кальмоду-
лина, кальциевый ответ не меняется (черная кривая). Для кальция в депо при использовании квазистационарного 
приближения кальциевый ответ отсутствует. б – При использовании квазиравновесного приближения для кальре-
тикулина, кальциевый ответ отсутствует. При использовании квазистационарного приближения для IP3 кальцие-
вый ответ сохраняется, но осцилляции в модели отсутствуют при любых значениях концентрации IP3.

Таблица Д4. Параметры модели

Значение Ссылка Комментарий

Кальциевый модуль

K1 0.13 мкМ [53] Параметр IP3R

K2 30 мкМ [54] Параметр IP3R

K3 0.003 мкМ [54] Параметр IP3R

K5 0.13 мкМ [54] Параметр IP3R

2a 10–4 [54] Параметр IP3R

VSPCA 2.31 мкМ/с Подбор параметров Максимальная скорость SPCA

KSPCA 0.27 мкМ [55] Аффинность SPCA к кальцию

kleak 0,01 Подбор параметров Коэффициент утечки из акросомы

kIP3 0.00007 (мкM × с)–1 [56] Поток через 1 открытый IP3R

kleakPP 0.15 мкМ/с [55] Утечка кальция в цитозоль

KPLC 0.7 мкМ [57] Аффинность к кальцию PLCδ

kPLC 5000 с‑1 [58] Каталитическая константа PLCδ и PLCβ

NPLCδ 15 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество PLCδ

NPLCβ 140 [59] Количество PLCβ

NIP3 1850 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество IP3R
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NIP5pp 240 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество IP5pp

kcatIp5pp 340 с‑1 [60] Каталитическая константа IP5pp

KIp5pp 0.7 мкM [61] Аффинность IP5PP к IP3

NCaRet 54000 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество CaRet

NCaRetSlow NCaRetSlow × 18 [62] Емкость сайта С кальретикулина

NCaRetFast NCaRetSlow × 2 [62] Емкость сайта P кальретикулина

k+CaRetSlow 0.1 (мкM × с)–1 [63] Скорость ассоциации сайта C с кальцием

KdCaRetSlow 2000 мкM [63] Константа диссоциации сайта C и кальция

k+CaRetFast 0.05 [15] Скорость ассоциации сайта P с кальцием

KdCaRetFast 1 мкM [64] Константа диссоциации сайта P и кальция

NCaM 54000 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество молекул кальмодулина

NCaMSlow NCaM × 2 [63] Емкость сайта N кальмодулина

NCaMFast NCaM × 2 [63] Емкость сайта C кальмодулина

k+CaMSlow 10 с‑1 [65]
Скорость ассоциации сайта C 

кальмодулина с кальцием

KdCaMSlow 1 мкM [63]
Константа диссоциации сайта C 

кальмодулина и кальция

k+CaMFast 100 (мкM × с)–1 [65]
Скорость ассоциации сайта N 

кальмодулина с кальцием

k-CaMFast 500 с‑1 [65]
Скорость диссоциации сайта N 

кальмодулина с кальцием
VPMCA 1 мкМ [66] Максимальная скорость PMCA

KPMCA 0.27 мкМ [67] Константа полуактивации PMCA

Модуль ABHD2–PLCβ

kcatABHD 0.35 [68] Каталитическая константа для ABHD2

KmABHD-AG 12 мкМ [69] Аффинность ABHD2 к 2-AG

k+ABHDProg 3 [15] k+ для связывания прогестерона и ABHD2

KmABHDProg 16 [6] Aффинность ABHD2 к прогестерону

kAA 0.01 [6] Скорость генерации 2-AG мембраной

Ngpcr 400 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Начальное количество молекул ABHD2

dissk 25 с‑1 [34] Параметр активации GPCR

Таблица Д4. Продолжение
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ответ на прогестерон отсутствовал. Аналогич-
ный результат был получен для использования 
стационарного приближения для CaRetFast  и 
CaRetSlow  (рис. Д3б). В случае использования 
стационарного приближения для IP3,  ответ 
наблюдался в полной мере, однако модель не 
была способна воспроизводить кальциевые 
осцилляции (рис. Д3б). Использование квазиста-
ционарного приближения для быстрого сайта 
кальмодулина не меняло вид кальциевого ответа, 
и далее данное приближение использовалось как 
для гомогенной, так и трехмерной модели. 

