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Представлен обзор материалов в рамках концепции хиральности как симметрийной основы само-
организации в биомакромолекулах. Рассмотрены: методы определения хиральности регулярных и
нерегулярных структур белков, распределения спиральных и суперспиральных структур в полипеп-
тидных цепях, модель формирования трехмерной структуры правой α-спирали из цепочки левых
аминокислотных остатков, модель образования правой α-спирали белка на основе двухчастичной
модели движения в потенциале Леннарда-Джонса. Обсуждаются прикладные аспекты концепции
хиральности в фармакологии и биоинженерии – хиральность лекарственных препаратов с биоак-
тивными энантиомерами и механизмы самосборки спиральных структур фенилаланиновых и ди-
фенилаланиновых нанотрубок разной хиральности. Обозначены базовые представления о молеку-
лярных машинах как о хиральных иерархических конструкциях. 

Ключевые слова: хиральность, белки, структурные иерархии, самоорганизация, нанотрубки. 
DOI: 10.31857/S0006302922050015,  EDN: JIDANW

Иерархичность биологических систем, подоб-
но дискретности и термодинамической неравно-
весности, является одним из важнейших принци-
пов существования земных форм жизни. Биоло-
гические иерархии сопрягают разномасштабные
в пространстве и времени структуры и функции
живых систем. Вместе с тем, даже на базовом мо-
лекулярно-биологическом уровне этот признак
не формулируется системно, а вместо него ис-
пользуется химическая классификация или пере-
числение характерных признаков соответствую-
щих структур. В белках и нуклеиновых кислотах
выделяют первичные, вторичные и т.д. структу-
ры, однако универсального физического крите-
рия, отражающего общий принцип подобной
стратификации, в молекулярной биологии ранее
не предлагалось. 

Авторами предложен и разрабатывается новый
подход к решению этой проблемы, основанный
на представлениях о цепочке нарушений симмет-
рии – иерархически сопряженной смене знака

хиральности на структурных уровнях субмолеку-
лярных и надмолекулярных структур [1–3]. Ожи-
дается, что подход позволит выполнить единую
сквозную классификацию структурных уровней
белков и нуклеиновых кислот, позволяющую с
общих симметрийных позиций продолжить раз-
витие биофизической концепции молекулярных
машин, а также рассмотреть пути разрешения па-
радокса Левинталя в проблеме фолдинга белков и
нуклеиновых кислот.

Описана системная молекулярно-биологиче-
ская закономерность: начиная с уровня асиммет-
ричного углерода, в дезоксирибозе и аминокис-
лотах прослежена тенденция чередования знака
хиральности внутримолекулярных структурных
уровней D-L-D-L («правый»-«левый»-«правый»-
«левый») для ДНК и L-D-L-D («левый»-«пра-
вый»-«левый»-«правый») для белков [1, 2]. Част-
ным случаем хиральности выступает спираль-
ность.

Хиральная асимметрия распространена в мо-
лекулярно-биологических системах много шире,
чем традиционно обсуждается в литературе. К
примеру, помимо левых аминокислот в белках, а

Сокращения: PDB – Protein Data Bank, PNT – пептидные
нанотрубки. 
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также правых углеводов рибозы и дезоксирибозы
в нуклеиновых кислотах, кроме вообще всех пра-
вых углеводов, включенных в основной метабо-
лизм, различные липиды также составляют гомо-
хиральные классы соединений у организмов раз-
ных таксономических рангов. Хиральные
молекулы служат основой образования более
крупных хиральных молекулярных и надмолеку-
лярных конструкций, обладающих выделенными
степенями свободы, необходимыми для форми-
рования и функционирования молекулярных ма-
шин: от отдельных машин-ферментов до инте-
грирующей всю клетку системы машин – цитос-
келета.

Начиная с работ Л. Полинга, Р. Кори и
К. Линдерстрём-Ланга, классификация структур
основывалась на описании их типов, химическо-
го состава и химических связей. Однако полное
термодинамическое описание структурной
иерархии подразумевает не только прямой учет
внутримолекулярных физических взаимодей-
ствий, отраженных преимущественно в энталь-
пийном члене, но и факторов, связанных с энтро-
пийной составляющей. Особо интересен поиск
возможности описать единым физическим пара-
метром иерархию структур белковых молекул в
представлениях «нарушений симметрии», свя-
занных с энтропией системы. Иначе говоря, «че-
редой симметрий» или чередой нарушений сим-
метрии мы стараемся описать стратифицирован-
ную структуру белковой макромолекулы. В
настоящем обзоре мы представляем рассмотре-
ние структурных деталей и иерархий различных
белковых структур на основе единого физико-хи-
мического симметрийного принципа – их хи-
ральности. Представлены модели формирования
структуры α-спирали как трехмерной распреде-
ленной активной среды и на основе двухчастич-
ной модели движения в потенциале Леннарда-
Джонса. В качестве прикладных приложений хи-
ральности рассмотрены роль хиральности в фор-
мировании специфичности лекарственных пре-
паратов и в структурообразовании пептидных на-
нотрубок. 

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ХИРАЛЬНОСТИ 
РЕГУЛЯРНЫХ И НЕРЕГУЛЯРНЫХ 

СТРУКТУР БЕЛКОВ
Важным звеном подтверждения смены знака

хиральности в иерархии белков [1, 2] является
разработанный авторами метод оценки хираль-
ности регулярных и нерегулярных структур бел-
ков. Вопрос меры хиральности включает две вза-
имосвязанные линии: количественная оценка
степени хиральности молекулярных конструкций
и их знака при одном типе симметрии, и количе-
ственная оценка степени хиральности конструк-
ций разного типа симметрии. 

На протяжении не одного десятка лет было со-
здано много методов анализа хиральности спи-
ральных структур. Однако, как правило, эти ме-
тоды не позволяют однозначно оценивать знак
хиральности, часто узкоспециализированы и тре-
буют больших вычислительных затрат [4–23].
Метод двугранных углов Рамачандрана [24] поз-
воляет определять преобладающую конформа-
цию элементов вторичной структуры биомолекул
(однако оказалось, что возможно существование
конформаций полипептидной цепи и вне разре-
шенных областей карты Рамачандрана). Наибо-
лее целостная концепция оценки хиральности
была разработана М. Петитжаном [25], согласно
которой мера хиральности должна быть непре-
рывной характеристикой, а индекс хиральности
не должен зависеть от способа выбора зеркально-
го отображения. Разработанные ранее методы
оценки хиральности суперспиралей основаны на
определении знака хиральности coiled coil через
шаг, радиус суперпирали, сдвиг вдоль оси супер-
спирали [26, 27], «поверхностную кривую» со-
ставляющих α-спиралей [28]. Однако эти методы
не позволяют однозначно оценивать хиральность
суперспиралей. К основным подходам распозна-
вания и моделирования нерегулярных структур
можно отнести следующие: использование пара-
метров петель и поворотов, схожих по длине и
геометрии конечных точек [29], двугранных углов
на картах Рамачандрана для вычисления β-пово-
ротов [30–36], нейронных сетей для распознава-
ния γ-поворотов [37], определение структурных
мотивов поворотов в больших базах данных бел-
ков [38], в частности, посредством анализа боко-
вых цепей. [39, 40]. Подробные обзоры этих мето-
дов были изложены авторами ранее [41–44].

Для реализации метода, позволяющего оцени-
вать хиральность регулярных и нерегулярных
структур белков, используется взаимное располо-
жение α-углеродов (Сα) [41–45], что позволяет на
порядок снизить количество обрабатываемой ин-
формации и является явным преимуществом при
обработке больших массивов данных. На рис. 1
представлено графическое построение векторов
vi для расчета смешенного векторного произведе-
ния регулярных спиральных структур белков. На
рис. 2 представлено графическое построение век-
торов vi для расчета смешенного векторного про-
изведения нерегулярных структур белков.

Оценка знака хиральности вторичных спи-
ральных структур происходит посредством сум-
мирования смешанных произведений для троек
векторов (vi), построенных между последователь-
ными опорными точками Сα [42–44]:

(1)[( )
−

+ +
=

χ = ∑
3

total 1 2
1

, ],   ,
n

i ii
i

v v v



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ХИРАЛЬНОСТЬ КАК СИММЕТРИЙНАЯ ОСНОВА САМООРГАНИЗАЦИИ 839

где исходные векторы рассчитываются с учетом
координат Сα, представленных в базе данных
Protein Data Bank (PDB):

([v1,v2],v3) = (y1z2 – y2z1)x3 + (z1x2 – z2x1)y3 + 
+ (x1y2 – x2y1)z3.

Для правой тройки векторов знак смешанного
произведения положительный и структура опре-
деляется как правая (D), для левой – отрицатель-
ный, и спираль левая (L). Нормированное значе-
ние хиральности спиральных структур белков
рассчитывается [42–44] как: 

(2)

где нормировочный множитель 

k = 5.
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Проведен анализ хиральности 26150 спираль-
ных структур: 21702 α-спиралей, 4360 310-спира-
лей и 88 π-спиралей (все π-спирали взяты из ра-
боты [47]). Исследование показало, что большин-
ство изученных спиральных структур являются
правыми: 21689 правых α-спиралей (максималь-
ное содержание левых α-спиралей в изученном
подмножестве обнаружено в структурах белков
эндо- и экзоцитоза [43]), 4160 правых 310-спира-
лей [42, 43] и 88 правых π-спиралей [44]. В соот-
ветствии с формулой (2) представлена карта нор-
мированной хиральности для рассмотренных
спиральных структур белков (см. рис. 3). Расчет-
ные параметры хиральности спиральных струк-
тур представлены в наших работах: для α- и 310-
спиралей – в работе [43], для π-спиралей – в ра-
боте [44].

Оценка хиральности нерегулярных структур
на примере β- и α- поворотов и Ω-петель прово-
дится в соответствии с вышеизложенным мето-
дом. Оценка хиральности α-поворотов (см.

Рис. 1. Графическое построение векторов vi для расчета смешенного векторного произведения регулярных спираль-
ных структур белков [42]. Сi – атомы α-углеродов – опорных точек в спиралях.

Рис. 2. Графическое построение векторов vi для расчета смешенного векторного произведения нерегулярных структур
белка 2ACT [46]: (а) – β-поворот, (б) – α-поворот, (в) – Ω-петля. Сi – атомы α-углеродов (опорные точки).
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рис. 4а) проведена на базе данных, представлен-
ных в работе [48], где все α-повороты разделены
на типы в зависимости от значения торсионных
углов (φ, ψ). Из наших результатов следует, что
большая часть этих типов имеет определенные
значения хиральности, характерные для каждого
типа α-поворотов. Для β-поворотов была состав-
лена база данных в соответствии с кодом, пред-
ставленным в работе [49] (см. рис. 4а). Рассмотре-

но 78 α-поворотов и 850 β-поворотов из 20 белков
[50] и построена карта хиральности α- и β-пово-
ротов [44]. Поскольку все рассмотренные β-пово-
роты состоят из четырех аминокислотных остат-
ков, а α- повороты – из пяти остатков, на карте
хиральности они располагаются параллельно
оси Y (см. рис. 4а). Анализ полученных результа-
тов свидетельствует о том, что для всех рассмот-
ренных белков мера хиральности (χnorm) поворо-

Рис. 3. Карта нормированной хиральности спиральных структур белков. По оси абсцисс – длина вторичной структуры в
аминокислотных остатках, по оси ординат – нормированное значение хиральности.

Рис. 4. Карта нормированной хиральности нерегулярных структур: а) α- и β-повороты; б) Ω-петли. По оси абсцисс – длина
вторичной структуры в аминокислотных остатках, по оси ординат – нормированное значение хиральности.
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тов нелинейно зависит от числа атомов в этих
структурах (см. рис. 4а), что подтверждается диа-
пазонами значения хиральности для определен-
ных типов α- и β-поворотов [44] и полностью со-
гласуется с нашим методом определения меры
хиральности. Расчетные параметры α-и β-пово-
ротов, включая средние значения и стандартные
отклонения хиральности, представлены в работе
[44].

Для расчета хиральности Ω-петель (см.
рис. 4б) использованы данные работы [51]. Про-
странственная ориентация петель влияет на ко-
личественные значения хиральности этих струк-
тур на каждом этапе: в зависимости от количества
последовательных остатков, взятых для расчета,
хиральность может изменяться как по знаку, так
и по величине [44]. Поэтому для петель не выяв-
лена линейная зависимость меры хиральности от
числа атомов в этих структурах. Расчетные пара-
метры 190 Ω-петель представлены в работе [44].

Аналогично вышеизложенному методу для
спиральных и нерегулярных структур в разрабо-
танном нами методе определения знака хираль-
ности суперспиральных белковых структур в ка-
честве начальных условий используется инфор-
мация о взаимном расположении α-углеродов в
аминокислотных остатках цепи. В основе метода
лежит определение направления закрутки α-спи-
ралей относительно оси суперспирали. Критери-
ем определения этого направления является угол
между осью суперспирали и осями образующих
спиралей. Ориентация этого угла относительно
оси суперспирали служит показателем для опре-
деления знака хиральности суперспирали. Для
определения ориентации угла используется свой-
ство векторного произведения давать результаты
разного знака для правой и левой тройки векто-
ров [42, 43].

На рис. 5 рассмотрен белок 1BB1, состоящий
из трех α-спиралей. Поскольку в α-спирали на
один виток в среднем приходится 3.6 аминокис-
лотных остатков, в качестве условного центра
витка спирали взят геометрический центр четы-
рех последовательных атомов углерода, через ко-
торые проводятся оси α-спиралей (см. рис. 5а).
Ось суперспирали (S1 – Sn) и оси α-спиралей (см.
рис. 5б) являются изогнутыми линиями в трех-
мерном пространстве, но поскольку для двух пол-
ных витков α-спиралей оси можно рассматривать
как прямые линии, это позволяет строить для них
векторы направления. Угол между направлением
оси суперспирали (vs) и направлениями осей со-
ставляющих спиралей (vс1, vс2, vс3) позволяет
определять знак хиральности суперспирали (см.
рис. 5в): если вектор vсi отклонен относительно
вектора vs вправо, суперспираль левая; если век-
тор vсi отклонен влево – суперспираль правая. Ве-

личина угла между vsi (вектор от оси суперспира-
ли к оси i-й спирали) и vpi (векторное произведе-
ние vсi и vs) определяется с помощью скалярного
произведения, которое для тупых углов отрица-
тельно, для острых – положительно (см. рис. 5г).
Более подробно этапы метода определения знака
хиральности суперспиральных структур рассмот-
рены в работах [42, 43].

Знак хиральности суперспиралей рассчитыва-
ется с помощью усреднения значения косинуса
соответствующего угла для всех спиралей, обра-
зующих суперспираль [43]:

(3)

где βi — угол между направлением оси i-й α-спи-
рали и направлением оси суперспирали.

Метод опробован на 116 суперспиралях coiled
coil. Все суперспирали coiled coil, составленные
из правых α-спиралей, согласно методу определе-
ны как левые. Данные расчетных параметров
оценки хиральности структур coiled coil представ-
лены в работе [43]. Как известно, в коллагенах ле-
вые спирали образуют правые суперспирали. Рас-
четы согласно представленному методу полно-
стью подтвердили это положение. Были
рассмотрены коллагеновые суперспирали, состо-
ящие из трех левых спиралей: 1BKV, 1CAG,
1CGD, 1NAY, 2DRT, 2DRX, 3WN8, 4AXY, 4Z1R,
6HG7, 6W46, 6W47. Карта хиральности coiled coil
и коллагеновых суперспиралей представлена на
рис. 6. 

Расчеты хиральности регулярных и нерегуляр-
ных структур белков проводили с использовани-
ем баз данных PDB [50] и CC+ [54].

Достоверность карт хиральности регулярных
спиральных и нерегулярных вторичных, а также
суперспиральных структур белков подтверждает-
ся анализом реальных структур. Полученные ре-
зультаты соответствуют научным данным и кон-
цепции смены знака хиральности при переходе
белковых структур на следующий уровень иерар-
хии. Разработаны компьютерные программы для
оценки хиральности спиральных (ECPHS) и су-
перспиральных (ECSSP) структур (свидетельства
о государственной регистрации для ЭВМ:
№ 2021613546 от 10.03 2021 г.; № 2021665783 от
1 10.2021 г.). 

РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ВТОРИЧНЫХ 
И СУПЕРСПИРАЛЬНЫХ СТРУКТУР 

В ПОЛИПЕПТИДНЫХ ЦЕПЯХ
Структура белка определяет его функцию и

роль в биологической системе, однако, несмотря
на многочисленные данные о функциях различ-
ных белков, значение некоторых из них по-преж-
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нему остаются невыясненными. Одним из мето-
дов определения соответствия структуры и функ-
ции белка и его роли в метаболизме является
метод сравнения с уже известными, схожими по
структуре белками. В работах [3, 53] рассмотрены
закономерности в распределении вторичных
структур и суперспиралей по полипептидной це-
пи, образующих динамичный каркас белковых
молекул. 

Проведен анализ распределения вторичных
структур и суперспиралей coiled coil в полипеп-
тидных цепях белков восьми функциональных
классов: белки вирусов, шапероны, оксидоредук-
тазы, гидролазы, структурные белки, белки экзо-
и эндоцитоза и белки транспорта электронов.
Подборку белков проводили с использованием
баз данных PDB [50] и CC+ [54]. Были рассмотре-
ны белки, в структурах которых отмечено нали-

Рис. 5. Схема этапов (а–г) метода определения знака хиральности на примере структуры типа coiled coil [42]: vpi –
векторное произведение vсi и vs, vSi – вектор от оси суперспирали к оси i-й спирали. Белок 1BB1 [52].
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чие суперспирали coiled coil (согласно базе дан-
ных CC+ [54]). Число рассмотренных полипеп-
тидных цепей в каждом классе определялось
количеством и доступностью структур в упомяну-
тых базах данных. Для обработки текстовых фай-
лов формата (pdb) был разработан специальный
алгоритм, реализованный посредством программ
на языках С++ и Python. Результаты анализа
представлены в виде диаграмм распределения
вторичных структур и суперспиралей coiled coil
по полипептидной цепи.

Диаграммы распределения структур строились
следующим образом: длина каждой полипептид-
ной цепи из подборки для данного класса норми-
ровалась на 100. Каждой координате от 1 до 100 на
диаграмме соответствует частота встречаемости

выбранной структуры. Приведены диаграммы
усредненных распределений исследуемых струк-
тур по полипептидной цепи, где каждой коорди-
нате в относительных единицах присваивалось
усредненное по 10 координатам значение количе-
ства структур (см. рис. 7). Более детальные диа-
граммы представлены в работах [53, 55].

Общим свойством изученных белков восьми
функциональных классов является преобладание
нерегулярных структур на концах полипептид-
ных цепей (5% с каждого конца). В структурных
белках обнаружено высокое содержание α-спи-
ралей на протяжении всей цепи белка. Частота
встречаемости α-спиральных структур на участ-
ке, без учета 5% с каждого конца цепи, лежит в
диапазоне от 0.46 до 1.00, а на концах минималь-

Рис. 6. Карта хиральности суперспиральных структур белков.

Рис. 7. Диаграммы усредненных распределений вторичных структур (слева) и суперспиралей coiled coil (справа) по
полипептидным цепям структурных белков. По оси ординат отложена частота встречаемости структур в относительных
единицах, по оси абсцисс – нормированная координата в относительных единицах.
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ное значение составляет 0.23. Содержание β-ли-
стов и 310-спиралей не превышает 0.23. Частота
встречаемости нерегулярных структур в основ-
ной части цепи не превышает 0.46 и достигает
максимального значения равного 0.69 на концах
цепи. Содержание суперспиралей coiled coil не
превышает 0.55. Наличие довольно длинных
α-спиралей естественно согласуется с функцио-
нальными особенностями рассмотренных бел-
ков. Большое количество спиралей обеспечивает
жесткую структуру всей молекулы, что, безуслов-
но, важно для структурных белков, отвечающих
за механическую прочность клетки. Несколько
минимумов частоты встречаемости α-спиралей,
совпадающих с максимальными значениями ча-
стот встречаемости нерегулярных структур, могут
обеспечивать необходимую локальную механиче-
скую подвижность молекул – каркасные функ-
ции. Для структурных белков частота встречаемо-
сти суперспиралей coiled coil постепенно снижа-
ется ближе С-концу. Для всех рассмотренных
классов рассчитаны медианные значения частот
встречаемости структур: для нерегулярных струк-
тур – 0.15, для α-спиралей – 0.69, для β-листов –
0.08, для 310-спиралей – 0.00, для coiled coil – 0.36.

Также на основе полученных распределений
отмечены и другие общие для всех исследуемых
классов свойства. Наблюдается равномерное рас-
пределение 310-спиралей (на основе анализа
усреднений по 10%). По литературным данным
310-спирали чаще расположены на концах α-спи-
ралей, однако построенные диаграммы не демон-
стрируют подобную закономерность [56]. Равно-
мерного распределения суперспиралей по поли-
пептидной цепи не обнаружено (на основе
анализа усреднений по 10%). Все исследованные
спирали являются правозакрученными. Также
была проведена статистическая обработка рас-
пределений непараметрическими методами. В
результате были обоснованы следующие гипоте-
зы: a) участок цепи влияет на количество нерегу-
лярных структур и α-спиралей; б) функция бел-
ков связана с количеством нерегулярных струк-
тур, α-спиралей, β-листов и 310-спиралей. 

МОДЕЛЬ ФОРМИРОВАНИЯ ТРЕХМЕРНОЙ 
СТРУКТУРЫ ПРАВОЙ α-СПИРАЛИ 

ИЗ ЦЕПОЧКИ ЛЕВЫХ АМИНОКИСЛОТНЫХ 
ОСТАТКОВ

В работах [1, 2] сформулированы общие пра-
вила структурообразования гомохиральных си-
стем. Гомохиральная система с запасом свобод-
ной энергии способна эволюционировать в пре-
делах иерархического уровня, сохраняя тип
симметрии и знак преобладающей хиральности.
При прохождении точек бифуркации такая си-
стема имеет тенденцию к спонтанному формиро-

ванию последовательности новых иерархических
уровней с чередующимся знаком хиральности
заново образующихся структур. Процесс рацеми-
зации – перехода гомохиральных L-элементов
аминокислот (в белках) в D-элементы может осу-
ществляться двумя способами [57] – «горизон-
тально» (спонтанный переход L → D, например,
для аспартата в долгоживущих белках или при па-
тологических процессах) и «вертикально» (набор
L-аминокислот образует новую конструкцию
большего масштаба с другим знаком хирально-
сти, например, правую α-спираль). В отличие от
гомохиральности, гетерохиральность – «верти-
кальная рацемизация» – возникает за счет фор-
мирования более крупных молекулярных струк-
тур противоположного знака хиральности из го-
мохиральных элементов. Симметрийные аспекты
формирования иерархии белковых структур
связаны с изменением свободной энергии. Так,
α-спирали возникают в тех локусах первичной
структуры, где аминокислоты способны стериче-
ски уложиться в α-спираль и образовать водород-
ные связи, что соответствует энтальпии свобод-
ной энергии. А переход на следующий уровень
структурной иерархии сопровождается сменой
типа симметрии и знака хиральности (энтропий-
ный член свободной энергии) [2]. 

Основные свойства активных сред примени-
тельно к спиральным структурам белков можно
охарактеризовать следующим образом [57]. Фор-
мирование α-спирали начинается в рибосоме из
полипептидной цепочки белков – термодинами-
чески неравновесной системы с распределенным
по всей длине ресурсом. Распределенный ресурс
свободной энергии, запасенной в левой гомохи-
ральной левой полипептидной цепи аминокис-
лот, способен реализоваться в ходе формирова-
ния следующего уровня структурной иерархии –
правой спирали. Этот ресурс утилизируется в ре-
зультате взаимодействия нелинейных локальных
(соседних) трансформаторов энергии. В пределах
одного иерархического уровня белковые структу-
ры (в условиях самоорганизации) сохраняют тип
симметрии и знак преобладающей хиральности, а
после прохождении точек бифуркации такие
структуры способны формировать новые иерар-
хические уровни с чередующимся знаком хираль-
ности. Поэтому полипептидную цепочку белков
можно рассматривать в качестве одномерной ак-
тивной среды с распределенным ресурсом сво-
бодной энергии, а начиная с уровня образования
α-спирали – в качестве трехмерной распределен-
ной активной среды – следующего уровня иерар-
хии [57]. 

Моделированию формирования спиральных
структур посвящено немало как общетеоретиче-
ских работ в области физики, химии, биологии
([58–63] и др.), так и узкоспециализированных в
области моделирования спиральных электриче-
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ских волн в сердечной ткани ([64, 65] и др.), в
нейроне и головном мозге ([66, 67] и др.), волн в
химически возбудимой среде ([68] и др.), в биоло-
гических системах ([69, 70] и др.), при описании
феномена эха ([71, 72] и др.). Однако нами не от-
мечено наличие исследований, в которых форми-
рование спиральных структур белков рассматри-
вается как автоволновой процесс в трехмерном
пространстве. 

Для построения автоволновой модели форми-
рования α-спирали используются следующие
условия: взаимное расположение α-углеродов Сα
(рассмотрено в разделе «МЕТОДЫ ОЦЕНКИ
ХИРАЛЬНОСТИ РЕГУЛЯРНЫХ И НЕРЕГУ-
ЛЯРНЫХ СТРУКТУР БЕЛКОВ»), вектор на-
правления и сумма векторных произведений [57,
75]. В соответствии с этим методом для n атомов
углерода получаем (n–1) векторов между сосед-
ними атомами Сα

(n−1)С
α

n, сумма которых – «век-
тор направления» d, направленный от первого
атома к последнему (см. рис. 8) [57, 76]:

(4)

Отсюда сумма векторных произведений рас-
считывается как 

(5)

Также для представления автоволнового про-
цесса формирования правых α-спиралей из левой
цепочки аминокислотных остатков необходимо
учитывать пространственные характеристики
(3.6 аминокислотных остатка на виток, шаг спи-
рали – 0.54 нм на виток, угол подъема спирали –
26°, диаметр молекулы аминокислоты – 0.5 нм
(5 Å) [73, 74]. 

Исходя из пространственных характеристик
α-спирали, решается трехмерное уравнение авто-
волнового процесса формирования α-спиралей
[57]:

(6)

где u – функция стационарных состояний авто-
волны в правых α-спиралях, формируемых из ле-
вых аминокислотных остатков; активатор – на-
бор аминокислот, которые могут создать α-спи-
раль; D – расчетная область в форме куба,
величина объема которого должна быть такой,
чтобы краевые эффекты не влияли на формиро-
вание структуры; R = 5Å – диаметр молекулы
аминокислоты. Начальные условия: наличие в
иерархичных системах макромолекул белков хи-
ральной диссимметрии влечет исходное запаса-
ние в этих системах свободной энергии 

На границах куба имеем однородные условия
Неймана [57]:

(7)

Согласно расчетам в работе [57], угол, обра-
зованный векторами vi и vi +1 между каждыми тре-
мя последовательными атомами углерода
( ), в среднем равен 87°. Определяем
для аминокислотных остатков радиус описанной
окружности (r) с центром на гипотенузе прямо-
угольного треугольника. Начало координат в
центр первого аминокислотного остатка –
r1 = {0,0,0}. Поскольку угол подъема спирали ра-
вен 26°, а расстояние между центрами соседних
трех остатков r = 3.5Å, радиус-вектор центра вто-

рого аминокислотного остатка определяется как
r2 = v1 = {rcos(26°), 0, rsin(26°)}. Координаты цен-
тра третьего остатка – сумма векторов v1 + v2,
где v2 получен путем поворота v1 на угол (180° – γ)
против часовой стрелки в плоскости OXY (см.
рис. 9). 

С1 – матрица поворота на угол (180° – γ)

(γ ≈ 87o) против часовой стрелки в плоскости OXY
[57]:

(8)

−
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Координаты центра третьего аминокислотного
остатка определяются как r3 = C1v1 + r2, где v1 = r2 –
‒ r1; π1 – плоскость, в которой лежат первые три
аминокислотных остатка (см. рис. 9б); четвертый
остаток лежит в плоскости π2. Угол δ ≈ 55o (согласно
работе [77]) между векторами s12 и s23, где s12 =

= [v1, v2], s23 = [v2, v3], v2 = r3 – r2, v3 = r4 – r3. Коор-
динаты центра четвертого остатка – сумма v2 + v3,
где v3 получен путем поворота v2 на 90o против часо-
вой стрелки плоскости OYZ, а затем поворота в
плоскости OXZ на угол δ против часовой стрелки.
C2 – матрица преобразования этих поворотов [57]:

(9)
δ δ δ δ⎛ ⎞⎛ ⎞ ⎛ ⎞

⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟= =
⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟ ⎜ ⎟δ δ δ δ⎝ ⎠⎝ ⎠ ⎝ ⎠

2

cos 0 –sin 1 0 0 cos –sin 0
0 1 0 0 0 –1 0 0 –1 .
sin 0 cos 0 1 0 sin cos 0

C

Рис. 8. Этапы моделирования (а–г): vi – векторы между соседними атомами α-углеродов, d – вектор направления, s –
сумма векторных произведений.
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Отсюда координаты центра четвертого остатка – r4 = C2v2 + r3. Координаты центров последующих
остатков рассчитываются рекуррентно: 

r2n+1 = C1v2n–1 + r2n, где v2n–1 = r2n – r2n–1, (10)

r2n+2 = C2v2n + r2n–1, где v2n = r2n+1 – r2n, n = 2,3…

Полученные результаты демонстрируют по-
этапное формирование правой α-спирали, сфор-
мированной из левой цепочки аминокислотных
остатков (рис. 10), что подтверждает концепцию
смены знака хиральности при переходе на следу-
ющий уровень структурно-функциональной ор-
ганизации белков в ходе самоорганизации. Во-
вторых, представленная модель демонстрирует
процесс перехода полипептидной цепочки бел-
ков – одномерной активной среды с распреде-
ленным ресурсом свободной энергии – в трех-
мерную структуру распределенной активной сре-
ды (α-спираль).

Модель подтверждает концепцию, согласно
которой, в ходе иерархической самоорганизации
гомохиральные системы, обладающие запасом
свободной энергии, способны структурно эволю-
ционировать в пределах одного иерархического
уровня, сохраняя тип симметрии и знак преобла-
дающей хиральности, а после прохождении точек
бифуркации способны формировать новые
иерархические уровни с чередующимся знаком
хиральности. 

МОДЕЛЬ ОБРАЗОВАНИЯ α-СПИРАЛИ 
БЕЛКА НА ОСНОВЕ ДВУХЧАСТИЧНОЙ 
МОДЕЛИ ДВИЖЕНИЯ В ПОТЕНЦИАЛЕ 

ЛЕННАРДА-ДЖОНСА
Диполь-дипольное взаимодействие наиболее

часто моделируется при помощи различных мо-
дификаций потенциала Леннарда-Джонса [78]
(обзор моделей представлен в работе [79]). В на-
стоящей работе представлена крупнозернистая
модель процесса последовательного перестрое-
ния линейной цепочки аминокислотных остат-
ков, образующей первичную структуру в рибосо-
мах, при выходе через рибосомный тоннель в
виде правозакрученной α-спирали. Модель обра-
зования α-спирали разработана на основе двухча-
стичной модели движения в потенциале Леннар-
да-Джонса с учетом пространственного располо-
жения атомов α-углеродов Сα в α-спиралях
белков и значений углов, образованных вектора-
ми, соединяющими центры каждых трех последо-
вательных атомов углерода [57]. Аминокислот-
ные остатки в модели представлены в виде шаров,
положения центров которых определяются коор-
динатами атомов α-углеродов [80]. 

Рис. 9. Формирование α-спирали в трехмерном пространстве [57]: (а) – α-спираль с углами между последовательно
расположенными атомами углерода, (б) – плоскости с аминокислотными остатками.
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Предложенная модель описывает формирова-
ние вторичной белковой структуры, состоящей из
двух участков: нерегулярной и регулярной спи-
ральной (правозакрученная α-спираль). Каждый
из участков состоит из 20 частиц – аминокислот-
ных остатков в виде шаров диаметром 5Å. В моде-
ли движение каждого последующего аминокис-
лотного остатка происходит в поле диполь-ди-
польного взаимодействия между этой частицей и
«эффективной» частицей (уже сформировавшейся
спиральной частицей). Масса и скорость эффек-
тивной частицы совпадают с массой и скоростью
ранее сформированного спирального  участка це-
пи, движущегося как единое целое. Координаты

радиус-вектора эффективной частицы (см. раздел
«МОДЕЛЬ ФОРМИРОВАНИЯ ТРЕХМЕРНОЙ
СТРУКТУРЫ ПРАВОЙ α-СПИРАЛИ») задаются
как координаты центра последнего присоединен-
ного к цепи аминокислотного остатка. Уравнения
движения в центральном поле двух частиц – эф-
фективной с радиус-вектором r1, и вылетающей из
рибосомы, с радиус-вектором r2 – записываются
для радиальной и азимутальной координат в плос-
кости, перпендикулярной моменту импульса L от-
носительного движения двух частиц (см. рис. 11), и
имеют вид

(11)( )( ) ( )
( )

= ± − = ϕ =
μ μ ∫� 2
2 , 0 2 , (1) ( ) ,eff c

L dtr E U r r R t
r t

Рис. 10. Стационарные состояния автоволн в правых α-спиралях, формируемых из левых аминокислотных остатков: (а) –
структура из восьми аминокислотных остатков, б) – структура из двенадцати аминокислотных остатков, (в) – структура из
шестнадцати аминокислотных остатков, (г) – структура из двадцати аминокислотных остатков [57]. Графическое
изображение получено Н.Т. Левашовой в программе «Tecplot 360» Численный расчет проводили с использованием
компилятора Open CL.
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где r – модуль вектора r = r1 – r2; Rc – радиус ами-
нокислотного остатка; E – энергия относитель-

ного движения;  – эффективная масса

системы двух частиц – вылетающего аминокис-
лотного остатка с массой m2 и эффективной ча-
стицы с массой m1, а эффективная потенциальная
энергия определяется как

(12)

Здесь  – момент импульса относи-
тельного движения двух частиц, U(r) – потенциал
Леннарда-Джонса:

(13)

Параметры модели: энергия образования пеп-
тидной связи ε= 10–20 Дж [78]; расстояние, на ко-
тором должны находится частицы в полипептид-
ной цепи – a ≈ 2Rc; средняя масса аминокислоты
[81] – m1 = 110 Да 18.266·10−26 кг.

В модели используется предположение, что в
момент присоединения каждого последующего
аминокислотного остатка к ранее сформирован-
ной части цепи система рассматриваемых частиц
достигает минимума суммарной энергии

(14)

где N – количество вышедших из рибосомы ча-
стиц, ri ‒ радиус-вектор i-й частицы, ·ri– модуль

ее скорости, а функция U(r) определяется выра-
жением (3).

Средняя скорость удлинения полипептидной
цепи, согласно работе [82], составляет
20 аминокислот за одну секунду. Считая диаметр
аминокислотного остатка равным 5Å, получим,
что скорость удлинения цепи имеет порядок 10–8

м/с. Полагая белковую цепь непрерывной, счита-
ем, что скорость относительного движения сосед-
них аминокислотных остатков по порядку вели-
чины совпадает со скоростью удлинения цепи:

 откуда следует, что подкоренное выра-

жение в правой части уравнения (1) должно быть
порядка 10–16 м2/с2, что возможно при E – Ueff ≈
≈ 10–42 Дж и соответствует движению частиц
вблизи минимума потенциальной ямы в потен-
циале Леннарда-Джонса (см. рис. 2). Будем счи-
тать E = Ueff(r0 + θ), где r0 – значение аргумента
функции Ueff(r), при котором эффективная по-
тенциальная энергия достигает минимума, r =
= r0 + dr, а θ – максимально допустимое отклоне-
ние величины r от r0. Учитывая малость величин
dr и θ, можно представить подкоренное выраже-
ние в уравнении (11) по формуле Тейлора, оста-
вив только слагаемые второго порядка малости.
Тем самым можно прийти к линейному диффе-
ренциальному уравнению, решая которое, полу-
чим следующее выражение для модуля радиус-
вектора квазичастицы в плоскости, перпендику-
лярной моменту импульса L (см. рис. 11) [83]:

(15)

На рис. 12 представлены этапы процесса фор-
мирования белковой структуры, полученные в
результате численных расчетов согласно модели.

Относительно быстрое образование спираль-
ного участка полипептидной цепи связано с
быстрым кооперативным формированием блока
водородных связей в α-спиральном фрагменте. В
настоящее время существуют экспериментально
обоснованные представления о том, что синтез и
сворачивание полипептидной цепи, по крайней
мере частично, происходит в рибосомном тунне-
ле – «устье» общего канала длиной 10 нм. 

Ограничения: представленные модели описы-
вают формирование правой α-спирали из цепоч-
ки левых аминокислотных остатков. Отличитель-
ные особенности модели: рассмотрение движе-

ния на дне потенциальной ямы, что позволило
упростить алгоритм; применение данных о про-
странственном расположении атомов Сα в α-спи-
ральных белковых структурах; алгоритм форми-
рования вторичной белковой структуры построен
на условии наличия двух участков – нерегулярно-
го и регулярного; движение каждого последую-
щего аминокислотного остатка происходит в по-
ле диполь-дипольного взаимодействия между
этой частицей и «эффективной» частицей –
сформированной частью молекулы; расчет про-
водится только для попарного диполь-дипольно-
го взаимодействия двух соседних частиц; счита-
ем, что в уже сформированной части молекулы
положение аминокислотных остатков жестко за-
креплено водородными связями, т.е. «эффектив-
ная» частица движется как единое целое; модель
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не связана с местом локализации описываемого
процесса. Эти особенности позволили смодели-
ровать белковые структуры типа «бусы», в то вре-
мя как в литературе чаше встречаются структуры
типа «облако». Развиваемый подход, основанный
на использовании потенциала Леннарда-Джонса,
позволяет существенно дополнить физическим
содержанием энергетический и геометрический
анализ конформационных превращений пептид-
ной цепи при фолдинге.  Модель не предполагает
описание пространственно-временной самоорга-
низации  макромолекулы, но обозначает про-
странственные позиции молекулярной инфра-
структуры, что и есть тема биофизики белковогот
фолдинга. Впервые модель подобного типа осно-
вана на принципе хиральности белковых
структур.

Модели образования трехмерной структуры
правой α-спирали и формирования α-спираль-
ных белковых структур на основе двухчастичной

модели движения в потенциале Леннарда-Джон-
са подтверждают теорию формирования знакопе-
ременных хиральных уровней белков.

Рис. 12. Результат численного моделирования (а–г) последовательных этапов формирования вторичной структуры белка.
Зеленым цветом показаны нерегулярные участки, красным – спиральные [83].

Рис. 11. Взаимное расположение векторов r, r· ,  r1, r2 и 
L для пары частиц. Частицы отмечены цифрами 1 и 2.
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ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ КОНЦЕПЦИИ 
ХИРАЛЬНОСТИ В ФАРМАКОЛОГИИ 

И БИОИНЖЕНЕРИИ

Хиральность лекарственных препаратов. При-
кладные аспекты концепции о роли хиральности
в структурообразовании биомакромолекул могут
быть рассмотрены на примере корреляций во вза-
имосвязи между хиральной формой лекарствен-
ного средства и ее биоактивностью. Хиральность
играет важную роль в фармакологии, поскольку
больше половины используемых в настоящее
время лекарственных средств являются хираль-
ными [84]. В организме хиральное вещество всту-
пает во взаимодействия с его асимметричными
молекулами, и эти стереоспецифические взаимо-
действия, по всей вероятности, наряду с компле-
ментарностью, определяют действие препарата:
один энантиомер лекарственного средства может
обладать терапевтическим эффектом, а другой
может не усваиваться, быть менее активным или
оказывать совершенно другое действие, которое
может быть как желательным, так и нежелатель-
ным для организма. Поэтому учет стереоспеци-
фичности взаимодействия лекарства и молекулы-
мишени крайне важен при создании лекарствен-
ных препаратов. 

На основании предложенной классификации
[85, 86] рассмотренные нами лекарственные
средства разделены на три группы: лекарствен-
ные препараты с биоактивным «левым» S-энан-
тиомером, лекарственные препараты с биоактив-
ным «правым» R-энантиомером, лекарственные
препараты с двумя биоактивным энантиомерами.

Лекарственные препараты с биоактивным «ле-
вым» S-энантиомером. Препараты этой группы
подразделяются на две подгруппы: «правый» R-
энантиомер отвечает за побочные эффекты, и
«правый» R-энантиомер обладает меньшим тера-
певтическим эффектом или его терапевтический
эффект не наблюдается. Примерами первой под-
группы являются клопидогрел и фенфлурамин.
Клопидогрел обладает антиагрегационным дей-
ствием, то есть снижает склонность тромбоцитов
к агрегации. Для фармацевтического использова-
ния пригоден только S-клопидогрел, поскольку
R-клопидогрел не проявляет антиагрегационной
активности, а также вызывает судороги в экспе-
риментах на животных [87]. S-фенфлурамин по-
давляет аппетит, в то время как R-фенфлурамин
не имеет такого эффекта и вызывает много по-
бочных эффектов [88]. Из второй подгруппы рас-
смотрены бисопролол и ибупрофен. Бисопролол
относится к кардиоселективным β1-адренобло-
каторам и, как и большинство β-блокаторов, вы-
пускается на рынок в виде рацемической смеси
его энантиомеров. При этом S-бисопролол
примерно в 30–80 раз более активен, чем R-бисо-
пролол [89]. Ибупрофен – нестероидный проти-

вовоспалительный препарат, применяется в ка-
честве противовоспалительного и анальгезирую-
щего лекарственного средства. Энантиомеры
ибупрофена обладают разной фармакодинами-
кой и фармакокинетикой: S-ибупрофен является
более фармакологически активным, чем R-энан-
тиомер, а также клиренс R-энантиомера данного
препарата выше, чем у его антипода [90]. Исполь-
зование чистого S-энантиомера ибупрофена при-
водит к уменьшению дозировки, но, несмотря на
это, данный препарат представлен на рынке в ви-
де рацемата [91]. 

Лекарственные препараты с биоактивным
«правым» R-энантиомером. Препараты этой груп-
пы подразделяются на две подгруппы: «левый»
S-энантиомер отвечает за побочные эффекты, и
«левый» S-энантиомер обладает меньшим тера-
певтическим эффектом или его терапевтический
эффект не наблюдается. Из первой подгруппы
рассмотрены тербуталин и сальбутамол. R-энан-
тиомер тербуталина избирательно возбуждает β₂-
адренорецепторы, а S-тербуталин практически не
имеет сродства к β₂-адренорецепторам, но ис-
пользование S-энантиомер приводит к гиперре-
активности дыхательных путей и сердечным рас-
стройствам [92]. Такое действие S-энантиомера
препарата связано с его способностью активиро-
вать мускариновые рецепторы. Сальбутамол –
селективный агонист β₂-адренорецепторов ко-
роткого действия. Как правило, препарат пред-
ставлен в виде рацемической смеси несмотря на
то что R-изомер сальбутамола имеет в 150 раз
большее сродство к β₂-рецептору по сравнению с
S-изомером [93]. Кроме того, S-сальбутамол кос-
венно антагонизирует положительные эффекты
R-сальбутамола и может давать воспалительные
эффекты. Из второй подгруппы рассмотрены ба-
клофен и депренил. Баклофен является стереосе-
лективным агонистом ГАМК-рецептора, оказы-
вающим миорелаксирующее и антиспастическое
действие. Баклофен продается и используется в
качестве рацемической смеси, хотя R-энантио-
мер является более активным, чем S-энантиомер
[94]. Депренил является селективным и необра-
тимым ингибитором B-изоформы фермента мо-
ноаминоксидазы. Его оптические изомеры обла-
дают различной фармакологической активно-
стью. R-изомер депренила (селегилин) обладает
наибольшей активностью и используется при ле-
чении болезни Паркинсона [95].

Лекарственные препараты с двумя биоактивны-
ми энантиомерами. Примером лекарственного
средства данной группы является миртазапин –
антидепрессант двойного действия. Он антагони-
зирует адренергические α2-ауторецепторы и α2-
гетерорецепторы и блокирует 5-HT2- и 5-HT3-
рецепторы [96]. Миртазапин представляет собой
рацемическую смесь двух фармакологически ак-
тивных энантиомеров. S-энантиомер отвечает за
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антагонизм 5-HT2 и α2-рецепторов, а R-энан-
тиомер блокирует 5-HT3-рецепторы. Пропафе-
нон – широко используемый антиаритмический
препарат, назначаемый в виде рацемической сме-
си R- и S-энантиомеров [97]. Оба энантиомера
одинаково активны в блокировании натриевых
каналов, но у S-пропафенона наблюдается боль-
шая блокирующая β-адренорецепторы актив-
ность. Таким образом, R-пропафенон может по-
давлять аритмии без блокирования β-адреноре-
цепторов, а значит, может быть использован
для лечения пациентов, подверженных риску
развития β-опосредованных побочных эффектов
[98]. В свою очередь, S-энантиомер может приве-
сти к большему подавлению аритмии у тех паци-
ентов, у которых желателен комбинированный
эффект блокады натриевых каналов и β-адрено-
рецепторов. 

Сформирована база данных хиральных лекар-
ственных препаратов и их специфичности на ос-
новании доступных литературных источников
[85, 86]. Проведена классификация лекарствен-
ных средств по биоактивности R/S-энантиоме-
ров, (+)/(–)-изомеров, типу лекарственного
средства и мишени воздействия. Установлены
преобладающие формы активных энантиомеров
для лекарственных средств подборки. Получен-
ные результаты могут быть использованы для вы-
работки системы корреляций во взаимосвязи
между хиральной формой лекарственного сред-
ства и ее воздействием на конкретную молеку-
лярную мишень. В дальнейшем настоящая работа
может помочь в установлении природы различий
в воздействии противоположных энантиомеров
на живой организм, что в свою очередь может
быть использовано при разработке лекарствен-
ных средств.

Пептидные нанотрубки. Пептидные нанотруб-
ки (PNT) [99] на основе дифенилаланина уже дав-
но находятся в центре внимания многих исследо-
вателей из-за их выдающихся механических,
оптических и электрических свойств, перспек-
тивных для различных приложений в микроэлек-
тронике, медицине и т.д. Одним из важных на-
правлений этих исследований является компью-
терное моделирование и изучение структурных и
физические свойств этих нанотрубок. Важную
роль в мотивации таких исследований играет на-
блюдаемая у PNT способность аминокислот и ко-
ротких пептидов к самосборке в разнообразные
сложные биомолекулярные наноструктуры и воз-
можность моделирования этих процессов. Фор-
мирующиеся при такой самосборке молекуляр-
ные образования, как правило, это трубчатые и
спиральные структуры разных уровней иерархи-
ческой организации в зависимости от хирально-
сти исходных блоков аминокислот и пептидов
[100, 101]. В прикладном аспекте хиральные эф-
фекты оказываются в этом случае особенно важ-

ными при взаимодействии природных биополи-
меров с искусственно созданными структурами.
которые могут иметь любую хиральность. Такие
биомимические структуры могут пребывать в ра-
цемической смеси и иметь в своем составе энан-
тиомеры обоих типов хиральности – L и D, что
обуславливает их различную биологическую ак-
тивность. 

PNT на основе разных аминокислот и дипеп-
тидов [102, 103] являются характерными самоор-
ганизующимися молекулярными структурами. К
их числу относятся пептидные нанотрубки на ос-
нове аминокислоты фенилаланина (Phe или F) и
ее дипептида – дифенилаланина (FF), образую-
щие более сложные спиральные структуры (helix-
like structures), несколько отличаются от α-спира-
лей белковых структур. Дипептид фенилаланина
(Phe-Phe или FF) и пептидные нанотрубки на его
основе (FF PNT) являются биосовместимыми и
демонстрируют отличную механическую и хими-
ческую стабильность в биомедицинских приме-
нениях. При моделировании дипептидов дифе-
нилаланина двух типов хиральности (L-FF и
D-FF) структура дифенилаланина (FF) рассмат-
ривается на основе как конформаций исходной
молекулы аминокислоты F в виде α-спирали (al-
pha-helix) или левой α-спирали (left-hand alpha
helix), так и ее изомеров различной хиральности
L-F и D-F (см. рис. 13) [104, 105]. Дипептиды (FF
или (Phe)2) в ходе самосборки способны форми-
ровать пептидные нанотрубки, причем разной
хиральности, противоположной хиральности ис-
ходных молекул F: это было показано и модели-
рованием и экспериментально [104–108] (см.
рис. 14а,б). Аналогично и сами молекулы F спо-
собны в процессе самосборки образовывать са-
мособранные наноструктуры типа спиральных
пептидных нанотрубок. Это было также показано
недавно прямым моделированием такой само-
сборки методами молекулярной динамики. При
этом также было получено различие в хирально-
сти самособранных наноструктур: из левых L-F
собирались правые D-спиральные D-PNT и на-
оборот – из правых D-F собирались преимуще-
ственно левые L-PNT. На рис. 14в показан при-
мер такой самособранной «левой» спиральной
нанотрубки L-PNT из 100 D-F (или D-Phe) мо-
лекул.

Полная энергия оптимизированных нано-
структур, основанных на дипептидах L-FF и
D-FF, а также их полные дипольные моменты
примерно одинаковы, но ориентация дипольных
моментов – разная (см. рис. 13). Эти различия
векторов дипольных моментов играют важную
роль в структурных композициях следующих
уровней при самосборке молекул L-FF и D-FF в
более сложные модельные структуры - кольца,
витки спирали и пептидные нанотрубки. После-
дующее периодическое повторение этой структу-
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ры двойных витков вдоль оси приводит к образо-
ванию нанотрубок с соответствующим винтом
вращения или хиральностью. Это приводит к раз-
личной ориентации пептидных нанотрубок –
L-FF и D-FF. Однако самосборка нанотрубок на
основе L-FF и D-FF, имеющих различные набо-
ры векторов отдельных дипептидов, вдоль витков
формирующихся спиральных структур приводит
к различной ориентации пептидных нанотрубок
и их разной хиральности – D-PNT на основе
L-FF и L-PNT на основе D-FF. Эта прямая связь
винта и хиральности образующихся пептидных
нанотрубок с последовательностью векторов ди-
польных моментов Di отдельных дипептидов
вдоль линии спирали таких нанотрубок, позволя-
ет применить здесь подход смешанного произве-
дения векторов для оценки хиральности таких

спиральных нанотрубок на основе этих векторов
дипольных моментов.

По методике, аналогичной оценке величины и
знака хиральности спиральных структур белков
[42, 43], был проведен расчет величины и знака их
хиральности дифенилаланиновых [45] и фе-
нилаланиновых спиральных структур разной хи-
ральности [44], Расчет проводился на основе сме-
шанного произведения векторов дипольных
моментов из ряда последовательных молекул фе-
нилаланина, образующих этот виток спирали фе-
нилаланиновой нанотрубки с учетом ее хираль-
ности. Абсолютное значение дипольного момен-
та Di определяется как

(16)
где Dx,i, Dy,i, Dz,i — компоненты i-го вектора Di в
декартовых координатах. Начало векторов Di бе-

= = + +2 2 2
, , , ,i i x i y i z iD D D D D

Рис. 14. Молекулярные модели пептидных нанотрубок: (a) – «левая» нанотрубка L-PNT на основе «правых» дипептидов
D-FF, (б) – «правая» нанотрубка D-PNT на основе «левых» дипептидов L-FF [109], (в) – «левая» нанотрубка L-PNT (или
L-Phe-нанотрубка) из 100 аминокислотных остатков «правого» фенилалнина D-F (D-Phe) [110].

Рис. 13. Молекулярные модели дифенилаланина (конформация α-спирали) различных изомерных форм: (а) – L-FF с хи-
ральностью L (конформация левой α-спирали), (б) – D-FF с хиральностью D (конформация α-спирали). Эти конформа-
ции соответствуют экспериментальным самособранным нанотрубкам [105]. Пунктирными линиями обозначена водород-
ная связь NH...O. Цветами обозначены атомы: красный — O, синий — N, голубой — C, серый — H).
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рется относительно центра масс соответствую-
щих молекул. Аналогично уравнению (1) [42, 43],
сумма скалярных тройных произведений диполь-
ных моментов, связанных с хиральностью PNT
(суммирование по i в диапазоне от 1 до n–2, по-
скольку, в отличие от белковых спиралей, в су-
прамолекулярных спиралях нумеруются отдель-
ные молекулы вместо атомов Cα), определяется
как:

(17)

Для получения меры хиральности нанотрубок
производится нормализация по среднему значе-
нию полного дипольного момента витков

нанотрубки PNT, : 

(18)

В табл. 1 представлены данные расчета хираль-
ности для дипептидных нанотрубок разной хи-
ральности.

Полученные результаты расчетов показали,
что хиральность спиральной нанотрубки на осно-
ве исходной левой аминокислоты L-F – правая
(D), а хиральность спиральной нанотрубки на ос-
нове правой D-F – левая (L), аналогично смене
знака хиральности белковых структур при пере-

[ ]( )
−

+ +
=

= ∑
2

total 1 2
1

, , .
n

i i i
i

c D D D

=
= ∑

12

1

1
12av i

i

D D

= total
norm 3 .

av

cc
D

ходе на следующий уровень организации про-
странственной структуры [1, 2].

Определены режимы формирования фенил-
аланиновых и дифенилаланиновых нанотрубок.
Реальные структуры, полученные эксперимен-
тально, отражают структуры нанотрубок, содер-
жащие во внутренней полости молекулы воды. В
дифенилаланиновых структурах нанотрубок
D-FF и L-FF PNT внутренняя водная среда при-
обретает особые полярные и хиральные свойства,
которые образуются в результате процесса само-
организации. Этот процесс модулируется и инду-
цируется в нанотрубках значительным электри-
ческим полем, создаваемым сильно ориентиро-
ванными дипольными моментами дипептидов
D-FF и L-FF, различных для каждого типа хи-
ральности. Созданные модельные структуры двух
типов хиральности L-FF и D-FF PNT – пептид-
ные нанотрубки, не содержащие и содержащие
воду во внутренней полости, не равновесны и не
находятся в минимуме энергии, что полностью
соответствует термодинамике реальных структур.

Открытие ряда физических свойств дипептид
фенилаланина (Phe-Phe или FF) и пептидных на-
нотрубки (FF PNT) на его основе (пироэлектри-
ческих, пьезоэлектрических, электронных и
оптических) сделали FF PNT перспективными
кандидатами для различных датчиков, исполни-
тельных механизмов, накопительных конденса-
торов, электрооптических модуляторов и оптиче-

Таблица 1. Данные дипольных моментов пептидных нанотрубкок L-FF PNT и D-FF PNT 

# L-FF PNT D-FF PNT

i Dx Dy Dz Dx Dy Dz

1 +14.576 –15.420 –11.261 –12.228 –15.267 –11.167

2 – 6.313 –18.923 –10.513 +7.302 –18.014 –11.072

3 –18.646 –3.636 –11.849 +19.234 –2.597 –11.125

4 –11.564 +14.461 –12.573 +11.905 +15.905 –11.29

5 + 7.554 +17.308 –12.123 –6.613 +17.478 –12.7601

6 +18.767 +2.568 –12.303 –19.82 +4.382 –12.531

∑/n –4.36 –3.641 –70.622 / 6 –0.218 +1.888 –69.945/6

ctotal, Debye3 16034.82 –14 497.03

cnorm  1.37  –1.23 

Примечание. Применен расчет с использованием метода QM PM3 RHF для двухвитковой модельной структуры. Значения
дипольных моментов приведены в единицах Дебая (данные для одного верхнего витка спирали, содержащего шесть молекул
FF, из двойных витков типа α-спирали [45]).
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ских волноводов. В частности, управление
эффектами, связанными с поляризацией (пиро-
электричество, пьезоэлектричество и генерация
второй гармоники) в FF PNT создает новые воз-
можности для разработки интеллектуальной
микроэлектроники следующего поколения и раз-
личных микромеханических устройств. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Интерес физиков к проблеме хиральности в

молекулярной биологии исторически более всего
ориентирован на разрозненный поиск механиз-
мов исходного нарушения симметрии. Не менее
значимой фундаментальной проблемой является
выяснение «биологического смысла» и физиче-
ских механизмов функционирования знакопере-
менных хиральных подсистем в иерархиях живой
природы. Показана общая закономерность: на-
чиная с уровня асимметричного углерода в дезок-
сирибозе и аминокислотах, прослежена тенден-
ция чередования знака хиральности внутримоле-
кулярных структурных уровней D-L-D-L
(«правый»–«левый»–«правый»–«левый») для
ДНК и L-D-L-D («левый»–«правый»–«левый»–
«правый») для белков. Этому биофизическому ас-
пекту молекулярной биологии и биологии клетки
посвящена настоящая работа – представлен об-
зор материалов в рамках концепции хиральности
как симметрийной основы самоорганизации в
биомакромолекулах. 

Рассмотрены методы определения хирально-
сти регулярных и нерегулярных структур белков,
распределения спиральных и суперспиральных
структур в полипептидных цепях, автоволновая
модель образования α-спирали, модель образова-
ния α-спирали белка на основе двухчастичной
модели движения в потенциале Леннарда-Джон-
са и прикладные аспекты концепции хирально-
сти в фармакологии и биоинженерии – хираль-
ность лекарственных препаратов с биоактивны-
ми энантиомерами и механизмы самосборки
спиральных структур фенилалниновых и дифе-
нилаланиновых нанотрубок разной хиральности.

Полученные результаты служат обоснованием
гипотезы о существовании сквозной физической
инфраструктуры в молекулярной и клеточной
биологии, связанной с симметрийными характе-
ристиками элементов, составляющих живые си-
стемы – знакопеременного хирального инварианта.
Подобная инфраструктура естественным обра-
зом сопряжена с термодинамическими и синерге-
тическими особенностями живых систем. Кон-
кретным инструментом системности в многомер-
ном пространстве молекулярной биологии,
построенном иерархически, служит использова-
ние хиральных структур и переключений. Иссле-
дования по выявлению закономерностей и соот-
ветствий между «хиральным» строением белка и

его функциями могут позволить глубже понять
тонкие механизмы конформационных подвижек
в глобулах белков при их функционировании, в
частности, посредством анализа структуры их по-
липептидной цепи. Представление о хиральности
биомакромолекул может существенным образом
дополнить и расширить достижения теоретиче-
ской молекулярной биологии, биоинженерии и
математического моделирования, ориентирован-
ного на описание процессов фолдинга и докинга. 

Фундаментальным биофизическим обобще-
нием развиваемого подхода является разработка
новой физической концепции молекулярных
биологических машин как иерархических хи-
ральных конструкций. Как клетка является ос-
новным биологическим признаком известных
нам земных форм жизни, так и молекулярная ма-
шина является главным физическим признаком и
механизмом функционирования живых систем
[2, 111]. По своему существу любая машина, в том
числе молекулярная, работает в однонаправлен-
ном циклическом режиме, а потому является хи-
ральным объектом по определению. Молекуляр-
ная машина, как и всякая другая машина, с необ-
ходимостью есть иерархический объект,
поскольку, как минимум, в ней должны иметься
структурно и функционально сопряженные
управляющие и исполнительские элементы кон-
струкции. Задачей молекулярной машины в био-
логической системе является совершение «полез-
ной работы», которая как раз и является биологи-
ческой функцией, путем преобразования формы
энергии, вещества и информации. Спирали и су-
перспирали внутри- и надмолекулярных уровней
организации образуют «выделенные (квази)меха-
нические степени свободы» молекулярных ма-
шин. Таким образом, молекулярная машина есть
иерархическое устройство, циклически сопряга-
ющее преобразование формы энергии, необходи-
мое для совершения полезной работы, и череду
преобразований симметрии в конструктивных
элементах («рабочем теле»), составляющих «вы-
деленные (квази)механическими степенями сво-
боды» при самосборке и переключающих их при
функционировании. 
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 Chirality As a Symmetric Basis of Self-Organization of Biomacromolecules
 V.A. Tverdislov*, A.E. Sidorova*, O.E. Bagrova*, E.V. Belova*, V.S. Bystrov**, N.T. Levashova*, 

A.O. Lutsenko*, E.V. Semenova*, and D.K. Shpigun*

*Faculty of Physics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

**Institute of Mathematical Problems of Biology, ul. Professora Vitkevicha 1, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

We present a review of materials within the framework of the concept of chirality as a symmetry basis of self-
organization in biological macromolecules. The following methods are considered: methods for determining
the chirality of regular and irregular protein structures, the distribution of helical and coiled-coil structures
in polypeptide chains, a model for the formation of a three-dimensional structure of a right-handed α-helix
from a polypeptide chain of left-handed amino acids, a model for α-helix formation based on a two-particle
model of motion in the Lennard-Jones potential. Applied aspects of the chirality concept in pharmacology
and bioengineering are discussed − the chirality of drugs with bioactive enantiomers and the mechanisms of
self-assembly of helical structures of phenylalanine and diphenylalanine nanotubes of different chirality. The
basic concepts of molecular machines as chiral hierarchical structures are designated. 
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Методом мониторинга люминесценции в режиме реального времени обнаружен эффект суще-
ственной стимуляции трансляции репортерных мРНК в бесклеточной системе WGE (бесклеточная
эукариотическая система на основе экстракта зародышей пшеницы) при добавлении 16S рибосом-
ной РНК E. coli. Эффект стимуляции трансляции мРНК люциферазы оказался специфичным имен-
но для бесклеточной системы WGE и проявлялся вне зависимости от природы 5′-нетранслируемой
области репортерной мРНК. Определен класс нетранслируемой РНК, не оказывающий стимулиру-
ющего эффекта. На величину эффекта стимуляции трансляции репортерных мРНК в системе WGE
влияли концентрация и тип 5′-нетранслируемой области репортерной мРНК, а также момент вне-
сения 16S РНК в работающую систему. Изучение явления стимуляции трансляции позволит опти-
мизировать бесклеточную систему WGE для применения в методах с использованием репортерных
генов и решения различных научно-прикладных задач.

Ключевые слова: биолюминесценция, трансляция, бесклеточная система WGE
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Бесклеточные системы трансляции – одна из
фундаментальных технологий, которая открыва-
ет широкие возможности в области изучения ме-
ханизмов биосинтеза белка, функциональной ге-
номики, скрининга и масштабного получения ак-
тивных белков, разработки лекарственных
препаратов, изучения метаболических путей и др.
[1–3]. Для решения различных задач с примене-
нием этих систем разработан ряд методов на ос-
нове репортерных мРНК. Одним из таких мето-
дов является метод мониторинга синтеза фермен-
та люциферазы светлячка (Photinus рyralis) в
режиме реального времени в бесклеточных систе-
мах трансляции, впервые предложенный в нашей
лаборатории для изучения механизмов биосинте-
за белка [4]. В основе метода лежит катализ люци-
феразой реакции окисления люциферина, сопро-
вождаемой излучением кванта света в области
540–600 нм [5, 6]. Окисляемый субстрат добавля-
ют непосредственно в реакционную смесь,
активность синтеза люциферазы характеризуют

количественно, измеряя люминесценцию непо-
средственно во время трансляции мРНК
люциферазы в системе. Анализ крайне чувствите-
лен, так как реакция имеет высокий квантовый
выход при отсутствующей фоновой люминесцен-
ции [7]. Так, в оптимальных условиях реакции
можно обнаружить около 10 фг люциферазы [8]. 

Проводя мониторинг синтеза люциферазы в
бесклеточной эукариотической системе трансля-
ции на основе экстракта зародышей пшеницы
(система WGE) мы обнаружили неожиданный
эффект стимуляции трансляции репортерной
мРНК люциферазы при добавлении в систему не-
транслируемой 16S рибосомной РНК E.coli. Це-
лью настоящей работы было определение факто-
ров, влияющих на обнаруженный эффект.

МЕТОДЫ
Плазмиды и получение матриц для транскрип-

ции. Плазмиды pTZ10OmegaLuc [9], pSP36Tβ-glo-
bin-Luc-GAPDH-A50 [10] и pCrPV-Fluc [11], со-
держащие кодирующую последовательность лю-Сокращениe: 5′-НТО – 5′-нетранслируемая область. 
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циферазы светлячка (Photinus pyralis) и различные
5'-НТО (табл. 1) нарабатывали в E. coli DH5α
(ThermoFisher Scientific, США) и выделяли с по-
мощью набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(ThermoFisher Scientific, США). 

Для дальнейшего использования в транскрип-
ции плазмиду pTZ10OmegaLuc расщепляли эндо-
нуклеазой рестрикции Bsp120I (Psp OMI) (Ther-
moFisher Scientific, США), плазмиду pSP36T-β-
globin-Luc-GAPDH-A50 – эндонуклеазой HpaI
(ThermoFisher Scientific, США) в условиях, реко-
мендованных производителями. Плазмиду
pCrPV-Fluc использовали в качестве матрицы для
синтеза ДНК-фрагмента с 5'-НТО вируса парали-
ча сверчка CrPV в ПЦР (см. табл. 1). Праймеры
для реакции – T7 (прямой) 5'CGCCGTAATAC-
GACTCACTATAGGGAAAGCAAAAATGTGATC-
TTGCTTG, последовательность промотора Т7
РНК-полимеразы подчеркнута) и FLA50a (обрат-
ный) 5'(T)48AACTTGTTTATTGCAGCTTAT) –
были синтезированы Научно-производственной
компанией «Синтол» (Россия). Реакционную
смесь объемом 100 мкл, содержащую 1.6 нг/мкл
плазмиды, 0.3 мкМ каждого из праймеров,
0.025 ед/мкл Taq-полимеразы (Roche, Германия),
0.2 мМ каждого из дНТФ, 2.5 мМ MgCl₂ и 1× бу-
фер High Fidelity Buffer (Roche, Германия), поме-
щали в амплификатор Biometra Personal Cycler
(Analytik Jena, Германия) и амплифицировали це-
левой ДНК-фрагмент в режиме: стартовая дена-
турация (1 мин), 3 цикла денатурации (15 сек,
94°С), отжига (30 сек, 50°С) и элонгации (72°С,
2 мин), 29 циклов денатурации (15 сек, 94°С), от-
жига (30 сек, 65°С) и элонгации (72°С, 2 мин) и
финальная элонгация (7 мин).

После расщепления плазмидные ДНК или
продукт ПЦР очищали фенольной депротеиниза-
цией с последующим спиртовым осаждением.
Все этапы работы контролировали электрофоре-
зом в 1%-й агарозе в нативных условиях с визуа-
лизацией бромистым этидием. Концентрацию

ДНК (при A260 нм), а также дополнительную
оценку чистоты препарата (соотношение
A260/A280) определяли на спектрофотометре
SmartSpec™ Plus (Bio-Rad).

Получение мРНК. Матричные РНК, кодирую-
щие люциферазу светлячка (Photinus pyralis)
5′UTROmega-Luc-3'UTRTMV, и 5′UTRCrPV-Luc-
3′UTRA50, были получены транскрипцией соот-
ветствующих ДНК (см. табл. 1) с использованием
РНК-полимеразы фага T7 (NEB) в условиях, ре-
комендованных производителем фермента, до-
бавляя MgCl2 до 22 мМ и 1 ед/мкл ингибитора
РНКазы RiboLock™ (ThermoFisher Scientific,
США). Концентрация каждого NTP составляла
4 мМ, линеаризованной плазмиды pTZ10Omega-
Luc или очищенного продукта ПЦР pCrPV-Fluc –
0.02 мкг/мкл. Реакционную смесь инкубировали
в течение 2 ч, после этого сразу проводили депро-
теинизацию смесью фенол с pH 5.5 : хлороформ
(1 : 1) и ряд спиртовых осаждений с использова-
нием насыщенного раствора хлорида лития
(1/3 объема) 4 М NH4OAc (1/2 объема) и 3 М
NaOAc с рН 5.5 (1/10 объема). Для получения
мРНК 5′UTRcap-βGlobin-Luc-3′UTRGAPDH-A50
проводили реакцию с РНК полимеразой фага SP6
(ThermoFisher Scientific, США) в условиях, реко-
мендованных производителем фермента. Кон-
центрации добавленных MgCl2, и других компо-
нентов реакции, а также время инкубации и
очистка были такими же, как указано выше.
Кэпирование полученной мРНК проводили с по-
мощью набора ScriptCap™m7G Capping System
(CellScript), после этого мРНК экстрагировали
смесью фенол: хлороформ 1 : 1 и очищали на ко-
лонке Illustra MicroSpin G50 (GE Healthcare) со-
гласно рекомендациям производителя.

Качество полученного препарата РНК анали-
зировали в 1%-й агарозе в 0.5× TBE с визуализа-
цией бромистым этидием, а также в 6% ПААГ с

Таблица 1. ДНК и репортерные мРНК

Плазмидный 
вектор мРНК 5′-НТО (лидеры)

Способ 
инициации 
трансляции

Размер 
транскрипта, п.о.

pTZ10Omega-Luc-
TMV

5′UTROmega-Luc-
3′UTRTMV

5′-НТО РНК ВТМ (омега-
лидер)

Кэп- и eIF4F-
независимый 2049

pSP36T-β-globin-
Luc-GAPDH-A50

5′UTRβGlobin-Luc-
3′UTRGAPDH-A50

5′-НТО мРНК белка –глобина 
лягушки Xenopus

Кэп-зависимый 1866

pCrPV-Fluc
5′UTRCrPV-Luc-

3′UTRA50

Межгенная последовательность 
геномной РНК вируса паралича 

сверчка (CrPV IRES)

IRES-
опосредованный
(кэп- и фактор 
независимый)

2089
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7 М мочевиной и окрашиванием толуидиновым
синим. 

Препараты РНК и ДНК. 16S и 23S рибосомные
РНК выделяли из препаратов 30S и 50S субчастиц
рибосом E. сoli MRE600. К препаратам добавляли
двукратный объем деионизированной воды и
0.2%-й раствор SDS в объемном соотношении
1 : 5 при интенсивном перемешивании. После
этого проводили депротеинизацию РНК с ис-
пользованием фенола с рН 5.5 на первой стадии.
Экстрагированную РНК осаждали из водной фа-
зы, добавляя 3М NaOAc и этанол, осадок раство-
ряли в деионизированной воде и хранили при –
20°C. При выделении 23S РНК не отделяли 5S
РНК.

В работе использовали тотальную нетрансли-
руемую РНК (тРНК) E. сoli MRE600 40 мкг/мл
(Roche, Германия), РНК фага MS2 0.8 мкг/мл
(Roche, Германия) и ДНК тимуса теленка, обра-
ботанную ультразвуком до фрагментов размером
200–6000 п.о., с конц. 500 мкг/мл (Cytiva). К
100 мкг каждого препарата добавляли MgCl2 до
10 мМ, переводили в буфер, содержащий 10 мМ
трис-HCl, 100 мМ KCl, 10 мМ MgCl2 (pH 7.5) и
очищали на колонке NAP™5 (Amersham, Велико-
британия) согласно рекомендациям производи-
теля. РНК и ДНК осаждали добавлением 3М
NaOAc и этанола, осадок растворяли в деионизи-
рованной воде и хранили при –20°C. 

Трансляция в бесклеточных системах с непре-
рывным мониторингом синтеза люциферазы.
Трансляцию в бесклеточной системе на основе
экстракта зародышей пшеницы WGE проводили
в стационарном режиме при 25°С: 10 мкл реакци-
онной смеси содержали 1× буфер для трансляции
WGE (25 мМ HEPES-KOH (pH 8.0), 0.4 мМ GTP,
1 мМ ATP, 0.1 мМ cпермидина, 0.05 мг/мл тоталь-
ной тРНК дрожжей, 1.5 мМ дитиотреитола),
0.2 мМ каждой аминокислоты (смесь), 1.5 мМ
Mg(OAc)2 (до 3 мМ с учетом магния экстракта
WGE), 0.02 мМ KOAc (до 65 мМ с учетом магния
экстракта WGE), 2% глицерина, 0.15 мМ сперми-
дина, 0.01 мМ NP40, 16 мМ креатинфосфата, 30%
экстракта зародышей пшеницы, 0.1 мг/мл креат-
инфосфокиназы (Boehringer Mannheim, Герма-
ния), 0.5 ед/мкл ингибитора РНКаз RiboLock™
(ThermoFisher Scientific, США). Для непрерывно-
го мониторинга синтеза люциферазы реакцион-
ная смесь содержала 0.10 мМ люциферина. Ко-
нечные концентрации мРНК, а также добавлен-
ных 16S и других РНК указаны в разделе
«Результаты». Экстракт зародышей пшеницы
(WGE) получали, как описано в работе [12].
Трансляцию мРНК люциферазы 5′UTROmega-
Luc-3′UTRTMV проводили также в бесклеточной
системе на основе лизата ретикулоцитов кролика
(RRL) с использованием набора Flexi Rabbit Re-
ticulocyte Lysate System (Promega, США) при 30°С

по протоколу производителя. Приготовление
экстракта S-100 E. coli и трансляцию в бесклеточ-
ной системе на его основе 0.5 мкг/мкл мРНК лю-
циферазы 5′UTRSD-Luc-3′UTRN64 (5′-НТО
Шайн–Дальгарно) проводили по ранее опубли-
кованным протоколам [12, 13].

Все компоненты системы, кроме мРНК, сме-
шивали при 4°С, предварительно инкубировали
при температуре реакции в течение 2 мин, затем
добавляли мРНК, помещали микроцентрифуж-
ную пробирку с реакционной смесью в термоста-
тируемую ячейку 12-ячеечного роторного люми-
нометра Хемилюм-12 (Россия) и инкубировали в
течение часа. Мониторинг синтеза люциферазы
проводили, регистрируя интенсивность биолю-
минесценции в непрерывном режиме в течение
указанного времени с автоматическим выводом
потока данных в виде кинетической кривой.
Каждое измерение проводили в трех повторно-
стях. 

Обработка данных. Активность трансляции ре-
портерной мРНК оценивали по максимальной
скорости синтеза люциферазы, которую опреде-
ляли как максимальное значение производной по
времени на участке от конца лаг-периода до нача-
ла выхода кривой на плато. Обработку и анализ
данных проводили с использованием программ-
ного обеспечения OriginPro 8 SR0, результаты
представляли в виде среднего арифметического
(Mean) и среднеквадратичного отклонения (SD). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эффект стимуляции трансляции репортерной
мРНК люциферазы в присутствии 16S РНК E. coli.
Проводя мониторинг синтеза люциферазы в бес-
клеточной системе WGE, транслирующую не-
большие количества (0.35−0.70 мкг/мкл) мРНК
люциферазы с омега-лидером вируса табачной
мозаики 5′UTROmega-Luc-3′UTRTMV, мы обнару-
жили любопытное явление: внесение в бескле-
точную систему выделенной из экстракта зароды-
шей пшеницы тотальной РНК значительно сти-
мулировало трансляцию (рис. 1а). Известно, что
около 80% тотальной РНК WGE составляет рибо-
сомная РНК. Мы решили проверить, будет ли ри-
босомная РНК из другого организма стимулиро-
вать подобным образом трансляцию мРНК лю-
циферазы при внесении в таких же количествах,
что и в первоначальных экспериментах с тоталь-
ной РНК из WGE, т.е. в дипапзоне 0.38–
2.25 мкг/мкл. Оказалось, что добавление 16S
РНК E. coli стимулировало синтез люциферазы в
бесклеточной системе WGE так же существенно и
не менее эффективно (рис. 1б), значительно уве-
личивая накопление активной люциферазы.
Максимальный стимулирующий эффект дости-
гался при добавлении 0.75 мкг/мкл 16S РНК, при
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этом максимальная скорость синтеза люцифера-
зы увеличивалась в 4.8 раз (рис. 1в). Дальнейшее
увеличение концентрации 16S РНК приводило к
снижению стимулирующего эффекта, и внесение
16S РНК в концентрации 2.25 мкг/мкл стимули-
ровало скорость синтеза белка лишь на 20%
(рис. 1в).

Для того чтобы определить, обладают ли дру-
гие РНК способностью стимулировать синтез
люциферазы, были проверены 23S рРНК и тРНК
E. coli, так как РНК этих классов содержатся в то-
тальной РНК WGE. Кроме того, в качестве образ-
ца еще одного класса РНК (геномной) была взята
РНК бактериофага MS2. Для проверки возмож-
ности ДНК стимулировать трансляцию синтез
люциферазы провели также в присутствии ДНК
тимуса теленка. Эти эксперименты показали, что

добавление 23S рРНК оказало стимулирующее
влияние на трансляцию репортерной мРНК, со-
поставимое с 16S РНК (рис. 2а,в). Внесение РНК
фага MS2 тоже стимулировало трансляцию ре-
портерной мРНК, однако эффект был значитель-
но менее выражен (рис. 2б,в). Так, внесение РНК
фага МS2 в максимальной стимулирующей кон-
центрации 0.75 мкг/мкл вызывало увеличение
скорости синтеза люциферазы на 70%. В то же
время внесение 23S РНК, так же как и 16S РНК,
увеличивало максимальную скорость синтеза бо-
лее чем в четыре раза. Добавление тРНК и ДНК в
указанных концентрациях в реакционную смесь
не стимулировало трансляцию, а приводило к
увеличению времени лаг-периода и уменьшению
максимальной скорости синтеза люциферазы
(данные не представлены). 

Рис. 1. Присутствие тотальной РНК из WGE и 16S РНК E. coli стимулирует синтез люциферазы в бесклеточной
системе трансляции на основе экстракта зародышей пшеницы: (а) – эффект внесения тотальной РНК изWGE; (б) –
кинетические кривые накопления активной люциферазы при добавлении разных концентраций 16S РНК E. coli; (в) –
максимальная скорость синтеза люциферазы в присутствии разных концентраций 16S РНК. Звездочкой отмечен
максимальный эффект стимуляции, данные представлены в виде Mean ± SD. Трансляция мРНК люциферазы в
концентрации 0.70 мкг/мкл с омега-лидером 5′UTROmega-Luc-3′UTRTMV.
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Трансляция мРНК люциферазы с разными спо-
собами инициации. Напомним, что в эксперимен-
тах, описанных выше, эффект стимуляции был
обнаружен при трансляции небольших количеств
некэпированной мРНК. На следующем этапе ра-
боты необходимо было установить, как внесение
16S РНК будет влиять на трансляцию мРНК с
разными типами 5′-НТО и, следовательно, отли-
чающихся по способу инициации (см. табл. 1).
Для этого, кроме мРНК люциферазы с омега-ли-
дером, в системе WGE транслировали мРНК с
классическим кэпированным лидером мРНК
глобина, а также с 5′-НТО IRES (табл. 1). Эти
мРНК транслировали в WGE в трех концентра-
циях («низкой», «средней» и «высокой») и добав-
ляли 16S РНК до конечной концентрации 0.38–
2.25 мкг/мкл в реакционной смеси.

Эксперименты показали, что стимуляция
трансляции мРНК люциферазы в экстракте WGE
происходила вне зависимости от природы ее
5′-НТО (или способа инициации) (рис. 3). Одна-
ко величина эффекта зависела от 5′-НТО и кон-
центрации репортерных мРНК. В случае транс-
ляции «низкой» концентрации (0.35 мкг/мкл)
мРНК люциферазы с омега-лидером добавление
16S РНК вызывало такой же эффект стимуляции,
как описано выше (рис. 3б,в), с увеличением мак-
симальной скорости синтеза люциферазы в
8.6 раз. Иной эффект вызывало добавление 16S
РНК на трансляцию «средней» и «высокой» кон-
центрации – 1.04 и 1.74 мкг/мкл мРНК соответ-
ственно. Во-первых, стимулирующий эффект 16S
РНК был заметно слабее. Так, максимальная ско-
рость синтеза белка при внесении 0.38 мкг/мкл
16S РНК превышала всего лишь в 2.6 и 1.2 раза

Рис. 2. 23S РНК и РНК фага MS2 также стимулируют трансляцию. Трансляция мРНК люциферазы в концентрации
0.70 мкг/мкл с 5′UTROmega-Luc-3′UTRTMV при добавлении: (а) – 23S рРНК E. coli; (б) – РНК фага MS2; (в) –
максимальная скорость синтеза люциферазы в отсутствие (черные столбики) и в присутствии разных концентраций
23S РНК и РНК фага MS2 (указаны в легенде), концентрация 16S РНК – 0.75 мкг/мкл.
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«контрольную» (рис. 3а). Во-вторых, увеличение
16S РНК в системе WGE до 1.50 мкг/мкл или
практически не влияло, или сильно замедляло

максимальную скорость синтеза белка, а даль-
нейшее увеличение концентрации 16S РНК за-
медляло скорость синтеза люциферазы в 2–5 раз
(рис. 3а). Кроме того, в WGE, транслирующей
1.74 мкг/мкл репортерной мРНК, максимальная
скорость синтеза начинала уменьшаться уже при
внесении 0.75 мкг/мкл 16S РНК.

Иным было влияние добавления 16S РНК на
трансляцию мРНК с кэпированным лидером
мРНК глобина (рис. 3б). Проявление ингибиру-
ющего влияния 2.25 мкг/мкл 16S РНК начина-
лось уже с малых концентраций (0.06 мкг/мкл)
мРНК. Стимулирующий эффект на трансляцию
мРНК с глобиновым лидером был менее выра-
женным по сравнению с мРНК с омега-лидером.
Так, максимальная скорость реакции увеличива-
лась в лучшем случае в 1.9 раза (см. 0.06 и
0.16 мкг/мкл мРНК и 0.38 мкг/мкл 16S РНК,
рис. 3б). 

В отличие от предыдущих мРНК, трансляция
всех концентраций мРНК с 5′-НТО IRES стиму-
лировалась всеми концентрациями 16S РНК
(рис. 3б). Лишь внесение 2.25 мкг/мкл замедляло
скорость синтеза люциферазы на 10% при макси-
мальном количестве мРНК 3.55 мкг/мкл
(рис. 3в). Максимальное увеличение скорости
синтеза белка (в 3.3 раза) наблюдали также при
трансляции «низкой» концентрации 0.71 мкг/мкл
мРНК при добавлении 1.5 мкг/мкл 16S РНК в си-
стему WGE.

Таким образом, мы выявили, что добавление
16S РНК влияет по-разному на трансляцию ре-
портерной мРНК в зависимости от 5′-НТО и ее
концентрации в системе WGE. Однако эффект
стимуляции синтеза люциферазы не является
специфическим свойством мРНК с омега-лиде-
ром, а проявляется вне зависимости от природы
5′-НТО мРНК. Максимальный стимулирующий
эффект наблюдали при внесении 16S РНК в си-
стему WGE при трансляции небольших коли-
честв репортерных мРНК. Наибольший эффект
стимуляции внесение 16S РНК оказывало на
трансляцию некэпированной мРНК с омега-ли-
дером.

Изменение хода кинетической кривой трансля-
ции при внесении 16S РНК на разных этапах рабо-
ты системы. Для определения зависимости эф-
фекта стимуляции трансляции мРНК люцифера-
зы от момента внесения 16S рРНК в систему
WGE, мы добавляли 0.75 мкг/мкл 16S РНК на
разных этапах работы системы: перед лаг-перио-
дом, на линейном участке кинетической кривой,
а также на этапе начала выхода кинетической
кривой на плато (рис. 4). Лаг-период соответству-

Рис. 3. Трансляция мРНК люциферазы c различными
5′НТО при внесении разных концентраций 16S РНК
E. coli. Максимальная скорость синтеза люциферазы:
(а) – мРНК с омега-лидером 5′UTROmega-Luc-
3′UTRTMV; (б) – мРНК с глобиновым лидером
5′UTRβGlobin-Luc-3′UTRGAPDH-A50; (в) – мРНК с
CrPV IRES 5′UTRCrPV-Luc-3′UTRA50. Данные пред-
ставлены в виде Mean ± SD.
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ет так называемому времени пробега (transit
time), в течение которого происходит инициация
трансляции и синтез полноразмерной люцифера-
зы, линейный участок кинетической кривой со-
ответствует максимальной синтетической актив-
ности трансляционного аппарата, а начало выхо-
да кинетической кривой на плато соответствует
замедлению процессов синтеза люциферазы при
условии избытка субстратов реакции и отсут-
ствии процессов деградации/агрегации фер-
мента.

Анализ изменения хода кинетических кривых
синтеза позволил выявить, что добавление 16S
рРНК на всех этапах работы системы WGE вызы-
вало стимуляцию трансляции (рис. 4, пунктир-
ные кривые). Однако максимальный эффект на-
блюдали при добавлении 16S РНК в момент нача-
ла реакции (рис. 4а,б, кривые со светлыми
кружками). Добавление 16S рРНК в реакцию при
начинающемся выходе кинетической кривой на
плато проявлялось лишь в незначительном уве-
личении люминесценции (рис. 4а). Внесение 16S
РНК на линейном участке кинетической кривой
влияло на ход синтеза люциферазы иначе (рис 4б,
пунктирная кривая). Оказалось, что сначала ре-
акция в течение 6–7 мин продолжала идти в ли-
нейном режиме с такой же с максимальной ско-
ростью (46 усл. ед./с), как до внесения 16S рРНК.
После этого происходил скачок люминесценции
и реакция снова продолжала идти в линейном ре-
жиме в течение 13 мин с большей максимальной
скоростью (59 усл. ед.). В то же время кинетиче-

ская кривая контрольной реакции после продол-
жала свой ход как обычно, со скоростью 46−
48 усл. ед./с, после чего происходило замедление
и выход на плато. Временной интервал между до-
бавлением 16S РНК и скачком люминесценции
приблизительно соответствует времени пробега,
что позволило сделать вывод о стимуляции транс-
ляции на стадии инициации, тем самым исклю-
чив влияние на процесс элонгации.