Квазистационарное приближение для бы-
строго сайта кальмодулина было задано следую-
щим образом:

	 [ ] [ ] [ ]0
 CaMFastCa CaMFast CaMFast= − ,

	
[ ] [ ]

( )
 

0

2   

/

/
CaMFast

Cyt CaMFast CaMFast

CaMFast k CaMFast

Ca k k

−

+
+ −

=

  + 
.
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progesterone. We employed spectrofluorometry to quantify the rise in calcium concentration in response to 
progesterone in Fura‑2 loaded mouse sperm cells in suspension. Our experiments demonstrated that mouse 
sperm cells respond to 50 μM progesterone with a peak 120 ± 35 s wide and 0.8 ± 0.3 μM high. Based on 
literature data, a scheme for the induction of calcium signaling was constructed, suggesting an intermediate 
stage with the synthesis of a certain prostanoid (possibly PGE2) and activation of mouse sperm by this pros-
tanoid through a G‑protein-coupled receptor. Based on the obtained reaction scheme, two computational 
models were developed: a point model and a three-dimensional model. As with human sperm, the point 
model provided only a qualitative description of calcium responses, whereas the three-dimensional model 
produced the shape of the calcium peak and the frequency of calcium oscillations in response to proges-
terone that were similar to the experimentally obtained values. Using in silico analysis, it was shown that in 
mouse sperm, the spatial distribution of signaling enzymes regulates the type and form of the calcium re-
sponse. We conclude that the presence of time delays due to the diffusion and spatial distribution of calcium 
signaling enzymes regulates the calcium response in both human and mouse sperm.

Keywords:  calcium signaling, intracellular signaling, computer modeling, progesterone
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Исследовано влияние ионов меди на жирнокислотный состав липидов вакуолярной мембраны 
тканей корнеплодов столовой свеклы (Beta vulgaris L.) Показано, что в зависимости от приме-
няемой концентрации (100 и 500 мкМ) ионы меди (Cu2+) оказывали разное действие на вакуо-
лярную мембрану тканей корнеплодов столовой свеклы (Beta vulgaris L.). Действие 100 мкМ Cu2+ 
приводило к увеличению суммы жирных кислот (ЖК) на 57 мкг/мг общих липидов по сравне-
нию с контролем. Активность стеароил-десатуразы (SDR) снижалась с 0.87 в контроле до 0.77 
при 100 мкМ Cu2+. При концентрации 500 мкМ Cu2+ увеличивалась активность SDR до 0.93 и 
снижалась сумма ЖК на 50 мкг/мг общих липидов по сравнению с воздействием 100 мкМ Cu2+. 
Кроме этого, происходило увеличение насыщенности липидов тонопласта до 44 и 40 % при 100 
и 500 мкМ Cu2+ соответственно. По результатам исследования можно предположить, что ЖК 
липидов тонопласта задействованы в ответных механизмах на стресс, вызванный избыточными 
концентрациями Cu2+.

Ключевые слова: вакуолярная мембрана, липиды, жирные кислоты, стресс, ионы меди

DOI: 10.31857/S0233475524030096, EDN: crxemw

ВВЕДЕНИЕ

В силу прикрепленного образа жизни растения 
чувствительны к токсическому действию тяже-
лых металлов (ТМ). Токсическая доза зависит от 
типа иона, концентрации ионов, вида растения 
и стадии его роста. Известно, что незаменимые 
металлы Cu, Fe, Mn, Zn, Mo и Ni поглощаются 
и накапливаются растениями. Однако чрезмерное 
накопление этих металлов может быть токсичным 
для большинства растений [1]. Среди микроэле-
ментов, необходимых растениям, медь (Cu) имеет 
жизненно важное значение. Cu-ассоциированные 
белки играют существенную роль в цепи пере-
носа электронов хлоропластов и митохондрий. 
Ионы меди (Cu2+) участвуют в фотосинтетической 
реакции фотосистемы II (ФС II) независимо от 
пластоцианина и стимулируют кислород-выде-
ляющую активность ФС II in vitro. Кроме того, 
Cu2+ являются кофактором многих ферментов, 
таких как полифенолоксидаза, лакказа, цитохром 
с-оксидаза, супероксиддисмутаза меди/цинка (Cu/
Zn-SOD), аминооксидаза. Аминооксидазы, кото-
рые связаны с клеточными стенками, катализируют 