Влияние 16S РНК на синтез люциферазы в дру-
гих бесклеточных системах трансляции. Для ответа
на вопрос, универсально ли обнаруженное влия-
ние 16S РНК на синтез люциферазы во всех бес-
клеточных системах трансляции или же является
специфическим свойством системы WGE, была
проведена трансляция соответствующих репор-
терных мРНК в системах, полученных из клеток
бактериий (E. coli) и млекопитающих (ретикуло-
цитов кролика). Оказалось что внесение 16S РНК
в диапазоне 0.38–2.25 мкг/мкл в обе эти бескле-
точные системы подавляло трансляцию репор-
терных мРНК пропорционально внесенному ко-
личеству (данные не представлены). Эффект сти-
муляции трансляции репортерных мРНК
оказался специфичным именно для бесклеточ-
ной системы WGE.

Таким образом, метод мониторинга люминес-
ценции синтеза люциферазы в режиме реального
времени позволил обнаружить эффект суще-
ственной стимуляции трансляции репортерной
мРНК в бесклеточной эукариотической системе
WGE при добавлении 16S РНК E. coli. Определен
класс нетранслируемой РНК (тРНК), не оказы-

Рис. 4. Изменение хода кинетической кривой трансляции при внесении 16S РНК. Трансляция 0.70 мкг/мкл мРНК
люциферазы 5′UTROmega-Luc-3′UTRTMV и внесение 0.75 мкг/мкл 16S РНК E. coli в момент начала выхода
кинетической кривой на плато (а) и на линейном участке кинетической кривой (стрелка) (б). Кривая с кружками –
16S РНК добавлена в начале реакции, пунктирная кривая – 16S РНК добавлена на определенном этапе реакции,
сплошная кривая – контроль, добавлена деионизированная вода.
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вающий стимулирующего эффекта. В данной ра-
боте удалось определить ряд факторов, влияющих
на эффект стимуляции трансляции репортерных
мРНК в системе WGE: количество добавляемой
16S РНК, концентрация и тип 5′-НТО репортер-
ной мРНК, а также момент внесения 16S рРНК в
работающую систему WGE. Максимальный сти-
мулирующий эффект оказывало добавление 16S
РНК при трансляции малых концентраций ре-
портерных мРНК вне зависимости от природы
5′-НТО. Резкий подъем люминесценции, наблю-
даемый через промежуток времени, соответству-
ющий времени пробега, позволяет утверждать о
влиянии добавленной 16S РНК на стадию иници-
ации трансляции. Интересно, что среди проте-
стированных нами бесклеточных систем трансля-
ции, эффект стимуляции трансляции репортер-
ных мРНК наблюдался только в системе WGE.

В системе из зародышей пшеницы эффекты
ускорения синтеза белка были показаны и ранее
[9, 14]. Однако в работе [9] авторами подробно
был изучен эффект «разгона белкового синтеза»,
происходящий только при высоких концентра-
циях некэпированной мРНК, транслирующейся
в системе. В работе [14] было описано явление
взаимной стимуляции трансляции «в одной про-
бирке» двух разных транслируемых матриц. В от-
личие от этой работы, в рамках нашего исследо-
вания показано, что рибосомная РНК, которая
считается нетранслируемой, значительно стиму-
лирует трансляцию мРНК с 5′-НТО различной
природы. Иными словами, обнаружено явное
влияние нетранслируемой РНК на трансляцию
репортерной мРНК. Ранее небольшой эффект
добавления нетранслируемой РНК (некэпиро-
ванная РНК с глобиновым лидером) был показан
в работе [15].

Обнаруженные факты позволяют предпола-
гать, что в основе возможного механизма эффек-
та стимуляции синтеза люциферазы при добавле-
нии 16S РНК может лежать следующее. Предпо-
ложительно, в экстракте зародышей пшеницы
содержатся неспецифичные РНК-связывающие
белки, ингибирующие трансляцию. Находясь в
системе, 16S РНК как бы «вытитровывает» эти
белки и тем самым снимает ингибирование и сти-
мулирует трансляцию [14]. Для выяснения моле-
кулярного механизма эффекта стимуляции
трансляции репортерных мРНК в бесклеточной
системе WGE в присутствии 16S РНК необходи-
мы дальнейшие исследования. Понимание этого
механизма позволит оптимизировать бесклеточ-
ную систему WGE для применения в методах с
использованием репортерных мРНК, а также ре-
шения различных научно-прикладных задач. 
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 16S rRNA Significantly Stimulates Translation of a Reporter mRNA 
in a Eucaryotic Cell-Free System 
 N.V. Zyrina*,  ** and S.Ch. Agalarov*

* Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 4, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Puschino, Moscow Region, 142290 Russia 

Real-time monitoring of bioluminescence in a cell-free system originated from wheat germ extracts (WGE)
revealed significant stimulation of reporter mRNA translation after addition of 16S rRNA Escherichia coli.
The effect observed was specific to WGE cell-free system and did not depend on the 5′-UTR of the reporter
mRNA. A class of untranslated RNA (tRNA) that does not have a stimulating effect has been identified. The
magnitude of an effect of translation stimulation of reporter mRNAs in the WGE system depended on the
concentration and the type of 5'-UTR of a reporter mRNA and on a particular moment in time when 16S
RNA was added to the system during translation. Further research of translation stimulation is required to op-
timize the use of the WGE cell-free system for reporter gene technology and find solutions to different  ap-
plied research challenges.

Keywords: bioluminescence, translation, WGE cell-free system 
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Получен рекомбинантный ДНК-связывающий домен белка Swi4, входящего в состав транскрипци-
онного фактора SBF почкующихся дрожжей Saccharomyces cerevisiae. По данным спектроскопии
кругового дихроизма в структуре этого домена содержится 29% α-спиралей, 22% β-складчатых ли-
стов, 21% β-поворотов и 28% неупорядоченной структуры. Исследовано взаимодействие домена с
ДНК, содержащей сайт связывания SBF SCB (Swi4 Cell-cycle Box). Образование комплексов сопро-
вождается конформационной перестройкой в белке, которая затрагивает не менее десяти пептид-
ных связей и приводит к 6%-му увеличению содержания α-спиралей с сопутствующим снижением
содержания β-складчатых листов. По данным спектроскопии флуоресценции конформационные
перестройки и межмолекулярные взаимодействия не затрагивают области локализации остатков
Trp68 и Trp112, находящихся вблизи границ ДНК-связывающего мотива «спираль–поворот–спи-
раль». Установлено, что константа диссоциации комплекса ДНК-связывающего домена белка Swi4
с ДНК составляет 20 ± 3 нМ. 

Ключевые слова: SBF, Swi4, SCB, константа диссоциации, круговой дихроизм, флуоресценция.

DOI: 10.31857/S0006302922050039,  EDN: JIDJWB

SBF – транскрипционный фактор, который
вместе с паралогом MBF контролирует разные
ветви транскрипционного ответа при G1-S-пере-
ходе клеточного цикла у почкующихся дрожжей
Saccharomyces cerevisiae. SBF и MBF гетеродимер-
ны, они содержат общую субъединицу Swi6 и раз-
личаются ДНК-связывающими субъединицами –
Swi4 и Mbp1, которые связывают промоторы, со-
держащие специфичные для них сайты – SCB
(Swi4 Cell-cycle Box) и MCB (MluI Cell-cycle Box)
соответственно. SBF ответственен за экспрессию
генов, управляющих морфогенезом и почковани-
ем, в то время как MBF контролирует гены ре-
пликации и репарации при переходе в S-фазу
клеточного цикла [1]. Помимо этого, SBF являет-

ся компонентом сети активации транскрипции у
нескольких сложно регулируемых промоторов, в
частности промотора гена эндонуклеазы HO,
контролирующего переключение типа спарива-
ния [2]. 

Несмотря на то, что SBF является объектом
интенсивных in vivo исследований [3–5], молеку-
лярные механизмы, определяющие преимуще-
ственное связывание SBF с сайтом SCB, изучены
недостаточно [6]. Опыты по ограниченному про-
теолизу N-концевого фрагмента Swi4 в комплек-
се со специфичной ДНК позволили определить
границы его ДНК-связывающего домена. Было
установлено, что минимальный ДНК-связываю-
щий домен Swi4 включает около 140 аминокис-
лотных остатков и локализован в области с остат-
ка 32 по остаток 172 [7]. 

Структура комплекса Swi4 с ДНК неизвестна.
Анализ кристаллической структуры комплекса
ДНК-связывающего домена белка PCG2 (орто-
логичного ДНК-связывающему домену Mbp1) из
фитопатогенных грибов Magnaporthe oryzae с
ДНК показал, что PCG2 использует для распо-

Сокращения: dSwi4 – ДНК-связывающий домен Swi4 с за-
меной С50А, слитый на N-конце с полипептидом GSSHH-
HHHHSSGENLYFQSHM; TCEP – трис(2-карбокси-
этил)фосфин; SCB_R – олигонуклеотид gTTTTCgTgg-
CACC; SCB_F – олигонуклеотид [Cy5]ggTACCACg-
AAAAC; SCB-ДНК – двуцепочечный 14 п.н. олигонуклео-
тид, образованный SCB_R и SCB_F, КД – круговой ди-
хроизм. 

УДК 577.322
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знавания сайта связывания ДНК спирали αA и αB
структурного мотива «спираль–поворот–спи-
раль», а также дополнительные неканонические
структуры полипептидной цепи [8]. Несмотря на
присутствие аналогичного мотива «спираль-по-
ворот-спираль» у Swi4, использование структуры
dPCG2-ДНК для анализа взаимодействий Swi4 с
SCB затруднено из-за палиндромности сайта свя-
зывания MCB (5'-ACGCGT-3’), которая приво-
дит к образованию двух типов комплекса PCG2-
ДНК. Остается неясным, какой тип комплекса
следует ожидать в случае взаимодействия Swi4 с
ассиметричным сайтом SCB (5’-CACGAAA-3).
Ключевые аминокислоты PCG2 (Q82 и Q89), от-
ветственные за распознавание сайта MCB, при-
сутствуют также и у Swi4, что ставит вопрос о ме-
ханизме специфичного взаимодействия Swi4 с
SCB. 

Для исследования взаимодействия Swi4 с
ДНК, была разработана методика получения ре-
комбинантного ДНК-связывающего домена Swi4
(dSwi4). Изучено взаимодействие dSwi4 с фраг-
ментом ДНК, содержащим SCB (SCB-ДНК) и
определена константа диссоциации комплексов.
Методом спектроскопии кругового дихроизма
проведен сравнительный анализ структуры dSwi4
в свободном и связанном состоянии. С помощью
спектроскопии флуоресценции изучено микро-
окружение Trp68 и Trp112, фланкирующих ДНК-
связывающий мотив «спираль–поворот–спи-
раль», в свободном и связанном dSwi4.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клонирование и экспрессия ДНК-связывающе-

го домена Swi4. Фрагмент гена Swi4 S. cerevisiae,
кодирующий ДНК-связывающий домен (32–173)
[7], амплифицировали с помощью прямого
(gCAAACATATgTCAAACCATCCAgTgATTgAAAT-
AgCTACg) и обратного (gCAAACTCgAgTTATgT-
TTTATTgTAgCTCgATggAgAAgTTATCTTCg) прай-
меров, в которых подчеркнуты вносимые сайты
рестрикции. Полученный ампликон клонирова-
ли в вектор для бактериальной экспрессии pET-
15b (Novagen, Merck KGaA, Германия) обработ-
кой эндонуклеазами рестрикции NdeI и XhoI с
последующим лигированием. Вектор был предва-
рительно модифицирован вставкой дополни-
тельного мини-цистрона для улучшения экспрес-
сии [9]. Полученный конструкт (pET-15b-2C-
TEV-Swi4[DBD]) был проверен секвенированием
по Сэнгеру в ЦКП «Геном» (Россия). 

Поскольку ДНК-связывающий домен Swi4
склонен к димеризации в растворе из-за образо-
вания межмолекулярной дисульфидной связи
(данные не показаны), было решено заменить
Сys50 (здесь и далее используется нумерация
аминокислотных остатков в полноразмерном
белке) на аланин. 

Для сайт-направленного мутагенеза Сys50 на
аланин использовали измененный прямой прай-
мер (gCAAACATATgTCAAACCATCCAgTgATTgA-
AATAgCTACgTATTCAgAAACCgATgTATACgAAg-
CgTATATACgTggg). Ампликон, содержащий му-
тацию, клонировали в вектор pET-15b, а получен-
ную плазмиду проверили секвенированием в
ЦКП «Геном» (pET-15b-2C-TEV-Swi4[DBD]:
C19A). Данная плазмида кодировала ДНК-связы-
вающий домен Swi4 с мутацией С50А, у которого
на N-конце находилась полигистидиновая метка
(6×His), слитая с белком с помощью линкера
(здесь и далее dSwi4, рис. 1). 

Плазмиду трансформировали в клетки E. coli
экспрессионного штамма Rosetta 2(DE3)
(Novagen). Трансформированные клетки выра-
щивали в среде LB, содержавшей 100 мкг/мл ам-
пициллина и 24 мкг/мл хлорамфеникола, в тече-
ние 4 ч при 37°C до оптической плотности (на
длине волны 600 нм) 0.6–0.8 опт. ед./см. После
добавки изопропил-β-D-1-тиогалактопиранози-
да (1 мМ) клетки инкубировали 4 ч при 37°C, оса-
ждали при 3200 g (30 мин), промывали 50 мл фос-
фатно-солевого буфера и осаждали 15 мин при
8000 g. Осадок замораживали и хранили при
‒80°C. 

Выделение белка. Клетки разрушали ультра-
звуковой обработкой (Sonic Dismembrator FB120,
Fisher Scientific, США) в буфере А (20 мМ фос-
фатно-солевого буфера, pH 7.0, 500 мМ NaCl,
0.3% Triton X-100, 1 мM трис(2-карбокси-
этил)фосфина (TCEP)) с добавкой 25 мМ имида-
зола, 2 мМ фенилметансульфонилфторида и
1 таблетки коктейля ингибиторов протеаз (cOm-
plete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche,
Швейцария). 

Лизат клеток центрифугировали при 18500 g
(4°C) в течение 40 мин. Супернатант фильтровали
через фильтр с диаметром пор 0.22 мкм и наноси-
ли со скоростью 2 мл/мин на хроматографиче-
ский картридж HiTrap Chelating HP (5 мл), пред-
варительно уравновешенный буфером А с 25 мМ
имидазола. Картридж промывали 50 мл буфера А
с 25 мМ имидазола и затем 50 мл буфера А с 80 мМ
имидазола. Белок элюировали 10 мл буфера А с
400 мМ имидазола, разводили в 10 раз буфером Б
(50 мМ буфера Бицин, pH 9.0, 1 мМ TCEP), нано-
сили со скоростью 1 мл/мин на картридж HiTrap
SP HP (1 мл), который затем промывали 10 мл бу-
фера Б. Белок элюировали c картриджа буфером
Б, повышая концентрацию NaCl до 800 мМ с по-
мощью хроматографа AKTA Purifier (GE, США).
Фракции, содержавшие dSwi4 по данным элек-
трофореза в денатурирующем полиакриламид-
ном геле, объединяли, диализовали 14 ч при 4°C
против буфера В (50 мМ HEPES, pH 7.8, 200 мМ
KCl, 1 мМ TCEP) с помощью диализной мембра-
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ны Spectra/Por (CE), отсекающей белки >10 кДа.
При анализе методом электрофореза в полиакри-
ламидном геле в качестве маркеров использовали
реагенты PageRuler Prestained Protein Ladder 10–
180 kDa и PageRuler Unstained Low Range Protein
Ladder (ThermoFisher Scientific, США), смешан-
ные с интеркалирующим флуоресцентным кра-
сителем SYBR Gold (Invitrogen, США).

Ретентант концентрировали до объема
~500 мкл с помощью центрифужного концентра-
тора Amicon Ultra-4 (10 кДа, Merck, Германия),
затем центрифугировали при 16100 g (4°C) 30 мин
и полученный супернатант очищали методом
гель-фильтрации с помощью хроматографа AK-
TA Purifier и колонки Superdex 75 10/300 GL (Cy-
tiva, Швеция) при скорости потока 500 мкл/мин. 

Фракции, содержавшие чистый dSwi4 по дан-
ным денатурирующего белкового электрофореза,
объединяли. Концентрацию белка (расчетная мо-
лекулярная масса – 18825.2 Да) измеряли спек-
трофотометрически, используя коэффициент
молярной экстинкции ε280 нм = 21400 M–1см–1.
Чистоту dSwi4 и отсутствие геномной ДНК E. coli
дополнительно подтверждали спектрофотомет-
рически по соотношению поглощений на длинах
волн 260 и 280 нм, которое составляло < 0.6. 

Получение комплексов dSwi4 с ДНК. Для полу-
чения комплексов dSwi4 с ДНК использовали ко-
роткие (14 п.н.) олигонуклеотиды, синтезирован-
ные компанией Lumiprobe (Москва, Россия): SC-

B_R (gTTTTCgTggCACC) и SCB_F ([Cy5]ggTAC-
CACgAAAAC), меченый по 5'-концу флуорес-
центной меткой Cy5. 

В опытах по подбору условий формирования
двухцепочечной ДНК (SCB-ДНК) SCB_F и
SCB_R смешивали в концентрации 10 мкМ в ди-
стиллированной воде категории Milli-Q и либо
инкубировали 1 ч при 4°C, либо подвергали двух-
минутному плавлению при 80°C и инкубировали
1 ч при 30, 37 или 42°C. Образцы подвергали элек-
трофорезу и анализу, как описано ниже. В каче-
стве маркера длин ДНК использовали реагент
GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo-
Fisher Scientific, США), смешанный с интеркали-
рующим флуоресцентным красителем SYBR Gold
(Invitrogen, США).

Для измерения спектров кругового дихроизма
(КД) смешивали по 21 мкМ олигонуклеотидов
SCB_F и SCB_R и 20 мкМ dSwi4 в буфере, содер-
жащем 12.5 мМ HEPES (pH 8.0), 50 мМ KCl,
250 мкМ TCEP, и инкубировали 1 ч при 4°C. Для
измерения спектров флуоресценции смешивали
по 200 нМ SCB_F и SCB_R с 190 нМ dSwi4 и ин-
кубировали 1 ч при 4°C. 

Для измерения константы диссоциации Kd
комплекса dSwi4 с SCB-ДНК смешивали 5 нМ
SCB_F и 6 нМ SCB_R без dSwi4 или с возрастаю-
щими концентрациями dSwi4 (10–80 нМ) в буфе-
ре, содержащем 20 мМ PIPES, 30 мМ KOH
(pH 7.3), 120 мМ KCl, 100 мкМ TCEP, 100 мкг/мл

Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей ДНК-связывающих доменов Swi4 и его гомолога PCG2
(82–219) из Magnaporthe oryzae, для которого установлена структура в комплексе с ДНК [8]. Кодируемый
экспрессионным вектором линкер, содержащий полигистидиновую метку (6xHis), выделен в начальной части
последовательности dSwi4 рамкой. Жирным шрифтом выделены последовательность ДНК-связывающего домена
Swi4 (32–172) [7] и фрагмент PCG2 (95–209), структура которого установлена с высоким разрешением [8]. На основе
разрешенной структуры комплекса PCG2 с ДНК (PDB:4UX5) рамками отмечены элементы вторичной структуры, а
также «крыло» и петля (20l), участвующие в связывании PCG2 с ДНК. Подчеркнут ДНК-связывающий мотив
«спираль–поворот–спираль». Подвергнутый мутагенезу Cys50 dSwi4 обозначен стрелкой. Триптофаны Trp68 и
Trp112 Swi4, а также гомологичные им Trp129 и Trp173 PCG2 выделены серым цветом и курсивом. Символами “*”, “:”
и “.” отмечены соответственно совпадающие, слабо и сильно отличающиеся аминокислотные остатки в
сравниваемых белках. 
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бычьего сывороточного альбумина, 10% (мас-
са/объем) сахарозы. Полученные смеси инкуби-
ровали 1 ч при 4°C. Аналогично готовили образ-
цы dSwi4 (10–80 нМ) в смеси с 5 нМ SCB_F. 

Анализ комплексообразования методом электро-
фореза. Смеси SCB_F, SCB_R и dSwi4 или dSwi4
и SCB_F, приготовленные как описано выше,
подвергали нативному электрофорезу в полиа-
криламидном геле, содержащем 10 мМ HEPES-
Na, pH 7.8, 0.2 мМ этилендиаминтетрауксусной
кислоты, 18% (масса/объем) полиакриаламида
(19 частей акриламида на 1 часть бис-акрилами-
да) и 20% (объем/объем) глицерина. Электрофо-
рез проводили при постоянном токе 5 мА в тече-
ние 3 ч. Электрофореграммы сканировали с по-
мощью флуоресцентного сканера Amersham
Typhoon RGB (Cytiva, Швеция) с возбуждением
632 нм и регистрацией флуоресценции в области
670 нм (пространственное разрешение – 25 мкм).
Полученные изображения обрабатывали с помо-
щью программного пакета ImageQuant TL 1D
версия 8.1 (Cytiva, Швеция), оценивая яркость
полос, соответствующих SCB-ДНК, свободным
олигонуклеотидам SCB_F и комплексам dSwi4 с
SCB-ДНК. 

По измеренным яркостям полос рассчитывали
возрастание количества комплекса dSwi4 с SCB-
ДНК, а также изменение количества свободных
SCB-ДНК и SCB_F при образовании ком-
плексов. 

Для анализа образования комплекса строили
зависимость яркости полосы комплекса I1(C) от
концентрации dSwi4 (С) и описывали эти зависи-
мости в приближении одного центра связывания
формулой:

I1(С) = Bm1C/(Kd + C), (1)

где С – концентрация dSwi4, Bm1 – максимальное
значение, к которому стремится величина I1(С),
Kd – константа диссоциации комплекса. 

Для анализа образования комплекса по умень-
шению яркости полосы SCB-ДНК рассчитывали
параметр I0 – I2(C), где I0 – яркость контрольной
полосы SCB_ДНК в отсутствии dSwi4, I2(C) – яр-
кость анализируемой полосы при определенной
концентрации dSwi4. Строили зависимости пара-
метра I0 – I2(C) от концентрации dSwi4 и описы-
вали эти зависимости в приближении одного
центра связывания формулой:

I0 – I2(С) = Bm2C/(Kd + C), (2)

где Bm2 – максимальное значение, к которому
стремится величина I0 – I2(С). 

Величины Kd определяли в двух независимых
экспериментах и усредняли. 

Спектроскопия КД. Спектры КД измеряли с
помощью спектрополяриметра Jasco-810 (Jasco,
Япония): оптическая ширина щели монохрома-
тора – 1 нм, диапазон сканирования – 190–
250 нм, шаг сканирования – 0.2 нм, скорость ска-
нирования – 20 нм/мин. Спектры усредняли по
четырем повторным сканам. Для измерений ис-
пользовали разборную кварцевую кювету с тол-
щиной оптического слоя 0.1 мм (Hellma, Герма-
ния).

Из спектров КД раствора dSwi4 или его ком-
плексов с SCB-ДНК вычитали базовую линию,
измеренную соответственно от буфера или от
раствора SCB-ДНК (21 мкМ). Спектры, получен-
ные в двух независимых экспериментах, усредня-
ли и анализировали с помощью пакета программ
CDPro, используя референсный набор белков
SP43 [10]. 

Спектроскопия флуоресценции. Спектры флуо-
ресценции измеряли с помощью спектрофлуори-
метра Cary Eclipse (Varian, США) в кварцевой
ультра-микрокювете 2 × 10 мм (Hellma, Герма-
ния). Флуоресценцию возбуждали на длине вол-
ны 280 нм и детектировали в диапазоне 295–
450 нм. Из спектров вычитали базовую линию,
измеренную от буфера или от раствора олигонук-
леотидов (200 нМ) в буфере (в случае комплексов
Swi4 с SCB-ДНК). Спектры, полученные в двух
независимых экспериментах, усредняли.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение рекомбинантного dSwi4. С использо-

ванием созданной нами плазмиды pET-15b-2C-
TEV-Swi4[DBD]:C19A была изучена эффектив-
ность экспрессии белка dSwi4 в штаммах E. coli
BL21(DE3) и Rosetta 2(DE3) (Novagen). Значи-
тельную экспрессию dSwi4 наблюдали в штамме
Rosetta 2(DE3), что определило выбор этого
штамма для дальнейшей работы (рис. 2а). Повы-
шенный уровень экспрессии dSwi4 был достигнут
при выращивании клеток после индукции при
37°С. Методика выделения dSwi4 включала в себя
стадии металл-аффинной и катион-обменной
хроматографии, а также гель-фильтрацию
(рис. 2б). Чистота полученного dSwi4 по данным
хроматографического анализа превышает 99%
(данные не представлены), а его выход составил
5 мг с 1 л культуры E. coli. 

Подбор условий формирования SCB-ДНК и ее
комплексов с dSwi4. Для оптимизации условий
формирования комплексов dSwi4 с SCB-ДНК
было проведено сравнение несколько вариантов
получения SCB-ДНК из одноцепочечных олиго-
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нуклеотидов SCB_F и SCB_R. Для этого SCB_F и
SCB_R смешивали в концентрации 10 мкМ каж-
дого и либо инкубировали при 4°С, либо подвер-
гали плавлению (2 мин, 80°С) и отжигу (1 ч) при
30, 37 или 42°C. Анализ проб методом электрофо-
реза в полиакриламидном геле в нативных усло-
виях показал, что эффективность образования
SCB-ДНК не зависит от наличия стадий плавле-
ния и отжига (рис. 3). Во всех случаях на электро-
фореграмме помимо полосы SCB-ДНК присут-
ствовала полоса одноцепочечного олигонуклео-
тида, и яркость этих полос была сравнима при
разных условиях реакции. Можно предположить,
что в смеси SCB_F и SCB_R устанавливается рав-
новесие между двух- и одноцепочечными олиго-

нуклеотидами, и на это равновесие не оказывают
влияние стадии плавления и отжига. Наблюдае-
мая нестабильность двуцепочечной спирали мо-
жет быть связана с короткой длиной олигонук-
леотидов и особенностями нуклеотидной после-
довательности. Учитывая полученные результаты
(рис. 3), было решено формировать SCB-ДНК в
упрощенных условиях при 4°С без стадий плавле-
ния и отжига. Отметим, что SCB-ДНК соответ-
ствует консенсусной последовательности сайта
связывания SBF в геноме – RNNYCACgAAAA
[11].

Исследована эффективность образования
комплекса dSwi4 с SCB-ДНК при разных темпе-
ратурах инкубации смеси (рис. 3). Установлено,

Рис. 2. Результаты гель-электрофореза в денатурирующих условиях лизатов E. coli до индукции и после экспрессии
dSwi4 (А), а также гель-фильтрационных фракций dSwi4, объединенных для дальнейших опытов с dSwi4. М – маркер. 

Рис. 3. Анализ формирования дуплекса SCB-ДНК из олигонуклеотидов SCB_F (10 мкМ) и SCB _R (10 мкМ) и образования
комплекса SCB-ДНК (10 мкМ) с dSwi4 (10 мкМ) при различных условиях по данным нативного электрофореза в
полиакриламидном геле. М – маркер.
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что эффективность образования комплекса не за-
висит от температуры в диапазоне 4–37°С, что
позволило проводить всю пробоподготовку при
4°С. 

Структурный анализ dSwi4 и его комплекса с
SCB-ДНК. Анализ спектра КД dSwi4 (рис. 4а) по-
казал, что во вторичной структуре белка преобла-
дают элементы β-структур, включая β-складча-
тые листы (22%) и β-повороты (21%, табл. 1). В
α-спиральной конформации находятся 29% ами-
нокислотных остатков, а 28% остатков располо-
жены в участках с неупорядоченной структурой
(табл. 1). Формирование комплекса dSwi4 с SCB-
ДНК приводит к изменениям в КД-спектре белка
(рис. 4а). Эти изменения соответствуют неболь-
шому увеличению доли аминокислотных остат-
ков, формирующих α-спирали, и сопутствующе-
му снижению доли β-складчатых структур
(табл. 1). Изменения затрагивают не менее
10 пептидных связей и позволяют предположить,
что образование комплекса сопровождается не-
большой структурной перестройкой белка. С уче-
том наличия в белке ДНК-связывающего мотива
«спираль–поворот–спираль» (helix–turn–helix,
остатки 71–92) можно предположить, что часть
структурных изменений происходит именно в

этой области вследствие стабилизации и/или
формирования α-спиральных участков, участву-
ющих в комплексообразовании. 

По данным рентгеноструктурного анализа
(структура PDB:4ux5) у dPCG2 в комплексе с
ДНК, содержащей сайт MCB (мода А с большим
интерфейсом взаимодействия), 26% аминокис-
лотных остатков формируют β-складчатые ли-
сты, а 33% остатков – α-спиральные структуры
[8]. Хотя доля α-спиралей в структуре комплексов
dPCG2 и dSwi4 с ДНК сходна (табл. 1), комплек-
сы заметно отличаются по содержанию β-склад-
чатые листов (табл. 1). Структурные отличия ком-
плексов, по-видимому, во многом связаны с
ограниченной гомологией dPCG2 и dSwi4, кото-
рая составляет 41% (рис. 1), и указывают на необ-
ходимость детального изучения структуры ком-
плекса dSwi4 с ДНК, содержащей сайт SCB. 

Вблизи границ ДНК-связывающего мотива
dSwi4 «спираль–поворот–спираль» находятся
два остатка Trp (W68 и W112, рис. 1), спектры флу-
оресценции которых, как известно, чувствитель-
ны к изменениям полярности микроокружения и
взаимодействий с соседними аминокислотными
остатками [12, 13]. Других остатков Trp в исследу-
емом белке нет. Флуоресценция Trp свободного

Рис. 4. Спектральный анализ dSwi4 и его комплекса с SCB-ДНК. Представлены спектры КД (а) и флуоресценции (б) dSwi4
и его комплекса с SCB-ДНК. 

Таблица 1. Содержание канонических типов вторичных структур (в %) в составе свободного dSwi4 и в комплексе
с SCB-ДНК (по данным КД-спектроскопии) 

α-Спираль β-Складчатый лист β-Поворот Неупорядоченная структура

dSwi4 29 ± 1 22 ± 1 21 ± 1 28 ± 1

dSwi4:SCB-ДНК 35 ± 3 17 ± 1 21 ± 1 27 ± 1
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dSwi4 имеет максимум испускания при 345 нм
(рис. 4б), что можно объяснить высокой враща-
тельной свободой боковых цепей Trp [14]. Срав-
нение спектров флуоресценции Trp свободного
dSwi4 и в комплексе dSwi4 с ДНК не выявило зна-
чимых отличий по форме и положению максиму-
ма (рис. 4б). Наблюдаемое небольшое снижение
интенсивности флуоресценции может быть вы-
звано эффектом так называемого внутреннего
фильтра, т.е. перепоглощения испускаемого све-
та в кювете вследствие повышения оптической
плотности раствора в присутствии ДНК. Отсут-
ствие сдвига максимума спектра позволяет пред-
положить, что взаимодействие с ДНК, а также
конформационные перестройки в белке, вызван-
ные образованием комплекса, не распространя-
ются на области локализации остатков Trp68 и
Trp112 и не вызывают изменений во вращатель-
ной свободе боковых цепей Trp. 

Сравнение полученных результатов с данны-
ми о микроокружении гомологичных остатков
Trp в комплексе dPCG2 c ДНК, содержащей сайт
MCB (структура PDB:4ux5), показало, что Trp173
(гомологичен Trp112 у Swi4) образует водородную
связь с Tyr169 в участке цепи, формирующем сайт
специфического узнавания MCB. Этот участок,
скорее всего, меняет свою конформацию при об-
разовании комплекса, что, вероятно, сопровож-
дается изменением микроокружения Trp173. У
dSwi4 в гомологичном положении находится фе-
нилаланин, с которым Trp112 водородную связь
образовать не может. Остаток Trp129 (гомологи-
чен Trp68 у dSwi4) находится на внешней, не свя-
занной с ДНК, поверхности dPCG2 и не образует
связей с другими аминокислотными остатками,
что похоже на выявленное по спектрам флуорес-
ценции состояние остатков Trp в dSwi4.  

Анализ аффинности dSwi4 к SCB-ДНК. Иссле-
дования методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле показали, что комплексы dSwi4 с
SCB-ДНК образуются в наномолярном диапазо-
не концентраций белка (рис. 5а). Анализ электро-
фореграмм показал, что образование комплекса
сопровождается характерным увеличением ярко-
сти полосы комплекса и сопутствующим сниже-
нием яркости полосы SCB-ДНК (рис. 5в,г). Об-
наружено зависящее от концентрации dSwi4 сни-
жение яркости полосы одноцепочечного
олигонуклеотида SCB_F (рис. 5д), что поставило
вопрос о возможном формировании комплекса
между dSwi4 и одноцепочечным олигонуклеоти-
дом. Методом электрофореза проведено исследо-
вание предполагаемого образования комплекса
между dSwi4 и SCB_F, которое не подтвердило
данную гипотезу: в отсутствии комплементарно-

го олигонуклеотида яркость полосы SCB_F в диа-
пазоне концентраций dSwi4 10–100 нМ не меня-
лась (рис. 5б,е), и появление новой полосы, соот-
ветствующей комплексу, не обнаружено (рис.
5б). С учетом этих данных dSwi4-зависимое
уменьшение яркости полосы SCB_F в случае
присутствия в растворе комплементарного SC-
B_R можно объяснить сдвигом равновесия в сто-
рону образования SCB-ДНК в первой реакции из
двух в следующей цепи: 

SCB_F+ SCB_R  SCB-ДНК + dSwi4  
 SCB-ДНК:dSwi4,  (3)

который, в свою очередь, происходит из-за ухода
свободной SCB-ДНК в комплекс с dSwi4. Форми-
рование дополнительной SCB-ДНК в процессе
титрования способно влиять на результаты ана-
лиза комплексобразования, приводя к некоторо-
му завышению оцениваемой величины констан-
ты диссоциации Кd комплексов dSwi4 с SCB-
ДНК. 

Расчеты на основе измеренных зависимостей
(рис. 5в,г) с использованием формул (1) и (2) да-
ют согласующиеся величины Кd равные 24 ± 4 и
20 ± 3 нМ, которые являются верхней оценкой
константы диссоциации комплексов dSwi4 с
SCB-ДНК. Полученные значения свидетельству-
ют о существенно большей аффинности Swi4 к
SCB, чем сообщалось ранее (Kd = 830 нМ) [7].
Различия в полученных данных могут быть вы-
званы отличиями в нуклеотидной последователь-
ности исследуемой ДНК. Мы исследовали ДНК,
имеющую консенсусную последовательность
SCB [11], а в опубликованной ранее работе [7]
изучали ДНК, воспроизводящую сайт связыва-
ния SBF в одном из промоторов. Кроме того, от-
личия в константах могут быть частично связаны
со снижением потерь катионного dSwi4 из-за не-
специфической сорбции, которое было достигну-
то нами за счет введения в реакционную смесь
бычьего сывороточного альбумина. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Транскрипционный фактор S. cerevisiae SBF

(димер Swi4 и Swi6), контролирует переход от G1-
к S-фазе клеточного цикла почкующихся дрож-
жей, регулируя экспрессию генов, управляющих
морфогенезом и почкованием. Связывание SBF с
ДНК в геноме дрожжей определяется его субъ-
единицей Swi4. Проведенные нами исследования
выявили высокую аффинность ДНК-связываю-
щего домена Swi4 (dSwi4) к консенсусной после-
довательности сайта связывания SBF в геноме и
позволили выяснить характер структурных изме-
нений в белке при образовании комплекса с SCB-

� �

�
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ДНК. С учетом полученных ранее данных [7]
можно предположить, что аффинность dSwi4 к
сайту SCB существенно зависит от последова-
тельностей нуклеотидов, фланкирующих SСB в
составе промоторов. Такая зависимость может
являться инструментом тонкой регуляции Swi4-

зависимой экспрессии генов. Таким образом, мо-
лекулярные аспекты сайт-специфического узна-
вания белком Swi4 промоторов, контролируемых
фактором SBF, требуют дальнейшего детального
изучения и, в том числе, установления структур
высокого разрешения комплексов dSwi4 с ДНК. 

Рис. 5. Анализ взаимодействия dSwi4 с SCB-ДНК и SCB_F. (а), (б) – Нативный гель-электрофорез смесей (а) dSwi4 с
SCB_F (5 нМ) и SCB_R (5 нМ), (б) dSwi4 с SCB_F (5 нМ). В качестве маркеров (М) использовали смесь растворов
ксиленцианола (КЦ) и бромфенолового синего (БФС). (в), (г) – Результаты усредненного денситометрического анализа
электрофореграмм, пример которых приведен на рисунке (а), характеризирующие образование комплекса dSwi4:SCB-
ДНК по увеличению яркости полосы dSwi4:SCB-ДНК (в) и уменьшению яркости полосы SCB-ДНК (г). (д), (е) –
Денситометрический анализ изменения яркости полосы SCB_F на электрофореграммах, представленных соответственно
на рисунках (а) и (б). 
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 Structure and Affinity of Complexes between DNA-Binding Domain of Swi4 and DNA
 D.A. Afonin*, O.V. Geras’kina*, T.V. Loseva*, M.P. Kirpichnikov*,

V.M. Studitsky*, **, and A.V. Feofanov*

*Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119991 Russia

**Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA 19111-2497, USA

A recombinant DNA-binding domain of the Swi4 protein, which is the component of the transcription factor
SBF of the budding yeast Saccharomyces cerevisiae, was obtained. Based on the information derived by circu-
lar dichroism spectroscopy, a structure of the domain involves α-helices (29%), β-sheets (22%), β-turns
(21%) and a random coil (28%). The interaction of the domain with DNA containing the SCB (Swi4 Cell-
cycle Box) binding site for SBF was studied. The formation of complexes is accompanied by a conformational
rearrangement in the protein, which affects at least 10 peptide bonds and leads to a 6% increase in the α-he-
lical content with a concomitant decrease in the β-sheet content. Fluorescence spectroscopy revealed
that conformational rearrangements and intermolecular interactions do not affect the regions of Trp68 and
Trp112 residues located near the boundaries of the DNA-binding helix-turn-helix motif. It was found that the
dissociation constant of the complex composed of DNA-binding domain of the Swi4 protein and DNA is
20 ± 3 nM.

Keywords: SBF, Swi4, SCB, dissociation constant, circular dichroism, fluorescence
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ВОДОРОСЛЕЙ in vivo, ИЗУЧАЕМАЯ В МОДЕЛЯХ ФОТОСИСТЕМЫ II 
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На клетках микроводоросли Scenedesmus obliquus (Scenedesmus) детектировали OJIPSMT-паттерн
сигнала индукции флуоресценции хлорофилла a при плотности потока квантов 1200 и 1800 мкмоль
фотонов·м–2·с–1. на временах от микросекунд до 10 мин после темновой адаптации. Количествен-
ное описание быстрых и, частично, медленных OJIPS(M)T-стадий индукции флуоресценции до
100 с обеспечено фитированием модели тилакоидной мембраны при достижении в расчетах адек-
ватной динамики редокс превращений катион-радикала Р700+. Величины параметров процессов
тилакоидной мембраны найдены в решениях совместно с расчетом траекторий переменных модели
тилакоидной мембраны. Динамические стадии восстановления/окисления реакционных центров
фотосистемы II, пула хинонов PQ/PQH2, комплекса Cyt bf и P700 реакционных центров фотосисте-
мы I сопутствуют адаптации системы тилакоидной мембраны к свету. Анализ in silico показал роль
комплекса Cyt bf в регуляции потоков электронов, когда гемы bL/H в интервале 100 мс < t < 3 с более
восстановлены при высокой освещенности, чем при умеренной. Впервые выявлена зависимость
констант скоростей k42-49 рекомбинации разделенных зарядов Phe–P680+ и QA

−P680+ от уровня вос-
становленности QB

(2)– вместе с зависимостью k42-49 от освещенности хлоропластов. Задание дина-
мических констант скоростей kFNR(t) и kD-qE(t) позволило сопоставить генерацию ΔpHo-i(t) =
= pHS(t) – pHL(t), инициацию qE-тушения при pHL|trigg = 6.7, активацию на свету FNR-редуктазы и
достижение стационарных уровней потоков зарядов до одной-двух минут световой индукции. Фи-
тирование модели изолированной фотосистемы II по сигналам индукции флуоресценции фито-
планктона выявило близость величин параметров переноса электронов в реакционных центрах фото-
системы II у монокультур Scenedesmus, Chlorella и проб фитопланктона за исключением параметров-
маркеров состояния фитоценоза: при деградации водоема в сравнении с экологически полноцен-
ным. Отличия маркеров состоят в уменьшении размеров антенн, усилении в них диссипации энер-
гии, снижении рН люмена.

Ключевые слова: фотосистемы II и I, индукция флуоресценции хлорофилла a, модельные расчеты,
транспорт электронов и протонов, нефотохимическое тушение.
DOI: 10.31857/S0006302922050052,  EDN: JIEDQF

Детальное изучение процессов оксигенного
фотосинтеза в тилакоидных мембранах прово-
дится на клетках водорослей [1, 2] и цианобакте-

рий [3], в том числе и с применением модельных
исследований [1–7]. Результаты анализа фото-
синтетического аппарата микроводорослей в ла-
бораторных условиях могут применяться в иссле-

Сокращения: ТМ – тилакоидные мембраны, ФСI – фотосистема I, ФСII – фотосистема II, Cyt bf – цитохромный b6f-
комплекс, ФЛ – флуоресценция, РЦ – реакционный центр, QA и QB – первичный и вторичный хинонные акцепторы
фотосистемы II, PQ – пластохинон, PQH2 – пластохинол, Phe – феофитин, КВК – кислородовыделяющий комплекс, Chl,
Хл а – хлорофиллы антенны и РЦ, ЭТЦ – электронно-транспортная цепь, P680 – хлорофилл реакционного центра
фотосистемы II, ИФ – индукция флуоресценции, F0 и Fm - минимальный и максимальный выход флуоресценции, ЛПЭ –
линейный перенос электронов, ЦПЭ – циклический перенос электронов, PFD – плотность потока квантов света.

УДК 577.3
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дованиях природных сообществ фитопланктон-
ных организмов (фитоценозов) [8]. Вместе с тем
для изучения природы устойчивости сложных
биологических систем [9] важны результаты ана-
лиза динамики трансформации энергии квантов
света в тилакоидных мембранах. 

Перенос фотосинтезирующего образца из тем-
ноты на свет индуцирует в системе тилакоидных
мембран (ТМ) процессы, переходящие в стацио-
нарное состояние в течение десятков микросе-
кунд−сотен секунд [5, 6, 10]. В исследованиях фо-
тосинтезирующих образцов проводятся измере-
ния кинетики индукции флуоресценции
хлорофилла в пигмент-белковых комплексах ти-
лакоидных мембран. Сведения, полученные в
эксперименте и в компьютерном моделировании
(in silico), касаются аспектов регуляции процессов
системы ТМ [5–7]. Совокупность процессов пе-
реноса электронов в переходах «темнота – свет»
обладает свойством саморегуляции [9], приводя-
щей к согласованному во времени перераспреде-
лению зарядов в редокс-кофакторах фотосистем I
и II (ФСI и ФСII) и цитохромного b6f-комплекса
(Cyt bf). 

Захват квантов света и трансформация энер-
гии электронного возбуждения в антенных систе-
мах хлорофилла сопровождается тепловыми
(диссипативными) потерями энергии и излуче-
нием флуоресценции (ФЛ). Известно, что харак-
терные сигналы флуоресценции [1–7, 10–14] обу-
словлены состоянием реакционных центров (РЦ)
ФСII и ФСI, а также состоянием тилакоидных
мембран. Использование математических моде-
лей [1–4, 10–20] позволяет провести количе-
ственный анализ динамики процессов, ответ-
ственных за формирование сигналов флуорес-
ценции при разных режимах светового
возбуждения. 

Так, в работах [11–13] по сигналам затухания
ФЛ после действия импульса света длительно-
стью в пико- или микросекунды с помощью «ма-
лых» моделей, включающих только быстрые ре-
акции первичного преобразования энергии света
в РЦ ФСII, были определены численные значе-
ния параметров процессов возбуждения антенн,
разделения и рекомбинации зарядов в РЦ ФСII,
стабилизации электрона на первичном хиноне
QA

– и переноса электрона QA
– ↔ QB

(–) на вторич-
ный хинон. Объединение в одной модели процес-
сов переноса зарядов на донорной и акцепторной
сторонах ФСII привело к первым разработкам
кинетических моделей ФСII [16–18, 20], отража-
ющих восстановление подвижных молекул пула
хинонов/хинолов (PQ/PQH2) в стромальном QB-
сайте ФСII. Результаты моделирования [17–20]
быстрых O-J-I-P-стадий индукции флуоресцен-
ции (ИФ) на постоянном свету качественно соот-

ветствовали измерениям ИФ [7, 14] в диапазоне
времени до t < 1–2 с. 

Известные в литературе данные, по O-J-I-P-
стадиям нарастания флуоресценции в условиях
высокой интенсивности света, послужили осно-
вой для формирования JIP-теста [7, 21–23]. Ам-
плитуды отдельных O-J-I-P-стадий нарастания
ИФ связаны с потоками энергии в комплексах
ФСII при трансформации экситонного возбуж-
дения антенн в поток электронов с образованием
молекул PQH2. С помощью JIP-теста выявляются
более подробные характеристики образцов по
сравнению с методом измерения параметров –
минимальной (F0), максимальной (Fm) интенсив-
ностей сигналов быстрой ИФ. Результаты JIP-те-
ста можно также связать с размерами светособи-
рающих антенн и количеством открытых РЦ
ФСII. 

В то же время кинетические модели, основан-
ные на дифференциальных уравнениях [1–4, 15–
20, 24–37], дают выражения для скоростей про-
цессов транспорта электронов. 

Разработанные нами кинетические модели
ФСII и тилакоидной мембраны (модель тилакои-
да) основаны на следующих принципах. 

1. Адекватность модели и исследуемого объек-
та, обеспечивается фитированием результатов
модельных вычислений [1–3, 20, 24, 25, 31–34] до
достижения их оптимального совпадения с дан-
ными по ИФ и редокс-превращениям кофактора
Р700 ФСI [38–40]. 

2. Количественное описание энергизации
мембраны основано на моделировании процес-
сов переноса электронов (e–) и протонов (H+) в
мембранах тилакоидов. 

В общей модели тилакоида [20, 24–30] выяв-
лялась взаимосвязь компонент трансмембранно-
го электрохимического потенциала протонов
( ): концентраций протонов (pHL(t) – лю-

мена, pHS(t) – стромы) и величины электриче-
ского потенциала ΔΨ(t). Количественный анализ
сигналов флуоресценции проводили в кинетиче-
ских моделях фотосистемы II и тилакоида на по-
стоянном свету [3, 20, 24–30, 32] и при воздей-
ствии световых импульсов [1, 2, 31, 33, 34]. Де-
тальную модель тилакоидной мембраны
фитировали по сигналам ИФ и Р700 листа гороха
до t < 10–30 с [24, 25], определив параметры энер-
гетического qE-тушения в антенне РЦ ФСII и ак-
тивации FNR на стромальной стороне ФСI.

В разработанной нами модели тилакоидной
мембраны цианобактерий [3] учитывалось влия-
ние qE-тушения и активации FNR, кроме того,
моделировались переходы состояний 2→1 и 1→2
(State Transitions qT2→1 и qT1→2), регулирующие
распределение энергии возбуждения между ФСII

+
H

μΔ~
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и ФСI [6, 35, 36, 41–45]. В результате модельные
траектории [3] воспроизводили опытные кривые
ИФ, детектируемые до 5 мин на клетках Synecho-
cystis sp. PCC6803.

Для изучения состояния фотосинтетического
аппарата с учетом процессов фиксации CO2 необ-
ходим переход от измерений ИФ в интервале t <
1–2 с к детекции сигналов ИФ до минут [22, 36].
Известны модельные исследования измерений
ИФ на интервале 5–10 мин [36, 37].

При освещении образца в течение 5–10 мин
выявляются отличия OJIP-SMT-паттернов ИФ
[41] клеток цианобактерий в сравнении с паттер-
нами хлоропластов водорослей и листьев. Для
хлоропластов характерен OJIPSMT-паттерн ИФ,
когда наблюдаются стадии быстрого OJIP– на-
растания (t < 1 с) и медленного PSMT-спада с пе-
реходом через промежуточное SM-нарастание
(или плечо) перед достижением стационарного
состояния на временах от десятков секунд до ми-
нут. На клетках водоросли Chlamydomonas rein-

hardtii OJIPSMT-кинетику ИФ детектировали
[43] в интервале времени до 5 мин, причем фаза
SM-возрастания флуоресценции до вторичного
максимума «M» объяснялась переходом qT2→1 на
временах 2–5 мин [43]. 

В работе Стирбета и Говинджи (2016) [36] для
анализа данных по измерениям ИФ Chlamydomo-
nas [43] была применена модель из работы [35]. В
этой модели при описании процессов тилакоид-
ных мембран в стационарном состоянии учиты-
вали переходы состояний фотосинтетического
аппарата и восстановления стромальных пулов
Fd и NADPH, причем редуцированное описание
процессов ФСII содержало четыре редокс-состо-
яния РЦ ФСII. Оказалось, что полученные в ра-
боте [36] модельные кривые воспроизводили
OJIPSMT-паттерн ИФ только качественно. Оче-
видно, в анализе OJIPSMT-паттерна ИФ необхо-
димо применить модель процессов тилакоидной
мембраны с детальным, а не редуцированным
описанием процессов ФСII. 

Рис. 1. Общая схема первичных процессов фотосинтеза: ФСI, ФСII – фотосистемы I и II, bf – цитохромный bf ком-
плекс, Chl – хлорофилл антенны, P680 и P700 – пигменты реакционных центров ФСII и ФСI, QA – первичный хинон-
ный акцептор электронов, bL и bH – низко- и высокопотенциальный гемы bf, FeSR –железосерный центр Риске, f –
цитохром f, FeSI – акцепторный комплекс ФCI, PQ – пластохинон; PQH2 – пластохинол; Fd – ферредоксин, Pc –
пластоцианин. FNR – Fd-NADP-редуктаза. R-COO- – буферные группы. Зигзагообразные стрелки обозначают кван-
ты света и флуоресценции. Тонкими стрелками показан перенос электронов по цепи электронного транспорта и
потоки ионов H+, K+ и Cl– через тилакоидную мембрану после включения освещения. Изогнутая стрелка со знаком
«+» – запуск qE-тушения при закислении люмена.
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В настоящей работе мы поставили задачу ис-
следования динамики индукционных процессов
в фотосинтезирующей мембране тилакоида
(рис. 1) в интервале времени от десятков микро-
секунд до минут на основе модели [25]. 

Нашей целью было моделирование OJIPSMT-
паттернов ИФ клеток Scenedesmus obliquus (далее
Scenedesmus), полученных в данной работе при
плотности потока квантов 1200 и 1800 мкмоль фо-
тонов·м–2·с–1 (свет умеренной и высокой интен-
сивности) в интервале времени до 10 мин. Фити-
рование модели ТМ (рис. 1–4) по измерениям
ИФ Scenedesmus проводили на временах до 100 с,
не учитывая роль State transition в кинетике ИФ,
но с учетом qE-тушения и активации FNR-редук-
тазы. Задачу нахождения параметров модели ТМ
решали путем фитирования по наборам данных
ИФ, детектируемой в различных условиях экспе-
римента – две интенсивности освещения Scened-
esmus или две стадии роста культуры Chlorella в
фотобиореакторе.

Модель изолированной фотосистемы II при-
меняли при обработке измерений ИФ проб фито-
планктона, позволяя получить параметры реак-
ций РЦ ФСII в качестве характеристик-маркеров
фитоценозов природных водоемов.

МЕТОДЫ ЭКСПЕРИМЕНТА 
И МАТЕМАТИЧЕСКОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ

Условия выращивания клеток водорослей для
измерений флуоресценции. Клетки микроводорос-
ли Scenedesmus obliquus (далее Scenedesmus) куль-
тивировали в среде BG11 при значении pH приго-
товленной среды, равном 7.4 [46]. Культивирова-
ние происходило на качалке в люминостате при
температуре 21°С в режиме освещения при интен-
сивности света 70 мкмоль квантов/(м2с) (мкмоль
фотонов·м–2·с–1). Достижение стационарной фа-
зы контролировали спектрофотометрически по
содержанию хлорофилла. Индукционные кривые
флуоресценции хлорофилла клеток Scenedesmus
регистрировали на импульсном портативном
флуориметре модели PSI 3000S (Photon System In-
struments, Чехия), λmax = 630 нм. Быструю флуо-
ресценцию детектировали для двух интенсивно-
стей актиничного света – 1200 и 1800 мкмоль фо-
тонов·м–2·с–1, равных 40 и 60% от максимальной
плотности фотонного потока (3000 мкмоль фото-
нов·м–2·с–1). Измерения проводили после адап-
тации клеток Scenedesmus к темноте в течение 10
мин при длительности освещения 600 с. 

Культивирование в фотобиореакторе клеток
микроводоросли Chlorella vulgaris (далее Chlorella)
проводили в режиме постоянного освещения.
Интенсивность освещения в культиваторе со-
ставляла 40 Вт/м2 (белые светодиоды). Пробы из

биореактора отбирали через 3, 26 и 48 ч от начала
культивирования, затем измеряли индукционные
кривые флуоресценции клеток Chlorella. Интен-
сивность освещения при записи индукционной
кривой составила 400 Вт/м2 или 2000 мкмоль фо-
тонов·м–2·с–1 (синий светодиод, 470 нм) [47]. 

Протокол измерений флуоресценции для фито-
ценоза природного водоема. В бассейне р. Темер-
ник (Ростов-на-Дону) модельный водоем, сред-
ний в каскаде трех проточных прудов, в течение
10 лет ежегодно осенью осушался, а весной пере-
водился в режим заливного луга в процессе лето-
вания, что способствовало активным процессам
самоочищения и оздоровлению популяции гид-
робионтов. Исследование фитоценозов каскада
верхнего, среднего и нижнего прудов (№№ 1, 2, 3)
проведено путем анализа индукции флуоресцен-
ции, измеренной на пробах фитопланктона пру-
дов: № 1 – в состоянии биологической деграда-
ции, № 2 –после «летования» с высокой биопро-
дуктивностью (контроль) и № 3 –пруд с цветущей
водой. 

Пробы отбирали 30.05.2017 г. утром в 10.30–
11.00 у дамб водохранилищ с глубины 0.3 м от по-
верхности. В течение двух часов пробы транспор-
тировали в темной однолитровой таре до лабора-
тории. Для каждой пробы центрифугировали
6 пробирок по 90 г при 4000 об/мин в течение
5 мин. Сконцентрированный осадок в объеме 10
мл отбирали для измерений флуоресценции.
Пробу ставили на яркий свет, а перед измерения-
ми флуоресценции – на 5 мин в темноту. С помо-
щью портативного флуорометра на интервале до
1 с измеряли ход кривых ИФ, вызываемых светом
4500 мкмоль фотонов·м–2·с–1.

Структура модели тилакоидной мембраны.
Структурная схема тилакоидной мембраны хло-
ропласта иллюстрирует на рис. 1 построение
обобщенной модели тилакоида [3, 23–25, 30].
Комплексы антенн, ФСII, ФСI, Cyt bf встроены в
мембраны и связаны потоками в люмене, мем-
бране, строме, образуя подсистемы общей струк-
туры ТМ. Примеры изучения отдельных подси-
стем известны и получены при описании частич-
но замкнутого набора процессов ФСII [1, 2, 30–
34], ФСI [48], Cyt bf [49].

Модель каталитического цикла фотосистемы II.
Модель ФСII объединяет 30 компонент пигмент-
белкового мембранного комплекса ФСII (рис. 3,
4). Захват фотона в антенне и перенос экситона в
фотоактивный кластер P680 ведут к восстановле-
нию феофитина (Phe) вместе с генерацией кати-
он-радикала P680+•. Высоко-положительный ре-
докс-потенциал P680+• обеспечивает на входе си-
стемы РЦ ФСII срабатывание S0,1,2,3(4)-циклов
кислородовыделяющего комплекса (КВК) с по-
дачей четырех электронов от молекулы воды на
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восстановление P680+• при одновременной гене-
рации молекулярного кислорода. Для упрощения
предполагали, что притоку одного электрона на
окисленный P680+• через тирозин YZ [34] сопут-
ствует освобождение одного протона в люмен ти-
лакоида. Отток электронов от донорной стороны
РЦ ФСII на акцепторную:

1(Chl-P680)* ↔ P680+•Phe–QA (КВК → YZ) → 
→ P680PheQA

–QB ↔ QAQB
(2)–

обусловлен разностью редокс-потенциалов ком-
понент ФСII и сопровождается накоплением со-
стояний закрытых РЦ с QA

–. Дважды восстанов-
ленный и протонированный из стромы пластохи-
нол пополняет мембранный пул PQ/PQH2.
Окисление молекул PQH2 в электронно-транс-
портной цепи (ЭТЦ) за ФСII ведет к посадке пла-
стохинона PQ в стромальный QB-сайт, завершая
каталитический цикл H2O-пластохинон оксидо-
редуктазы ФСII (рис. 3, 4). В случае отдельного

блока модели ФСII превращение PQH2 →PQ зада-
но [1, 2, 30–34] оттоковой реакцией (41). В соста-
ве полной модели тилакоида процессы подсисте-
мы ФСII вовлечены в общую структуру потоков
зарядов, где реакции (41) и (57) относятся к диф-
фузионным потокам PQH2 и PQ. 

Модель цитохромного комплекса b6f. В системе
ТМ комплекс Cyt bf влияет на редокс-состояние
пула PQH2 /PQ, обеспечивая приток электронов
от ФСII в линейном и от ферредоксина в цикли-
ческом потоках в двух центрах – люменальный
QО-сайт (хинолоксидаза) и ориентированный в
строму Qi-сайт (хинонредуктаза). Согласно схеме
Q-цикла [6] двухэлектронное окисление PQH2|О
в люменальном QО-центре протекает по двум пу-
тям – высоко- и низкопотенциального переноса
электронов. Отчуждение одного электрона на же-
лезо-серный центр Риске (FeSR) ведет к восста-
новлению цитохрома f и пластоцианина (PC).
Второй электрон от пластосемихинона PQH|О
поступает во внутреннюю цепь восстановления

Рис. 2. Обобщенная схема потоков в подсистемах модели тилакоидной мембраны (модель тилакоида). (а) – Реакции
цитохромного комплекса b6f. (б) – Компоненты цепи переноса электронов взаимосвязаны ветвями линейного и
циклического потоков электронов (ЛПЭ и ЦПЭ). Стрелки: «V66» – реакция потребления NADPH в строме, «V65» –
динамическая константа скорости kFNR(t) активации Fd-NADP-редуктазы (FNR), уравнение (9). (в) – Сопряжение
электронного и протонного транспорта (ЭТ/ПТ) в люменальных и стромальных сайтах, включая реакции комплекса
фотосистемы II. (г) – Реакции фотосистемы I. 
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bL и bH, низко- и высокопотенциальных b6-гемов
и притока затем электронов на PQ|i молекулу в
Qi –центре: PQH|О → b6

L → b6
H → PQ|i. 

Редукция модели Cyt bf [49] с учетом иерархии
времен реакций Q-цикла включила четыре ре-
докс-компоненты bLbH, bL

•bH, bLbH
•, bL

•bH
•, обо-

значенные f1, f2, f3, f4 на рис. 2а в виде паттерна
реакций Cyt bf в общей модели ТМ [3, 20, 24, 25,
30]. На свету поток электронов в Q-цикл (шаг 41,
рис. 2в) обеспечивает через протолитические ре-
акции f1 → f2 и f3 → f4 (шаги 50, 51, рис. 2а) восста-
новление PC и, одновременно, bL а, затем транс-
мембранно bH гема (f2 → f3, шаг 52). Переходы
f4 → f2, f3 → f1 ведут к продукции семихинона/пла-
стохинона (53, 54, 55, 56, рис. 2а) в Qi-центре с по-
треблением двух протонов из стромы. Стрелки 58
и 59 на рис. 2б указывают путь донирования элек-
тронов [6, 49] в стромальный хинон-связываю-
щий Qi-центр за счет вклада ЦПЭ согласно меха-
низму ФСI → Fd → bH → PQ|i (рис. 1). 

Модель фотосистемы I и взаимосвязь потоков в
тилакоидной мембране. Перенос электрона от
PQH2 через Cyt bf восстанавливает пластоцианин

и обеспечивает приток электронов на фракцию
P+

700 катион-радикала РЦ ФСI. Свет индуцирует
быстрое (10–12–10–9 с) разделение зарядов на ко-
факторах A0 – A1 – FX РЦ ФСI. Поэтому модель
ФСI (рис. 2г) объединяет кластеры FX, FA, FB как
акцептор «FeS». Согласно стадии 60, свет генери-
рует редокс-состояния P700+FeSr. Вслед за этим
происходят обратимые реакции донирования
электрона на P+

700 от PCr или ухода электрона от
кластера FeSr ФСI на ферредоксин (стадии 61, 64,
62, 63, рис. 2г). 

Пул молекул Fdr(ox) участвует в потоках линей-
ного (ЛПЭ) и циклического (ЦПЭ) переноса
электронов (рис. 2б и схема (1)). Стрелка
Fdr → Fdox указывает на окисление Fdr в несколь-
ких сопряженных процессах. Ветви 58 и 59 ЦПЭ
связывают паттерны реакций ФСI и Cyt bf. Стрел-
ка 65 относится к FNR реакции терминального
восстановления NADP+ до редокс-эквивалента
NADPH потоком ЛПЭ, в то время, как шаг 66
(рис. 2б) связан с потреблением NADPH → NADP+

(см. рис. 1 и формулу (2)).

(1)

Схема (1) выявляет последовательные собы-
тия, вызываемые освещением тилакоидных мем-
бран в подсистемах ФСII, ФСI, Cyt bf, связанных
процессами переноса электронов и протонов че-
рез пулы подвижных переносчиков от входа до
выхода системы ТМ. 

Рис. 1 показывает потоки зарядов (электроны,
протоны (H+), противоионы) в компартментах
ТМ. Стадии ЛПЭ и ЦПЭ сопряжены с освобож-
дением H+ в люмен (КВК ФСII, QО-центр Cyt bf)
и захватом H+ из стромы (QB-сайт ФСII, Qi-
центр Cyt bf). В результате образование градиента
электрохимического потенциала H+ ( ): на
мембране тилакоида обеспечивает синтез АТФ.
Процессы потребления метаболитов АТФ → АДФ
и NADPH → NADP+ (рис. 1) для упрощения опре-
делены через скорости оттоковых реакций:
VNADP = kNADP × NADPH/(KNADP + NADPH), (2)

VАТФ = kАТФ × АТФ/(KАТФ + АТФ), (2a)

где kNADP, KNADP и kАТФ, KАТФ задают эффектив-
ные параметры переходов NADPH → NADP и
АТФ → AДФ для моделирования сопряжения си-

стемы ТМ и стромальных циклов потребления
энергии, запасенной в световых реакциях.

Динамические параметры описания скоростей в
модели тилакоида. Принципы построения модели
ТМ и системы обыкновенных дифференциаль-
ных уравнений подробно представлены в работах
[3, 20, 24, 25]. Запись дифференциальных уравне-
ний в балансовой форме:

суммирует скорости производства vproduction(Xi(t))
и потребления vconsumption(Xi(t)) каждой i-й ком-
поненты (Xi(t)) системы ТМ. Концентрации Xi(t) в
мМ определяют размерности скоростей в мМ·с–1,
причем скорости задаются как нелинейные
функции от концентраций компонент в согласии
с механизмами процессов, обсужденных выше. 

При описании процессов использованы кине-
тические параметры прямой kn и обратной k–n
констант скоростей и константа равновесия Keq
редокс-реакций:

(3)

+→ → → → → → ⎯⎯⎯→ →

↑ ←⎯⎯⎯ ← ↓
2 2 o 6

6 i

-

-

eLEF:  H O ФСII PQH  Q /b f ФСI FNR NADP /NADPH
e(CEF) b f/Q  

Pc Fd

+
H

μΔ~

−production consumption( ( )) ( ( ))i
i i
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Здесь ΔEm – разность эффективных среднето-
чечных редокс-потенциалов носителей электро-
нов, а n – число электронов, перенесенных в ре-
докс-реакции. Оценки Keq, взятые из литературы
[11–13], уточнялись при анализе экспериментов
in vivo [1–3, 24, 25]. 

1. Электрический трансмембранный потенциал,
pH люмена и стромы. Регуляторное влияние элек-
трической компоненты ΔΨ электрохимического
потенциала  на перенос электронов обсуж-
далось в работах [2, 23–26, 29, 30] и учтено выра-
жением:

(4)

Здесь Keq – константа равновесия в отсутствии
мембранного потенциала (т. е. ΔΨ = 0). Фактор α
задает часть ΔΨ, продуцируемую отдельным ша-
гом переноса электрического заряда по нормали
к мембране [50, 51] и влияющую на перенос заря-
да в течение данного шага. 

2. Антенные комплексы и световая активация
FNR-редуктазы. Поток фотонов определяет «дав-

ление» экситонного возбуждения  →

→  в антенне, когда избыточное накопле-
ние закрытых РЦ затрудняет фотохимическое
разделение зарядов. Защита системы от «давле-
ния возбуждения» с дезактивацией возбужден-
ных состояний и тушением флуоресценции обес-
печена непосредственно в антенне ФСII. 

+Δ
H

~
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Согласно рис. 3 распад синглетного возбуж-
денного состояния 1Chl* РЦ ФСII происходит
путем испускания флуоресценции (kF), которому
сопутствует тепловая диссипация (kD) в антенне.
Суммарная скорость распада 1Chl* задается кон-
стантой kA:

kA = kF + kD. (5)

Потери возбуждения в антенне в процессах
флуоресценции в модели ФСII определяются со-
стояниями с синглетным возбуждением 1Chl*,
т. е. модельными формами в колонках 2 и 6
(рис. 4): 

F(t) = S·(x2(t) + g2(t) + y2(t) + z2(t) +
+ x6(t) + g6(t) +y6(t) + z6(t))·kF. (6)

Диссипация энергии в антенне задана кон-
стантой скорости kD(t) [35, 36] в виде зависящего
от времени динамического параметра по анало-
гии с [24, 25]: 

kD(t) = kDconst + kDvar⋅q(t), (7)

где компоненты диссипации энергии указывают
на величины: базовую kDconst, минимальную по-
сле темновой адаптации, и kDvar, достигаемую в
присутствии тушителей в антенне ФСII. Фактор
0 < q(t) < 1 определяет возрастание тепловых по-
терь путем распада 1Chl* вследствие запуска qE-
тушения при низком люменальном рН согласно
уравнению Хилла:

(8)

где концентрация [HL(t)] вычисляется при моде-
лировании, параметры n (коэффициент Хилла) и
KQ (константа Михаэлиса) вместе с kDconst и kDvar
находили фитированием модели ТМ по измере-
ниям длительной ИФ без явного рассмотрения
механизма qE-тушения.

В модели ТМ реакция ЛПЭ Fdr → FNR∙→ NADP+

определена константой скорости:
k65(t) = kFNR(t) =

= kFNRmax⋅(1 – 0.99⋅exp(–t/τFNR)). (9)

Здесь после темновой адаптации, в момент
t = 0 базовый уровень kFNR(t) равен 0.01 от макси-
мальной величины kFNRmax, достигаемой с харак-
теристическим временем τFNR при усилении ак-
тивности FNR. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИЗМЕРЕНИЙ 
И МОДЕЛИРОВАНИЯ

Монокультуры микроводорослей в лаборатор-
ных условиях. Лабораторные культуры микрово-

⋅ [ ( )]( ) ,
[ ( )]

+ n
L

D Dconst Dvar + n n
L Q

H tk t = k + k
H t + K

Рис. 3. Схема распада синглетного возбуждения 1Chl*
антенны фотосистемы II. Редокс-формы реакцион-

ного центра фотосистемы II включают:  – пиг-

менты хлорофилла антенны и P680 в РЦ; Phe – фео-
фитин, первичный акцептор электронов ФС2; QA и
QB – первичный и вторичный хинонные акцепторы.
Даны две редокс-формы для реакций с номерами n =
= 1, 5, 8, 12, 15, 19, 28, 32 (см. рис. 4). Генерация воз-
бужденного синглетного состояния 1Chl* задается
световой константой kL = kn, предполагая kL = 200 с–1

для PFD 300 мкмоль фотонов·м–2·с–1 [25, 30]. Распад
1Chl* определен суммой k-n = kF + kD, где kF – кон-
станта скорости испускания флуоресценции, kD(t) –
динамическая константа скорости безизлучательной
диссипации энергии в антенне ФСII, уравнение (8).

P680

Chl
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дорослей исследовали, предполагая, что в усло-
виях постоянной среды обитания характеристики
клеток на равных стадиях роста сохраняются по-
стоянными. 

Фитирование модели тилакоидной мембраны
по измерениям индукции флуоресценции. 

1. Культура Scenedesmus obliquus. На рис. 5а
приведены результаты измерений ИФ Scened-
esmus obliquus (далее Scenedesmus) при культиви-
ровании микроводоросли в среде на стадии ста-
ционарного роста. Изменения интенсивности

ИФ в ответе клеток Scenedesmus на освещение де-
тектировали на интервале времени до 10 мин при
двух интенсивностях актиничного света – 1800 и
1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1, соответствующих
60% (точки ФЛ1) и 40% (точки ФЛ2) от макси-
мальной плотности потока квантов света (PFD),
равной 3000 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Шкала, на
которой показана интенсивность флуоресцен-
ции, выбрана таким образом, что начальный уро-
вень ФЛ при значении плотности фотонного по-

Рис. 4. Схема каталитического цикла фотосистемы II. Каждый прямоугольник – кинетическое состояние ФСII,
определяемое редокс-состоянием входящих в него переносчиков электрона. Штриховкой показаны состояния, способные
к испусканию квантов флуоресценции. Chl и Р680 – хлорофилл антенны ФСII и реакционного центра; Phe – первичный
акцептор электронов феофитин; QA и QB – первичный и вторичный хинонные акцепторы электронов. PQ – пластохинон;

PQH2 – пластохинол; HL
+ – протоны, выделяемые в люмен тилакоида, HS

+ – протоны, поглощаемые из стромы
тилакоида. Жирные стрелки – световые стадии. Цифры рядом со стрелками и буквы над прямоугольниками (xi, yi, zi, gi, i =
= 1, ... 7) соответствуют номерам реакций и обозначениям переменных модели. 
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тока 1800 мкмоль фотонов·м–2·с–1 полагается
равным «1». 

Данные измерений OJIPSMT кинетики ИФ
(рис. 5а) показывают стадии нарастания ФЛ до пика
P и последующего спада к стационарному T-уров-
ню. Вместе с тем промежуточные стадии спада ФЛ
содержат локальные минимумы S1(2) и максимумы
M1(2). Кинетические OJIPS1M1S2M2T-фазы наблю-
даются для длительных измерений ИФ Scenedesmus
при потоках света 60 и 40% (ФЛ1, ФЛ2, высокий и
умеренный свет). Очевидно, что стадии M1S2M2T
на временах 2–5 мин проявляются независимо от
освещенности.

Расчеты в модели тилакоида проведены
(рис. 5б) на шкале времени от пикосекунд до ми-
нут. Модельные траектории FL1 и FL2 соответ-
ствуют результатам фитирования по кривым ИФ,
измеренным (ФЛ1, ФЛ2, рис. 5а) при 1800 и
1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Согласно расче-
там, измерения ИФ клеток Scenedesmus на стади-
ях OJIPS1(S2)T воспроизведены количественно
для фаз OJIP-нарастания от 10 мкс до 2 с и ча-
стично – для PS1M1S2T-стадий спада в диапазоне
времени до 100 с (рис. 5б). 

Влияние фактора State transition на кинетику
ИФ не учтено в данной работе с целью упроще-
ния расчетов, а, также для выяснения парамет-
ров, наиболее существенных для воспроизведе-
ния формы кривых ИФ на временах до 100 с без
учета стадий S2M2T на временах до 10 мин. 

Количественные результаты фитирования мо-
дели тилакоида определены в табл. 1. В ней при-
ведены значения параметров, которые соответ-
ствуют механизмам и факторам регуляции про-
цессов, представленным на рис. 1. 

2. Культура Chlorella vulgaris. Изменения флуо-
ресценции клеток Chlorella измеряли (рис. 6а) в
интервале 2 с. На рис. 6а результаты измерений
ИФ Chlorella при действии света одинаковой ин-
тенсивности (2000 мкмоль фотонов·м–2·с–1) при-
ведены точками ФЛ3час, ФЛ26час, ФЛ48час на
стадиях роста 3, 26 и 48 ч соответственно. Резуль-
таты фитирования «малой» модели ФСII (траек-
тории FL3, FL26 и FL48 на рис. 6б) по измерени-
ям ИФ на образцах проб культуры из биофоторе-
актора отражают кинетику OJIPS-фаз и
нарастания и, частично, спада после максимума P
кривой ИФ. Модель [24, 25] процессов в тилако-
иде полностью воспроизводит OJIPS-кинетику
изменений ИФ Chlorella на временах до 2 с (F1 и
FL2 на рис. 6в). при достижении максимума P
(Fm) и минимального начального уровня F0 ИФ.
Вместе с тем показано моделирование (P700,
рис. 6в) динамики редокс-превращений катион-
радикала Р700+ [25, 38, 39]. Расчетный ход кри-
вых флуоресценции на временах t > 10 сек теоре-
тически соответствует известным данным по ки-
нетике PSMT-фаз ИФ [4, 37].

Анализ параметров модели тилакоида для про-
цессов фотосинтеза микроводорослей. Значения
параметров в табл. 1 получены при достижении в
вычислениях адекватной динамики редокс-пре-

Рис. 5. Фитирование модели тилакоидной мембраны по измерениям на микроводоросли Scenedesmus obliquus (Scened-
esmus). (а) – Детекция сигналов индукции флуоресценции клеток Scenedesmus от 20 мкс до 10 мин (ФЛ1 и ФЛ2) при
интенсивности актиничного света 1800 и 1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1, соответствующей 60% и 40% от максимальной
плотности потока квантов PFD 3000 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Начальный уровень интенсивности флуоресценции
при PFD 1800 мкмоль фотонов·м–2·с–1 сопоставлен значению «1». (б) – Траектории индукции флуоресценции FL1 и
FL2 фитируют решения модели ТМ (рис. 1–4, табл. 1) по измерениям ИФ клеток Scenedesmus при освещении 60% и
40% (ФЛ1 и ФЛ2) в интервале времени от микросекунд до 100 с. Траектории Р700-60% и Р700-40% (соответственно
толстая и тонкая линии) – динамика окисления–восстановления Р700 редокс-кофактора ФСI. 
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вращений катион-радикала Р700+ [25, 38, 39]
вместе с фитированием модели тилакоидной
мембраны по измерениям ИФ на клетках Scened-
esmus и Chlorella (рис. 5б и 6в). Параметры пере-
носа зарядов, индуцированного светом высокой
и умеренной интенсивности в клетках Scened-
esmus, даны в столбцах «60%» и «40%». Столбцы
«26 ч» и «48 ч» показывают результаты для культу-
ры Chlorella на стадиях роста 26 и 48 ч. Величина

параметра, одинаковая для вариантов расчетов,
помещается в одной ячейке. 

1. Реакции переноса электронов в фотосистеме II.
Из табл. 1 видно, что параметры переноса элек-
тронов по редокс кофакторам реакционных цен-
тров ФСII близки по величинам или совпадают
для микроводорослей Scenedesmus и Chlorella. 

В вычислениях кинетическая константа ско-
рости восстановления Phe была принята равной
3.2⋅108 мс1 (табл. 1), но зависела [4, 5, 11] также от

Таблица 1. Параметры процессов тилакоидной мембраны (модель ТМ) 

Переходы и номера реакций модели ТМ kn, мс–1, KEQn

40% 60% 26 ч 48 ч

Фотосистема II

Aeff – Эффективное количество пигментов 
антенного комплекса

Aeff = 140 112 108

1(Chl-P680)*Ph ↔ Chl-P680+Ph–(QA) k2
op = 320000000/ Aeff

k-2
op = k2

op /KEQ2 2.29×106/32 = 7.14×104 2.96×106/16 = 1.85×105

1(Chl-P680)*Ph ↔ Chl-P680+Ph–(QA
–)

k5
cl = k2

op/a; KEQ5 = KEQ2/b
a = 8; k5

cl = 2.86×105 
b = 4; KEQ5 = 32/4

a = 6.4; k5
cl = 4.63×105 

b = 5; KEQ5 = 20/5

Первый электрон в QB-сайт, k7 3.2

KEQ7 20−16 12.5−10

Второй электрон в QB-сайт, k14 1.75

KEQ14 8−10

Выход PQH2 в фазу мембраны, k21 0.8

Диссипация 1Chl* в антенне kHD (3+12)∙104 (3+38)∙104 (2+10) ·104

Закрытые РЦ, безизлучательная рекомбинация 
зарядов P680+Phe–, k42-45

1.3∙105

5.0∙105

6.4∙105

1.5∙105

5.8∙105

6.8∙105

2.0∙105

2.2∙105

3.0∙105

Безизлучательная рекомбинация зарядов 
P680+QA

−, k46-49

1.5
1.8
3.0

1.8
2.0
3.2

2.2
2.8
3.8

Электронтранспортная цепь

Световая константа 0.56, 0.48 0.84, 0.48 0.64 0.62

Комплекс Cyt b6f, bL→ bH, V52 0.30 0.42–0.40 0.48 0.72

Циклический транспорт вокруг ФСI, V58, V59 0.008, 0.01 0.015, 0.001

Электрохимический потенциал

Стационарное состояние рН люмена 6.53 6.44 6.84 6.83

Стационарное состояние рН стромы 8.44 8.46 8.32 8.27

Примечание. Значения параметров получены при достижении в вычислениях адекватной динамики редокс-превращений
катион- радикала Р700+ [39, 40] вместе с фитированием модели ТМ по измерениям ИФ на клетках Scenedesmus и Chlorella
(рис. 5б и 6в); (QA) – открытые, (QA

–) – закрытые реакционные центры.
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параметра эффективного количества пигментов
антенны AEff = NAnt, который оказался различ-
ным для двух таксонов. Кинетика обратной реак-
ции возбуждения антенн 1(Chl-P680)* зависит от
констант равновесия KEQ2 и KEQ5, показанных в
табл. 1 с учетом факторов a и b снижения эффек-
тивности разделения зарядов в закрытых (с QA

–)
по сравнению с открытыми (QA) РЦ. 

Согласно схеме модели ФСII (рис. 4), перенос
электронов от донорной на акцепторную сторону
ФСII и восстановление пула хинонов определены
через константы скоростей реакций k7,14 и k21.
Количественное описание выявляет одинаковые
для двух таксонов Scenedesmus и Chlorella величи-
ны k7,14 = 3.2, 1.75 мс–1 и k21 = 0.8 мс–1 при неко-

торых отличиях констант равновесия KEQ7,14,21.
Однако величины параметров, выявляемых для
Chlorella, необходимо в будущем проверить на ос-
нове измерений более длительных, чем 10 с. 

2. Диссипативные реакции рекомбинации заря-
дов в фотосистеме II. Описание реакций ФСII
(рис. 3 и 4) учитывает тепловые потери при дис-
сипации возбужденных состояний антенн (kD)
либо при рекомбинации зарядов (k42÷49).

Четыре строки модели ФСII отличаются ти-
пом редокс-компонент QB-сайта, когда возмож-
ны следующие состояния вторичного хинона:
нейтральный (QB), отсутствует (Πempty,), восста-
новленный (QB

−), дважды восстановленный и
протонированный (QBH−). При анализе ИФ

Рис. 6. Фитирование модели изолированной ФСII и модели тилакоидной мембраны по измерениям на клетках Chlo-
rella vulgaris при действии света 2000 мкмоль фотонов·м–2·с–1. (а) – Измерения индукции флуоресценции в интервале
времени от 5 мкс до 2 с на образцах Chlorella стадий роста 3, 26 и 48 ч (ФЛ-3, ФЛ-26 и ФЛ-48 соответственно). (б) –
Результаты фитирования «малой» модели ФСII расчетными кривыми ИФ FL3, FL26, FL48 по измерениям ИФ на
стадиях OJIPS-фаз. (в) – Модель ТМ [25] количественно воспроизводит в расчетах ИФ F1 и F2 (см. табл. 1, «26 ч» и
«48 ч») OJIPS-кинетику ИФ культуры Chlorella стадий роста 26 и 48 ч. Расчетный ход кривых флуоресценции на
временах t > 10 с и моделирование динамики редокс-превращений катион-радикала Р700+ соответствуют известным
данным [39, 40].
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микроводоросли Scenedesmus для каждой из строк
нами выявлены константы скоростей рекомбина-
ции зарядов: для Phe–P680+ – k42-45 и для QA

−

P680+ – k46-49 (табл. 1). Рассмотрим результат на
примере освещенности PFD 1200 мкмоль фото-
нов·м–2·с–1. Реакции безызлучательной рекомби-
нации зарядов протекают одинаково, если в QB-
сайте вторичный хинон нейтрален или отсутству-
ет, а именно, k42 = k43= 1.3∙108 с–1; k46 = k47=
= 1500 с–1. Увеличение значений k44 до 5.0∙108 с–1,
а k48 – до 1800 с–1 (строка QB

−), и далее, k45 – до
6.4∙108 с–1, k49 – до 3000 с–1 (QBH−) проявляется
для тех состояний РЦ, в которых вследствие пере-
носа электронов при освещении накоплен элек-
тростатический заряд на вторичном хиноне QB-
сайта. Эффект, возможно, связан с влиянием ло-
кальных электрических полей, возникающих в
РЦ при освещении на перенос электрона [52, 53]. 

Диссипативные потери образцов можно срав-
нить, изменяя в модели уровень поглощения фо-
тонов. Полученные при двух интенсивностях по-
тока света константы безызлучательной рекомби-
нации (k42-45; k46-49) удобно сравнить для
минимальных величин в нейтральном QB-сайте
(k42, k46), приведенных в табл. 2. Измерения дли-
тельной ИФ микроводоросли Scenedesmus прове-
дены здесь при освещении 1200 и 1800 мкмоль
фотонов·м–2·с–1. Расчеты в модели тилакоида
при полуторакратном различии в поглощении
фотонов показывают увеличение безызлучатель-
ной рекомбинации P680+Phe– на ~15% и
P680+QA

– – на ~20%. 

Параметры k42, k46 увеличены в случае осве-
щения 60% по сравнению с 40% (табл. 1) для РЦ с
редокс состояниями QB, QB

− и QBH−. Однако за-

висимость величин k42-45; k46-49 (табл. 1) от ста-
дии роста Chlorella (26 и 48 ч) не выявлена. 

В итоге результаты показывают возможности
многопараметрического анализа системы ТМ и
доказывают необходимость длительных измере-
ний ИФ с целью наблюдения регуляторных про-
цессов [5–7, 9, 40, 44, 45] и изучения их механиз-
мов. Вместе с тем компактная модель ФСII при-
менима в оперативном анализе с целью изучения
и сравнения особенностей фотосинтетического
аппарата выбранных объектов. 

Фитопланктон каскада водоемов при «летова-
нии». Фитопланктон (фитоценоз) – это сообще-
ство планктонных организмов [8], которые могут
осуществлять процесс фотосинтеза и являются
первичным звеном трофической цепи водной
экосистемы. Если состояние водоема стабильно,
то можно полагать, что состояние фитоценоза ха-
рактеризует водоем как объект исследования [8]. 

При летовании каскада трех проточных прудов
бассейна реки Темерник наблюдались устойчи-
вые режимы функционирования для каждого из
водоемов. А именно, после «летования» в 2017 г.
для среднего в каскаде пруда № 2 характерна чи-
стая вода (контроль) и высокая продуктивность
популяции малька. В то же время верхний по те-
чению пруд № 1 существует в состоянии биологи-
ческой деградации, а в нижнем пруду № 3 проис-
ходит цветение воды. Мы взяли пробы фито-
планктона из трех прудов, измерили кривые ИФ
(рис. 7а) и применили модельный анализ
(рис. 7б,в) процессов ФСII для изучения состоя-
ния фитоценозов верхнего, среднего и нижнего
прудов (№№ 1, 2 и 3 соответственно). 

Анализ состояния фитопланктона водоемов в
модели фотосистемы II. На рис. 7а показан ход
кривых ИФ на интервале до 1 с при освещении
постоянным светом неизменной интенсивности
4500 мкмоль фотонов·м–2·с–1 для проб фито-
планктона, взятых с глубины 0.3 м от поверхно-
сти прудов №№ 1–3. На рис. 7а кривые ИФ трех

Таблица 2. Константы скорости безизлучательной рекомбинации зарядов P680+Phe– (k42) и P680+QA
– (k46) 

Реакции рекомбинации Phe– → P680+ (k42, мс–1) QA– и P680+ (k46, мс–1)

Модель фотосистемы II
Лист гороха

1200 и 300 мкмоль фотонов·м–2·с–1

2.75 = 5.5∙108/2∙108 с–1 30%, 5800 и 4500 с–1

Модель тилакоида
Synechocystis

3000 и 1000 мкмоль фотонов·м–2·с–1

3.2 = 4.0∙108/1.25∙108 с–1 55%, 2800 и 1800 с–1

Модель тилакоида
Scenedesmus

1800 и 1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1

15.4%, 1.5∙108 и 1.3∙108 с–1 20%, 1800 и 1500 с–1

Примечание. Константы фитированы для двух интенсивностей актиничного света для строки модели ФСII (рис. 4) с
нейтральным QB.
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водоемов не нормированы. Поэтому очевидны
отличия начального и максимального уровней
испускания флуоресценции F0, Fm и характера
кинетических стадий нарастания ИФ. Очевидно,
что переменная флуоресценция фитопланктона
(выход Fv/F0) для пробы «верхний пруд № 1» зна-
чительно снижена по сравнению с данными для
водорослей in vivo (рис. 5а и 6а).