окисление путресцина с образованием перекиси 
водорода, необходимой для лигнификации, по-
перечного связывания белка клеточной стенки 
и запрограммированной гибели клеток [2]. Cu2+ 
связаны с окислительным фосфорилированием, 
транспортировкой белков, регуляцией сигналов, 
а также метаболизмом липидов и железа [3]. Как 
избыток, так и недостаток меди может привести 
к аномалиям или дисфункции развития и роста 
растений, серьезно нарушая критически важные 
физиологические процессы [4]. Исследования по-
казали, что Cu2+ могут изменять скорость проли-
ферации клеток корневой меристемы, регулируя 
гормоны, такие как абсцизовая кислота, мелато-
нин и ауксин [2]. Избыток Cu2+ нарушает состав 
мембран хлоропластов и тилакоидов, что может 
вызывать окислительный стресс в растительных 
клетках и уменьшать содержание фотосинтети-
ческих пигментов. Следовательно, избыточное 
количество Cu2+ может снижать фотосинтез расте-
ний, подавляя биосинтез хлорофилла и ФС II, тем 
самым отрицательно влияя на растения [5]. Кроме 
этого, избыточные концентрации Cu2+ влияют на 
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где Pj – содержание кислоты,%; nj–количество 
двойных связей в каждой кислоте.

Активность ацил-липидных мембранных ω9-, 
ω6- и ω3-десатураз, отвечающих за введение двой-
ных связей в углеводородные цепи олеиновой 
(С18:1(n‑9)), линолевой (С18:2(n‑6)) и α-линоле-
новой (С18:3(n‑3)) ЖК, рассчитывали как стеа-
роил- (SDR), олеоил- (ODR) и линолеил-(LDR) 
десатуразные отношения по формулам [12]:

SDR = (%С18:1) / (%С18:0 +%С18:1),
ODR = (%C18:2 +%C18:3) / (%C18:1 
+%C18:2+%C18:3),
LDR = (%C18:3) / (%C18:2 +%C18:3).

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программные пакеты Microsoft Excel 
и SigmaPlot 12.5. Эксперименты проводили в 3–5 
независимых повторностях. Полученные данные 
представляли в виде средней арифметической (M) 
или медианы (Me), а разброс значений – в виде 
стандартной ошибки (± S.E.) или интерквартиль-
ной широты [25 процентиль; 75% процентиль]. 
С помощью критерия Шапиро–Уилка проверяли 
нормальность распределения (ГОСТ Р ИСО 5479–
2002) [13]. Различия между экспериментальными 
данными считали статистически значимыми при 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что токсические концентрации ТМ 
запускают процессы окислительного стресса 
в клетках растений. В результате чего происхо-
дит выход из клетки различных веществ, а также 
изменения в составе липидов и белков, вызван-
ные перекисным окислением мембранных липи-
дов  [14]. Поэтому подбор токсических концен-
траций Cu2+ осуществляли при помощи измере-
ния выхода электролитов и содержания диеновых 
конъюгатов. Согласно полученным данным, наи-
более значимое увеличение выхода электролитов 
было отмечено при концентрации 500 мкМ Cu2+, 
в то время как увеличение содержания диеновых 
конъюгатов наблюдали при 100 мкM. Возможно, 
такое разное действие Cu2+ отразится на составе 
ЖК липидов тонопласта, поскольку вакуоль и ее 
мембрана принимает активное участие в ответе 
клетки на стресс. В связи с этим было интересно 
выявить участие ЖК липидов тонопласта в усло-
виях стресса, вызванного Cu2+.

Проведенные исследования показали, что в ли-
пидах тонопласта в условиях токсического действия 

функции некоторых ключевых клеточных компо-
нентов, таких как белки, липиды, ДНК и РНК [2].

Толерантность растений к ТМ основана на не-
скольких механизмах, к которым относятся связы-
вание с клеточной стенкой, активный транспорт 
ионов в вакуоль и образование комплексов с ор-
ганическими кислотами или пептидами [1].

Вакуолярная компартментализация является 
главным механизмом изолирования ТМ, который 
в свою очередь зависит от работы двух вакуолярных 
насосов (H+-АТP‑азы, H+-пирофосфатазы) и ряда 
тонопластных транспортеров. Структура и функ-
ции вакуолярной мембраны реагируют на ионы 
ТМ и во многом зависят от изменений, которые 
происходят в составе липидов тонопласта [6, 7]. 
Известно, что действие стрессового фактора приво-
дит к значительным изменениям в составе жирных 
кислот (ЖК) липидов вакуолярной мембраны [8]. 
В настоящее время мало изучены изменения в со-
ставе ЖК вакуолярной мембраны, происходящие 
в ответ на токсическое действие Cu2+. В связи с этим 
цель нашего исследования заключалась в анализе 
изменений жирнокислотного состава тонопласта 
в условиях стресса, вызванного Cu2+.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объекта исследования использовали 
корнеплоды столовой свеклы (Beta vulgaris L.). Для 
оценки влияние Cu2+ на ЖК липидов тонопласта, 
кусочки корнеплодов (1 см3) замачивали в растворе 
CuSO4·5H2O на 16 ч при комнатной температуре. 
Для контроля использовали дистиллированную 
воду. Cu2+ вносили в концентрациях 100 и 500 мкМ 
в пересчете на ионы металла. Вакуолярные мем-
браны получали описанным ранее методом [9].

Общие липиды экстрагировали модифици-
рованным методом Фолча [10]. Для контроля 
экстрагируемости липидов использовали 10 мкг 
нонадекановой кислоты (С19:0). Метиловые эфи-
ры ЖК получали по методу Christie [11]. Анализ 
метиловых эфиров ЖК тонопласта проводили 
с использованием хромато-масс-спектрометра 
Agilent Technology 5973N/6890N MSD/DS (США). 
Для идентификации пиков метиловых эфиров 
ЖК использовали стандарты метиловых эфиров 
(Sigma, США) и данные библиотеки масс-спек-
тров NIST 05. Дополнительно рассчитывали сумму 
ненасыщенных жирных кислот (∑ННЖК), сумму 
насыщенных жирных кислот (∑НЖК). Для ха-
рактеристики степени ненасыщенности липидов 
использовали индекс двойной связи (ИДС) [12]:

ИДС=ΣPjnj /100,
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меди увеличивалась сумма абсолютного содер-
жания ЖК. Отмечено, что при 100 мкМ Cu2+ это 
увеличение было на 57 мкг больше по сравнению 
с контролем. Интересно, что при 500 мкМ Cu2+ 
сумма ЖК снижалась по сравнению с 100 мкМ 
(табл. 1). Известно, что абиотические стрессы 
активируют ферменты, которые участвуют в мо-
билизации ненасыщенных ЖК для ремоделиро-
вания мембранных липидов. Ремоделирование 
ЖК глицеролипидов – это процесс, при котором 
одна или обе ЖК заменяются, образуя промежу-
точный лизофосфолипид. Полученные лизофос-
фолипиды могут быть реацилированы лизофос-
фолипид-ацилтрансферазами с образованием 
фосфолипидов с различными ЖК [15]. Ремоде-
лирование глицеролипид-ацилов играет важную 
роль в удалении окисленных или поврежденных 
ацильных цепей и высвобождении сигнальных 
липидов, а также в реакциях на стресс [15]. Воз-
можно, что используемые нами концентрации 
Cu2+ также приводили к ремоделированию мем-
бранных липидов тонопласта для сохранения 
физико-химических свойств мембраны.

Предполагается, что мембраносвязанные деса-
туразы ЖК участвуют в ремоделировании глице-
ролипидов [15]. В данной работе мы использова-
ли методику оценки активности ацил-липидных 
мембранных ω9-, ω6- и ω3-десатураз на основании 
состава ЖК суммарных липидов (табл. 1). Согласно 
полученным данным, было отмечено существен-
ное снижение SDR при обработке 100  мкМ Cu2+, 
с 0.87 в контроле до 0.77, что говорит о снижении 
активности ω9-десатуразы. Возможно, такое сни-
жение происходит на фоне увеличения стеарино-
вой кислоты (C18:0) с 2.3% в контроле до 5.9% от 
общего количества ЖК. Содержание олеиновой 
кислоты (C18:1(n‑9)) оставалось на уровне кон-
троля и составляло 19%. При обработке 100 мкМ 
Cu2+ насыщение стеариновой кислоты (C18:0) 
снижалось и происходило ее накопление.

В случае 500 мкМ Cu2+ активность ω9-десатура-
зы возрастала до 0.93 по сравнению с 100 мкМ, при 
этом снижалось содержание стеариновой кислоты 
(C18:0) до 1.55% (табл. 1). Известно, что ω9-деса-
туразы катализируют образование двойной связи 
в положении 9-го углерода в ЖК, которые превра-
щают стеариновую кислоту (C18:0) в олеиновую 
(C18:1(n‑9)) [16]. Можно отметить, что активность 
ω6- и ω3-десатураз снижалась в присутствии обе-
их концентрациях Cu2+, приводя к уменьшению 
количества линолевой (С18:2(n‑6)) и линоленовой 
(С18:3(n‑3)) ЖК.