Оперативные вычисления в модели процессов
ФСII фитированы по измерениям на пробах
№№ 1–3. Модельные траектории ФЛ1, ФЛ2,
ФЛ3 (рис. 7б,в) количественно воспроизводят
кинетические стадии нарастания и начальной
стадии спада ИФ, наблюдаемые для трех водое-

мов. Найденные в модели ФСII величины пара-
метров собраны в табл. 3. Выше в табл. 1 набор па-
раметров для Chlorella и Scenedesmus дан для более
сложного расчета, когда блок модели ФСII вклю-
чен в модель тилакоида. 

Сравнение данных в табл. 1 и 3 выявляет бли-
зость или совпадение величин параметров про-
цессов РЦ ФСII, найденных для двух монокуль-
тур микроводорослей и для проб фитопланктона.
Так, совпадение констант равновесия или кине-
тических очевидно для переноса первого/второго
электрона на пласто/семихинон (QB/QB

−) стро-
мального сайта ФСII. 

Рис. 7. Фитирование модели изолированной фотосистемы II по измерениям индукции флуоресценции на пробах
фитопланктона каскада водоемов. (а) – Сигналы ИФ детектировали до 1 с при интенсивности актиничного света
4500 мкмоль фотонов·м–2·с–1 на пробах фитопланктона трех водоемов в различном состоянии: cредний в каскаде пруд
№ 2 (контроль), верхний по течению пруд № 1 (деградация), нижний пруд № 3 с цветением воды. Указаны также
уровни максимума (Fm) и минимума (F0) индукции флуоресценции. Значение FV/Fm = 0.46 максимально для
фитоценоза № 2. (б), (в) – Траектории индукции флуоресценции. ФЛ2, ФЛ1 и ФЛ3 фитируют модель ФСII (схема на
рис. 4, табл. 3) по измерениям ИФ. (б) – Динамика закисления люмена pHлюмен получена в расчетах для фитоценозов
№ 1, № 2, № 3 при стационарных значениях рН в люмене: pH№1 = 5.2, pH№2 = 5.8, pH№3 = 5.5. (в) – Траектории КВК-

1-2-3 рассчитаны через сумму скоростей донирования электрона на Р680+ в четырех реакциях модели ФСII с n = 4, 11,
18, 31 (см. схему на рис. 4; константа скорости k4 в табл. 3). Графики КВК-1-2-3 позволяют сравнить (в отн. ед.) уровни
генерации кислорода фитоценозов № 1, № 2 и № 3.
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Паттерны флуоресценции фитоценоза как мар-
керы состояния водоемов. Параметр тепловой
диссипации (kD) в антенне (формула (5)) со-
гласно табл. 3 отличается для трех фитоценозов:
5·104 мс−1 – № 2 (контроль), 8·104 мс−1 – № 3
(цветение), 2·105 мс−1 – № 1 (деградация). Таким
образом, потери энергии света за счет тепловой
диссипации в антенне РЦ ФСII увеличены по
сравнению с величиной в контроле на 60 и 300%
для водоемов ниже и выше по течению соответ-
ственно. Интенсивность света, вызывающая сиг-
налы ИФ, одинакова для проб фитоценозов и не
может быть причиной различий величин пара-
метра kda = kD. 

Модель ФСII объясняет усиление тепловой
диссипации в антеннах степенью закисления лю-
мена при освещении. Действительно, фитирова-
нию кривых ИФ проб №№ 1–3 на рис. 7б соот-
ветствуют три варианта расчетов кинетики рН
люмена тилакоидных мембран с минимальным
рН для верхнего водоема № 1. Стационарный
уровень рН люмена для проб №№ 1–3 составил
pH№1 = 5.2, pH№2 = 5.8 и pH№3 = 5.5 соответ-
ственно. 

Состав фотосинтезирующих компонент фито-
планктона каждого из трех прудов не изучался.
Однако нами измерено содержание форм хлоро-
филла в пробах №№ 1–3. Суммарное возраста-
ние концентрации Хл в прудах № 2 и № 3 по срав-
нению с верхним прудом № 1 согласуется с ре-
зультатом фитирования эффективного размера
антенн комплекса ФСII – Aeff. Размер антенн,
равный 200, получен для прудов № 2 и № 3 и сни-
жен до 80 для пруда № 1, находящегося в состоя-
нии биологической деградации. 

В модели ФСII, фитированной по ИФ фито-
планктона, траектории «КВК1–3» на рис. 7в вы-
являют генерацию О2 при условии, что эти траек-
тории рассчитаны как сумма скоростей дониро-
вания электрона на Р680+ в четырех реакциях
модели ФСII с n = 4, 11, 18, 31.

Очевидно, что генерация О2 падает (до нуля)
при моделировании фитоценоза неполноценного
пруда № 1 (КВК1) по сравнению с фитоценозом
«контроль» (КВК2), в то время как в цветущем
пруду № 2 (КВК3) уровень генерации О2 сохра-
няется. Результаты объяснимы снижением от
4000 до 1400 с–1 скорости восстановления Р680+,

Таблица 3. Определение параметров в результате фитирования модели изолированной фотосистемы II по
сигналам индукции флуоресценции для проб из каскада прудов 

Номера реакций n и параметры kn (мс−1) /KEqn Состояния и процессы

Пруд № 1 Пруд № 2 Пруд № 3 Фитоценозы водоемов

k1 0.24 0.48 0.48 Световая константа

Antn 80 200 200 Aeff – Эффективный размер антенн ФСII

n = 2 320000000 /Aeff ; 16 Первичное разделение зарядов открытых РЦ

kda 2·105 5·104 8·104 Тепловая диссипация возбуждения антенны

n = 7 3.2/20 Перенос 1-го электрона на пластохинон QB-сайта

n = 14 1.6/10 1.6/8 1.6/10 Перенос 2-го электрона на семихинон QB-сайта

n = 21 0.4/1.6 0.4/1.6 0.8/2 Выход PQH2 в фазу мембраны

n = 34 0.2/0.1 0.2/0.1 0.1/0.8 Заполнение QB-сайта молекулой хинона

n = 41 0.05/5000 Отток электронов от ФСII при окислении PQH2

n = 46 2.4 2.4 1.4 Безизлучательная рекомбинация P680+QA−

n = 42 4·105 4·105 105 Рекомбинация зарядов P680+Phe− закрытых РЦ

k4 1.4 4.0 Константы скорости донирования электрона на 
катион радикал Р680+

k2/a; 
KEq2/b

a = 5 
b = 8

a = 5 
b = 8

a = 5 
b = 10

Факторы a и b разделения зарядов в закрытых РЦ

Примечание. Состояние прудов: непродуктивный (№ 1), «контроль» (№ 2), цветущий (№ 3). 
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усредненной по Si-состояниям КВК (табл. 3, «k4»,
«Пруд 2», «Пруд 1»).

Результаты моделирования процессов ФСII на
основе анализа быстрых кривых ИФ фитопланк-
тона предоставили параметры, соотносимые с ти-
пом каждого из трех водоемов. Однако, для ана-
лиза механизмов процессов, стоящих за отличия-
ми фитоценозов, необходимо получить расчеты в
полной модели тилакоида по длительным изме-
рениям ИФ. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Измерения длительной ИФ на клетках Scened-

esmus получили в интервале от 20 мкс до 10 мин в
ответ на свет сильной и умеренной интенсивно-
сти (точки ФЛ1-60% и ФЛ2-40%, рис. 5а) и фити-
ровали в модели тилакоидной мембраны (траек-
тории FL1 и FL2, рис. 5б, табл. 3). В результате
фитирования определены значения параметров
процессов в системе ТМ (рис. 1), последователь-
ность и динамика процессов переноса электро-
нов и энергизации мембраны на интервале вре-
мени от пикосекунд до 100 с. 

Энергозависимое qE-тушение в антенне фотоси-
стемы II. В результате фитирования модели ТМ
по ИФ клеток Scenedesmus, вызываемой светом
60%, на рис. 8а можно выявить динамику компо-
нент энергизации мембраны тилакоида – pH лю-
мена и стромы (pHL(t), pHS(t)), а также электри-
ческого потенциала (ΔΨ(t)). Вместе с траектория-
ми pHL, pHS, ΔΨ дан график kD(t) (kDAnt, рис. 8а),
определяющий ход во времени динамического
параметра kD(t) = kDconst + kDvar∙q(t) согласно
уравнениям (7) и (8). Динамика kD(t) указывает
на диссипативные потери в антенне ФСII путем
распада 1Chl* (рис. 3 и формула (5)) и может быть
объяснена быстрой фазой NPQ тушения (в ин-
тервале ~ 1–2 мин) в ответ на освещение образца
после темновой адаптации [6, 35–37, 42]. Эту
компоненту NPQ обычно обозначают как энер-
гозависимое qE-тушение, вызванное снижением
люменального рН. 

Действительно, график kDAnt (рис. 8а) указы-
вает на низкий уровень диссипации энергии в ан-
тенне в соответствии с базовой величиной
kDconst = 3∙107 с–1, неизменной в интервале t < 10
с после темновой адаптации образца. Для микро-
водоросли Scenedesmus, величина kDconst не зави-
сит от интенсивности света (табл. 3). Параметр
kDvar в формулах (7) и (8) определяет максималь-
ный уровень потерь энергии в антенне согласно
kDvar = 3.8⋅108 с–1 или 1.2⋅108 с–1 в зависимости от
сильной или средней интенсивности света (табл.
1, столбцы 60% или 40%). В интервале t > 10 с ди-
намика закисления люмена до значения

pHL|Trigg = 6.7 коррелирует с возрастанием qE-ту-
шения в расчетах не только для 60%-го (рис. 8а,
траектории pHL, kD-qE), но и для 40%-го освеще-
ния (не показано).

Динамика линейного и циклического переноса
электронов при действии света. Как известно, по-
глощение фотона и экситонное возбуждение
1Chl*-антенн в светозахватывающих белковых
комплексах приводит к переносу энергии в РЦ и
разделению зарядов в ФСII на временах 10–11–
10–8 с. Стабилизация электрона на QA

− 1(Chl-
P680)*Phe ↔ Phe−P680+QA → PheP680(+)QA

− (за
~300 пс) и последующий перенос QA

−→QB
() (за

сотни микросекунд) приводят к накоплению за-
крытых РЦ (рис. 8б, траектория ΣQA

−). Последу-
ющее замедление оттока электронов от ФСII про-
исходит при обмене молекул PQH2 на PQ при
диффузии PQH2 от стромальной стороны мем-
браны к люменальной (рис. 8б, PQH2S и PQH2L)
и при транспорте электронов PQH2 → Cyt b6f → PC
→ ФСI. Фотохимическое разделение зарядов и за-
крытие РЦ ФСII происходит всегда быстрее по-
следующего «открытия РЦ» и оттока электронов
от PQH2 в интервале времени 10–3 с. 

Генерация возбуждения 1(Chl-P680)* опреде-
ляется световой константой kL, значение которой
зависит от сечения поглощения фотонов фотоси-
стемой II и интенсивности света [30]. Фитирова-
ние модельных кривых ИФ при увеличении kL от
560 до 840 с–1 показало возрастание амплитуды
сигнала ИФ (FL2 и FL1, рис. 5а) и ускорение ста-
дий OABCD окисления–восстановления P700
(Р7002 и Р7001, рис. 5а). «Давление возбуждения»
на систему преобразования энергии света может
привести к разрушению целостности компонент
ЭТЦ за счет избытка электронов и появления ак-
тивных форм кислорода. На схеме модели ТМ
(рис. 1) процесс, обозначенный знаком , соот-
ветствует предотвращению действия избыточно-
го возбуждения за счет процесса qE-тушения при
энергизации мембраны тилакоида.

Фитирование параметров в формуле (8) (см.
раздел «qE-тушение») показало, что при увеличе-
нии световой константы kL в полтора раза (от 560
до 840 с–1) константа kDvar усиленной диссипа-
ции энергии в этих условиях возрастает в три ра-
за, kDvar = 1.2⋅108 и 3.8⋅108 с–1 (табл. 1). Иными
словами, усиление распада 1Chl* под влиянием
qE-тушения (kDAnt, рис. 8а) обеспечивает защиту
системы ТМ в антенных комплексах ФСII в ответ
на увеличение kL. Моделирование показывает,
что при действии постоянного света энергозави-

⊕
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Рис. 8. Динамика компонент системы тилакоидных мембран, моделируемая для микроводоросли Scenedesmus obliquus.
Траектории FL1 и Р700 – расчет индукции флуоресценции, фитированной по ИФ клеток Scenedesmus (рис. 5а, ФЛ1)
и редокс-превращений Р700 ФСI (рис. 5б, FL1, Р700-60%). (а) – Стадии энергизации мембраны связаны с
изменениями pH люмена pHL(t), pH стромы pHS(t) и электрического потенциала ΔΨ(t). Изменения динамической
константы скорости диссипации энергии в антенне ФСII представлены графиком kDAnt (формула (8) для kD(t)),

выявляют запуск qE-тушения при закислении люмена до pHL|Trigg = 6.7. (б) – Рассчитаны: ΣQA
− – закрытые формы

РЦ ФСII с QA
−, PQH2S и PQH2L – степень восстановленности пула хинолов на стромальной и люменальной сторонах

мембраны, FNR – динамическая константа скорости активации FNR-редуктазы kFNR(t) (формула (9)). (в) –
Концентрации редокс-компонент рассчитаны на основе фитирования модели ТМ для освещенности 60% и 40% (см.
рис. 5б). Динамика открытых РЦ ФСII (ΣQA-60% и ΣQA-40%) определяет фотохимическое qP-тушение. Графики
bL/H-60% и bL/H-40% – расчет состояний Cyt bf без электронов на bL- и bH-гемах. Стрелками выделен интервал
времени 100 мс < t < 3 с, в котором отличия bL/H-60% и bL/H-40% указывают на роль комплекса Cyt bf в световой
адаптации системы ТМ. 
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симое qE-тушение включается в интервале 1 с <
< t < 10 с и возрастает до максимума в интервале
10 с > t < 100 с (kDAnt, рис. 8а), усиливая спад ин-
тенсивности флуоресценции на медленной
PSMT-стадии ИФ на фоне энергизации мембра-
ны (график FL1, рис. 8а). 

Индуцированные светом ЛПЭ и ЦПЭ (схема 1,
рис. 1) дают вклад в формирование трансмем-
бранного градиента протонов. Перенос электро-
нов от Fdr в стромальный сайт Cyt bf с последую-
щим окислением PQH2 и восстановлением PC в
люменальном сайте формирует ЦПЭ вокруг ФСI,
обеспечивая генерацию АТФ без продуцирова-
ния NADPH. 

Известно [6, 40], что при активации стромаль-
ных метаболических циклов на кривой ИФ появ-
ляется фаза SM. Действительно, в нашей модели
ТМ при фитировании ИФ in vivo, до 100 с после
темновой адаптации, выявляется процесс свето-
вой активации FNR-редуктазы на стадии SM-фа-
зы (график FNR, рис. 8б) при соотношении
АТФ:NADPH = 1.52:1 в стационарном состоя-
нии. Этот результат совпадает с литературными
данными [6, 10] о таком же соотношении метабо-
литов (АТФ/NADPH = 1.5) при оптимальном ре-
жиме работы стромальных циклов. 

Роль цитохромного комплекса b6f в переносе
электронов. Роль цитохромного комплекса Cyt b6f
на стадиях переноса электронов между ФСII и
ФСI анализировалась на основе фитирования
траекторий (FL1 и FL2, рис. 5б) на временах от
микросекунд до 100 с по измерениям кривых ИФ
на клетках Scenedesmus (точки ФЛ1-60% и ФЛ2-
40%, рис. 5а). 

В условиях темновой адаптации гемы bLbH
комплексов Cyt bf нейтральны и не заполнены
электронами (модель ТМ, рис. 1 и 2а, компонента
f1). В переходах «темнота–свет» динамика про-
цессов с участием подсистем ФСII, пул
PQ/PQH2, Cyt bf, ФСI (рис. 8б) связана с динами-
кой редокс-состояния гемов bLbH (bL/H), рассчи-
танной при kL = 560 и 840 с–1 на рис. 8в. 

На временах до t < ~10 мс степень восстановле-
ния гемов за счет ЦПЭ не зависит от kL (рис. 8в,
траектории bL/H1 и bL/H2). В интервале до 100 мс,
согласно результатам вычислений, быстрые ки-
нетические стадии ИФ (OJI) и изменений Р700
катион-радикала (OAB) связаны с увеличением
доли РЦ ФСII с QA

− и окислением P700 (рис. 8б,
ΣQA

− и P700+) в условиях независимой работы
каждой из фотосистем – ФСII и ФСI. 

В интервале 100 мс < t < 3 с степень восстанов-
ленности Cyt bf максимальна, что отражает по-
очередное заполнение компонент ЭТЦ электро-
нами. 

(1) Восстановление P700 на стадии «B» паттер-
на OABCDE Р700 (рис. 8б) происходит в процессе
ЦПЭ из пула Fdr (схема 1, раздел «Структура мо-
дели ТМ»). (2) Формирование пула PQH2 проис-
ходит параллельно с накоплением закрытых РЦ
ФСII (рис. 8б). При этом восстановленные на
стромальной стороне мембраны молекулы PQH2
диффундируют (траектории PQH2S и PQH2L,
рис. 8б) к люменальному сайту Cyt bf.

Согласно вычислениям с kL = 560 и 840 с–1

(траектории ΣQA-40% и ΣQA-60%, рис. 8в), фото-
химическое тушение в ФСII определяется коли-
чеством открытых РЦ (ΣQA). Очевидно, что при
световой индукции накопление закрытых РЦ (с
QA

–) достигает 65% при освещении 1800 мкмоль
фотонов·м–2·с–1 и 54% степени восстановленно-
сти РЦ при 1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Макси-
мальная восстановленность гемов bL/H поддер-
живается на более длительном интервале времени
до 3 с при kL = 840 с–1 по сравнению с интервалом
до 1 с при 560 с–1 (bL/H1-60% и bL/H2-40%,
рис. 8в). Этому сопутствует снижение фотохими-
ческого тушения при усилении освещения
(ΣQA60% в сравнении с ΣQA40%).

Согласно расчетам при kL = 840 с–1 превыше-
ние скорости ЛПЭ над ЦПЭ достигается за время
около 1 с (здесь не показано) на начальной стадии
активации FNR-редуктазы (траектория FNR,
рис. 8б). Последующее усиление ЛПЭ ведет к
снятию блокировки оттока электронов на стро-
мальной стороне ФСI. Вслед за тем вторичное
окисление Р700 на стадиях CDE паттерна OABC-
DE редокс-превращений Р700 (Р700, 8б) и терми-
нальное восстановление пула PQH2 (РQH2, рис.
8б) достигают стационарного уровня в интервале
1–2 мин, когда переходы ФСII → PQ/PQH2 → Cyt
b6f → PC → ФСI взаимно согласованы при свето-
вой активации FNR-редуктазы (FNR, рис. 8б). 

В целом на стадии заполнения гемов bL/H
электронами обеспечивается согласование про-
цессов в ФСII и ФСI в течение интервала времени
100 мс < t < 2 с и одновременное формирование на
этом этапе максимумов восстановленности РЦ
ФСII, хинолов PQH2, РЦ ФСI. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Адаптация системы тилакоидных мембран к
режиму освещения сопровождается индукцион-
ными сигналами ФЛ Chl a и изменениями погло-
щения P700. В данной работе измерения ИФ
микроводоросли Scenedesmus проводили на вре-
менах до 10 мин при плотности потока квантов
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света 1800 и 1200 мкмоль фотонов·м–2·с–1 (высо-
кая и умеренная интенсивности). Фитирование
модели ТМ по данным ИФ клеток Scenedesmus
позволило получить количественное совпадение
модельных траекторий ИФ (FL1-60% и FL2-40%,
рис. 5б) и детектируемых в опытах сигналов
OJIPSMT (ФЛ1 и ФЛ2, рис. 5а) на временах до
100 с на быстрых (OJIP) и медленных (PSMT) ста-
диях. Динамика изменения переменных в модели
ТМ, рассчитанная до t < 2 мин, соответствует
(рис. 8а–в) изменениям компонент системы ТМ
в ответ на поглощение света в антенне ФСII и
ФСI.

На свету происходит генерация состояний
Phe–P680+ и QA

− P680+ с разделенными заряда-
ми, что сопровождается их рекомбинацией с кон-
стантами скоростей k42-45 и k46-49 (табл. 1) и поте-
рями энергии, запасенной в фотохимическом
процессе. В расчетах обнаружено увеличение
констант скоростей рекомбинации зарядов в РЦ с
восстановленным вторичным хиноном QB-сайта
(QB

−, QBH−), что может быть связано с влиянием
локальных электрических полей [52, 53]. Адапта-
ция системы тилакоидных мембран к освещению
отражается в динамике процессов в закрытых и
открытых РЦ ФСII, восстановления/окисления
пула PQ/PQH2 и кофактора P700 РЦ ФСI. Это
влияет на характер модельных траекторий ΣQA

– и
ΣQA, PQH2, P700+ на рис 8б, построенных по
данным ИФ клеток Scenedesmus.

Стадии эволюции состояния системы ТМ в
интервале времени t < 2–3 с связаны с генерацией
трансмембранной разности ΔpHo-i(t) = pHS(t) –
‒ pHL(t) (рис. 8а) и реализуются в регуляторной
перестройке процессов ТМ, как показано in silico
на рис. 8а–в. 

При освещении поступление протонов в лю-
мен при pHL|Trigg =6.7 инициирует энергозависи-
мое qE-тушение (kDAnt, рис. 8а), максимально
возрастающее в интервале 10 с > t < 100 с. В ре-
зультате рН-зависимой регуляции возбуждения в
антенне (раздел «Структура модели», формула
(8)) происходит снижение интенсивности ФЛ на
медленной PSMT-стадии ИФ при согласовании
фотохимического qP-тушения с оттоком элек-
тронов из системы ТМ. 

Такое согласование отражается в характере тер-
минального окисления P700 на стадии «E» паттерна
OABCDE P700+, когда происходит снятие блоки-
ровки оттока электронов на стромальной стороне
ФСI при активации на свету неактивной в темноте
FNR-редуктазы, (траектории P700+ и FNR, рис. 8б).
Таким образом, усиление оттока электронов от Fdr в
реакции ЛПЭ NADP+ → NADPH становится зави-

симым от константы скорости kFNR(t) (раздел
«Структура модели», формула (9)).

В целом теоретический анализ индуцирован-
ных процессов в тилакоидных мембранах клеток
Scenedesmus показывает, что стационарные ре-
докс-состояния компонент ЭТЦ определены вза-
имным согласованием потоков ЛПЭ и ЦПЭ на
временах от пикосекунд до 1–2 мин в условиях
активации FNR-редуктазы и qE-тушения. 

В данной работе результаты моделирования
сигнала ИФ, детектируемой до 2 с на культуре
Chlorella, позволили оценить предел времени, в
котором достигается фитирование данных по ИФ
с применением модели изолированной ФСII ли-
бо модели ТМ. Применение модели ФСII при об-
работке сигналов ИФ, измеренных до 1 с на про-
бах фитопланктона, позволило получить пара-
метры реакций РЦ ФСII фитоценозов для
каждого их трех водоемов – экологически полно-
ценного, цветущего, деградирующего. Отличия
кривых ИФ, наблюдаемых для фитоценозов, свя-
заны с разницей в величинах малого набора пара-
метров, которые нами предложено использовать
в качестве характеристик (маркеров) состояния
фитоценозов природных водоемов.

С целью анализа механизмов процессов, стоя-
щих за отличиями сигналов ИФ необходимо ис-
следовать монокультуры микроводорослей в кон-
тролируемых лабораторных условиях, используя
данные, полученные при длительной, до минут,
световой индукции образцов оксигенного фото-
синтеза. 
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 Dynamics of in vivo Membrane Processes in Algal Thylakoids as Analyzed 
from Chlorophyll Fluorescence Induction 

Using the Photosystem II and Thylakoid Models
 N.E. Belyaeva*, A.A. Bulychev*, V.Z. Paschenko*, K.E. Klementiev**, P.A. Ermachenko***,

I.V. Konyukhov*, G.Yu. Riznichenko*, and A.B. Rubin*

*Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**Faculty of Biology, Shenzhen MSU-BIT University, Shenzhen 518172, China

***New Pipeline Technology Company, ul. Schepkina, 51/4, bld. 1, Moscow, 129110 Russia

The OJIPSMT pattern of Chl a fluorescence induction (FI) was obtained with microalgae cells Scenedesmus
obliquus (Scenedesmus) exposed after dark adaptation to moderate and high light intensities (1200 and
1800 μmol photon m–2 s–1) in the time range from the microseconds to 10 minutes. The fast and, particu-
larly, slow OJIPS(M)T stages of FI extending up to 100 seconds were quantitatively described by fitting the
thylakoid membrane (TM) model. The calculations adequately reproduced the dynamics of P700 oxidore-
duction transients. The parameters of the TM processes were determined, and the transients of the TM model
variables are shown in calculations. The dynamic stages of redox reactions in the reaction centers (RCs) of
the photosystem II (PSII), the PQ/PQH2 quinone pool, the cytochrome b6f complex (Cyt bf), and P700 of
PSI RCs are influenced by the adaptation of the TM system to light. In silico analysis revealed the role of the
Cyt bf in the regulation of electron fluxes, when bL/H hemes remain in a more reduced state at high light in-
tensity than at moderate illumination in the interval from 100 ms to 3 s. For non-radiative recombination of
the separated charges in the RC Phe–P680+ and QA

− P680+, the dependence of the rate constants k42-49 on
the level of QB

(2)– reduction was revealed, together with the dependence of k42-49 on the illumination of
chloroplasts. Setting the dynamic rate constants kFNR(t) and kD-qE(t) allows comparing the generation
ΔpHo-i(t) = pHS(t)–pHL(t), initiation of qE-quenching at pHL|Trigg = 6.7, activation in the light FNR –re-
ductase, and reaching the stationary charge flows up to 1–2 minutes of light induction. The fitting model of
isolated PSII according to phytoplankton FI signals revealed the similarity of electron transfer parameters in
PS2 RCs in monocultures such as Scenedesmus, Chlorella, and phytoplankton samples. The markers of the
phytocenosis condition deviated only in the case of the degradation of a water reservoir compared to an eco-
logically clean one. These differences in markers consist in the reduced size of the antennas, an enhanced en-
ergy dissipation, and the pH decrease in the lumen.

Keywords: photosystems I and II; chlorophyll a fluorescence induction; model simulation; electron and proton
transfer; nonphotochemical quenching
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С помощью спектроскопии комбинационного рассеяния, инфракрасной спектроскопии и лазер-
ной интерференционной микроскопии выявлены как изменения морфологии, так и изменения
конформации гемоглобина в эритроците в результате увеличения соотношения [Na+]in и [K+]in при
блокировании Na+/K+-АТФазы клетки. Установлено, что блокирование Na+/K+-АТФазы приво-
дит не только к увеличению [Na+]in в клетке, но и к увеличению положительного заряда на цито-
плазматической поверхности плазматической мембраны. В этих условиях выявлены изменения
конформации как гема, так и белковой глобулы гемоглобина, а именно, снижение плотности упа-
ковки молекулы гемоглобина, которые могут быть связаны как с сорбцией Na+ (или Са2+) с гемо-
глобином, так и с увеличением количества молекул воды в клетке и перераспределением гемогло-
бина. Вероятно, перераспределение гемоглобина и изменение плотности упаковки участка глобина
оказывают влияние на конформацию гема, увеличивая вероятность нахождения гема гемоглобина
в «куполообразной форме» и, таким образом, повышает его способность связывать О2. 

Ключевые слова: спектроскопия комбинационного рассеяния, гемоглобин, эритроциты, объем эритро-
цита.

DOI: 10.31857/S0006302922050064,  EDN: JIEVCW

В настоящее время большой интерес вызыва-
ют исследования, связанные с механизмом регу-
ляции конформации и распределения гемоглоби-
на при изменениях ионного гомеостаза эритро-
цита. Вероятно, изменения морфологии или
объема эритроцита приводят к изменению спо-
собности гемоглобина (Гб) связывать или сбра-
сывать лиганды (в том числе О2 и NOx). Очевид-
но, эти процессы могут как вызвать нарушения
газообмена в организме, так и быть последствием
ряда патологий [1–3]. Так, увеличение внутри-
клеточной концентрации ионов Na+ выявлено у

больных с хронической почечной недостаточно-
стью [4] и при уремии [4, 5]. Важно, что перерас-
пределение ионов в эритроците сопровождается
изменениями мембранного потенциала, которые
модифицируют состояние мембранных белков и
липидов [2]. Существенную роль в поддержании
ионного гомеостаза, а также в регуляции объема и
формы эритроцита выполняет фермент Na+/K+-
АТФаза (Na+/K+-аденозинтрифосфатаза, EC
3.6.3.9) [6, 7]. Перенос ферментом ионов против
градиента их концентрации осуществляется за
счет гидролиза АТФ и поддерживает низкий уро-
вень [Na+]in в клетке [8]. Важную роль в измене-
нии функций эритроцитов выполняет процесс
регуляции соотношения ионов Na+ и K+ в цито-
плазме клетки [9].

Сокращения: Гб – гемоглобин, СЭ – суспензия эритроци-
тов, ЛИМ – лазерная интерференционная микроскопия,
КР – комбинационное рассеяние, ИК – инфракрасный,
PLB – среда, имитирующая плазму крови (Plasma-Like
Buffer).

УДК 57.033, 57.013
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Однако в настоящее время мало известно, ка-
ким образом изменения ионного гомеостаза
и/или мембранного потенциала при работе
Na+/K+-АТФазы в эритроците регулируют рас-
пределение гемоглобина в клетке и его конфор-
мацию. Целью работы было исследование кон-
формации и перераспределения гемоглобина в
эритроците при блокировании активности
Na+/K+-АТФазы уабаином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение эритроцитов. Объектом исследова-

ния служила суспензия эритроцитов (СЭ) из ку-
битальной крови доноров (объект предоставлен
НМИЦ кардиологии им. академика А.Е. Чазова). 

В качестве антикоагулянта использовали гепа-
рин (5 Ед/мл крови). После забора кровь хранили
при 4°С. Для выделения СЭ использовали физио-
логический фосфатный буфер Аллена (145 мМ
NaCl, 5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 4 мM Na2HPO4,
1 мM NaH2PO4, 1 мМ MgSO4, 5 мМ глюкозы,
рН 7.4). Очистку СЭ от компонентов плазмы и бе-
лых форменных элементов крови проводили сле-
дующим образом: к цельной крови добавляли бу-
фер Аллена в соотношении 1 : 3, тщательно пере-
мешивали и центрифугировали (Laborfuge 400R,
ThermoScientific, США) при 1500 g в течение
5 мин при 4°С. Полученный супернатант отделя-
ли от осадка. Процедуру осаждения эритроцитов
повторяли дважды при тех же условиях центри-
фугирования. Полученную суспензию эритроци-
тов хранили на льду не более 3 ч.

Инкубация СЭ с уабаином. Для инкубации СЭ
с уабаином (G-Strophanthin, Sigma, США), гото-
вили раствор с 10 мМ уабаином (#75640, Fluka,
Швейцария) в буфере Аллена и добавляли его к
образцам СЭ (конечная концентрация уабаина
1 мМ). Время инкубации СЭ в приготовленной
среде составляло 60 мин.

Регистрация ζ-потенциала плазматической мем-
браны эритроцита. Для контроля за изменениями
ζ-потенциала плазматической мембраны эритро-
цита 1 мл СЭ (Нt = 40%) пробу СЭ разводили в
1000 раз буфером Аллена. Далее 1 мл полученного
раствора помещали в одноразовую капиллярную
поликарбонатную U-образную кювету DTS1070
(Malvern, Великобритания) с золотыми электро-
дами и тщательно перемешивали во избежание
образования пузырей воздуха или скопления СЭ
в одной из частей кюветы. Измерения проводили
в термостатирующей ячейке прибора Zetasizer
Nano ZS (Malvern, Великобритания) при 25°С.
Время адаптации образца к температуре – 60 с,
количество проведенных измерений – 100. Каж-
дое измерение включало не менее пяти повторов.
Для обработки результатов использовали про-
граммное обеспечение Malvern, поставляемое в

комплекте с прибором Zetasizer Nano ZS, и пакет
программ MS Excel.

Измерение объема эритроцита. Контроль за из-
менениями объема и формы эритроцита прово-
дили при помощи лазерного интерференционно-
го микроскопа (ЛИМ), разработанного во ВНИ-
ИОФИ на базе микроинтерферометра Линника
МИИ-4 (ЛОМО, Россия) с объективом 30×
(NA = 0.65) и полупроводниковым лазером
(λ = 650 нм) с мощностью лазера на объекте менее
2 мВт. Размер регистрируемого кадра составлял
195×145 мкм. Для анализа полученных изображе-
ний использовали ПЗС-видеокамеру VS-415U
(NPK «Videoscan», Россия), с размером матрицы
6.5×4.83 мм и разрешением 782×582 точек. Общее
время регистрации изображения составляло
10 сек [10, 11]. Образец наносили на предметное
стекло с зеркальной поверхностью и накрывали
сверху предметным стеклом. Препарат с СЭ нахо-
дился в буфере Аллена и в буфере Аллена с 1 мМ
уабаином [12]. Все измерения проводили после
часовой инкубации СЭ в растворах. Для восста-
новления фазового изображения по девяти реги-
стрируемым интерферограммам методом фазо-
вых шагов, использовали программу WinPhast,
для последующей работы с изображениями –
программы FIJI (США) и Origin 2017 (Microcal
Inc., США).

Метод ЛИМ позволяет рассчитать фазовый
объем эритроцитов [13–15] по формуле: 

(1)

где S – площадь клетки, рассчитанная методом
наименьших квадратов по фоновому значению,
ОРХ – оптическая разность хода светового луча.
Измерения объема эритроцита с помощью ЛИМ
проведено на 60 клетках.

Спектроскопия комбинационного рассеяния. Ре-
гистрацию спектров комбинационного рассея-
ния (КР, Рамановская спектроскопия) гемогло-
бина проводили с помощью конфокального мик-
роскоп-спектрометра NTEGRA-SPECTRA (NT-
MDT, Россия) в диапазоне частотного сдвига
1000–3200 см–1 с шагом измерения 1 см–1, охла-
ждение CCD камеры –50°C, объектив 5× с апер-
турой 0.15, решетка 600, мощность лазера на об-
разце 3 мВт, длина волны возбуждения 532 нм,
время регистрации одного спектра – 15–30 с, ко-
личество накоплений сигнала – 3. Для регистра-
ции сигнала образец помещали в гематокритный
капилляр с диаметром поперечного сечения 1 мм
(«АгатМед», Россия), который запаивали для гер-
метичности. Каждое измерение проводили не ме-
нее пяти раз. Для обработки результатов исполь-
зовали программное обеспечение Origin 2017. Об-
работка сигнала включала в себя вычитание
базовой линии.

= ×
−

mean

1 0

,ОРХV S
n n
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Для анализа полученных результатов исполь-
зовали соотношение интенсивностей абсолют-
ных величин полос спектра КР гемоглобина
(табл. 1). 

Инфракрасная спектроскопия. Регистрацию
инфракрасных (ИК) спектров молекул в эритро-
ците проводили в буфере Аллена с использовани-
ем приставки НПВО (неполного внутреннего от-
ражения) на инфракрасном Фурье-спектрометре
Spectrum Two (Perkin Elmer, США). Для регистра-
ции ИК-спектра 2 мкл образца наносили на окно
регистратора и подсушивали, контролируя вклад
ИК-полос от ОН-групп воды в течение 5 мин при
температуре 25°C. Регистрацию ИК-спектра от
молекул эритроцита проводили в диапазоне 550–
4000 см–1 с шагом измерения 4 см–1. Время реги-
страции составляло 20 с. Измерения проводили в
количестве повторов не менее 12. Для анализа по-
ложения максимумов пиков полос и построения
соотношений интенсивностей полос, осуществ-
ляли коррекцию базовой линии спектра в про-
грамме Origin 2017. Для анализа изменений струк-
туры белковой части гемоглобина в эритроците
использовали соотношения интенсивностей по-
лос ИК-спектра (табл. 2) [22, 23].

Флуоресценция триптофана белков эритроцита.
Для контроля за изменениями конформации бел-
ков эритроцита (в первую очередь, гемоглобина)
регистрировали изменения времени жизни флуо-
ресценции триптофана с помощью метода счета
одиночных фотонов с корреляцией по времени.
Для этого, флуоресценцию белков эритроцита
возбуждали импульсным субнаносекундным УФ-
светодиодом (EPLED 265, Edinburgh Instruments,
Шотландия), с максимальным излучением при
260 нм, скорректированным металлическим по-
лосовым фильтром (260 нм, ширина 15 нм, Chro-
ma, США), выдающий импульсы длительностью
700 пс со средней мощностью 0.6 мкВт при часто-
те повторения 20 МГц. Регистрацию сигнала флу-
оресценции (в диапазоне 300–400 нм, с максиму-
мом при 340 нм) осуществляли через коллимаци-
онную линзу спектрографа (PML-SPEC, Becker &
Hickl GmbH, Германия), оснащенного детекто-
ром PML-16-С и решеткой 1200 штрих/мм с раз-
решением 6.25 нм. Аппаратуру TCSPC использо-
вали в режиме FIFO, регистрируя поток фотонов
в программном обеспечении для измерений
SPCM 9.82 (Becker & Hickl GmbH, Германия). 

Измерения проводили в кварцевой кювете
(толщина поглощающего слоя 10 мм). Регистра-

Таблица 1. Соотношение интенсивностей полос спектра КР гемоглобина [16–21]
Отношение пиков спектра Значение соотношений

I1375/I1172

Выраженность симметричных и асимметричных колебания пиррольных колец. 
Снижение величины соотношения характеризует возрастание подвижности 
гема

I1580/I1375

Вклад валентных колебаний связей винильных групп к симметричным 
колебаниям пиррольных колец. Относительная способность Гб выделять 
лиганды

I2880/I2930

Вклад несимметричных колебаний метиленовых групп аминокислот глобина 
по отношению к колебанию концевых метильных радикалов (возрастает при 
увеличении упорядоченности СHn-групп)

Таблица 2. Соотношение интенсивностей полос спектра ИК гемоглобина [22, 23]

Отношение пиков спектра Значение соотношений

I1650/I1540 Характеризует изменение вклада Amide I/Amide II. Смещение положения пика 
Amide I (1650 см–1) указывает на изменение общего конформационного 
состояния белка в клетке

I1650/I1243 Различия по белкам*

I1450/I1243 Различия по аминокислотам*

I2930/I1243 Различия по жирным кислотам*

Примечание. * – Если после вычета базовой линии полоса с максимумом при 1243 см–1 одинакова, то ее можно 
использовать в качестве внутреннего стандарта оценки количественных изменений [10].



900

БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

СЛАТИНСКАЯ и др.

цию потока около 106 фотонов проводили в тече-
ние 10 с. Для получения максимальной величины
отношения сигнал/шум измерения проводили
троекратно. В эксперименте СЭ разводили в
1000 раз в буфере Аллена в термостатирующей
ячейке при 25°С. Время адаптации образца к тем-
пературе – 60 с. Все эксперименты проводили не
менее трех раз. Изменения интенсивности, вре-
мени жизни и спектра флуоресценции обрабаты-
вали с помощью пакета программ SPCImage 8.0
(Becker & Hickl, Германия).

Определение содержания ионов Na+ и К+ в
эритроците. Для выделения СЭ использовали сре-
ду, имитирующего плазму крови (PLB – Plasma-
Like Buffer) сдедующего состава: 115 мМ NaCl,
4 мМ KCl, 25 мМ NaHCO3, 0.75 мМ MgSO4,
10 мМ глюкозы, 0.015 мМ ZnCl2, 0.2 мМ глицина,
0.2 мМ глутамата натрия, 0.1 мМ аргинина,
0.6 мМ глютамина, 0.2 мМ аланина, 20 мМ
HEPES (pH 7.4 при 5% CO2) [24]. PLB добавляли
к крови в соотношении 8 : 1. Образцы центрифу-
гировали в течение 10 мин при 1500 g, после чего
супернатант отбирали и проводили отмывку СЭ
от компонентов плазмы дважды. К отмытой СЭ
добавляли 1.8 мл PLB, ресуспендировали и
аликвотировали по 90 мкл. В экспериментальные
образцы вносили 10 мкл 10 мМ уабаина, а в кон-
трольные образцы – 10 мкл PLB. После трехчасо-
вой инкубации эритроцитов с уабаином в CO2-
инкубаторе пробы помещали на лед и вносили
1.5 мл ледяного 0.1 M MgCl2. Далее центрифуги-
ровали 10 мин при 2000 g и отбирали супернатант.
Отмывку повторяли дважды. Затем к осадку до-
бавляли по 1.5 мл 5% трихлоруксусной кислоты
(#152592, MP Biomedicals, США) и оставляли об-
разцы на ночь при 4°С. После осаждения клеточ-
ных белков трихлоруксусной кислотой [25] об-
разцы центрифугировали 10 мин при 13700 g. Су-
пернатант переносили в пробирки и определяли
[Na+]in и [K+]in на атомно-абсорбционном спек-
трометре «Квант-2М» («КОРТЭК», Россия) [26].
Осадок растворяли в 1.5 мл 0.1 М NaOH и опреде-
ляли содержание белка методом Бредфорда [27] с
использованием Quick Start™ Bradford 1× Dye Re-
agent (#5000205, BioRad, США) на спектрофото-
метре V560 (JASCO, Япония).

Полученные данные обрабатывали стандарт-
ными статистическими методами в пpогpамме
Statistica 8.0: вычисляли среднее арифметическое
значение (M) и стандартную ошибку среднего
(SE) для экспериментальных и контрольных ре-
зультатов. Используя t-критерий Стьюдента
(p < 0.05), оценивали достоверность полученных
результатов, а непараметрический критерий Вил-
кокcона применяли для оценки значимости раз-
личий двух связанных выборок (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование изменений морфологии эритроци-

та при блокировании Na+/K+-АТФазы. Известно,
что при селективном связывании уабаина с
Na+/K+-АТФазой блокируется активный транс-
порт – выход из клетки Na+ и вход K+ [28]. При
этом происходит накопление Na+ внутри клетки,
на 88% снижается вход К+ [29] и, как следствие,
наблюдается увеличение объема эритроцита. 

С помощью ЛИМ нами установлено, что после
инкубации эритроцитов с уабаином снижается
величина фазового объема и амплитуда оптиче-
ской разности хода луча света за счет перераспре-
деления Гб вследствие входа воды при накопле-
нии [Na+]in. Вероятно, увеличение объема эрит-
роцита при блокировании насоса [29–31] может
сопровождаться как изменением трансмембран-
ного потенциала, так и поверхностного заряда
плазматической мембраны эритроцита. Действи-
тельно, при повышении [Na+]in происходит де-
поляризация мембранного потенциала, которая
запускает обратную моду Na+/Ca2+-обменника,
увеличивая [Са2+]in. Также основную роль в ста-
билизации объема эритроцитов выполняют каль-
ций-активируемые калиевые каналы [32]. Веро-
ятно, этими процессами обусловлено увеличение
заряда мембраны с –15.2 ± 0.2 до –13.2 ± 0.2 мВ, а
также перераспределение Гб в клетке (рис. 1а,в). 

В следующей серии экспериментов исследова-
ли изменения [Na+]in и [K+]in эритроцита при
действии уабаина (рис. 2). Доказано, что при бло-
кировании Na+/K+-АТФазы содержание [Na+]in
в эритроците возрастает, при этом наблюдается
тенденция к снижению содержания [K+]in
(рис. 2). Полученные данные подтверждают уве-
личение соотношения содержания ионов натрия
и калия в эритроците при блокировании насоса
[33].

Исследование изменений конформации гемогло-
бина эритроцитов при блокировании Na+/K+-
АТФазы. Установлено, что блокирование актив-
ности Na+/K+-АТФазы приводит к увеличению
[Na+]in и поверхностного заряда мембраны, а так-
же перераспределению Гб в цитоплазме клетки
(рис. 1). Мы предположили, что эти процессы мо-
гут быть фактором активации ряда внутриклеточ-
ных процессов (активация фосфолипаз), которые
меняют упорядоченность жирнокислотных хво-
стов мембранных липидов, снижая долю примем-
бранного Гб, связанного с белком полосы 3, а
также формирования комплекса Гб и белка поло-
сы 3 за счет отрицательно заряженного компо-
нента белка полосы 3 [34–36]. Как отмечалось
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выше, при увеличении [Na+]in концентрация
Са2+ внутри эритроцита может увеличиться за
счет активации Са-каналов или обратной моды
Na-Са-обменника. Все это может влиять на кон-
формацию Гб, а также на количество свободных
ОН-групп тирозина белка полосы 3 [37, 38]. В
связи с этим мы исследовали связь данных про-
цессов с изменением конформации Гб в клетке.

С помощью метода КР установлено, что в
условиях блокирования Na+/K+-АТФазы (депо-
ляризация мембраны и вход ионов Na+ в клетку)
наблюдаются изменения в спектре гема гемогло-
бина (область валентных колебаний пирролов,
соотношение I1375/I1172), свидетельствующие об
изменении конформации гема (доля гема в «ку-
полообразной форме»), доли комплексов окси- и
дезоксигемоглобина, сродства Гб к лигандам
(увеличение величины соотношения I1375/I1172 и

снижение величины соотношения I1580/I1375)
(рис. 3). В частности, выявлены изменения в кон-
формации гема, характеризующие снижение по-
движности гема (увеличение интенсивности со-
отношения I1375/I1172) и снижение способности
Гб выделять лиганды (снижение величины соот-
ношения I1580/I1375), что может быть вызвано как
деполяризацией мембраны, так и снижением
плотности Гб за счет входа воды, экранирования
Гб молекулами воды, а также селективного свя-
зывания катионов Na+ белками [30]. Отметим,
что накопление внутриклеточного натрия приво-
дит и к изменению конформации глобиновой ча-
сти молекулы Гб (выявлена тенденция к сниже-
нию упорядоченности СHn-групп (снижение ве-
личины соотношения I2880/I2930), что указывает
на снижение плотности упаковки глобулы глоби-
на и коррелирует с данными, свидетельствующи-
ми о снижении плотности распределения гемо-

Рис. 1. Изменение величины оптической разности хода светового луча луча света и поверхностного заряда эритроци-
тов после 60-минутной инкубации в растворе с 1 мМ уабаина: (а) – фазовый профиль эритроцита, полученный мето-
дом ЛИМ (черная кривая – контроль, серая кривая – после инкубации с уабаином); (б) – среднее значение оптиче-
ской разности хода, полученное методом ЛИМ; (в) – ζ-потенциал мембран эритроцитов, (г) – фазовый объем (фор-
мула (1)). Данные представлены как среднее ± SE (* – p ≤ 0.05).
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Рис. 2. Изменение содержания [Na+]in (а) и [K+]in (б) при инкубации эритроцитов в течении 1 ч с 1 мМ уабаина.
Данные представлены как среднее ± SE (* – p ≤ 0.05).

Рис. 3. (а) – Молекулярная структура гема гемоглобина; (б) – величины соотношений интенсивностей полос спектра
комбинационного рассеяния представлены как изменение относительно контроля (суспензия эритроцитов без добавления
уабаина в буфере Аллена). Данные представлены как среднее ± SE (* – p ≤ 0.05).



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ИЗМЕНЕНИЕ КОНФОРМАЦИИ И РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕМОГЛОБИНА 903

глобина (по величине оптической разности хода
светового луча) в клетке. 

Для более детального исследования измене-
ний конформации глобина гемоглобина и состо-
яния липидов плазматической мембраны эритро-
цита при блокировании насоса использовали
ИК-спектроскопию (рис. 4). Установлено, что в
данных условиях наблюдаются изменения в ва-
лентных колебаниях связей СН3-групп амино-
кислотных остатков (I1450/I1243) и увеличение ве-
личины соотношения I2930/I1243, характеризую-
щего упорядоченность жирнокислотных
«хвостов» фосфолипидов плазматической мем-
браны эритроцита. Например, при инкубации
клеток с уабаином возрастает интенсивность по-
лосы 1738 см–1 (рис. 4а), которая характеризует
растяжение С=О-связей фосфолипидов мембра-
ны [39, 40]. При инкубации эритроцитов с уабаи-
ном не выявлены изменения соотношения
I1650/I1540 (отношение Amide I к Amide II) и

I1650/I1243), но смещение полосы 1650 до 1647 см–1

может свидетельствовать об изменении длины
сопряжения между амидными связями С=О во
вторичной структуре белка. 

В дополнительной серии экспериментов нами
были выявлены изменения конформации белков
СЭ (Гб, белки плазматической мембраны, цитос-
келета и т. д.) (снижение времени жизни флуо-
ресценции триптофанов, рис. 4в). Поскольку ге-
моглобин является основным белком эритроци-
тов, составляя около 98% всех белков цитоплазмы
клетки, то изменения его конформации будут
вносить основной вклад в изменение флуорес-
ценции триптофанов. Таким образом, наблюдае-
мые изменения в первую очередь свидетельству-
ют об изменении конформации глобина за счет
изменения положения триптофанов глобина
близ гема, либо в окружения молекул Гб (напри-
мер, в белке полосы 3). Все это, вероятно, отража-
ет перераспределение молекул Гб в цитоплазме и

Рис. 4. (а) – ИК-спектр суспензии эритроцитов; (б) – величины соотношений интенсивностей полос ИК-спектра,
представленные как изменение относительно контроля (суспензия эритроцитов без добавления уабаина в буфере Аллена);
(в) – время жизни триптофановой флуоресценции, представленное как изменение относительно контроля (суспензия
эритроцитов без добавления уабаина в буфере Аллена). Данные представлены как среднее ± SE (* – p ≤ 0.05).
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снижение плотности упаковки глобулы Гб (рис. 1
и 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью методов оптической спектроско-
пии (КР, ИК и ЛИМ) исследованы как измене-
ния морфологии эритроцитов, так и изменения
конформации Гб в эритроците в результате уве-
личения соотношения [Na+]in и [K+]in в клетке.
Установлено, что блокирование Na+/K+-АТФа-
зы приводит не только к увеличению [Na+]in в
клетке, но и увеличению положительного заряда
на цитоплазматической поверхности плазмати-
ческой мембраны (рис. 1 и 2). В этих условиях вы-
явлены изменения конформации как гема, так и
белковой глобулы Гб, а именно, снижение плот-
ности упаковки молекулы Гб, которые могут быть
связаны как с сорбцией Na+ с Гб, так и увеличе-
нием количества молекул воды в клетке и пере-
распределением Гб в клетке. Вероятно, перерас-
пределение Гб и изменение плотности упаковки
участка глобина оказывают влияние на конфор-
мацию гема, увеличивая вероятность нахождения
гема гемоглобина в «куполообразной форме» и,
таким образом, повышает способность выделять
О2. Можно предположить, что выявленные изме-
нения обусловлены главным образом изменения-
ми во вторичной структуре белка-глобина близ
центров локализации гема в Гб.

Итак, увеличение соотношения [Na+]in и
[K+]in в клетке может привести как к деполяриза-
ции плазматической мембраны и изменению
конформации примембранного Гб, так и к пере-
распределению и изменению конформации ци-
топлазматического Гб. Все вышеперечисленное
нарушает способность эритроцитов переносить
кислород и является причиной гипоксии в норме
и при патологии.
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 Changes in Conformation and Distribution of Hemoglobin in the Erythrocyte 
during Inhibition of Na+/K+-ATPase Activity

 O.V. Slatinskaya*, P.I. Zaripov**, N.A. Brazhe*, I. Yu. Petrushanko**, and G.V. Maksimov*, ***
*Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/24, Moscow, 119991 Russia

**Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia
***National Research Technological University MISiS, Leninskiy prosp. 4/1, Moscow, 119049 Russia

Raman spectroscopy, infrared spectroscopy and laser interference microscopy revealed the changes in eryth-
rocyte morphology and the hemoglobin conformational changes induced by an increase in the
[Na+]in/[K+]in ratio when Na+/K+-ATPase was blocked in a cell. It has been established that the loss of
Na+/K+-ATPase leads to [Na+]in accumulation in the cell, and the cytoplasmic surface of the plasma mem-
brane becomes less negative. Under these conditions, the following changes in the conformation of both the
heme and the molten globule of hemoglobin were observed: the packing density of the hemoglobin molecule
decreases; it can be due to the sorption of Na+ (or Ca2+) from hemoglobin and to an increase in number of
water molecules in the cell and the redistribution of hemoglobin in a cell. It is likely that the redistribution of
hemoglobin and the change in the packing density of the globin site affect the conformation of the heme, in-
creasing the probability of finding the heme of hemoglobin in a "dome-shaped form" and, thus, increasing
the ability to bind O2.

Keywords: Raman spectroscopy, hemoglobin, erythrocyte, red blood cells, erythrocyte volume
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С использованием численного моделирования и спектрофотометрического анализа исследованы
механизмы регуляции адаптации эритроцитов пероксидом водорода при гемолизе наночастицами
серебра. Показано, что наночастицы серебра индуцируют гемолиз эритроцитов, скорость которого
зависит от суммарной концентрации серебра и содержания ионов в растворе. Гемолиз эритроцитов
нитратом серебра протекает в два раза быстрее, чем наночастицами. Обнаружено, что пероксид во-
дорода повышает структурную устойчивость эритроцитов при гемолизе наночастицами серебра и
нитратом серебра. Диапазон концентраций пероксида водорода, при котором наблюдается увели-
чение доли негемолизированных клеток (область гормезиса), зависит от времени разрушения кле-
ток при действии повреждающего фактора. Максимум гормезиса при разрушении наночастицами
серебра наблюдается при концентрации пероксида водорода 1250 мкМ, а при разрушении нитратом
серебра – при 700 мкМ. С помощью численного моделирования установлено, что зависимость мак-
симума гормезиса от концентрации внеклеточного пероксида водорода и времени инкубирования
обусловлена динамическим характером цитоплазматических механизмов, регулирующих соотно-
шение мембранных комплексов метгемоглобина и феррилгемоглобина. 

Ключевые слова: гормезис, адаптация, пероксид водорода, эритроциты, метгемоглобин, наночастицы
серебра.
DOI: 10.31857/S0006302922050076,  EDN: JIIIGL

Способность адаптироваться к стрессу являет-
ся важнейшей характеристикой здорового орга-
низма [1]. Однако защитно-адаптационные меха-
низмы на уровне клеток изучены недостаточно.
Ключевыми участниками регуляции ответа кле-
ток на действие стрессовых факторов являются
активные формы кислорода (АФК) – высокоре-
акционные продукты метаболизма кислорода,
обладающие широким спектром физиологиче-
ского и патофизиологического действия [2]. К
АФК относятся различные химические соедине-
ния, включая синглетный кислород (1О2), су-
пероксидный (О2

•–) и гидроксильный (НО•)
радикалы, пероксид водорода (Н2О2) и другие.

Основной молекулой группы АФК, осуществля-
ющей передачу регуляторных сигналов, является
пероксид водорода [3]. Сигналы, передаваемые
пероксидом водорода, характеризуются своим
концентрационным порогом активации и дли-
тельностью. Действие таких сигналов обратимо и
регулируется многокомпонентной антиокисли-
тельной системой в результате сопряженного
функционирования специализированных бел-
ков, таких как каталаза (Cat), глутатионперокси-
даза (Gpx), пероксиредоксин (Prx) и др. [2]. 

В последние годы выяснено, что регуляция
экспрессии генов белков антиокислительной си-
стемы клеток млекопитающих осуществляется
фактором транскрипции Nrf2 (nuclear E2-related
factor 2), активность которого контролируется с
участием редокс-зависимого белка Keap1 (Kelch-
like ECH-associating protein 1) [4]. Система Keap1-
Nrf2 играет ключевую роль в поддержании кле-
точного редокс-гомеостаза при стрессовых воз-
действиях и рассматривается как потенциальная
мишень для терапии широкого спектра заболева-
ний [5, 6]. Однако в эритроцитах, самых много-
численных клетках крови человека, данная систе-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, Cat – ка-
талаза, Gpx – глутатионпероксидаза, Prx – пероксиредок-
син, NADH – никотинамидадениндинуклеотид (восста-
новленная форма), NAD+ – никотинамидадениндинук-
леотид (окисленная форма), NADPH – никотинамид-
адениндинуклеотидфосфат (восстановленная форма),
NADP+ – никотинамидадениндинуклеотидфосфат (окис-
ленная форма), B3 – белок полосы 3, MetHb – метгемогло-
бин, FerHb – феррилгемоглобин.
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ма поддержания редокс-гомеостаза отсутствует, и
защита клеток при стрессовых воздействиях осу-
ществляется цитоплазматическими механизма-
ми, включающими регуляцию функционального
состояния белков и их взаимодействий с мембра-
ной и цитоскелетом клетки. 

Важнейшим механизмом защиты эритроцитов
является повышение структурной стабильности
мембраны при связывании ее компонентов с ге-
моглобином – основным белком эритроцитов
[7]. Константы скорости образования и распада
мембранных комплексов гемоглобина зависят от
окисленного состояния белка [8, 9]. Взаимодей-
ствие метгемоглобина с компонентами мембраны
характеризуется более высокой константой свя-
зывания, чем связывание оксигемоглобина. По-
казано, что обратимое связывание метгемоглоби-
на с белками цитоскелета оказывает стабилизи-
рующее действие на эритроцитарные мембраны
[10, 11]. Восстановление метгемоглобина никоти-
намидадениндинуклеотидом (NADH), катализи-
руемое цитохромом b5, приводит к снижению ко-
личества мембранных комплексов белка [12].
Накопление более окисленной формы гемогло-
бина – феррилгемоглобина усиливает процессы
перекисного окисления липидов и снижает
структурную стабильность мембран [13]. Меха-
низмы изменения баланса окисленных форм ге-
моглобина и их связывания с мембраной при дей-
ствии внешних стрессовых факторов до сих пор
не изучены. 

Ранее нами было показано, что соотношение
мембранных комплексов различных окисленных
форм гемоглобина определяет гормезисную зави-
симость ответа эритроцитов на действие перок-
сида водорода: регуляторное при низких концен-
трациях и повреждающее при высоких [14]. Диа-
пазон концентраций пероксида водорода, при
котором наблюдается увеличение структурной
стабильности мембраны (область гормезиса), за-
висит от ряда внутренних и внешних факторов. 

Значительный рост объемов производства но-
вых материалов, содержащих наноразмерные ча-
стицы, и расширение областей их применения
актуализировало исследования механизмов взаи-
модействия искусственных наноматериалов и
биологических систем. Широкое применение на-
ходят наночастицы серебра, которые использу-
ются в качестве бактерицидных, противовирус-
ных, противогрибковых и антисептических аген-
тов, однако способны проявлять токсические
свойства по отношению к клеткам млекопитаю-
щих и человека [15]. Поскольку при действии на-

ночастиц серебра может изменяться концентра-
ция пероксида водорода, в настоящей работе изу-
чены условия и механизмы защитного действия
окислителя при повреждении эритроцитов нано-
частицами серебра.

Разрушение клеток под действием наночастиц
серебра обусловлено, в основном, ионами сереб-
ра, высвобождаемыми наночастицами [16, 17], и
зависит от ряда факторов, включая внеклеточные
и внутриклеточные редокс-условия [18]. Для ко-
личественного анализа влияния различных фак-
торов на действие пероксида водорода в эритро-
цитах построена математическая модель, в кото-
рой передача сигнала с участием пероксида
водорода и образование мембранных комплексов
окисленных белков рассматривается как цепь
взаимосвязанных событий. 

ОПИСАНИЕ МОДЕЛИ
Повышение структурной стабильности мем-

бран эритроцитов, индуцируемое пероксидом во-
дорода, усиливает защитные свойства клеток и,
следовательно, уменьшает количество разрушен-
ных при гемолизе клеток. При моделировании
индуцированного наночастицами гемолиза эрит-
роцитов считается, что скорость разрушения
клеток пропорциональна количеству клеток в
суспензии и количеству высвобождаемых нано-
частицами ионов серебра, вызывающих разруше-
ние. Скорость высвобождения ионов серебра, в
свою очередь, прямо пропорциональна количе-
ству ионов, заключенных в наночастицы, и зави-
сит от защитных свойств клеток. В этом случае
скорость изменения количества клеток в суспен-
зии регулируется двумя конкурирующими про-
цессами (защиты и разрушения) и может быть
описана следующей системой уравнений:

(1)

где n – число клеток в суспензии, kр – коэффици-
ент разрушения, kз – коэффициент защиты,
[Ag+] – концентрация высвобожденных ионов
серебра в растворе, [Ag0] – концентрация ионов
серебра в форме наночастиц. Суммарная концен-
трация серебра считается постоянной. 

Решением системы (1) является уравнение: 

(2)
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где n(0) – начальное количество клеток в суспен-
зии, [Ag0](0) – начальная концентрация ионов
серебра, которая была использована при синтезе
наночастиц, t – время. Значения коэффициентов
kр и kз определяли на основе экспериментально
полученных зависимостей гемолиза эритроцитов
с использованием метода наименьших квадратов.

Защитные свойства клеток при гемолизе опре-
деляются структурной стабильностью мембраны
и характеризуются коэффициентом защиты kз.
На основании ранее проведенных исследований
[14] в модели полагается, что структурная ста-
бильность мембраны зависит от количества мем-
бранных комплексов метгемоглобина и феррил-
гемоглобина и изменяется со временем. 

Для количественного анализа динамики изме-
нения защитных свойств клетки рассматривали
ключевые этапы образования метгемоглобина и
феррилгемоглобина и их связывания с мембра-
ной при действии внеклеточного пероксида водо-
рода на основе математической модели, описан-
ной нами ранее [14]. Для учета влияния наноча-
стиц серебра в модели сделаны ряд изменений. 

В новой модели введено упрощение полной
системы гликолиза и пентозофосфатного пути,
основанное на условии стационарного состояния
потоков [19]. При определении скорости восста-
новления NADPH и NADH учитывается скорость
транспорта глюкозы через мембранный транс-
портер GLUT1 (мембранный транспортер глюко-

зы типа 1 – Glucose transporter 1). Считается, что
при окислении одной молекулы глюкозы восста-
навливаются две молекулы NAD+ или две моле-
кулы NADP+. Снижение поступления источника
энергии (глюкозы) приводит к истощению пула
NADPH и NADH и изменяет скорость гликолиза
или пентозофосфатного пути пропорционально
концентрации пиридиннуклеотидов. Таким об-
разом, в новой модели учитываются не общие
скорости гликолиза или пентозофосфатного
пути, а только их отклонения от начального зна-
чения. 

Индуцированное пероксидом водорода обра-
зование метгемоглобина и феррилгемоглобина
приводит к их связыванию с компонентами мем-
браны эритроцита. Динамика образования мем-
бранных комплексов окисленных форм гемогло-
бина описывается кинетикой лиганд-рецептор-
ного взаимодействия, где в качестве лиганда
выступает окисленный гемоглобин, а рецептором
служит мембранный белок полосы 3 (B3). Дости-
жение равновесия процессов связывания и рас-
пада комплексов на мембране происходит зна-
чительно быстрее процессов восстановления
окисленных белков, поэтому в модели рассмат-
ривается стационарное состояние формирую-
щихся комплексов. Количество мембранных
комплексов метгемоглобина и феррилгемоглоби-
на зависит соответственно от количества метге-
моглобина и феррилгемоглобина в цитоплазме:

(3)

где [B3] – концентрация доступных для связыва-
ния белков полосы 3, [B30] – суммарная концен-
трация белков полосы 3, [MetHb] – концентра-
ция метгемоглобина в клетке, [MetHb–B3] – кон-
центрация мембранных комплексов мет-
гемоглобина, [FerHb] – концентрация феррилге-
моглобина в клетке, [FerHb–B3] – концентрация
мембранных комплексов феррилгемоглобина,
kd

f – константа диссоциации комплексов ферри-

лгемоглобина, kd
m – константа диссоциации

комплексов метгемоглобина. 

Построенная математическая модель является
нелинейной и содержит 17 дифференциальных
уравнений. В табл. 1 и 2 приведены эти уравнения
и их константы. Все константы и начальные усло-
вия взяты из литературных источников. Выпол-
нен анализ на устойчивость системы. Численное
решение системы выполнено в программе Wol-
fram Mathematica. 

На основе численного моделирования изучено
влияние пероксида водорода на динамику изме-
нения мембраносвязанного состояния окислен-
ных форм гемоглобина при действии разных по-
вреждающих факторов.
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Таблица 1. Реакции и уравнения скорости в модели 

№ Реакция и уравнение скорости Значение констант Ссыл
ка

1

Н2О2 (внешн) → Н2О2 P = 6·10–6 м·с–1

Sклет = 1.09·10–10 м2

V = 10–6 м3

Nклет= 3·107

[20]

2
Н2О2 (внешн) → Н2О2 P = 6·10–6 м·с–1

Sклет = 1.09·10–10 м2

Vклет = 6.3·10–17 м3
[20]

3
Н2О2 + Cat → Н2О + CompI

v3 = k3·[Cat]·[Н2О2] k3 = 6·106 М–1·с–1 [21]

4
Н2О2 + CompI → Н2О + О2 + Cat

v4 = k4·[CompI]·[Н2О2] k4 = 1.6·107 М–1·с–1 [21]

5
[Gpx] =1.4·10–6 M
K1 = 2.5·10–5 M·с
K2 =2.4·10–8 M·с

[22]

6
2Hb + Н2О2 → 2MetHb + Н2О

v6 = k6·[Hb]·[Н2О2] k6 = 100 М–1·с–1 [21]

7
MetHb + Н2О2 → FerHb + Н2О

v7 = k7·[MetHb]·[Н2О2] k7 =98 М–1·с–1 [23]

8
MetHb + cytb5(восст) → Hb + cytb5(окисл)

v8 = k8·[MetHb]·[cytb5(восст)] k8 = 6200 М–1·с–1 [24]

9

k9 = 418 с–1

[cytb5R] = 7·10–8 М
KM

NADH = 3.1·10–7 M
KM

cyt b5(окисл) = 1.5·10–5 M

[24]

10
FerHb + 2Asc → MetHb + DHA + Asc

v10 = k10·[FerHb]·[Asc] k10 = 400 М–1·с–1 [23]

11

k11 = 5.27 с–1

[DHAR] = 10–7 М
KDHA = 2.1·10–4 М
KGSH = 3.5·10–3 М

[25]

12
[GR] = 1.4·10–6 М
K1 = 2.4·10–8 M·с
K2 = 2.5·10–5 M·с

[22]

13

Vmax = 0.0207 М·с–1

Kex
m = 1.7·10–3 М

Kin
m = 6.9·10–3 М

α = 0.54

[19]
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментах использовали нитрат серебра
(«ЛенРеактив», Россия) и пероксид водорода
(РУП «Белмедпрепараты», Беларусь). Кровь здо-
ровых доноров получали в ГУ «Республиканский
научно-практический центр трансфузиологии и
медицинских биотехнологий» (Минск, Бела-
русь). Лейкоцитарный слой и плазму крови отде-
ляли после двукратного центрифугирования при
1500 об/мин. Спектрофотометрические исследова-
ния эритроцитов проводили в фосфатно-солевом
буфере, содержащем 10 мМ Na2HPO4/KH2PO4,
137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 5 мМ D-глюкозы
(рН 7.4). 

Получение наночастиц проводили с примене-
нием методов «зеленой химии» [18]. Раствор нит-
рата серебра в концентрации 1 мМ смешивали с
водным экстрактом растений в соотношении 9 : 1
при pH 8.0 и инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Окончание синтеза реги-
стрировали по появлению пика на длине волны
400 нм, обусловленного поверхностным плаз-
монным резонансом. Определение размеров на-
ночастиц проводили спектрофотометрическим
методом [26]. Количественные изменения нано-
частиц в экспериментах выражали через концен-
трацию ионов серебра ([Ag0]), необходимую для
их синтеза. 

Гемолиз инициировали путем добавления на-
ночастиц серебра или нитрата серебра к суспен-
зии эритроцитов. Кинетику гемолиза эритроци-
тов измеряли путем регистрации оптической
плотности клеточной суспензии (30 млн/мл) на

длине волны 680 нм при температуре 37°C. По
окончании гемолиза (через 50 мин для наноча-
стиц и 20 мин – для нитрата серебра) измеряли
спектры поглощения гемолизата. Изменение ко-
личества клеток оценивали по изменению опти-
ческой плотности суспензии эритроцитов на дли-
не волны 680 нм. Осмотический гемолиз прово-
дили путем инкубирования эритроцитов в
растворах с различной концентрацией NaCl (48–
85 мМ).

Для определения защитного эффекта клетки
инкубировали с пероксидом водорода в течение
10 мин до введения гемолизирующего фактора.
Защитный эффект определяли по увеличению
доли негемолизированных эритроцитов (N/N0,
где N0 – начальное количество эритроцитов в сус-
пензии, N – количество клеток после гемолиза) в
присутствии окислителя. 

Окисленную форму гемоглобина на мембране
эритроцитов определяли спектрофотометриче-
ски через 10 мин инкубирования с пероксидом
водорода в концентрации 250 мкМ после осмоти-
ческого разрушения клеток. Продукты гемолиза
выделяли центрифугированием в течение 30 мин
при 7000 об/мин. Далее записывали спектр по-
глощения гемолизата на длинах волн 400–450 нм.
Измерения проводили с использованием спек-
трофлуориметра CM-2203 и спектрофотометра
UV-VIS РВ 2201 (Solar, Республика Беларусь).

Результаты представлены как средние значе-
ния ± стандартное отклонение среднего для
трех–пяти независимых экспериментов. Стати-
стический анализ проводили с использованием
программы Microsoft Excel. Достоверность значе-

Таблица 2. Полная система уравнений в модели 
Система уравнений Начальные значения, М
[Cat]'(t) = – v3 + v4

[CompI]'(t) = v3 – v4
[H2O2(внешн)]'(t) = – v1

[H2O2]'(t) = v2 – v3 – v4 – v5 – v6 – v7
[cytb5(восст)]'(t) = – v8 + v9
[cytb5(окисл)]'(t) = v8 – v9

[MetHb]'(t) = v6 – v7 – v8 + v10
[FerHb]'(t) = v7 – v10
[Hb]'(t) = – v6 + v8

[Asc]'(t) = – v10 + v11
[DHA]'(t) = v10 – v11

[GSH]'(t) = 2(– v5 – v11 + v12)
[GSSG]'(t) = v5 + v11 – v12

[NADP]'(t) = – vGLUT + v12
[NADPH]'(t) = vGLUT – v12
[NAD]'(t) = – vGLUT + v9
[NADH]'(t) = vGLUT – v9

[Cat](0) = 5.5·10–6

[CompI](0) = 5.5·10–6

[H2O2(внешн)](0) = (1…1.25)·10–3

[H2O2](0) = 0
[cytb5(восст)](0) = 8.1·10–6

[cytb5(окисл)](0) = 0
[MetHb](0) = 0
[FerHb](0) = 0
[Hb](0) = 0.01

[Asc](0) = 7.5·10–5

[DHA](0) = 0
[GSH](0) = 1.5·10–3

[GSSG](0) = 0
[NADP](0) = 0.2·10–6

[NADPH](0) = 5·10–5

[NAD](0) = 8.9·10–5

[NADH](0) = 1.5·10–7
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ний определяли с помощью t-критерия Стьюден-
та, принимая различия достоверными при уровне
значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оптические свойства наночастиц серебра ха-

рактеризуются наличием в области видимого све-
та ярко выраженной резонансной полосы, назы-
ваемой полосой поверхностного плазмонного ре-
зонанса, положение которой зависит от размера и
формы наночастиц [26]. На рис. 1 показан спектр
поглощения синтезированных наночастиц сереб-
ра. Положение основного максимума на длине

400 нм и шириной менее 100 нм позволяет сделать
вывод о том, что частицы мало различаются по
размеру и имеют диаметр в среднем 20 нм. Отсут-
ствие дополнительных пиков поглощения гово-
рит о доминировании сферических наночастиц. 

В результате исследований показано, что по-
лученные наночастицы серебра индуцируют ге-
молиз эритроцитов, скорость которого зависит от
суммарной концентрации серебра и содержания
ионов в растворе. На рис. 2а представлена кине-
тика гемолиза эритроцитов наночастицами при
концентрации серебра от 5 до 60 мкМ. Как видно
из представленных данных, скорость гемолиза
увеличивается с ростом концентрации серебра,
используемого для синтеза наночастиц. При оди-
наковой концентрации серебра гемолиз эритро-
цитов нитратом серебра протекает в два раза
быстрее, чем наночастицами (рис. 2б).

Предварительное инкубирование эритроци-
тов с пероксидом водорода приводит к снижению
доли гемолизированных клеток при разрушении
наночастицами серебра. Защитный эффект про-
является при концентрации пероксида водорода
в диапазоне от 250 до 1500 мкМ. Доля негемоли-
зированых клеток при этом повышается до
0.8 (рис. 3а). При разрушении эритроцитов нит-
ратом серебра защитный эффект пероксида водо-
рода наблюдается при более низких концентра-
циях, а доля негемолизированных клеток дости-
гает единицы (рис. 3б). 

На основе данных по гемолизу эритроцитов
определены значения коэффициентов разруше-
ния kр и защиты kз при разных концентрациях пе-
роксида водорода. Коэффициент kр характеризу-

Рис. 1. Спектр поглощения наночастиц серебра. Кон-
центрация серебра 40 мкМ.
Рис. 1. Спектр поглощения наночастиц серебра. Кон-
центрация серебра 40 мкМ.

Рис. 2. (а) – Кинетика гемолиза эритроцитов наночастицами при разных концентрациях серебра; (б) – кинетические
кривые гемолиза эритроцитов наночастицами (кривая 1) и нитратом серебра (кривая 2) при концентрации 100 мкМ.
N/N0 – доля негемолизированных эритроцитов, где N0 – начальное количество эритроцитов в суспензии, N – количество
клеток после гемолиза.



912

БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ВОЙНАРОВСКИЙ, МАРТИНОВИЧ

ет токсическое действие ионов серебра и его зна-
чение не зависит от концентрации окислителя,
т.е. остается постоянным. Значение коэффици-
ента kз зависит от количества мембранных ком-
плексов метгемоглобина, и, следовательно, зави-
сит от концентрации внеклеточного пероксида
водорода, при действии которого изменяется ко-
личество метгемоглобина и его мембраносвязан-
ной формы. Зависимости значений коэффициен-
та защиты от концентрации пероксида водорода
при разрушении наночастицами серебра и нитра-
том серебра показаны на рис. 4. Как видно из

представленных на рис. 4 данных, зависимость
значений kз от концентрации пероксида водорода
является гормезисной: величина коэффициента
защиты повышается при низких концентрациях
окислителя и снижается при высоких. Различия в
значениях коэффициента защиты клеток при
действии разных гемолизирующих факторов обу-
словлены, вероятно, изменением соотношения
окисленных форм гемоглобина и их мембрано-
связанных форм с течением времени. 

Зависимость кинетики связывания окислен-
ных форм гемоглобина с мембраной эритроцитов
человека от внутриклеточных и внеклеточных
условий изучали на основе предложенной мате-
матической модели. В рамках модели считается,
что внеклеточный пероксид водорода посред-
ством диффузии через мембрану поступает
внутрь клетки, где утилизируется в реакциях с ге-
моглобином и в реакциях с участием каталазы и
глутатионпероксидазы. С ростом начальной кон-
центрации пероксида водорода скорость его диф-
фузии и разложения также увеличивается. При
концентрациях ниже 1.5 мМ и количестве клеток
30 млн время утилизации внеклеточного перок-
сида водорода не превышает 10 мин. Таким обра-
зом, после периода предварительного инкубиро-
вания (10 мин) внеклеточное взаимодействие
между окислителем и наночастицами исключает-
ся, а в клетке остаются только продукты реакций
окисления. 

Окисление гемоглобина приводит к образова-
нию метгемоглобина и феррилгемоглобина, ко-
торые обратимо связываются с компонентами
эритроцитарной мембраны. Количество мем-
бранных комплексов метгемоглобина и феррил-
гемоглобина при этом зависит от количества

Рис. 3. Зависимость доли негемолизированных эритроцитов от концентрации внеклеточного пероксида водорода при
гемолизе наночастицами серебра (а) и нитратом серебра (б). N/N0 – доля негемолизированных эритроцитов, где N0 –
начальное количество эритроцитов в суспензии, N – количество клеток после гемолиза.

Рис. 4. Зависимость коэффициента защиты от концен-
трации пероксида водорода при гемолизе наночастица-
ми серебра (кривая 1) и нитратом серебра (кривая 2);
kз – коэффициент защиты при действии пероксида во-
дорода, kз0 – коэффициент защиты без пероксида водо-
рода.
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соответствующих белков в цитоплазме. Восста-
новление окисленных форм гемоглобина осу-
ществляется компонентами антиокислительной
системы эритроцитов. При уменьшении содер-
жания антиоксидантов восстановление замедля-
ется и происходит накопление окисленных форм
белка. Согласно расчетам данный эффект реали-
зуется при концентрации внеклеточного перок-
сида водорода выше 300 мкМ. На рис. 5 представ-
лен спектр поглощения гемоглобиновых ком-
плексов после осмотического разрушения
эритроцитов, проинкубированных с пероксидом
водорода в концентрации 250 мкМ. В спектре
белковых комплексов гемолизата обработанных
пероксидом водорода клеток наблюдается сме-
щение максимума с 415 нм к 405 нм, что является
признаком накопления метгемоглобина, а не ок-
сигемоглобина на мембране.

В рамках предложенной модели адаптацион-
ного механизма степень увеличения структурной
стабильности мембраны определяется количе-
ством образованных комплексов «мембрана–
метгемоглобин» и «мембрана–феррилгемогло-
бин». Связывание метгемоглобина с мембраной
приводит к увеличению структурной стабильно-
сти мембраны, при образовании комплексов
«мембрана–феррилгемоглобин», напротив, про-
исходит ускорение процессов перекисного окис-
ления липидов и нарушение взаимодействия
цитоскелета с мембраной. Количество образо-
ванных комплексов метгемоглобина и феррилге-
моглобина зависит от концентрации внеклеточ-
ного пероксида водорода и времени инкубирова-
ния, числа клеток в растворе, состояния
антиокислительной системы эритроцитов, мета-
болической активности клеток и внешних мета-

болических условий. На рис. 6 представлены за-
висимости количества мембранных комплексов
метгемоглобина и феррилгемоглобина от кон-
центрации внеклеточного пероксида водорода.
При низкой концентрации пероксида водорода в
клетке, как видно из представленных на рис. 6
данных, преимущественно образуются мембран-
ные комплексы метгемоглобина. Снижение пула
антиоксидантов в клетке и увеличение концен-
трации пероксида водорода приводит к росту до-
ли мембранных комплексов феррилгемоглобина. 

Пероксид водорода в высоких концентрациях
приводит к большему накоплению окисленных
форм гемоглобина в клетке. С течением времени
общее количество окисленного гемоглобина
уменьшается благодаря ферментативному и не-
ферментативному восстановлению. На рис. 7
представлены результаты численных экспери-
ментов по изменению количества образованного
метгемоглобина и феррилгемоглобина в клетке
при концентрации пероксида водорода 400 и
600 мкМ. Из представленных данных видно, что
со временем концентрация окисленных форм ге-
моглобина снижается в связи с восстановлением.
Таким образом, повышение защитных свойств
клеток, индуцированное пероксидом водорода,
будет уменьшаться со временем. 

Для более продолжительного сохранения вы-
сокой концентрации мембранных комплексов
метгемоглобина, необходим пероксид водорода в
более высоких концентрациях. В результате при
увеличении времени разрушения эритроцитов
после воздействия пероксида водорода, положе-
ние максимума гормезиса смещается в сторону
больших концентраций окислителя. При разру-
шении эритроцитов наночастицами серебра, бо-

Рис. 5. Спектр поглощения гемолизата эритроцитов в
контроле (кривая 1) и гемолизата эритроцитов, проин-
кубированных с пероксидом водорода в концентрации
250 мкМ (кривая 2). 

Рис. 6. Зависимость доли мембранных комплексов мет-
гемоглобина (кривая 1) и феррилгемоглобина
(кривая 2) от концентрации внеклеточного пероксида
водорода. 
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лее длительном в сравнении с гемолизом нитра-
том серебра, максимум кривой гормезиса наблю-
дается при концентрации пероксида водорода
1250 мкМ (рис. 3а), тогда как максимум кривой
гормезиса при разрушении нитратом серебра –
при 700 мкМ (рис. 3б). Сокращение времени ге-
молиза, наоборот, приводит к смещению макси-
мума гормезиса к более низким концентрациям
окислителя. Нами показано, что при осмотиче-
ском гемолизе, когда время разрушения состав-
ляет меньше минуты, защитный эффект достига-
ет максимума при концентрации пероксида водо-
рода 100 мкМ (рис. 8). 

Следует отметить, что скорость повреждения
белков при действии наночастиц серебра и нит-
рата серебра также различается. В растворе окси-
гемоглобина при соотношении концентраций
[Hb] : [AgNO3] = 1 : 10 нитрат серебра вызывает
разрушение белка и накопление агрегатов в тече-
ние 1 ч, что приводит к увеличению оптической
плотности на длине волны 600 нм в спектре по-
глощения белка (рис. 9а). На рис. 9б представлен
спектр поглощения раствора оксигемоглобина и
его изменение при введении наночастиц. Как
видно из представленных данных, менее интен-
сивное взаимодействие наночастиц серебра с ок-
сигемоглобином приводит к образованию агрега-
тов за 3 ч. Таким образом, более медленное по-
вреждение клеток и белков при действии
наночастиц серебра приводит к тому, что для со-
хранения защитных свойств клеток необходимы
более высокие концентрации окислителя, чем
при действии нитрата серебра. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ключевым этапом создания эффективных
здоровьесберегающих технологий служит пони-
мание механизмов адаптации на молекулярно-
клеточном уровне. В настоящей работе на основе
численного моделирования и спектрофотометри-
ческого анализа изучены механизмы регуляции
адаптации эритроцитов пероксидом водорода
при гемолизе наночастицами серебра.

Показано, что наночастицы серебра индуци-
руют гемолиз эритроцитов, скорость которого за-
висит от общей концентрации серебра и содержа-
ния ионов в растворе. Гемолиз эритроцитов нит-
ратам серебра протекает в два раза быстрее, чем
наночастицами. 

Установлено, что пероксид водорода позволя-
ет снизить долю гемолизированных клеток при
разрушении эритроцитов наночастицами серебра
и нитратом серебра. В рамках предложенной мо-
дели защита клеток при действии пероксида во-
дорода обусловлена окислением гемоглобина,
что приводит к образованию мембраносвязаного
состояния окисленных форм белка. Окисление
гемоглобина оказывает разнонаправленное дей-
ствие на устойчивость клеток: обратимое связы-
вание метгемоглобина с мембраной приводит к
увеличению структурной стабильности мембра-
ны, увеличение концентрации феррилгемоглоби-
на и его связывание с компонентами мембраны
приводит к усилению процессов перекисного
окисления липидов и нарушению взаимодей-
ствия цитоскелета с мембраной. 

Рис. 7. Зависимость индуцированного перокидом водо-
рода изменения концентрации метгемоглобина (кри-
вые 1 и 2) и феррилгемоглобина (кривые 3 и 4) от време-
ни. Концентрация пероксида водорода 400 мкМ (кри-
вые 2 и 4) и 600 мкМ (кривые 1 и 3). 

Рис. 8. Влияние пероксида водорода на зависимость до-
ли негемолизированных эритроцитов от концентрации
хлорида натрия в растворе. N/N0 – доля негемолизиро-
ванных эритроцитов, где N0 – начальное количество
эритроцитов в суспензии, N – количество клеток после
гемолиза.
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Показано, что область гормезиса зависит от
времени разрушения клеток при действии повре-
ждающего фактора. Максимум кривой гормезиса
при разрушении наночастицами серебра наблю-
дается при концентрации пероксида водорода
1250 мкМ, а при разрушении нитратом серебра –
при 700 мкМ. На основе численного моделирова-
ния установлено, что зависимость максимума
кривой гормезиса от концентрации внеклеточно-
го пероксида водорода и времени инкубирования
обусловлена динамическим характером цито-
плазматических механизмов, регулирующих со-
отношение мембранных комплексов метгемогло-
бинов и феррилгемоглобинов. Таким образом,
динамика процессов связывания метгемоглобина
и феррилгемоглобина с мембраной играет ключе-
вую роль в способности эритроцитов к защите от
разрушения наночастицами серебра и другими
повреждающими факторами. 
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 Protective Effect of Hydrogen Peroxide during Erythrocyte Hemolysis 
by Silver Nanoparticles

 V.V. Voinarovski and G.G. Martinovich

Belarusian State University, prosp. Nezavisimosti 4, Minsk, 220030, Republic of Belarus

Using numerical modeling and spectrophotometric analysis, mechanisms of regulation of erythrocyte adap-
tation by hydrogen peroxide during hemolysis by silver nanoparticles were studied. It was shown that silver
nanoparticles induce hemolysis of erythrocytes, the rate of which depends on the total concentration of silver
and the content of ions in the solution. Hemolysis of erythrocytes by silver nitrate proceeds twice as fast as by
nanoparticles. It was found that hydrogen peroxide increases the structural stability of erythrocytes during
hemolysis by silver nanoparticles and silver nitrate. The concentration range for hydrogen peroxide, within
which the proportion of non-hemolyzed cells (hormesis region) increases, depends on the time of cell de-
struction due to a damaging factor. The maximum hormetic effect after treatment of cells with silver nanopar-
ticles is observed at the hydrogen peroxide concentration of 1250 μM, and after treatment of cells with silver
nitrate, at 700 μM. Based on numerical modeling, it was established that the maximum hormetic effect de-
pends on the concentration of extracellular hydrogen peroxide and the incubation time due to the dynamics
of the cytoplasmic mechanisms that regulate the ratio of membrane complexes of methemoglobin and ferryl-
hemoglobin. 

Keywords: hormesis, adaptation, hydrogen peroxide, erythrocytes, methemoglobin, silver nanoparticles
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Изучено влияние астаксантина на функциональное состояние митохондрий мозга у крыс с сердеч-
ной недостаточностью. Сердечная недостаточность была достигнута путем введения изопротерено-
ла крысам подкожно. Хроническое введение астаксантина осуществляли перорально. Обнаружено,
что инъекция изопротеренола ухудшала функциональное состояние митохондрий мозга крыс, в то
время как введение астаксантина снимало эффект изопротеренола и функциональное состояние
митохондрий у крыс с сердечной недостаточностью улучшалось. При этом дыхательный контроль
митохондрий мозга крыс повышался. Содержание основных субъединиц, таких как альфа-субъеди-
ница комплекса V, митохондриально кодируемая цитохром с-оксидаза I комплекса IV, фактор сбор-
ки комплекса убихиноноксидоредуктазы 8 комплекса I, сукцинатдегидрогеназный комплекс II, ци-
тохром b-c1 комплекс субъединицы 2 комплекса III увеличивалось. Изопротеренол ускорял Са2+-
индуцированное набухание митохондрий, тогда как астаксантин этот параметр снижал. Астаксан-
тин оказывал защитное действие на митохондрии.

Ключевые слова: сердечная недостаточность, митохондрии мозга крыс, астаксантин, митохондриаль-
ная дисфункция, окислительный стресс.

DOI: 10.31857/S0006302922050088,  EDN: JIJTXD

Митохондрии считаются важными клеточны-
ми органеллами потому что более 90% энергии,
которая идет на многочисленные процессы, про-
исходящие в клетке, производится именно мито-
хондриями. Кроме того, митохондрии принима-
ют участие в заболеваниях различной этиологии.
Поддержание структурной и функциональной
целостности митохондрий − важнейшая пред-
посылка для нормальной функции клетки. Ми-
тохондрии являются основным источником
активных форм кислорода, дисбаланс которых в
организме приводит к нарушению функциониро-
вания митохондрий т.е. к митохондриальной дис-
функции. В свою очередь, митохондриальная
дисфункция может вызывать окислительный
стресс, что приводит к возникновению различ-
ных заболеваний. Окислительный стресс являет-

ся одной из причин возникновения различных
заболеваний у человека, таких как метаболиче-
ский синдром и нейродегенеративные, сердечно-
сосудистые и воспалительные заболевания [1].
Снизить окислительный стресс способны анти-
оксиданты [2]. Существуют антиоксиданты, ко-
торые вырабатываются организмом человека, и
те, которые поступление которых возможно толь-
ко извне, например, с продуктами питания. Под
воздействием различных факторов, таких как за-
грязнение атмосферы, травмы, стресс и других,
количество антиоксидантов, вырабатываемых в
организме уменьшается, это может привести к
возникновению различных заболеваний. Одним
из интересных для исследования антиоксидантов
является астаксантин, представляющий собой
вещество красного цвета. Он принадлежит к се-
мейству каротиноидов, подклассу ксантофилов;
обладает сильной антиоксидантной способно-
стью и может поглощать синглетный кислород и
свободные радикалы [3]. Большое количество
астаксантина содержится в водоросли Hematococ-
cus pluvialis, кроме того он встречается в дрожжах

Сокращения: ИЗО – изопротеренол, ММК – митохондрии
мозга крысы, ЛДГ – лактатдегидрогеназа, GAPDH – гли-
церальдегид-3-фосфатдегидрогеназа, MTCO1 − митохон-
дриально кодируемая цитохром с-оксидаза I комплекса IV,
CIII-UQCRC2 – цитохром b-c1-комплекс субъединицы 2
комплекса III, ДК – дыхательный контроль. 

УДК 577.23
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и морских животных, таких как лосось, форель,
креветки и омары. Структурно молекула астак-
сантина представляет собой длинный полиено-
вый скелет с полярными иононовыми кольцами
на концах (рис. 1). Наличие полярных гидрок-
сильных и карбонилсодержащих иононовых ко-
лец наделяет его более высокой антиоксидантной
способностью по сравнению с другими каротино-
идами [4]. Астаксантин имеет уникальную моле-
кулярную структуру, которая позволяет ему оста-
ваться как внутри, так и вне клеточной мембраны
[5]. Известно, что астаксантин значительно
ослабляет митохондриальную дисфункцию, свя-
занную с ишемическим повреждением миокарда,
может снижать окислительный стресс [6] и
предотвращать развитие сердечно-сосудистых за-
болеваний [7–9]. 

Сердечная недостаточность приводит к умень-
шению кровотока из-за снижения эффективно-
сти сердечной мышцы [10]. У пациентов с сердеч-
ной недостаточностью были обнаружены как
анатомические, так и функциональные повре-
ждения головного мозга [11]. Причиной может
быть недостаточное снабжение кислородом орга-
низма, в том числе головного мозга. Исследова-
ния, проведенные авторами работы [12], показа-
ли, что астаксантин улучшает обучение и умень-
шает ослабление памяти и повреждение
нейронов. Его применение увеличивало количе-
ство пирамидных нейронов гиппокампа и восста-
навливало нормальную морфологию нейронов. 

Изопротеренол (ИЗО) — неселективный аго-
нист бета-адренорецепторов. Введение ИЗО
представляет собой модель, имитирующую
стресс-индуцированные повреждения в различ-
ных сердечных патологиях [13]. Целью настоя-
щей работы было исследовать влияние астаксан-
тина на функциональное состояние митохондрий
мозга крыс (ММК) с сердечной недостаточно-
стью. Сердечная недостаточность была вызвана
инъекцией ИЗО модели, признанной в междуна-
родном сообществе и успешно применяемой в
нашей лаборатории [14, 15]. Были исследованы
дыхательные активности в ММК, изменение ос-
новных субъединиц комплексов дыхательной це-
пи и набухание ММК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка животных к эксперименту. В экспе-
рименте были использованы 16 крыс-самцов ли-
нии Wistar, массой 240–250 г (возраст два месяца).
Животных содержали индивидуально в помеще-
нии с регулируемой температурой (22°C) и кор-
мили стандартной диетой с полным доступом к
воде и пище. Для экспериментов крыс разделили
на четыре группы (по четыре крысы в каждой
группе). Первая группа была контрольной, кры-
сам второй группы вводили перорально раство-
ренный в оливковом масле астаксантин (Natural,
Китай) в дозе 150 мг/кг в течение двух недель.
Крысам третьей группы для индукции сердечной
недостаточности делали инъекцию растворен-
ным в воде ИЗО (100 мг/кг) дважды с интервалом
24 ч. Крысам четвертой группы вводили астак-
сантин (150 мг/кг) в течение двух недель. Живот-
ные первой и третьей групп получали равное ко-
личество оливкового масла. Через две недели
крысам четвертой группы делали инъекцию ИЗО
дважды с интервалом в 24 ч [14, 15], а крысам пер-
вой и второй групп вводили физиологический
раствор. Митохондрии выделяли из мозга крыс
каждой экспериментальной группы.

Приготовление тканевых лизатов. От левого
желудочка сердца отрезали 6–7 мг ткани. К ку-
сочку ткани сердца добавляли RIPA-буфер с кок-
тейлем протеаз (4°С), гомогенизировали и пере-
мешивали на орбитальном шейкере в течении 2 ч
при температуре 4°С. Полученные образцы цен-
трифугировали при 10000 g в течение 20 мин при
4°С. Концентрацию белка в тканевых лизатах
определяли по методу Брэдфорда, она составляла
2 мг/мл.

Выделение митохондрий мозга крыс. Мозг крыс
быстро (в течение 30 с) извлекали и помещали в
раствор, содержащий 320 мМ сахарозы, 0.5 мМ
ЭДТА, 0.5 мМ ЭГТА, 0.02% бычьего сывороточ-
ного альбумина (фракция V, не содержащая жир-
ных кислот) и 10 мМ трис-HCl, pH 7.4. Ткань моз-
га гомогенизировали в стеклянном гомогенизато-
ре; отношение мозговой ткани к среде выделения
составляло 1 : 10 (масса/объем). Гомогенат цен-
трифугировали при 2000 g в течение 3 мин. Не-
очищенный митохондриальный осадок получали
путем центрифугирования полученного суперна-

Рис. 1. Химическая структура астаксантина.
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танта при 12500 g в течение 10 мин. Затем мито-
хондрии очищали в градиенте Перколла (3–10–
15–24%). Несинаптические митохондрии мозга
суспендировали в растворе, содержащем 320 мМ
сахарозы и 10 мМ трис-HCl, pH 7.4, центрифуги-
ровали при 11500 g в течение 10 мин и ресуспенди-
ровали в том же буфере. Все процедуры проводи-
ли при 4°С [16]. Концентрацию белка определяли
по методу Бредфорда (Bio-Rad Protein assay; Bio-
Rad, Германия), она составляла 25–30 мг/мл.

Измерение дыхательной активности митохон-
дрий. Митохондрии (1 мг белка/мл) инкубирова-
ли при 25°С в среде, содержащей 125 мМ KCl,
10 мМ трис (pH 7.4) и 2 мМ K2HPO4. В экспери-
ментах в качестве дыхательных субстратов ис-
пользовали глутамат (5 мМ) и малат (5 мМ). Экс-
перимент проводили в закрытой камере после до-
бавления 150 мкМ АДФ к ММК. Оценивали
скорости потребления кислорода (Vst.2, Vst.3 и
Vst.4; нг-атом О/мин/мг белка).

Измерение митохондриального набухания. На-
бухание митохондрий определяли путем измене-
ния светорассеяния в митохондриальной суспен-
зии при длине волны 540 нм (А540) на спектрофо-
тометре Tecan I-Control Infinite 200 (Tecan Group
Ltd, Швейцария) при 25°С. Стандартная среда
инкубации для анализа набухания содержала
125 мМ KCl, 10 мМ трис, 0.4 мМ KH2PO4, 5 мМ
глутамата и 5 мМ малата. Концентрация мито-
хондриального белка в лунке составляла 0.5 мг
белка/мл. Набухание инициировали добавлени-
ем 120 нмоль Са2+ на мг белка. Процесс набуха-
ния характеризовался временем достижения по-
лумаксимального сигнала светорассеяния (Т1/2).

Электрофорез и вестерн-блоттинг. Аликвоты
тканевых лизатов (1 мг/мл), солюбилизирован-
ные в буфере Лэммли (Bio-Rad, США), наносили
по 20 мкг на каждую ячейку и разделяли при по-
мощи электрофореза (12.5% SDS-PAGE) на белки
по массе. Переносили белки с геля на нитроцел-
люлозную мембрану (0.2 мкм) и блокировали в
растворе Roti-block (Karl Roth, Германия) в тече-
ние 1 ч. Полученные мембраны окрашивали ан-
тителами к миоглобину, тропонину I и лактатде-
гидрогеназе (ЛДГ) (Abcam, Великобритания).
Моноклональные антитела к глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназе (GAPDH) (SantaCruz,
США) использовали как контроль белковой на-
грузки. 

Аликвоты лизатов выделенных интактных ми-
тохондрий (2 мг/мл) из каждой группы переноси-
ли в пробирки и солюбилизировали в буфере
Лэммли (Bio-Rad, США). Образцы митохондри-
ального белка (20 мкг) наносили на каждую ли-
нию и разделяли при помощи электрофореза
(12.5% SDS-PAGE) по массе, затем осуществляли
перенос с геля на нитроцеллюлозную мембрану

(0.2 мкм) методом вестерн-блоттинга. Изменения
в уровнях субъединиц электронно-транспортной
цепи определяли с помощью коктейля антител
Total Oxphos Rodent WB Antibody Cocktail (ab
110413, Abcam, Великобритания). Коктейль анти-
тел Oxphos состоит из альфа-субъединицы ком-
плекса V (CV-ATP5A, 55 кДа), цитохром b-c1-
комплекса субъединицы 2 комплекса III (CIII-
UQCRC2, 48 кДа), митохондриально кодируемой
цитохром с-оксидазы I комплекса IV (CIV-MT-
CO1, 40 кДа), сукцинатдегидрогеназного ком-
плекса II (CII-SDHB, 30 кДа), фактора сборки
комплекса убихиноноксидоредуктазы 8 комплек-
са I (CI-NDUFB8, 20 кДа). COXIV (Abcam, Вели-
кобритания) использовали для нормирования
белковой нагрузки.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали среднее значение парамет-
ров из трех-четырех экспериментов ± SD. Стати-
стическую достоверность считали с использова-
нием тестов t-критерия Стьюдента и t-критерия
Стьюдента–Ньюмана–Кайло.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сначала мы проверили изменение содержания
белков, таких как миоглобин, тропонин I и лак-
татдегидрогеназа, с целью выявления нарушения
функционирования сердца в присутствии изо-
протеренола. Для этого тканевые лизаты сердца
разделяли на белки по массе методом электрофо-
реза в системе Лэммли, переносили на нитроцел-
люлозную мембрану и окрашивали антителами к
миоглобину, тропонину I и ЛДГ. Как видно из
рис. 2, уровень всех белков в тканевых лизатах
сердца третьей группы (с инъекциями ИЗО) сни-
жался. На рис. 2а–в в верхней части показан ве-
стерн-блоттинг исследуемых белков. В нижней
части рисунка представлено количественное со-
отношение белковых полос после нормирования
их по GAPDH. Снижение содержания белков в
тканевых лизатах у крыс после инъекции ИЗО
(сравнение колонок 3 и 1) свидетельствует о нару-
шении функционирования сердца. Астаксантин
снимал эффект ИЗО, и уровень белков повышал-
ся (сравнение колонок 4 и 3).

Следующим этапом исследования было выяс-
нить влияние астаксантина на функциональное
состояние митохондрий мозга крыс с сердечной
недостаточностью. В табл. 1 представлены ре-
зультаты влияния астаксантина на дыхательные
активности в митохондриях мозга крыс, которым
вводили ИЗО для достижения сердечной недо-
статочности. Скорость потребления кислорода в
состояниях 2 (Vst.2) отражает субстрат-зависимое
дыхание изолированных митохондрий, а в состо-
янии 3 (Vst.3) – скорость потребления кислорода
митохондриями в фосфорилирующем состоянии.
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Мы наблюдали, что Vst.2 и Vst.3 снижалась на 50 и
30% соответственно в ММК после инъекций ИЗО
по сравнению с контролем. Хроническое введе-
ние астаксантина не повлияло на скорости по-
требления кислорода в Vst.2 и Vst.3 по сравнению с
контролем. Однако Vst.2 и Vst.3 в ММК из четвер-
той группы повышались на 70 и 60% соответ-
ственно по сравнению с ММК, изолированными
из группы крыс после инъекции ИЗО. Скорость

потребления кислорода в состоянии 4 (Vst.4, ско-
рость дыхания в отрегулированном состоянии
после исчерпания избытка АДФ) в ММК с инъек-
цией ИЗО замедлялась на 35% по сравнению с
контролем. После введения астаксантина в соче-
тании с ИЗО Vst.4 в ММК не изменилась по срав-
нению с контролем и увеличивалась на 30% отно-
сительно Vst.4 в ММК, изолированных из крыс,
которым вводили ИЗО. Показателем работоспо-

Рис. 2. Влияние астаксантина (АТ) и изопротеренола (ИЗО) на изменение содержания миоглобина, тропонина I и ЛДГ в
тканевых лизатах сердца крыс. Образцы белка экстрагировали и подвергали вестерн-блоттингу. GAPDH использовали как
контроль белковой нагрузки. В верхнем ряду – иммуноокрашивание антителами к миоглобину, ЛДГ, тропонину I и
GAPDH; в нижнем ряду – количественная оценка иммунного окрашивания с помощью компьютерной денситометрии,
представленная как отношение количества отдельных белков к GAPDH; данные представлены как среднее ± SD трех
независимых экспериментов. * – р < 0.05 – достоверная разница в уровне белка по сравнению с контролем (первая группа);
# – p < 0.05 по сравнению с ММК, изолированными из крыс, которым вводили ИЗО (третья группа). Статистическую
значимость оценивали с помощью теста Стьюдента–Ньюмена–Кейлса.

Таблица 1. Влияние астаксантина и изопротеренола на дыхательную активность митохондрий, изолированных
из каждой группы крыс

Vst.2 Vst.3 Vst.4 RCI

Первая группа 14.37 ± 1.8 102.06 ± 6.26  12.35 ± 3.69 8.26 ± 1.1

Вторая группа 13.07 ± 1.6 99.5 ±13.78 12.81 ± 2.67 7.76 ± 1.32

Третья группа 7.65 ± 1.12* 77.74 ± 3.74* 14.23 ± 0.51* 5.46 ± 0.98

Четвертаягруппа 12.99 ± 0.54# 116.84 ± 2.19# 12.65 ± 0.61# 9.17 ± 2.73*#

Примечание. Показатели дыхательной активности в состояниях 2, 3 и 4 определяли, как число нг-атомов кислорода,
потребляемых митохондриями в минуту на мг белка. ДК рассчитывается как отношение Vst.3 к Vst.4; данные представлены
как среднее ± SD четырех независимых экспериментов. * – p < 0.05, указывает на достоверную разницу относительно
контроля (ММК из первой группы); # – p < 0.05, указывает на достоверную разницу по сравнению с ММК,
изолированными из группы крыс, которым вводили ИЗО (третья группа).
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собности митохондрий является коэффициент
дыхательного контроля (ДК), который рассчиты-
вается как отношение Vst.3/Vst.4. Следует отме-
тить, что ДК у крыс, которым вводили астаксан-
тин, не изменялся по отношению к ДК контроль-
ных крыс. ДК в митохондриях крыс после
инъекции ИЗО снижался приблизительно на
40%, в то время как ДК в митохондриях крыс, по-
лучавших астаксантин, с последующей инъекци-
ей ИЗО увеличился на 40% по сравнению с ДК в
митохондриях крыс, которым вводили ИЗО. 

Далее мы проанализировали изменение содер-
жания основных субъединиц комплексов элек-
трон-транспортной цепи в интактных ММК, вы-
деленных из каждой группы крыс. На рис. 3а по-
казан вестерн-блоттинг основных субъединиц
комплексов дыхательной цепи, таких как CV-
ATP5A (55 кДа), CIII-UQCRC2 (48 кДа), CIV-
MTCO1 (40 кДа), CII-SDHB (30 кДа), CI-NDUF8
(20 кДа). COX IV использовали как контроль бел-
ковой нагрузки. На рис. 3б,в изображены
диаграммы, отражающие количественное соот-
ношение белковых полос после нормирования их

Рис. 3. Влияние астаксантина и ИЗО на изменение уровней основных субъединиц комплексов дыхательной цепи в
ММК. COXIV был использован в качестве контроля белковой нагрузки. (а) – Иммуноокрашивание коктейлем
антител OXPHOS и COXIV; (б) и (в) – количественная оценка иммунного окрашивания с помощью компьютерной
денситометрии, данные представлены как среднее ± SD из трех независимых экспериментов. * – p < 0.05
свидетельствует о достоверном различии уровня белка по сравнению с контролем (первая группа); # – p < 0.05 по
сравнению с ММК, изолированными из крыс, которым вводили ИЗО (третья группа). Статистическую значимость
оценивали с помощью теста ANOVA типа 2 (критерий Стьюдента–Ньюмена–Кейлса).
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по COX IV. Введение астаксантина не изменяло
уровень всех субъединиц комплексов дыхательной
цепи по сравнению с контролем (вторая группа
против первой), тогда как инъекция ИЗО снижала
содержание СV-АТР5А на 15%, CIII-UQCRC2 – на
25%, CIV-MTCO1 – на 60%, CII-SDHB – на 40%,
а CI-NDUF8 – на 50% относительно контроля
(третья группа против первой). При комбиниро-
ванном действии астаксантина и ИЗО мы наблю-
дали, что по сравнению с контролем не было из-
менений в содержании СV-АТР5А-, CII-SDHB- и
CI-NDUF8-субъединиц, однако содержание
CIII-UQCRC2 и CIV-MTCO1 снижалось на 15 и
45% соответственно (четвертая группа против
первой). Следует отметить, что содержание СV-
АТР5А увеличивалось на 10%, CIII-UQCRC2 –
на 10%, CIV-MTCO1 – на 17%, CII-SDHB – на

38% и CI-NDUF8 – на 35% по сравнению с содер-
жанием субъединиц в ММК, изолированных из
группы крыс с инъекцией ИЗО (четвертая группа
против третьей). 

Общепринято, что при разобщении окисли-
тельного фосфорилирования наблюдается из-
менение проницаемости митохондриальной
мембраны. Поэтому на следующем этапе нашего
исследования мы измерили набухание митохон-
дрий в наших экспериментальных условиях. На
рис. 4а показаны кривые набухания митохон-
дрий, изолированных из всех групп крыс. Набу-
хание инициировалось ионами Са2+ (120 нмоль
на мг белка). Рис. 4б количественно отражает
процесс набухания, охарактеризованный време-
нем достижения полумаксимального сигнала све-

Рис. 4. Влияние астаксантина и ИЗО на набухание митохондрий мозга крыс: (а) – кривые набухания ММК,
изолированных из крыс каждой группы; (б) – диаграмма, отражающая время достижения полумаксимального сигнала
светорассеяния (Т1/2). Набухание инициировалось ионами Са2+ и составляло 120 нмоль на мг белка. Данные
представлены как среднее ± SD из четырех независимых экспериментов. * – p < 0.05 указывает на достоверную
разницу в Т1/2 относительно контроля (первая группа); # – p < 0.05 по сравнению с ММК, изолированными из крыс,
которым вводили ИЗО (третья группа). Статистическую значимость различий оценивали с помощью теста ANOVA
типа 2 (критерий Стьюдента–Ньюмена–Кейлса).
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торассеяния (T1/2). T1/2 митохондрий в присут-
ствии астаксантина увеличивался в полтора раза
по сравнению с контролем (вторая группа против
первой), т.е. скорость набухания снижалась.
Инъекция ИЗО привела к тому, что T1/2 набуха-
ния в ММК снижалась в два раза по сравнению с
контролем (третья группа против первой), т.е.
скорость набухания повышалась. Введение астак-
сантина крысам с последующей инъекцией ИЗО
увеличивало T1/2 на 20% по сравнению с контро-
лем (четвертая группа против первой) и более чем
в два раза снижало по сравнению с T1/2 в ММК с
инъекцией ИЗО (четвертая группа против
третьей).

ОБСУЖДЕНИЕ
Митохондриальная дисфункция может быть

причиной различных заболеваний, таких как
нейродегенеративные и сердечно-сосудистые
заболевания, сахарный диабет, различные пора-
жения печени и скелетно-мышечной системы,
сепсис и психические расстройства [17]. Ми-
тохондриальная дисфункция, вызванная окисли-
тельным повреждением, вызывает морфологи-
ческие и функциональные изменения в мито-
хондриях. При патологических состояниях
структурные изменения, возникающие при окис-
лительных повреждениях, такие как набухание,
фрагментация митохондрий и деление митохон-
дрий, становятся более выраженными [18]. При
возникновении различных заболеваний может
происходить уменьшение потребления кислоро-
да митохондриями и, как следствие, возникает
митохондриальная дисфункция [19]. Митохон-
дриальная дисфункция характеризуется потерей
эффективности цепи переноса электронов и сни-
жением синтеза высокоэнергетических молекул,
таких как аденозин-5'-трифосфат (АТФ), что ха-
рактерно для хронических заболеваний [20]. Ра-
нее мы показали, что астаксантин улучшал функ-
циональное состояние митохондрий сердца крыс
при сердечной недостаточности [7–9]. 

Авторы работы [21] показали, что в результате
поражения сердца сердечная недостаточность
может индуцировать повреждения головного
мозга, поскольку у пациентов с сердечной недо-
статочностью были обнаружены как анатомиче-
ские, так и функциональные повреждения голов-
ного мозга. Было показано, что повреждения го-
ловного мозга наблюдаются в широком
диапазоне клинических состояний и сердечных
функций, кроме того, они могут влиять на резуль-
таты лечения пациентов. Существуют данные,
показывающие участие нейрогормональных, пи-
щевых и воспалительных механизмов в этом
сложном процессе [21]. В настоящей работе был
исследован эффект астаксантина на функцио-

нальное состояние митохондрий мозга, изолиро-
ванных из крыс с сердечной недостаточностью.
Сердечная недостаточность была достигнута пу-
тем инъекции изопротеренола, модели широко
используемой в международном научном сооб-
ществе [14, 15]. Снижение уровней белков, таких
как миоглобин, тропонин I и ЛДГ в тканевых ли-
затах левого желудочка сердечной мышцы пока-
зало, что сердечная недостаточность была достиг-
нута. 

В различных патологиях наблюдается сниже-
ние скорости потребления кислорода митохон-
дриями, это может быть связано с нарушением
работы переносчиков электронов [22]. Известно,
что при окислительном стрессе или гипоксии
скорость потребления кислорода митохондриями
в Vst.3 снижается. Кроме того, низкая скорость
дыхания неповрежденных митохондрий в состоя-
нии Vst.4 может быть связана с тем, что высокий
мембранный потенциал препятствует переносу
протонов через внутреннюю мембрану, и тем са-
мым останавливает поток электронов. Утечка
ионов через мембрану снимает мембранный по-
тенциал и приводит к увеличению скорости дыха-
ния Vst.4. Повышение Vst.4 может происходить
также благодаря увеличению проницаемости
внутренней мембраны митохондрий. В настоя-
щей работе мы заметили, что в ММК, изолиро-
ванных из крыс третьей группы (инъекция ИЗО),
Vst.3 снижался, а Vst.4 увеличивался по сравнению
с контролем, что приводило к снижению ДК ми-
тохондрий. Напротив, мы заметили, что Vst.3 уве-
личивался, а Vst.4 снижался в митохондриях в
группе крыс, которым вводили астаксантин, с по-
следующей инъекцией ИЗО. Астаксантин отме-
нял эффект ИЗО и ДК митохондрий увеличи-
вался.

Известно, что электрон-транспортная цепь во
внутренней митохондриальной мембране состо-
ит из трансмембранных белковых комплексов (I–
IV) и свободно движущихся переносчиков элек-
тронов — убихинона и цитохрома с. Для правиль-
ной работы комплексы должны быть собраны в
специально образованный суперкомплекс. Эти
собранные компоненты вместе с комплексом V
становятся основой для производства АТФ при
окислительном фосфорилировании. Следует от-
метить, что дефекты дыхательных комплексов и
АТФ-синтазы влияют на митохондриальные
функции [23, 24]. В наших экспериментальных
условиях уровень основных субъединиц ком-
плексов дыхательной цепи в ММК, изолирован-
ных из крыс третьей группы (инъекция ИЗО)
снижался, что свидетельствовало о снижении ми-
тохондриальной эффективности. Астаксантин
отменял эффект ИЗО и содержание субъединиц в
интактных ММК повышалось.
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КРЕСТИНИН и др.

Снижение скорости потребления кислорода
митохондриями может происходить также и в ре-
зультате разрыва мембран и набухания митохон-
дрий, вследствие чего проницаемость внутренней
мембраны митохондрий может изменяться [25].
Ранее мы наблюдали, что скорость набухания ми-
тохондрий сердца, изолированных из крыс с сер-
дечной недостаточностью, увеличивалась, тогда
как астаксантин предотвращал эффект ИЗО и
скорость набухания снижалась [7, 8]. В настоя-
щем исследовании мы заметили тот же эффект в
митохондриях мозга крыс.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании мы изучили влия-

ние астаксантина на функциональное состояние
митохондрий мозга у крыс с сердечной недоста-
точностью, вызванной инъекцией ИЗО. Мы по-
казали, что в условиях сердечной недостаточно-
сти скорость потребления кислорода в состоянии
3 снижалась, а в состоянии 4 увеличивалась,
вследствие чего снижался и дыхательный кон-
троль, в то время как астаксантин снимал воздей-
ствие ИЗО, дыхательный контроль повышался, и
функциональное состояние митохондрий улуч-
шалось. Кроме того, астаксантин повышал уро-
вень основных субъединиц комплексов дыха-
тельной цепи и АТФ синтазы в митохондриях
мозга у крыс с сердечной недостаточностью, тем
самым снижая проницаемость внутренней мем-
браны, что также улучшало функциональное со-
стояние мозга крыс. Исходя из вышеизложенного
можно сделать вывод, что астаксантин выполняет
защитную функцию в митохондриях, повышая их
эффективность. Поэтому астаксантин можно
рассматривать как важный ингредиент в питании
для профилактики возникновения сердечно-со-
судистых заболеваний и повреждений головного
мозга.
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 The Effect of Astaxanthin on the Functional State 
of Rat Brain Mitochondria in Heart Failure

 R.R. Krestinin*, Yu.L. Baburina*, I.V. Odinokova*, L.D. Sotnikova*, and O.V. Krestinina*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

The effect of astaxanthin on the functional state of brain mitochondria in rats with heart failure was studied.
The induction of heart failure in rats was performed through subcutaneous injection of isoproterenol. Asta-
xanthin was chronically administered through the oral route. It was found that application of isoproterenol
impaired the functional state of rat brain mitochondria, while administration of astaxanthin abolished the ef-
fect of isoproterenol and improved the functional state of mitochondria in rats with heart failure. At the same
time, the respiratory control index of rat brain mitochondria increased. The content of the main subunits,
such as alpha subunits of complex V, mitochondrially encoded cytochrome c oxidase I of complex IV, ubiqui-
none oxidoreductase complex assembly factor 8 of complex I, succinate dehydrogenase (complex II), cyto-
chrome b-c1 complex subunit 2 of complex III increased. Isoproterenol accelerated Ca2+-induced swelling
of mitochondria, while astaxanthin reduced this parameter. Astaxanthin exhibited a protective effect on mi-
tochondria.

Keywords: heart failure, rat brain mitochondria, astaxanthin, mitochondrial dysfunction, oxidative stress



БИОФИЗИКА, 2022, том 67, № 5, с. 926–937

926

ОЦЕНКА ОКРАШИВАНИЯ ТКАНИ МОЗГА ЭКСТРАКТОМ ЧАЯ УЛУН 
С ОСОБЫМ ВНИМАНИЕМ К ГЛАДКОМУ 

ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОМУ РЕТИКУЛУМУ
© 2022  г.   Е.А. Шишкова*, И.В. Краев**, В.В. Рогачевский*, #

*Институт биофизики клетки РАН – обособленное подразделение ФИЦ «Пущинский научный центр биологических 
исследований РАН», 142290, Пущино Московской области, Институтская ул., 3 

**Faculty of Health and Social Care, the Open University, Walton Hall, Milton Keynes, UK, MK7 6AA
#E-mail: ckpem.icb.ras@gmail.com
Поступила в редакцию 11.07.2022 г.

После доработки 08.08.2022 г.
Принята к публикации 10.08.2022 г.

Электронная микроскопия остается золотым стандартом в исследованиях нервной системы, по-
скольку позволяет получать изображения ультраструктуры нервной ткани с адекватным простран-
ственным разрешением. Несмотря на высокое разрешение электронно-микроскопических изобра-
жений, их корректная интерпретация возможна только при наличии достаточного контраста
элементарных мембран, компонентов цитоплазмы и цитоскелета, которого достигают с использо-
ванием опасных реагентов и тяжелых металлов. Ранее для замены токсичного и радиоактивного
ацетата диоксида урана был предложен раствор сухого экстракта чая улун, но окрашивание с ним
давало более слабый контраст внутриклеточных органелл. Известно, что в зависимости от природы
образца и условий эксперимента различные ткани обладают разной способностью связывать краси-
тель. В данной работе с помощью просвечивающей электронной микроскопии мы впервые оцени-
ли красящие свойства экстракта чая улун на ткани мозга новорожденной и взрослой крысы. Мы об-
наружили, что приготовленный насыщенный водный экстракт чая улун не уступает стандартным
красителям и имеет ряд преимуществ. Показано, что его использование позволяет в незрелом мозге
выявлять тончайшие детали гладкого эндоплазматического ретикулума нейронов, а в сочетании с
осмированием с феррицианидом калия и какодилатным буфером обеспечивает лучшую визуализа-
цию цитоскелета нейронов и гладкого ретикулума терминальных ламелл астроцитов. Окрашивание
насыщенным водным экстрактом чая улун после общепринятого протокола химической фиксации
хорошо подходит для рутинных исследований мозга взрослых животных, в том числе для пакетного
контрастирования большого числа препаратов.

Ключевые слова: сканирующая электронная микроскопия, просвечивающая электронная микроскопия,
экстракт чая улун, контраст мембран; эндоплазматический ретикулум; гиппокамп.

DOI: 10.31857/S000630292205009X,  EDN: JILFBC

Современный уровень исследований цен-
тральной нервной системы методами электрон-
ной микроскопии включает 3D-реконструкции
больших объемов ткани мозга на основе автома-
тической сегментации стека изображений серий-
ных ультратонких срезов на отдельные клеточные
компартменты при помощи машинного обуче-
ния. В таких исследованиях коннектомики по-

средством сканирующей электронной микроско-
пии (SEM) основное внимание уделяют анализу
общей структуры отростков нейронов: дендри-
тов, дендритных шипиков и аксональных преси-
наптических бутонов, что требует высокого кон-
траста их плазматических мембран.

Для усиления контраста мембран в ходе подго-
товки ткани для электронной микроскопии фик-
сацию ткани альдегидами проводят в присут-
ствии специальных добавок, таких как ионы
Ca2+, Mg2+, Cu2+. После первичной фиксации
ткань дополнительно фиксируют восстановлен-
ным ферроцианидом тетраоксидом осмия (rO),
или повторно в OsO4 (rOO или двойное осмиро-

Сокращения: SEM – сканирующая электронная микроско-
пия, OTO – осмий–тиокарбогидразид–осмий, PSD –
постсинаптическое уплотнение, TEM – просвечивающая
электронная микроскопия, UAc – уранилацетат, ОТЕ –
экстракт чая улун (oolong tea extract), гЭР – гладкий эндо-
плазматический ретикулум, UL – краситель на основе со-
лей лантаноидов (UranyLess). 
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вание), или в вариантах фиксаторов/красителей,
содержащих чрезвычайно токсичный тиокарбо-
гидразид (rOTO), или другими контрастерами. В
качестве последнего этапа кусочек ткани часто
насыщают различными солями тяжелых метал-
лов (см., например, работы [1–5]). 

Такие препараты в целом имеют достаточный
контраст мембран для последующего анализа ме-
тодами SEM, такими как сканирование поверх-
ности блока ткани, последовательно срезаемого
алмазным ножом (SBF-SEM) или ионным пуч-
ком (FIB-SEM), или сканирование ультратонких
срезов (ATUM- или Multi-SEM). Но эти методы
имеют несколько присущих им недостатков,
ограничивающих комплексный анализ уль-
траструктуры клетки. Известно, что наличие
постсинаптического уплотнения (PSD) и/или
пресинаптических везикул наряду с синаптиче-
ской щелью является критерием идентификации
ассимметричных и симметричных синапсов [6,
7], а площадь активной зоны или мембраны, за-
нятой PSD, является важным маркером уровня
активности синапса. Поэтому высокий контраст
этих структур играет важную роль в анализе цен-
тральной нервной системы методами электрон-
ной микроскопии. В то же время, в отличие от
стандартных протоколов подготовки ткани для
просвечивающей электронной микроскопии
(TEM), rOTO-препараты имеют значительно
меньший контраст PSD и плазматических мем-
бран синаптической щели [8]. Более того, на не-
которых препаратах, подготовленных для SBF-
SEM с применением rOTO-протокола, PSD вооб-
ще невозможно идентифицировать (см., напри-
мер, работу [9]). Еще одним недостатком OTO-
метода является очень низкий контраст других
внутриклеточных структур, таких как рибосомы,
ядерный хроматин, тонкие филаменты, в некото-
рой степени снижены контраст микротрубочек и
электронная плотность митохондриального мат-
рикса (см. иллюстрации в работе [8] и рис. 5 в ра-
боте [10]).

С учетом этих недостатков некоторым иссле-
дователям при подготовке образцов для SEM
пришлось вернуться к методу двойного контра-
стирования срезов уранилацетатом (UAc) и соля-
ми свинца (см., например, работу [10]). Так,
срезы ткани, подготовленной по протоколу с
двойным осмированием, последовательно кон-
трастированные уранилацетатом и свинцом
(рис. 5 в работе [5], рис. 5 в работе [10]) или только
свинцом (рис. 5 в работе [5]), на SEM-изображе-
ниях имели достаточный контраст PSD, синапти-
ческой щели и некоторых других внутриклеточ-
ных структур. Кроме этого, классический прото-
кол подготовки для TEM, за которым следовало

двойное контрастирование, облегчал подготовку
препаратов для SEM [10].

Почти все компоненты для подготовки биоло-
гических образов для электронной микроскопии,
применяемые для усиления контраста, являются
опасными, и чем меньше они будут использо-
ваться, тем лучше. Поэтому если контрастирова-
ние свинцом является, по-видимому, незамени-
мым для визуализации тонких деталей не только
в TEM, но и в SEM, то токсичный и радиоактив-
ный UAc можно легко заменить на альтернатив-
ные менее опасные реагенты.

Более десяти лет назад в качестве заменителя
UAc для контрастирования ультратонких срезов
соединительной ткани легких и гепатоцитов был
предложен забуференный фосфатами экстракт
чая улун (OTE-stain) [11, 12]. Позднее OTE-кон-
трастирование было протестировано на простей-
ших [13], бактериальных клетках [14] и на пери-
ферическом миелинезированном нервном во-
локне [15]. Авторы отмечали, что, несмотря на
меньший общий контраст образцов, окрашенных
с OTE, некоторые тонкие детали выявлялись луч-
ше [13]. В то время как стандартное двойное кон-
трастирование (UAc и цитрат свинца) давало бо-
лее четкие очертания шероховатого эндоплазма-
тического ретикулума и митохондрий, после
окраски с OTE слабоконтрастные цистерны глад-
кого эндоплазматического ретикулума (гЭР) про-
являли лучшую сохранность и были менее фраг-
ментированы [12].

С одной стороны, гЭР возбудимых клеток
представляет собой сложно разветвленную сеть
цистерн и играет ключевую роль в динамике
ионов кальция во время сокращения мышц и в
вызванной или гомеостатической синаптической
пластичности центральной нервной системы.
Поэтому организацию гЭР кардиомиоцитов и
нейронов экстенсивно исследовали с помощью
FIB-SEM или SBF-SEM на основе ручной 3D-ре-
конструкции в больших объемах клеточных ком-
партментов, хотя и с относительно низким опти-
ческим разрешением (15 нм/пиксель) [16] или с
вышеупомянутыми ограничениями контрасти-
рования SEM-препаратов [17]. В этом отношении
анализ гЭР можно было бы облегчить его автома-
тизированной 3D-реконструкцией на TEM-изоб-
ражениях более высокого разрешения, но этому
может препятствовать слабый контраст гЭР на
TEM-препаратах. С другой стороны, наряду с
ограниченным числом публикаций по красящим
свойствам OTE также известно, что в зависимо-
сти от природы образца и других эксперимен-
тальных условий, биологические ткани и их внут-
риклеточные структуры различаются по своей
способности связывать краситель. Поэтому вы-
бор адекватной техники контрастирования явля-
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ется ключевым моментом как для комплексной
интерпретации ультраструктуры, так и для полу-
чения корректной эталонной модели для обуче-
ния нейронной сети.

В попытке оценить красящие свойства OTE по
сравнению с такими широко используемыми
контрастерами для TEM, как UAc и UranyLess,
мы обнаружили, что ультратонкие срезы, окра-
шенные экстрактом чая улун, полученным из за-
варенного чая (pOTE), имеют такой же контраст
плазматических мембран, как и окрашенные ура-
нилацетатом. pOTE также имеет ряд преиму-
ществ в контрастировании гЭР и других внутри-
клеточных структур нейронов и глиальных кле-
ток, по крайней мере в ювенильном мозге, и
хорошо подходит для рутинных исследований
мозга взрослых животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Мозг раннего постнатального периода. Гиппо-

камп криоанестезированных новорожденных
крыс Wistar выделяли между первыми и вторыми
сутками постнатального развития, разрезали лез-
вием перпендикулярно длинной оси на кусочки
менее 1 мм в капле фиксатора и погружали в тот
же фиксатор, содержащий 3% параформальдеги-
да и 2.5% глутарового альдегида в 0.1 М какоди-
латном буфере, на 1 ч при комнатной температу-
ре, а затем на ночь при 4°С. На следующий день
образцы были дважды отмыты в том же буфере и
для четкости экспериментальных данных разде-
лены на две группы. Одну группу образцов пост-
фиксировали в 1%-м растворе OsO4 в 0.1 М како-
дилатном буфере, содержащем 0.01% K2Cr2O7
(группа Os). Другую группу постфиксировали в
1%-м растворе восстановленного OsO4 добавле-
нием 1.5%-го феррицианида калия (K3[Fe(CN)6]
(непосредственно перед использованием) в тот
же буфер, содержащий бихромат калия (группа
rOs). Осмирование обеих групп образцов прово-
дили в течение ночи при 4°С, отмывали дважды
деионизированной водой (milliQ, каждая смена
по 10 мин), обезвоживали в серии возрастающих
концентраций этанола и затем в 100%-м ацетоне,
далее заливали в смесь смол EMBed812 (на ночь в
смесь EMBed812 с 100%-м ацетоном в объемном
отношении 1 : 1 и затем в чистую смолу), которую
полимеризовали 48 ч при 60°С. Отвержденные
блоки были заточены специально приготовлен-
ными стеклянными ножами [18] для получения
пирамидок в СА3-области гиппокампа (содержа-
щей большое число конусов роста мшистых воло-
кон). С каждой пирамидки на ультратоме Leica
EM UC6 с помощью алмазного ножа были полу-
чены срезы номинальной толщиной 60 нм, кото-
рые монтировали на медные бленды (сеточки с

одним слотом), покрытые пленкой-подложкой
из пиолоформа, укрепленной аморфным угле-
родом.

Получение экстракта чая улун. Ввиду отсут-
ствия местных поставщиков OTE и в отличие от
предыдущих публикаций, описывающих исполь-
зование OTE вместо UAc, мы использовали вод-
ный экстракт, полученный из свежеприготовлен-
ного молочного чая улун (pOTE), доступного в
любом магазине. В данной работе мы использова-
ли чай, приобретенный 10 лет назад (Ahmad Tea
Ltd., дата упаковки 01.2011). Для получения pOTE
5 г сухих листьев чая в 50 мл деионизированной
воды (milliQ) в стеклянном флаконе нагревали в
микроволновой печи до начала кипения, флакон
оборачивали алюминиевой фольгой и оставляли
настаиваться минимум 40 мин. Полученный рас-
твор вместе с листьями можно хранить плотно за-
крытым и завернутым в фольгу при комнатной
температуре в течение нескольких недель и ис-
пользовать по необходимости. Для удаления
крупных частиц непосредственно перед исполь-
зованием экстракт центрифугировали и пропус-
кали через шприцевой фильтр с порами диамет-
ром 0.2 мкм. Сухой вес фильтрованного pOTE со-
ставлял около 2.8% и не менялся со временем
хранения раствора.

Процедуры окрашивания. Все сеточки со среза-
ми ювенильной ткани мозга были разделены по-
парно (Os и rOs) на несколько групп и окрашены
на каплях при комнатной температуре следую-
щими реагентами:

– Группа 1 (рис. 1а,б) – насыщенным раство-
ром UAc в течение 10 мин.

– Группа 2 (рис. 1в,г) – насыщенным раство-
ром UAc в течение 30 мин.

– Группа 3 (рис. 1д,е) – красителем UranyLess
в течение 1 мин.

– Группа 4 (рис. 1ж,з) – старым pOTE (хра-
нился около двух месяцев при комнатной темпе-
ратуре) в течение 40 мин.

– Группа 5 (рис. 2а,б) – свежим pOTE в тече-
ние 40 мин.

– Группа 6 (рис. 2в,г) – свежим pOTE, разве-
денным 1:1 по объему 0.2 М какодилатным буфе-
ром (pH 7.6) в течение 40 мин.

– Группа 7 (рис. 2д,е) – свежим pOTE, разве-
денным 1:1 по объему 0.2 М фосфатным буфером
(pH 7.3–7.4) в течение 40 мин.

Затем все сеточки последовательно отмывали
по 1 мин на каждой из трех капель деионизиро-
ванной воды и дополнительно контрастировали
модифицированным красителем Сато, содержа-
щим три соли свинца [19], разведенным дважды с
H2O (pH воды был доведен до pH красителя Са-
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Рис. 1. Ультраструктура нейропиля области СА3 гиппокампа новорожденной крысы после окраски UAc, лантаноида-
ми и старым pОТЕ. Изображения в левой колонке получены c образцов, фиксированных альдегидами и постфикси-
рованных в OsO4; изображения в правой колонке – c образцов, фиксированных альдегидами и постфиксированных в
OsO4, восстановленном феррицианидом калия. (а) и (б) – Срезы обработаны насыщенным раствором UAc в течение
10 мин; (в) и (г) – срезы обработаны насыщенным раствором UAc в течение 30 мин; (д) и (е) – срезы окрашены Ura-
nyLess в течение 1 мин; (ж) и (з) – срезы окрашены старым pОТЕ в течение 40 мин. Все срезы дополнительно контра-
стированы тремя солями свинца по Сато (см. описание в основном тексте). Сокращения: гЭР – трубочки и расширен-
ные цистерны гладкого ЭР, шЭР – цистерны шероховатого ЭР, эс – эндосомальные компартменты ретикулума, М –
митохондрии, МТ – микротрубочки, г – гликогеновые гранулы, Г – глиальные клетки, КР – конусы роста, Д – денд-
риты. Головками стрелок на основных панелях и врезках отмечены тончайшие цистерны гладкого ЭР. Шкала для всех
панелей 1 мкм, для врезок – 200 нм.
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Рис. 2. Ультраструктура нейропиля СА3-области гиппокампа новорожденной крысы после окраски свежеприготов-
ленным pОТЕ. Изображения в левой колонке получены c образцов, фиксированных альдегидами и постфиксирован-
ных в OsO4; изображения в правой колонке – c образцов, фиксированных альдегидами и постфиксированных в OsO4,
восстановленном феррицианидом калия. (а) и (б) – Срезы окрашены незабуференным pОТЕ в течение 40 мин; (в) и
(г) – срезы окрашены pОТЕ с какодилатным буфером в течение 40 мин; (д) и (е) – срезы окрашены pОТЕ с фосфат-
ным буфером в течение 40 мин. Все срезы дополнительно контрастированы тремя солями свинца по Сато. (см. опи-
сание в основном тексте). Сокращение: Р – свободные рибосомы и полисомы. Остальные сокращения те же, что и на
рис. 1. Головками стрелок отмечены тончайшие цистерны гладкого ЭР. Шкала для всех панелей 1 мкм; для врезок –
200 нм.

то). Каждую сеточку отмывали 0.02 М раствором
NaOH и дважды деионизированной водой в тече-
ние 1 мин.

Мозг взрослого животного. Крысу Wistar (воз-
раст 7 месяцев, масса 310 г) анестезировали внут-
рибрюшинным введением пентобарбитала на-
трия (200 мг/кг веса). Фиксацию мозга крысы
проводили путем транскардиальной перфузии
сначала изотоническим солевым раствором (0.9%
NaCl), содержащим гепарин (60 ед./мл), а затем
0.1 М фосфатно-солевым буфером (pH 7.4), со-
держащим 2% параформальдегида и 2% глутаро-

вого альдегида. Мозг был помещен в этот же фик-
сатор на ночь. Коронарные срезы дорзального
гиппокампа толщиной 50 мкм получали на виб-
ратоме VT1000S (Leica, Германия) и далее обраба-
тывали как было описано ранее [20, 21]. Срезы
были постфиксированы в 1%-м растворе OsO4 в
течение одного-полутора часов при комнатной
температуре, обезвожены в серии спиртов с воз-
растающей концентрацией, затем в 100%-м аце-
тоне и выдержаны в смеси ацетон : смола
(Agar100/Araldite CY212) в течение 30 мин при
комнатной температуре. Далее для заключения в
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смолу в расправленном состоянии (flat-embed-
ding) срезы помещали в смолу между сжатыми ли-
стами акларовой пленки и полимеризовали при
60°С в течение 48 ч. В области среднего молеку-
лярного слоя зубчатой фасции гиппокампа была
заточена пирамидка, с которой были получены и
собраны, как описано выше, ультратонкие срезы
номинальной толщиной ~70–80 нм. Срезы сна-
чала выдерживали на каплях свежеприготовлен-
ного pOTE в течение 40 мин при комнатной тем-
пературе, трижды отмывали на каплях деионизи-
рованной воды и затем контрастировали
цитратом свинца по Рейнольдсу в течение 10 мин.

Получение изображений. Микрофотографии
срезов всех образцов ювенильной ткани и калиб-
ровочной реплики (дифракционной решетки с
шагом 463 нм) получали с использованием фото-
пленки на электронном микроскопе JEM-1200EX
(JEOL, Япония) при увеличении 12000× с одина-
ковыми настройками колонны микроскопа:
ускоряющее напряжение – 80 кВ, размер пятна – 3,
диафрагма объективной линзы – 20 мкм, плот-
ность потока электронов – 44–47 пА/см2. Нега-
тивы оцифровывали с разрешением 2400 dpi с по-
мощью сканнера Epson Perfection V700 в HDR-ре-
жиме, а небольшие различия в общей плотности
отсканированных пленок были нормализованы
путем получения одинаковой оптической плот-
ности заливочной среды (внеклеточного про-
странства) с помощью уровней серых тонов в
программе Photoshop. Изображения срезов мозга
взрослого животного были получены на элек-
тронном микроскопе JEM-1400 (JEOL, Япония) с
помощью камеры AMT XR60 (AMT Imaging,
США) при увеличении 6000× (ускоряющее на-
пряжение – 80 кВ, размер пятна – 2, диафрагма
объективной линзы – 40 мкм, плотность потока
электронов – 35 пА/см2) в режиме захвата монта-
жа из взаимоперекрывающихся кадров. Кадры
объединяли в бесшовные изображения с помо-
щью эластичных трансформаций плагином
TrakEM2 в программе ImageJ [22]. За исключени-
ем исходных настроек AMT XR60, ни яркость, ни
контраст финального изображения не меняли.
Отдельные изменения контраста исходных изоб-
ражений отмечены ниже по тексту.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки способности pОТЕ окрашивать

ткань мозга в качестве кандидата на роль идеаль-
ной модели мы выбрали мозг крысы на втором
дне постнатального развития по следующим при-
чинам. Во-первых, данный период развития ха-
рактеризуется массивным ростом и ветвлением
нейритов, а также формированием межклеточ-
ных контактов и, следовательно, требует повы-

шенного синтеза мембран, необходимых для ро-
ста конусов роста [23, 24]. Во-вторых, известно,
что эмбриональная или незрелая ткань окраши-
вается менее интенсивно и имеет меньший кон-
траст из-за большого содержания воды [25]. Та-
ким образом, было предположено, что если окра-
шивание с pОТЕ покажет усиление контраста на
незрелой ткани, то такой же эффект должен про-
явиться и на зрелой ткани.

Окрашивание ткани незрелого мозга. Стан-
дартные красители. Все изображения на рис. 1 и 2
иллюстрируют структуру Str. lucidum или radiatum
развивающего нейропиля поля СА3 гиппокампа.
Нейропиль сформирован массой растущих ней-
ритов и их конусов роста, большинство из кото-
рых еще невозможно идентифицировать как ак-
соны или дендриты, за исключением больших
профилей проксимальных дендритов пирамид-
ных нейронов. В качестве стандарта электронной
плотности и контраста мы взяли изображения по-
сле двойного контрастирования с насыщенным
водным раствором UAc (в течение 10 или 30 мин,
рис. 1а и 1в соответственно), за которым следова-
ло контрастирование модифицированным краси-
телем Сато [19] (в течение 1 мин) с обычно ис-
пользуемой нами двукратно сниженной концен-
трацией трех солей свинца.

Профили нейритов на рис. 1в, некоторые из
которых заполнены пучками микротрубочек,
четко очерчены плазматическими мембранами.
Среди слабоконтрастных микротрубочек можно
наблюдать чуть более темные цистерны гЭР, от
расширенных участков которых отходят тонкие
следы не совсем различимых анастомозирующих
веточек, направленных поперек оси нейрита (го-
ловки стрелок и указатели на врезках на
рис. 1а,в). Четко различимы и некоторые другие
внутриклеточные органеллы, такие как митохон-
дрии с плотным матриксом, эндосомальные ком-
партменты, кластеры свободных рибосом и ше-
роховатый ретикулум.

Поскольку осмий, восстановленный с ферро-
или феррицианидом, широко и регулярно ис-
пользуют в ультраструктурных исследованиях для
усиления контраста мембран [26, 27], мы опробо-
вали все используемые варианты контрастирова-
ния (левые колонки на рис. 1 и 2) на тех же образ-
цах мозга, но осмированных с феррицианидом
калия (правые колонки на рис. 1 и 2). Ювениль-
ная ткань, фиксированная rOs, обладала несколь-
кими отличительными особенностями. Некото-
рые из них, такие как значительно усиленный
контраст элементарных мембран и гранул глико-
гена, были описаны давно, но другие также заслу-
живают внимания. Плазматические мембраны и
тонкие цистерны гЭР в таких образцах имеют не-
равномерные волнистые очертания по типу ряби
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на поверхности воды. Поскольку оба протокола
фиксации идентичны за исключением добавлен-
ного феррицианида калия, то причиной такого
волнообразного искривления мембран может яв-
ляться только постфиксация ткани восстанов-
ленным OsO4. И если во взрослом мозге этот не-
достаток на плазматических мембранах менее вы-
ражен за счет плотной упаковки нейрональных
отростков в нейропиле (см., например, работы
[28–30]), то большие межклеточные простран-
ства в незрелом мозге этому способствуют. Сво-
бодное расположение тонких цистерн гЭР в ней-
роплазме также способствует их волнообразной
форме после обработки с rOs. Нативную форму
тонких цистерн гЭР можно было бы сохранить
или отказавшись от использования rOs (левые ко-
лонки на рис. 1 и 2) или, по-видимому, только с
использованием криофиксации ткани (как, на-
пример, в работе [31]). Как было ранее отмечено в
работе [26], клетки, фиксированные с rOs, про-
являли более слабое прокрашивание нуклеопро-
теинов и слабо различимые рибосомы, но после-
дующее контрастирование с UAc позволяло их
выявлять. Отчасти в противоположность этим
наблюдениям, после применения протоколов
контрастирования, использованных в данной ра-
боте, электронная плотность рибосом повыша-
лась, но не в достаточной степени.

Красители на основе лантаноидов. Недавно в
качестве замены UAc были предложены некото-
рые лантаноиды, такие как Sm, Gd, Nd, Yb [32−
36], полиоксометаллаты [37] или гафний [38], а
также ставший уже популярным UranyLess (UL),
содержащий соли La, Dy, Gd [39]. Поэтому для
определения красящих свойств pОТЕ UL также
был взят в качестве второго стандарта электрон-
ной плотности и контраста. В то время как общая
электронная плотность сечений нейритов и кону-
сов роста, окрашенных с помощью UL (рис. 1д,е),
занимает промежуточное положение между тако-
вой на срезах, контрастированныx с UAc в те-
чение 10 и 30 мин, некоторые детали гЭР выяв-
лялись лучше. Лучшее выявление деталей по
сравнению с UAc может быть связано со сравни-
тельно меньшей молекулярной массой солей лан-
таноидов и, как следствие, с увеличением плот-
ности промежуточных тонов. Это свойство UL
позволяет наблюдать, как тонкие трубочки гЭР
отходят в разных направлениях от уплощенной
цистерны гладкого ретикулума в нейрите (рис. 1д,
врезка), или лежат параллельно микротрубочкам
в дендритах, или произвольно расположены в ко-
нусах роста (рис. 1е). 

Все соли выше упомянутых лантаноидов обла-
дают хотя и несколько отличающейся, но доста-
точной способностью усиливать контраст. Одна-
ко будучи достаточно хорошо растворимыми со-

лями, обладающими высокой проникающей
способностью в ткани и высокой химической ак-
тивностью, все они также содержат атомы тяже-
лых металлов и, следовательно, могут оказывать
негативное влияние на окружающую среду и здо-
ровье человека. А поскольку они являются редко-
земельными металлами (следовательно, не самы-
ми дешевыми), то вряд ли будут удобны для па-
кетного контрастирования большого числа
сеточек или «конвейерного» контрастирования
лент со срезами (grid-tape) (см., например, работу
[5]. 

Контрастирование с pOTE. Полифенолы, на-
пример дубильную кислоту, благодаря ее крася-
щим свойствам уже давно стали использовать в
электронно-микроскопических исследованиях в
качестве промежуточного агента до и после осмия
для усиления контраста мембран (см., например,
работы [40, 41]). С тех пор как авторы работы [11]
предположили, что ОТЕ с более низкой молеку-
лярной массой танинов чая улун предпочтитель-
нее дубильной кислоты, использование pОТЕ
стало частью нашей повседневной практики, од-
нако мы готовим pОТЕ заново перед каждым
контрастированием срезов. На рис. 1ж,з пред-
ставлена ткань, окрашенная водным экстрактом
чая, хранившегося около двух месяцев при ком-
натной температуре. Можно видеть, что длитель-
но хранимый pОТЕ обеспечивает хорошее каче-
ство окраски всех клеточных структур, включая
внешние и внутренние мембраны, микротрубоч-
ки и промежуточные филаменты, митохондрии,
нуклеопротеины и рибосомы, не уступая резуль-
тату контрастирования с UAc или UL (рис. 1а–е).
Кроме того, стоит обратить внимание на другую,
не отмеченную ранее особенность ювенильной
ткани мозга, фиксированной с rOs: глиальные
клетки имеют более плотно окрашенную цито-
плазму, что позволяет в незрелой ткани отличать
их профили от профилей нейронов. Цитоплазма
некоторых глиальных клеток и конусов роста, на-
ряду с гранулами гликогена, окрашивается даже
более интенсивно с pOTE (рис. 1з), чем с UAc
(рис. 1б). Также интересно отметить наличие ци-
стерн гЭР в тонких терминальных глиальных от-
ростках, тогда как традиционно считается, что
терминальные отростки астроцитов не имеют та-
ких органелл [42–44]. Характерна ли для pOTE
способность контрастировать цистерны гЭР в
терминальных отростках астроцитов или наличие
таких цистерн является чертой незрелого мозга –
вопрос для дальнейших исследований.

Авторы работы [11] указывали на необходи-
мость использования забуференного фосфатами
OTE для лучшего качества окраски. Для сравне-
ния красящих свойств pОТЕ с результатами вы-
шеупомянутых публикаций, полученных с ис-
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пользованием коммерчески доступного порошка
ОТЕ, мы протестировали красящие свойства све-
жеприготовленного чая как с буферами, так и без
них. Как показано на рис. 2а, окраска свежепри-
готовленным pOTE обеспечивает хорошее окра-
шивание рибосом, микротрубочек, проявляет
резко очерченные контуры плазматических мем-
бран, митохондриальных внешней и внутренней
мембран, а также хороший общий вид гЭР с глад-
кими мембранами и гомогенно зернистым содер-
жимым цистерн (рис. 2а, врезка). Как можно ви-
деть на врезке, окрашивание с pОТЕ позволяет
четко идентифицировать даже самые тонкие ци-
стерны гЭР с наименьшими их диаметрами
вплоть до считанных нанометров.

На рис. 2в представлена ткань, окрашенная за-
буференным какодилатом pОТЕ. В то время как
общая электронная плотность не сильно отлича-
ется от незабуференного pОТЕ (рис. 2а), изобра-
жение выглядит более четким благодаря чуть бо-
лее светлому цитозолю, что способствует более
легкой идентификации внутриклеточных струк-
тур. Ткань, окрашенная pОТЕ с фосфатным бу-
фером (рис. 2д; pH 7.3–7.4 согласно работе [11]),
имеет в целом чуть меньшую электронную плот-
ность и в общем сравнима с тканью, окрашенной
с UL или длительно хранившимся pOTE.

Авторами работы [12] после окрашивания ге-
патоцитов с ОТЕ была показана лучшая визуали-
зация альфа-частиц (розеток) гликогена по срав-
нению с окрашиванием UAc. Но в отличие от ге-
патоцитов, такой эффект мы не наблюдали на
незрелой ткани мозга. Однозначная идентифика-
ция гликогеновых гранул и глиальных клеток
благодаря их более темной цитоплазме была воз-
можна только при комбинации фиксации ткани с
rOs и последующей окраски срезов безотноси-
тельно природы контрастирующих растворов
(UAc, UL, pOTE и/ или модифицированного
свинцового красителя Сато).

Однако фиксация с rOs имеет другое серьезное
ограничение, как впрочем и ТО- и ОТО-подоб-
ные протоколы постфиксации: микротрубочки
становятся практически не различимы на фоне
цитозоля (см. правую колонку на рис. 1 и
рис. 2б,е). В этом отношении использование
pОТЕ, забуференного какодилатом с pH 7.6 (в от-
личие от фосфатного буфера), имеет очевидные
преимущества для идентификации микротрубо-
чек и обеспечивает в общем лучшую ультраструк-
турную целостность ткани, которая была фикси-
рована с rOs (рис. 2г). 

Согласно опыту других исследователей и на-
шему собственному известно, что фиксация тка-
ней млекопитающих в растворах, забуференных
какодилатом (в отличие от фосфатного буфера),

обеспечивает лучшее качество изображения. Од-
нако, поскольку мы не проверяли красящие
свойства pОТЕ при разных pH, мы не можем с
уверенностью утверждать, что высокое качество
изображений обеспечено использованием имен-
но какодилатного буфера, а не pH свежеприго-
товленного экстракта чая. Поэтому было бы не-
правильно исключать влияние рН. Тем не менее,
в более ранних работах Симионеску [45], исполь-
зуя галлоилглюкозу en bloc в качестве усилителя
контраста, также наблюдали наилучшие резуль-
таты при использовании мышьяк-содержащих
буферов.

Окрашивание экстрактом чая ткани зрелого моз-
га. Для более широкой оценки красящих свойств
pОТЕ мы анализировали ткань мозга взрослого
животного. На рис. 3 представлен срез среднего
молекулярного слоя зубчатой фасции, которая
была фиксирована альдегидами и осмирована не-
восстановленным OsO4. Ультратонкие cрезы бы-
ли окрашены незабуференным водным pОТЕ, а
затем цитратом свинца по Рейнольдсу. Несмотря
на хорошо прокрашенные нуклеопротеины и
постсинаптические уплотнения дендритных ши-
пиков, можно заметить, что зрелая ткань имеет
более низкую общую электронную плотность
нейропиля по сравнению с профилями нейритов
незрелой ткани.

Такому эффекту могло бы быть несколько
причин. Во-первых, существуют некоторые отли-
чия в протоколах подготовки тканей: для ткани
взрослого животного использовали фиксатор на
фосфатном буфере и смолу Agar100 в качестве за-
ливочной среды. Во-вторых, возможно, что у зре-
лой и незрелой тканей способность связывать
pОТЕ отличается. Мы также не можем исключить
то, что комбинация окраски с pОТЕ с последую-
щим контрастированием цитратом свинца по
Рейнольдсу неэффективна для усиления контра-
ста мембран, в отличие от последующего контра-
стирования тремя солями свинца по Сато. Дей-
ствительно, по сравнению с окраской UAc авторы
работы [14] обнаружили лишь умеренное усиле-
ние контраста на криофиксированных образцах,
залитых в смолу Спура, которые затем были окра-
шены с ОТЕ на фосфатном буфере и контрасти-
рованы цитратом свинца по Рейнольдсу. Также
Феллнер с соавторами [46] показали явно мень-
ший контраст образцов, залитых в смолу Agar100,
окрашенных с ОТЕ и контрастированных цитра-
том свинца по Рейнольдсу. Несмотря на то что
некоторые из этих причин достойны более глубо-
кого рассмотрения, изображение ткани мозга
зрелого животного, представленного на рис. 3,
имеет хорошее качество, которое является доста-
точным для рутинного подсчета синапсов и/или
для полуавтоматической 3D реконструкции.
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Предполагаемые механизмы взаимодействия
pOTE с тканью. Уже давно было показано, что
остаток галловой кислоты в молекуле низкомоле-
кулярной галоилглюкозы является эффективным
усилителем окраски [47]. При том, что относи-
тельное содержание галловой кислоты постепен-
но повышается со временем хранения чая [48],
для окраски ультратонких срезов мы использова-
ли чай, собранный 10 лет назад. Поэтому можно
предположить, что наблюдаемое нами усиление
контраста происходит за счет увеличения в чае
содержания галловой кислоты. Однако авторы
работы [45] отмечали, что обработка срезов гал-
лоилглюкозой без предварительной пропитки
галлоилглюкозой всего образца до заключения в
смолу не обеспечивала хорошего контраста, а об-
работка галлоилглюкозой как самой ткани, так и
полученных с нее срезов, не увеличивала кон-
траст по сравнению с обработкой лишь только са-
мой ткани. Но с другой стороны, кроме галловой
кислоты pОТЕ содержит значительное количе-
ство других низкомолекулярных фенолсодержа-

щих предшественников танинов, таких как кате-
хины, кофеин и т.д. Некоторые из них, как и гал-
лоилглюкоза, также содержат остаток галловой
кислоты, а общая масса катехинов в сухих листьях
улуна составляет около 8% [49]. В данной работе
мы не пропитывали всю ткань экстрактом чая.
Тем не менее, в отличие от обработки срезов гал-
лоилглюкозой, окрашивание срезов с pОТЕ обес-
печивает хороший контраст. Учитывая, что неко-
торые полифенолы или катехины связываются с
их белковыми мишенями в мембране с образова-
нием устойчивых к растворению детергентами аг-
регатов (см., например, работы [50–52]), нельзя
исключать того, что широкий спектр органиче-
ских и неорганических веществ, составляющих
pОТЕ [53], может вносить вклад в усиление кон-
траста ткани, в которой каждое вещество находит
свою нишу для связывания. Несмотря на то что
точная природа взаимодействия pОТЕ с тканью
остается неизвестной, он обеспечивает отличное
качество изображений, безопасен в использова-

Рис. 3. Ультраструктура зубчатой фасции гиппокампа взрослой крысы. Срез зубчатой фасции окрашен свежеприго-
товленным незабуференным pОТЕ в течение 40 мин и постконтрастирован цитратом свинца. Контраст выделенной
области в верхнем правом углу увеличен для лучшего проявления постсинаптических уплотнений. Сокращения: ПК –
просвет капилляра; ЯЭ – ядро эндотелиальной клетки; ЯА – ядро астроцита; АГ – аппарат Гольджи; АН – астроци-
тарная ножка; ШС – шипиковые синапсы; CC – стволовые синапсы. Остальные сокращения те же, что и на рис. 1.
Шкала 1 мкм.



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ОЦЕНКА ОКРАШИВАНИЯ ТКАНИ МОЗГА ЭКСТРАКТОМ ЧАЯ УЛУН 935

нии/утилизации и обладает некоторыми другими
преимуществами.

Иные преимущества окраски с использованием
pOTE. В отличие от UAc, в результате окраски
срезов с pОТЕ в темноте и при свете мы не обна-
ружили каких-либо различий в качестве контра-
стирования, как это было замечено ранее [13]. В
данной работе для окраски срезов мы использо-
вали центрифугированный и фильтрованный
экстракт, приготовленный из листьев чая. Допол-
нительным преимуществом использования pОТЕ
является отсутствие загрязнений, которых обыч-
но трудно избежать при окрашивании с UAc. В то
же время, некоторые авторы отмечали более ча-
стое загрязнение срезов с ОТЕ, чем с UAc (см.,
например, работу [46]). Однако, как можно ви-
деть на рис. 1–3, во внеклеточном пространстве
или просвете капилляра отсутствуют какие-либо
крупные или мелкие, сходные с молотым перцем,
загрязнения. Также и в других родственных пуб-
ликациях не было информации о большем за-
грязнении после окраски коммерчески доступ-
ным ОТЕ. Следовательно, загрязнения, упомяну-
тые в вышеуказанном исследовании, вероятнее
всего могут быть следствием неаккуратного обра-
щения с сеточками в процессе монтирования и
контрастирования срезов, или пропуска стадии
их промывки после контрастирования, которую
рекомендуют некоторые поставщики ОТЕ (напр.,
Science Services GmbH, Германия). Кроме того,
коммерчески доступный порошок OTE в отличие
от заваренного чая может содержать менее рас-
творимые компоненты, которые могут являться
источником нежелательной контаминации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное в нашем исследовании усиление
контраста с помощью pOTE ясно показывает, что
полученный из заваренного листового чая улун
насыщенный водный экстракт в комбинации с
какодилатным буфером и/или с повышенным pH
вполне применим в качестве заменителя уранил-
ацетата в исследованиях центральной нервной
системы. Окрашивание с pOTE даже имеет неко-
торые преимущества перед окрашиванием с UAc.
pOTE нетоксичен и нерадиоактивен, он лучше
выявляет тончайшие детали гладкого эндоплаз-
матического ретикулума и вполне подходит для
рутинных исследований мозга взрослых живот-
ных. C учетом низкой стоимости чая улун по
сравнению со стоимостью большинства реакти-
вов для электронной микроскопии, таких как
уранилацетат, UranyLess и др., использование
экстракта чая в качестве первичного агента в кон-
трастировании ультратонких срезов позволяет

использовать его для пакетной обработки боль-
шого числа препаратов.

Другое преимущество использования улуна
может состоять в том, что после трудоемкого при-
готовления и монтирования ультратонких срезов
есть благоприятная возможность выпить чашку-
другую ароматного чая, отделив несколько ка-
пель для ультратонких срезов. К тому времени,
когда чаепитие подойдет к концу, срезы будут уже
окрашены и готовы к последующей обработке со-
лями свинца. Таким образом, использование экс-
тракта чая улун позволяет сочетать исследование
с пользой для здоровья.
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 Evaluation of Oolong Tea Extract Staining of Brain Tissue 
with Special Reference to Smooth Endoplasmic Reticulum

 E.A. Shishkova*, I.V. Kraev**, and V.V. Rogachevsky*

*Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, ul. Institutskaya 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Faculty of Health and Social Care, the Open University, Walton Hall, Milton Keynes, UK, MK7 6AA

Electron microscopy remains the gold standard for studying the nervous system, as it allows adequate spatial
resolution imaging of the finer structures of nervous tissues. Despite the high resolution, correct interpreta-
tion of electron microscopy images is only possible with the sufficient contrast of unit membranes, cytosolic
components and cytoskeleton, which is achieved using hazardous reagents and heavy metals. Earlier, solution
of dry oolong tea extract was introduced as a replacement for toxic and radioactive uranyl acetate. However
staining with oolong extract showed less contrast of intracellular organelles. It is known that depending on
the specimen nature and experimental conditions, different tissues have unequal ability to capture the stain.
Here, oolong tea extract staining of early postnatal and adult rat brain tissue was used for the first time to eval-
uate with transmission electron microscopy. We found that oolong extract obtained from freshly prepared tea
is equal with conventional stains in section staining and has several advantages. We showed that its use on the
immature brain allows to reveal the finest details of the smooth endoplasmic reticulum of neurons. Also, in
combination with osmication with potassium ferricyanide and cacodylate buffer, it provides better visualiza-
tion of the neuronal cytoskeleton and the smooth cisternae in the terminal astrocytic lamellae. A conventional
chemical fixation protocol followed by staining with a saturated oolong tea water extract is also well suited for
routine studies of the brain of adult animals, as well as for multiple grids batch staining.

Keywords: scanning electron microscopy; transmission electron microscopy; oolong tea extract; membrane contrast;
endoplasmic reticulum; hippocampus
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Продемонстрировано бактериостатическое действие биядерных динитрозильных комплексов же-
леза с глутатионом на клетки Escherichia coli TN300, определявшееся по колоние-образующей ак-
тивности этих клеток. Бактериостатическое действие, инициированное этими комплексами, резко
усиливалось в присутствии диэтилдитиокарбамата. Предполагается, что этот эффект был обуслов-
лен повышением количества катионов нитрозония (NO+), высвобождавшихся из комплексов в ре-
зультате их распада под действием диэтилдитиокарбамата. Аналогичный результат был получен на
клетках E. coli при их обработке диэтилдитиокарбаматом через 40 мин после контакта клеток с нит-
ритом натрия или S-нитрозоглутатионом. При этом уровень динитрозильных комплексов железа,
появлявшихся в бактериальных клетках под действием нитрита или S-нитрозоглутатиона, был та-
ким же, как и при обработке клеток комплексами с глутатионом. Что касается бактериостатическо-
го эффекта молекул NO, выделявшегося из нитрита или S-нитрозоглутатиона при их кратковремен-
ном контакте с бактериями, в дозовом отношении он был на порядок ниже бактериостатического
действия NO+. Отсюда следует, что именно катионы нитрозония, высвобождающиеся из динитро-
зильных комплексов железа, были ответственны за обнаруженное бактериостатическое действие
этих комплексов на клетки E. coli.

Ключевые слова: динитрозильные комплексы железа, оксид азота, катион нитрозония, S-нитрозоглу-
татион, бактериостатическое действие, клетки Escherichia coli.

DOI: 10.31857/S0006302922050106,  EDN: JIRKIZ

В соответствии с современными представле-
ниями в качестве основного эффектора иммуно-
логической защиты в организме животных и чело-
века при бактериальной инфекции выступает
система эндогенного оксида азота (NO), продуци-
руемого ферментативным путем из L-аргинина [1–
4]. Однако до сих пор остается нерешенным во-
прос, какой из компонентов этой системы – NO
или продукт его одноэлектронного окисления ка-

тион нитрозония (NO+) – ответственен за подав-
ление пролиферации бактерий в организме жи-
вотных и человека, обусловленной соответствен-
но превращением молекул NO в пероксинитрит,
характеризующийся высокой цитотоксической
активностью [3–6] или способностью NO+ S-нит-
розировать различные жизненно важные белки
[3, 4, 7–9], и тем самым подавлять их активность.

Цель настоящей работы состояла в попытке
ответить на этот вопрос в экспериментах на клет-
ках Escherichia coli c использованим в качестве до-
норов NO and NO+ динитрозильных комплексов
железа (ДНКЖ). Как было показано в работах
[10–12], появление этих агентов в ДНКЖ опреде-
ляется механизмом их образования, определяе-
мым реакцией диспропорционирования молекул
NO, попарно связывающихся с ионом двухва-

Сокращения: ДНКЖ –динитрозильные комплексы железа,
М-ДНКЖ – моноядерная форма динитрозильных комплек-
сов железа, Б-ДНКЖ – биядерная форма динитрозильных
комплексов железа, МНКЖ – мононитрозильные комплек-
сы железа, ДЭТК – диэтилдитиокарбамат, МГД – N-метил-
D,L-глюкаминдитиокарбамат, GSH – глутатион, Б-ДНКЖ-
GSH – биядерные динитрозильные комплексы железа с глу-
татионом, GS-NO – S-нитрозоглутатион, КОА – колониеоб-
разующая активность, СТС – сверхтонкая структура. 

УДК 577.3
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лентного железа в присутствии тиолсодержащих
(RS–) лигандов, как это показано на схеме 1. В со-
ответствии с этой схемой появляющийся в ходе
диспропорционирования молекул NO анион
нитроксила (NO–) гидролизуется, т. е. протони-
руется и выходит в форме молекулы нитроксила
(НNO) из лигандного окружения железа с после-
дующей трансформацией двух молекул HNO в за-
кись азота (N2O) и воду. Освободившееся место у
иона железа занимает третья молекула NO, что и
приводит к образование моноядерной формы
ДНКЖ (М-ДНКЖ), характеризующейся в соот-
ветствии со схемой 1 резонансной структурой

[(RS–)2Fe+(NO+)2] или [(RS–)2Fe2+(NO+)(NO)].
Что касается возможного гидролиза катиона нит-
розония, появляющегося в ДНКЖ в результате
диспропорционирования молекул NO, его взаи-
модействие с анионом гидроксила, которое при-
водило бы к трансформации NO+ в азотистую
кислоту или нитрит, блокируется в результате
нейтрализации положительного заряда на этом
нитрозильном лиганде электронной плотностью,
поступающей на него от атомов тиоловой серы
тиолсодержащих лигандов, характеризующихся
высокой π-донорной активностью. 

Схема 1. Механизм образования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в реакции Fe2++ NO + RS– [10–12].

Как показано в работах [10–13], приведенные
выше резонансные структуры для М-ДНКЖ ха-
рактерны и для биядерной формы ДНКЖ
(Б-ДНКЖ) – [(RS–)2Fe2+

2 (NO+)2(NO)2] или
[(RS–)2Fe2+

2 (NO+)4].
Согласно данным, приводимым в работах [11,

12], катионы нитрозония, также, как и молекулы
NO, могут высвобождаться из ДНКЖ, причем в
равном количестве, в ходе установлении химиче-
ского равновесия между этими комплексами и их
компонентами, а также при необратимом распаде
последних, обусловленным удалением из ДНКЖ

железа или тиолсодержащих лигандов. Среди
агентов, вызывающих распад этих комплексов,
особое место занимают производные дитиокар-
бамата (формула R2=N-CS2). Этим соединения
способны перехватывать на себя железомононит-
розильную группу [Fe2+-NO] из железодинитро-
зильных фрагментов [Fe2+-(NO)(NO+)] ДНКЖ с
последующим образованием стабильных, ЭПР-
детектируемых мононитрозильных комплексов
(МНКЖ) с производными дитиокарбамата, как
это показано на схеме 2 [14–16]. 

Схема 2. Механизм превращения Б-ДНКЖ и М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в МНКЖ с ДЭТК или 
МГД. Высвобождающиеся при этом катионы нитрозония могут S-нитрозировать низкомолекулярные и 

белковые тиолы, а также тиоловую группу в составе ДЭТК или МГД. На врезке сверху приводится 
зарегистрированный при 77 К ЭПР-сигнал со значениями g-фактора 2.04 и 2.02 и триплетной сверхтонкой 

структурой, характерный для МНКЖ с производными дитиокарбамата.
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Ранее такого рода трансформация ДНКЖ под
действием производных дитиокарбамата — ди-
этилдитиокарбамата (ДЭТК) и N-метил-D,L-
глюкаминдитиокарбамата (МГД) в живых орга-
низмах была продемонстрирована нашей груп-
пой [15, 16].

Было показано, что в клетках и тканях образу-
ющиеся в ходе этой трансформации МНКЖ-
ДЭТК или МНКЖ-МГД жестко связывают ней-
тральные молекулы NO, предотвращая тем са-
мым действие этих молекул, исходно входивших
в ДНКЖ, на их биологические мишени. В резуль-
тате молекулы NO «выходят из игры». Что касает-
ся катионов нитрозония, в соответствии со схе-
мой 2 они высвобождаются из распадающихся
ДНКЖ в свободной форме с последующим свя-
зыванием с различными тиолами. Как было пока-
зано в работах [17, 18], взаимодействие этих
катионов именно с тиолами, приводящее к обра-
зованию S-нитрозотилов, а не с анионами гид-
роксила, приводящее к гидролизу этих катионов,
определяется существенно большим сродством
катионов нитрозония к тиолам.

Предполагается, что происходящее при этом
S-нитрозирование разнообразных тиолсодержа-
щих белков могло обеспечивать цитотоксическое
действие ДНКЖ [19–24]. Такого рода действие
Б-ДНКЖ с меркаптосукционатом наблюдалось
нами также на культуре опухолевых клеток
MCF7, оно резко усиливалось в присутствии
МГД, повышавшего уровень катионов, высво-
бождавшихся из Б-ДНКЖ [25].

Цель настоящей работы состояла в детальном
изучении вклада ДЭТК в антибактериальное
(бактериостатическое) действие Б-ДНКЖ с глу-
татионом (GSH) на бактерии Escherichia coli с тем,
чтобы определить какой из компонентов этих
комплексов – молекулы NO или катионы нитро-
зония – способны подавлять размножение этих
клеток (их колониеобразующую активность).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Были использованы сульфат же-

леза (Fluka, Швейцария), восстановленный глу-
татион, нитрит натрия и диэтилдитиокарбамат
натрия ( Sigma, США). Газообразный NO получа-
ли в реакции сульфата железа с нитритом натрия
в 0.1 M HCl с последующей очисткой методом
низкотемпературной сублимации в вакууме [13].

Синтез биядерных динитрозильных комплексов
железа с глутатионом и S-нитрозоглутатиона. Би-
ядерные комплексы железа с глутатионом
(Б-ДНКЖ-GSH) синтезировали обработкой рас-
творов сульфата железа и GSH газообразным NO
при молярном соотношении Fe2+: GSH, равном
1 : 2, и давлении NO 100–150 мм рт. ст. После раз-
мещения 0.5 мл раствора сульфата железа в ди-
стиллированной воде (pH 5.5) и 4.5 мл раствора

GSH в 15 мМ HEPES-буфере при pH 8.0 соответ-
ственно в верхней и нижней частях аппарата Тун-
берга с последующей откачкой воздуха из аппара-
та в него вводили NO. Затем после 5 мин встряхи-
вания аппарата, растворы железа и GSH
смешивали в атмосфере NO, снова встряхивали
5–10 мин, что было достаточно для образования
Б-ДНКЖ-GSH, после чего из аппарата откачива-
ли NO и определяли по интенсивности полос по-
глощения на 310 и 360 нм с коэффициентами экс-
тинкции, соответственно равными ε = 4600 и
3700 M–1 см–1 (в пересчете на один атом железа в
Б-ДНКЖ), концентрацию полученного ком-
плекса [13].

Синтез S-нитрозоглутатиона (GS-NO), осно-
ванный на способности азотистой кислоты
(HNO2), возникающей при протонировании на-
трита в кислой среде, инициировать S-нитрози-
рование тиолов, проводили следующим образом.
11 мМ раствор GSH смешивали на воздухе с
10 мМ раствором нитрита натрия с последующим
подкислением исходно нейтрального раствора до
рН 2–3, что сразу же приводило к розовому окра-
шиванию раствора. Через полтора часа рН рас-
твора повышали до нейтральных значений. Кон-
центрацию полученного таким образом GS-NO
оценивали по интенсивности его полосы погло-
щения на 334 нм с ε = 980 M–1 см–1.

Эксперименты на бактериальных клетках. В
экспериментах на бактериальных клетках Esche-
richia coli TN530 их выживаемость оценивали по
величине колониеобразующей активности (КОА)
(в % по отношению к той же величине для необ-
работанных, контрольных клеток). Суспензию
клеток выращивали на жидкой среде LB при 37°С
в течение 18 ч. Затем аликвоту разбавляли той же
средой в соотношении 1 : 50 и выращивали в ней
клетки 3 ч до экспоненциальной стадии – до тит-
ра (3–5)·108 кл/мл, соответствовавшего стандарт-
ному (контрольному) образцу. Изучение влияния
Б-ДНКЖ-GSH, нитрита натрия и GS-NO на бак-
териальные клетки проводили следующим обра-
зом: 1) определялась дозовая зависимость бакте-
риостатического действия этих агентов по от-
дельности; 2) и 3) определялось влияние ДЭТК на
бактеростатическое действие указанных агентов
при одновременном введении в клеточную куль-
туру ДЭТК и каждого из этих агентов или при
введении ДЭТК через 40 мин после контакта кле-
ток с Б-ДНКЖ-GSH, нитритом натрия и GS-NO.
В первом случае 1 мл Б-ДНКЖ-GSH, нитрита на-
трия или GS-NO в возрастающей концентрации
добавляли в кювету с 1 мл клеток. Смесь инкуби-
ровали в течение 30 мин, а затем инокулировали
на агаре с разбавлением 1 : 10 с последующим ин-
кубированием на нем в течение 24 ч при 37°С и
последующим (для оценки бактериостатической
активности Б-ДНКЖ-GSH, нитрита натрия или
GS-NO) подсчетом колоний – величины КОА
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в % (1 клетка = 1 колония). Таким же образом
изучали влияние ДЭТК (2.5 мМ) на бактериоста-
тическое действие на бактерии Б-ДНКЖ-GSH,
нитрита натрия или GS-NO (в концентрации
0.5 мМ) при одновременном введении с ними
ДЭТК или через 40 мин после них.