Кроме степени десатурации ЖК, длина их 
ацильной цепи и их позиционное распределение на 

глицериновом остове влияют на организацию и те-
кучесть мембран [15]. Увеличение или уменьшение 
текучести мембран может быть триггером, запу-
скающим трансдукцию сигналов, которая будет 
способствовать адаптации растений к стрессовым 
условиям. Известно, что индекс двойных связей 
(ИДС) отражает изменения текучести мембраны. 
Значение ИДС ЖК липидов больше 1.0 говорит 
о высокой доле в составе липидов ненасыщенных 
ЖК [17]. Анализ ИДС ЖК липидов тонопласта 
в условиях стресса, вызванного Cu2+, показал сни-
жение этого показателя с 1.11 в контроле до 0.89 
при 100 мкМ (табл. 1). Эти результаты позволяют 
сделать вывод о том, что медь индуцировала бо-
лее высокое насыщение ЖК липидов тонопласта. 
В связи с этим следует обратить внимание на сумму 
насыщенных ЖК (ΣНЖК) липидов тонопласта. 
Полученные данные показали, что ΣНЖК уве-
личивалась на 8% при воздействии 100 мкМ Cu2+.

Заметные изменения в составе ЖК липидов 
тонопласта отмечены при анализе абсолютного 
содержания ЖК (табл. 1). В ответ на действие Cu2+ 
(100 мкМ) происходило увеличение количества на-
сыщенной пальмитиновой кислоты (C16:0) на 34% 
по сравнению с контролем. Известно, что содер-
жание пальмитиновой кислоты (C16:0) увеличива-
лось при холодовом и окислительном стрессе [18]. 
Кроме того, происходило увеличение стеариновой 
(C18:0) насыщенной ЖК в присутствии 100 мкМ 
Cu2+, в то время как при концентрации 500 мкМ 
Cu2+ содержание этой кислоты снижалось. В при-
сутствии 100 мкМ Cu2+ также отмечено значимое 
увеличение содержания таких насыщенных ми-
норных ЖК, как миристиновая (C14:0) и марга-
риновая (C17:0), а из ненасыщенных олеиновой 
ЖК (C18:1(n‑9)), что не было обнаружено при 
воздействии 500 мкМ Cu2+. Олеиновая кислота 
(C18:1(n‑9)), как представитель полиненасыщен-
ных ЖК, принимает участие в механизмах защиты 
клетки от стресса, обеспечивая поддержание те-
кучести мембран, которая играет важную роль во 
многих мембранозависимых процессах, например 
передачи Са2+-сигнала, модулирование активности 
мембраносвязанных белков и т. д. Похожее увели-
чение содержания олеиновой кислоты (C18:1(n‑9)) 
в присутствии 100 мкМ Cu2+ было отмечено и для 
корней кукурузы [19].

Таким образом, можно сделать вывод, что ЖК 
липидов тонопласта участвуют в ответных меха-
низмах на стресс, вызванный токсическими кон-
центрациями меди. Мы предполагаем, что при 
действии 100 мкМ меди в вакуолярных мембранах 
включался процесс ремоделирования мембранных 
липидов, который приводил к увеличению суммы 
ЖК в липидах тонопласта. Однако при 100 мкМ 
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Cu2+ десатуразы ЖК не вовлекались в процесс ре-
моделирования, так как снижалась их активность. 
В результате этого увеличивалась насыщенность 
ЖК мембранных липидов тонопласта, что делало 
мембрану менее жидкой, тем самым снижая ее 
проницаемость для Cu2+ и выступая в роли меха-
низма адаптации. Выявлено, что при 500 мкМ Cu2+ 
увеличивалась активность SDR и снижалась сумма 
ЖК по сравнению с 100 мкМ. Возможно, данная 
концентрация Cu2+ является более токсичной, 
в связи с чем происходит удаление избытка Cu2+ 
в вакуоль. В этом процессе задействованы специ-
фические белки тонопласта, для работы которых 
необходима более жидкая фаза мембраны.

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсут-
ствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи.
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Characteristics of the Fatty Acid Composition of the Vacuolar Membrane 
Lipids Under the Conditions of Stress Induced by Copper Ions
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The effect of different concentrations of copper ions (100 and 500 µM) on the fatty acid composition of the 
vacuolar membrane lipids of beet root tissues (Beta vulgaris L.) was studied. Exposure to 100 μM copper 
led to an increase in the content of FAs by 57 μg/mg of total lipids as compared to the control. Stearoyl 
desaturase (SDR) activity decreased from 0.87 in the control to 0.77 at 100 μM copper. Exposure to 500 
μM copper caused an increase in the SDR activity up to 0.93, but the proportion of FAs decreased by 50 
μg/mg of total lipids compared with 100 μM copper. In addition, there was an increase in the saturation 
of tonoplast lipids to 44 and 40% at 100 and 500 μM Cu2+, respectively. The results suggest that FAs of 
tonoplast lipids are involved in the stress response mechanisms induced by excessive Cu2+ concentrations.

Keywords:  vacuolar membrane, lipids, fatty acids, stress, copper ions
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