Оптические и ЭПР-измерения. Оптические из-
мерения растворов Б-ДНКЖ-GSH проводили на
спектрофотометре UV-2501PC (Shimadzu Europa
GmbH, Германия) в плоских кварцевых кюветах с
оптическим путем 10 мм при комнатной темпера-
туре на воздухе. ЭПР-спектры М-ДНКЖ с тиол-
содержащими лигандами (GSH и клеточными
тиолсодержащими белками), а также ЭПР-спек-
тры МНКЖ-ДЭТК, возникавших в бактериаль-
ной культуре, регистрировали при 77 К в кварце-
вом сосуде Дьюара с жидким азотом на модифи-
цированном радиоспектрометре RadioPan
(Польша) при СВЧ мощности 5 мвТ и амплитуте
ВЧ модуляции магнитного поля, равной 0.2 мТл.
Концентрацию ЭПР-активных парамагнитных
центров оценивали методом двойного интегри-
рования их сигналов ЭПР, используя в качестве
стандарта М-ДНКЖ-GSH с известной концен-
трацией. Часть ЭПР-измерений проводилась при
комнатной температуре с использованием квар-
цевых капилляров диаметром 1 мм, в которые по-
мещали исследуемые растворы.

Статистическая обработка результатовю Каж-
дый результат оценивался как среднее трех неза-
висимых измерений ± стандартное отклонение
(M ± SD)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические характеристики Б-ДНКЖ-

GSH и МНКЖ-ДЭТК. В противоположность М-
ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами, характе-

ризующимися сигналом ЭПР с g⊥ = 2.04 и g⎥⎥ =
= 2.014 (gср = 2.03), называемым сигналом 2.03
[26] и приведенным на рис. 1а, Б-ДНКЖ-GSH
диамагнитны и, следовательно, ЭПР-недетекти-
руемые. Как указывалось выше, их концентрация
могла определяться по интенсивности их полос
оптического поглощения на 310 и 360 нм в спек-
тре, приводимом на рис. 1б.

Что касается сигнала ЭПР МНКЖ-ДЭТК, то,
будучи растворимыми в гидрофобных средах, на-
пример, в клеточных мембранах, эти комплексы,
в соответствии с результатами предыдущих пуб-
ликаций [15, 16], характеризовались сигналом
ЭПР, приведенным на рис. 1а (со средним значе-
нием g-фактора 2.04 и разрешенной триплетной
сверхтонкой структурой (СТС)). Если же эти
комплексы локализовались в водной среде, где
они были слабо растворимыми, триплетная СТС
в их сигнале «смазывалась», в результате чего сиг-
нал трансформировался в бесструктурный сим-
метричный синглет с центром при g = 2.04, при-
веденный на рис. 1а.

Антибактериальное (бактериостатическое) дей-
ствие Б-ДНКЖ-GSH на клетки E. coli. Как следует
из рис. 2, клетки E. coli оказались достаточно
устойчивыми к бактериостатическому действию
на них Б-ДНКЖ-GSH. 50%-я величина КОА до-
стигалась лишь при ~5 мМ концентрации этих
комплексов. Более того, при их низких концен-
трациях (0.03–0.1 мМ) способность клеток к раз-
множению даже повышалась: КОА возрастала по
сравнению с контролем до 120%. Аналогичный
эффект обнаруживался и в опытах с обработкой
клеток ДЭТК.

Как указывалось выше, влияние ДЭТК на бак-
териостатическое действие Б-ДНКЖ-GSH было
изучено при их концентрациях соответственно

Рис. 1. (а) – Сигналы ЭПР М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами (спектр 1) и МНКЖ-ДЭТК, зарегистрированные для
последних в гидрофобной (спектр 2) или водной (спектр 3) средах. Запись при 77 К. (б) – Спектр оптического поглощения
Б-ДНКЖ-GSH.
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2.5 и 0.5 мМ, для которых, согласно дозовым кри-
вым, приведенным на рис. 2, величины КОА ока-
зались равными 50 ± 5% и 88 ± 5%. В соответ-
ствии с этими величинами, если бы Б-ДНКЖ-
GSH и ДЭТК действовали на клетки одновремен-
но, не влияя на состояние друг от друга, то, со-
гласно теории независимых вероятностных про-
цессов, их суммарное действие определялось бы
44%-й величиной КОА (рис. 3, колонка 3). В ре-
альности же при одновременном контакте клеток
с ДЭТК и Б-ДНКЖ-GSH эта величина снижа-
лась до 7 ± 5% (рис. 3, колонка 4). Если же ДЭТК
добавляли к клеткам через 40 мин после введения
Б-ДНКЖ-GSH, клетки полностью прекращали
размножаться – величина КОА снижалась до ну-
левого уровня (рис. 3, колонка 5).

В соответствии с данными, приводимыми во
«Введении», столь резкое усиление бактериоста-
тического действия Б-ДНКЖ-GSH под влияни-
ем ДЭТК могло быть обусловлено распадом
Б-ДНКЖ-GSH, сопровождающимся, согласно
схеме 2, образованием ЭПР-активных МНКЖ-
ДЭТК и высвобождением из Б-ДНКЖ-GSH ка-
тионов нитрозония, которые и могли оказывать
на бактериальные клетки негативное действие.
ЭПР-измерения клеточной массы полностью
подтвердили это предположение. Вместо сигнала
ЭПР с g⊥ = 2.04 и g⎥⎥ = 2.014 (gср = 2.03), характер-
ного для МНКЖ с тиолсодержащими лигандами
(сигнала 2.03), регистрируемого при 77 К в клет-
ках, обработанных только Б-ДНКЖ-GSH и при-
веденного на рис. 1а, при одновременном введе-
нии ДЭТК в клетках регистрировался бесструк-
турный синглетный сигнал ЭПР, приведенный
на рис. 1а и характерный для МНКЖ-ДЭТК, ло-
кализованного в водной среде, очевидно, в меж-
клеточной жидкости.

Если же ДЭТК вводили через 40 мин после
Б-ДНКЖ-GSH, то в клеточной культуре при 77 К
регистрировался сигнал ЭПР с триплетной СТС,
приведенный на рис. 1а, характерный для
МНКЖ-ДЭТК, локализованного в гидрофобной
среде, очевидно, в клеточных мембранах. Этот
сигнал регистрировался вместо ЭПР-сигнала
2.03, приведенного на рис. 1а и наблюдавшегося в
клетках к этому времени перед добавлением
ДЭТК. 

Таким образом есть все основания утверждать,
что резкое усиление бактериостатического дей-
ствия Б-ДНКЖ-GSH при одновременном введе-
нии с ним ДЭТК было обусловлено катионами
нитрозония, высвобождавшимися из Б-ДНКЖ-
GSH. Что касается молекул NO, исходно входив-
ших в состав этих комплексов, они включались в
устойчивые МНКЖ-ДЭТК, и как сказано выше,
«выходили из игры», т.е. не могли оказывать на
клетки никакого действия.

Сигнал 2.03, характерный для М-ДНКЖ с
тиолсодержащими лигандами, не обнаруживался
в клетках, не обработанных Б-ДНКЖ-GSH. Не
обнаруживался в этих клетках после их обработки
ДЭТК и сигнал ЭПР, характерный для МНКЖ-
ДЭТК. 

Бактериостатическое действие на клетки E. coli
нитрита натрия (NaNO2) и S-нитрозоглутатиона.
Устойчивость клеток E. coli к бактериостатиче-
скому действию NaNO2 и GS-NO в дозовом отно-
шении (рис. 4) оказалась примерно такой же, как
и для Б-ДНКЖ-GSH – для всех них 50%-я вели-

Рис. 3. Влияние на колониеобразующую активность
бактерий E. coli TN530 добавления к ним ДЭТК
(2.5 мМ, колонка 1), Б-ДНКЖ-GSH (0.5 мМ, колон-
ка 2), предполагаемого суммарного действия ДЭТК и
Б-ДНКЖ-GSH при отсутствии взаимодействия меж-
ду ними (колонка 3), при одновременном введении в
клеточную культуру Б-ДНКЖ-GSH и ДЭТК
(колонка 4), при введении ДЭТК через 40 мин после
введения Б-ДНКЖ-GSH (колонка 5).

Рис. 2. Дозовая зависимость влияния Б-ДНКЖ-GSH и
ДЭТК на колониеобразующую активность клеток E. coli
TN530.
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чина КОА достигалась при ~5 мМ концентрации
этих соединений. 

Это совпадение могло определяться тем, что
уже через 40 мин инкубации клеток в 0.5 мМ
NaNO2 или GS-NO в них, судя по появлению сиг-
нала 2.03, возникали М-ДНКЖ с тиолсодержа-
щими лигандами, причем в концентрации, при-
мерно равной концентрации этих комплексов в
бактериальных клетках, обработанных 0.5 мМ
Б-ДНКЖ-GSH. Этот результат полностью согла-
суется с предыдущими результатами нашей груп-
пы [12, 16], а также данными других авторов [27–
29] о появлении в микроорганизмах, клетках и
тканях животных как М-, так и Б-ДНКЖ с тиол-
содержащиими лигандами при контакте указан-
ных биообъектов с нитритом или S-нитрозотио-
лами, очевидно, в результате поступления в них
газообразного NO, высвобождавшегося из этих
соединений. При снижении времени контакта
бактериальных клеток с 0.5 мМ NaNO2 или GS-
NO до 3–5 мин образование заметного количе-
ства ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами не
обнаруживалось.

Что касается стимулирующего влияния ДЭТК
на бактериостатическое действие 0.5 мМ NaNO2
или GS-NO, в отличие от аналогичных опытов с
Б-ДНКЖ-GSH, оно обнаруживалось при добав-
лении ДЭТК только через 40 мин после введения
NaNO2 и GS-NO и не имело места при одновре-
менном введении ДЭТК и этих агентов (рис. 5,
соответственно колонки 8, 9 и 6, 7). 

При этом, судя по приводимым ниже резуль-
татам ЭПР-анализа, в первом случае МНКЖ-
ДЭТК возникали в результате взаимодействия
ДЭТК с М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ, возникавшими до
этого в присутствии NaNO2 или GS-NO. МНКЖ-
ДЭТК возникали в клеточной культуре и во вто-

ром случае, но не при участии ДНКЖ, а при уча-
стии главным образом NO, происходившего из
NaNO2 или GS-NO и железа, включавшегося в
образование МНКЖ-ДЭТК из инкубационной
среды и из бактерий. 

Образование МНКЖ-ДЭТК не из М-ДНКЖ и
Д-ДНКЖ, а в реакции ДЭТК с NO и примесным
железом не могло приводить к появлению в кле-
точной культуре катионов нитрозония, что, оче-
видно, и вело к тому, что при одновременном до-
бавлении к клеткам ДЭТК, NaNO2 или GS-NO не
наблюдалось заметное влияние ДЭТК на бакте-
риостатическое действие нитрита и GS-NO.

Результаты ЭПР-измерений, которые позво-
лили нам сделать этот вывод, состояли в следую-
щем. При обработке бактериальных клеток
ДЭТК через 40 мин после их контакта c NaNO2
или GS-NO в клетках при 77 К регистрировался
сигнал ЭПР МНКЖ-ДЭТК с триплетной СТС,
приведенный на рис. 1а. Это означает, что ком-
плексы возникали при взаимодействии с ДНКЖ,
возникшими в клетках, в гидрофобных компарт-
ментах которых локализовались растворяющиеся
в них МНКЖ-ДЭТК. Этот процесс и приводил к
появлению в клетках катионов нитрозония, по-
давлявших размножение этих клеток. Прн одно-
временной обработке клеток ДЭТК, NaNO2 или
GS-NO в клеточной культуре при 77 К регистри-
ровался бесструктурный симметричный сигнал
МНКЖ-ДЭТК, приведенный на рис. 1в, что сви-

Рис. 4. Дозовая зависимость бактериостатического
действия нитрита натрия и GS-NO на клетки E. coli
TN530.

Рис. 5. Влияние на колониеобразующую активность
клеток E. coli TN530 2.5 мМ ДЭТК (колонка 1),
0.5 мМ NaNO2 или GS-NO (колонки 2 и 3), предпо-
лагаемого суммарного действия 2.5 мМ ДЭТК и
0.5 мМ NaNO2 или 0.5 мМ GS-NO при отсутствии
взаимодействия между ними (колонки 4 и 5), при од-
новременном введении в клеточную культуру 2.5 мМ
ДЭТК и 0.5 мМ NaNO2 или 0.5 мМ GS-NO
(колонки 6 и 7), при введении 2.5 мМ ДЭТК через
40 мин после введения 0.5 мМ NaNO2 или 0.5 мМ
GS-NO (колонки 8 и 9).
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ВАНИН и др.

детельствовало о локализации этих комплексов
не в клетках, а в водной межклеточной среде, ха-
рактеризуюшейся слабой растворимостью в ней
МНКЖ-ДЭТК. Отсюда следует, что эти ком-
плексы возникали не в реакции ДЭТК с ДНКЖ,
которые могли бы возникать в клетках, а в меж-
клеточной среде в реакции ДЭТК с NO, образую-
щимся из NaNO2 или GS-NO, и ионами Fe2+, ко-
торые могли поступать из среды инкубации или
из самих клеток. Очевидно, что этот процесс не
мог приводить к появлению в межклеточной сре-
де катионов нитрозония.

Последнее полностью согласуется с результа-
тами измерений КОА клеток при одновременном
их контакте с ДЭТК, NaNO2 или GS-NO (рис. 5,
колонки 6 и 7). Величины КОА составляли соот-
ветственно 40 ± 5 и 35 ± 5%, что было сопостави-
мо с рассчитанными величинами КОА, при одно-
временном (суммарном), независимом друг от
друга действии ДЭТК, нитрита натрия или GS-
NO на бактериальныен клетки (рис. 5, колонки 4
и 5).

Концентрации ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандами и МНКЖ-ДЭТК в клеточной суспензии.
Сигнал ЭПР М-ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандам (сигнал 2.03), превращающийся в более
интенсивный сигнал ЭПР с триплетной СТС
МНКЖ-ДЭТК, мы зарегистрировали в клетках
E. coli после их обработки сначала газообразным
NO при давлении 100 торр в течение 15 мин в со-
ответствии с работой [13], а затем ДЭТК. Судя по
интенсивности сигнала ЭПР М-ДНКЖ, появляв-
шихся в клетках при их обработке NO, их концен-
трация в клеточной суспензии составляла
2.0 ± 0.5 мкМ и была практически такой же, как и
концентрация тех же комплексов, возникавших в
той же суспензии при введении в нее на 40 мин
0.5 мМ Б-ДНКЖ-GSH, NaNO2 или GS-NO – со-
ответственно 1.5 ± 0.5, 1.5 ± 0.5 и 2.5 ± 0.5 мкМ.
При последующем введении в эти суспензии
ДЭТК (2.5 мМ), концентрация образующихся
МНКЖ-ДЭТК достигала соответственно 4.0 ±
± 0.5, 5.0 ± 0.5 и 5.0 ± 0.5 мкМ, тогда как в клет-
ках, предварительно обработанных газообразным
NO, концентрация этих комплексов составляла
6.5 ± 0.5 мкМ. Согласно результатам наших работ
[15, 16], более высокий уровень МНКЖ-ДЭТК по
сравнению М-ДНКЖ объясняется включением в
реакцию с ДЭТК биядерных ДНКЖ с тиолсодер-
жащими лигандами, образующихся в клетках в
более высоком количестве по сравнению с их мо-
ноядерными аналогами.

Образование в бактериальных клетках
М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ при их обработке как газо-
образным NO, так и его донорами примерно в
одинаковой концентрации могло быть обуслов-
лено лимитирующим влиянием на синтез этих
комплексов одного из компонентов ДНКЖ. По-
скольку при таком синтезе ни уровень газообраз-

ного NO, ни избыток железа (соответственно в
экспериментах с обработкой клеток газообраз-
ным NO или Б-ДНКЖ-GSH) не влияли на кон-
центрацию образующихся ДНКЖ, есть основа-
ние утверждать, что лиимитирующим фактором в
образовании этих комплексов могли выступать
клеточные тиолсодержащие соединения (пре-
имущественно тиолсодержащие белки). 

Что касается уровня МНКЖ-ДЭТК, возни-
кавших в клетках после их одновременной обра-
ботки ДЭТК (2.5 мМ) и 0.5 мM NaNO2 или GS-
NO, он оказался равным 50 мкM. Это означает,
что количество NO, быстро возникавшего из нит-
рита или GS-NO и включавшегося в МНКЖ-
ДЭТК было не ниже этой концентрации. Она
оказалась существенно большей уровня
М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с эндогенными тиолсодер-
жащими лигандами, возникавших в клетках
(~1.5 и 5 мкM) через 40 мин их инкубации с нит-
ритом или GS-NO. Соответственно и уровень вы-
свобождавшихся из них катионов нитрозония
был на том же низком уровне. Тем не менее, бак-
териостатический эффект, вызываемый NO
(50 мкM), возникавшего из нитрита и GS-NO
(колонки 2 и 3 на рис. 5), был существенно ниже
про сравнению с действием на клетки катионов
NO+ (1,5 - 5 мкM), высвобождавшихся под дей-
ствием ДЭТК из М- и Б-ДНКЖ, возникших в
клетках через 40 мин их инкубации с нитритом
или GS-NO (колонки 8 и 9 на рис. 5). Этот факт
однозначно свидетельствует о более высокой бак-
териостатической активности этих катионов по
сравнению с аналогичной активностью молеку-
лярного NO.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Главный результат проведенных нами исследо-
ваний состоит в обнаружении резкого усиления
бактериостатического (негативного) действия на
бактерии Escherichia coli TN530 биядерных ДНКЖ-
GSH под влиянием ДЭТК. Аналогичный резуль-
тат был получен ранее в работе [30] и в нашей рабо-
те [25] в экспериментах на культурах опухолевых
клеток соответственно Jurkat и MCF-7. В этих ра-
ботах вместо ДЭТК использовали МГД, хорошо
растворимое в воде производное дитиокарбамата,
а вместо Б-ДНКЖ-GSH М-ДНКЖ – тиосульфат
[30] или Б-ДНКЖ-меркаптосукцинат [25], вво-
дившиеся в клеточные культуры одновременно с
МГД. Результатом было резкое усиление гибели
клеток по сравнению с аналогичным действием на
клетки МГД, тиосульфата или меркаптосукцината
при их добавлении в клеточные культуры по от-
дельности.

В вышеупомянутых работах [25, 30], как и в на-
шей настоящей работе, были использованы экзо-
генные, синтезированные химическим путем
ДНКЖ. Между тем уже в первых наших публика-
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циях в 1960-е годы, рассмотренных позже в моно-
графиях А.Ф. Ванина [31, 32], и до настоящего
времени было продемонстрировано образование
в живых организмах и клеточных культурах эндо-
генных М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с тиолсодержащи-
ми лигандами, возникавших в этих биообъектах
при появлении NO из его эндогенных и экзоген-
ных источников. Есть основание полагать, что
эти эндогенные комплексы могут функциониро-
вать в качестве основных эффекторов Т-клеточ-
ного иммунитета. В пользу этого может говорить
факт обнаружения в 1990-е годы М-ДНКЖ с
тиолсодержащими лигандами в активированных
макрофагах, эффективно продуцирующих NO
при участии индуцибельной формы NO синтазы
(iNOS) [33–36]. Эти комплексы могли перехо-
дить из макрофагов в сокультивируемые с ними
опухолевые клетки с последующей гибелью этих
клеток [34].

Поскольку ДНКЖ с тиолсодержащими лиган-
дами, действительно, могут выступать в качестве
доноров катионов нитрозония [10–12], и эти ка-
тионы могут, как мы показали в настоящей рабо-
те, подавлять размножение клеток E. coli, а также
вызывать гибель опухолевых клеток [25, 30], не
исключено, что способность иммунокомпетент-
ных клеток подавлять размножение различных
патогенных бактерий определяется образованием
в них ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами как
донорами катионов нитрозония. Цитотоксиче-
ское действие последних, как основных эффекто-
ров системы Т клеточного иммунитета может
определяться их способностью S-нитрозировать
различные жизненно важные тиолсодержащие
белки и ферменты [30].

Среди этих ферментов могут оказаться проте-
азы различных вирусов, включая коронавирусы
SARS-CoV-2, так что не исключено, что ДНКЖ с
тиолсодержащими лигандами могут оказаться
полезными при лечении ковида. Предположение
об этом было сделано в работе [37] и подтвержде-
но при испытании смеси Б-ДНКЖ-GSH + ДЭТК
в экспериментах на сирийских хомячках, инфи-
цированных коронавирусом SARS-CoV-2 [38].
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 Cytostatic Effect of Dinitrosyl Iron Complexes with Glutathione on Escherichia coli 
Cells Is Related to Nitrosonium Cations Released from These Complexes

 A.F. Vanin*, #, V.I. Telegina**, V.D. Mikoyan*, N.A. Tkachev*, and S.V. Vasilieva**

*Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334  Russia

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

Our study has shown that a bacteriostatic effect of binuclear dinitrosyl iron complexes with glutathione is ob-
served for Escherichia coli TN300 cells, it has been measured using the colony-forming efficiency assay. The
bacteriostatic effect evoked by these complexes increased considerably in the presence of diethyldithiocarba-
mate. Our results suggested that this effect was caused by the increase in the number of nitrosonium cations
(NO+) released from DNICs that decomposed under the action of diethyldithiocarbamate. Similar results
were obtained when E.coli cells were treated with diethyldithiocarbamate 40 min after addition of sodium ni-
trite or S-nitrosoglutathione. Notably, the total DNICs level observed in the bacterial cells due to the effects
of sodium nitrite or S-nitrosoglutathione was almost the same as obtained after treatment with complexes
with glutathione. As to bacteriostatic effects of the molecules of NO released from nitrite or S-nitrosogluta-
thione during the short-time reaction with bacteria, it was significantly smaller than bacteriostatic effects of
NO+. Therefore, it was assumed that nitrosonium cations released from DNICs were responsible for the ob-
served bacteriostatic effect of these complexes on E. coli cells. 

Keywords: dinitrosyl iron complexes, nitric oxide, nitrosonium cations, S-nitrosoglutathione, bacteriostatic effect,
Escherichia coli cells
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Проведено изучение цитотоксической активности металлополиакрилатов, содержащих золото
(аурумакрил) и серебро (аргакрил), на чувствительном (MCF-7) и резистентных к цисплатине
(MCF-7/СР) и доксорубицину (MCF-7/ADR) вариантах культуры клеток рака молочной железы
человека с параллельной оценкой цитотоксичности для этих линий клеток препаратов цисплатины
и доксорубицина. Установлено, что резистентные к цисплатине и доксорубицину клетки сохраняют
в полной мере чувствительность к цитотоксическому действию аурумакрила и аргакрила.
Обнаружено отсутствие перекрестной резистентности у препаратов металлополиакрилатов с
цисплатиной и с доксорубицином на модели культуры клеток рака молочной железы человека
MCF-7. 

Ключевые слова: полиакрилат золота (аурумакрил), полиакрилат серебра (аргакрил), цисплатина,
доксорубицин, цитотоксический эффект, резистентность, культуры клеток MCF-7, MCF-7/СР,
MCF-7/ADR. 
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Как показали проведенные в последние годы
исследования, соединения, содержащие благо-
родные металлы золото и серебро, обладают раз-
носторонней биологической, в частности, проти-
воопухолевой активностью [1, 2].

Среди веществ, оказывающих такой эффект,
особое внимание привлекают полиакрилаты бла-
городных металлов, к числу которых относятся и
изучаемые нами препараты аурумакрил (полиа-
крилат золота) и аргакрил (полиакрилат серебра)
[3–7]. 

Аурумакрил и аргакрил проявляют значитель-
ную противоопухолевую активность на моделях
солидных опухолей животных (карцинома легких
Льюис, аденокарцинома Акатол, аденокарцино-
ма Са-755) in vivo, обладают цитотоксической эф-
фективностью в отношении клеточных линий
опухолей человека (рак молочной железы MCF-7,
рак легкого А-549, рак толстой кишки HCT116,
меланома Mel Me) in vitro [8–11].

Принципиальные отличия в химической
структуре этих соединений, представляющих со-

бой золото- и серебросодержащие полимеры на
основе полиакриловой кислоты, от других широ-
ко исследуемых металлокомплексов дают основа-
ния полагать, что мишени и механизмы реализа-
ции противоопухолевого эффекта аурумакрила и
аргакрила, возможно, иные, чем у ряда извест-
ных, клинически апробированных лекарствен-
ных средств, таких, в частности, как цисплатина
[12]. 

Доклинические исследования новых потенци-
альных противоопухолевых препаратов включа-
ют в качестве одного из этапов изучение их про-
тивоопухолевой и цитостатической активности в
отношении опухолевых моделей с приобретен-
ной резистентностью к известным химиотерапев-
тическим агентам.

Цель представленной работы состояла в оцен-
ке наличия перекрестной резистентности между
металлополиакрилатами (аурумакрил и арга-
крил) и широко применяемыми в клинической
практике противоопухолевыми препаратами ци-
сплатиной и доксорубицином.

УДК 577.3
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С этой целью проведено сравнительное изуче-
ние цитотоксической активности указанных пре-
паратов на чувствительном (MCF-7) и резистент-
ных к цисплатине (MCF-7/СР) и доксорубицину
(MCF-7/ADR) вариантах культуры клеток рака
молочной железы человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты. Исследовавшиеся полиметал-
лоакрилаты представляют собой неполные ме-
таллические соли полиакриловой кислоты, содер-
жащие ионы благородных металлов в количестве
8 масс. %. Аурумакрил – неполная золотая соль по-
лиакриловой кислоты, отвечающая общей формуле
(–CH2–CHCOOH–)n(–CH2CHCOOAuCl3H–)m,
аргакрил – неполная серебряная соль полиакри-
ловой кислоты, отвечающая формуле (–CH2–
CHCOOH–)n(–CH2CHCOOAgCl3H–)m, где
n = 12000–35000, m = 1650–6650. Молекулярная
масса полимеров составляет 100–300 кДа. Ин-
фракрасные спектры препаратов содержат поло-
сы поглощения карбоксильной и карбоксилат-
ной групп при 1720 и 1570 см–1. Субстанции пре-
паратов представляют собой стекловидные
пластинки золотистого (аурумакрил) и серебри-
стого (аргакрил) цвета, хорошо растворимые в во-
де [4, 5]. Оценка цитотоксического эффекта пре-
паратов in vitro была проведена при их концентра-
циях в диапазоне от 0.488 до 1000 мкг/мл для
аурумакрила и от 0.976 до 2000 мкг/мл для арга-
крила (табл. 1). 

Использованные в исследовании конвенци-
альные препараты цисплатина (Teva, Израиль) и
доксорубицин (Pfizer, США) применяли в кон-
центрациях, изменяющихся в диапазоне 0.122–
500 мкг/мл и 0.007–1000 мкг/мл соответственно
(табл. 1).

Культуры клеток. Изучение цитотоксичности
аурумакрила и аргакрила в отношении клеток
опухоли человека с приобретенной резистентно-
стью к цисплатине и доксорубицину проведено с
использованием сублиний культуры клеток ре-
цептор-положительной карциномы молочной
железы MCF-7.

Протестированные в работе культуры клеток,
обладающие исходной чувствительностью к пре-
паратам (MCF-7) и резистентностью к цисплати-
не (MCF-7/СР) и к доксорубицину (MCF-
7/ADR), получены из банка опухолей НМИЦ он-
кологии им. Н.Н. Блохина.

Оценка цитотоксического эффекта. Исследова-
ние цитотоксичности аурумакрила, аргакрила,
цисплатины и доксорубицина проведено на ука-
занных линиях клеточных культур путем опреде-
ления доли выживших после воздействия препа-
ратов клеток по отношению к контролю с ис-
пользованием стандартного МТТ-теста [13, 14]. 

Клетки (8·104 клеток/лунка) вносили в 96-лу-
ночный планшет в полной среде DMEM (арт.
41965039, Thermo Fisher Scientific, США), содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки,
2 мМ глутамина («ПанЭко», Россия) и 10 Ед/мл
пенициллина-стрептомицина («ПанЭко», Рос-

Таблица 1. Показатели цитотоксического эффекта препаратов в отношении культуры клеток рака молочной
железы человека, обладающих чувствительностью (MCF-7) и резистентностью к действию цисплатины (MCF-
7/СР) и доксорубицина (MCF-7/ADR) 

Препарат Линия клеток Диапазон 
концентраций, мкг/мл

IC96 IC50

Цисплатина MCF-7 0.122–500 250 2
MCF-7/СР 1.953–500 500* 20

MCF-7/ADR 0.976–500 500 7
Доксорубицин MCF-7 0.007–1000 P500 0,12

MCF-7/СР 0.061–1000 1000 5
MCF-7/ADR 0.122–500 500 5

Аурумакрил MCF-7 7.812–1000 500 (40)** 125 (10.0)
MCF-7/СР 0.976–1000 1000 (80) 120 (9.6)

MCF-7/ADR 0.488–1000 500 (40) 75 (6.0)
Аргакрил MCF-7 7.812–2000 500 (40) 50 (4.0)

MCF-7/СР 1.953–2000 1000 (160) 40 (3.2)
MCF-7/ADR 0.976–2000 500 (40) 40 (3.2)

Примечание. * – Указанная концентрация цисплатины вызывает гибель 91% клеток линии MCF-7/СР. ** – Курсивом в
скобках указаны значения концентраций ИК50 и ИК96 для препаратов аурумакрил и аргакрил в пересчете на содержание
золота и серебра соответственно.
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сия), в конечном объеме 200 мкл на лунку и поме-
щали в CO2-инкубатор. 

Через 24 ч клеткам заменяли среду и добавляли
исследуемые препараты в указанных выше концен-
трациях (табл. 1). В контрольную группу клеток пре-
параты не вносили. Клетки инкубировали в СО2-
инкубаторе в течение 48 ч, затем добавляли в каж-
дую лунку по 20 мкл раствора МТТ-реагента (3-[4,5-
диметилтриазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолия бро-
мид) (AppliChem, Германия) в конечной концен-
трации 0.5 мг/мл. Клетки инкубировали в течение
3 ч, затем среду отбирали и добавляли к ним по
200 мкл ДМСО до растворения кристаллов форма-
зана (37°, 10 мин, при встряхивании). 

Долю выживших клеток определяли в соответ-
ствии с показателем оптической плотности рас-
твора формазана, измеряемой спектрофотомет-
рически при длине волны 570 нм на анализаторе
Multiscan FC (Thermo Scientific, США). 

В качестве показателя цитотоксического дей-
ствия препаратов служило соотношение между
числом выживших клеток в тестируемой, подвер-
гавшейся воздействию веществ, и контрольной
группах клеток, выраженное в процентах. Выжи-
ваемость клеток, подвергавшихся воздействию
препаратов, определяли в соответствии с форму-
лой: (ОП экспериментальной группы / ОП кон-
трольной группы) × 100%, где ОП – оптическая
плотность раствора.

Результаты экспериментов представлены в ви-
де кривых «концентрация–эффект», характери-
зующих изменение доли погибших клеток в зави-
симости от концентрации препаратов и позволя-
ющих определить общепринятый показатель
цитотоксичности IС50 (значение концентрации
вещества, которая вызывает гибель 50% клеток) в
отношении изучавшихся клеточных культур. 

Статистический анализ результатов. Статисти-
ческая обработка результатов проведена с помо-
щью программ Statistica 6.0, Statistica 8.0 и Exсel
for Windows. Результаты представлены как сред-
нее из шести индивидуальных измерений для
культивируемых клеток. Оценка достоверности
различий между сравниваемыми параметрами
проведена с использованием t-критерия Стью-
дента. Различия признаются достоверными при
условии, что вычисленные значения t превышают
значения критерия Стьюдента t0,1 для определен-
ных уровней значимости (p ≤ 0.01) при заданном
числе степеней свободы f [13]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Изучение цитотоксической активности по-

лиакрилатов проведено на чувствительном
(MCF-7) и резистентных к цисплатине (MCF-
7/СР) и доксорубицину (MCF-7/ADR) вариантах

культуры клеток рака молочной железы человека
с параллельной оценкой цитотоксичности для
этих линий клеток препаратов цисплатины и док-
сорубицина. 

Исходная культура клеток MCF-7 обладает
высокой чувствительностью к цисплатине и, осо-
бенно, к доксорубицину, о чем свидетельствуют
данные, представленные на рис. 1а и 2а, а также
значения коэффициента IС50, равные 2.0 и
0.12 мкг/мл соответственно (табл. 1, рис. 1а, 2а).

Развитие резистентности клеток к указанным
препаратам подтверждается существенным сни-
жением их цитотоксического эффекта в отноше-
нии исходно чувствительной культуры. Так, по-
казатель IС50 цисплатины в отношении рези-
стентной к ней культуры клеток MCF-7/СР
составляет 20 мкг/мл, увеличиваясь в 10 раз по
сравнению с исходным значением, равным
2 мкг/мл для культуры MCF-7 (рис. 1а,б, табл. 1).
Для доксорубицина коэффициент IС50 в отноше-
нии резистентной к нему культуры клеток MCF-
7/ADR составляет 5 мкг/мл, увеличиваясь более,
чем в 40 раз по сравнению с исходным значением,
равным 0.12 мкг/мл для культуры MCF-7
(рис. 2а,б, табл. 1). 

Необходимо отметить, что линии клеток с
приобретенной резистентностью к цисплатине и
доксорубицину обладают перекрестной устойчи-
востью к действию этих препаратов. Цитотоксич-
ность цисплатины по отношению к резистент-
ным к доксорубицину клеткам MCF-7/ADR сни-
жается в 3.5 раза: значения коэффициента IС50
составляют 7.0 и 2.0 мкг/мл для культур MCF-
7/ADR и MCF-7 соответственно (табл. 1, рис.
1а,в). Цитотоксичность доксорубицина по отно-
шению к резистентным к цисплатине клеткам
MCF-7/СР снижается более чем в 40 раз по срав-
нению с его активностью в отношении исходных
клеток MCF-7: значения коэффициента IС50 со-
ставляют 5.0 и 0.12 мкг/мл соответственно
(табл. 1, рис. 2а,в). 

Результаты изучения цитотоксической актив-
ности аурумакрила и аргакрила в отношении ис-
ходной культуры клеток MCF-7 и сублиний, ре-
зистентных в цисплатине MCF-7/СР и доксору-
бицину MCF-7/ADR, представлены в виде
зависимостей «концентрация–эффект» на рис. 3
и 4 соответственно, а также в табл. 1 и 2.

Как видно из представленных данных, ауру-
макрил и аргакрил, так же как цисплатина и док-
сорубицин, обладают дозозависимым цитотокси-
ческим действием на опухолевые клетки, вызы-
вая их гибель, выраженность которой зависит от
концентрации вещества.

Аурумакрил и аргакрил, подобно цисплатине
и доксорубицину, вызывают гибель до 96% опу-
холевых клеток при применении в сопоставимых
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концентрациях. Так, показатель IC96 (минималь-
ная концентрация вещества, вызывающая макси-
мальную гибель клеток) в отношении клеток
MCF-7 составляет 500 мкг/мл для аурумакрила,
аргакрила и доксорубицина и 250 мкг/мл для ци-
сплатины. В отношении клеток, резистентных к
действию цисплатины MCF-7/СР, показатель
IC96 составляет 1000 мкг/мл для аурумакрила, ар-
гакрила и доксорубицина и 500 мкг/мл для цис-
платины. Клетки, резистентные к доксорубицину
MCF-7/ADR, практически полностью (96%) по-
гибают при воздействии изученных препаратов в
концентрации 500 мкг/мл (табл. 1, рис. 1–4).

Рассматривая действие аурумакрила и арга-
крила, необходимо отметить как принципиально
важный результат, полученный в данном иссле-
довании, сохранение практически одинаковой
цитотоксической активности полиакрилатов в

отношении чувствительных и резистентных к
действию цисплатины и доксорубицина клеток. 

Характеризуя цитотоксический эффект ауру-
макрила, отметим, что коэффициент IС50 для
чувствительных MCF-7 и резистентных к циспла-
тине клеток MCF-7/СР имеет практически оди-
наковые значения, равные 125 и 120 мкг/мл, а для
клеток с резистентностью к доксорубицину
MCF-7/ADR показатель IС50 равен 75 мкг/мл
(табл. 1, рис. 3).

Для аргакрила значения коэффициента IС50
составляют 50 мкг/мл в отношении чувствитель-
ных клеток MCF-7 и 40 мкг/мл в отношении ре-
зистентных клеток MCF-7/СР и MCF-7/ADR
(табл. 1, рис. 4).

Учитывая, что аурумакрил и аргакрил являют-
ся полимерами на основе полиакриловой кисло-
ты с массовым содержанием металлов в количе-

Рис. 1. Цитотоксический эффект цисплатины в отношении чувствительных и резистентных клеток культуры MCF-7: (а) –
исходная линия клеток MCF-7, (б) – резистентная к цисплатине линия клеток MCF-7/СР, (в) – резистентная к
доксорубицину линия клеток MCF-7/ADR. По оси абсцисс –концентрация препарата, мкг/мл; по оси ординат – доля
погибших клеток, %.
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стве 8%, а противоопухолевый эффект этих со-
единением связывают в основном с действием
образующихся наночастиц благородных метал-
лов, представляется уместным характеризовать
цитотоксическую активность этих препаратов со-
ответствующими показателями в пересчете на со-
держание золота и серебра, соответственно [15].

Значения общепринятого критерия оценки
цитотоксического эффекта IC50 для аурумакрила
и аргакрила в пересчете на содержание металла,
наряду с аналогичными показателями для цис-
платины и доксорубицина, для удобства сравне-
ния активности препаратов выделены в отдель-
ную таблицу (табл. 2). 

Сопоставление активности препаратов в соот-
ветствии со значениями критерия оценки цито-
токсического эффекта IC50 в отношении изучен-
ных моделей чувствительных и резистентных
опухолевых клеток позволяет сделать следующие
выводы (табл. 2).

В отношении чувствительных клеток линии
MCF-7 эффективность препаратов снижается в
ряду: доксорубицин – цисплатина – аргакрил –
аурумакрил.

В отношении клеток, резистентных к дей-
ствию цисплатины MCF-7/СР и доксорубицина
MCF-7/ADR, активность препаратов убывает в
последовательности: аргакрил – доксорубицин –
аурумакрил – цисплатина.

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что резистентные к цисплатине
и доксорубицину клетки рака молочной железы
человека сохраняют в полной мере чувствитель-
ность к цитотоксическому действию полиакрила-
тов − аурумакрила и, особенно, аргакрила
(табл. 2). 

Иными словами, в результате проведенных ис-
следований обнаружено отсутствие перекрестной
резистентности у препаратов полиакрилатов (ау-
румакрил и аргакрил) с цисплатиной и с доксору-

Рис. 2. Цитотоксический эффект доксорубицина в отношении чувствительных и резистентных клеток культуры MCF-7:
(а) – исходная линия клеток MCF-7, (б) – резистентная к доксорубицину линия клеток MCF-7/ADR, (в) – резистентная к
цисплатине линия клеток MCF-7/СР. По оси абсцисс –концентрация препарата, мкг/мл; по оси ординат – доля погибших
клеток, %.
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Рис. 3. Цитотоксический эффект аурумакрила в отношении чувствительных и резистентных клеток культуры MCF-7: (а) –
исходная линия клеток MCF-7, (б) – резистентная к цисплатине линия клеток MCF-7/СР, (в) – резистентная к
доксорубицину линия клеток MCF-7/ADR. По оси абсцисс –концентрация препарата, мкг/мл; по оси ординат – доля
погибших клеток, %.

бицином на модели культуры клеток рака молоч-
ной железы человека MCF-7. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Обнаруженное в проведенном исследовании

сохранение чувствительности к цитотоксическому
действию полиакрилатов благородных металлов у
клеток, обладающих резистентностью к цисплати-
не и доксорубицину, может рассматриваться в ка-
честве свидетельства, подтверждающего предпо-
ложение о наличии определенных особенностей в
механизме противоопухолевого эффекта этих со-
единений. 

Необходимо отметить, что аурумакрил и арга-
крил являются единственными полимерными со-
единениями среди изученных биологически ак-
тивных веществ, содержащих золото и серебро,
которые способны формировать наночастицы
металлов в полимерной матрице, что возможно

вносит свой вклад в особенности метаболизма
этих препаратов в физиологических условиях
[16]. 

Рассматривая механизм действия металлопо-
лиакрилатов, отметим, что полимерные комплек-
сы, которые содержат в своем составе ионоген-
ные группы и наночастицы металла, способны к
комплементарным конформационным превра-
щениям и кооперативному связыванию, а также к
не валентным взаимодействиям с биологически-
ми объектами. Эти свойства определяют возмож-
ный широкий спектр фармакологической актив-
ности полимерных композитов, содержащих на-
ночастицы благородных металлов, в том числе в
качестве потенциальных лекарственных препара-
тов [15]. 

Цитотоксическое действие наночастиц золота
и серебра на опухолевые клетки может реализо-
ваться путем апоптоза или некроза, индуцируе-
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Таблица 2. Значения показателя IC50 аурумакрила, аргакрила (в пересчете на содержание металла), цисплатины
и доксорубицина в отношении чувствительных (MCF-7) и резистентных (MCF-7/СР, MCF-7/ADR) клеток
культуры рака молочной железы человека 

Препарат Культура клеток

MCF-7 MCF-7/СР MCF-7/ADR

IC50, мкг/мл

Аурумакрил 10 9.6 6

Аргакрил 4 3.2 3.2

Доксорубицин 0.12 5 5

Цисплатина 2 20 7

Рис. 4. Цитотоксический эффект аргакрила в отношении чувствительных и резистентных клеток культуры MCF-7: (а) –
исходная линия клеток MCF-7, (б) – резистентная к цисплатине линия клеток MCF-7/СР, (в) – резистентная к
доксорубицину линия клеток MCF-7/ADR. По оси абсцисс –концентрация препарата, мкг/мл; по оси ординат – доля
погибших клеток, %.
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мых разрушением ультраструктуры клеток в ре-
зультате усиления продукции активных форм
кислорода, что приводит к развитию оксидатив-
ного стресса, сопровождающегося повреждением
митохондрий, ДНК, инактивацией ферментов и
нарушениями со стороны регуляторных сигналь-
ных путей.

Следует заметить, что индукция в опухолевых
клетках оксидативного стресса рассматривается в
настоящее время как одно из новых перспектив-
ных направлений в лекарственной терапии рака
[17]. 

Cоглаcно существующим представлениям,
биомишенями для золото- и серебро содержащих
препаратов могут служить белки, участвующие в
регуляции клеточной пролиферации опухолевых
клеток, в развитии процессов апоптоза и ангиоге-
неза [1, 2]. 

Показано, в частности, высокоспецифичное
ингибирование под влиянием такого рода препа-
ратов митоxондpиального фермента тиоредоксин
редуктазы, имеющей в активном центре селен,
который высокочувствителен к действию тяже-
лых металлов. Результатом такого взаимодей-
ствия является усиление продукции активных
форм кислорода, повреждение митохондриаль-
ной мембраны, выход в цитозоль цитохрома c и
индукция апоптоза [1, 2]. 

Обнаружено также модулирование препарата-
ми золота и серебра активности протеосомы и
уменьшение содержания антиапоптотических
белков, что приводит к стимуляции процессов
апоптоза клеток. Высока вероятность влияния та-
кого рода соединений на белки, входящие в сиг-
нальный каскад трансдукции митогенныx сигна-
лов, что может вести к подавлению клеточной
пролиферации и гибели клеток [1, 2].

Полученные в проведенном нами исследова-
нии данные об отсутствии перекрестной рези-
стентности у металлополиакрилатов (аурумакрил
и аргакрил) с цисплатиной и с доксорубицином в
отношении клеток опухоли человека дополняют
имеющиеся результаты, свидетельствующие о
противоопухолевой активности этих соединений,
и указывают на целесообразность их дальнейшего
изучения.
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 Noble-Metal Polyacrylates: Cytotoxicity against Cisplatin
and Doxorubicin-Resistant Tumor Cells

 L.A. Ostrovskaya*, D.B. Korman*, E.I. Nekrasova*, Yu.A. Khochenkova**,
N.V. Bluhterova*, and K.A. Abzaeva***

*Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

**Blokhin National Medical Research Center for Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation,
Kashirskoe Shosse 24, Moscow, 115478 Russia

***A.E. Favorsky Irkutsk Institute of Chemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 

ul. Favorskogo 1, Irkutsk, 664033 Russia

The cytotoxic activity of metal polyacrylates containing gold (aurumacryl) and silver (argacryl) was studied
on sensitive (MCF-7) and cisplatin (MCF-7/CP) and doxorubicin (MCF-7/ADR) resistant variants of hu-
man breast cancer cell culture with a parallel assessment of cytotoxicity for these cell lines of cisplatin and
doxorubicin. It was found that cells resistant to cisplatin and doxorubicin retain full sensitivity to the cytotoxic
effects of aurumacryl and argacryl. This study showed a lack of cross-resistance between metal polyacrylates
and cisplatin, doxorubicin on the MCF-7 human breast cancer cell culture model. 

Keywords: gold polyacrylate (aurumacryl), silver polyacrylate (argacryl), cisplatin, doxorubicin, cytotoxic effect,
resistance, MCF-7, MCF-7/CP, MCF-7/ADR cell cultures 
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Показана роль селена при развитии РНК вирусных инфекций, в частности Covid-19. Многие РНК-
вирусы являются селензависимыми из-за «антисмысловых» взаимодействий между вирусный РНК
и участком мРНК клеток хозяина, содержащим последовательность селенцистеина, которые при-
водят к развитию селендефицитного состояния, окислительного стресса, нарушению иммунного
ответа и т.д. К преимуществам лицензионного препарата селена – селенита натрия, широко приме-
няемого в медицине, ветеринарии и сельском хозяйстве, относятся: быстрота проникновения через
мембраны клеток во все ткани организма; активное участие в метаболических процессах, сопро-
вождающихся окислением клеточных серосодержащих белков; антиагрегационный эффект за счет
снижения активности тромбоксана; прерывание контакта вириона (SARS-CoV-1, SARS-CoV-2) с
мембраной здоровой клетки; подавление активности NF-κB-фактора, которая существенно воз-
растает при ковидных инфекциях. Приведены аргументы в пользу использования селенита натрия
в качестве адъюванта в терапии Covid-19.
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Селен является эссенциальным, абсолютно
незаменимым элементом для жизнедеятельности
многих организмов (от вирусов до млекопитаю-
щих), и что важно, человека. Несмотря на то, что
его валовое содержание в организме человека
массой 70 кг составляет всего 14–15 мг, он прини-
мает непосредственное участие во многих жиз-
ненно важных регуляторных процессах [1–3]. Его
распространение в земной коре незначительно,
так называемый кларк составляет всего 10–5%, и,
при этом он распределен очень неравномерно.
Принято считать почвы с содержанием менее 10–5%
селена – бедными, а более 10–5% – богатыми [4].
Исходя из этого, содержание селена в продуктах
зависит от его региональной обеспеченности и,
следовательно, обеспеченность селена (статус се-
лена) в организме человека может сильно менять-
ся даже в пределах одной страны. При этом уста-
новлено, что различные организмы неравномер-
но поглощают селен. Некоторые растения,
относящиеся к злаковым и астрагалам, могут слу-
жить индикаторами обеспеченности почвы селе-
ном. Несмотря на то, что содержание селена в

океане очень низкое, отдельные виды морских
организмов, в частности, различные водоросли
(например, спирулина) обладают способностью
аккумулировать его в своих тканях [4]. Кроме ви-
довых особенностей существует еще органная
специфичность. В печени, почках, сетчатке, щи-
товидной железе, надпочечниках, семенниках,
клетках крови (лимфоциты, тромбоциты, эрит-
роциты), нервных клетках содержание селена вы-
сокое, что говорит о его важности в их функцио-
нировании [2, 5]. С 70-х годов XX века во многих
странах мира началось интенсивное изучение
обеспеченности населения селеном [4, 6]. На-
блюдаемое заметное снижение селенового стату-
са связано с определенным ухудшением экологи-
ческих условий в связи с ростом техногенной де-
ятельности человека. В частности, интенсивное
развитие энергетики (зольные остатки сжигае-
мых углеводородов), промышленности, средств
связи, транспорта, приводящее к значительным
выбросам газовых ангидридов, обуславливает за-
кисление почв. Загрязнение тяжелыми элемента-
ми, которые образуют нерастворимые комплексы
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с селеном, в конечном счете становится причи-
ной того, что уменьшаются подвижные формы
селена, то есть того селена, который поглощается
растениями и через них попадает в организм че-
ловека [2, 4].

Во многих регионах мира, включая развитые
страны и большую часть Азии, Австралии, Афри-
ки, а также многие страны СНГ (Россия, Украи-
на, Беларусь и др.) и Балтии, которые страдают от
дефицита селена, приняты или рассматриваются
государственные программы по обеспечению
нормализации селенового статуса на законода-
тельном уровне [7, 8]. В Азербайджане статус се-
лена близок к дефициту и это представляет опре-
деленную опасность для здоровья населения [6].

Селен входит в состав более 25 важных белков
[9], выполняющих значительные регуляторные
функции – это регуляция обмена йода в организ-
ме [2], защита гемоглобина от окисления [4],
обеспечение нормальной репродуктивной функ-
ции [2], функций сердечно-сосудистой системы
[2], углеводного обмена [2, 10], поражение нерв-
ной системы, в том числе когнитивных функций
[2], регуляция иммунитета [2, 11], участие в тор-
можении роста ряда злокачественных опухолей
[2, 12], интоксикация от последствий отравления
тяжелыми металлами [2], а также в регуляции
свертываемости крови (ингибирование тромбок-
сана) [9].

Особенно важно то, что большая часть селен-
белков обладает уникальными антиокислитель-
ными функциями. Еще в 1970-е годы было уста-
новлено, что в селендефицитных районах высока
смертность от рака [2, 12], а в 1980-е годы выявле-
на высокая смертность от кардиомиопатии (бо-
лезни Кешана), которая в разы превышает норму
[3]. В последние 20 лет изучение таких вирусных
заболеваний, как ВИЧ-инфекции [13, 14], лихо-
радки Эбола [13], вируса Коксаки [3, 9], Хантави-
руса [15], вируса Зика [15], различных видов грип-
па (птичий грипп и др.) [16, 17] выявило, что в се-
лендефицитных районах летальность от этих
заболеваний существенно выше, чем в районах,
достаточно обеспеченных селеном. Было предпо-
ложено, что в геноме этих вирусов содержатся ко-
ды селенсодержащих белков – глутатионперок-
сидазы, главного антиоксидантного фермента
[14, 18–20]; Sе-транспортного SeР-белка [14]
(включает в себя 10 и более атомов селена [15]);
тиоредоксинредуктазы [14]. Что важно отметить,
тиоредоксинредуктаза обладает окислительно-
восстановленными функциями, предохраняю-
щими клетки организма от ДНК-повреждений в
ходе вирусной атаки, приводящей к окислитель-
ной модификации [13, 14]. Однако позднее авто-
ры работ [21, 22] на примере ВИЧ-1 и вируса
Эбола установили, что при развитии этих заболе-

ваний происходят «антисмысловые взаимодей-
ствия» между РНК вируса и мРНК клеток хозяи-
на, в ходе которых происходит избирательный за-
хват участка последовательности шипа – вставки
аминокислоты селенцистеин (элемент SEСİS) c
образованием комплементарной двухнитевидной
спиральной структуры, обеспечивающей экс-
прессию уже «вирусных» селенопротеинов, в ито-
ге за счет ресурсов селена клеток хозяина приво-
дящих к его дефициту. А это при вирусных ин-
фекциях отражается на качестве иммунитета,
который в подобных условиях страдает от окис-
лительного стресса [15, 23].

ПРОТИВОВИРУСНЫЕ СВОЙСТВА СЕЛЕНА 
И ПРЕДПОСЫЛКИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 

СЕЛЕНИТА НАТРИЯ КАК АДЪЮВАНТА
В ЛЕЧЕНИИ COVID-19

Механизм противовирусного действия селена
носит многосторонний характер, охватывает ряд
стадии развития вирусный инфекции, начиная от
вторжения вириона в здоровые клетки и кончая
борьбой с ее последствиями. Ниже приводится
краткий перечень полезных свойств селена, на
примере селенита натрия (основного неоргани-
ческого соединения селена, применяемого в био-
логии и медицине) при лечении вирусных инфек-
ций на примере ВИЧ и лихорадки Эбола [13, 18].

Прерывание контакта шипов вируса с мембрана-
ми здоровых клеток. Селенит натрия может высту-
пать в роли прерывателя контакта вирионов
(SARS-CoV-1, SARS-CoV-2) с мембранным аппа-
ратом здоровых клеток (хозяина). В частности,
сам вирион SARS-CoV-2 состоит из гидрофобной
оболочки, на внешней части которой расположе-
ны белковые выступы-шипы, а во внутренней ча-
сти находится собственно носитель его генома –
мРНК. Белки этих шипов взаимодействуют с
мембранным аппаратом клеток «хозяина», т.е.
организма, подвергаемого атаке вируса, в основ-
ном, посредством мембранного интегрального
белка клеток – ангиотензинного фермента АСЕ2
(angiotensin converting enzyme 2) и с последующим
нарушением целостности мембран, способствуя
проникновению генетического материала вируса
в здоровые клетки. В дальнейшем эта мРНК
встраивается в геном клетки хозяина, модифици-
рует его, после чего происходит размножение ви-
руса за счет ресурсов клетки хозяина [24, 25]. Зна-
чит, прерывание контакта шипов вируса с мем-
бранами здоровых клеток за счет изменения
структуры каких-либо белков шипа является пре-
вентивной мерой для пресечения развития ин-
фекции [26]. Эта гипотеза подробно представлена
в работе [27].
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Пассивный транспорт и участие в активном
внутриклеточном метаболизме селена. Селенит на-
трия, являясь малоразмерной и неполярной мо-
лекулой, легко проходит через мембраны клеток
путем пассивного транспорта, обладает актив-
ным внутриклеточным метаболизмом селена, ко-
торый сопровождается окислением внутрикле-
точных серосодержащих белков с одновремен-
ным восстановлением селенита (+4) до селенида
(–2). Учитывая то, что селен и сера по химиче-
ским свойствам достаточно схожи, можно пред-
положить, что селен при поступлении в организм
как химически более активный элемент будет за-
мещать серу в серосодержащем цистеине (2-ами-
но-3-меркаптопропановой кислоте) или, при
взаимодействии с SH-группами белков, отнимать
от тиолов атом водорода и тем самым окислять
их, образуя связи типа R–S–S–R и R–S–Se–S–R
[28, 29]. В случае вирусной инфекции селенит на-
трия также будет взаимодействовать и с вирусны-
ми серосодержащими белками, в том числе и с
находящейся в шипах COVID-19 дисульфидизо-
меразой (PDI), дезактивируя ее как фермент по
схеме:

PDI–(SH)2 + Se4+ → PDI–S–S–PDI + Se2+.

Это означает, что селенит натрия может спо-
собствовать срыву контактного проникновения
вируса в здоровые клетки [26, 27].

Как указывалось, выше, в результате геном-
ных антисмысловых взаимодействий возникает
дефицит селена, приводящий к уменьшению ре-
сурсов селенэнзимов, в первую очередь тире-
одоксинредуктазы, поставщика протонов для
нужд ДНК синтеза здоровых клеток [30]. В ре-
зультате появляется повышенный расход орга-
низмом селена, необходимого для синтеза селен-
протеинов, как для собственных, так и для
«вирусных». Вследствие этого возникает селенде-
фицитное состояние, приводящее к образованию
активных форм кислорода [14, 31], ослаблению
иммунитета на фоне окислительного стресса и
снижению антиокислительной защиты организ-
ма [10]. Селенит натрия является удачной в этом
отношении формой селена, способствующей
быстрому проникновению его в клеточные струк-
туры и преодолению гематоэнцефалического ба-
рьера [10, 28]. Это свойство позволяет организму
использовать селен из селенита натрия для под-
держания жизненно важного уровня селенпроте-
инов, защищая его от окислительного стресса [2]. 

Ингибирование опухолевого роста. На модель-
ных опытах с применением опухолевых клеток
было установлено, что селенит натрия специфи-
чески подавляет РНК- и ДНК-полимеразные ре-
акции в результате образования стабильного
сополимерного продукта селена с молекулами

полимеразных энзимов через селенотрисульфид-
ную ковалентную связь. Таким образом, селен
может ингибировать опухолевый рост, что указы-
вает на определенную возможность торможения
и вирусного размножения в клетках хозяина (учи-
тывая, что существует и вирусная версия разви-
тия рака) [32]. Это было продемонстрировано и
для вируса гриппа А [17].

Ингибирование активации ядерного фактора
NF-κB. Исходя из известной схожести между
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2, можно сделать опре-
деленные предположения о действии селена в от-
ношении репликационных и транскрипционных
процессов при инфекции COVID-19. Так, для
SARS-CoV-1 была установлена существенная ак-
тивация ядерного фактора NF-κB, играющего
ключевую роль в регулировании иммунного отве-
та [33–35]. Фактор NF-κB принимает активное
участие в транскрипции геномного материала ви-
руса, которая сопровождается токсичными вос-
палительными процессами [36]. Имеется много
сведений о том, что селен ингибирует эту актива-
цию, тогда как дефицит селена вызывает актива-
цию NF-κB [9]. О важности ингибирования этого
фактора свидетельствует и тот факт, что он явля-
ется ключевым звеном в транскрипционных про-
цессах при ВИЧ-инфекции [9] (как уже отмеча-
лось, геном вируса иммунодефицита имеет много
схожих свойств с геномом COVID-19. 

Регуляция иммунного ответа. Активация NF-κB
фактора сопровождается развитием антивоспа-
лительных процессов [37], а это означает усилен-
ную секрецию множества цитокинов. Неконтро-
лируемое производство цитокиновых факторов,
содержащих интерлейкины IL-6, IL-8, IL-10,
IL-1β и фактор некроза опухоли-альфа совместно
с активными формами кислорода и азота сти-
мулируют синдром острого респираторного дис-
баланса (Acute Respiratory Distress Syndrome –
ARDS) [38–41]. Все это приводит к развитию наи-
более опасных последствий СOVID-19, таких как
массированная атака интерлейкинов, в том числе
IL-2 и IL-6 (цитокиновый шторм), на инфициро-
ванный организм [39, 42] и нарушение иммунно-
го ответа в целом. В этом контексте селен давно
известен, как регулятор иммунного ответа на всех
уровнях: неспецифическом, гуморальном и кле-
точном, в то же время ограничивающим деятель-
ность Т-хелперов [1, 43, 44].

Антиагрегационный эффект. Как уже отме-
чалось, опасными последствиями развития
COVID-19 являются не только респираторные
патологии, но и в равной мере сосудистые, свя-
занные с генерацией сверхсвертываемости крови
[36, 37, 42] и образованием тромбоцитопении
[45]. В основе этих процессов лежит образование
тромбоксана А2, ведущего агрегацию тромбоци-
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тов, что является причиной свертывания крови в
сосудах, начиная с самых мелких альвеолярных и
до крупных легочных артерий (эффект «матового
стекла») не только в легких, но и в других органах,
богатых сосудами (сердце, почки, сетчатка, над-
почечники и др.) [30, 46]. Селенит натрия, инги-
бируя формирование тромбоксана, обладает ан-
тиагрегационным эффектом [9].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В течение 2020–2022 гг. в ходе распростране-
ния COVID-19 по всему миру появилось много
обзорных и оригинальных работ, посвященных
связи обеспеченности организма человека и жи-
вотных эссенцианальными минералами и раз-
личными витаминами с развитием патогенеза и
успешным лечением COVID-19 [5, 21, 34, 38, 47–
51]. Среди этих необходимых нутриентов важное
место занимает селен, статус которого заметно
влияет на течение этой вирусной инфекции [22,
49–52] и др. Кроме того, в этих работах приведе-
ны гипотетические механизмы регулирования
иммунного ответа селеном и его соединениями
[22, 38, 44, 53–55]. В них большое место отводит-
ся влиянию селена на активность фактора NF-κB
и на сопряженную с ним экспрессию антивоспа-
лительных цитокинов (цитокиновый шторм) [33,
35]. Во многих модельных опытах были использо-
ван селенит натрия, который показал высокую
метаболическую активность в различных регуля-
торных процессах, и именно это является причи-
ной его широкого использования. Следует под-
черкнуть, что в последнее время появились до-
вольно обширные обзоры, посвященные роли
селена и ряда других микроэлементов (цинк, же-
лезо, медь и другие), которые всесторонне осве-
щают эту проблему (например, обзорные работы
[8, 26, 56]). 

Подведя итоги проведенного краткого обзора
об участии селена в развитии вирусных инфек-
ций, в особенности SARS-CoV-2, можно сделать
определенные выводы:

1. Восприимчивость к инфекции SARS-CoV-2
и ее последствиям, а также тяжесть протекания
заболевания зависят от обеспеченности организ-
ма селеном.

2. Селенит натрия, обладая активным окисли-
тельным метаболизмом, участвует в регуляции
вирусного размножения и в репарации повре-
жденных клеток.

3. Селенит натрия как сертифицированный
препарат применяется в лечебной практике в со-
ставе селенсодержащих препаратов или селенсо-

держащих БАДов. Он имеет ряд неоспоримых
преимуществ по сравнению другими препарата-
ми селена (

L-селенметионином и L-селенцистеином и
др.). Так как синтез селенсодержащих белков
происходит по специфическому SEСIS-механиз-
му, который не предполагает использование се-
ленсодержащих аминокислот в готовом виде, эти
аминокислоты проходят длинный путь разложе-
ния (изъятия селена из молекул аминокислот) до
селенида, то есть происходит синтез de novo. Для
селенита натрия характерна быстрота доставки
селена в поврежденные клетки, и эта быстрота
оказываемых репарационных эффектов придает
ему определенные преимущества.

Учитывая высокую контагиозность SARS-
CoV-2 и высокую степень риска заражения мед-
персонала, соприкасающегося с пациентами с
COVID-19 и особенно врачей «неотложной помо-
щи», представляется важным рекомендовать в ка-
честве превентивных мер по усилению их имму-
нитета насыщение организма селеном, цинком и
другими усиливающими иммунитет средствами.

Перечисленные выше соображения говорят о
целесообразности использования селенита на-
трия в качестве адъювантного средства при лече-
нии короновирусного инфекционного заболева-
ния, особенно на ранних этапах его развития.
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 Sodium Selenite as a Potential Adjuvant Therapy for COVID-19
 T.M. Huseynov*, R.T. Guliyeva*, S.H. Jafarova*, and N.H. Jafar**

*Institute of Biophysics, National Academy of Sciences of Azerbaijan, ul. Zahida Khalilova 17, Baku, AZ1143 Azerbaijan 

**Clinic “MediClub”, ul. Uzeyira Hajibeyli 119, Baku, AZ1010 Azerbaijan 

The review shows that selenium plays a role in the development of RNA viral infections, and in particular,
COVID-19. Many RNA viruses are selenium-dependent due to "antisense" interactions between the viral
RNA and the mRNA region of the host cells, containing the selencysteine insertion sequence, leading to the
development of a selenium deficiency state, oxidative stress, impaired immune response, and so forth. The
advantages of sodium selenite, the licensed product of selenium, widely used in medicine, veterinary medi-
cine, agriculture, include: a) the speed of penetration through cell membranes into all tissues of the organism;
b) active participation in metabolic processes, accompanied by the oxidation of cellular sulfur-containing
proteins; c) antiaggregation effect by reducing the activity of thromboxane; d) interruption of the contact of
the virion (SARS-CoV-1, SARS-CoV-2) with the membrane of a healthy cell; e) suppression of the activity
of the NF-κB factor, which increases significantly in Covid infections. The review considers evidence that is
relevant in providing support for the use of sodium selenite as adjuvant therapy in Covid-19 

Keywords: RNA viruses, COVID-19, oxidative stress, sodium selenite, glutathione peroxidase, thioredoxin
reductase
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Исследовано влияние 1.5 мМ хлорида никеля на силу сокращений, зависимость «частота–сила» и
эффект паузы в миокарде активных сусликов Urocitellus undulatus с разной реакцией на гипотермию.
Показано, что при температуре 20°С в группе сусликов, сохраняющих отрицательную
направленность зависимости «частота–сила» при охлаждении, сила сокращения составляет
52 ± 15% и 4 ± 3% от силы сокращения в контроле при частоте стимуляции 0.1 и 1 Гц
соответственно. В миокарде, в котором при охлаждении тип зависимости «частота–сила» менялся
с двухфазного на положительный, уменьшение сократимости было значительно более
выраженным; происходило практически полное подавление сокращений до 6 ± 3% и 1 ± 0.5% для
частот стимуляции 0.1 и 1.0 Гц соответственно. В присутствии 1.5 мМ ионов Ni2+ при частоте
стимуляции 0.3 Гц величина эффекта паузы снижалась в среднем на 45–55% в группе с
отрицательной зависимостью «частота–сила», в группе с положительной зависимостью снижение
достигало 90–98%. При частоте стимуляции 1.0 Гц уменьшение эффекта паузы в данных группах
составляло 45–55% и 65–85% соответственно. Таким образом, миокард сусликов, сохраняющий
отрицательную зависимость «частота–сила», существенно менее зависим от поступления
внеклеточного Са2+ по сравнению с миокардом активных сусликов, для которого при охлаждении
характерен переход к положительной зависимости «частота–сила». 

Ключевые слова: миокард, гипотермия, частота-сила, потенциация паузой, Ni2+.
DOI: 10.31857/S0006302922050131,  EDN: JJSEXK

Зависимость «частота–сила» впервые описана
более ста лет назад, но до сих пор остается в фоку-
се современных исследований. При этом одна
часть работ использует этот показатель как важ-
ный диагностический признак, позволяющий су-
дить о физиологическом состоянии миокарда [1–
3], а другая стремится раскрыть на зависимости
«частота–сила» влияние отдельных механизмов
электромеханического сопряжения [4–8]. Как
правило, выделяют три основных типа зависимо-
сти «частота–сила»: положительная – характер-
ная для здорового миокарда большинства млеко-
питающих [9], двухфазная – наблюдается у неко-
торых грызунов (крысы мыши и др.) [8, 10, 11] и
отрицательная – отмечается в патологическом
миокарде [2, 7], в миокарде гибернантов и при не-
которых физиологических состояниях [12–14]. 

Дополнительным источником информации о
состоянии миокарда также может служить эф-
фект паузы, который заключается в том, что если
на фоне стимуляции с постоянной частотой вно-
сится временной перерыв, то это ведет к потен-
циации первого после паузы сокращения, при
этом сила сокращения будет пропорциональна
количеству ионов кальция, выброшенных из сар-
коплазматического ретикулума (СР) [15]. Анализ
эффекта паузы может являться диагностическим
признаком в силу того, что внесение паузы в здо-
ровом миокарде вызывает потенциацию сокра-
щения, а в патологическом миокарде приводит к
снижению потенциации или ее спаду [7, 16, 17]. 

Миокард гибернантов представляет большой
интерес для исследований в силу своей порази-
тельной устойчивости к действию гипотермии и
своей уникальной пластичности. Из литератур-
ных данных известно о существенных отличиях
между миокардом гибернирующих животных

Сокращения: СР – саркоплазматической ретикулум,
LTCC – Са2+ канал L-типа. 

УДК 576.5 
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зимнего сезона и сезона летней активности. В
частности, было установлено, что при переходе
между сезонами меняется характер зависимости
«частота–сила» [11], выраженность эффектов
различных инотропных воздействий [18], а также
активность Са2+-каналов L-типа (LTCC) [19]. Ра-
нее в нашей лаборатории было показано, что сре-
ди сусликов периода летней активности возмож-
но существование различных видов зависимости
«частота–сила» и эффекта паузы [13]. Такое мно-
гообразие находит свое дальнейшее отражение в
формировании различных типов реакции данных
показателей на охлаждение [20]. Механизмы, ле-
жащие в основе наблюдаемых отличий между ак-
тивными сусликами с различным типом реакции
на температуру, остаются еще недостаточно изу-
ченными. Известно, что в условиях гипотермии,
может значительно изменяться действие блока-
торов отдельных механизмов электромеханиче-
ского сопряжения [21]. Поэтому в качестве ин-
струмента блокирования входа внеклеточного
Са2+ мы использовали ионы никеля. 

Цель данного исследования – оценить соотно-
шение вклада внеклеточных и внутриклеточных
источников Са2+ в активацию сокращения мио-
карда с помощью физиологических тестов – за-
висимости «частота–сила» и эффекта паузы, а
также посредством блокирования входа внекле-
точного Са2+ хлоридом никеля в условиях гипо-
термии. Преимуществом использования Ni2+ яв-
ляется его способность ингибировать несколько
путей поступления внеклеточного Са2+ в цито-
золь, при этом эффективность его не зависит от
температуры в отличие, например, от нефидипи-
на, что делает использование хлорида никеля бо-
лее предпочтительным.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на папиллярных

мышцах правого желудочка сердца якутских сус-
ликов Urocitellus undulatus в периоды летней
(июнь–июль, n = 10) активности. 

Животные. Животных предварительно нарко-
тизировали диэтиловым эфиром. Выделенное
сердце помещали в раствор Тироде (20°С) следу-
ющего состава (в мМ): NaCl – 135, KCl – 4,
MgCl2 – 1, CaCl2 – 1.8, NaHCO3 – 13.2, NaH2PO4, –
1.8, глюкоза – 11 (pH 7.4). Раствор аэрировали га-
зовой смесью состава 95% О2 + 5% СО2. Выделе-
ние папиллярной мышцы, стимуляцию и измере-
ние силы сокращения в изометрическом режиме
проводили по ранее описанной методике [22] при
температуре перфузирующего раствора 20 ±
± 0.1°С. Для исследования механической актив-
ности папиллярной мышцы использовали авто-
матизированную установку на основе персональ-

ного компьютера и плат АЦП-ЦАП (L-Сard 154 и
L-Card E14-440). Механическую активность
мышц регистрировали с помощью механотрона
6Х-2М. В начале каждого опыта препарат стиму-
лировали прямоугольными импульсами (напря-
жением 5 В и длительностью 5 мс, с силой тока, в
два раза превышающей пороговую) с частотой
0.3 Гц в течение 1 ч для стабилизации силы сокра-
щения. 

Зависимость «частота–сила». Зависимость «ча-
стота–сила» в изометрическом режиме регистри-
ровали в интервале частот стимуляции от 0.1 до
1.0 Гц. При построении зависимости величину
силы сокращения для каждой из частот стимуля-
ции в исследуемом диапазоне выражали в про-
центах по отношению к ее величине на частоте
стимуляции 0.1 Гц, принимаемой за 100% [14, 20]. 

Регистрация эффекта паузы. На фоне постоян-
ной стимуляции с заданной частотой, при кото-
рой сила сокращения находится на стабильном
уровне (базовое сокращение) вносили паузу в
стимуляции, что приводило к потенциации пер-
вого после паузы сокращения (тестового). Вели-
чину эффекта выражали в процентах по отноше-
нию к силе сокращения на базовой частоте сти-
муляции (0.3 и 1.0 Гц). Данные проверяли на
нормальность распределения при помощи теста
Шапиро–Уилка. Достоверность полученных ре-
зультатов оценивали с помощью парного теста
Стьюдента и однофакторного дисперсионного
анализа (one way ANOVA) (по уровню значимости
p < 0.05). Данные представлены как средние зна-
чения ± стандартная ошибка среднего. Статисти-
ческий анализ данных проводили с использова-
нием пакетов статистических программ Microsoft
Excel 2019 и GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Зависимость «частота-сила». Как говорилось
выше, группа активных сусликов неоднородна по
типу реакции миокарда на охлаждение, на рис. 1a
можно видеть пример сохранения отрицательной
зависимости «частота–сила» в ответ на охлажде-
ние до 10°С и трансформацию из двухфазной за-
висимости в положительную (рис. 1б); также за-
метно, что при 20°С для миокарда этих типов бы-
ла характерна отрицательная (рис. 1в,д) и
положительная зависимости (рис. 1г,е). 

Под воздействием 1.5 мМ Ni2+ в группе сусли-
ков с отрицательной зависимостью «частота–си-
ла» при стимуляции частотами 0.1 Гц и 1 Гц сила
сокращения снижалась до 52 ± 15% и 4 ± 3% соот-
ветственно (рис. 1в,д); в миокарде с положитель-
ной зависимостью «частота–сила» отрицатель-
ный инотропный эффект был значительно более
выражен при практически полном подавлении
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сокращений, сила которых составляла 6 ± 3%
(0.1 Гц) и 1.0 ± 0.5% (1 Гц) (рис. 1г,е).

Из данных литературы известно, что концен-
трации Ni2+ менее 100 мкМ блокируют преиму-
щественно Т-Са2+-ток с различной эффективно-
стью действия на отдельные изоформы [23], при
этом более высокие концентрации (0.5–5 мМ)

блокируют LTCC [24], а концентрациями около
5 мМ блокируется натрий-кальциевый обменник
[25, 26]. 

Полученные нами эффекты с более выражен-
ным подавлением в группе с положительной за-
висимостью «частота–сила» в целом соответству-
ют, по-видимому, большей роли LTCC в актива-

Рис. 1. Влияние 1.5 мМ Ni2+ на силу сокращений и зависимость «частота–сила» в папиллярных мышцах правого же-
лудочка сердца сусликов с отрицательной (n = 5) и положительной (n = 5) зависимостью. (а) – Пример сохранения от-
рицательного характера зависимости «частота–сила» при охлаждении; (б) – пример перехода из отрицательной к по-
ложительной зависимости «частота–сила»; (в, г) – типичные примеры действия 1.5 мМ Ni2+ на сократимость папил-
лярной мышцы с отрицательной и положительной зависимостью «частота-сила» соответственно; (д, е) –
соответствующие кривые зависимости «частота-сила». По оси ординат – сила изометрического сокращения по отно-
шению к частоте стимуляции на частоте 0.1 Гц, принимаемая за единицу; по оси абсцисс – частота стимуляции, Гц.
Данные представлены как средние значения ± ошибка среднего (достоверное отличие от значений в контроле на той
же частоте: ** – p < 0.005; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001).
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ции сокращения. Вместе с тем они показывают,
что в миокарде сусликов с данным типом реакции
на температуру ведущую роль в формировании
положительной зависимости «частота–сила» иг-
рает LTCC сходно с миокардом нормотермных
животных как в условиях, близких к физиологи-
ческим, так и при умеренной гипотермии [27, 28].
В экспериментальной группе, сохраняющей не-
гативную зависимость «частота–сила» в диапазо-
не 0.1–0.3 Гц оставались заметные сокращения,
что может свидетельствовать с одной стороны о
наполненности СР Са2+, а с другой – что при
блокировании LTCC дополнительные источни-
ки, такие как депозависимый вход Са2+ [22] или
обратная форма натрий-кальциевого обменника
[26, 29, 30], могут активировать выброс Са2+ из

СР. По некоторым данным, дополнительной воз-
можностью для активации сокращения также мо-
жет стать прямое конформационное взаимодей-
ствие между LTCC и каналами рианодиновых ре-
цепторов без проведения ионов Са2+ [31]. 

В наших опытах, независимо от типа реакции
на температуру, при данных экспериментальных
условиях мы наблюдали исключительно отрица-
тельный инотропный эффект, в то время как в
миокарде лягушки, для которого характерна по-
ложительная зависимость «частота–сила» [32],
как в некоторых состояниях у сусликов, может
наблюдаться положительный инотропный эф-
фект Ni2+ (10–200 мкМ) [33]. Причина и условия
формирования положительного эффекта Ni2+ в
миокарде зимоспящих остается неясной. Не-

Рис. 2. Влияние 1.5 мМ Ni2+ на эффект паузы при частоте стимуляции 0.3 Гц в папиллярных мышцах правого
желудочка сердца сусликов с отрицательной (n = 4) и положительной (n = 4) зависимостью «частота–сила». (а, б) –
Типичные примеры действия 1.5 мМ Ni2+ на эффект паузы с отрицательной и положительной зависимостью
«частота–сила» соответственно; (в, г) – соответствующие статистические гистограммы. По оси ординат – эффект
паузы (сила первого после паузы сокращения по отношению к силе сокращения на базовой частоте стимуляции в
контроле); по оси абсцисс – длительность пауз, с. Данные представлены как средние значения ± ошибка среднего
(достоверное отличие от значений в контроле при той же длительности паузы: * – p < 0.05; **** – p < 0.0001).
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смотря на то что прямые исследования, объясня-
ющие этот феномен, в миокарде отсутствуют,
можно провести определенную аналогию между
клетками разных типов. Так, в гепатоцитах Ni2+

вызывал рост внутриклеточного Са2+ [34], в глад-
ких мышцах – рост сократимости через участие
активных форм кислорода [35]. Показано также,
что создание условий, затрудняющих прямую ра-
боту натрий-кальциевого обменника (который
блокируется Ni2+ в концентрациях в несколько
миллимолей) ведет к росту сократимости [36–38],
однако в целом этот вопрос еще требует дополни-
тельных исследований.

Потенциация паузой. В контроле при частоте
стимуляции 0.3 Гц эффект потенциации паузой в
миокарде с отрицательной зависимостью «часто-
та–сила» достигал максимума при длительности

паузы 10 с и составлял 260 ± 11%, снижаясь до
230 ± 36% при 15 с и незначительно увеличиваясь
при дальнейшем увеличении длительности пау-
зы. В присутствии 1.5 мМ Ni2+ характер эффекта
паузы не претерпевал значительных изменений,
при этом величина его уменьшалась в среднем на
45–55% (достоверно для пауз 30 и 60 с) (рис. 2a,в).
Для миокарда животных с положительной зави-
симостью «частота-сила» наблюдался иной ха-
рактер эффекта паузы. Он постепенно нарастал с
137 ± 13% при 5 с, достигая максимума в 208 ± 29%
при 30 с и значительно не изменяясь к 60 с
(рис. 2б,г). Также как и в другой группе, характер
эффекта паузы не претерпевал изменений, одна-
ко величина его снижалась более значительно: на
98% при паузе 5 с и на 90% при паузе 60 с досто-
верно при всех длительностях пауз. 

Рис. 3. Влияние 1.5 мМ Ni2+ на эффект паузы при частоте стимуляции 1.0 Гц в папиллярных мышцах правого
желудочка сердца сусликов с отрицательной (n = 4) и положительной (n = 4) зависимостью «частота–сила». (а, б) –
Типичные примеры действия 1.5 мМ Ni2+ на эффект паузы с отрицательной и положительной зависимостью
«частота–сила» соответственно; (в, г) – соответствующие статистические гистограммы. По оси ординат – эффект
паузы (сила первого после паузы сокращения по отношению к силе сокращения на базовой частоте стимуляции в
контроле); по оси абсцисс – длительность пауз, с. Данные представлены как средние значения ± ошибка среднего
(достоверное отличие от значений в контроле при той же длительности паузы: * – p < 0.05).
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При частоте стимуляции 1.0 Гц наблюдалась
схожая картина. В группе животных с негативной
зависимостью «частота–сила» после воздействия
Ni2+ эффекта паузы составлял 45–55% от кон-
трольного уровня, при этом статистически значи-
мыми были отличия только для паузы в 10 с
(рис. 3a,в). В группе животных с положительной
зависимостью снижение эффекта паузы было бо-
лее заметным – от 85 до 65%. Достоверными от-
личия были только для паузы в 5 с (рис. 3б,г).

Эффект паузы был при этом более выражен-
ным, чем в контроле в обеих группах при частоте
стимуляции как 0.3, так и 1.0 Гц. Сходная картина
описана для миокарда теленка, где блокирование
входа внеклеточного Са2+ с помощью ионов Ni2+

и Co2+ приводило к более яркому проявлению
эффекта паузы [39], а также для миокарда сусли-
ков с препятствованием входу внеклеточного
Са2+ блокатором LTCC нифедипином [13].

Таким образом, увеличение частоты стимуля-
ции практически не влияет на выраженность по-
давляющего эффекта Ni2+ в группе с негативной
зависимостью «частота–сила» что может свиде-
тельствовать о том, что СР уже заполнен Са2+ да-
же при частоте стимуляции 0.3 Гц и ее увеличение
не приводит к каким-либо изменениям. В группе
с трансформирующейся зависимостью увеличе-
ние частоты стимуляции ведет к снижению по-
давления эффекта паузы под воздействием Ni2+,
то есть в СР данной группы животных с увеличе-
нием частоты стимуляции увеличивается содер-
жание Са2+. Этот факт хорошо согласуется с дан-
ными литературы о том, что увеличение частоты
стимуляции может способствовать увеличению
содержания Са2+ в СР и, следовательно, меньшей
зависимости эффекта паузы от входа внеклеточ-
ного Са2+ [40, 41]. 

ВЫВОДЫ

Впервые было показано, что в условиях выра-
женной гипотермии (20°С) миокард сусликов, со-
храняющий отрицательную зависимость «часто-
та–сила» существенно менее зависим от поступ-
ления внеклеточного Са2+, так как СР уже
содержит значительное количество аккумулиро-
ванных ионов Са2+, которое индифферентно к
повышению частоты стимуляции. Миокард ак-
тивных сусликов, для которого характерен пере-
ход к положительной зависимости «частота–си-
ла» при охлаждении, напротив, в значительной
степени зависит от входа внеклеточного Са2+, и
загрузку Са2+ в СР можно существенно увели-
чить.
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 Effects of Nickel Chloride on Myocardial Contractile Parameters in Active Ground 
Squirrels with Different Responses to Hypothermia

 A.S. Averin*, N.M. Zakharova*, and D.A. Ignatiev*

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The effect of 1.5 mM nickel chloride on contraction force, the force-frequency relation, and the effect of rest-
ed state contraction in the myocardium of active ground squirrels Urocitellus undulates with different respons-
es to hypothermia were studied. It was shown that at 20°C, in the group of ground squirrels retaining the neg-
ative direction of the force-frequency relation in cooling, contraction force was 52 ± 15% and 4 ± 3% of con-
traction force in the control using a 0.1 Hz and 1 Hz stimulation frequencies, respectively. In the
myocardium, when the muscle contraction pattern changed from biphasic contraction to positive in cooling,
a reduction of contractility was much more pronounced rest effect leading to almost complete suppression of
contractions, contraction force was 6 ± 3% and 1 ± 0.5% at 0.1 Hz and 1.0 Hz, respectively. During stimula-
tion frequency of 0.3 Hz in the presence of 1.5 mM Ni2+, when the force-frequency relation in the myocar-
dium was negative, the magnitude of the effect of rested state contraction decreased by 45–55% on the aver-
age, but when the force-frequency relation was positive, this effect was reduced by  90–98%. At a stimulation
frequency of 1.0 Hz, there was a 45–55% and 65–85% reduction, respectively. Thus, it was shown that the
myocardium of ground squirrels retaining negative force-frequency relation was significantly less dependent
on extracellular Ca2+ input as compared with the myocardium of active ground squirrels, which was charac-
terized by the transition to a positive force-frequency relationship in cooling.

Keywords: myocardium, hypothermia, force-frequency relation, rest potentiation, Ni 2+
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В экспериментах на модели сирийского хомячка продемонстрированo противовирусное действие в
отношении вируса SARS-CoV-2 биядерных динитрозильных комплексов железа с глутатионом и
диэтилдитиокарбамата натрия при последовательной аэрозольной обработке зараженных живот-
ных растворами этих соединений. Методом электронного парамагнитного резонанса в аналогич-
ных экспериментах на здоровых хомячках установлена преимущественная локализация комплек-
сов железа и диэтилдитиокарбамата натрия в ткани легких. У мышей при таких же измерениях эти
агенты равно эффективно локализовались как в легких, так и в печени. Предполагается, что при
контакте биядерных динитрозильных комплексов железа с глутатионом и диэтилдитиокарбамата
натрия в организме животных происходит высвобождение из комплексов железа катионов нитро-
зония, вызывающих S-нитрозирование протеаз клетки-хозяина и вируса, что приводит к подавле-
нию инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, биядерные динитрозильные комплексы железа с глутатионом, диэтилди-
тиокарбамат натрия, катионы нитрозония.
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Для вирусных инфекций характерно резкое
повышение в клетках организма-хозяина уровня
одного из универсальных регуляторов метаболи-
ческих процессов – оксида азота (NO) [1–15].
Поскольку внутриклеточное увеличение концен-
трации NO сопровождается S-нитрозированием
разнообразных вирусных белков – протеаз, бел-
ков оболочки, обратных транскриптаз, факторов

транскрипции, а также протеаз клетки-хозяина
[2–16], есть основание предполагать, что именно
этот процесс обеспечивает снижение вирусной
продукции, являясь эффективным средством за-
щиты организма животных и человека от вирус-
ной инфекции.

Учитывая тот факт, что S-нитрозирование раз-
личных внутриклеточных компонентов не осу-
ществляется непосредственно молекулами NO, а
обеспечивается одноэлектронно-окисленной
формой этих молекул – катионами нитрозония
(NO+), связывающимися вместо протонов с тио-
ловыми группами тиолсодержащих белков и низ-
комолекулярных соединений, необходимо пони-
мание механизма превращения NO в NO+ в клет-
ках животных и человека.

Сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы желе-
за, ЭПР – электронный парамагнитный резонанс,
М-ДНКЖ – моноядерная форма динитрозильных ком-
плексов железа, Б-ДНКЖ – биядерная форма динитро-
зильных комплексов железа, МНКЖ – мононитрозильные
комплексы железа, ДЭТК – диэтилдитиокарбамат, GSH –
восстановленный глутатион, ОТ-ПЦР – полимеразная
цепная реакция с обратной транскрипцией, Б-ДНКЖ-
GSH – биядерные динитрозильные комплексы железа с
глутатионом, в/б – внутрибрюшинно.
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В настоящее время большинство исследовате-
лей полагает, что это превращение обеспечивает-
ся окислением NO до диоксида азота с последую-
щим связыванием NO2 c NO c образованием до-
нора NO+ – триоксида азота (N2O3), способного
S-нитрозировать тиолы [17–19]. Однако показа-
но, что процесс S-нитрозирования может проис-
ходить в клеточных культурах и в отсутствие кис-
лорода, т. е. без окисления NO до NO2 [20–22].
Ряд авторов предполагает, что появление в клет-
ках животных и человека катиона NO+ обеспечи-
вается образованием в них при участии молекул
NO динитрозильных комплексов железа (ДНКЖ)
с тиолсодержащими лигандами, способных вы-
ступать в качестве доноров как молекул NO, так и
катионов нитрозония [20–26].

ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами были
открыты и идентифицированы сначала в дрожже-
вых клетках, а затем в тканях животных методом
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) в
60-е годы прошлого столетия одним из авторов
настоящей работы А.Ф. Ваниным по характерно-
му для моноядерной формы ДНКЖ (М-ДНКЖ)
сигналу ЭПР со средним значением g-фактора
(gср), равным 2.03 (сигнал c g⊥ = 2.04,  g|| = 2.014,
gср = 2.03) [27, 28]. В последние годы им же был
предложен механизм образования этих комплек-
сов, в основе которого лежит реакция диспропор-
ционирования двух молекул NO, связывающихся
с ионом Fe2+ в присутствии тиолсодержащих ли-
гандов (схема 1):

Схема 1. Механизм образования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в реакции Fe2+, NO и тиолов, 
предполагающий взаимное одноэлектронное окисление-восстановление молекул NO, превращающихся в 

соответствии с этой реакцией (реакцией диспропорционирования) в катион нитрозония (NO+) и анион 
нитроксила (NO–) [25, 26].

Образующийся в ходе этой реакции анион
нитроксила в результате гидролиза (связывания с
протоном) превращается в молекулу нитроксила
и выходит из комплекса. Его место занимает ней-
тральная молекула NO. Гидролиз сохраняющего-
ся в комплексе катиона нитрозония (его связыва-
ние с анионом гидроксила) предотвращается пе-
ремещением на этот катион части электронной
плотности с тиоловой серы, характеризующейся
высокой π-донорной активностью. В результате
положительный заряд на этом нитрозильном ли-
ганде нейтрализуется, и он перестает связываться
с OH–-анионами.

Таким образом, согласно приведенному на
схеме 1 механизму образования М-ДНКЖ, одна из
его резонансных структур может быть представлена
как [(RS–)2Fe2+(NO)(NO+)]+. Подобная структура
может быть характерной и для биядерной формы
ДНКЖ (Б-ДНКЖ) – [(RS–)2Fe2+

2(NO)2(NO+)2]2+

[25, 26]. Реализация этой структуры обеспечивает

появление в клетках организма-хозяина доноров
катионов нитрозония – ДНКЖ с тиолсодержащи-
ми лигангдами, способных инициировать S-нитро-
зирование различных тиолсодержащих соединений
в клетках животных и человека и тем самым сни-
жать и/или исключать вирусную продукцию в чув-
ствительной клетке.

В работах группы А.Ф. Ванина был предложен
подход, позволяющий селективно высвобождать
из М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ катионы нитрозония с
одновременным включением ионов железа и мо-
лекул NO в устойчивые комплексы — мононит-
розильные комплексы железа (МНКЖ) с произ-
водными дитиокарбамата, устраняя тем самым
какое-либо влияние ионов железа и молекул NO
на внутриклеточные процессы. Такое влияние
могли оказывать только высвобождающиеся под
действием дитиокарбамата в соответствии со схе-
мой 2 катионы нитрозония:
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Схема 2. Механизм превращения М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в МНКЖ с 
производными дитиокарбамата. Высвобождающиеся при этом катионы нитрозония могут S-нитрозилировать 

низкомолекулярные и белковые тиолы, а также тиоловую группу в составе дитиокарбамата. Наверху приводится 
зарегистрированный при 77 К сигнал ЭПР со значениями g-фактора 2.04 и 2.02 и триплетной сверхтонкой 

структурой, характерный для МНКЖ с дитиокарбаматом [29, 30].

В настоящей работе мы изучили противови-
русную активность катионов нитрозония в отно-
шении вируса SARS-CoV-2 на сирийском хомяч-
ке (животная модель COVID-19), используя
Б-ДНКЖ с глутатионом + производное дитио-
карбамата (диэтилдитиокарбамат – ДЭТК) как
систему, способную путем аэрозольного введе-
ния этих соединений поставлять катионы нитро-
зония в организм этих животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Соединения. В экспериментах использовали

сульфат железа (FeSO4 · 7H2O, Fluka, Швейца-
рия), восстановленный глутатион (GSH), N-аце-
тил-L-цистеин, диэтилдитиокарбамат натрия и
нитрит натрия (Sigma, США).

Вирусы. В работе использовали штамм SARS-
CoV-2 hCoV-19/Russia/Vologda-171613-1208/2020,
полученный из Государственной коллекции мик-
роорганизмов ГНЦ вирусологии и биотехноло-
гии «Вектор» Роспотребнадзора (Кольцово, Но-
восибирская область). Инфекционный вирус вы-
деляли в культуре клеток Vero Е6, аликвоты
вируса были заморожены и хранились при темпе-
ратуре –80°С. Титр стока составлял не менее
106 ЦПД50/мл. Для исследований использовали
вирус пассажа 4. Титр вирусной суспензии опре-
деляли методом конечных разведения на клетках
Vero E6 по методу Рида и Менча [31]. Работы, свя-
занные с живым вирусом, проводили в условиях
максимально изолированной лаборатории, соот-
ветствующей международным требованиям
BSL3+, в ГНЦ вирусологии и биотехнологии
«Вектор» Роспотребнадзора, имеющего разреше-
ние на проведение таких исследований.

Культуры клеток. В работе использовали ли-
нию клеток Vero E6, полученную из коллекции
культур клеток ГНЦ вирусологии и биотехноло-
гии «Вектор» Роспотребнадзора. Выращивание
монослоя клеток Vero E6 осуществляли в среде
DMEM (Gibco, США) с добавлением 10% эмбри-
ональной сыворотки крупного рогатого скота
(HyClone, США) и комплексного антибиотика
(Gibco, США). В качестве поддерживающей сре-
ды при культивировании вируса использовали ту
же среду, но с 2% эмбриональной сыворотки. 

Животные. В эксперименте использовали сам-
цов и самок аутбредных сирийских хомячков
массой тела 80–100 г. Животные были получены
из Питомника лабораторных животных ГНЦ ви-
русологии и биотехнологии «Вектор» Роспотреб-
надзора. Хомячкам подкожно имплантировали
транспондеры (чипы) IPTT-300 (BMDS, США)
для бесконтактного измерения температуры и
идентификации и помещали по два в индивиду-
ально вентилируемые клетки. Животные имели
неограниченный доступ к пище и воде. Акклима-
тизация к условиям эксперимента была проведе-
на в течение 7 суток до заражения. Во время экс-
периментов в клетках поддерживали температуру
22–24°C и относительная влажность 40–55%. Хо-
мячков взвешивали, измеряли температуру и оце-
нивали на клинические признаки болезни еже-
дневно.

Для определения оптимальных концентраций
вводимых аэрозольно соединений использовали
самцов аутбредной линии мышей CD1 массой тела
18–20 г. Животные были получены из вивария Ин-
ститута биохимической физики им. Н.М. Эмануэ-
ля РАН.
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Модель инфекции SARS-CoV-2 в сирийских хо-
мячках. Модель заражения хомячков вирусом
SARS-CoV-2 была описана ранее [32].

В работе использовали шесть групп животных
(две опытных и одна контрольная), по восемь хо-
мячков (четыре самца и четыре самки) в каждой.

Перед заражением хомячков анестезировали
внутримышечным наркозом Zoletil 100 (Virbac,
Франция). Заражение анестезированных живот-
ных производили интраназально инокуляцией ви-
руса пипеткой в объеме 50 мкл, в дозе 50 ИД50. Че-
рез 120 ч после заражения всех животные подвер-
гали эвтаназии методом трансцервикальной
дислокации. Проводили вскрытие, забор тканей
носовых ходов и легких. Полученные с помощью
механического гомогенизатора (FastPrep-24, MP
Biomedical», США) 10%-е гомогенаты тканей
осветляли центрифугированием при 10000 об/мин
(ротор SW28, Beckman Coulter, США). Аликвоты
осветленных образцов использовали для опреде-
ления количества РНК вируса в образцах методом
полимеразной цепной реакции с обратной тран-
скрипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального време-
ни через суррогатный показатель Ct (число цик-
лов) и для определения концентрации в ЦПД50/мл
инфекционного вируса методом титрования на
культуре клеток Vero E6.

Определение РНК вируса SARS-CoV-2 в биоло-
гических образцах методом ОТ-ПЦР в режиме ре-
ального времени. Для выделения РНК использо-
вали набор «РИБО-преп» («АмплиСенс», Рос-
сия). Синтез кДНК из выделенной РНК
проводили реагентами для реакции обратной
транскрипции «Реверта-L» (ЦНИИЭ Роспотреб-
надзора, Москва). Набор реагентов «Вектор-
ПЦРРВ-COVID19-RG» (ГНЦ вирусологии и
биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора,
Кольцово, Новосибирская область) использова-
ли для амплификации фрагментов кДНК вируса
SARS-CoV-2. Результаты исследования интер-
претировали в соответствии с инструкцией про-
изводителя.

Определение инфекционного титра вируса
SARS-CoV-2 в биологических образцах на переви-
ваемой культуре клеток Vero E6. Клетки Vero E6
высевали за 24 ч до заражения в 96-луночные
планшеты с посевной дозой 1.5·104 клетки/лунка.
В день эксперимента были сделаны последова-
тельные десятикратные разведения вируса в среде
DMEM (Gibco, США) с добавлением 2% эмбрио-

нальной сыворотки крупного рогатого скота (Hy-
Clone, США) и комплексного антибиотика (Gib-
co, США), в общей сложности от шести до восьми
лунок были заражены каждым разведением виру-
са. После 72-часовой инкубации клетки фикси-
ровали 4%-м раствором забуференного формали-
на с последующим окрашиванием 0.1% кристал-
лическим фиолетовым. Специфическое
поражение монослоя культуры клеток в лунке
учитывали как ЦПД. Расчет титра вируса прово-
дили по формуле Рида–Менча [31] и выражали в
lg ЦПД50/мл (lg TCID50/мл).

Введение соединений. Аэрозольное введение
соединений проводили в вертикальной динами-
ческой камере в течение 30 мин. Рабочий расход
воздуха через камеру составлял 10 л/мин. Во внут-
ренний объем камеры одновременно помещали
восемь хомячков. Диспергирование проводили
распылителем «Омрон» с расходом воздуха
6 л/мин. В распылитель заливали 10 мл 10 мМ
водного раствора препаратов. Отбираемый аэро-
золь улавливали с помощью пробоотборника
МЦ-2, соединяемого с выходным штуцером ка-
меры. Объемная скорость отбора проб аэрозоля в
пробоотборнике составляла 10.0 ± 0.5 л/мин, объ-
ем сорбирующей жидкости (дистиллированная
вода) – 10 мл.

Аналогичным образом вводили ингаляцион-
ным путем те же соединения аутбредным мышам
CD 1, не зараженным коронавирусом.

Введение препарата зараженным коронавиру-
сом сирийским хомячкам проводилось в течение
четырех суток дважды в сутки, первое введение
через 1 ч после заражения. Через 120 ч после зара-
жения животных подвергали эвтаназии (методом
трансцервикальной дислокации) с последующим
вскрытием и забором тканей носовой полости и
легких ( в асептических условиях) для определе-
ния в них количества РНК вируса в гомогенатах
тканей методом ОТ-ПЦР в режиме реального
времени через показатель Ct (число циклов) и ме-
тодом титрования на культуре клеток Vero 6
(lg TCID50/мл).

Синтез биядерных динитрозильных комплексов
железа с глутатионом. При синтезе Б-ДНКЖ с
глутатионом (Б-ДНКЖ-GSH) использовали спо-
собность S-нитрозотиолов, как это показано на
схеме 3, образовывать в реакции с ионами Fe2+ и
тиолами соответствующие М-ДНКЖ. 

Схема 3. Механизм образования М-ДНКЖ в реакции S-нитрозотиолов, Fe2+ и тиолов [33].
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В соответствии со схемой 3 ионы Fe2+ связы-
вают по две молекулы S-нитрозотиолов на ион
с последующим диcпропорционированием
этих молекул, что сразу же приводит к образо-
ванию М-ДНКЖ, характеризующихся, как уже
указывалось выше, сигналом ЭПР с gср = 2.03
(сигналом 2.03). При низкой концентрации
тиолов в растворе М-ДНКЖ конденсируются в

соответствии со схемой 4 в Б-ДНКЖ-диамаг-
нитные комплексы, не дающие сигнала 2.03. Их
концентрацию можно было оценить по интен-
сивности двух полос оптического поглощения
на 310 и 360 нм (приведены на рис. 1) с коэффи-
циентами экстинкции в пересчете на один атом
железа в Б-ДНКЖ, равными соответственно
4600 и 3700 М–1см–1.

Cхема 4. Равновесное взаимопревращение М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами. Равновесие 
сдвигается влево при повышении в растворе уровня тиолов (RS–), ионизованных по тиоловой группе [34].

Синтез 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH прово-
дили в соответствии с методом, описанным в ра-
боте [35]. Для этого в 15 мМ раствор HEPES-бу-
фера при рН 7.2–7.4 последовательно вводили
глутатион, ферросульфат и нитрит натрия в кон-
центрации соответственно 40, 20 и 20 мМ, тща-
тельно перемешивая раствор после каждого вве-
дения. Введение глутатиона приводило к подкис-
лению раствора этого буфера до рН 3.6–3.8; для
надежного предотвращения образования гидро-
окисных комплексов железа при последующем
добавлении в раствор глутатиона ферросульфата
до введения последнего рН раствора понижали
добавлением серной кислоты до рН 1–2. Послед-
нее гарантировало также более эффективное об-
разование в растворе S-нитрозоглутатиона после
добавления в реакционный раствор нитрита на-
трия. За этим процессом следили по интенсивно-

сти полосы поглощения на 334 нм, характерной
для S-нитрозоглутатиона с ε = 0.94 М–1см–1 [36].
Обычно образование S-нитрозоглутатиона в кон-
центрации 20 мМ завершалось при комнатной
температуре в течение полутора часов. После это-
го рН раствора, окрашенного из-за наличия в нем
S-нитрозоглутатиона в розовый цвет, повышали
до рН 7.3–7.5 капельным добавлением крепкого
(100 мМ) раствора NaOH – при этом раствор при-
обретал оранжевую окраску, обусловленную на-
чавшимся в соответствии со схемой 3 образова-
нием М-ДНКЖ-GSH. Раствор оставляли на ночь
на воздухе при комнатной температуре. За это
время в соответствии со схемами 3 и 4 половина
железа (10 мМ) включалась в М-ДНКЖ-GSH, а
затем в Б-ДНКЖ-GSH, тогда как другая полови-
на железа включалась в водонерастворимые гид-

Рис. 1. Спектры оптического поглощения Б-ДНКЖ-GSH и М-ДНКЖ-GSH при концентрации 0.46 мМ (соответ-
ственно спектры 1 и 3); на вставке – ЭПР-сигнал М-ДНКЖ-GSH (сигнал 2.03 со значениями тензора g-фактора, рав-
ными g⊥ = 2.04,  g|| = 2.014) [25].
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роокисные комплексы, выпадавшие в осадок. На
следующий день этот осадок удаляли фильтрова-
нием раствора на бумажном фильтре.

 В результате получали прозрачный раствор
Б-ДНКЖ-GSH в концентрации 10 мМ, который
замораживали в жидком азоте и хранили в замо-
роженном состоянии при температуре не выше –
18°C до использования в экспериментах на жи-
вотных.

На рис. 1 приводятся спектры поглощения по-
лученного описанным выше методом препарата
Б-ДНКЖ-GSH (спектр 1) с полосами поглоще-
ния на 310 и 360 нм (раствор разбавлен до концен-
трации 0.5 мМ). Спектр не изменялся в течение
часа при подкислении раствора до рН 1.0
(спектр 2). На вставке приводится сигнал ЭПР
10 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH (cигнал 2.03,
спектр 1), обусловленный 5%-й примесью
М-ДНКЖ. При добавлении к этому раствору
10 мМ GSH и повышении рН с 7.5 до 10.5
Б-ДНКЖ полностью переходил в М-ДНКЖ.
Спектр поглощения последнего с полосой на
400 нм и сигнал 2.03 представлены на рис. 1 соот-
ветственно кривой 3 и ЭПР-сигналами на
вставке. 

Измерение спектров ЭПР изолированных тка-
ней нативных (незараженных) животных. После
проведения эксперимента у нативных (незара-
женных) животных (сирийские хомячки, мыши)
проводили эвтаназию методом трансцервикаль-
ной дислокации для последующего определения
локализации ДНКЖ и МНКЖ-ДЭТК в изолиро-
ванных образцах крови и тканях легких и печени
животных методом ЭПР. Забор крови и тканей
органов осуществляли в асептических условиях.
Образцы (легкие, печень и кровь) помешали в
пластмассовые трубки диаметром 4 мм и замора-
живали в жидком азоте. Для последующего изме-
рения спектров ЭПР в препаратах замороженных
тканей трубки с замороженными в них тканями
извлекали из жидкого азота и постепенно, нагре-
вая в руках, поршнем выдавливали образцы тка-

ней в жидкий азот, образцы цилиндрической
формы помещали в жидком азоте в палец Дьюара
соответствующей формы, после чего регистриро-
вали в этих образцах спектры ЭПР при соответ-
ствующих параметрах ЭПР-радиоспектрометра
(Bruker, Германия) или модифицированного
ЭПР-радиоспектрометра («РадиоПан», Польша).
В качестве эталонного образца (стандарта) при
определении концентрации М-ДНКЖ, возни-
кавших в тканях животных, использовали рас-
твор М-ДНКЖ-GSH, сигнал ЭПР которого
(ЭПР-сигнал 2) приводится на рис. 1. Поскольку
плотность ткани легкого примерно в два раза
меньше плотности воды, после оценки содержа-
ния М-ДНКЖ в этом органе в соответствии со
стандартом, полученную величину удваивали.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка эффективности соединений Б-ДНКЖ-

GSH и ДЭТК при аэрозольном введении. Анализ
результатов, приведенных в табл. 1, по данным
метода ОТ-ПЦР (Сt) показывает, что при прове-
дении лечения животных только раствором
Б-ДНКЖ-GSH достоверно снижается вирусная
нагрузка в тканях носовой полости в 16 раз
(р = 0.0006, по критерию Манна–Уитни) по срав-
нению с контрольными животными (плацебо).
При этом по инфекционному титру
(lg TCID50/мл) достоверное снижение вирусной
нагрузки ни в тканях носовой полости, ни в тка-
нях легких зафиксировано не было (р > 0.005, по
критерию Манна–Уитни). 

Для системы соединений Б-ДНКЖ-GSH +
+ ДЭТК при их последовательном введении
определена достоверная противовирусная актив-
ность. По данным метода ОТ-ПЦР (Сt) отмечено
снижение уровня накопления РНК в тканях лег-
ких в 21 раз (p = 0.0007, по критерию Манна–Уит-
ни), в тканях носовой полости – в 16 раз
(p = 0.0025, Манн-Уитни). Методом титрования в
тканях носовой полости определено еще большее
снижение вирусной нагрузки – в 200 раз

Таблица 1. Вирусная нагрузка в тканях носовой полости и тканях легких хомяxков, интраназально инфициро-
ванных вирусом SARS-CoV-2 с последующим аэрозольным лечением препаратами Б-ДНКЖ-GSH и Б-ДНКЖ-
GSH + ДЭТК

Соединение

Вирусная нагрузка SARS-CoV-2

в тканях носовой полости в тканях легких

lg TCID50/vk Ct* lg TCID50/ml Ct*

Б-ДНКЖ-GSH 4.1 ± 0.5 23.83 ± 1.27 4.4 ± 0.8 20.67 ± 2.13

Б-ДНКЖ-GSH + 
ДЭТК 2.7 ± 0.4 27.28 ± 3.44 2.4 ± 0.4 30.33 ± 1.18

Плацебо 5.0 ± 0.5 19.80 ± 2.19 3.7 ± 0.4 25.96 ± 1.60

Примечание. * – Более низкие пороговые значения числа циклов (Ct) указывают на более высокие вирусные нагрузки.
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(p = 0.0002, по критерию Манна–Уитни). При
исследовании тканей легких наблюдалось сниже-
ние вирусной нагрузки в 20 раз (p = 0.0002, по
критерию Манна–Уитни). 

В соответствии со схемой 2 такая последова-
тельность введения в дыхательные пути хомячков
Б-ДНКЖ-GSH и ДЭТК должна приводить к на-
коплению в тканях дыхательных путей высво-
бождающихся из Б-ДНКЖ катионов нитрозо-
ния, что, по-видимому, и обеспечило подавление
инфекции SARS-CoV-2. 

Результаты, полученные после аэрозольного
введения зараженным хомячкам соединений
ДЭТК или ДЭТК с последующим аэрозольным
введением Б-ДНКЖ-GSH, показали (табл. 2),
что при такой комбинации введения соединений
достоверное снижение вирусной нагрузки в чув-
ствительных тканях органов-мишеней по двум
исследуемым параметрам по сравнению с кон-
трольными животными (плацебо) зафиксирова-
но не было.

ЭПР-измерение тканей сирийских хомячков. На
рис. 2 приведены одни из типичных спектров

Таблица 2. Вирусная нагрузка в тканях носовой полости и тканях легких хомяков, интраназально инфицирован-
ных вирусом SARS-CoV-2 с последующим аэрозольным лечением препаратами ДЭТК и ДЭТК + Б-ДНКЖ-GSH 

Соединение

Вирусная нагрузка SARS-CoV-2

в тканях носовой полости в тканях легких

lg TCID50/ml Ct* lg TCID50/ml Ct*

ДЭТК 5.3 ± 0 11.59 ± 2.04 5.5 ± 0 13.31 ± 1.28

ДЭТК + Б-ДНКЖ-
GSH 5.3 ± 0 10.78 ± 0.44 5.2 ± 0.3 14.60 ± 0.86

Плацебо 5.5 ± 0 9.60 ± 2.02 4.3 ± 0.1 15.54 ± 1.84

Примечание. * – Более низкие пороговые значения числа циклов (Ct) указывают на более высокие вирусные нагрузки.

Рис. 2. Спектры ЭПР легких (1), печени (2) и крови (3) хомячков, подвергнутых ингаляции распыленным 10 мМ раствором
ДНКЖ (а) и 10 мМ растворами сначала ДНКЖ, а затем ДЭТК (ДНКЖ + ДЭТК) (б). Cигнал при g = 2.0 обусловлен
эндогенными свободными радикалами. Спектры зарегистрированы на радиоспектрометре Bruker при 77 K, СВЧ-
мощности 5 мвт, амплитуде высокочастотной модуляции магнитного поля 0.5 мТ и одинаковом усилении
радиоспектрометра.
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ЭПР, зарегистрированных при 77 К в крови, лег-
ких и печени здоровых (незараженных) хомячков
после аэрозольного введения в течение 30 мин
10 мл 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH (рис. 2а) и
спектры ЭПР тех же тканей хомячков при том же
способе введения 10 мл 10 мМ раствора
Б-ДНКЖ-GSH с последующим 30-минутным
введением 10 мМ раствора ДЭТК (ДНКЖ +
+ ДЭТК, рис. 2б). В обоих случаях наибольший
сигнал 2.03 (сигнал ЭПР появляющихся в тканях
М-ДНКЖ) наблюдался в легких. При ингаляции
животных только раствором Б-ДНКЖ-GSH кон-
центрация М-ДНКЖ в этом органе варьировала в
пределах 30−40 мкмолей/кг влажной ткани. В
крови эта величина варьировала в пределах 3–
5 мкмолей/л, а в печени сигнал 203 практически
не обнаруживался. При ингаляции животных
сначала растворами Б-ДНКЖ-GSH, а затем
ДЭТК (ДНКЖ + ДЭТК), судя по интенсивности
сигнала 2.03, уровень М-ДНКЖ в легких достигал
140–160 мкмолей/кг, т. е. в среднем повышался в
четыре-пять раз по сравнению с величиной, на-
блюдавшейся при ингаляции животным только
Б-ДНКЖ-GSH (рис. 2а). В печени содержание
М-ДНКЖ достигало 3 мкмолей/кг, в крови сиг-
нал 2.03 не обнаруживался (рис. 2б).

На рис. 3 приведены спектры ЭПР, зареги-
стрированные в крови, легких и печени хомячков
после обработки в течение 30 мин распыленным
10 мМ раствором ДЭТК с последующим аэро-
зольным введением 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-
GSH. Судя по интенсивности сигнала 2.03 в этих
тканях, наибольшее количество М-ДНКЖ обна-
руживалось в легких (30–40 мкмолей/кг), макси-
мальная концентрация в печени достигала
10 мкмолей/кг, а в крови – 0.5 мкмолей/кг.

ЭПР-измерение тканей мышей. Аэрозольное
введение мышам 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH
объемом 10 мл в течение 40 мин приводило, судя
по интенсивности сигнала 2.03, к появлению
М-ДНКЖ в легких и печени в концентрации со-
ответственно 0.5–1.2 и 1.5–2.0 мкмолей/кг
(рис. 4а), т.е., в отличие от сирийских хомячков,
аэрозольно вводимые Б-ДНКЖ-GSH достаточно
эффективно переходили из легких в кровь, а отту-
да в печень. Тем не менее в крови регистрировал-
ся лишь очень слабый сигнал 2.03. При последую-
щем введении этим животным 10 мл распыленно-
го 10 мМ раствора ДЭТК уровень появлявшихся в
тканях мышей М-ДНКЖ практически не повы-
шался. При увеличении концентрации ДЭТК до
50 мМ существенно, в три-четыре раза, увеличи-
валась концентрация М-ДНКЖ во всех исследо-
вавшихся тканях животных (рис. 4б). При этом в
легких уровень М-ДНКЖ варьировал в пределах
1.5–3.0 мкмолей/кг, в печени – 0.8–1.4 мкмо-
лей/кг, а в крови – 0.3–0.5 мкмолей/л.

При обратной последовательности аэрозоль-
ного введения мышам – сначала 50 мМ раствора
ДЭТК, а затем 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-GSH –
соотношение содержания возникавших в тканях
мышей М-ДНКЖ не менялось: (рис. 5а) оно оста-
валось наибольшим в легких (в пределах 6–
10 мкмолей/кг), в крови достигало уровня
0.8 мкмолей/кг, в печени – 1.5–3.0 мкмолей/кг
(рис. 5). При этом наряду с сигналом 2.03 в пече-
ни животных обнаруживался сигнал ЭПР
МНКЖ-ДЭТК – комплексов, возникавших в ре-
зультате взаимодействия ДЭТК с ДНКЖ (в соот-
ветствии со схемой 2). Сигнал ЭПР этих ком-
плексов характеризовался (в полном соответ-
ствии с работой [37]) значениями g-фактора,
равными g⊥ = 2.04, gÊÊ = 2.02, gср = 2.033, и разре-
шенной триплетной сверхтонкой структурой при
g⊥  (рис. 5б). 

Сигнал ЭПР МНКЖ-ДЭТК в «чистом виде»
обнаруживался в легких после ингаляции живот-
ных только 50 мМ раствором ДЭТК (рис. 6а).
Концентрация МНКЖ при этом не превышала
0.4 мкмоля/кг. При последующем внутрибрю-
шинном (в/б) введении этим животным
Б-ДНКЖ-GSH в дозе 100 мкмолей/кг массы жи-
вотных сигнал МНКЖ-ДЭТК в легких маскиро-
вался сигналом 2.03, обусловленным примесью
крови (рис. 6а). В крови этих животных концен-

Рис. 3. Спектры ЭПР легких (1), печени (2) и крови хо-
мячков, подвергнутых 30-минутной ингаляции распы-
ленным 10 мМ раствором ДЭТК с последующей 30-ми-
нутной ингаляцией распыленным 10 мМ раствором
Б-ДНКЖ-GSH (ДЭТК + + ДНКЖ). Cигнал при g = 2.0
обусловлен эндогенными свободными радикалами.
Спектры зарегистрированы на радиоспектрометре
Bruker при 77 K, СВЧ мощности 5 мвт, амплитуде ВЧ
модуляции магнитного поля 0.5 мТ и одинаковом уси-
лении радиоспектрометра.
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трация М-ДНКЖ достигала 30 мкмолей/л
(рис. 6а). Как и в легких, в печени сигнал ЭПР
МНКЖ-ДЭТК в «чистом виде» обнаруживался
после ингаляции животных только 50 мМ раство-
ром ДЭТК, при этом концентрация этих ком-
плексов достигала 3.0 мкмоля/кг (рис. 6а). Как и

в легких, сигнал МНКЖ-ДЭТК в печени маски-
ровался сигналом 2.03 после в/б введения мышам
Б-ДНКЖ-GSH в дозе 100 мкмолей/кг (рис. 6а).

Заметный сигнал ЭПР МНКЖ-ДЭТК в легких
и печени регистрировался в них после аэрозоль-
ного введения мышам 10 мМ раствора Б-ДНКЖ-

Рис. 4. Сигнал 2.03 в крови (к), легких (л) и печени (п) мышей, подвергнутых 40-минутной ингаляции 10 мМ раствором
Б-ДНКЖ-GSH (а) с последующей их 40-минутной ингаляцией 50 мМ раствором ДЭТК (б). Cигнал при g = 2.0 обусловлен
эндогенными свободными радикалами. Спектры зарегистрированы на радиоспектрометре «РадиоПан» при 77 К, СВЧ
мощности 5 мвт, амплитуде ВЧ модуляции магнитного поля 0.5 мТ и одинаковом усилении радиоспектрометра.

Рис. 5. (а) – Спектры ЭПР, зарегистрированные в крови (к), легких (л) и печени (п) мышей, подвергнутых 40-минутной
ингаляции распыленным 50 мМ раствором ДЭТК с последующей ингаляцией этих животных 10 мМ раствором Б-ДНКЖ-
GSH. (б) – Демонстрация спектра ЭПР, зарегистрированного в печени мышей (п), как суммы сигнала 2.03 (1) и сигнала
МНКЖ-ДЭТК (п-1). Cигнал при g = 2.0 обусловлен эндогенными свободными радикалами. Спектры зарегистрированы на
радиоспектрометре «РадиоПан» при 77 К, СВЧ мощности 5 мвт, амплитуде ВЧ модуляции магнитного поля 0.5 мТ и
одинаковом усилении радиоспектрометра.
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GSH с последующим в/б введением им ДЭТК в
дозе 500 мкмолей/кг массы животных (рис. 6б). В
легких на этот сигнал накладывался сигнал 2.03,
так что суммарная концентрация МНКЖ-ДЭТК
и М-ДНКЖ в этой ткани составляла 5.0 мкмо-
лей/кг при концентрации М-ДНКЖ, возникав-
ших после начального введения мышам
Б-ДНКЖ-GSH, в 1 мкмоль/кг (рис. 6б). В печени
концентрация образующихся у животных
МНКЖ-ДЭТК достигала 10 мкмолей/кг ткани
при концентрации М-ДНКЖ, возникавших по-
сле начального аэрозольного введения мышам
Б-ДНКЖ-GSH, в 0.6 мкмоль/кг (риc. 6б). В кро-
ви образование МНКЖ-ДЭТК в аналогичных
опытах не обнаружено: после в/б введения ДЭТК
сохранялись М-ДНКЖ в концентрации
0.5 мкмолей/л, появившиеся в крови после инга-
ляции мышам Б-ДНКЖ-GSH (рис. 6б). 

Значительное различие концентрации образу-
ющихся МНКЖ-ДЭТК и М-ДНКЖ в печени
(как и в легких), очевидно, было обусловлено
включением ДНКЖ в эти ткани преимуществен-
но биядерной ЭПР-неактивной формы этих ком-
плексов. Такое же заключение следует из опытов,
в которых после аэрозольного введения мышам
раствора Б-ДНКЖ-GSH им вводили в/б раствор
N-ацетил-L-цистеина при нейтральных значени-
ях рН в дозе 100 мкмолей/кг. Как в легких, так и в

печени животных интенсивность сигнала 2.03 по-
сле такой обработки достоверно (в соответствии
со схемой 2) повышалась в два раза: включение в
эти ткани N-ацетил-L-цистеина обеспечивало
превращение части Б-ДНКЖ в М-ДНКЖ. Более
слабый в этом отношении эффект N-ацетил-L-
цистеина по сравнению с действием ДЭТК на
Б-ДНКЖ определялся, по нашему мнению, вы-
соким сродством ДЭТК к железо-мононитро-
зильной группе, обеспечивающим практически
полное превращение Б-ДНКЖ в МНКЖ-ДЭТК.

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований пока-
зано, что комбинация соединений Б-ДНКЖ-
GSH + ДЭТК обладает выраженной противови-
русной активностью в отношении вируса SARS-
CoV-2. В соответствии со схемой 2 такая последо-
вательность введения в дыхательные пути живот-
ных Б-ДНКЖ-GSH и ДЭТК должна приводить к
накоплению в тканях дыхательных путей и легких
хомячков высвобождающихся из Б-ДНКЖ кати-
онов нитрозония, что и могло, в соответствии с
высказанной в работе [16] одним из соавторов на-
стоящей статьи гипотезой, обеспечивать подав-
ление инфекции COVID-19.

Рис. 6. Спектры ЭПР, зарегистрированные в крови (к), легких (л) и печени (п) мышей. (а) – Животные были подвергнуты
в течение 40 мин ингаляции 50 мМ распыленным раствором ДЭТК (спектры 40 и 10) с последующим в/б введением этим
животным Б-ДНКЖ-GSH в дозе 100 мкмолей/кг массы животных (спектры 4, 2.5 и 1). (б) – Животные были подвергнуты
в течение 40 мин ингаляции 10 мМ распыленным раствором Б-ДНКЖ-GSH (спектры 30, 20 и 20) с последующим
введением им ДЭТК в дозе 0.5 мМ/кг массы животных (спектры 10 и 5). Cигнал при g = 2.0 обусловлен эндогенными
свободными радикалами. Спектры зарегистрированы на радиоспектрометре РадиоПан при 77 К, СВЧ мощности 5 мвт и
амплитуде ВЧ модуляции магнитного поля 0.5 мТ. Относительное усиление радиоспектрометра указано цифрами на
правой стороне спектров.
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Результаты вышеприведенных ЭПР-исследо-
ваний здоровых хомячков и мышей, подвергав-
шихся ингаляции распыленными растворами
Б-ДНКЖ-GSH и ДЭТК в различной их последо-
вательности, позволяют утверждать, что, дей-
ствительно, при ингаляционном введении снача-
ла Б-ДНКЖ-GSH, а затем ДЭТК в тканях орга-
нов-мишеней вируса SARS-CoV-2 – дыхательных
путей и легких может накапливаться заметное ко-
личество катионов нитрозония.

Неожиданный результат этих исследований
состоит в том, что в легких при такой последова-
тельности введения указанных соединений здо-
ровым хомячкам не удалось (рис. 2) наблюдать
образование ЭПР-активных МНКЖ-ДЭТК, как
это ожидалось в соответствии со схемой 2. Един-
ственный эффект, который обнаруживался при
дополнительной ингаляции хомячкам раствора
ДЭТК после ингаляции им раствора Б-ДНКЖ-
GSH, состоял в значительном (трех-четырехкрат-
ном) повышении интенсивности сигнала 2.03,
регистрируемого в легких (рис. 2а,б). Если учесть,
что вводившиеся животным Б-ДНКЖ-GSH-
комплексы ЭПР-неактивны, а сигнал 2.03 обу-
словлен моноядерной формой ДНКЖ, указанное
выше его усиление могло быть обусловлено (в со-
ответствии со схемой 4) появлением в ткани лег-
ких дополнительного количества тиолов, обеспе-
чивающих  превращение ДНКЖ в М-ДНКЖ. Это
означает, что при включении в эти ткани ДЭТК
последний, как тиолсодержащий агент, мог по-
вышать внутриклеточный восстановительный
потенциал, обеспечивая тем самым восстановле-
ние дисульфидов до тиолов. Другой, по-видимо-
му, более реальный механизм повышения уровня
восстановительных агентов (или снижения внут-
риклеточного окислительного потенциала) мог
состоять в следующем. ДЭТК, реагируя с ДНКЖ,
действительно мог обеспечивать в соответствии
со схемой 2 образование МНКЖ-ДЭТК – ком-
плекса, который, в соответствии с результатами
работы [38], мог активно связывать анионы су-
пероксида, нейтрализуя их прооксидантное дей-
ствие. Если учесть, что легкие находятся непо-
средственно в контакте с кислородом воздуха,
следует ожидать наличие в тканях легких значи-
тельного количества супероксид-анионов, кото-
рого могло оказаться достаточным для распада
МНКЖ-ДЭТК при связывании этих комплексов
с анионами супероксида. Такой распад мог быть
обусловлен, например, изомеризацией в нитрат
пероксинитрита, образующегося при связывании
супероксида с молекулой NO в лигандной сфере
железа в МНКЖ-ДЭТК [38], что должно было
приводить к распаду этих комплексов. Кроме то-
го, связанный с МНКЖ-ДЭТК пероксинитрит
мог при каталитическом действии железа окис-
лять ДЭТК до его димерной дисульфидной фор-
мы (дисульфорама) что также должно было при-

водить к распаду этих комплексов. Такого рода
распад МНКЖ-ДЭТК мог приводить к распаду
всех этих комплексов, что и могло быть причиной
того, что в наших опытах нам не удалось зафикси-
ровать превращение Б-ДНКЖ-GSH при аэро-
зольном введении сирийским хомячкам раствора
Б-ДНКЖ, а затем раствора ДЭТК. При этом ка-
тионы нитрозония должны были (в соответствии
со схемой 2) высвобождаться из Б-ДНКЖ и пока-
зывать противовирусное действие, регистрируе-
мое по вирусной нагрузке в тканях органов-ми-
шеней сирийских хомячков.

В результате действия аэрозольно вводимого
раствора ДЭТК в легких и печени мышей обнару-
живалось образование МНКЖ-ДЭТК (рис. 6а),
причем в печени их концентрация была на поря-
док выше, чем в легких. Появление этих
комплексов скорее всего было обусловлено гене-
рацией в легких и печени эндогенного NO, об-
разующего вместе со слабосвязанным внутрикле-
точным («свободным») железом и ДЭТК соответ-
ствующие МНКЖ. Поскольку в легких,
контактирующих с атмосферным кислородом,
очевидно должно было продуцироваться значи-
тельное количество анионов супероксида, их дей-
ствие, как указывалось выше, должно было при-
водить, во-первых, к распаду значительной части
(существенно большей, чем в печени) МНКЖ-
ДЭТК и, во-вторых, могло приводить к исчезно-
вению в легких поступающего в них ДЭТК. В ре-
зультате при последующей, после ДЭТК, аэро-
зольной обработке животных раствором
Б-ДНКЖ реакция этих комплексов с ДЭТК ста-
новилась невозможной, комплексы МНКЖ-
ДЭТК не возникали и не могли обеспечить сни-
жение уровня анионов супероксида и тем самым
повышение внутриклеточного восстановитель-
ного потенциала. Это и могло приводить к тому,
что не обнаруживалось, судя по сигналу 2.03, по-
вышение количества ЭПР-активных М-ДНКЖ,
как это имело место в опытах при обработке хо-
мячков сначала распыленным раствором Б-ДН-
КЖ-GSH, а затем ДЭТК (рис. 2 и 3). Концентра-
ция М-ДНКЖ, возникающих в легких в опытах с
ингаляцией хомячков растворами сначала ДЭТК,
а затем Б-ДНКЖ-GSH (рис. 3), была такой же,
как в опытах с ингаляцией этих животных только
раствором Б-ДНКЖ-GSH (рис. 2а).

В отличие от сирийских хомячков, у которых
М-ДНКЖ, определяемые в организме животных
после аэрозольного введения Б-ДНКЖ-GSH, ло-
кализовались преимущественно в легких, у мы-
шей при тех же условиях эксперимента М-ДНКЖ
накапливались и в легких, и практически в той же
концентрации в печени. Этот феномен, очевид-
но, был обусловлен ослаблением у мышей гема-
то-тканевого барьера, т.е. более легким проник-
новением различных веществ (как Б-ДНКЖ, так
и ДЭТК) из клеток в кровь и обратно. Это и при-
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водило к тому, что при ингаляции мышей сначала
раствором ДЭТК, а затем Б-ДНКЖ-GSH оба
этих вещества, поступая в печень, могли образо-
вывать ЭПР-регистрируемые в этой ткани
МНКЖ-ДЭТК (рис. 5). В более значительном ко-
личестве эти комплексы появлялись в печени, ес-
ли Б-ДНКЖ-GSH после аэрозольного введения
ДЭТК вводили мышам внутрибрюшинно
(рис. 6б). Характерно, что и при таком способе
введения соединений уровень образующихся в
печени МНКЖ-ДЭТК был выше, чем в легких.

В заключение следует отметить, что в прове-
денной нами ранее работе [39] при оценке мето-
дом ЭПР локализации М-ДНКЖ в органах крыс
при аэрозольном введении Б-ДНКЖ-GSH на-
блюдалась, как и у сирийских хомячков, преиму-
щественная локализация М-ДНКЖ в тканях лег-
ких. Можно предполагать, что у человека (при
возможном использовании схемы Б-ДНКЖ-
GSH + ДЭТК для лечения COVID-19) появляю-
щиеся при распаде ДНКЖ катионы нитрозония
будут преимущественно локализоваться в тканях
легких и дыхательных путей, оказывая местное
противовирусное действие.
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 Antiviral Activity of Nitrosonium Cations against SARS-CoV-2 
on a Syrian Hamster Model

 A.V. Shipovalov*, A.F. Vanin**, O.V. Pyankov*, E.G. Bagryanskaya***, V.D. Mikoyan**,
N.A. Tkachev**, N.A. Asanbaeva***, and V.Ya. Popkova**

*State Scientific Center for Virology and Biotechnology “Vector”, Rospotrebnadzor of the Russian Federation,
Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia

**N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 
ul. Kosygina 4, Moscow, 119991 Russia

***N.N. Vorozhtsov Institute for Organic Chemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
prosp. Akademika Lavrentieva 9, Novosibirsk, 630090 Russia

The antiviral action of binuclear dinitrosyl iron complexes with glutathione and diethyldithiocarbamate
against SARS-CoV-2 virus was demonstrated in a Syrian hamster model after subsequent aerosol exposure of
SARS-CoV-2-infected animals to the solutions of said compounds. EPR assays on intact hamsters exposed
by the aerosol route to the same dose of these solutions showed that iron complexes and diethyldithiocarba-
mate are predominantly found in lung tissues. These results have been compared with similar measurements
made on intact mice: the levels of the said reagents which were present in the lungs and liver were really in the
same range. It is suggested that the release of nitrosonium cations from binuclear dinitrosyl iron complexes
with glutathione occurs during the interaction of iron complexes towards diethyldithiocarbamate in the ani-
mal body. These cations caused S-nitrosation of host and viral cell proteases leading to suppression of  SARS-
CoV-2 infection. 

Keywords: SARS-CoV-2, binuclear iron dinitrosyl complexes with glutathione, sodium diethyldithiocarbamate, ni-
trosonium cations
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С целью изучения механизма противоопухолевого действия динитрозильных комплексов железа,
генерирующих как монооксид азота (NO), так и катионы нитрозония (NO+), проведено исследова-
ние влияния диэтилдитиокарбамата, «ловушки» молекул NO, на противоопухолевую активность
биядерных динитрозильных комплексов железа с глутатионом или N-ацетилцистеином. Установ-
лено, что эффективность этих комплексов in vivo в отношении солидных опухолей мышей сохраня-
ется на свойственном им уровне или даже повышается при совместном применении с диэтилдитио-
карбаматом. Предполагается, что эффект ингибирования роста опухоли под влиянием биядерных
динитрозильных комплексов железа обусловлен высвобождением из этих комплексов катионов
нитрозония, а не молекул оксида азота. 

Ключевые слова: монооксид азота, катионы нитрозония, динитрозильные комплексы железа, биядерные
динитрозильные комплексы железа с глутатионом, биядерные динитрозильные комплексы железа с
N-ацетилцистеином, диэтилдитиокарбамат натрия, противоопухолевая активность in vivo, солидные
опухоли мышей.
DOI: 10.31857/S0006302922050179,  EDN: JKBAWP

Исследованиями последних лет установлено,
что нарушение физиологических процессов, ре-
гулируемых монооксидом азота NO, может рас-
сматриваться в качестве фактора, вызывающего
развитие ряда патологических состояний, в том
числе опухолевых заболеваний [1–3].

Показано, что монооксид азота в зависимости
от относительного уровня NO может либо стиму-
лировать опухолевый рост, либо вызвать гибель
клеток, в связи с чем этот радикал часто характе-
ризуют как «обоюдоострый меч». Уровни NO ни-
же или выше оптимальных для развития опухоли
значений могут активировать трансдукцию сиг-
налов, ведущих к ингибированию опухолевого

роста и гибели клеток. Высокие концентрации
NO способны также модулировать противоопу-
холевую иммунную защиту [1].

Ранее нами было обнаружено, что генерирую-
щие оксид азота моно- и биядеpные фоpмы ди-
нитpозильныx комплекcов железа с различными
тиолсодержащими лигандами обладают способ-
ностью ингибировать развитие ряда солидных
опуxолей мышей (каpцинома легкиx Льюиc, аде-
нокарцинома Акатол и аденокарцинома Са-755).
Показан также определенный цитотоксический
эффект некоторых динитpозильныx комплексов
железа в отношении клеток опухоли человека
(культура МСF7) [4–11].

На основании анализа собственных экспери-
ментальных и многочисленных литературных
данных А.Ф. Ваниным был предложен механизм
биологической активности динитрозильных ком-
плексов железа (ДНКЖ), согласно которому эти
комплексы способны выступать в качестве доно-
ров как нейтральных молекул NO, так и катионов
нитрозония NO+. При этом предполагается, что,

Сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы желе-
за, ДЭТК – диэтилдитиокарбамат натрия, Б-ДНКЖ-Г –
биядерные динитрозильные комплексы железа с глутатио-
ном, МНКЖ-ДЭТК – мононитрозильные комплексы же-
леза с диэтилдитиокарбаматом, Б-ДНКЖ-АЦЦ – биядер-
ные динитрозильные комплекс железа с N-ацетилцистеи-
ном, в/в – внутривенно, в/б – внутрибрюшинно, п/к –
подкожно.

УДК 577.3 
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противоопухолевое и цитотоксическое действие
ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами может
определяться их способностью высвобождать при
распаде как нейтральные молекулы NO, так и ка-
тионы нитрозония (NO+) [2]. 

С целью выяснения вопроса о том, какой из
указанных компонентов ДНКЖ – молекулы ок-
сида азота NO или катионы нитрозония NO+ –
может оказывать решающее противоопухолевое
действие были проведены целенаправленные
эксперименты с использованием диэтилдитио-
карбамата натрия (ДЭТК), являющегося «ловуш-
кой» для молекул NO, в качестве инструмента ис-
следования [12–14]. 

Было установлено, что ДЭТК при контакте с
биядерным динитрозильным комплексом желе-
за, содержащим глютатион (Б-ДНКЖ-Г), пере-
хватывает на себя из железо-динитрозильной
группы комплекса железо-мононитрозильный
фрагмент с образованием устойчивых ЭПР-реги-
стрируемых мононитрозильных комплексов же-
леза с ДЭТК (МНКЖ-ДЭТК), которые практиче-
ски не высвобождают нейтральные молекулы NO
[13, 14]. 

При этом второй нитрозильный лиганд в же-
лезо-динитрозильной группе высвобождается в
форме катиона нитрозония NO+, связывающего-
ся с тиолами различного происхождения с обра-
зованием соответствующих S-нитрозотиолов, что
и может определять сохранение противоопухоле-
вого и цитотоксического действия Б-ДНКЖ в
присутствии ДЭТК [2, 12]. 

Именно таким путем было показано, что цито-
токсическое действие Б-ДНКЖ-Г или Б-ДНКЖ с
меркаптсукцинатом на опухолевые клетки
MCF7 [13], а также цитотоксическое действие
Б-ДНКЖ-Г на бактерии Escherichia coli [14] опре-
деляется способностью этих комплексов высту-
пать в качестве доноров катиона нитрозония
NO+.

Использование вышеописанного подхода поз-
волило также предположить, что и в условиях
in vivo катионы нитрозония NO+ играют опреде-
ляющую роль в реализации противоопухолевого
эффекта Б-ДНКЖ-Г [12]. 

В продолжение исследования механизма про-
тивоопухолевого действия динитрозильных ком-
плексов железа в данной работе проведено изуче-
ние влияния различных режимов применения
ДЭТК на противоопухолевую активность биядер-
ного динитрозильного комплекса железа, содер-
жащего разные лиганды – глютатион (Б-ДНКЖ-
Г) и N-ацетил -цистеин (Б-ДНКЖ-АЦЦ), а также
дана оценка противоопухолевого эффекта самого
ДТЭК на моделях солидных опухолей мышей
in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты. В экспериментах использовали

сульфат железа (FeSO4 · 7H2O, Fluka, Швейца-
рия), восстановленный глутатион, N-ацетилци-
стеин и нитрит натрия (Sigma, США). 

Газообразный NO получали в реакции сульфа-
та железа с нитритом натрия в 0.1 М растворе HCl
с последующим разделением NO и примесного
диоксида азота (NO2) методом низкотемператур-
ной сублимации жидкой смеси этих газов в ваку-
умированной системе [15].

Диэтилтиокарбамат натрия ДЭТК. Применя-
ли конвенциальный препарат диэтилдитиокарба-
мата натрия ([C2H5)2=N-CS2, Sigma, США).

Биядерная форма ДНКЖ с глутатионом. Син-
тез Б-ДНКЖ-Г проводили согласно описанному
ранее «простейшему» методу синтеза ДНКЖ с
тиолсодержащими лигандами [16]. В соответ-
ствии с этим методом синтез 5 мМ раствора
ДНКЖ с глутатионом осуществляли следующим
образом. К 10 мл дистиллированной воды на воз-
духе добавляли 62 мг глутатиона (20 мМ), вызы-
вавшего подкисление раствора до рН 4.0, с после-
дующим введением в него 28 мг (10 мМ) сульфата
железа, приводившего к дальнейшему снижению
рН до 3.8. После этого в раствор добавляли 6.9 мг
(10 мМ) нитрита натрия, что приводило к розово-
му окрашиванию раствора, обусловленному об-
разованием S-нитрозоглутатиона. Судя по интен-
сивности оптического поглощения на 334 нм, ха-
рактерного для S-нитрозоглутатиона, реакция
заканчивалась через полтора часа с образованием
10 мМ этого соединения. После этого рН раство-
ра повышали до 7.2, что приводило к оранжевому
окрашиванию раствора, обусловленному начав-
шимся процессом образования Б-ДНКЖ-Г в рас-
творе при участии S-нитрозоглутатиона, Fe2+ и
глутатиона [16]. Для полного превращения S-нит-
розоглутатиона в Б-ДНКЖ-Г требовалось не-
сколько часов. Полученный раствор после уда-
ления образовавшегося за это время осадка
гидроокиси трехвалентного железа путем филь-
трования через фильтровальную бумагу замора-
живали в жидком азоте и использовали (после
размораживания) в экспериментах на животных.
Оценку полученного количества Б-ДНКЖ-Г (мо-
лекулярная масса 846 Да) проводили оптическим
методом по интенсивности характерных для этого
комплекса полос поглощения на 310 и 360 нм, ха-
рактеризующихся коэффициентами экстинкции,
равными, соответственно, 4600 и 3700 М–1 см–1 в
пересчете на один атом железа в Б-ДНКЖ [15].
Согласно этой оценке концентрация Б-ДНКЖ-Г
в растворе составляла 5 мМ.

Биядерная форма ДНКЖ с N-ацетилцистеином.
Синтез Б-ДНКЖ-АЦЦ проводили путем обработ-
ки газообразным NO (при давлении 150 мм рт. ст.) 1
мл раствора сульфата железа в дистиллированной
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воде и ацетилцистеина в 15 мМ HEPES-буфера (рН
7.4), помещенных соответственно в верхнюю и
нижнюю части аппарата Тунберга, с последующим
смешиванием этих растворов в присутствии NO,
как было описано ранее [15]. Концентрация суль-
фата железа в этой смеси составляла 5 мМ. После
пятиминутного встряхивания смеси, приводившей
к включению всего двухвалентного железа в ДН-
КЖ-АЦЦ, NO удаляли из аппарата откачкой, рас-
твор полученного Б-ДНКЖ-АЦЦ замораживали и
использовали (после размораживания) в экспери-
ментах на животных. Концентрацию препарата Б-
ДНКЖ-АЦЦ оценивали по интенсивности полосы
его оптического поглощения на 360 нм. 

Противоопухолевая активность in vivo. Экспе-
рименты проведены на 80 инбредных мышах ли-
нии BDF1 – гибридах первого поколения
f1(C57Bl/6 x DBA2) – и линии Balb/c, самках с мас-
сой тела 18–20 г, разведения питомника «Филиал
«Столбовая» НЦБМТ ФМБА России».

 В качестве опухолевых тест-систем служили
солидные опухоли мышей – карцинома легких
Льюис, аденокарцинома Акатол и аденокарцино-
ма Са-755, перевиваемые подкожно в соответ-
ствии со стандартной методикой [17]. 

Препарат Б-ДНКЖ-Г вводили животным в
водном растворе в суточной дозе 2 мкМ/кг внут-
ривенно (в/в), внутрибрюшинно (в/б) или под-
кожно (п/к) на протяжении пяти-восьми суток
после перевивки опухоли. 

Препарат Б-ДНКЖ-АЦЦ вводили животным
в виде водного раствора в суточной дозе 2 и
10 мкМ/кг п/к на протяжении девяти суток после
перевивки опухоли. 

В зависимости от условий эксперимента вод-
ные растворы ДЭТК вводили в суточных дозах
10 или 50 мг/кг в/б при комбинированном при-
менении через 1 ч или 15 мин после введения
Б-ДНКЖ-Г или Б-ДНКЖ-АЦЦ, либо в моно-ре-

жиме на протяжении пяти-десяти суток после пе-
ревивки опухоли.

Оценка противоопухолевой активности пре-
паратов проведена при сопоставлении кинетики
роста опухолей в группах контрольных и леченых
животных. Показателем ростингибирующего эф-
фекта препарата служил коэффициент торможе-
ния роста опухоли ТРО (%), который определяли
из соотношения: ТРО = (РС – РТ)/РС (%), где РС
и РТ – объем (или масса) опухоли в группах кон-
трольных (С) и леченных (Т) животных соответ-
ственно. Для изучения кинетики роста опухолей
проводили измерение двух взаимно перпендику-
лярных размеров опухолевого узла на протяже-
нии всего периода развития опухолей. Объем
опухоли вычисляли в соответствии с формулой
для эллипсоида как V = ab2/2, где a – длина, b –
ширина и высота опухолевого узла. При оценке
массы опухоли использовали величину плотно-
сти опухолевой ткани, равную 1 г/см3 [17].

Каждая группа животных, получавших тера-
певтическое воздействие, состояла из шести-
восьми мышей пpи восьми-десяти животных в
контроле. Наблюдение за животными продолжа-
ли в течение всего периода развития опухоли,
вплоть до гибели животных.

Статистическая обработка данных проведена
путем оценки размеров опухолей (массы опухо-
лей) у контрольных и леченых животных с ис-
пользованием пакета компьютерных программ
Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе представлены результаты, характери-

зующие противоопухолевую активность ДЭТК
при индивидуальном применении, а также дан-
ные, полученные при совместном применении
ДЭТК и динитрозильных производных железа,
содержащих различные лиганды – Б-ДНКЖ-Г и

Таблица 1. Противоопухолевая активность ДЭТК при различных режимах введения на моделях солидных
опухолей мышей

Штамм опухоли Доза (мг/кг/сутки) и режим 
введения 

Время оценки 
эффекта, 

сутки

Средняя масса опухоли 
мышей, г ТРО, %

леченые контрольные
Карцинома 

легких Льюис
50 мг/кг, в/б, пятикратно, 

1, 4, 7, 10, 13 сутки 26 0.72 ± 0.2 3.00 ± 0.3 76

Карцинома 
легких Льюис

50 мг/кг, в/б, пятикратно, 
1–5 сутки 21 0.78 ± 0.1 2.07 ± 0.2 62

Карцинома 
легких Льюис

50 мг/кг, в/б, восьмикратно, 
1–4 и 7-10 сутки 28 3.1 ± 0.2 8.00 ± 0.3 61

Аденокарцинома 
Акатол

50 мг/кг, в/б, пятикратно, 
1–5 сутки 23 3.4 ± 0.3 4.5 ± 0.3 24

Аденокарцинома 
Са-755 

10 мг/кг, в/б, девятикратно, 
1–9 сутки 21 7.51 ± 0.6 9.43 ± 0.6 20
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Б-ДНКЖ-АЦЦ, на моделях солидных опухолей
мышей. 

Противоопухолевая активность диэтилдитиокар-
бамата. Изучение противоопухолевого действия
ДЭТК, примененного в моно-режиме, проведено
в отношении трех солидных опухолей мышей –
карциномы легких Льюис, аденокарциномы Ака-
тол и аденокарциномы Са-755 при различных схе-
мах применения препарата.

Как видно их данных, представленных в
табл. 1, ДЭТК проявляет противоопухолевую ак-
тивность в отношении карциномы легких Льюис,
вызывая ингибирование роста опухоли на 61–
76% по сравнению с контролем. Очевидно, что
эффективность ДЭТК при в/б введении в суточ-
ной дозе 50 мг/кг зависит от режима его примене-
ния. Наибольшее торможение роста опухоли
(76%) отмечено при введении препарата интер-
миттирующим курсом пятикратно на первые,
четвертые, седьмые, десятые и тринадцатые сут-
ки. Применение ДЭТК пятикратно ежедневно с
первых по пятые сутки, либо восьмикратно на
первые-четвертые и седьмые-десятые сутки ока-
залось менее эффективным и приводило к тормо-
жению роста опухоли соответственно на 62 и 61%
по сравнению с контролем (табл. 1).

Аденокарциномы Акатол и Са-755 малочув-
ствительны к действию ДЭТК. Торможение роста
этих опухолей под влиянием ДЭТК составляет 24
и 20% при в/б применении соответственно в до-
зах 50 мг/кг пятикратно и 10 мг/кг девятикратно
(табл. 1). 

Таким образом, в результате проведенных экс-
периментов выявлена способность ДЭТК к инги-
бированию опухолевого роста (карцинома легких
Льюис) в условиях in vivo.

Противоопухолевая активность совместного при-
менения Б-ДНКЖ-Г и диэтилдитиокарбамата на
модели карциномы легких Льюис. Влияние ДЭТК
на противоопухолевую активность Б-ДНКЖ-Г
изучено для различных режимов их сочетанного

применения при сохранении постоянных суточ-
ных доз препаратов – 50 и 2 мкМ/кг соответствен-
но. Исследовано влияние интервала между приме-
нением препаратов (1 ч либо 15 мин), а также пути
введения Б-ДНКЖ-Г (в/в, в/б, п/к) на эффект
воздействия ДЭТК, всегда вводимого в/б после
инъекции животным динитрозильного комплекса
железа.

Введение Б-ДНКЖ-Г (в/в) и ДЭТК (в/б) с часо-
вым интервалом, пятикратно. Эффективность
сочетанного и индивидуального применения
препаратов при в/в пятикратном (на первые, чет-
вертые, седьмые, десятые и тринадцатые сутки
после перевивки опухоли) введении Б-ДНКЖ-Г
характеризуют данные, представленные на рис. 1
и в табл. 2. 

Рис. 1. Влияние сочетанного пятикратного применения
Б-ДНКЖ-Г и ДЭТК с часовым интервалом на кинетику
развития карциномы легких Льюис: 1 – контроль; 2 –
Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/ кг, в/в; 3 – ДЭТК, 50 мг/кг
(250 мкМ/кг), в/б; 4 – Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/кг, в/в +
+ ДЭТК, 50 мг/кг, в/б. Введение препаратов на первые,
четвертые, седьмые, десятые и тринадцатые сутки после
перевивки опухоли

Таблица 2. Влияние сочетанного пятикратного применения Б-ДНКЖ-Г (в/в) и ДЭТК (в/б) с интервалом в 1 ч на
развитие карциномы легких Льюис 

Препарат Суточная доза и 
путь введения 

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г

ТРО,% 

Б-ДНКЖ-Г 2 мкМ/ кг в/в 26 1.55 ± 0.1 48

ДЭТК 50 мг/кг в/б 26 0.72 ± 0.2 76

Б-ДНКЖ-Г + ДЭТК 2 мкМ/ кг в/в + 
50 мг/кг в/б

26 1.28 ± 0.3 57

Контроль – 26 3.00 ± 0.3 –

Примечание. Препараты вводили на 1, 4, 7, 10, 13 сутки.
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Как видно, Б-ДНКЖ-Г при в/в введении в су-
точной дозе 2 мкМ/кг вызывал 48%-е торможе-
ние роста опухоли, а ДЭТК, введенный в/б пяти-
кратно в суточной дозе 50 мг/кг ингибировал рост
опухоли на 76% по сравнению с контролем. Эф-
фект совместного применения Б-ДНКЖ-Г и
ДЭТК (через час после введения Б-ДНКЖ-Г) со-
ответствовал почти 57%-му ингибированию опу-
холевого роста по сравнению с контролем (рис. 1,
табл. 2).

Таким образом, сочетанное применение
ДЭТК и Б-ДНКЖ-Г (в/в) с часовым интервалом
приводило лишь к незначительному повышению

противоопухолевого эффекта Б-ДНКЖ-Г (с 50 до
60%). При этом введение одного ДЭТК оказалось
наиболее эффективным (76%) по сравнению с
влиянием других воздействий. Во всех этих слу-
чаях подавление роста опухоли наблюдалось в те-
чение недели после окончания введения живот-
ным указанных агентов (тринадцатые сутки по-
сле перевивки опухоли), после чего начинался
постепенный рост опухоли.

Введение Б-ДНКЖ-Г (в/б) и ДЭТК (в/б) с часо-
вым интервалом, восьмикратно. Эффективность
сочетанного и индивидуального применения
Б-ДНКЖ-Г и ДЭТК при в/б восьмикратном (с
первых по четвертые и с седьмых по десятые сут-
ки после перевивки опухоли) введении препара-
тов характеризуют данные, представленные на
рис. 2 и в табл. 3. 

Как видно из представленных данных,
Б-ДНКЖ-Г как при индивидуальном в/б восьми-
кратном применении, так и при введении по той
же схеме в комбинации с ДЭТК вызывает тормо-
жение развития опухоли на 52%. ДЭТК при при-
менении в моно-режиме ингибирует рост опухо-
ли на 62% по сравнению с контролем (рис. 2,
табл. 3).

Таким образом, и в данной серии эксперимен-
тов при в/б введении Б-ДНКЖ-Г, также как и
при в/в применении препарата, показано, что до-
полнительное введение ДЭТК не оказывает влия-
ния на исходную противоопухолевую активность
динитрозильного комплекса железа с глутатио-
ном (табл. 2 и 3). 

Введение Б-ДНКЖ-Г (п/к) и ДЭТК (в/б) с ин-
тервалом в 15 мин, пятикратно. Результаты изу-
чения противоопухолевой эффективности соче-
танного и индивидуального пятикратного приме-
нения препаратов при п/к введении Б-ДНКЖ-Г
и в/б введении ДЭТК с интервалом в 15 мин ха-

Рис. 2. Влияние совместного восьмикратного примене-
ния препаратов Б-ДНКЖ-и ДЭТК с часовым интерва-
лом на кинетику развития карциномы легких Льюис:
1 – контроль; 2 – Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/кг, в/б; 3 – ДЭТК,
50 мг/кг, в/б; 4 – Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/кг, в/б + ДЭТК,
50 мг/кг, в/б. Введение препаратов с первых по четвер-
тые и с седьмых по десятые сутки после перевивки опу-
холи.

Таблица 3. Влияние сочетанного в/б восьмикратного применения Б-ДНКЖ-Г и ДЭТК с интервалом в 1 час на
развитие карциномы легких Льюис 

Препарат Суточная доза и 
путь введения

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г

ТРО, % 

Б-ДНКЖ-Г 2 мкМ/ кг, в/б 28 3.8 ± 0.2 52

ДЭТК 50 мг/кг, в/б 28 3.1 ± 0.2 61

Б-ДНКЖ-Г + ДЭТК 2 мкМ/ кг, в/б + 50 
мг/кг, в/б

28 3.8 ± 0.3 52

Контроль – 28 8.00 ± 0.3 –

Примечание. Препараты вводили с первых по четвертые и с седьмых по десятые сутки после перевивки опухоли.
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рактеризуют данные, представленные на рис. 3 и
в табл. 4. 

Б-ДНКЖ-Г при введении п/к оказывает, как и
следовало ожидать, менее выраженное противо-
опухолевое действие, чем при введении в/в и
в/б – торможение роста опухоли составляет соот-
ветственно 34, 48 и 52% по сравнению с контро-
лем (табл. 2–4, рис. 1–3).

Применение ДЭТК через 15 мин после Б-ДН-
КЖ-Г приводит к повышению ингибирующей
рост опухоли способности динитрозильного ком-
плекса при п/к введении с 34 до 51% (рис. 3,
табл. 4).

Очевидно, что в экспериментах как с введени-
ем в/в и в/б, так и с п/к введением Б-ДНКЖ-Г
совместно с ДЭТК, являющимся «ловушкой» для
молекул NO, обнаруживается сохранение и даже
некоторое повышение (при в/в и п/к применении
Б-ДНКЖ-Г) исходной противоопухолевой ак-
тивности Б-ДНКЖ-Г. При этом наиболее замет-
ное влияние ДЭТК на активность Б-ДНКЖ-Г по-
казано при введении препаратов с интервалом в
15 мин (по сравнению с часовым перерывом меж-
ду введениями). 

Этот факт можно рассматривать как свиде-
тельство того, что эффект ингибирования роста
опухоли под влиянием Б-ДНКЖ-Г обусловлен,
вероятно, главным образом образованием в фи-
зиологических условиях катионов нитрозония
(NO+), а не присутствием молекул оксида азота
(NO).  

Косвенным подтверждением высказанного
предположения могут служить данные, получен-
ные в экспериментах на аденокарциноме Акатол
по изучению влияния ДЭТК на противоопухоле-
вую активность препарата полиакрилата золота

(аурумакрил), механизм действия которого не
связан с генерацией монооксида азота и нитрозо-
ния. Было показано, что сочетанное применение
этих препаратов в половинных дозах приводило к
существенному снижению эффективности ауру-
макрила, примененного в полноценной терапев-
тической дозе в моно-режиме (неопубликован-
ные данные). 

Противоопухолевая активность совместного
применения Б-ДНКЖ-АЦЦ и диэтилдитиокарба-
мата на модели аденокарциномы Са-755. С целью

Рис. 3. Влияние совместного пятикратного применения
препаратов Б-ДНКЖ-Г (п/к) и ДЭТК (в/б) с
интервалом в 15 мин на кинетику развития карциномы
легких Льюис: 1 – контроль; 2 – Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/кг,
п/к; 3 – ДЭТК, 50 мг/кг, в/б; 4 – Б-ДНКЖ-Г, 2 мкМ/кг,
п/к + ДЭТК, 50 мг/кг, в/б. Введение препаратов с
первых по пятые сутки после перевивки опухоли. 

Таблица 4. Влияние сочетанного применения Б-ДНКЖ-Г (п/к) и ДЭТК (в/б) с интервалом в 15 мин на развитие
карциномы легких Льюис 

Препарат Суточная доза и 
путь введения 

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г

ТРО, % 

Б-ДНКЖ-Г 2 мкМ/кг, п/к 21 1.36 ± 0.2 34

ДЭТК 50 мг/кг, в/б 21 0.78 ± 0.1 62

Б-ДНКЖ-Г + ДЭТК 2 мкМ/ кг, п/к + 
50 мг/кг в/б 

21 1.01 ± 0.1 51

Контроль – 21 2.07 ± 0.2 –

Примечание. Препараты вводили с первых по пятые сутки после перевивки опухоли.
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изучения влияния природы лиганда на чувстви-
тельность динитрозильного комплекса железа к
действию ДЭТК проведено изучение противо-
опухолевой эффективности сочетанного приме-
нения этого препарата и биядерного динитро-
зильного комплекса железа, содержащего N-аце-
тилцистеин, на модели аденокарциномы Са-755. 

Ранее нами было установлено, что Б-ДНКЖ-
АЦЦ, примененный в/в либо в/б десятикратно в
дозе 10 мкМ/кг, вызывает торможение роста аде-

нокарциномы Акатол на 60% по сравнению с
контролем [11].

Отметим, что в серии опытов, представленных
в настоящей статье, использован другой режим
введения Б-ДНКЖ-АЦЦ, отличающийся от при-
менявшегося в цитируемой работе [11]. Так, пре-
парат вводился в дозе 2 мкМ/кг, п/к, а не в ис-
пользовавшейся ранее дозе 10 мкМ/кг, вводив-
шейся в/в или в/б. 

ДЭТК вводился в дозе 10 мг/кг, в/б, также
уменьшенной в пять раз по сравнению с приме-
нявшейся ранее дозой 50 мг/кг. 

Полученные результаты представлены на
рис. 4 и в табл. 5.

Представленные данные свидетельствуют о
том, что, как и следовало ожидать, снижение в
пять раз доз применяемых препаратов приводит к
практически полному исчезновению их наблю-
давшегося ранее противоопухолевого эффекта.
Так, Б-ДНКЖ-АЦЦ, как уже отмечалось ранее,
при применении в дозе 10 мкМ/кг, в/в либо в/б
десятикратно, вызывал торможение роста опухо-
ли на 60% по сравнению с контролем, а при вве-
дении п/к в дозе 2 мкМ/кг не оказывал противо-
опухолевого действия. Эффект ДЭТК, вызывав-
шего при применении в/б в дозе 50 мг/кг
торможение роста опухоли (карцинома Льюис)
на 61–76% по сравнению с контролем, снижается
до 20% при в/б введении препарата в дозе
10 мг/кг.

Вместе с тем следует отметить, что при сов-
местном применении этих препаратов в заведомо
неэффективных малых дозах наблюдается досто-

Рис. 4. Влияние сочетанного применения Б-ДНКЖ-
АЦЦ (п/к) и ДЭТК (в/б) с часовым интервалом на
кинетику развития аденокарциномы Са-755: 1 –
контроль; 2 – Б-ДНКЖ-АЦЦ, 2 мкМ/кг, п/к; 3 –
ДЭТК, 10 мг/кг (50 мкМ/кг), в/б; 4 – Б-ДНКЖ-АЦЦ,
2 мкМ/кг, п/к + ДЭТК, 10 мг/кг, в/б. Введение
препаратов с первых по девятые сутки после перевивки
опухоли

Таблица 5. Влияние сочетанного применения Б-ДНКЖ-АЦЦ (п/к) и ДЭТК (в/б) с интервалом в 1 ч на развитие
аденокарциномы Са-755

Препарат Доза и путь 
введения

Время оценки 
эффекта, сутки

Средняя масса 
опухоли, г

ТРО, % 

Б-ДНКЖ-АЦЦ 2 мкМ/кг, п/к 21 9.43 ± 0.8 0

ДЭТК 10 мг/кг, в/б 21 7.51 ± 0.6 20

Б-ДНКЖ-АЦЦ + 
ДЭТК

2 мкМ/ кг, п/к + 10 
мг/кг, в/б

21 5.34 ± 0.4 43

Контроль – 21 9.43 ± 0.6 –

Примечание. Препараты вводили с первых по девятые сутки после перевивки опухоли.
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верное торможение аденокарциномы Са-755 на
43% по сравнению с контролем (рис. 4, табл. 5).  

Исходя из полученных данных можно предпо-
ложить, что наблюдающийся эффект ингибиро-
вания роста опухоли при совместном примене-
нии даже весьма низких доз препаратов Б-ДН-
КЖ-АЦЦ и ДЭТК обусловлен присутствием
катионов нитрозония (NO+) на фоне «дезактива-
ции» под влиянием ДЭТК молекул NO, генериру-
емых Б-ДНКЖ-АЦЦ.

В заключение следует отметить, что проведен-
ное исследование влияния ДЭТК на противоопу-
холевую активность биядерных динитрозильных
комплексов железа, содержащих различные ли-
ганды – Б-ДНКЖ-Г и Б-ДНКЖ-АЦЦ, показало,
что эффективность этих препаратов сохраняется
на свойственном им уровне или даже повышается
при совместном применении с ДЭТК. При этом
очевидно, что эффект взаимодействия ДЭТК с
ДНКЖ существенным образом зависит от приро-
ды лиганда, содержащегося в динитрозильном
комплексе, режима применения препарата и вида
опухоли. 

Можно полагать, что полученные в представ-
ленной работе данные подтверждают высказан-
ное ранее предположение о том, что наблюдаю-
щийся эффект весьма вероятно обусловлен спо-
собностью ДЭТК разрушать в опухолях ДНКЖ с
высвобождением из них катионов нитрозония
(NO+), что и приводит к сохранению или даже
некоторому усилению противоопухолевого
действия препаратов при их совместном приме-
нении. 

Есть основание предполагать, что изменение
порядка введения животным Б-ДНКЖ и ДЭТК
на обратный, т. е. вместо Б-ДНКЖ + ДЭТК вво-
дить ДЭТК + Б-ДНКЖ, может существенно по-
высить противоопухолевую активность этих пре-
паратов. Это предположение следует из результа-
тов опытов, изложенных в цитированной ранее
работе [2], касающихся образования МНКЖ-
ДЭТК из ДНКЖ в тканях животных in vivo в зави-
симости от порядка введения животных ДНКЖ и
ДЭТК. Из этих результатов следует, что эффек-
тивность высвобождения NO+ из ДНКЖ в орга-
низме животных должна повышаться при введе-
нии ДНКЖ после ДЭТК. Это предположение
планируется проверить в ближайшее время.
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 Role of the Nitrosonium Cation in Mechanism Underlying Antitumor Effects 
of Drugs in Combination with Dinitrosyl Iron Complexes

 A.F Vanin*, L.A. Ostrovskaya**, D.B. Korman**, N.V. Bluhterova**,
V.A. Rykova**, and M.M. Fomina**

*Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

The aim of this study was to explore the mechanism of antitumor action of dinitrosyl iron complexes, which
generate both nitrogen monoxide (NO) and nitrosonium cations (NO+). For this reason, the effect of dieth-
yldithiocarbamate, used in spin trapping of NO radicals, on the antitumor activity of binuclear dinitrosyl iron
complexes with glutathione or N-acetyl cysteine, was studied. It was found that the effectiveness of these
drugs in vivo against solid tumors of mice was kept as expected or even increased when these drugs were used
in combination with diethyldithiocarbamate. It is assumed that the tumor growth inhibitory effect of dini-
trosyl iron complexes is probably due mainly to the presence of nitrosonium cations, but not nitric oxide mol-
ecules released from these complexes.

Keywords: nitrogen monoxide, nitrosonium cations, dinitrosyl iron complexes, binuclear dinitrosyl iron complexes
with glutathione, binuclear dinitrosyl iron complexes with N-acetyl cysteine, diethyldythiocarbamate, antitumor
activity in vivo, solid tumors of mice
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Изучено влияние последовательности действия протонного излучения в суммарной дозе 80 Гр и
нейтронного в дозе 5 Гр при сочетанном облучении солидной формы асцитной карциномы Эрлиха
на опухолевый ответ и лучевые реакции кожи у мышей-опухоленосителей в ранние и отдаленные
сроки. Обнаружено, что облучение мышей нейтронами как до, так и после облучения протонами
эффективно подавляло рост солидной асцитной карциномы Эрлиха в течение месяца после воздей-
ствия. По частоте и тяжести лучевых поражений кожи, наблюдаемых у мышей через 15–40 суток по-
сле терапии, облучение нейтронами после облучения протонами приводило к значительному улуч-
шению этих показателей по сравнению с действием только пучка протонов, однако облучение ней-
тронами до протонов оказалось более повреждающим, чем в других вариантах. Показано также, что
частота рецидивирования опухолей в группах животных при комбинированном облучении значи-
тельно выше, а общая продолжительность жизни ниже по сравнению с группой мышей, облучен-
ных только протонным излучением.

Ключевые слова: нейтроны, протоны, асцитная карцинома Эрлиха, лучевые реакции кожи, рецидивы,
мыши. 
DOI: 10.31857/S0006302922050180,  EDN: JKCJQG

В последнее десятилетие во всем мире интен-
сивно развиваются центры лучевой терапии,
оснащенные установками для протонной тера-
пии опухолей, которая является перспективным
методом лечения многих видов онкологических
заболеваний. Протонная терапия особенно под-
ходит в тех случаях, когда альтернативные методы
терапии не обеспечивают адекватного терапевти-
ческого эффекта, а традиционная лучевая тера-
пия представляет высокий риск для пациента. На
сегодняшний день более 250 тыс. пациентов по-
лучили протонную терапию, которая с успехом
применяется для лечения как наиболее распро-

страненных, так и редких видов онкологических
заболеваний; применение протонной терапии
оказалось особенно эффективным при терапии
опухолей головного мозга и в педиатрии [1, 2]. В
протонной терапии используется основное пре-
имущество протонов, а именно специфическое
распределение поглощенной дозы: относительно
низкая энергия частиц на входе в биологическую
ткань; наличие пика Брэгга, т.е. максимального
энерговыделения в конце пробега частицы на за-
ранее заданной глубине непосредственно в опу-
холи; резкое падение энергии до нуля после пика,
которое позволяет не повреждать окружающие
здоровые ткани [3]. В медицинских центрах при-
меняют два основных способа формирования до-
зовых полей для равномерного облучения всего
объема мишени при протонной терапии опухо-
лей: метод пассивного рассеяния и метод скани-

Сокращения: ОБЭ – относительная биологическая эффек-
тивность, ОСК – опухолевые стволовые клетки, ЛПЭ –
линейная потеря энергии, ТСПП – тонкий сканирующий
пучок протонов, АКЭ – асцитная карцинома Эрлиха,
СПЖ – средняя продолжительность жизни. 
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рования карандашным пучком, при которых
формируется модифицированная кривая Брэгга.
Технология сканирования карандашным пучком
позволяет проводить максимально эффективную
протонную терапию с модулированной интен-
сивностью, за счет снижения дозовой нагрузки на
здоровые ткани, чего трудно достичь при пассив-
ном рассеянии; кроме того, не требует подготов-
ки специальных компенсаторов и коллиматоров
для конкретного пациента, что сокращает сроки
и стоимость лечения [4]. 

Известно, что коэффициент относительной
биологической эффективности (ОБЭ) для прото-
нов, характеризующий степень воздействия излу-
чения на биологические структуры относительно
гамма- или рентгеновского излучения, невысок,
и согласно рекомендациям Международной ко-
миссии по радиационным единицам составляет
1.1 при расчете доз протонной терапии в клиниче-
ских условиях [5–7]. Для дальнейшего расшире-
ния и совершенствования протонной терапии в
последние годы были разработаны подходы и ме-
тодики с целью усиления эффекта протонного
излучения с использованием FLASH-терапии [8],
наноэнхансеров [9], схем гипофракционирова-
ния [10, 11], а также в сочетании с другими видами
облучения и гипертермией [12]. Эти направления
в исследованиях обусловлены не только стремле-
нием увеличить ОБЭ протонов и, следовательно,
эффективность лучевой терапии, но и сменой на-
учных парадигм о происхождении и развитии он-
кологических заболеваний, а также о причинах
возникновения их рецидивов [13]. В последние
годы сформировалось представление о сложном
клеточном строении злокачественных образова-
ний и присутствия в них опухолевых стволовых
клеток (ОСК), которые обладают способностью
не только формировать опухоль и поддерживать
ее рост, но и имеют более высокую резистент-
ность к действию редкоионизирующих излуче-
ний по сравнению с другими клетками опухоли
[14]. Многие факты также указывают на то, что
именно ОСК отвечают не только за радиорези-
стентность таких агрессивных опухолей головно-
го мозга как мультиформная глиобластома, но и
за возникновение рецидивов после радиотерапии
других видов онкологических заболеваний [9].
Показано, что излучения с высокими значениями
линейной потери энергии (ЛПЭ), так называе-
мые плотноионизирующие, к которым относятся
протоны, ионы углерода и нейтроны, способны
преодолеть радиорезистентность ОСК за счет ин-
дукции в них нерепарируемых повреждений ДНК
[15, 16], что делает лечение злокачественных но-
вообразований эффективным не только за счет
подавления роста опухоли, но и снижения часто-
ты рецидивирования. Также установлено, что об-
лучение протонами с энергией 3 МэВ в дозах, эк-
вивалентных дозам гамма-излучения, более эф-

фективно снижало популяцию ОСК-подобных
клеток карциномы легкого, а экспрессия генов,
участвующих в гибели клеток, возрастала в десять
раз [17]. 

В ряде исследований показана высокая эф-
фективность нейтронов при лечении радиорези-
стентных и достаточно распространенных опухо-
лей молочной железы, легкого, гортани, метаста-
зов плоскоклеточного рака, опухолей слюнных
желез, различных видов сарком [18, 19]. Особен-
ностью биологического действия нейтронов яв-
ляется практически полное отсутствие зависимо-
сти развития повреждающего эффекта от насы-
щения клеток кислородом и фаз клеточного
цикла, а также индуцирование нерепарируемых
двунитевых разрывов ДНК, приводящих к гибели
опухолевых клеток, в том числе и ОСК, в отличие
от действия гамма-излучения [20, 21]. В исследо-
ваниях на культурах клеток и на различных видах
животных установлено, что в зависимости от
энергии частиц, дозы и радиочувствительности
объекта ОБЭ нейтронов находится в диапазоне
1.2–8.0 [22]. Исследования клоногенной актив-
ности клеток мышиной меланомы В-16 показали,
что предварительное нейтронное облучение мо-
жет усиливать действие фотонного облучения как
аддитивно, так и синергетически, причем эффект
зависит от соотношения дозы нейтронов и сум-
марной дозы [23]. Обнаружено, что одновремен-
ное воздействие нейтронов с энергией 14 МэВ и
γ-излучения приводит к синергетическому био-
логическому действию при вкладе нейтронов в
суммарную поглощенную дозу 15% или макси-
мум 30% и его снижению до аддитивного при
вкладе нейтронов 45%. В экспериментах на мы-
шах с использованием 30-суточной выживаемо-
сти ОБЭ импульсного и непрерывного γ-ней-
тронного излучений была определена в пределах
1.9–3.0 и зависела от режима воздействия и рас-
стояния между активными зонами реактора и
платформы с мышами [24]. Современные тенден-
ции использования быстрых нейтронов в лучевой
терапии заключаются в замене их самостоятель-
ного применения на схемы сочетанного гамма-
нейтронного воздействия, в которых вклад ней-
тронов в суммарную очаговую дозу колеблется от
20 до 40% [25].

В предыдущих исследованиях нами при экс-
тремальном гипофракционированном облучении
тонким сканирующим пучком протонов (ТСПП)
солидной формы асцитной карциномы Эрлиха
(АКЭ) в дозах 30+30 Гр [10] и 40+40 Гр [11] была
показана эффективность воздействия на рост
первичных опухолей, продолжительность перио-
да ремиссии, частоту рецидивов и среднюю про-
должительность жизни (СПЖ) мышей [26]. С
учетом полученных результатов было высказано
предположение, что появление вторичных опухо-
лей происходит за счет сохранения единичных
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наиболее радиоустойчивых опухолевых клеток,
скорее всего ОСК. Поскольку имеются суще-
ственные доказательства, свидетельствующие о
вкладе ОСК в формирование вторичных солид-
ных злокачественных новообразований на более
поздних сроках в месте расположения первичной
опухоли, а также в других местах [27], то для по-
вышения эффективности протонной терапии не-
обходимо усилить воздействия на ОСК и снизить
частоту рецидивирования.

Целью настоящей работы было исследование
влияния последовательности действия протон-
ного излучения в суммарной дозе 80 Гр и ней-
тронного в дозе 5 Гр при сочетанном облучении
солидной формы АКЭ на опухолевый ответ и лу-
чевые реакции кожи у мышей-опухоленосителей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводили на белых беспород-

ных мышах-самцах линии SHK в возрасте 8–9 не-
дель массой 24–28 г. Мыши содержались в вива-
рии ИТЭБ РАН в стандартных условиях и имели
свободный доступ к сухому корму и воде [28].
Мышей контрольной и опытных групп содержа-
ли в одинаковых условиях на протяжении всего
эксперимента. Было использовано 120 мышей, по
15–30 особей в каждой группе. 

В качестве модели опухоли была выбрана со-
лидная форма АКЭ [29]. Линия опухолевых кле-
ток получена в РНЦ им. Н.Н. Блохина (Москва,
Россия). Клетки АКЭ поддерживали in vivo в фор-
ме асцита у мышей SHK путем серийной внутри-
брюшинной инокуляции с интервалом 7–9 суток.
У животных в асептических условиях извлекали
асцитную жидкость и трижды промывали фос-
фатно-солевым буфером с помощью центрифу-
гирования при 500 об/мин в течение 5 мин. Клет-
ки АКЭ после центрифугирования тестировали
на жизнеспособность с помощью красителя три-
панового синего. Количество клеток подсчиты-
вали с помощью камеры Горяева и суспендирова-
ли в физиологическом растворе в конечной кон-
центрации 20·106 клеток/мл. Для индукции
солидной АКЭ мышам внутримышечно вводили
2·106 клеток в бедро левой задней лапы. При та-
кой имплантации опухолевых клеток частота ин-
дукции АКЭ у мышей через 5 суток составляла
100%, и животные гибли через 47 ± 5 суток.

Первое локальное облучение опухолей у мы-
шей пучком протонов в пике Брэгга или нейтро-
нами проводили на пятые сутки после инокуля-
ции АКЭ, когда опухолевый узел пальпировался у
всех животных. Перед каждым облучением мы-
шей анестезировали внутрибрюшинной инъек-
цией селективных препаратов ксилазина (Inter-
chemie, Нидерланды) в дозировке 0.7 мг/кг и зо-
летила 100 (Virbac, Франция) – 3.4 мг/кг.

В эксперименте использовалось сочетанное с
нейтронами гипофракционированное облучение
опухолей тонким сканирующим пучком прото-
нов двумя фракциями по 40 Гр с интервалом 24 ч.
Данный режим протонного облучения был вы-
бран на основе наших предыдущих результатов
[11], где была показана полная регрессия первич-
ных опухолевых узлов у всех мышей, двукратное
снижение частоты рецидивов и увеличение
средней продолжительности жизни на 35% у мы-
шей с облученной АКЭ, по схеме 40 + 40 Гр, в от-
личие от фракционированного облучения в дозах
30 + 30 Гр. Доза облучения нейтронами 5 Гр была
выбрана с учетом величины ОБЭ непрерывных
нейтронов с энергией 14 МэВ, равной 2.4–2.6, ко-
торая была определена на клетках мышиной ме-
ланомы В-16 [30] и расчета доли нейтронов в сум-
марной дозе облучения около 15% для получения
синергетического или аддитивного эффекта. 

Опухоль у мышей в первой группе облучали
только двумя фракциями ТСПП («протоны»), во
второй группе предварительно за 3 ч до первой
фракции ТСПП мышей с АКЭ облучали нейтро-
нами в дозе 5 Гр («нейтроны+протоны»), третью
группу облучали нейтронами в дозе 5 Гр через 3 ч
после второй фракции ТСПП («протоны+ней-
троны»), а в четвертой группе опухоль однократ-
но облучали нейтронами в дозе 5 Гр («нейтро-
ны»). Пятая (контрольная) группа включала
необлученных мышей с опухолями, подвергав-
шихся транспортировке к источникам излуче-
ний, анестезии и имитации условий облучения.

В качестве источника протонного излучения
использовали комплекс протонной терапии
«Прометеус» (Физико-технический центр
ФИАН, Протвино, Московская обл.) [31]. Перед
облучением мышь фиксировали пластиковыми
зажимами на платформе из полипропилена та-
ким образом, чтобы облучаемая конечность была
максимально удалена от тела. Платформу на-
клонно погружали в водный фантом и получали
томограмму с помощью компьютерного томогра-
фа с коническим пучком, интегрированного в
ускоритель. Для каждой мыши был определен
размер опухоли и рассчитан средний фактиче-
ский объем облучения, который равнялся
0.47 см3. Этот объем был выбран на основе наших
предыдущих работ, где была показана более вы-
сокая противоопухолевая эффективность и зна-
чительное увеличение СПЖ мышей при облуче-
нии ТСПП именно пальпируемого объема ткани
по сравнению с облучением большего по класси-
фикации МКРЕ-62, так называемого планируе-
мого объема [10, 26, 32].

Расчет дозы в заданном объеме проводили в
программе планирования облучения, основан-
ной на методе Монте-Карло с итеративной дина-
мической оптимизацией по соотношению
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min/max дозы, которая позволяет получить рав-
номерное распределение дозы. Верификацию по-
ложения каждой мыши при облучении произво-
дили с помощью лазерной системы позициони-
рования и съемки проекций с совмещением
текущего положения мишени с исходным с точ-
ностью 1 мм (рис. 1). Облучение заданного объе-
ма проводили с двух полей ТСПП, энергия про-
тонов на выходе с направления 0° оставляла 98–
104 МэВ, с направления 180° – 96–100 МэВ, сиг-
ма пучка на входе в водный фантом составляла
2.8–3.6 мм. Среднее значение ЛПЭ, рассчитан-
ное по программе планирования, в модифициро-
ванном пике было равно 2.5 ± 0.5 кэВ/мкм. Облу-
чение проходило в импульсном режиме с дли-
тельностью импульса 200 мс и  цикличностью
1 импульс в 2 с. Контрольное облучение водного
фантома осуществляли с установленными в нем
дозиметрами. Дозиметрию протонного облуче-
ния проводили с помощью алмазного детектора
(ИФТП, Россия) и пленки радиационного кон-
троля Gafchromic EBT2 (США). Погрешность
определения поглощенной дозы протонов соста-
вила около 5%.

Источником нейтронов служил портативный
нейтронный генератор непрерывного действия
НГ-14 (МРНЦ им. А.Ф. Цыба – филиал НМИРЦ
Минздрава России, Обнинск, Калужская обл.).
Принцип работы генератора заключается в уско-
рении до энергии 100–300 кэВ ионов дейтерия на
тритиевую мишень. В результате реакции
3H(d,n)4He образуются нейтроны с энергией
~14 МэВ и потоком нейтронов ~1010 н/с [33]. Мы-
шей, разделенных на подгруппы по пять живот-
ных в каждой, облучали нейтронами на полиме-
тилметакрилатной платформе. Для локального
облучения АКЭ левые задние лапы мышей
фиксировали в центре платформы на расстоянии
5–6 см от мишени генератора таким образом,
чтобы бедро мыши находилось в поле облучения
(рис. 2). Технические параметры установки не
позволяли проводить локальное облучение толь-

ко пальпируемого объема опухоли, поэтому была
облучена вся левая лапа с опухолью. Мощность
дозы нейтронов на выходе составила 41·10–4 Гр/с.
Мониторинг непрерывного потока нейтронов
осуществлялся с помощью «Измерителя ней-
тронного потока автоматизированного» (ИНПА,
разработки ВНИИА им. Н.Л. Духова, Москва).
Погрешность определения поглощенной дозы
составляла 12–15%.

За мышами наблюдали ежедневно на протяже-
нии всей их жизни, для выявления опухолевого
ответа определяли динамику роста АКЭ, реги-
стрировали продолжительность ремиссии, часто-
ту рецидивов опухолей и СПЖ мышей с рециди-
вами и полностью «вылеченных». Животных в
терминальном состоянии подвергали эвтаназии,
считая этот день датой гибели.

Динамику роста АКЭ определяли по объему
опухоли дважды в неделю в течение месяца. Для
вычисления объема опухоли у каждой мыши из-
меряли три ортогональных диаметра, и объем

Рис. 1. Положение мыши в водном фантоме во время облучения тонким сканирующим пучком протонов.

Рис. 2. Положение мышей во время облучения нейтро-
нами на нейтронном генераторе НГ-14.
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опухоли в см3 рассчитывали по следующей фор-
муле [34]: 

V = π/6·d1·d2·d3,
где d1–d3 – три ортогональных диаметра. Для
оценки острых кожных реакций после облучения
опухоли, локализованной на бедре левой задней
лапы мыши, использовали шкалу оценки радиа-
ционной токсичности RTOG/EORTC [35]. За
мышами ежедневно наблюдали с первых по соро-
ковые сутки после облучения и оценивали общее
количество животных с кожными реакциями, тип
и степень повреждений и продолжительность за-
живления. После максимального проявления ре-
акций у мышей повреждения кожи купировали с
помощью консервативной терапии 15% раство-
ром диметилсульфоксида (ОАО «Татхимфарм-

препараты», Россия) и линиментами или мазями
оксикортом (Тархоминские фармацевтические
заводы Польфа, Польша) и флуцинаром (Jelfa SA,
Польша). 

Статистическую оценку различий между груп-
пами, имеющими нормальное распределение,
проводили с помощью критерия Стьюдента; в
остальных случаях использовали непараметриче-
ский U-критерий Манна–Уитни. Показатели вы-
живаемости мышей сравнивали с помощью непа-
раметрических критериев: критерия Гехана–
Вилкоксона для оценки продолжительности жиз-
ни погибших от облучения животных и логранго-
вого критерия для сравнения 30-суточной выжи-
ваемости. Различия считали статистически зна-
чимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

На рис. 3 представлены кривые роста АКЭ у
мышей после облучения нейтронами и протона-
ми в разной последовательности. Во всех группах
как при сочетанном, так и только при протонном
облучении у всех мышей наблюдалась регрессия
первичного опухолевого узла через неделю после
облучения и отсутствие вторичного роста опухо-
ли в течение месяца.

В группе мышей с АКЭ, облученной только
нейтронами, у всех животных наблюдался рост
опухоли, но скорость роста по сравнению с необ-
лученным контролем была значительно ниже.
Время задержки роста опухоли [36], которое вы-
числялось как разница между средним временем
роста опухоли (время, необходимое для того, что-
бы опухоль стала в пять раз больше по отноше-
нию к исходному объему) в группе нейтронного
облучения и необлученного контроля, составило
15 суток, затем опухоли увеличивались с одинако-
вой скоростью. На рис. 4 представлена динамика
гибели мышей с АКЭ в группе, облученной ней-
тронами, по сравнению с необлученными мыша-
ми-опухоленосителями. Задержка роста опухо-
лей после нейтронного облучения увеличила
максимальную продолжительность жизни мы-
шей с опухолями до 77 суток по сравнению с кон-
тролем, где она равна 54 суткам, а СПЖ живот-
ных облученной группы увеличилось на 15 суток
(рис. 4). 

Одновременно у мышей оценивали тяжесть и
течение острых лучевых поражений кожи в обла-
сти облучения. В связи с тем, что пальпируемый
объем опухоли был соизмерим с размером лапы
животного, и опухолевый узел примыкал к кож-
ным покровам, то при облучении кожа получала
значительную дозу. Время латентного периода
развития повреждений кожи в группе нейтроны
составило 16 суток, кожные поражения наблюда-
лись у 50% мышей и достигали максимальной

Рис. 3. Динамика роста АКЭ у мышей после облучения
пучком протонов 40 + 40 Гр и их сочетанного воздей-
ствия с нейтронами в дозе 5 Гр. Данные представлены
как среднее значение ± SD, p ≤ 0.01по сравнению с кон-
тролем.

Рис. 4. Динамика гибели мышей-опухоленосителей по-
сле облучения нейтронами в дозе 5 Гр по сравнению с
контрольной группой (* – p ≤ 0.05).
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степени у 40% животных к 30 суткам после облу-
чения. В экспериментальных группах протонного
и сочетанного облучения время латентного пери-
ода было одинаковым и составляло 10–12 суток. В
группе «нейтроны+протоны» кожные реакции на
13-е сутки наблюдались у 100% мышей, в группе
«протоны» – у 70.8%, а в группе «протоны+ней-
троны» – только у 43% мышей. Период проявле-
ния выраженных лучевых поражений кожи со-
ставлял 5–7 суток для всех групп, однако тяжесть
кожных реакций была различна: в группе «ней-
троны+протоны» самая тяжелая четвертая сте-
пень поражений, характеризуемая появлением
язв и некрозов, наблюдалась у 87.5%, в группе
«протоны» – у 46%, а в группе «протоны + ней-
троны» – только у 14% мышей. Кроме того, в
группе «протоны + нейтроны», в которой наблю-
дали самую низкую частоту общего количества
кожных реакций, у 29% мышей лучевые пораже-
ния были легкими и не развивались более первой
степени (умеренная эритема, эпиляция, сухой
эпидермит) (табл. 1).

Облучение опухоли только нейтронами в дозе
5 Гр приводило к развитию самой тяжелой степе-
ни кожных повреждений у 40% мышей, почти
столько же, что и при действии двух фракций по
40 Гр протонного излучения, а сочетанное облу-
чение нейтронами до протонов почти в два раза
увеличивало частоту наиболее тяжелых кожных
реакций по сравнению с одним только протон-
ным облучением. Неожиданным оказалось то,
что в варианте, где мыши облучались нейтронами
после ТСПП, наблюдалась самая благополучная
картина лучевых последствий: низкая доля мы-
шей с четвертой степенью поражения кожи, и у
30% мышей была небольшая степень выраженно-
сти поражений.  Длительность репаративного пе-
риода повреждений кожи была практически оди-
наковой для всех облученных животных, и со-
ставляла 30–35 суток с момента появления
первых реакций, но волосяной покров в месте об-
лучения опухоли восстановился к 40 суткам в

группе «нейтроны + протоны» только у 28%, в
группе «протоны» – у 45% и в группе «протоны +
нейтроны» – у 50% мышей.  Таким образом, по
нескольким параметрам, характеризующим по-
вреждение кожи (доля мышей с кожными реак-
циями, соотношение разных степеней тяжести,
скорости восстановления повреждений), показа-
но влияние последовательности облучения раз-
ными типами излучения, поскольку предвари-
тельное облучение нейтронами в дозе 5 Гр перед
протонным облучением значительно усиливает
эту категорию побочных последствий, что приво-
дит к дополнительной интоксикации мышей,
связанной с острым и хроническим воспалением,
и может существенно влиять на более отдаленные
последствия. 

Далее мы наблюдали за отдаленными лучевы-
ми последствиями только у мышей с полной ре-
грессией опухолевых узлов. Через 35–46 суток
после последнего облучения во всех группах на-
блюдали первые случаи возобновления роста
опухолей у мышей. Средняя продолжительность
безрецидивного периода в группе «протоны» со-
ставила 85 суток, а в группах с разной последова-
тельностью излучений срок ремиссии был ниже и
составлял 43 и 60 суток (табл. 2). СПЖ мышей без
рецидивов в группах с воздействием нейтронов и
протонов была достоверно меньше (118 и 124 су-
ток) по сравнению с группой мышей, облученных
только протонами (278 суток). СПЖ мышей с ре-
цидивами в группе «протоны» составляла 115 су-
ток после облучения; в группах «нейтроны + про-
тоны» и «протоны + нейтроны» она была меньше,
65 и 80 дней соответственно. 

На рис. 5 показана выраженность таких отда-
ленных эффектов, как доля мышей без опухолей,
количество погибших мышей без опухолей и по-
явление рецидивов на 60-е сутки (рис. 5а) и на
90-е сутки (рис. 5б) в зависимости от последова-
тельности облучения. На 60-е сутки после облу-
чения количество излеченных животных в группе
«протоны» было значительно больше (p ≤ 0.05) по

Таблица 1. Ранние лучевые реакции кожи у мышей после облучения АКЭ нейтронами и протонами по
классификации RTOG/EORTC-95

Лучевые реакции
Развитие лучевых реакций, % 

нейтроны протоны нейтроны + протоны протоны + нейтроны
0 – нет проявлений 50% – – –
1 – умеренная эритема, эпиляция, 
сухой эпидермит 10% – – 28.6% 

2 – яркая эритема, островковый 
влажный эпидермит, умеренный отек – 4.2% – –

3 – сливной влажный эпидермит, отек с 
вдавлением – 50% 12.5% 57.1% 

4 – язва, кровотечение, некроз, 
глубокое повреждение тканей 40% 45.8% 87.5% 14.3% 
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сравнению с таковым в группе «протоны + ней-
троны»; максимальная гибель у мышей наблюда-
лась в группе «протоны + нейтроны», а количе-
ство рецидивов во всех группах было одинако-
вым. На 90-е сутки после облучения количество
погибших животных в группе «протоны + ней-
троны» значительно увеличилось, что не наблю-
далось в других группах. Количество животных с
рецидивами опухолей в группе «протоны» увели-
чилось почти вдвое, а в группе «протоны + ней-
троны» – в полтора раза. У мышей, подвергшихся
комбинированному облучению, все случаи воз-
обновления роста опухоли наблюдались в тече-
ние пяти-двенадцати недель после облучения, в
отличие от мышей, облученных только протона-
ми, у которых возобновление роста опухоли на-
блюдалось в более поздние сроки, через 19–35 не-
дель (рис. 6). На протяжении всего периода на-
блюдения доля мышей с возобновившимся
ростом опухоли той же локализации, что и пер-
вичная, составил 36% в группе «протоны» и 50 и

43% – соответственно в группах «нейтроны +
+ протоны» и «протоны + нейтроны».

На рис. 7 показано время роста рецидивных
опухолей у мышей после протонного и комбини-
рованного облучения, которое определялось как
время, необходимое для пятикратного увеличе-
ния исходного пальпируемого объема (0.47 см3).
Времена роста рецидивов, полученные для всех
животных, усредняли по каждой группе и рассчи-
тывали время задержки роста опухоли как разни-
цу между временем роста рецидивных опухолей
экспериментальной группы и необлученного
контроля [36]. Время задержки роста опухоли в
группе «протоны» на 13-е сутки отличалось отно-
сительно контрольной группы, а для групп «ней-
троны + протоны» и «протоны + нейтроны» было
таким же, как и в контроле. Таким образом, в
группе «протоны» рецидивные опухоли росли
медленнее, чем в группах комбинированного об-
лучения.

Таблица 2. Средняя продолжительность безрецидивного периода и СПЖ мышей после сочетанного воздействия
нейтронов и протонов

Условия облучения

Время появления 
первой 

рецидивной 
опухоли, сут

Средняя 
продолжительность 

безрецидивного 
периода, сут

СПЖ мышей, сут

С рецидивами Без рецидивов

протоны (40+40 Гр) 35 85 115 278

нейтроны (5 Гр) +
протоны (40+40 Гр) 39 43* 65* 118*

протоны (40+40 Гр) + 
нейтроны (5 Гр) 46 60 80 124*

Примечание. * – p ≤ 0.05 по сравнению с группой протонного воздействия.

Рис. 5. Отдаленные эффекты у мышей с АКЭ после протонного и комбинированного облучения: на 60-e сутки (a) и на
90-е сутки (б).
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«Вылеченные» мыши, у которых опухолевый
узел не развивался в месте облучения на протяже-
нии всей жизни, в группах, подвергшихся комби-
нированному облучению, гибли раньше, чем в
группе, подвергавшейся только протонному об-
лучению. Максимальная продолжительность
жизни в группе «нейтроны + протоны» составила
7 месяцев, в группе протоны + нейтроны – 11 ме-
сяцев, в группе протоны – 21 месяц. 

Таким образом, анализ таких отдаленных по-
следствий облучения, как время ремиссии, часто-
та и скорость роста вторичных опухолей, продол-
жительность жизни мышей-опухоленосителей
показал, что дополнительное воздействие ней-
тронов как до, так и после протонного облучения
значительно ухудшает эти показатели эффектив-
ности терапии. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

По сравнению с фотонным излучением радио-
биологическое действие адронов (протонов, ней-
тронов и ионов углерода) характеризуется индук-
цией преимущественно летальных повреждений
ДНК и практически не зависит от фазы клеточно-
го цикла. Протонное облучение значительно сни-
жает коэффициент усиления кислорода в ткани,
сводит к минимуму ускоренную репопуляцию
опухолевых клеток, подавляет их способность к
метастазированию и более эффективно повре-
ждает радиорезистентные ОСК, что, как правило,
является причиной возникновения вторичных
злокачественных новообразований [1, 7]. В на-
стоящее время происходит смена классических
представлений о механизмах возникновения, ро-
ста и взаимодействия структурных компонентов
опухоли, метастазирования и рецидива [37]. Это
объясняется тем, что ключевым звеном в индук-

ции развития опухоли считается достаточно не-
большое количество (обычно всего 1–4%) ОСК,
обладающих свойствами стволовых клеток: спо-
собностью к самовосстановлению, обновлению и
дифференцировке, относительно более высокой
радиорезистентностью и способностью к мета-
стазированию. Показано, что количество ОСК в
культурах различных тканей увеличивается после
однократного облучения в диапазоне доз 1–10 Гр,
а опухолевые не стволовые клетки погибают при
увеличении дозы. После фракционированного
рентгеновского облучения in vivo в суммарной до-
зе 10 Гр у всех больных раком верхних дыхатель-
ных путей увеличилось относительное количе-
ство ОСК [8]. По сравнению с гамма-излучением
эквивалентные дозы низкоэнергетических про-
тонов с энергией 3 МэВ более эффективно сни-
жали популяцию клеток ОСК-подобной карци-
номы легкого; при этом экспрессия генов, участ-
вующих в клеточной гибели, возрастала в десять
раз [17]. Эти результаты дают основание для более
интенсивных поисков новых путей в адронной
терапии для контроля резистентности новообра-
зований к лучевой терапии и снижения частоты
рецидивов, и одним из таких способов, на наш
взгляд, является гипофракционированное высо-
кодозное протонное облучение [10]. Представля-
ется очевидным, что эксперименты на клеточных
культурах не позволяют оценить реакцию слож-
ной многофункциональной структуры опухоли,
содержащей клетки с разной чувствительностью
или даже совершенно противоположными отве-
тами на одни и те же дозы облучения. Важнейши-
ми критериями эффективности современной те-
рапии онкологических заболеваний являются
длительность безрецидивного периода, частота
рецидивов и продолжительность жизни больных.
В связи с этим для разработки новых схем фрак-
ционированного облучения при протонной тера-

Рис. 6. Динамика появления вторичных опухолей после
облучения пучком протонов 40 + 40 Гр и их сочетанного
воздействия с нейтронами в дозе 5 Гр.

Рис. 7. Время роста рецидивных опухолей у мышей
после протонного и комбинированного облучения.
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пии необходимы модели опухолей на животных,
позволяющие не только оценивать ранние проти-
воопухолевые эффекты и реакции нормальных
здоровых тканей, но и отслеживать динамику ре-
миссии, индукции рецидивов и выживания жи-
вотных.

Здесь мы предприняли попытку повысить
противоопухолевую эффективность облучения
протонами в сочетании с нейтронным излучени-
ем в разной последовательности. Показано, что
комбинированное облучение мышей нейтронами
в дозе 5 Гр как до, так и после двукратного про-
тонного облучения также, как и при облучении
только пучком протонов, эффективно подавляло
рост солидной АКЭ в течение месяца после воз-
действия. По частоте и тяжести лучевых пораже-
ний кожи, которая служили моделью ответа
здоровых тканей, наблюдаемых через 15–40 сут
после радиационной терапии, облучение нейтро-
нами после протонного облучения приводило к
значительному улучшению этих показателей по
сравнению с одним протонным облучением, од-
нако облучение нейтронами перед протонным
облучением оказалось более повреждающим, чем
в других вариантах. В работе [38] было показано,
что воздействие излучения с высокой ЛПЭ (ионы
углерода, нейтроны) перед облучением протона-
ми приводит к более низкой выживаемости кле-
ток китайского хомячка B14-150 (фибросаркома)
по сравнению с облучением сначала протонами.
Авторы предположили, что повреждения клеток,
вызванные протонами с низкой ЛПЭ, репариро-
вались в промежутке между фракциями, а повре-
ждения, вызванные частицами с высокой ЛПЭ,
были в основном нерепарируемыми. Таким обра-
зом, порядок воздействия излучениями с низкой
и высокой ЛПЭ при комбинированном воздей-
ствии на клетки имеет значение. В работе [39] от-
метили, что последовательность гамма-излуче-
ния и нейтронов при фракционированном облу-
чении опухолей у животных и доля нейтронов в
кумулятивной дозе имеют большое значение, по-
скольку облучение нейтронным излучением в до-
зе 2.5 Гр следует за фракционированным гамма-
облучением. Облучение в дозе 28 Гр более эффек-
тивно подавляло рост опухоли и не влияло на
кожные реакции по сравнению с облучением
нейтронами до гамма-облучения.

При всех последовательностях облучения, ис-
пользованных в нашей работе, наблюдалось пол-
ное подавление опухолевого роста, но реакции
нормальных тканей сильно различались. У мы-
шей с опухолями, подвергшихся комбинирован-
ному облучению, такие показатели эффективно-
сти лечения, как продолжительность ремиссии,
частота повторного роста опухоли и СПЖ были
значительно хуже, чем у животных, облученных
только протонами. Из-за специфики распределе-
ния поглощенной энергии в веществе при дей-

ствии на опухоли частиц с высокими значениями
ЛПЭ, таких как нейтроны, облучению подверга-
ются и здоровые ткани, что вызывает радиацион-
ные повреждения в клетках, окружающих опу-
холь. В нашей работе мы облучали опухоль, лока-
лизованную в бедре мыши, в которой количество
миелокариоцитов в семь-восемь раз больше, чем
в голени или предплечье [40]; предположительно,
локальное облучение этой области нейтронами
способствует дополнительному подавлению вос-
становления кроветворения, что приводит к
уменьшению продолжительности жизни после
комбинированного облучения. Кроме того, при
локальном облучении нейтронами в относитель-
но небольшой дозе охватывался больший объем
здоровой ткани, окружающей опухоль, чем при
высокоточном облучении сканирующим пучком
протонов, что также могло негативно сказывать-
ся на состоянии мышей в отдаленные сроки. Ра-
нее нами при облучении опухоли протонами бы-
ла показана зависимость СПЖ мышей от объема
облучения нормальной ткани, окружающей опу-
холь [26]. Возможно, негативное влияние комби-
нированного облучения на отдаленные послед-
ствия, связано и с тем, что ОБЭ нейтронов при
прохождении возрастает обратно пропорцио-
нально дозе, что оказывает более сильное повре-
ждающее действие на нормальные ткани вне опу-
холи [22].

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что регистрация ранних и отдаленных по-
следствий по нескольким критериям, позволяет
более полно оценить эффективность схем облу-
чения и, вероятно, эту информацию следует учи-
тывать при выборе терапии той или иной опухоли
в зависимости от ее локализации, размера, фор-
мы, близости к критическим органам и возмож-
ный вклад повреждения кожи в последствия ле-
чения. Полученные данные выявили сложные за-
кономерности реакции опухоли и здоровых
тканей в зависимости от последовательности об-
лучения при комбинированном воздействии из-
лучений разного качества. На современном этапе
развития протонной терапии становится очевид-
ной необходимость дальнейшего накопления
экспериментальных радиобиологических данных
для корректного определения ОБЭ протонов в те-
рапевтических условиях на моделях опухолей и
нормальных тканей in vivo методами, аналогич-
ными тем, что применяются для доклинических и
клинических испытаний лекарственных средств. 
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 Early and Remote Sequence Effect of Neutron and Proton Irradiation 
on the Tumor Response of Solid Ehrlich Carcinoma and Skin Reactions in Mice

 O.M. Rozanova*, E.N. Smirnova*, T.A. Belyakova**, N.S. Strelnikova**,
A.E. Shemyakov*, **, and A.V. Smirnov**

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

**Physical-Technical Center of Lebedev Physical Institute, Russian Academy of Sciences,
Akademicheskii proezd 2/110, Protvino, Moscow Region, 142281 Russia

The present study evaluated the sequence effect of proton  (at a total dose of 80 Gy) and neutron radiation (at
a dose of 5 Gy) on tumor response and skin reactions in mice bearing solid tumor of Ehrlich ascites carcinoma
exposed to combined radiation. It was shown that neutron radiation used either before or after proton radia-
tion effectively reduces proliferation of solid Ehrlich ascites carcinoma in mice for one month after irradia-
tion. Our work showed that parameter values for the frequency and severity of radiation-induced skin reac-
tions in mice at 15–40 days postirradiation were much better when animals were exposed to neutrons after
proton therapy, as opposed to those obtained after the use of only proton therapy. However, neutron exposure
process before proton irradiation was rather damaging sequence than another one. It was also found that the
tumor relapse rate in the groups of animals exposed to combined radiation was higher, and the overall lifespan
was shorter than that in the group of mice irradiated only with protons.

Keywords: neutrons, protons, Ehrlich ascites carcinoma, radiation-induced skin reaction, tumor relapses, mice
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Проведена оценка влияния консервирующего раствора «Кустодиол» на сократимость и частоту сер-
дечных сокращений изолированного сердца крысы при пролонгированной гипотермической
(+4°С) газовой консервации под давлением 6.5 атм смеси монооксида углерода и кислорода с про-
должительностью хранения 6, 12 и 24 ч. Показано, что «Кустодиол», являющийся золотым стандар-
том хранения сердца в России, не проявляет синергических эффектов при сочетанном использова-
нии с консервирующей газовой смесью. После 12 ч хранения сократимость в группе «Кустодиол/га-
зовая смесь» по показателю давления, развиваемого левым желудочком, снизилась до 34 ± 9% от
показателя интактного контроля, принятого за 100%. В то же время в группе без «Кустодиола» дан-
ный показатель оказался достоверно выше, составив 61 ± 9%. При сроках хранения 6 и 24 ч мы не
зафиксировали достоверные отличия давления, развиваемого левым желудочком, в обеих группах
при уровнях падения сократимости порядка 75% (6 ч) и 30% (24 ч) от контроля. Показана высокая
сохранность сердца при консервации органа, не отмытого от крови. Данный факт может найти свое
применение при длительной газовой гипотермической консервации с применением кровяной кар-
диоплегии или плегии с добавлением элементов крови к кристаллоидным растворам.

Ключевые слова: монооксид углерода, кустодиол, консервирующий раствор, газ, орган, хранение, сердце,
крыса, консервация, гипотермия.
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Количество выполняемых трансплантаций
сердца в России и мире ограничено в силу таких
причин, как дефицит органов из-за строгих усло-
вий отбора доноров и малое время хранения
трансплантата сердца. Используемый в клиниче-
ской практике метод сохранения донорских орга-
нов – статическая холодовая консервация [1], в
основе которого лежит синергическое действие
гипотермии (4°С) и протективных консервирую-
щих растворов, имеет ряд недостатков, главным
из которых является малый срок хранения, со-
ставляющий для сердца всего 4–6 ч. В связи с
этим в последнее время получили развитие такие
направления исследований, как оптимизация су-
ществующих консервирующих растворов, кисло-
родная персуфляция и нормотермическая аппа-

ратная перфузия [2–4]. Одним из новых методов,
обещающих перспективы серьезной пролонга-
ции предельных сроков хранения донорского
сердца, является газовая гипотермическая кон-
сервация под давлением газовых смесей на осно-
ве монооксида углерода.

Монооксид углерода привычно считается ток-
сичным газом, обладающим высокой аффинно-
стью к гемоглобину, за счет чего блокирует достав-
ку кислорода кровью к тканям организма. Данная
молекула относится к группе тканевых газовых
мессенджеров и способна легко проникать через
мембрану клеток, обладает высокой скоростью
диффузии в тканях как при физиологических тем-
пературах, так и в условиях гипотермии. Показано,
что эндогенный СО играет существенную роль в
регулировании сосудистого тонуса, функции
тромбоцитов, эндотелиальных клеток и апоптоза
[5]. Ранее на биомодели изолированного сердца
различных лабораторных животных было показа-
но трех-четырехкратное продление сроков хране-

Сокращения: ОГП – оксигенированная гипотермическая
перфузия; ДРЛЖ – давление, развиваемое левым желудоч-
ком, НОРЕ – гипотермическая кислородная перфузия
(Hypothermic oxygenated perfusion). 
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ния трансплантата под действием газовой смеси,
состоящей из монооксида углерода и кислорода
[6–8], значительно превышающее 4–6 ч, достигае-
мых в стандартных консервирующих растворах
«Кустодиола» или «Виаспана» [9]. В России золо-
тым стандартом в трансплантологической практи-
ке является «Кустодиол». Данный раствор обеспе-
чивает приемлемую защиту от ишемических по-
вреждений при погружении трансплантата в
раствор при сроках хранения до 4 ч [10]. 

Как сочетаются использование консервирую-
щего раствора и газовая консервация? Растворы,
которые пробуют использовать для перфузии ко-
ронарного русла перед непосредственно газовой
консервацией, разнятся, включая раствор Креб-
са–Хенселейта, «Виаспан» и др. [7, 11]. В исследо-
вании, выполненном в нашей лаборатории [8],
использовали раствор «Евро-Коллинз». Является
ли пролонгация времени хранения органа резуль-
татом сочетанного действия монооксида углерода
и консервирующего раствора или при хранении
органа под избыточным давлением газовой смеси
обработка органа консервирующим раствором не
требуется? Целью данного исследования стал
сравнительный анализ восстановления функцио-
нальной активности сердец, прошедших и не
прошедших обработку раствором «Кустодиола»,
основным консервирующим агентом, применяе-
мым в России, после газовой гипотермической
консервации под избыточным давлением газовой
смеси, состоящей из монооксида углерода и кис-
лорода. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на половозрелых
самцах крыс линии Вистар массой 230 ± 25 г
(n = 36). 

Экспериментальную газовую смесь готовили,
как описано в методике [8]. После наркотизации
крысы смесью, состоящей из 80 мкл препарата
«Золетил 100» (Valdepharm, Франция) и 20 мкл
препарата «Ксила» (Interchemie Werken "De Ad-
elaar" B.V., Нидерланды), животное фиксировали
на столике и проводили продольную срединную
лапаротомию. Далее в нижнюю полую вену вво-
дили раствор гепарина (ООО «Славянская апте-
ка», Россия) объемом 1 мл из расчета 50 МЕ/мл.
Спустя 5 мин проводили продольную срединную
стернотомию и выделяли сердце с частью аорты
длиной не менее 1 см. В рамках исследования был
проведен анализ следующих групп:

I. Группа «Контроль» (3 крысы) – нативное
сердце, не подвергавшееся хранению.

II. Группа «Кустодиол» (9 крыс) – хранение в
стандартном консервирующем растворе «Кусто-
диол» (Dr. F.KOHLER CHEMIE GmbH, Герма-

ния) при температуре 4°С. Время хранения – 6, 12
и 24 часа.

III. Группа «Кустодиол+CO» (12 крыс) – хра-
нение под давлением газовой смеси 6.5 атм, со-
стоящей из СO и O2 в соотношении 1 : 1 при 4°С
после обработки раствором «Кустодиола». Время
хранения – 6, 6 (ОГП, см. ниже), 12 и 24 ч.

IV. Группа «Кровь+CO» (12 крыс) – хранение
под давлением газовой смеси 1.5 атм, состоящей
из СO и O2 в соотношении 1 : 1 при 4°С. Время
хранения – 6, 6 (ОГП), 12 и 24 ч.

Для групп: II и III перед консервацией прово-
дили остановку сердца при помощи охлажденно-
го (4°С) раствора «Кустодиола». В аорту вводили
канюлю и фиксировали ее лигатурой. Далее серд-
це промывали охлажденным консервирующим
раствором в течение 5 мин на установке для пер-
фузии по Лангендорфу собственного изготовле-
ния с подключенным термостатом MiniStat 230
(Huber, Германия). По достижении состояния
кардиоплегии сердце снимали с канюли и поме-
щали в камеру для консервации. В группе IV оста-
новку сердца и отмывку его от крови не проводи-
ли, сразу после выделения орган помещали в ка-
меру для консервации.

Камеру на основе химического реактора Vivor
(Premex, Швейцария) (материал – сталь) [8]
предварительно охлаждали до температуры 4°С.
С целью поддержания влажности в камере во вре-
мя консервации на дно наливали дистиллирован-
ную воду до уровня в 1 см. После помещения
сердца в камеру проводили продувку последней
экспериментальной газовой смесью с целью вы-
теснения воздуха. Далее плотно закрывали каме-
ру и нагнетали газовую смесь до достижения тре-
буемого избыточного давления. Камеру помеща-
ли в емкость, наполненную водой (4°С) для
стабилизации температуры и убирали на хране-
ние в холодильник (4°С). После хранения камеру
извлекали из холодильника и проводили дегаза-
цию в течение 15 мин, плавно в ручном режиме
сбрасывая давление до атмосферного. Все работы
с газом выполняли под вытяжкой.

Сердце крысы после консервации подключали
к стенду isolatedHEART-SR (Hugo Sachs Elektron-
ik-Harvard Apparatus GmbH, Германия). Перфу-
зию осуществляли оксигенированным раствором
Тироде при температуре 37°С и давлении
80 мм рт. ст. В левый желудочек вводили латекс-
ный баллон собственного изготовления объемом
0.5 мл, подключенный к датчику для регистрации
развиваемого давления и частоты сердечных со-
кращений. После 30-минутного периода стаби-
лизации проводили снятие экспериментальных
данных при помощи программного обеспечения
isolated HEART. Исследуемые параметры реги-
стрировали в интервале с тридцатой по сороко-
вую минуты работы сердца на стенде. В данном
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временном промежутке отбирали 10 точек с диа-
столическим давлением в интервале от 5 до
10 мм рт. ст.

Для групп III «Кустодиол+СО», время хране-
ния 6 часов и IV «Кровь+СО», время хранения
6 часов были проведены дополнительные экспе-
рименты (6 крыс). После подключения сердца к
стенду был добавлен период оксигенированной
гипотермической перфузии (ОГП) раствором Ти-
роде. Начальная температура раствора составляла
10°С, спустя 5 мин перфузии осуществляли плав-
ный нагрев раствора до 37°С в течение 15 мин.
После нагрева раствора и сердца до нужной тем-
пературы выполняли описанные ранее манипу-
ляции.

Анализ данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения SigmaPlot 12.5 (Systat
Software Inc, США); данные выражали в виде
среднего значения ± стандартное отклонение.
Значимость различий определяли с использова-
нием U-критерия Манна–Уитни. Значения с
p < 0.05 считали статистически значимыми. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка функциональной активности изолиро-

ванного сердца крысы после 6–24 часов газовой ги-
потермической консервации. Показатели частоты
сердечных сокращений в группе II «Кустодиол» ре-
гистрировали только после 6 ч гипотермического
хранения. Они составили 220 ± 99 уд/мин (рис. 1а)
при уровне нативного контроля 250 ± 21 уд/мин

(группа I «Контроль»). При 12-часовом и 24-часо-
вом хранении сердце в группе «Кустодиол» не
восстановило функциональную активность. В
группе III «Кустодиол+СО» после 6 ч консерва-
ции показатель частоты сердечных сокращений
составил 250 ± 12 уд/мин, после 12 и 24 ч консер-
вации – 340 ± 22 и 365 ± 51 уд/мин соответствен-
но. В группе IV «Кровь+СО» показатели досто-
верно не отличались от нативного контроля на
всех временных интервалах гипотермической кон-
сервации, составив 249, 272 ± 15, 244 ± 54 уд/мин
для 6, 12 и 24 ч хранения органа. 

Анализ групп II «Кустодиол», III «Кусто-
диол+CO» и IV «Кровь+CO» со сроками хранения
6, 12 и 24 ч при температуре 4°С показал, что с уве-
личением времени консервации наблюдается по-
степенное снижение силы сокращения левого же-
лудочка во всех представленных группах (рис. 1б).
Так, спустя 6 ч консервации давление, развиваемое
левым желудочком (ДРЛЖ), снизилось cо
116 ± 25 мм рт. ст. (группа I «Контроль») до 79 ± 20
и 73 ± 10 мм рт. ст. для групп II «Кустодиол» и III
«Кустодиол+СО». В группе IV «Кровь+СО» вос-
становление функциональной активности наблю-
дали только в одном эксперименте из трех; при
этом среднее значение ДРЛЖ составило
84 мм рт. ст. После 12 ч хранения в группе II «Ку-
стодиол» не регистрировали восстановление функ-
циональной активности. В группах III «Кусто-
диол+СО» и IV «Кровь+СО» показатель ДРЛЖ со-
ставил 40 ± 10 и 71 ± 11 мм рт. ст. соответственно.
Спустя 24 ч хранения показатели ДРЛЖ данных

Рис. 1. Анализ сохранности изолированного сердца крысы после 6-, 12- и 24-часовой консервации при 4°С в группах:
I «Контроль» (n = 3) – сердце, не подвергнутое процедуре консервации; II «Кустодиол» (n = 9) – хранение в
консервирующем растворе «Кустодиол»; III «Кустодиол + СО» (n = 9) – хранение под давлением 6.5 атм газовой смеси
СО/О2 (1 : 1), после обработки органа консервирующим раствором «Кустодиол»; IV «Кровь+СО» (n = 9) – хранение
под давлением 6.5 атм газовой смеси СО/О2 (1 : 1). (а) – Частота сердечных сокращений, (б) – давление в левом
желудочке. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение, статистическую значимость различий
оценивали с помощью U–критерия Манна–Уитни (* – p < 0.01), звездочки показывают достоверность различий
экспериментальных данных между группами «Кустодиол+СО» и «Кровь+СО» на одинаковых временных интервалах.



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ВЛИЯНИЕ КУСТОДИОЛА НА СОХРАННОСТЬ ИЗОЛИРОВАННОГО СЕРДЦА КРЫСЫ 1005

групп снизились до 31 ± 9 и 35 ± 19 мм рт. ст. соот-
ветственно. 

Оценка влияния оксигенированной гипотерми-
ческой перфузии на восстановление функциональ-
ной активности изолированного сердца крысы по-
сле 6-часовой газовой гипотермической консерва-
ции. С целью повышения выживаемости в группе
«Кровь+СО» на временном интервале 6 ч было
принято решение добавить в процесс восстанов-
ления сердца стадию короткой оксигенирован-
ной гипотермической перфузии. После введения
ОГП все сердца экспериментальных групп III
«Кустодиол+CO» и IV «Кровь+CO» восстанови-
ли функциональную активность и не имели до-
стоверных отличий по показателям частоты сер-
дечных сокращений и ДРЛЖ. Частота сердечных
сокращений составила 293 ± 33 уд/мин в группе
«Кустодиол+СО» и 318 ± 70 уд/мин в группе
«Кровь+СО». Давление, развиваемое левым же-
лудочком, составило при этом 68 ± 11 мм рт. ст. в
группе «Кустодиол+СО» и 75 ± 12 мм рт. ст. в
группе «Кровь+СО» соответственно (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании нами была продемон-

стрирована важность тщательного подбора кон-
сервирующего кардиоплегического раствора при
газовой гипотермической консервации сердца, на
примере использования раствора «Кустодиола».
«Кустодиол», являющийся наряду с «Виаспаном»,
одним из двух наиболее популярных растворов
хранения донорских органов в мире [9] и основ-
ным консервирующим раствором в России [12],
продемонстрировал относительно низкую эффек-

тивность при консервации сердца в газовой смеси
СО+О2. После 12 ч хранения показатель ДРЛЖ в
группе III «Кустодиол+СО» снизился до 34 ± 9%
от показателя интактного контроля, принятого за
100%. В то же время в группе IV «Кровь+СО» дан-
ный показатель оказался достоверно выше, соста-
вив 61 ± 9%. При сроке хранения 24 ч мы не зафик-
сировали достоверных отличий ДРЛЖ в обеих
группах. При этом частота сердечных сокращений
в группе III «Кустодиол+СО» возросла после 12 ч
хранения в среднем на 36 ± 9% от контроля, что
может быть связано с компенсацией потери сокра-
тимости левого желудочка. Полученные результа-
ты могут быть объяснены в аспекте известных и
предполагаемых механизмов действия использо-
ванных в процессе консервации компонентов: га-
зовой смеси и раствора «Кустодиола». 

Монооксид углерода входит в группу тканевых
газовых мессенджеров, обладает высокой реак-
ционной способностью, играет важную роль в ре-
гуляции физиологических и патологических ре-
акций, а также повышает эффективность консер-
вации органов теплокровных животных, значимо
пролонгируя срок гипотермического хранения.
[7, 8, 13, 14]. К основным эффектам воздействия
монооксида углерода на ткани относят сосудо-
расширяющие (регуляция тонуса гладкой муску-
латуры), противовоспалительные, (регуляция
экспрессии и высвобождения различных цитоки-
нов) и антиапоптотические (ингибирование кле-
точного пути апоптоза в митохондриях при опре-
деленных условиях) [15]. О втором компоненте
газовой смеси – кислороде известно, что он ока-
зывает положительное влияние на сохранность

Рис. 2. Анализ сохранности изолированного сердца крысы после 6-часовой консервации при 4°С в группах: III
«Кустодиол + СО» (n = 3) – хранение под давлением 6.5 атм газовой смеси СО/О2 (1 : 1), после обработки органа
консервирующим раствором «Кустодиол»; IV «Кровь + СО» (n = 3) – хранение под давлением 6.5 атм газовой смеси
СО/О2 (1 : 1); «–ОГП» – сердца, перфузированные по стандартному протоколу; «+ОГП» – сердца, подвергнутые
оксигенированной гипотермической перфузии. (а) – Частота сердечных сокращений, (б) – давление в левом
желудочке. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.



1006

БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ГУРИН и др.

органа при консервации. Так, присутствие кис-
лорода в растворе эсмолола при многодозной
кристаллоидной кардиоплегии обеспечивает
полную защиту миокарда в течении 90 мин при
37°С и превосходит классический способ консер-
вации раствором St. Thomas. [16]. В работе [17]
было показано, что многодозная кислородная хо-
лоднокровная кардиоплегия превосходит одно-
кратную дозу раствора «Кустодиола» в отноше-
нии сохранения систолической функции левого
желудочка после 60-минутного пережатия аорты
на модели свиньи. Ранее в работе [18] мы предпо-
ложили, что протективное действие смеси газов
при консервации обусловлено сочетанным дей-
ствием на клеточное дыхание, которое приводит
к поддержанию определенного предположитель-
но сниженного, но стабильного уровня аэробного
метаболизма в процессе консервации. Поддержа-
ние последнего не дает клеткам переключится на
анаэробный тип дыхания, сопровождающийся
накоплением молочной кислоты, снижением
продукции АТФ и далее каскадом гипоксических
нарушений. Другим важным механизмом протек-
тивного действия газовой смеси может быть за-
щита от апоптоза, т.к. апоптотическая гибель
клеток трансплантата до и после реперфузии, с
активацией инициаторных и эффекторных кас-
паз, оказывает значимую роль в инициировании
воспаления и последующем некротическом по-
вреждении тканей [19]. Монооксид углерода вза-
имодействует в клетке со множеством содержа-
щих в своем составе переходные металлы (Fe, Cu)
структур, основным из которых является гем [20].
Воздействуя на митохондрии, монооксид углеро-
да путем снижения проницаемости мембраны,
ингибирования высвобождения цитохрома С, по-
давления активации каспазы-3 и каспазы-9
предотвращает апоптоз при ишемии–реперфу-
зии [21–24]. 

Действие раствора «Кустодиола» направлено
на сохранение ионного баланса в условиях оста-
новки работы Na+/K+-насоса, вызванной исто-
щением внутриклеточной АТФ, предотвращение
клеточного отека за счет высокой осмолярности,
снижение в целом энергетических потребностей
ткани миокарда, что поддерживает восстановле-
ние сократительной функции сердца после им-
плантации и реперфузии [25]. По-видимому,
описанные свойства в значительной мере теряют
смысл в условиях поддержания стабильного
уровня аэробного метаболизма в тканях. В то же
время, часть компонентов, входящих в состав
раствора, может стать источником цитотоксич-
ности. Так, показано, что механизм токсичности
гистидина, усиливающего осмотическую компо-
ненту раствора «Кустодиола», обусловлен про-
никновением его в клетки и образования окисли-
тельно-восстановительных комплексов с клеточ-
ным хелатируемым железом с последующей

генерацией активных форм кислорода [26]. Не-
давно был описан новый тип токсического дей-
ствия, связанный с действием хлоридов и Cl-ак-
тивированной индукцией апоптоза [27]. 

В нашей работе в группе «Кровь+СО» при сро-
ке хранения органа, равном 6 ч, наблюдалась
быстрая остановка сердец в двух экспериментах
из трех после подключения к перфузионному
стенду. Было высказано предположение о необ-
ходимости удаления накопленных метаболитов и
возможном ишемически-реперфузионном по-
вреждении органа за счет более высокого уровня
активности митохондриального комплекса при
малом времени хранения, а также повышения
уровня сукцината при тепловой ишемии до мо-
мента консервации. Для снижения возможных
повреждающих факторов реперфузии мы исполь-
зовали протокол медленного отогрева с перфузи-
ей холодным оксигенированным раствором в те-
чении 5 мин при 10°С и последующем отогреве в
течении 15 мин до 37°С. Все сердца восстановили
функциональную активность левого желудочка;
полученные данные достоверно не отличались в
группах «Кровь+СО» и «Кустодиол+СО», соста-
вив при этом 64 ± 11% и 58 ± 10% ДРЛЖ от на-
чального значения. Описанный выше подход ги-
потермической кислородной перфузии (Hypo-
thermic oxygenated perfusion –НОРЕ) в последнее
время активно исследуется с целью улучшения
состояния ишемизированных органов и их вос-
становления до момента трансплантации реци-
пиенту. В различных исследованиях продемон-
стрировано положительное воздействие НОРЕ на
уменьшение окислительного стресса, улучшение
функции органов и снижение гибели клеток [28].
Применение НОРЕ в течении 3 ч способствует
обращению вспять метаболического истощения
печени крыс, вызванного гипотермическим хра-
нением [28]. В исследовании [28] было показано,
что одночасовое лечение НОРЕ после 60-минут-
ной тепловой ишемии in situ с последующим 6-ча-
совым хранением в холоде привело к улучшению
выживаемости печени свиней после трансплан-
тации. В результате использования данного под-
хода не наблюдалось ни одного случая первичной
нефункциональности, определяемой тяжелой ко-
агулопатией, отсутствием функции печени и тя-
желым ацидозом [29]. В работе на крысиных
сердцах 30-минутной НОРЕ было достаточно для
восстановления клеточных уровней АТФ, а также
для уменьшения повреждения клеток и сердеч-
ной дисфункции во время нормотермической
перфузии сердец после 20-минутной тепловой
ишемии. 

В нашем исследовании показано, что «Кусто-
диол», являющийся золотым стандартом хране-
ния сердца в России, не проявляет синергических
эффектов при сочетанном использовании с кон-
сервирующей газовой смесью. При этом показана
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высокая сохранность сердца при консервации ор-
гана, не отмытого от крови. Данный факт может
найти свое применение при длительной газовой
гипотермической консервации с применением
кровяной кардиоплегии или плегии с добавлени-
ем элементов крови к кристаллоидным раство-
рам. Показано, что данные варианты плегии при
малых временах хранения в условиях стандарт-
ной консервации обеспечивают более высокую
защиту миокарда по сравнению с кристаллоид-
ными растворами [30, 31]. Использование
кровяной кардиоплегии и газовой смеси СО+О2
может стать перспективным вариантом для
улучшения выживаемости трансплантата и
сохранения его функции при временах хранения
от 6–24 ч. Другим возможным направлением
применения газовой консервации с использова-
нием крови может стать сохранение травматиче-
ски ампутированных конечностей в результате
раздавливания и отрыва [32]. При данном типе
повреждения не всегда возможно оперативно об-
наружить главную артерию для введения раствора
с целью сохранения ткани. Дальнейшее исследо-
вание и адаптация данного подхода для травмати-
чески потерянных конечностей может дать до-
полнительное время, необходимое для транспор-
тировки в медицинское учреждения с целью
реплантации. 
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 Influence of Custodiol on Preservation of the Isolated Rat Heart during Hypothermic 
Storage in a High-Pressure Gaseous Mixture  of Carbon Monoxide and Oxygen

 A.E. Gurin*, E.L. Gagarinsky*, and E.Е. Fesenko (Jr.)*

*Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, ul. Institutskaya 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The effects of Custodiol, a preservation solution, on heart rate and contractility in the isolated rat heart were
evaluated following a prolonged hypothermic (+4°C) preservation in a 6.5 atm gas mixture of carbon mon-
oxide and oxygen. The isolated rat hearts were preserved under 6.5 atm for 6, 12 and 24 hours. It has been
shown that Custodiol, which in Russia is the gold standard for heart preservation, does not exert synergistic
effects when used in combination with a protective gas mixture. In the rat hearts after being preserved with
the use of Custodiol solution under high pressure of gas mixture for 12 hours, left ventricular contractility fell
to 34 ± 9% of the intact control, taken as 100%.  At the same time, in the hearts preserved without the use of
Custodiol, this value was significantly higher, 61 ± 9%. After 6 and 24 hours of preservation, there were no
significant differences in pressure generated by the left ventricle between rat hearts preserved with and with-
out the preservation solution: contractility reduced by about 75% (6 hours) and 30% (24 hours) as compared
to control. It was shown that the heart was preserved better if the blood was not washed out. This fact can find
its application in long-term gas hypothermic preservation with the use of blood cardioplegia or plegia with
addition of blood elements to crystalloid solutions.

Keywords: carbon monoxide, Custodiol, preservation solution, gas, organ, preservation, heart, rat, conservation,
hypothermia



БИОФИЗИКА, 2022, том 67, № 5, с. 1009–1029

1009

ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫЕ КОНСТРУКЦИИ В БИОФИЗИКЕ, НЕВРОЛОГИИ 
И ДРУГИХ ОБЛАСТЯХ, ОТРАСЛЯХ И РАЗДЕЛАХ МЕДИЦИНЫ

© 2022  г.   В.П. Реутов*,  #, Л.А. Давыдова**,  ##, Е.Г. Сорокина***,  ###

*Институт вышей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН, ул. Бутлерова, 5а, Москва, 117485, Россия
#E-mail: valentinreutov@mail.ru

**Белорусский государственный медицинский университет, просп. Дзержинского, 83, Минск, 220116, Беларусь
##E-mail: la-davydova@yandex.by

***Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей Минздрава России, Ломоносовский просп., 
2, Москва, 119991, Россия

###E-mail: sorokelena@mail.ru
Поступила в редакцию 05.07.2022 г.

После доработки 05.07.2022 г.
Принята к публикации 15.07.2022 г.

Описан один из методов создания нового центра местной нейрогуморальной регуляции – метод
ганглиопексии, основанный на образовании новых нервных и сосудистых связей. Анализируются
перспективы развития этого метода. Обсуждаются также новые концепции о циклах оксида азота и
супероксидного анион-радикала. Анализируется их возможная роль в защите клеток и организма в
целом от оксидативного и нитрозативного стресса, развивающихся в тех случаях, когда (в 5–30%
случаев) наблюдается появление деструктивных изменений в перемещенном ганглии, приводящих
к сосудистым осложнениям и повышению риску летальности. Также анализируются механизмы,
способные защитить нервные клетки, предотвратить развитие в них деструктивных изменений и
снизить риск летальности. 
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Идея никогда не рождается в толпе; она
зарождается обыкновенно в уме одного че-
ловека; если этот человек выделяется из
толпы и увлекает ее за собой, то он вскоре
находит других людей, которые имеют с
ним родственность, и тогда составляется
научная школа. 

Георг Брандес (1842–1927)

Одной из актуальных задач современной био-
логии и медицины является восстановление
функции органа, нарушенной в результате разры-
ва его связей с центральной нервной системой
(ЦНС) вследствие заболевания, травмы или
трансплантации органа [1–10]. В настоящее вре-
мя метод tissue engineering – это процветающая об-
ласть исследований в тканевой инженерии кожи,
печени, спинного мозга, сосудов и во многих дру-
гих областях регенеративной медицины от кар-
диологии и невропатологии до урологии [3–15].

Цель тканевой инженерии – конструирование и
выращивание вне организма человека живых,
функциональных тканей или органов для после-
дующей трансплантации пациенту с целью заме-
ны или стимуляции регенерации, поврежденных
органа или ткани [16–20, 21]. Иными словами, на
месте дефекта должна быть восстановлена трех-
мерная структура ткани.

КРАТКАЯ ИСТОРИЯ ВОПРОСА

Изготовление живых структур с желаемой топо-
логией, структурой и функциональными свойства-
ми. Изготовление живых структур с желаемой то-
пологией, структурой и функциональными свой-
ствами требует междисциплинарных подходов и
усилий практиков в области физических/биофи-
зических, биологических и технических наук
[22–27]. Известны исследования Института реге-
неративной медицины в Северной Каролине
(США) и его директора – профессора
Дж.Э. Атала (рис. 1) [2, 16–19].Сокращение: ЦНС – центральная нервная система. 
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Известны также биологические инженерные
подходы без применения каркасов, основанные
на 3D-печати [21, 23, 25–30]. Авторы ряда работ
описывают методы, в которых используют соби-
рающиеся в структуры многоклеточные едини-
цы, основанные на принципах морфогенеза ран-
него развития, такие как сортировка клеток и
слияние тканей, использование плюропотентных
стволовых клеток [31–36]. Нередко современные
методы требуют подготовки структур тканей и
органов in vitro с последующей их имплантацией
[37–40]. Однако по мере развития метода ткане-
вой инженерии становится очевидным, что в ко-
нечном итоге наилучший подход состоит в том,
чтобы, основываясь на механизмах самосборки и
самоорганизации клеток и используя врожден-
ную способность тканей к регенерации внутри
самого организма, предложить естественные или
природные способы восстановления структуры и
функции тканей. Основоположником таких под-
ходов создания тканеинженерных конструкций и
метода ганглиопексии является белорусский уче-
ный академик Давид Моисеевич Голуб (1901–
2001) (рис. 2) [41–57]. Его ученики и последовате-

ли в медицинской практике внедрили и реализо-
вали достижения этого ученого [42, 43, 45, 48, 50,
52, 54–57].

Достижения белорусских и российских ученых.
Идеи нервизма, трофической функции нервной
системы и развития нервно-дистрофического про-
цесса как основы развития любого патологическо-
го процесса, были весьма популярны в годы твор-
ческой активности Д.М. Голуба. Этими идеями
были пронизаны труды известных физиологов –
И.М. Сеченова, И.П. Павлова, Л.А. Орбели,
А.Д. Сперанского. Достаточно вспомнить, что ос-
новной труд А.Д. Сперанского «Элементы постро-
ения теории медицины» восемь раз номинировал-
ся на соискание Нобелевской премии еще при
жизни ученого и при поддержке первого россий-
ского Нобелевского лауреата по физиологии и ме-
дицине академика И.П. Павлова [58]. Ученики
А.Д. Сперанского – Г.Н. Крыжановский и
Я.И. Ажипа, создавшие труды, вошедшие в исто-
рию физиологии XX века, – были преемниками и
продолжателями идей вышеназванных ученых-
классиков физиологии. Настоящая работа вклю-
чает, продолжает и развивает идеи указанных уче-
ных. Она написана учениками Д.М. Голуба (Л.А.Д)
и Я.И. Ажипы (В.П.Р.) [54, 59–61]. 

Рис. 1. Джон Энтони Атала (род. 1958, Перу). В настоя-
щее время проф. Дж. Э. Атала – директор Института ре-
генеративной медицины, Wake Forest in North Carolina
(США), заведующий кафедрой урологии Медицинской
школы, Wake Forest in North Carolina (США), профес-
сор отделения передовых клеточных технологий Ин-
ститута регенеративной медицины 1-го Московского
Государственного медицинского университета им.
И.М. Сеченова. Один из пионеров регенеративной ме-
дицины. В 2011 г. д-р Э. Атала был избран членом Ин-
ститута медицины Национальной академии наук и на-
зван «Врачом года» (номинация журнала «Scientific
American») за его вклад в изучение регенерации клеток,
тканей и органов.

Рис. 2. Академик НАН Беларуси Давид Моисеевич
Голуб (1901–2001). Аналогов исследований, которые
проводил Д.М. Голуб, долгое время не было ни в нашей
стране, ни за рубежом. Для школы Д.М. Голуба
характерен широкий комплекс эмбриологических,
анатомических, гистологических, гистохимических
методов с применением методов люминесцентной и
электронной микроскопии. В 1998 г. Международный
Биографический Центр (Кембридж, Великобритания)
включил Д.М. Голуба в число 2000 выдающихся ученых
XX столетия в связи с особым вкладом в области
анатомии и эмбриологии.
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ВОССТАНОВЛЕНИЕ ФУНКЦИИ ОРГАНА, 
НАРУШЕННОЙ В РЕЗУЛЬТАТЕ РАЗРЫВА 

ЕГО СВЯЗЕЙ С ЦЕНТРАЛЬНОЙ 
НЕРВНОЙ СИСТЕМОЙ

Одной из актуальных задач современной ме-
дицины, как указывалось выше, является восста-
новление функции органа, нарушенной в ре-
зультате разрыва его связей с центральной нерв-
ной системой вследствие заболевания, травмы
или трансплантации органа. В этом направлении
с 60-х годов прошлого столетия проводились на-
учные исследования в лаборатории морфологии
Института физиологии НАН Республики Бела-
русь под руководством выдающегося белорусско-
го ученого – эмбриолога и нейроморфолога, ака-
демика, доктора медицинских наук, профессора,
лауреата Государственной премии СССР
Д.М. Голуба. 

Эмбриогенез вегетативной (автономной)
нервной системы и выявление закономерностей
дифференцировки тканей и органов в связи с их
иннервацией в различные периоды развития ор-
ганизма человека и животных показал, что пред-
позвоночные и органные вегетативные узлы фор-
мируются в результате дисперсии (рассеивания)
молодых нервных клеток из основного вегетатив-
ного узла (ганглия) [41–57]. Микроганглии появ-
ляются вблизи основного ганглия. Такие структу-
ры связаны с основным ганглием нервными во-
локнами. Оказалось, что микроганглии можно
рассматривать как морфологическую основу для
создания новых центров местной нервной регу-
ляции внутренних органов путем транспланта-
ции ганглиев с сохранением нервно-сосудистых
компонентов. В исследованиях белорусских уче-
ных были отработаны методики пересадки веге-
тативных узлов в стенку различных органов
(сердце, мочевой пузырь, предстательная железа
и др.), а также в толщу поперечнополосатой
мышцы. На основе данных литературы и, глав-
ным образом, данных опытов сотрудников лабо-
ратории морфологии, стало очевидным, что наи-
более благоприятные результаты были получены
при пересадке вегетативного ганглия с сохране-
нием нервно–сосудистой ножки для быстрого
восстановления его межнейронных/межнейро-
нальных связей и кровоснабжения [42, 46, 54].
Наличие основных и окольных (дополнительных)
связей между внутренними органами и ЦНС – это
еще и возможность создания новых нервных свя-
зей внутренних органов в случае полной или ча-
стичной утраты их связей с ЦНС. Наличие пере-
крестных связей обеспечивает двустороннюю ин-
нервацию внутренних органов, которые могут
сыграть компенсаторную роль. В процессе фор-
мирования вегетативной нервной системы аффе-
рентные нервы встречаются на всем протяжении
от спинномозговых узлов до внутренних органов.

Они образуют «многоступенчатую» афферентную
иннервацию внутренних органов [42–56]. 

Идеи о реиннервации внутренних органов пу-
тем создания для них дополнительных источни-
ков иннервации привели к разработке новых ме-
тодических приемов в практике создания ткане-
инженерных конструкций на базе органопексии,
когда в качестве донора используется богатый
нервами и сосудами орган (например, тонкая
кишка, сальник). При подшивании их к денерви-
рованному органу они являются источником но-
вообразованных сосудов и нервов для органа ре-
ципиента. Этот метод был успешно внедрен в ме-
дицинскую практику [62, 63]. Например,
известны многочисленные случаи, когда во время
автокатастрофы после серьезной травмы позво-
ночника (перелом поясничного отдела позвоноч-
ника) пациенты становятся инвалидами даже
после успешной операции по восстановлению
позвоночника, потому что оказываются в состоя-
нии недержания мочи. Это обусловлено тем об-
стоятельством, что в результате повреждения
нервов при травме перестают работать сфинкте-
ры мочевого пузыря. Применение метода органо-
пексии с подшиванием тонкой кишки к стенке
денервированного мочевого пузыря эффективно
решало эту проблему: приводило к тому, что уже
через неделю огромное количество нервов про-
растали в стенку мочевого пузыря. Белорусские
урологи академик Н.Е. Савченко и профессор
В.А. Мохорт разработали клинический вариант
операции восстановления функции мочевого пу-
зыря при его нейрогенных расстройствах. Этот
метод был успешно внедрен в медицинскую
практику и получил название илеовезикопексия
[62, 63]. Указанные операции (илеовезикопек-
сии) обеспечивали реиннервацию мочевого пу-
зыря подшитым участком тонкой (подвздошной)
кишки. Благодаря применению этого метода у
пациента уже через две недели, после восстанов-
ления вегетативной иннервации начинали рабо-
тать сфинктеры мочевого пузыря [62, 63].

В настоящее время достижения белорусских
ученых успешно реализуются в Национальных
медицинских центрах здоровья детей [64–67].
Например, в детской урологии существует боль-
шая распространенность нарушений уродинами-
ки. По данным эпидемиологических исследова-
ний каждый пятый ребенок 5–7 лет имеет
расстройства мочеиспускания [65–67]. Среди
нефрологических и урологических больных ча-
стота данной патологии составляет 50–60%. Од-
ной из наиболее частых причин нарушения уро-
динамики является гиперактивный мочевой пу-
зырь [64–66]. У детей он встречается значительно
чаще, чем принято считать. Формирование дис-
функций мочевого пузыря обусловлено задерж-
кой созревания нервно-гуморальной регуляции
акта мочеиспускания, сопровождаются гипокси-
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ей/ишемией и нарушением биоэнергетики гипе-
рактивного мочевого пузыря и систем его
нервного контроля и гуморальной регуляции.
Имеются многочисленные статьи, в которых рас-
сматриваются механизмы развития первичного и
вторичного ночного энуреза, который является
медицинским термином для обозначения состоя-
ния недержания мочи после своего первого дня
рождения. Ученые и врачи пришли к выводу: эну-
резы различного происхождения часто недооце-
нивают с точки зрения страданий детей и их
семей, тем не менее, существуют эффективные
варианты их лечения после постановки правиль-
ного и полного диагноза. При этом в сложных и
запущенных случаях применение достижения бе-
лорусских ученых является одним из наиболее
эффективных методов восстановления вегетатив-
ной иннервации мочевого пузыря. Нередко в те-
чение двух-трех недель после применение метода
органопексии с подшиванием тонкой кишки к
стенке денервированного мочевого пузыря начи-
нали активно работать его сфинктеры, а дети-па-
циенты и их родители забывали о заболевании ги-
перактивного мочевого пузыря [62–67]. Таким
образом, методы ганглиопексии – трансплантации
вегетативных ганглиев на нервно-сосудистой
ножке с целью создания новых центров местной
нервно-гуморальной регуляции нейрогенно по-
раженных внутренних органов, органопексии с
подшиванием тонкой кишки к стенке денервиро-
ванного мочевого пузыря и трункопексии, когда в
орган вживляют дистальный конец перерезанно-
го нерва, стали революционными методами реа-
билитации пациентов разного возраста. Автора-
ми и разработчиками этих методов были белорус-
ские ученые. 

Таким образом, изучение белорусскими уче-
ными динамики эмбриогенеза нервной системы у
зародышей человека позволило установить ряд
важных закономерностей формирования симпа-
тического ствола и вегетативных сплетений. Вы-
явлены основные этапы развития вегетативных
ганглиев. Основные этапы развития вегетатив-
ных ганглиев были описаны ранее [59]. Они со-
стоят из трех стадий: первая стадия – первичная
сегментация (симпатический ствол представлен
узлами, которые соответствуют сегментам спин-
ного мозга); вторая стадия – слияние первичных
узлов в сплошной нервно-клеточный тяж, вдоль
которого перемещаются клеточные элементы в
восходящем и нисходящем направлениях, что
приводит к формированию многосегментарных
дефинитивных узлов. На третьей стадии развития
вегетативных ганглиев происходит обособление
дефинитивных узлов, а затем дисперсия (рассеи-
вание) части молодых нейронов из основного
ганглия. В результате этого вблизи основного
ганглия возникают мелкие, дополнительные

нервные узелки, которые связаны с основным
ганглием пучками нервных волокон (рис. 3). 

Быстрое восстановление кровоснабжения
трансплантированного ганглия ведет к скорей-
шему восстановлению сохранившихся нейронов.
По мере восстановления интраорганной капил-
лярной сети и установления контактов между ре-
цепторными и эфферентными нейронами проис-
ходит восстановление сохранившихся нейронов
[42, 68].

РОЛЬ СОСУДИСТОГО ФАКТОРА 
В ТРАНСПЛАНТАЦИИ ОРГАНОВ

Трансплантацией вегетативных ганглиев за-
нимались многие исследователи для решения
разных задач. В литературе имеются материалы,
указывающие на важную роль сосудистого фак-
тора при трансплантации органов. Большинство
исследователей рассматривают дегенерацию ней-
ронов пересаженного ганглия, в первую очередь,
нарушением его кровоснабжения и возникнове-
нием состояния гипоксии/ишемии. Первые по-

Рис. 3. Стадия дисперсии (стадия рассеивания) раз-
вития вегетативных узлов. 1 – Ресничный узел, 2 –
крыловиднонебный узел, 3 – ушной узел, 4 – под-
нижнечелюстной узел, 5 – добавочные микроган-
глии, возникшие в результате выселения нейробла-
стов из основных узлов. Графическая реконструкция
(В.М. Дечко). Зародыш человека длиной 33 мм. 
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пытки пересадки нервных ганглиев относятся к
началу ХХ столетия [69–71]. Авторы проводили
свободную трансплантацию чувствительных и
симпатических ганглиев. Свободная пересадка
каудального брыжеечного узла в стенку мочевого
пузыря [42, 68] приводила к гибели почти всех
нервных клеток. При пересадке того же узла в
стенку мочевого пузыря или в толщу поперечно-
полосатой мышцы с частичным сохранением его
кровоснабжения по артериям, сопровождающим
подчревные нервы, результат оказался наиболее
оптимальным. Естественно было предположить,
что нарушенное при пересадке кровоснабжение
ганглия компенсируется за счет ретроградного
притока крови по артериям нервно-сосудистой
ножки [68]. 

В дальнейшем операции по пересадке нервных
ганглиев были усовершенствованы. Одна из та-
ких реакций нейронов и нервных волокон на
трансплантацию ганглия представлена на рис. 4.
Однако при первых операциях положительного
эффекта вообще не получали, так как вследствие
анемии, нервные клетки погибали на шестые-де-

сятые сутки. Более устойчивыми оказывались
отдельные чувствительные нейроны, располо-
женные по периферии узла. Успешной оказалась
свободная трансплантация спинальных и симпа-
тических ганглиев в богато васкуляризированные
и иннервируемые ткани [42, 68]. Авторы, как пра-
вило, не находили серьезных деструктивных из-
менений в нейронах интрамуральных ганглиев
трансплантата. Ряд исследователей отмечали, что
лучшее приживление нейронов происходит при
пересадке их в ткани, которые сами хорошо кро-
воснабжаются (мозг, мышца), а также в перед-
нюю камеру глаза, жидкость которой является хо-
рошей питательной средой.

Часть нейронов подвергается ретроградной
дегенерации вследствие повреждения аксонов:
набухание клеток, резкое смещение ядра на пери-
ферию, развитие центрального хроматолиза.
Описанные изменения обратимы. Максимально
они выражены первые две недели, затем посте-
пенно уменьшаются и к моменту восстановления
аксона исчезают. На отдельных двигательных
нейронах выявляются синаптические окончания,

Рис. 4. Реакция нейронов и нервных волокон на трансплантацию ганглия. (а) – Нейроны каудального брыжеечного узла на
вторые сутки после операции в состоянии раздражения: смещение ядер на периферию, центральный, периферический и
тотальный хроматолиз. Окраска по Нисслю. (б) – Колба роста, направленная в сторону мышцы. Срок наблюдения 1 месяц,
импрегнация по Рассказовой. (в) – Перикапсулярное сплетение на эфферентном нейроне. Срок наблюдения 1 месяц. Им-
прегнация серебром по Рассказовой. (г) – Нейроны в состоянии перицеллюлярного отека. Срок наблюдения 7 суток, им-
прегнация по Рассказовой.
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имеющие вид темноимпрегнированных гипер-
трофированных бляшек. Вместе с тем уже в этом
сроке в узле наблюдаются признаки регенерации,
которые проявляются избыточным ростом нерв-
ных волокон и появлением колб роста (рис. 4б,в).
Часть клеток изменяется позже вследствие утра-
ты связи с преганглионарным волокном, подвер-
гаясь транснейрональной дегенерации (нейроны
сморщенные, атрофированные, теряют отростки,
нарушаются ядерно-плазменные отношения, си-
наптические окончания деформированы). Эти
изменения прогрессируют и приводят к гибели
нейронов (рис. 4г). 

Через 2.5–4 месяца среди сохранившихся кле-
ток много двигательных нейронов, между кото-
рыми выделяются рецепторные клетки, которые
называют также клетками Догеля II типа (рис. 5).
К этим клеткам относят мультиполярные клетки
с длинными дендритами. Клетками Догеля I типа
называют эффекторные клетки, имеющие корот-

кие дендриты и длинный аксон. Клетки Догеля II
типа не имеют синапсов. Другими словами, пре-
ганглионарные нейроны на них не оканчиваются.
Поэтому Догель называл их чувствительными
нейронами II типа. Эти клетки имеют разную
форму – овальную, грушевидную, вытянутую.
Выделяют также клетки Догеля III типа, которые
представляют собой вставочные (ассоциативные)
элементы, соединяющие своими отростками не-
сколько клеток I и II типа. Их дендриты корот-
кие, но более длинные, чем у клеток I типа. Одна-
ко они тоже не выходят за пределы данного ган-
глия, а образуют корзинчатые разветвления,
оплетающие тела других клеток данного ганглия.
Аксон клетки Догеля III типа идет в другой ган-
глий и там вступает в синаптическую связь с клет-
ками I типа. Как правило, количество повре-
жденных нейронов заметно уменьшается к четы-
рем месяцам после операции.

Рис. 5. Состояние нейронов трансплантированного ганглия (микрофотографии). (а) – Вещество Ниссля в нейронах
трансплантированного ганглия в виде крупных глыбок и мелких зерен, заполняющих всю цитоплазму. Срок наблюдения
пять с половиной месяцев. Окраска по Нисслю. (б) – Синаптические окончания на эфферентных нейронах каудального
брыжеечного узла. Срок наблюдения 4 месяца. Импрегнация серебром по Рассказовой. (в) – Рецепторные нейроны
пересаженного ганглия. Срок наблюдения 7 месяцев. Импрегнация серебром по Рассказовой. (г) – Многоклеточный
дендритический гломерул. Срок наблюдения 4 месяца. Импрегнация серебром по Рассказовой. 
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Основное значение для сохранения нейронов
каудального брыжеечного узла при транспланта-
ции, как указывалось выше, имеет восстановле-
ние его кровоснабжения. В норме в каудальном
брыжеечном узле основную массу (87%) состав-
ляют капилляры. Об их функциональной актив-
ности свидетельствует высокая концентрация
щелочной фосфатазы эндотелия сосудов и хоро-
шая окрашенность капилляров (рис. 6). Интен-
сивность кровоснабжения на периферии узла
выше, чем в центре. В условиях пересадки на-
рушенное кровоснабжение ганглия быстро ком-
пенсируется за счет расширения сосудов, со-
провождающих подчревные нервы (рис. 6а).
Дополнительным источником кровоснабжения
трансплантированного ганглия являются много-
численные капилляры, прорастающие из боль-
шой поясничной мышцы, по ходу которых на-
блюдается скопление нервных клеток (рис. 6б,в). 

В каждой капиллярной петле ганглия содер-
жится от одного до одиннадцати нейронов. Одна-
ко чаще всего встречаются один-два нейрона

(51,9%), как и в интактном ганглии. Из мышцы,
на которую был трансплантирован узел, растет
большое количество сосудов. Вначале это только
капилляры диаметром от 1 до 3 мкм. К пяти меся-
цам появляются артериолы и венулы, а к семи-
двенадцати месяцам – артерии и вены диаметром
45–48 мкм. Артерии, сопровождающие подчрев-
ные нервы, значительно расширяются, достигая в
диаметре 114–115 мкм.

Наряду с новообразованными капиллярами
отмечаются многочисленные новообразованные
нервные волокна в соединительной ткани, окру-
жающей трансплантированный узел (рис. 7а).
Первые нервные волокна наблюдаются уже через
семь суток после операции, они безмякотные,
тонкие и извитые. Через год после транспланта-
ции количество нервных волокон значительно
возрастает. Можно предположить, что одним из
источников новообразованных нервов являются
регенерирующие ветви подчревных нервов. Они
образуют пучки, которые прорастают в мышцу,
обеспечивая ее реиннервацию (рис. 7б).

Рис. 6. Новообразованные кровеносные сосуды (капилляры) пересаженного ганглия. (а) – Новообразованные капилляры.
Срок наблюдения 10 месяцев. Инъекция сосудов водным раствором туши. (б) – Новообразованные капилляры в
соединительной ткани вокруг пересаженного узла. Срок наблюдения 4 месяца. Импрегнация по Рассказовой. (в) –
Нейроны ганглия вокруг капилляра. Срок наблюдения пять с половиной месяцев. Импрегнация по Рассказовой. (г) –
Капиллярные петли, окружающие нейроны; характеризуются высокой активностью щелочной фосфатазы. Срок
наблюдения – 1 месяц. Метод Гомори.
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Сохранению и восстановлению двигательных
нейронов способствуют чувствительные клетки
Догеля II типа, которые своими многочисленны-
ми отростками охватывают большое количество
эфферентных нейронов, контактируя с ними
(рис. 7в). Возможно, такие контакты между ре-
цепторными и эфферентными нейронами играют
определенную роль в сохранении и восстановле-
нии моторных нейронов при их децентрали-
зации. 

НАСТОЯЩЕЕ И БУДУЩЕЕ В РАЗВИТИИ 
МЕТОДА ТКАНЕВОЙ ИНЖЕНЕРИИ

В РАЗЛИЧНЫХ ОБЛАСТЯХ 
РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЫ

В данном подразделе мы хотели бы рассмот-
реть настоящее и будущее в развитии метода тка-
невой инженерии в различных областях регене-
ративной медицины. Во введении мы отмечали,
что метод tissue engineering – это один из наиболее
развивающихся методов, включающих различ-
ные подходы и приемы работы на самых разных
структурно-функциональных уровнях организа-
ции живой материи [1–21, 72]. Он используется в
тканевой инженерии кожи, сердца, сосудов, го-
ловного и спинного мозга. В настоящее время
трудно назвать хотя бы одну область регенератив-
ной медицины, где бы не использовали методы
тканевой инженерии. Кратко назовем лишь не-
которые области. 

Метод тканевой инженерии в кардиологии [72–
82]. Кардиология – это один из наиболее обшир-
ных разделов медицины, занимающийся изуче-
нием сердечно-сосудистой системы человека.
Основными задачами кардиологии являются ис-
следования строения и развития сердца и сосу-
дов, их функций, а также заболеваний, включая
изучение причин их возникновения, механизмов
развития, клинических проявлений, вопросов
диагностики, а также разработку эффективных
методов их лечения и профилактики. Одним из
перспективных направлений в кардиологии яв-
ляется использование плюрипотентных стволо-
вых клеток для решения задач тканевой инжене-
рии в кардиологии. 

Знания о биологии плюрипотентных стволо-
вых клеток продвинулись до такой степени, что
теперь ученые и медики могут генерировать боль-
шинство клеток человеческого тела в лаборато-
рии. Кардиомиоциты, полученные из плюрипо-
тентных стволовых клеток, могут быть использо-
ваны как при проведении операций, так и для
разработки новых лекарственных препаратов. В
настоящее время плюрипотентные стволовые
клетки находятся в активной фазе клинических
испытаний для лечения сердца [73–81]. 

Метод тканевой инженерии в неврологии, невро-
патологии и психиатрии [83–90]. Неврология
представляет собой обширную группу медико-
биологических научных дисциплин, которая изу-
чает нервную систему как в норме, так и в патоло-
гии. Согласно более развернутому определению
неврология – это медико-биологическая наука,

Рис. 7. Нервные волокна и рецепторные нейроны пере-
саженного ганглия. (а) – Новообразованные нервные
волокна в соединительной ткани, окружающей транс-
плантированный узел. Срок наблюдения 4 месяца. Им-
прегнация серебром по Рассказовой. (б) – Новообразо-
ванные нервные волокна в сращении между трансплан-
тированным узлом и мышцей. Срок наблюдения
7 месяцев. Импрегнация серебром по Рассказовой.
(в) – Рецепторная клетка Догеля II типа. Срок наблюде-
ния 7 месяцев. Импрегнация серебром по Рассказовой. 
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изучающая строение и функции нервной систе-
мы в норме и патологии, закономерности ее фи-
ло- и онтогенеза, и, разрабатывающая методы
распознавания, лечения и предупреждения ее за-
болеваний. Она включает анатомию, гистологию,
эмбриологию и сравнительную анатомию нерв-
ной системы. Невропатология занимается изуче-
нием причин заболеваний нервной системы
(этиология) и механизмов развития болезней (па-
тогенез). Основная функция психиатрии состоит
в диагностике и лечении психических рас-
стройств. Она включает исследование различных
нарушений адаптации, связанных с настроением,
поведением, познанием и восприятием. Оказа-
лось, что метод тканевой инженерии был успеш-
но адаптирован для решения ряда актуальных за-
дач этого направления медико-биологических
наук. Рассмотрим лишь некоторые аспекты при-
менения перспективного метода тканевой инже-
нерии в неврологии, невропатологии и психиат-
рии. 

В последние десятилетия активно развиваются
представления об «инграммах» и «инграммных
клетках», как субстратах для хранения памяти
[83–86]. Авторы ряда работ исследуют и анализи-
руют новую роль микроглии в синаптической
пластичности, познании и заболеваниях. Раз-
ветвленная микроглия, традиционно считавшая-
ся функционально покоящейся в нормальном
мозге, на самом деле очень динамична и пластич-
на. Ослабление или потеря синапсов приводит к
забыванию связанных воспоминаний [86]. Новые
методы тканевой инженерии в неврологии и пси-
хиатрии способны проникнуть в «банк данных
памяти и воспоминаний» человека [84–86].
Согласно современным представлениям инграм-
ма – это полная, вплоть до мельчайших подроб-
ностей, запись каждого ощущения, имевшегося в
момент полной или частичной бессознательно-
сти, вызывающая в дальнейшем отключение от
рационального мышления или поведения (абер-
рацию) у человека. Инграммы составляют основу
многих психосоматических и психических забо-
леваний человека [85, 86]. Считается, что в подсо-
знании человека может одновременно находить-
ся множество инграмм. Они могут активировать-
ся («всплывать») под влиянием ассоциативных
образов или обстоятельств и вызывать болезнен-
ное состояние организма. Считается также, что
синапсы между «инграммными клетками» явля-
ются субстратами для хранения памяти, а ослаб-
ление или потеря этих синапсов приводит к за-
быванию связанных воспоминаний [84–86]. Ис-
следователи обнаружили, что поглощение
синаптических компонентов микроглией в гип-
покампе здоровых взрослых мышей приводит к
деградации памяти. Истощение микроглии или
ингибирование микроглиального фагоцитоза
предотвращало забывание и диссоциацию клеток

инграммы. Ученые продемонстрировали, что
микроглия регулирует забывание зависимым от
комплемента и активности образом [84]. Это бы-
ло доказано путем введения фактора ускорения
распада комплемента CD55. Комплементом на-
зывается сложный комплекс белков, формирую-
щий каскадные системы, способные к быстрому,
многократно усиленному ответу на действие пер-
вичного сигнала или патогенного фактора. Мно-
гократное усиление каскадных систем происхо-
дит за счет того, что продукт одной реакции слу-
жит катализатором последующей реакции
(каскадный процесс). Кроме того, оказалось, что
микроглия вовлечена как в процесс, связанный с
нейрогенезом, так и в процессы деградации па-
мяти, не связанные с нейрогенезом [85–89]. Ли-
тературные данные [85–89] позволяют считать,
что имеются основания, допускающие компле-
мент-зависимую элиминацию синапсов с участи-
ем микроглии. Не исключено, что этот механизм
можно рассматривать как один из механизмов,
участвующих в процессах забывания отдаленных
воспоминаний [85–89]. Нарушение функции
микроглии может вызывать синаптическую дис-
функцию и избыточную потерю синапсов на ран-
них стадиях заболевания, вызывая ряд последую-
щих патологий. Авторы работы [90] пришли к вы-
воду, что будущее исследований механизмов
обучения и памяти будет включать использова-
ние сложных молекулярных, клеточных, физио-
логических и поведенческих подходов, которые
позволят установить причинно-следственную
связь между нейронами, микроглией, памятью и
другими функциями мозга. Результаты этих ис-
следований могут быть использованы для лече-
ния заболеваний, включая болезни Альцгеймера
и Паркинсона, а также другие нервно-психиче-
ские расстройства. Болезнь Альцгеймера (извест-
на также как сенильная деменция альцгеймеров-
ского типа) – это нейродегенеративное заболева-
ние, впервые описанное в 1907 г. немецким
психиатром А. Альцгеймером (1864–1915). Как
правило, эта болезнь обнаруживается у людей
старше 65 лет. Однако существуют и ранние фор-
мы болезни Альцгеймера. Общемировая заболе-
ваемость на начало и первое десятилетие XXI века
(2006 г.) оценивалась в 26.6 млн человек. Болезнь
Альцгеймера активно прогрессирует. Ученые и
врачи предполагают, что к 2050 г. число больных
может вырасти до 100 млн человек. Болезнь Альц-
геймера характеризуется синаптической дис-
функцией, сопровождающейся микроскопиче-
ски видимым накоплением внеклеточных пато-
логических белковых отложений (β-амилоидных
и тау-белковых отложений) и клеточной дистро-
фией с вовлечением, как нейронов, так и глии
[90]. На поздних стадиях болезни Альцгеймера
наблюдается выраженная потеря синапсов и ней-
ронов в нескольких по-разному пораженных об-
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ластях мозга. Недавние исследования прогресси-
рующей болезни Альцгеймера с использованием
посмертных образцов мозга продемонстрировали
прямое участие микроглии в синаптических из-
менениях. Варианты гена аполипопротеина Е и
триггерных рецепторов, экспрессируемых на ми-
елоидных клетках, определяют активность мик-
роглии, а также метаболизма липидов в клетках
ЦНС. Авторы рассматривают данные, которые
могут помочь объяснить аномальный метаболизм
липидов, активацию микроглии и патофизиоло-
гию синапсов, которые взаимосвязаны при бо-
лезни Альцгеймера [90].

Метод тканевой инженерии кровеносных сосу-
дов [91–93]. Сосудистый анастомоз – это соеди-
нение между двумя кровеносными сосудами, на-
пример между артериями (артерио-артериальный
анастомоз), между венами (венозно-венозный
анастомоз) или между артерией и веной (артерио-
венозный анастомоз). Французский сосудистый
хирург А. Каррель (1873–1944) считается изобре-
тателем сосудистых анастомозов методом ориги-
нального сосудистого шва «конец в конец»
(1905–1906). После этого изобретения восстанов-
ление и замена кровеносных сосудов стали клю-
чом к лечению острых травм, а также хроническо-
го атеросклеротического заболевания. Известно,
что артерии выполняют различные механические
и биологические функции, такие как проведение
крови к тканям, взаимодействие с системой свер-
тывания крови и модулирование сопротивления
кровотоку. В ранних исследованиях по замене ар-
терий использовались искусственные материалы.
В последние десятилетия применяются полимер-
ные ткани. Благодаря достижениям в инженерии
соединительных тканей, в том числе артерий, ре-
генеративная медицина достигла такого высоко-
го уровня развития, что эти методы стали основой
хирургического лечения сосудистых заболеваний
человека [91–93]. 

ПЕРСПЕКТИВЫ
Основная цель работы состояла не только в

том, чтобы проанализировать перспективные ме-
тоды тканевой инженерии, которая в настоящее
время использует все современные методы физи-
ки и биофизики, неврологии и биологии, вклю-
чая методы физиологии и медицины, описанные
зарубежными учеными. Особое внимание в этом
обзоре мы уделили исследованиям белорусских
ученых, которые, опираясь на достижения рос-
сийских ученых, создали новое направление в хи-
рургии, трансплантологии/ трансплантации ор-
ганов, неврологии и в других областях медицины.
Однако при создании нового центра местной
нейрогуморальной регуляции (метод ганглиопек-
сии, основанный на образовании новых нервных
и сосудистых связей) нередко (в 5–30% случаев)

наблюдается развитие деструктивных изменений
в перемещенном ганглии, приводящих к сосуди-
стым осложнениям, повышающих риск леталь-
ности. Причины этого явления до сих пор до кон-
ца неизвестны, механизмы не ясны, и, практиче-
ски никто не знает, как можно предотвратить
риск летального исхода после операций, связан-
ных с трансплантацией вегетативных ганглиев с
целью создания новых центров местной нервно-
гуморальной регуляции пораженных внутренних
органов. В этой работе мы хотели бы обсудить ме-
ханизмы, которые способны защитить нервные
клетки и предотвратить развитие в них деструк-
тивных изменений. 

Эти механизмы исследовались и развивались
независимо от белорусских коллег в совершенно
другом медико-биологическом контексте. Еще в
70-х годах XX века один из авторов этой работы
обратил внимание на циклические процессы с
участием активных форм азота и кислорода. Цик-
лические изменения концентрации NO и •O2 в
различных клетках тканей и в целом организме
давали основания предполагать, что эти актив-
ные соединения управляются циклами NO и •O2

–

и являются существенной частью регуляторных
механизмов клеток тканей живых организмов, за-
щищающих клетки и организм в целом от разви-
тия оксидативного и нитрозативного стресса [94,
95]. Анализ данных литературы и результатов соб-
ственных исследований привели к формулировке
и обоснованию концепций цикла оксида азота и
супероксидного анион-радикала [96–108]. Резуль-
таты этих исследований, их обобщения были до-
ложены в Стокгольме в Каролинском институте и
включены в работу, опубликованную в Nature
Chemical Biology [109].

Важную роль в обосновании концепции цик-
лов оксида азота и супероксидного анион-радикала
сыграли обнаруженные многочисленные нитри-
тредуктазные реакции с участием гемсодержащих
белков – гемоглобина, миоглобина, цитохромок-
сидазы (cyt a + a3) и цитохрома P-450, которые в
условиях гипоксии/ишемии способны восста-
навливать ионы NO2

- в NO. Вместе с NO-синтаз-
ными реакциями они дополнили цепочку нитри-
тредуктазных реакций и привели к обоснованию
концепции цикла оксида азота и супероксидного
анион-радикала [96, 101–103]. В последние деся-
тилетия ученые разных стран мира обнаружили
множественные формы гемоглобинов, как в
клетках тканей млекопитающих, так и в клетках
других организмов, прошедших стадии адапта-
ции к появлению кислорода в процессе эволюции
жизни на нашей планете. Одним из таких глоби-
нов является цитоглобин (нейроглобин) цен-
тральной и периферической нервной системы с
молекулярной массой 17 кДа, содержащий около
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150 аминокислотных остатков, последователь-
ность которых приблизительно на 20% совпадает
с таковой гемоглобина и миоглобина [110, 111].
Он также присутствует в сетчатке, эндокринных
тканях и в спинномозговой жидкости. Этот белок
получил второе название – нейроглобин. Впер-
вые нейроглобин был обнаружен в Германии в
2000 г., а результаты исследования были опубли-
кованы в журнале Nature [112]. В указанных рабо-
тах высказывается идея о защитной функции гем-
содержащих белков от оксидативного и нитроза-
тивного стресса (в результате связывания
избытка NO и •O2

−). Эти идеи мы высказывали
еще в 1970–1990 гг., анализируя нитритредуктаз-
ную активность гемсодержащих белков и роль
циклов оксида азота и супероксидного анион-ра-
дикала в защите клеток от повреждающего воз-
действия активных форм азота и кислорода
(рис. 8). Почему эти циклы оказались столь важ-
ными для защиты клеток живых организмов от
повреждений? 

Общее содержание железа (Fe2+) в организме
составляет примерно 3–4 г. Около 70% всего же-

леза включено в состав гемоглобина эритроци-
тов. Гемоглобин составляет примерно 98% массы
всех белков эритроцита. За счет своей структуры
гемоглобин участвует в переносе O2 и в связыва-
нии NO. Кроме того, гемоглобин переносит CO2
от тканей к легким. Остальные 25–30% железа
хранятся в виде миоглобина, цитохромов, в том
числе цитохрома с, цитохромоксидазы (cyt a + a3),
цитохрома P-450, нейроглобинов, гуанилатцик-
лазы, каталазы, пероксидазы. Кроме того, Fe2+

входит в состав белков, не содержащих гемогруп-
пы – железосерных белков и флавопротеинов,
содержащих железо. В связи с этим в настоящее
время идеи о том, что одна из основных функций
всех Fe2+-содержащих белков и низкомолекуляр-
ных соединений состоит не только в переносе
кислорода на большие расстояния, но и в связы-
вании и нейтрализации NO и •O2, становятся все
более популярными [111–117]. Без этой функции
гемсодержащих белков жизнь в условиях наличия
кислорода в атмосфере не могла бы развиваться, а
живые организмы не смогли бы адаптироваться к

Рис. 8. Циклы оксида азота (а) и супероксидного анион-радикала (б). 
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относительно новым условиям существования,
возникших после появления кислорода на нашей
планете. Недаром классики биологии в своих
обобщениях приходили к выводу, что «история
кислорода – это история жизни на Земле»
(Л. Траубе). Выдающийся отечественный биофи-
зик Н.В. Тимофеев-Ресовский неоднократно го-
ворил в своих выступлениях: «любое биологиче-
ское исследование оказывается оправданным
лишь в том случае, если оно имеет более близкий
или далекий, но обязательно эволюционный вы-
ход». Он был солидарен с обобщающими вывода-
ми физиолога академика Л.А. Орбели: «мы
должны стремиться к тому, чтобы каждую функ-
цию …рассмотреть с точки зрения истории ее
формирования. Это есть вопрос об изучении эво-
люции функций. В одном случае мы просто про-
слеживаем исторический путь развития тех или
иных функциональных отношений, а во втором
случае мы подходим к пониманию того, в чем за-
ключается эволюционный процесс, почему
именно так протекал эволюционный процесс на
основе тех функциональных превращений, кото-
рые возникали в живых организмах». На протя-
жении более 40 лет мы стремились установить
преемственную связь развиваемых нами концеп-
ций с идеями классиков науки – Р. Вирхова,
А. Пуанкаре, Л.А. Орбели, А.Д. Сперанского.
Продолжая исследования и обобщение новых дан-
ных, полученных с коллективами современных
ученых (Л.М. Чайлахяном, Н.В. Самосудовой,
Н.П. Ларионовой) [118–131], Н.С. Косицыным
[132], Л.М. Рошалем [133–135, 141, 142],
В.Г. Пинелисом [136–142], Б.И. Ходоровым [139],
В.М. Чертоком [144–146], В.Н. Гуриным [147] и
В.Н. Швалевым [104, 145, 149–154], мы стреми-
лись связать их в единую логическую систему.
Формулируя новые обобщения, мы видели, что
они легко встраиваются в существующую систему
знаний, и дополняют идеи нервизма, развивае-
мые на протяжении последних 250 лет [155]. Это
позволило нам выйти на теорию типового пато-
логического процесса, активно развиваемую в по-
следние десятилетия [106]. Оказалось, что кон-
цепции циклов оксида азота и супероксидного
анион-радикала [95–106], принципы цикличности
и голографический принцип [101–103, 105], над ко-
торыми мы работали на протяжении последних
десятилетий, хорошо дополняют теорию типово-
го патологического процесса [106, 156–161]. 

Самым существенным моментом для совре-
менной биологии и медицины мы считаем следу-
ющие выводы: 1) патология начинается с наруше-
ния нормальных регуляторных циклов, которые
поддерживают основные биохимические и фи-
зиологические показатели в пределах нормы;
2) циклы оксида азота и супероксидного анион-ра-
дикала с их гемсодержащими белками и системами
антиоксидантной защиты (ферментативной и не-

ферментативной) не допускают прямого взаимо-
действия NO и •O2

− и образования диоксида азота
(NO2) и OH-радикалов, способных разрушать
практически все компоненты клеток и субклеточ-
ных структур. Именно эти циклы, в первую оче-
редь, обеспечивают нормальное протекание
энергетических процессов, сопряженных с про-
цессами дыхания; 3) нарушение указанных выше
циклов оксида азота и супероксидного анион-ра-
дикала ведет к переходу от нормы к развитию раз-
личных патологических процессов. Патологиче-
ский процесс, развивающийся при пандемии
COVID-19, не стал исключением [162–164]. Он
оказался зависимым от оксидативного и нитроза-
тивного стресса, а вещества ивер(о)мектин (по-
лициклическое соединение, содержащее
OH-группы), и ловушка NO – диэтилдитиокар-
бомат – оказались способными снизить смерт-
ность от COVID-19 в сотни раз [162–164]. 

Циклы оксида азота и супероксидного анион-
радикала (рис. 8), выполняющие защитную
функцию клеток и организма в целом, составили
ядро концепции типового патологического про-
цесса и обобщающей концепции развития пато-
логических процессов [97–107]. Наши идеи о
нитритредуктазных реакциях гемсодержащих
белков, о которых мы писали еще в 70–80-х годах
XX века [94], были поддержаны учеными США и
Европы [109, 113–116]. Что же предшествовало
развитию указанных выше концепций цикла ок-
сида азота и супероксидного анион-радикала
(рис. 8)?

В цикле оксида азота можно выделить NO-
синтазную компоненту (L-аргинин → NO), осу-
ществляющую синтез NO в присутствии кисло-
рода, и нитритредуктазную компоненту, актив-
ность которой резко возрастает в отсутствие кис-
лорода (гипоксия/ишемия). Ионы NO2

–,
образующиеся из L-аргинина, могут вновь при
участии нитритредуктазных систем, включаю-
щих в себя гемоглобин, миоглобин и цитохромы
(cyt a + a3, cyt P-450), замыкать в цикл цепочку
(L-аргинин → NO → NO2

–/NO3
–). Кислород,

связываясь с гемом, ингибирует нитритредуктаз-
ную активность этих белков. При гипоксии и
функциональной нагрузке, когда гемсодержащие
белки переходят в дезокси-форму, ионы NO2

- на-
чинают активно восстанавливаться, акцептируя
электроны с этих гемсодержащих белков. В цикле
супероксидного анион-радикала происходят: 1) –
восстановление О2 и образование супероксидно-
го анион-радикала; 2) и 3) – реакции дисмутации
супероксида, катализируемые супероксиддисму-
тазой; 4) – разложение пероксида водорода
(H2O2) на воду (H2O) и молекулярный кислород
(O2), осуществляемое ферментом каталазой; пе-
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роксид водорода (H2O2) также разлагается с обра-
зованием двух молекул •ОH-радикала. Цикличе-
ская регуляция активных форм азота и кислорода
обеспечивает превращение этих активных, высо-
кореакционных соединений в менее активные ве-
щества. При нарушении циклов оксида азота и
супероксидного анион-радикала появляются еще
более активные молекулы диоксида азота (NO2) и
пероксинитритов, вновь распадающихся на NO2
и •ОH-радикалы, которые повреждают основные
компоненты живых организмов.

Анализ данных литературы о химических ре-
акциях взаимодействия NO с О2 и •O2

− позволил
нам сделать следующие выводы. 

1. Скорость реакции убывания NO при взаи-
модействии с О2 относительно невелика и соот-
ветствует скорости реакции первого порядка (k =
0.124 л·моль–1·с–1) [165]. 

2. С гемсодержащими белками NO может вза-
имодействовать, образуя нитрозильный ком-
плекс с Fe2+ в активном центре. Константа ско-
рости взаимодействия, как правило, варьирует в
пределах 103–107 л·моль–1·с–1 в зависимости от
состояния железа (Fe2+ или Fe3+) и окружения
гема [166]. 

3. Одновременное повышение содержания ак-
тивных форм азота (NO и продуктов его превра-
щения) и кислорода (•O2

−) приводит к тому, что
они начинают взаимодействовать друг с другом в
общих местах их образования со скоростью в
100000 раз выше, чем с известными природными
антиоксидантами, входящими в состав живых ор-
ганизмов. Скорость реакции NO с •O2

− настолько
высокая, что она ограничена только скоростью
диффузии молекул друг к другу. Константы ско-
ростей реакций для взаимодействия NO и •O2

−

(6.7 ± 0.9)·109 л·моль–1·с–1, что в 105 (или в
100000) раз выше, чем с известными природными
фенольными антиоксидантами. 

Согласно последним данным константы ско-
рости взаимодействия 19 фенольных природных
антиоксидантов в реакциях с супероксидным
анион-радикалом оказались сопоставимыми.
Они находятся в интервале (6.8–11.0)·104 л·моль–

1·с–1, что можно связать с небольшим влиянием
структурных особенностей, в частности, с числом
и положением гидроксильных групп, а также сте-
рическими эффектами заместителей [167–169].
Поэтому при одновременном появлении доста-
точного количества для непосредственного взаи-
модействия NO и •O2 практически все антиокси-
дантные системы живых организмов оказывают-

ся выключенными, а NO и •O2 начинают активно
продуцировать •NO2, •OH-радикалы и анионы
пероксинитритов, которые после протонирова-
ния вновь превращаются в •NO2 и •ОН-радика-
лы. Эти соединения могут участвовать в цепных
свободно радикальных процессах и способны по-
вреждать практически все компоненты клеток.
Именно поэтому все патологические процессы,
развивающиеся при гипоксии/ишемии, воспали-
тельных процессах и развитии иммунных и ауто-
иммунных заболеваний, связанные с образовани-
ем NO, •O2, •NO2 и •ОН-радикалов, оказались за-
висимыми от циклов оксида азота и
супероксидного анион-радикала. Эта способ-
ность указанных циклов, содержащих систему
гемсодержащих белков и антиоксидантных си-
стем (ферментативных и неферментативных),
обусловлена связыванием или переводом NO, •O2
в менее активное состояние. 

Эти идеи, высказанные химику (по образова-
нию), вице-президенту АН СССР, академику АН
СССР Ю.А. Овчинникову, и идеи о защитной ро-
ли циклов оксида азота и супероксидного анион-
радикала (в самой простейшей форме) были под-
держаны для дальнейшего их воплощения в ре-
шение практических задач здравоохранения. Де-
ло в том, что на протяжении 18 лет в СССР (1962–
1980 гг.) отмечалось снижение средней продолже-
ния жизни. Причины этого явления были неиз-
вестны. Поэтому на первом этапе преодолеть
снижение средней продолжительности жизни в
СССР стремились именно за счет увеличения ко-
личества врачей, больниц и поликлиник. За
69 лет в СССР (1922–1991 гг.) количество докто-
ров в стране выросло более чем в 60 раз, с 10.9 тыс.
в 1921 г. до 667.3 тыс. в 1990 г. Перед Великой Оте-
чественной войной на 10000 человек населения
приходилось 7.4 врача, перед развалом СССР –
45. В 70-х годах XX века, после того, как число
врачей на территории СССР (1/6 часть суши) ста-
ло превышать все мыслимые пределы (около 20–
25% мировых показателей) (табл. 1), а проблема
сокращения средней продолжительности жизни
в СССР продолжала усугубляться, потребовались
принципиально новые идеи, воплощение кото-
рых было отмечено как одно из наиболее ярких
достижений Института высшей нервной деятель-
ности и нейрофизиологии АН СССР/РАН [170].
Суть этого достижения состояла в том, что сни-
жение нитратно-нитритного фона, нитритредук-
тазной активности ферментативных систем мле-
копитающих, а вместе с ними и концентраций
NO и NO2 в организме населения в СССР, приве-
ло к остановке катастрофического снижения
средней продолжительности жизни населения
СССР (рис. 9). В дальнейшем это положило нача-
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лу роста данного показателя в период 1980–
1990 гг. на 3–5 лет в разных регионах страны
(рис. 9). После решения этой проблемы стало
ясно, что решение Н.С. Хрущева в мае 1957 г. по-

высить урожайность сельскохозяйственных куль-
тур – кормовой базы для мелкого, крупного рога-
того скота и птиц – с целью догнать и обогнать
США по производству мяса, масла и молока с по-

Таблица 1. Количество врачей в СССР и других странах (обобщающий анализ по данным, представленным на
сайтах Интернета)

Годы

Численность врачей всех специальностей

Всего, тыс. человек На 10000 человек 
населения

СССР

1966

577.7 24.6

РСФСР 328.3 25.8

Украинская ССР 114.0 24.8

Белорусская ССР 19.8 22.6

Узбекская ССР 19.5 17.9

Казахская ССР 23.4 18.9

Грузинская ССР 16.4 35.5.

Азербайджанская ССР 11.6 24.1

Литовская ССР 7.0 23.1

Молдавская ССР 6.3 18.5

Латвийская ССР 7.5 32.6

Киргизская ССР 5.3 19.4

Таджикская ССР 4.1 15.4

Армянская ССР 6.3 28.1

Туркменская ССР 4.2 21.4

Эстонская ССР 4.0 30.7

Англия 1963 (79.1) (14.7)

Индия 1961 83.3 1.9

Иран 1964 8.4 3.7

Италия 1961 81.2 16.3

Пакистан 1960 8.7 0.9

США 1964 360.3 18.6

Турция 1963 10.1 3.3

Федеративная Республика Германии 1965 110.4 19.3

Франция 1964 75.2 15.4

Япония 1964 139.6 14.3
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мощью химизации сельского хозяйства (азотных
удобрений), стало основной причиной снижения
средней продолжительности жизни в СССР. Эта
причина в виде повышенного химического фона
нитратов и нитритов в воде и пищевых продуктах,
а также окислов азота в воздухе воздействовала на
здоровье, продолжительность жизни и демогра-
фические показатели на протяжении по крайней
мере 18 лет (с латентным периодом в 5 лет). После
выяснения причины снижения средней продол-
жительности жизни в СССР (1983) о нитратах и
нитритах узнали практически все жители страны.
Начиная с 1985 г. эту проблему стали активно ре-
шать в НИИ канцерогенеза АМН СССР/РАМН,
Онкологическом научном центре АМН
СССР/РАМН (ныне НМИЦ Онкологии им. Н.Н.
Блохина Минздрава России), а спустя 6 лет
(1989–1992 гг.) – в Институте питания АМН
СССР/РАН и других институтах РАН и РАМН. 

В конечном итоге высказанные идеи и обнару-
женные одним из соавторов статьи механизмы
способствовали тому, что в тяжелые годы пере-
стройки, низких цен на нефть, пустых прилавков
в магазинах СССР, численность населения за
10 лет (1980–1990) выросла на 24.1 млн человек(с
264.5 млн человек в 1980 г. до 288.6 млн человек в
1990 г). К началу 1991 г. численность населения
(по текущей оценке) возросла до 289.2 млн чело-
век. Независимо от того, в каком бы качестве на-
шу страну или наши страны не рассматривать –
СССР, одну или две страны из содружества стран
СНГ (Беларусь или Россию) – за последние 100
лет (1922–2022) это был самый высокий прирост

численности населения, а выполнение этого про-
екта оказалось самым дешевым проектом за все
годы существования АН СССР/РАН (оплата сти-
пендии одному аспиранту – В.П. Реутову). 

Указанные выше механизмы не потеряли сво-
ей актуальности в настоящее время применитель-
но практически ко всем патологическим процес-
сам, которые развиваются на фоне гипоксии/
ишемии, воспалительных процессов, активации
иммунных и аутоиммунных процессов [98, 99,
104, 109, 132–143, 149–154, 171–178]. Эти же меха-
низмы развиваются при решении задач тканеин-
женерных конструкций, связанных с созданием
нового центра местной нейрогуморальной регу-
ляции, основанного на образовании новых нерв-
ных и сосудистых связей [59]. Поэтому у нас есть
все реальные основания для того, чтобы показать,
что те 5–30% случаев при решении указанных вы-
ше задач тканеинженерных конструкций, когда
наблюдается развитие деструктивных изменений
в перемещенном ганглии, приводящих к сосуди-
стым осложнениям и повышению летальности
обусловлены общими обсуждаемыми нами меха-
низмами. Хотя, как указывалось выше, до сих пор
причины этого явления не были известны, меха-
низмы не ясны, и практически никто не знал, как
можно предотвратить риск летального исхода по-
сле операций, связанных с трансплантацией веге-
тативных ганглиев с целью создания новых
центров местной нервно-гуморальной регуляции
пораженных внутренних органов. Мы предпола-
гаем, что в результате объединения усилий бело-

Рис. 9. Продолжительность жизни в СССР/России, США, Франции, Швеции и Японии (1946–2002 гг.). Источник: Human
Mortality Database, http://c.avsim.su/i?u=http://www.demoscope.ru/weekly/2004/0169/img/t_graf01_1.gif.
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русских ученых и авторов этой статьи удастся ре-
шить указанную выше актуальную задачу. 

В завершение нашего обзора хотелось бы от-
метить тот незаметный, но существенный вклад
ученых, возглавлявших АН СССР/РАН, которые
смогли предвидеть долговременные последствия
некоторых открытий. Еще раз подчеркнем, что
достижение Института высшей нервной деятель-
ности и нейрофизиологии АН СССР было под-
держано вице-президентом АН СССР академи-
ком АН СССР Ю.А. Овчинниковым, а другим
ученым – академиком-секретарем Отделения
физиологии АН СССР академиком АН СССР
П.Г. Костюком – это достижение было отнесено
к научным достижениям, имеющим наибольшее
практическое значение для физиологии, медици-
ны и народного хозяйства (рис. 10) [170]. Несо-
мненно, что без поддержки директора ИВНД и
НФ АН СССР/РАН академика РАН
П.В. Симонова эта работа также не могла бы раз-
виваться и выполняться в те годы, когда о роли
NO в реализации проблем памяти и обучения ни-
кто еще не думал и не обсуждал ее в контексте
нейрофизиологии не только в нашей стране, но и
в мире. Эти ученые заботились о результатах, спо-

собных изменить медико-биологические пер-
спективы науки в своей стране. О некоторых уче-
ных, оказывавших поддержку практически всем
нашим исследованиям, мы написали в статьях и
книгах [148, 171–180].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Отдавая должное перспективным методам
тканевой инженерии, развиваемым и описанным
зарубежными учеными, особое внимание в этом
обзоре мы уделили исследованиям белорусских
ученых, которые, опираясь на достижения рос-
сийских ученых, создали новое направление в
биофизике, неврологии и медицине. Именно они
стояли у истоков развития этого метода – метода
создания нового центра местной нейрогумораль-
ной регуляции, основанного на образовании но-
вых нервных и сосудистых связей. 

Анализируя литературные данные и результа-
ты собственных исследований, мы пришли к важ-
ному выводу. Он состоит в том, что при многих
патологических процессах, протекающих на
фоне гипоксии/ишемии, воспалительных про-
цессов и активации иммунных/аутоиммунных

Рис. 10. Отчет по Отделению физиологии АН СССР (1963–1983 гг.) акад. АН СССР П.Г. Костюка, Э.Н. Светайло и
К.А. Ланге [170].
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процессов наблюдается химический или свобод-
норадикальный резонанс. В ходе этого свободно-
радикального резонанса в течение короткого вре-
мени повышенные концентрации NO и •O2

– вза-
имодействуют друг с другом с очень высокими
скоростями и завершаются образованием вы-
сокотоксичных и высокореакционных соедине-
ний – NO2, OH-радикалов, пероксинитритов,
которые вновь превращаются в NO, NO2 и OH-
радикалы, замыкая, тем самым, патогенетиче-
ский цикл. Это такие реакции, которые способны
к цепным свободнорадикальным процессам, разру-
шающим практически все компоненты клеток и
субклеточных структур. Однако если снизить
концентрацию NO или •O2

− при помощи ингиби-
торов NO-синтаз, ловушек NO (например, ди-
этилдитиокарбамата – дисульфирама) и/или ин-
гибиторов свободно радикальных процессов с
участием NO или •O2

–, то можно влиять практи-
чески на все патологические процессы, протека-
ющие на фоне гипоксии/ишемии, воспалитель-
ных процессов и активации иммунных/аутоим-
мунных процессов. У нас есть все основания
предполагать, что эти же процессы и механизмы
развиваются при решении как задач, связанных с
геморрагическим, ишемическим инсультами
[181–187], а также задач тканеинженерных кон-
струкций, которые включают создание нового
центра местной нейрогуморальной регуляции,
основанного на образовании новых нервных и
сосудистых связей [41–57]. Поэтому мы полага-
ем, что, используя ингибиторы NO-синтаз, ло-
вушки NO (типа диэтилдитиокарбамата) и/или
ингибиторы свободно радикальных процессов с
участием NO или •O2

– можно снизить количество
летальных исходов в тех 5–30 % случаев, когда на-
блюдается развитие деструктивных изменений в
перемещенном ганглии.

В завершение статьи мы хотели бы обратить
внимание на механизмы, которые действуют с ре-
ализацией принципов голографии и цикличности
практически на всех структурно-функциональ-
ных уровнях живых систем. Именно это обстоя-
тельство создает условия для существования
своеобразного общего знаменателя практически
для всех патологических процессов при наруше-
нии регуляторных циклических механизмов. Из-
вестно, что всякое обобщение до известной сте-
пени предполагает веру в единство и простоту
природы (А. Пуанкаре). Что касается единства, то
ученые, как правило, не встречают каких-либо
затруднений. Вопрос заключается в том, каким
образом природа является единой (А. Пуанкаре).
На протяжении более 45 лет мы стремились рас-
крыть это единство. Анализируя многочислен-
ные данные литературы и результаты наших экс-
периментов, мы неоднократно писали, что ука-

занное выше единство обусловлено тем
обстоятельством, что кроме атомарного принципа
существования материи, который безоговорочно
принимается всеми учеными, действуют еще
принцип цикличности и голографический принцип
[100–103]. Осознание этих принципов в XXI веке
позволит понять, почему «все процессы осу-
ществляются циклически, и, каждый процесс
имеет свою цикличность» (Л.А. Орбели)? Почему
любая патология – это, прежде всего, дизрегуля-
торная патология (Г.Н. Крыжановский)? Почему
«не жизнь в ненормальных, условиях, не наруше-
ние как таковое вызывает болезнь, напротив, бо-
лезнь начинается с недостаточности регулятор-
ного аппарата (Р. Вирхов). Почему о физиологии
и патологии целого организма можно судить по
целостности/интактности циклов оксида азота и
супероксидного анион-радикала? И, наконец,
почему клеточная патология или патология клет-
ки (по Р. Вирхову), в конечном счете, зависит от
наличия или отсутствия оксидативного и нитро-
зативного стресса? Этот свободно радикальный
стресс зависит от нормальной работы указанных
выше регуляторных циклов оксида азота и су-
пероксидного анион-радикала с их многочислен-
ными гемсодержащими белками, способными
связывать или нейтрализовать активные формы
азота и кислорода. Благодаря этим реакциям в
условиях нормального функционирования цик-
лов оксида азота и супероксидного анион-ради-
кала NO и •O2

− не могут взаимодействовать меж-
ду собой, минуя гемсодержащие белки указанных
выше циклов, которые, тем самым, не допускают
образования высокореакционных молекул NO2 и
OH-радикалов, способных разрушать практиче-
ски все компоненты клеток и субклеточных
структур. Учитывая константы скоростей реак-
ции взаимодействия NO и •O2

− между собой
((6.7 ± 0.9)·109 л·моль–1·с–1), с гемсодержащими
белками (103–107 л·моль–1·с–1) и этих же соеди-
нений с фенольными антиоксидантами (6.8–
11.0)·104 л·моль–1·с–1) становится очевидной бо-
лее важная роль гемсодержащих белков, входя-
щих в циклы оксида азота и супероксидного ани-
он-радикала, по сравнению с антиоксидантными
системами. 

О цикличности естествоиспытатели говорят
приблизительно столько же, сколько и об атомах.
Впервые понятие атом было сформулировано в
V–IV веках до нашей эры древнегреческим уче-
ным Демокритом. Понятие голографии, принци-
па голографии возникло значительно позже – в
середине XX века, поскольку первая голограмма
была получена в 1947 г. Осознание триединства
принципа цикличности, голографического принципа
и атомарного принципа строения живой и неживой
материи может позволить подойти к созданию
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новой парадигмы биологии и медицины XXI ве-
ка, в которой обобщающая концепция развития па-
тологических процессов станет составной частью
элементов построения теории медицины. Об этих
элементах построения теории медицины писал
академик АН СССР А.Д. Сперанский [188, 189].
Он рассматривал нервно-дистрофический процесс
как основной элемент построения теории меди-
цины, а его основной труд на эту тему, как уже
было сказано выше, восемь раз номинировался
на Нобелевскую премию по физиологии и меди-
цине при поддержке академика АН СССР
И.П. Павлова [189]. Если учесть все эти обстоя-
тельства, все вышесказанное может позволить
по-новому осознать значение изложенных выше
идей и представлений о переходе от нормы к па-
тологии, включая представления об активной и
пассивной составляющих нейронального воз-
буждения и его глиального сопровождения [190]. 

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии конфликта

интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. F. Berthiaume, T. J. Maguire, and M. L. Yarmush, An-

nu Rev Chem Biomol Eng., 2, 403 (2011). 
2. G. Orlando, K. J. Wood, R. J. Stratta, et al., Transplan-

tation, 91(12), 1310 (2011). 
3. N. J. Turner, T. J. Keane, and S. F. Badylak, Birth De-

fects Res. C Embryo Today, 99 (3), 149 (2013). 
4. C. T. Laurencin and Y. Khan, Sci. Transl. Med., 4, 160

(2012). 
5. M. D. Kwan and M. T. Longaker, Transplantation, 86

(2), 206 (2008). 
6. R. Langer and J. Vacanti, J. Pediatr. Surg., 51 (1), 8

(2016). 
7. G. Banfi and M. M. Corsi, J. Biol. Regul. Homeost.

Agents, 25 (Suppl. 2), S1 (2011).
8. J. L. Gilbert, J. Biomed. Mater. Res. A, 96 (2), 273

(2011). 
9. J. F. Stoltz, J. Magdalou, P. Netter, and N. de Isla, Bio-

med. Mater. Eng., 19 (4–5), 269 (2009).
10. K.B. Hellman and R.M Nerem, Tissue Eng., 13 (12),

2823 (2007). 
11. K. Jakab, C. Norotte, F. Marga, et al., Biofabrication,

2 (2), 022001 (2010). 
12. K. E Andersson and G. J. Christ, Mol. Interv., 7 (2), 79

(2007). 
13. D. J. Williams and I. M. Sebastine, IEE Proc. Nano-

biotechnol., 152(6), 207 (2005). 
14. D. M. Olszewska-Słonina and T. A. Drewa, Wiad Lek.,

59 (7–8), 585 (2006).

15. S. N. Jayasinghe, Biomed Mater., 3 (3), 030201 (2008). 
16. A. Atala, Curr. Urol. Rep., 2 (1), 83 (2001). 
17. S. V. Murphy and A. Atala, Nat. Biotechnol., 32 (8),

773 (2014). 
18. M. N. Patel and A. Atala, Sci. World J., 11, 2567 (2011). 
19. Z. Wang, S. J. Lee, H. J. Cheng, et al., Acta Biomater.,

70, 48 (2018). 
20. H. Budharaju, A. Subramanian, and S. Sethuraman,

Biomater. Sci., 9 (6), 1974. (2021). 
21. S. Heid and A. R. Boccaccini, Acta Biomater., 113, 1,

(2020). 
22. A. Chakraborty, A. Roy, S. P. Ravi, and A. Paul, Bio-

mater. Sci., 9 (19), 6337. (2021). 
23. X. Cui, J. Li, Y. Hartanto, et al., Adv. Health. Mater., 9

(15), e1901648. (2020). 
24. S. Piluso, G. A. Skvortsov, M. Altunbek, et al., Biofab-

rication, 13 (4), (2021). 
25. S. Kyle, Z. M. Jessop, A. Al-Sabah, and I. S. Whitaker,

Adv. Healthc. Mater., 6 (16) (2017). 
26. Y. Zhao, Y. Li., S. Mao, et al., Biofabrication, 7 (4),

045002. (2015). 
27. A. Malekpour and X. Chen, J. Funct. Biomater., 13 (2),

40 (2022). 
28. S. Strauß, B. Schroth, and J. Hubbuch, Front. Bioeng.

Biotechnol., 10, 831350 (2022). 
29. Y. Gu, A. Forget, and V. P. Shastri, Adv. Sci. (Weinh),

9 (3), e2103469 (2022). 
30. J. Lin, A. R. Sun, J. Li, et al., Front. Bioeng. Biotech-

nol., 9, 764212 (2021). 
31. Z. T. Olmsted and J. L. Paluh, Nat. Commun., 12 (1),

3020 (2021). 
32. S. Münst, P. Koch, J. Kesavan, et al., Methods, 133, 65

(2018). 
33. F. Serrano, W. G. Bernard, A. Granata, et al., Stem

Cells Dev., 28 (2), 81 (2019). 
34. P. Hofbauer, S. M Jahnel, N. Papai, et al., Cell, 184

(12), 3299 (2021). 
35. M. Zhu and M. Zernicka-Goetz, Cell, 183 (6), 1467.

(2020). 
36. K. Klimczewska, A. Kasperczuk, and A. Suwińska,

Curr. Top Dev. Biol., 128, 105 (2018).
37. K. Muguruma, A. Nishiyama, H. Kawakami, et al.,

Cell Rep., 10 (4), 537 (2015). 
38. K. Muguruma, Methods Mol. Biol., 1597, 31 (2017). 
39. G. A. Higuera, G. Iaffaldano, M. Bedar., et al., Sci.

Rep., 7 (1), 8863 (2017). 
40. C. J. Alexander and J. A. Hammer, Cerebellum, 18 (3),

406 (2019). 
41. D. M. Golub, Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 45, 3

(1963).
42. D. M. Golub, F. B. Kheĭnman, I. I. Novikov, et al.,

Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 76 (3), 5 (1979).
43. D. M. Golub and G. M. Bronovitskaia, Arkh. Anat.

Gistol. Embriol., 80 (5), 47 (1981). 
44. D. M. Golub, Anat. Gistol. Embriol., 57 (10), 3 (1969). 
45. D. M. Golub, R. M. Loyko, and I. I. Novikov, Anat.

Anz., 145 (5), 474 (1979). 
46. D. M. Golub, Folia Morphol. (Praha), 30 (2), 195

(1982). 
47. D. M. Golub, Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 38, 85

(1960).
48. D. M. Golub, L. A. Lentiuk, I. I. Novikov, et al., Arkh

Anat Gistol Embriol., 83 (12), 36 (1982).



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫЕ КОНСТРУКЦИИ В БИОФИЗИКЕ 1027

49. D. M. Golub, Verh. Anat. Ges., 63, 317 (1969).
50. D. M. Golub, and P. I. Lobko, Arkh. Anat. Gistol. Em-

briol., 63 (10), 5 (1972).
51. D. M. Golub, Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 44, 34

(1963).
52. D. M. Golub, L. A. Leontiuk, V. A. Mokhort, et al.,

Vestn. Akad. Med. Nauk SSSR, 12, 19 (1987).
53. D. M. Golub, Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 40, 62

(1961).
54. D. M. Golub, L. A. Davydova, I. I. Novikov, and

F. B. Kheínman, Arkh. Anat. Gistol. Embriol., 64 (5),
5 (1973).

55. D. M. Golub and R. V. Danilenko, Arkh. Anat. Gistol.
Embriol., 89 (9), 28 (1985). 

56. D. M. Golub, V. M. Dechko, and S. A. Kozey, Devel-
opment of the cranial nerves: Atlas, Ed. by D. M. Golub
(Minsk, 1977).

57. Д. М. Голуб, Докл. АН БССР, 11 (5), 464 (1967).
58. В. П. Реутов, Евразийское научное объединение,

№ 12 (82), 166 (2021).
59. Л. А. Давыдова и В. П. Реутов, Евразийское науч-

ное объединение, № 3-2 (37), 82 (2018).
60. В. П. Реутов и Л. А. Давыдова, Евразийское науч-

ное объединение, № 3-3 (49), 155 (2019).
61. Ia. I. Azhipa, G. A. Filiashina, V. P. Reutov, and

I. N. Emel’ianenko, Izv. Akad. Nauk. SSSR. Biol. Ser.,
6, 819 (1982).

62. N. E. Savchenko and V. A. Mokhort, Urol. Nefrol.
(Moscow), 38 (5), 38 (1973). 

63. N. E. Savchenko, Urol. Nefrol. (Moscow), 3 (3), 7
(1985).

64. B. Haid and S. Tekgül, Eur. Urol. Focus., 2-3, 198
(2017).

65. S. Ramsay, É. Lapointe, and S. Bolduc, Expert Opin.
Pharmacother., 6, 1 (2022). 

66. G. Jang, Y. J. Im, J. Suh, and K. Park, Investig. Clin.
Urol., 61 (2), 207 (2020).

67. M. Shim, W. J. Bang, C. Y. Oh, et al., Investig. Clin.
Urol., 62 (3), 331 (2021).

68. Д. М. Голуб и Ф. Б. Хейнман, Докл. АН БССР, 11
(10), 938 (1967).

69. G. Marinesco, Rev. Neurol., 15, 241 (1907).
70. V. Nageotte, Rev. Neurolog.. 17, 933 (1907).
71. S. R. Cajal, Nature, 125, 230 (1930).
72. E. Karbassi, A. Fenix, S. Marchiano, et al., Nat. Rev.

Cardiol., 17(6), 341 (2020). 
73. H. G. Song, R. T. Rumma, C. K. Ozaki, et al., Cell,

22(3), 340. (2018).
74. C. Chen, Y. Xi, and Y. Weng, Materials (Basel), 15 (6),

2164 (2022). 
75. S. Han, J. Sun, S. He, et al., Am. J. Transl. Res., 11 (6),

3246 (2019). 
76. E. Querdel, M. Reinsch, L. Castro, et al., Circulation,

143 (20), 1991 (2021). 
77. C. von Bibra, A. Shibamiya, B. Geertz, et al., J. Mol.

Cell Cardiol., 166, 1 (2022). 
78. K. Andrysiak, J. Stępniewski, and J. Dulak, Pflugers

Arch., 473 (7), 1061 (2021). 
79. F. Zhang and K. B. Pasumarthi, BioDrugs, 22 (6), 361

(2008). 
80. F. Weinberger, K. Breckwoldt, S. Pecha, et al., Sci.

Transl. Med., 8 (363), 363148 (2016). 

81. L. Gao, Z. R. Gregorich, W. Zhu, et al., Circulation,
137 (16), 1712 (2018).

82. N. Rogozinski, A. Yanez, R. Bhoi, et al., Science, 25
(5), 104330 (2022). 

83. J. H. Choi, S. E. Sim, J. I. Kim, et al., Science, 360
(6387), 430 (2018). 

84. C. Wang, H. Yue, Z. Hu, et al., Science. 367 (6478),
688 (2020). 

85. G. P. Morris, I. A. Clark, R. Zinn, and B. Vissel, Neu-
robiol. Learn. Mem., 105, 40 (2013). 

86. J. Cornell, S. Salinas, H. Y. Huang, and M. Zhou,
Neural. Regen. Res., 17 (4), 705 (2022). 

87. G. Piccioni, D. Mango, A. Saidi, et al., Int. J. Mol.
Sci., 22 (5), 2342 (2021).

88. A. Mishra, R. Bandopadhyay, P. K. Singh, et al., Me-
tab. Brain Dis., 36 (7), 1591 (2021). 

89. P. J. Paasila, J. A. Aramideh, G. T. Sutherland, and
M. B. Graeber, Front. Neurosci., 15, 778822 (2022). 

90. L. E. Niklason and J. H. Lawson, Science, 370 (6513),
8662 (2020). 

91. D. G. Seifu, A. Purnama, K. Mequanint, and D. Man-
tovani, Nat. Rev. Cardiol., 10 (7), 410 (2013).

92. M. X. Li, L. Li, S. Y. Zhou, et al., RSC Adv., 11 (50),
31783 (2021).

93. V. P. Reutov, Ia. I. Azhipa, and L. P. Kaiushin, Bull.
Eksp. Biol. Med., 86 (9), 299 (1978).

94. V. P. Reutov, Ya. I. Azhipa, and L. P. Kayushin, Proc.
Acad. Sci. USSR. Ser. Biol., No 3, 408 (1983).

95. В. П. Реутов, Успехи биол. химии, 35 189, (1995). 
96. V.P. Reutov and E. G. Sorokina, Biochemistry (Mos-

cow), 63 (7), 874 (1998).
97. В.П. Pеутов, Е. Г. Cоpокина, В. Е. Оxотин и

Н.C. Коcицын, Цикличеcкие пpевpащения окcида
азота в оpганизме млекопитающиx (М., 1997). 

98. Е. Б. Меньщикова, Н. К. Зенков и В. П. Pеутов,
Биоxимия, 65 (4), 485 (2000). 

99. Н. К. Зенков, Е. Б. Меньщикова и В. П. Pеутов,
Веcтн. PАМН, № 4, 30 (2000). 

100. В. П. Pеутов и Е. Г. Cоpокина, Биоxимия, 63 (7),
1029 (1998). 

101. В. П. Pеутов, Биоxимия, 64 (5), 634 (1999).
102. В. П. Pеутов, Веcтн. PАМН, № 4, 35 (2000).
103. В. П. Pеутов, Биоxимия, 67 (3), 353 (2002). 
104. В. П. Pеутов, Е. Г. Cоpокина и В. Н. Швалев,

Уcпеxи физиол. наук, 43 (4), 73 (2012).
105. V. P. Reutov, E. G. Sorokina, and O. I. Sukmansky,

Curr. Res. Biopolymers, 2, 112. DOI: 10.29011/
CRBP-112.000012

106. V. P. Reutov, N. V. Samosudova, and E. G. Sorokina,
Biophysics, 64 (2), 233 (2019).

107. V. P. Reutov, Ia. I. Azhipa, and L. P. Kayushin, Izv. AN
SSSR, Ser. Biol., No 3, 408 (1983).

108. В. П. Реутов и Е. Г. Сорокина, Молекуляр. биоло-
гия, 32 (2), 377 (1998).

109. J. O. Lundberg, M. T. Gladwin, A. Ahluwalia, et al.,
Nat. Chem. Biol., 5 (12), 865 (2009). 

110. T. Burmester, B. Weich, S. Reinhardt, and T. Hankeln,
Nature, 407 (6803), 520 (2000).

111. T. Burmester and T. Hankeln, J. Exp. Biol., 212
(Pt 10), 1423 (2009). 

112. L. Moens and S. Dewilde, Nature, 407 (6803), 461
(2000). 



1028

БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

РЕУТОВ и др.

113. K. Cosby, K. S. Partovi, et al., Nat. Med., 9 (12), 1498
(2003).

114. M. T. Gladwin and D. B. Kim-Shapiro, Blood, 112
(7), 2636 (2008).

115. S. Shiva, Z. Huang, R. Grubina, et al., Circ. Res., 100
(5), 654 (2007).

116. J. H. Crawford, T. S. Isbell, Z. Huang, et al., Blood,
107 (2), 566 (2006).

117. T. Dalsgaard, U. Simonsen, and A. Fago, Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol., 292 (6), H3072 (2007). 

118. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и Н. П. Лаpионова,
Цитология, 42 (1), 72 (2000).

119. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов, Н. П. Лаpионова и
Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 378 (3), 417 (2001).

120. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов, Н. П. Лаpионова и
Л. М. Чайлаxян, Цитология, 47 (3), 214 (2005).

121. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и Н. П. Лаpионова,
Моpфология, 129 (2), 84 (2006).

122. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов, Н. П. Лаpионова и
Л. М. Чайлаxян, Моpфология, 131 (2), 53 (2007).

123. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и Н. П. Лаpионова,
Бюл. экcпеpим. биологии и медицины 146 (7), 13
(2008).

124. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и Н. П. Лаpионова,
Бюл. экcпеpим. биологии и медицины 150 (8), 212
(2010).

125. Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и Н. П. Лаpионова,
Моpфология, 140 (4), 13 (2011).

126. Н. П. Лаpионова, В. П. Pеутов, Н. В. Cамоcудова и
Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 393 (5), 698 (2003).

127. Н. П. Лаpионова, В. П. Pеутов, Н. В Cамоcудова и
Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 401 (3), 419 (2005).

128. Н. П. Лаpионова, В. П. Pеутов, Н. В. Cамоcудова и
Л. М. Чайлаxян, Моpфология, 129 (2), 53 (2006).

129. Н. П. Лаpионова, В. П. Pеутов, Н. П. Cамоcудова
и Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 432 (2), 276 (2010).

130. Н. П. Лаpионова, Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и
Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 369 (6), 836 (1999).

131. Н. П. Лаpионова, Н. В. Cамоcудова, В. П. Pеутов и
Л. М. Чайлаxян, Докл. PАН, 376 (5), 701 (2001).

132. Н. С. Косицын, В. П. Реутов и М. М. Свинов, Мо-
лекуляр. биология, 32 (2), 369 (1998).

133. Ж. Б. Семенова, Е. Г. Сорокина, Н. В. Базарная
и др., Физиол. журн. 54 (4), 89 (2008).

134. Е. Г. Сорокина, Ж. Б. Семенова, О. В. Карасева,
и др., Нейроиммунология, 14 (1–2), 60 (2017). 

135. Е. Г. Сорокина, Ж. Б. Семенова, Н. А. Мамонтова
и др., Журн. неврол. и психиатрии им.
С.С. Корсакова, 108 (3), 67 (2008).

136. Е. Г. Cоpокина, Ж. Б. Семенова, В. П. Pеутов и
В. Г. Пинелиc, Нейpоиммунология, 1 (1), 267
(2002).

137. Е. Г. Cоpокина, В. П. Pеутов и В. Г. Пинелиc, Ак-
туальные вопpоcы тpанcпоpтной медицины, 10
(133), (2007).

138. 138. Е. Г. Cоpокина, В. П. Pеутов и В. Г. Пинелиc,
Биол. мембpаны, 16 (3), 318 (1999).

139. Е. Г. Cоpокина, В. П. Pеутов, В. Г. Пинелиc и
Т. C. Коpшунова, Уcпеxи физиол. наук 25 (4), 70
(1994).

140. Е. Г. Cоpокина, В. П. Pеутов, Я. Е. Cенилова, и
В. Г. Пинелис, Бюл. экcпеpим. биологии и меди-
цины 143 (4), 419 (2007).

141. Е. Г. Cоpокина, Ж. Б. Cеменова, В. В. Алатыpцев
и др., Аллеpгология и иммунология, 10 (2), 280
(2009).

142. Е. Г. Cоpокина, Ж. Б. Cеменова, Н. А. Базаpная
и др., Жуpн. невpологии и пcиxиатpии им.
C.C. Коpcакова, 108 (3), 67 (2008).

143. E. G. Sorokina, V. P. Reutov, Ya. E. Senilova, et al.,
Bull. Experim. Biol. Med., 143 (4), 442 (2007).

144. В. П. Реутов и В. М. Черток, Тихоокеанский мед.
журн., № 2, 10 (2016). 

145. В. П. Реутов, В. М. Черток и В. Н. Швалев,
Евразийское научное объединение, № 1 (18), 36
(2016). 

146. В. М. Черток, В.П. Реутов и В. Е. Охотин, Тихо-
океанский мед. журн., № 2, 7 (2012).

147. В. П. Реутов, В. Е. Охотин, А. В. Шуклин и др.,
Успехи физиол. наук, 38 (4), 39 (2007).

148. Л. В. Розенштраух и В. П. Реутов, Успехи физиол.
наук, 41 (4), 93 (2010).

149. В. Н. Швалев, В. П. Реутов, А. Н. Рогоза и др., Ти-
хоокеанский мед. журн., № 1 (55), 10 (2014).

150. В. Н. Швалёв, А. Н. Рогоза, В. П. Реутов и др., Ка-
занский мед. журн., 95 (2) 175 (2014).

151. В. Н. Швалев, В. П. Реутов, А. Н. Рогоза и др.,
Морфологич. ведомости, № 3, 6 (2012).

152. В. Н. Швалев, В. П. Реутов, А. Н. Рогоза и др.,
Морфологич. ведомости, № 1, 6 (2014).

153. В. Н. Швалев, В. П. Реутов, В. Б. Сергиенко и др.,
Казанский мед. журн., 97 (4) 598 (2016).

154. В. Н. Швалев, А. Н. Рогоза, Н. А. Тарский и др.,
Тихоокеанский мед. журн., № 1 (67), 42 (2017).

155. В. П. Реутов, Евразийское научное объединение,
№ 9 (31), 34 (2017). 

156. В. В. Новицкий, Н. В. Pязанцева и Е. А. Cтеповая,
Физиология и патофизиология эpитpоцита (Томcк,
2004).

157. В. В. Новицкий, Н. В. Pязанцева и Е. А. Cтеповая,
Клиничеcкий патомоpфоз эpитpоцита. Атлаc
(Томcк, 2003).

158. В. В. Новицкий, Е. А. Cтеповая и И. Г. Баженова.
Бюл. экcпеpим. биологии и медицины, 126 (8),
204 (1998).

159. В. В. Новицкий, Е. А. Cтеповая и В. Е. Гольдбеpг,
Бюл. экcпеpим. биологии и медицины, 127 (6), 680
(1999).

160. Н. В. Рязанцева и В. В. Новицкий, Успехи физиол.
наук, 35 (1) 53 (2004).

161. Типовые патологические процессы, под ред.
Ф.И. Висмонта и др. (Минск, 2013). 

162. V. P. Reutov, E. G. Sorokina, N. V. Samosudova, and
V. E. Okhotin, Int. J. Psychiatry, 6 (2), 33 (2021).

163. В. П. Реутов, Евразийское научное объединение,
№ 10 (80), 117 (2021). 

164. В. П. Реутов и Е. Г. Сорокина, Евразийское науч-
ное объединение, № 12 (82), 117 (2021).

165. Справочник химика, в 7 томах, под ред. чл.-корр.
АН СССР Б.П. Никольского (Химия, М., 1962–
1966).

166. А. Н. Осипов, Г. Г. Борисенко и Ю. А. Владими-
ров, Успехи биол. химии, 47, 259 (2007).

167. С. М. Зиматкин, Е. И. Бонь и Н. Е. Максимович,
Журн. Гродненского гос. мед. университета, 16
(6), 639 (2018).



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫЕ КОНСТРУКЦИИ В БИОФИЗИКЕ 1029

168. R. E Huie and S. Padmaja, Free Radic. Res. Com-
mun., 18 (4), 195 (1993).

169. Г. К. Зиятдинова, С. П. Захарова и Г. К. Будников,
Ученые записки Казанского университета, 157
(2), 129 (2015).

170. П. Г. Костюк, Э. Н. Светайло и К. А. Ланге, Физио-
логические науки в Академии наук СССР (1963–
1983), (1983). 

171. А. С. Базян и В. П. Реутов, Биофизика, 55 (3), 554
(2010).

172. А. С. Базян и В. П. Реутов, Успехи физиол. наук,
41 (1), 103 (2010).

173. В. П. Реутов, Е. Г. Сорокина, Н. С. Косицын и
В. Е. Охотин, Проблема оксида азота в биологии и
медицине и принцип цикличности. Ретроспектив-
ный анализ идей, принципов и концепций (М., 2003). 

174. В. П. Реутов, Биохимия, 68 (3), 445 (2003). 
175. В. П. Реутов, Успехи физиол. наук, 34 (2) 103

(2003).
176. В. П. Реутов, Е. Г. Сорокина и Н. С. Косицын,

Успехи физиологических наук 36 (4), 84 (2005).
177. В. П. Реутов, Е. Г. Сорокина, В. Е. Охотин и

Н. С. Косицын, Павел Васильевич Симонов и его
концепция об «альтруистах» и «эгоистах». Воспо-
минания и эссе на современные темы (М., 2007). 

178. В. П. Реутов, Е. Г. Сорокина и Н. С. Косицын,
Успехи физиол. наук, 38 (1), 86 (2007).

179. В. П. Реутов, Е. Г. Сорокина, В. Е. Охотин и
М. М. Свинов, Успехи физиол. наук, 40 (4), 94
(2009).

180. В. П. Реутов, Евразийское научное объединение,
№ 10 (68), 183 (2020). 

181. А. Л. Кpушинcкий, В. C. Кузенков, В. Е. Дьяконо-
ва и В. П. Pеутов, Бюл. экcпеpим. биологии и ме-
дицины, 150 (7), 38 (2010).

182. А. Л. Кpушинcкий, В. C. Кузенков, В. Е. Дьяконо-
ва и В. П. Pеутов, Жуpн. невpологии и пcиwx-
иатpии им. C.C. Коpcакова, 114 (8), 21 (2014).

183. А. Л. Кpушинcкий, В. C. Кузенков, В. Е. Дьяконо-
ва и В. П. Pеутов, Изв. PАН. Cеp. биол., 1, 77
(2015).

184. А. Л. Кpушинcкий, В. П. Pеутов и В. C. Кузенков,
Изв. PАН. Cеp. биол., 3, 329 (2007).

185. А. Л. Кpушинcкий, В. П. Pеутов и В. C. Кузенков,
Актуальные пpоблемы тpанcпоpтной медицины,
10 (4), 117 (2007).

186. В. Б. Кошелев, А. Л. Кpушинcкий, В. C. Кузенков
и В. П. Pеутов, Новоcти мед.-биол. наук, 1, 41
(2004).

187. В. C. Кузенков, В. П. Pеутов и А. Л. Кpушинcкий,
Веcтн. МГУ, Cеp. 16. Биология, 16 (1), 3 (2010).

188. А. Д. Сперанский, Элементы построения теории
медицины (М. 1955).

189. В. П. Реутов, Евразийское научное объединение,
№ 12 (82), 166 (1921).

190. Ю. С. Медникова, Д. Н. Воронков, Р. М. Худоер-
ков и др., Биофизика, 66 (4) 756 (2021).

 Tissue-Engineered Constructions in Biophysics, Neurology and Other Fields 
and Branches of Medicine

 V.P. Reutov*, L.A. Davydova**, and E.G. Sorokina***

*Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,
ul. Butlerova 5a, Moscow, 117485 Russia

**Belarusian State Medical University, prosp. Dzerzhinskogo 83, Minsk, 220116 Belarus 

***National Medical Research Center for Children's Health of the Ministry of Health of the Russian Federation,
Lomonosovsky prosp. 2, Moscow, 119991 Russia

This paper describes the gangliopexy method, one of the methods for creating a new center of local neurohu-
moral regulation, based on the formation of new connections discovered between the nervous system and the
vascular system. The prospects for the development of this method are studied. At the same time, novel con-
cepts about the cycles of nitric oxide and superoxide anion radical are introduced. A possible role of these cy-
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Согласно дарвиновской теории естественного отбора в ходе конкуренции за ресурс выживает
наиболее приспособленная популяция. Величины признаков особей выжившей популяции будем
называть эволюционно-оптимальными. Строится модель биологического сообщества, состоящего
из конкурирующих популяций и растительного ресурса. Модель включала уравнение динамики
численности популяции, уравнение энергетического баланса половозрелой особи, уравнения
динамики плотности пищевого ресурса. Для определения эволюционно-оптимальных значений
признаков Ханиным и Семевским был предложен критерий, согласно которому эволюционно-
оптимальные значения признаков доставляют максимум коэффициенту размножения, равному
нулю в состоянии равновесия сообщества. Было показано, что существует эквивалентный критерий
минимума получаемой особью энергии. С помощью этих критериев продемонстрирован метод
определения эволюционно-оптимальных значений веса тела и толщины шерстного покрова особи.
Предполагается, что видовая продолжительность жизни, как и другие признаки организма, также
является продуктом эволюции. С помощью критерия минимума энергии, получаемой особью,
определяется видовая продолжительность жизни как функция внешних факторов и других
параметров организма. Полученные результаты были подтверждены численными экспериментами
для конкретных значений параметров.

Ключевые слова: эволюционная оптимальность, равновесное состояние, конкуренция популяций,
адаптивные признаки, продолжительность жизни.
DOI: 10.31857/S0006302922050210,  EDN: JRBZVQ

В современной науке принято считать, что все
признаки организмов являются адаптивными в
том смысле, что являются результатом естествен-
ного отбора. С появлением компьютеров появи-
лась возможность моделировать естественный
отбор [1, 2] и определять величины признаков ор-
ганизмов, выживших в ходе отбора. Суть модели
естественного отбора, предложенной в данной
работе, состоит в следующем. Строится модель
динамики простейшего биологического сообще-
ства, состоящего из популяции организмов и пи-
щевого ресурса, потребляемого популяцией. Мо-
дель включает уравнение динамики численности
популяции, динамики плотности ресурса и урав-
нение энергетического баланса особи. На основе
модели биологического сообщества строится мо-
дель конкуренции за ресурс популяций, отличаю-
щихся величинами какого-либо признака или со-

вокупности признаков. В результате на больших
временных промежутках выживает только одна
популяция, другие элиминируются. Значения
признаков выжившей популяции будем называть
эволюционно-оптимальными. В работах [3–11]
было показано, что эволюционно-оптимальные
значения признаков удовлетворяют некоторым
критериям оптимальности, а в работах [12, 13]
приводится обзор критериев оптимальности
адаптивных признаков. Мы остановимся на кри-
терии Ханина–Семевского [5, 7, 14], согласно ко-
торому совокупность значений признаков побе-
дившей популяции доставляет максимум коэф-
фициенту размножения, равному нулю в
состоянии равновесия.

В работах [1, 12, 13] представлен обзор экстре-
мальных принципов, позволяющих определять
эволюционно-оптимальные значения признаков.

Оказалось, что количество энергии, потребля-
емое особью выжившей популяции, минималь-Сокращение: ПОЖ – половозрелый отрезок жизни.
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но. В результате был сформулирован критерий
минимума потребляемой энергии [15–18], исполь-
зуя который, можно определить эволюционно-
оптимальные значения совокупности признаков.

В настоящей работе в качестве адаптивного
признака рассматривается видовая продолжи-
тельность жизни. В работах [19–21] отмечается,
что величина видовой продолжительности жизни
является продуктом эволюции. Однако явной
формализации этого понятия нет. Используя
критерий минимума потребляемой энергии, по-
лучаем эволюционно-оптимальное значение ви-
довой продолжительности жизни.

Согласно гомеостатической теории старения
[20], причиной старения считается накопление
оксидативных повреждений, приводящее к сни-
жению с возрастом гомеостатических способно-
стей организма. Из-за снижения гомеостатиче-
ской способности доставка кислорода уменьша-
ется, так что энергетический ресурс организма
падает. Это ведет к тому, что коэффициент усвое-
ния пищи уменьшается с возрастом. Это ведет к
дефициту энергии, расходуемой на жизнедея-
тельность организма. Дефицит пополняется за
счет жировых накоплений. При этом с увеличе-
нием возраста вес тела особи сначала растет, за-
тем падает до начального значения P0 (веса в мо-
мент наступления половой зрелости). В этот мо-
мент наступает смерть организма, поскольку
жировые ткани организма уже исчерпаны, а даль-
нейшее пополнение энергии должно идти за счет
тканей жизненно важных органов.

В работе также вводится коэффициент старе-
ния, устанавливающий зависимость коэффици-
ента усвоения пищи от возраста.

КРИТЕРИИ ЭВОЛЮЦИОННОЙ 
ОПТИМАЛЬНОСТИ

Рассмотрим простейшее биологическое сооб-
щество, состоящее из популяции плотностью N и
пищевого ресурса энергетической плотностью V.
Уравнение динамики плотности популяции име-
ет вид

(1)

где f – плодовитость, d – смертность. Пусть
смертность зависит от величины адаптивного
признака (например, толщины шерстного покро-
ва для северных животных h) и веса тела P. Эту за-
висимость аппроксимируем простейшим выра-
жением

(2)

где Dp и Dh – коэффициенты, учитывающие вли-
яние внешних факторов.

= –  ,( )fd d
t

NN
d

= + ,p hD Dd
P h

Назовем выражение

(3)

коэффициентом размножения. 
Энергетический баланс организма особи. Пи-

таясь растительной пищей, особь потребляет
энергию в количестве

G = , (4)

где V – плотность энергии.
Полученную энергию организм расходует на

следующие виды жизнедеятельности: основной
обмен и передвижение (W0), воспроизводство
(Wf), развитие и функционирование адаптивного
признака (Wh), привес (Wb). Таким образом, по-
лучаем

G = Wf + W0 + Wh + Wb. (5)

Напишем формулы, отражающие характер за-
висимости этих компонентов от различных пара-
метров организма:

Wf  = cf, W0 = aP, Wh = Kh, Wb = b , (6)

где с, a, K и b – коэффициенты пропорциональ-
ности.

Предполагаем, что процессы в организме
проходят гораздо быстрее, чем изменяется чис-

ленность популяции. В результате  ≈ 0, и как

следствие Wb ≈ 0. Подставив выражения (6) в
формулу (5), получаем

G = c f + aP + Kh. (6a)
Система уравнений (1), (4) и (6а) описывает

динамику биологического сообщества. Положе-
ние равновесия определяется следующей систе-
мой: 

F(f,P,h) = f – (  + ) = 0, (7a)

G = cf + aP + Kh, (7б)

G = . (7в)

Используя модель динамики биологического
сообщества, составим модель конкуренции попу-
ляций, отличающихся значениями адаптивных
признаков, которыми являются h и P.

МОДЕЛЬ КОНКУРЕНЦИИ ПОПУЛЯЦИЙ
Пусть имеется k популяций. Ni – численность

популяции с величинами признаков hi и P i. 

= +, , –( ) ( .p hD
F P

P
f Df

h
h

N

V

dt

dP

dt

dP
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D
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h

D
h
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Динамика численности i-й популяции описы-
вается уравнением

(8)

где di =  + .

Уравнение энергетического баланса особи i-й
популяции имеет вид

G = cfi + aPi + Khi, (9)

где G – количество энергии, получаемой особью с
пищей. Оно одинаково для особей всех популя-
ций и определяется выражением

G = . (10)

Система уравнений (8)–(10) имеет k нетриви-
альных равновесных состояний, в которых чис-
ленность только одной j-й популяции отлична от
нуля. Численности остальных (k – 1) популяций
равны нулю. 

Nj > 0, (11a)

Fi = fi – dj = 0, если i = j, 

Ni = 0,  (11б)

Fi = fi – di  0, если i ≠ j и i = ,

Gj = G = cfj + aPj + Khj, (12)

Nj = . (13)

Равновесие (11) будет асимптотически устой-
чивым, если выполняется условие Fi = fi – di < 0,
или

Fj = max (F1,F2,…,Fk) = 0. (14)

Предложенная модель является математиче-
ской формализацией дарвиновской теории есте-
ственного отбора, согласно которой в процессе
конкуренции за ресурс выживает наиболее при-
способленная популяция. Мерой приспособлен-
ности является коэффициент размножения Fj,
удовлетворяющий выражению (14).

Это выражение (впервые было получено
М.А. Ханиным [14] и Ф.Н. Семевским [7]) будем
называть критерием Ханина–Семевского. Ис-
пользуя критерий Ханина–Семевского, можно
определить величины совокупности признаков
особей популяции, победившей в ходе конкурен-
ции за ресурс. Эти величины будем называть эво-
люционно-оптимальными. Проиллюстрируем
определение эволюционно- оптимальных вели-

= ,)–( i i
i

i
dN
dt

f d N

i

p

P

D

i

h

h

D

∑ i
N

V

≠
−−−−−−

−1,1 к

G

V

чин P и h с помощью критерия Ханина–Семев-
ского.

Составим функцию приспособленности F. Для
этого выразим f из формулы (7б) и подставим в
формулу (7a). Получаем

F(G,P,h) =  – (  + a ). (14а)

Из совокупности пар выбираем пару Pi,hi.
Приравняем Fi = F(Pi,hi) нулю. Отсюда находим:

Gi = G(Pi,hi) = aPi +Khi + c(  + ).

Для остальных (k – 1) пар определяем
F(Gi,Pj,hj), где j ≠ i. В том случае, если F(Gi,Pj,hj) <
0, пара Pi,hi будет эволюционно-оптимальной,
т.е. популяция особи которой имеют эти значе-
ния победит в конкуренции.

Найдем глобальный максимум F. Для этого
продифференцируем уравнение (14a) по P и h,
Приравняв нулю производные, получаем

P* =  ; h* = . (15)

Приравняв уравнение (14a) нулю и подставив
выражения (15), получаем:

G* = 2  + 2 . (16)
Если среди совокупности k популяций со зна-

чениями Pi,hi (i = 1,2,…,k) имеется популяция со
значениями (P*,h*), то она и победит в конкурен-
ции. Значения признаков выжившей популяции
удовлетворяют критерию Ханина–Семевского,
поскольку

F(G*,P*,h*) = maxF(G*,Pi,hi)= 0

(величины остальных (k – 1) значений отрица-
тельны).

На числовом примере убедимся, что значения
P* и h* удовлетворяют критерию Ханина–Семев-
ского. 

Пусть a = 100 ккал·кг–1·сут–1, K = 120 ккал·см–1·
·сут–1, c = 91250 ккал/особь, Dp = 0.11 кг·сут–1,
Dh = 0.033 см·сут–1. В результате по формулам
(15) и (16) получаем оптимальную совокупность
P* = 10 кг, h* = 5 см, G* = 3200 ккал·сут–1. Подста-
вив эти значения в выражение (14а), получаем
F(G*,P*,h*) = 0. При любой другой совокупности
признаков F(G*,P,h) < 0.

Полученные значения (P* = 10 кг, h* = 5 см)
будут эволюционно-оптимальными в том смыс-
ле, что популяция с особями, имеющими данную
совокупность значений выиграют конкуренцию у

c

KhaPG −−
P

D
p

h

D
h

i

p

P

D

i

h

h

D

a

cD
p

K

cD
h

caD
p

cKD
h



БИОФИЗИКА  том 67  № 5  2022

ЭВОЛЮЦИОННАЯ ОПТИМАЛЬНОСТЬ ПРИЗНАКОВ ОРГАНИЗМА 1033

популяций с другой совокупностью значений.
Продемонстрируем это на модели конкуренции.

МОДЕЛЬ КОНКУРЕНЦИИ 
ДЛЯ ДВУХ ПОПУЛЯЦИЙ

Имеются две популяции численностями
N1 и N2. Модель конкуренции имеет вид:

(17)

 = (f2 – (  + ))N2, (18)

G = , (19)

G = cf1 + aP1 + Kh1, (20)

G = cf2 + aP2 + Kh2. (21)

Проведем численные расчеты для конкретных
значений параметров. Используем следующие
начальные условия: N1(0) = N2(0) =
= 0.001 особь·м–2, V = 8 ккал·м–2·сут–1; значения
признаков: P1= P* = 10 кг, h1 = h* = 5 см, P2 = 8 кг,
h2 = 6 см.

Результаты расчетов приведены на рис. 1.
Видно, что выживает первая, наиболее при-
способленная популяция, то есть та, которая
удовлетворяет критерию Ханина–Семевского
(F(3200,10,5) = 0, а F(3200,8,6) = ‒0.00084).

КРИТЕРИЙ МИНИМУМА ПОЛУЧЕННОЙ 
ЭНЕРГИИ

В работах [15–18] показано, что эволюционно-
оптимальные значения совокупности признаков

= − +1
1 1

1 1

( ( )) ,p hD DdN f N
dt P h

dt

dN
2

2
P

D
p

2
h

D
h

21
NN

V

+

можно получить, используя критерий минимума
получаемой энергии. Для этого из уравнения (7a)
выразим f и подставим в формулу (7б). Получаем

G(P,h) = c(  + ) + aP + Kh. (22)

Обозначим Gi = G(Pi,hi). Каждой паре значе-
ний (Pi,hi) соответствует величина Gi. Согласно
критерию минимума потребляемой энергии, в
конкуренции побеждает популяция с такими зна-
чениями признаков, которые доставляют мини-
мум потребляемой энергии G.

G* = G(P*,h*) = minG(Pi,hi).

Алгоритм определения эволюционно-опти-
мальных значений пар (Pi,hi) следующий: 1) для
каждой пары значений (Pi,hi) вычислить по фор-
муле (22) величину Gi; 2) выбрать пару, которой
соответствует минимальное значение G.

Найдем значения признаков, доставляющих
глобальный минимум функции G. Продифферен-
цируем уравнение (22) по P и h. Приравняв нулю
производные, получаем

P* = , h* = . (23)

Соответствующее значение функции будет
равно

G* = G(P*,h*) = 2  + 2 . (24)

Нетрудно убедиться, что G* = G(P*,h*) =
= minG(P,h).

Как видно, эволюционно-оптимальные значе-
ния, полученные из критериев Ханина–Семев-
ского (формула (15)) и энергетического (формула
(23)), совпадают.
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Рис. 1. Динамика конкуренции двух популяций, отличающихся значениями признаков.
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Убедимся в том, что значения признаков побе-
дившей популяции удовлетворяют критерию ми-
нимума потребляемой энергии. Для этого
сравним G1 = G(P1,h1) и G2 = G(P2,h2). По форму-
ле (4.1) получаем G1 =3200 ккал·сут–1; G2 =
= 3276,5 ккал·сут–1. Как видим, количество по-
требляемой энергии у победившей популяции
меньше. 

Хотя оба представленных критерия эквива-
лентны, энергетический критерий более простой
в понимании и использовании. В дальнейшем
при определении эволюционно-оптимальных
значений признаков организмов будем использо-
вать энергетический критерий.

Эволюционно-оптимальное значение видовой
продолжительности жизни. Естественно предпо-
ложить, что видовая продолжительность жизни
является таким же продуктом эволюции, как и
структурно-функциональные признаки орга-
низма. 

Применим вышеизложенную теорию для
определения эволюционно-оптимального значе-
ния видовой продолжительности жизни.

Введем обозначения: TМ – промежуток от
рождения до смерти. Его назовем полной продол-
жительностью жизни; t0 – возраст наступления
половой зрелости; T = TМ – t0 – половозрелый
отрезок жизни.

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ БАЛАНС ОРГАНИЗМА
В ареале произрастает растительность, кото-

рая служит пищей для популяции животных. В
результате особи популяции получают энергию,
которую расходуют на различные виды жизнеде-
ятельности: основной обмен, передвижение, ре-
продукцию, привес. Рассмотрим все компонен-
ты, входящие в уравнение энергетического ба-
ланса.

Энергия, получаемая особью. Пусть V – плот-
ность растительности, производимой в экосисте-
ме в единицу времени. N – плотность численно-
сти популяции; q – удельная калорийность пищи.
Количество энергии, потребляемое одной осо-
бью, составляет

G = q. (25)

Но не вся потребленная с пищей энергия усва-
ивается организмом особи. Количество усвоен-
ной особью энергии определяется выражением

Gp = Gφ, (25a)

где φ – коэффициент усвоения пищевой энергии.
Влияние старения на коэффициент усвоения.

Согласно гомеостатической теории старения

N

V

[20], едва ли не единственной причиной старения
считается накопление оксидативных поврежде-
ний [22, 23], приводящее к снижению гомеоста-
тических способностей организма с возрастом.
Из-за снижения гомеостатической способности
доставка кислорода уменьшается, так что энерге-
тический ресурс организма падает. Поскольку
расход энергии измеряется в кислородном эк-
виваленте, а количество кислорода в клетках ор-
ганизма падает с возрастом, то коэффициент
усвоения пищевой энергии также уменьшается с
возрастом. Эту зависимость будем аппроксими-
ровать выражением

φ = 1 – mτ, (26)
где τ – возраст взрослой особи (τ ∈ [0, TМ – t0]),
t0 – возраст наступления половой зрелости; TМ –
полная продолжительность жизни; m – коэффи-
циент старения. Предполагаем, что старение
начинается с возраста наступления половой зре-
лости. 

Подставив выражение (26) в формулу (25), по-
лучаем количество энергии, содержащееся в по-
лученной пище:

Gp = qφ, (27)

Для особи возраста TМ выражение (27) запи-
шем в виде

Gp(T) = G(1 – mT), (27a)

где T = TМ – t0 – половозрелый отрезок жизни

особи, G = q. 

Расход энергии на воспроизводство. Очевидно,
что энергозатраты на воспроизводство пропор-
циональны плодовитости f и определяются выра-
жением

Wf = сf, (28)

где с – коэффициент пропорциональности, соот-
ветствующий энергии, затрачиваемой родителем
на выкармливание одного потомка.

Затраты энергии на основной обмен и передви-
жение. Эти затраты определим известным выра-
жением [24]:

W0 = aPγ, (29)

где P – масса тела. В дальнейшем упрощенно по-
лагаем γ = 1.

Энергозатраты на привес. Данные затраты бу-
дем определять выражением

Wb = b , (30)

где b – удельная калорийность тела особи.

N

V

N

V

τd
dP
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В результате уравнение энергетического ба-
ланса особи возраста τ примет вид 

Gp = Wf + W0 + Wb (31)

или

G(1 – mτ) = сf + aP + b . (31a)

Масса тела особи возраста TМ, как будет пока-
зано, равна P0, т.е. массе особи возраста t0. Пере-
пишем уравнение энергетического баланса (31a)
для особи возраста TМ: 

G(1 – mT) = сf + aP0 + b . (32)

ДИНАМИКА БИОЛОГИЧЕСКОГО 
СООБЩЕСТВА С УЧЕТОМ ВОЗРАСТНОЙ 

СТРУКТУРЫ ПОПУЛЯЦИИ
Предлагается аналитическая модель сообще-

ства, учитывающая возрастную структуру попу-
ляции. 

Пусть n(τ,t) – плотность численности популя-
ции, т.е. численность особей возраста τ в момент
времени t. Число особей в интервале возраста от t1
до t2 определяется выражением

N(t) = . (33а)

Уравнение динамики плотности численности
популяции представим известным уравнением
Лотки [25].

 = –d(τ,t)n, (33)

где d(τ,t) – смертность.
Граничное условие

n(0,t) =  (34)

определяет количество новорожденных в момент
времени t. Здесь f(τ) – плодовитость (количество
потомков, произведенных особью возраста τ),
t0 – возраст наступления половой зрелости, TМ –
полная продолжительность жизни особи.

Смертность зависит от ряда причин: 1) внеш-
ние факторы определяются климатом, наличием
хищников и паразитов; 2) внутренние факторы
обусловлены физиологическим состоянием орга-
низма; 3) приспосабливаясь к условиям внешней
среды, организм развивает адаптивные признаки

, величина этих признаков также оказывает
влияние на смертность. Таким образом, смерт-
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ность зависит от следующих параметров:  –
учитывают постоянные факторы среды,  – учи-
тывают физиологическое состояние организма,

– адаптивные признаки. Тогда

d = d( , , ). (35)

В равновесии уравнение (33) принимает
вид

 = – d(τ)n (36)

с начальным условием 

n(0) = . (37)

Решение уравнения (36) имеет вид

n(τ) = n0exp(– ), (38)

где n0 = n(0) – численность новорожденных. Под-
ставив выражение (38) в уравнение (37), получаем

n0 = n0 exp(– )дτ. (39)

Сократив обе части на n0 ≠ 0, получаем

eхp(– )дτ – 1 = 0. (40)

Уравнение (6.8) устанавливает связь между
смертностью d и плодовитостью f в равновесном
состоянии сообщества.

Динамика популяции, состоящей из двух воз-
растных групп – ювенильной и половозрелой. Юве-
нильные особи. Возраст: от момента рождения до
возраста наступления половой зрелости
t0(τ∈[0,t0]). Упрощенно полагаем, что ювениль-
ные особи потребляют энергию только с молоком
матери.

Плодовитость ювенильных особей равна
нулю.

Смертность ювенилов dU обусловлена внеш-
ними факторами и зависит от возраста.

Половозрелые особи. Возраст: τ ∈ [t0,TМ], где
TМ – продолжительность жизни особи (от рожде-
ния до смерти).

Плодовитость: упрощенно будем полагать, что
плодовитость f постоянна во всех возрастах.

Смертность: упрощенно полагаем, что смерт-
ность половозрелых особей dМ обусловлена

D

�

β
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a
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внешними факторами и не зависит от возраста
(dМ = const).

В результате численность новорожденных
определяем формулой

n0 = f , (41)

где n(τ) – плотность численности половозрелых
особей. Она определяется выражением

n(τ) = n(t0)exp(–dМτ). (42)
Плотность численности половозрелых особей

в возрасте t0 – n(t0) – определяется выражением

n(t0)= n0 , (43)

где du – ювенильная смертность. 
Обозначим через w выживаемость новорож-

денных: 

w = . (44)

Подставив выражение (44) в выражение (43),
получаем

n(t0) = n0w. (45)
Подставим выражения (42) и (45) в формулу (41).

Получаем

n0 = f n0w . (46)

Сократив обе части формулы (46) на n0 ≠ 0 и
проинтегрировав, получаем

fw  = 1. (47)

В том случае, если внешняя смертность
равна нулю (dМ = 0), особи гибнут только от
старости, дожив до предельного возраста TМ.
Поскольку

 = TМ –t0,

получаем
fw(TМ – t0) = 1. (48)

Так как 
T = TМ – t0, (49)

то подставив выражение (49) в уравнение (48),
получаем

f = . (50))

Формула (50) связывает плодовитость с дли-
тельностью половозрелого периода жизни особи
и соответствует понятию сопряженности. Со-
гласно этому понятию, высокая плодовитость

∫
M

T

t

dn

0

)( ττ

ττ dd

t

u∫ −
0

0

)exp(

ττ dd

t

u∫ −
0

0

)exp(

∫ −
M

T

t

M
dd

0

)exp( ττ

M

MMM

d

Tdtd )exp()exp(
0

−−−

0

lim
→

M
d

M

MMM

d

Tdtd )exp()exp(
0

−−−

wT

1

обусловливает высокую смертность и как след-
ствие низкую продолжительность жизни. И на-
оборот, высокая продолжительность жизни обу-
словливает низкую плодовитость.

В природе наблюдаются виды c практически
нулевой взрослой смертностью. При этом они
имеют высокую продолжительность жизни. На-
пример, калифорнийский кондор живет доволь-
но долго (примерно 60 лет) и при этом имеет
очень низкую плодовитость (один потомок за два
года). 

Если предположить, что смертность соответ-

ствует величине d = , то динамику плотности

численности взрослых особей популяции можно
представить выражением

 = (f – )N.

В состоянии равновесия справедливо выраже-
ние (50). Подставив это выражение в формулу
(31a), получаем дифференциальное уравнение
динамики массы половозрелой особи в равновес-
ном состоянии биологического сообщества: 

G(1 – mτ) =  + aP + b  (50a)

с начальным условием P(0) = P0.
Это уравнение имеет аналитическое решение,

которое приводим ниже. Обозначим K= (G –

‒ )/b; r = ; g = . 

Получаем:

P(τ) = (K +  – rτ)/g + 

+ (P0 – (K + )/g)exp(–gτ). (51)

Продемонстрируем решение на конкретном
примере.

Пусть значения параметров будут равны:
с = 585 ккал, b = 600 ккал·кг–1, a = 100 ккал·кг–1·
·сут–1, P0 = 1,4 кг, T = 25 сут, w = 1, G =
= 204 ккал·сут–1, m = 0.01 сут–1. На рис. 2 изобра-
жен график зависимости массы особи от возраста
τ для данных значений параметров.

Как видно из графика, сначала масса возраста-
ет, достигая максимального значения в возрасте
7 суток. Это объясняется тем, что избыток массы
образуется за счет образовавшихся жировых тка-
ней организма. Затем масса снижается, посколь-
ку полезная энергия, получаемая особью, умень-
шается, и недостаток ее покрывается не только
энергией, получаемой с пищей, но и за счет обра-
зовавшихся жировых тканей. Наконец, наступает

wT

1
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возраст ТМ. В этом возрасте масса тела становит-
ся равным начальной массе P0. Запас жира исчер-
пан, и особь погибает, поскольку необходимая
энергия будет пополняться за счет тканей жиз-
ненно важных органов.

Оптимальная величина продолжительности
зрелого периода жизни Т, при которой потребля-
емая энергия минимальна, является, согласно
энергетическому критерию, также эволюционно-
оптимальной величиной.

Уравнение (51) для особи возраста TМ примет
вид

P0 = (K +  – rT)/g + 

+ (P0 – (K + )/g)exp(–gT). (51a)

Откуда получаем количество энергии, потреб-
ляемое каждой особью популяций в конце жизни
(оно одинаково для взрослых особей любого воз-
раста).

G(T) = . (52)

На рис. 3 изображен график зависимости по-
требляемой особью энергии от половозрелого пе-
риода жизни T.

Из рис. 3 видно, что при T* = 18, G* = min(G) =
= 198.1. Это значит, что имеется оптимальная
продолжительность жизни, при которой энергия,
потребляемая особью минимальна.

g

r

g

r

))exp(1/(/1

)/(
0

gTmTgm

wTcaP

−−−+
+

МОДЕЛЬ ДИНАМИКИ 
БИОЛОГИЧЕСКОГО СООБЩЕСТВА

Уравнения динамики экосистемы представим
в виде 

 = (f – )N, (53a)

G = Vq/N, (53б)

f = (G(1 – mT) – aP0 – b  )/с, (53в)

где N – плотность численности взрослых особей;
Vq =Vq (V – плотность пищевого ресурса, q –
удельная калорийность ресурса).

В итоге получаем следующий алгоритм расчета
биологического сообщества.

Шаг 1. Задаем начальные значения N0 и f0.
Решая численно дифференциальное уравнение
(53a), получаем численность популяции на следу-
ющем (первом) временном шаге N1.

Шаг 2. Из уравнения (53б) находим G1.
Шаг 3. По формуле (53в) находим значение

плодовитости f1 на следующем временном слое.
Переходим на шаг 1 и т.д.

Равновесные значения переменных сообще-
ства имеют вид 

=1/(wT), (54а)

G(T) = , (54б)

= Vq/ . (54в)

dt

dN

wT

1

τd
TdP )(

_

f

))exp(1/(/1

)/(
0

gTmTgm

wTcaP

−−−+
+

−
N

_

G

Рис. 2. Зависимость веса тела взрослой особи от ее
возраста.

Рис. 3. Зависимость потребляемой энергии от продол-
жительности жизни особей популяции.
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Продемонстрируем расчет динамики экоси-
стемы на конкретном примере

Для этого решим систему уравнений (53) для
конкретных значений параметров.

Пусть N0 = 0.04 особь·м–2 и Vq = 11.2 ккал·м–2·
·сут–1. Для T = 25 сут мы получили энергию при-
веса Wb(25) = –11.76 ккал·сут–1 и основного обме-
на W0(25) = W0(0) = 140 ккал·сут–1. 

На рис. 4 изображена динамика численности
популяции. Как видим, численность стремится к

величине  = 0.055 особь·м–2. Как показали

расчеты, f  = 0.04 сут–1, G  =
= 202.7 ккал·сут–1.

Из графика на рис. 4 видно, что плотность чис-
ленности стремится к равновесному состоянию,
полученному из решения системы (53).

МОДЕЛЬ КОНКУРЕНЦИИ ПОПУЛЯЦИЙ
С РАЗНОЙ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬЮ 

ЖИЗНИ
Используя модель динамики биологического

сообщества, построим модель конкуренции по-
пуляций с различной продолжительностью
половозрелого отрезка жизни (ПОЖ). Покажем,
что в соответствии с энергетическим критерием
эволюционной оптимальности в конкуренции
побеждает популяция с оптимальной продолжи-
тельностью жизни (доставляющей минимум по-
требляемой энергии). Напишем уравнения био-
логического сообщества, содержащего популя-
ции с различными значениями ПОЖ.

Динамика численностей популяций:

 = (fi – )Ni. (55)

−−
N

−
→ f

___

G→

dt

dN
i

i
T

1

Количество энергии, получаемое одной взрос-
лой особью:

G = . (356)

Плодовитость особи i-й популяции получаем
из выражений (54):

fi = (G(1 +  – ) – W0)/c, (57)

где W0 – энергозатраты на основной обмен и пе-
редвижение особи в возрасте Ti. Они определяют-
ся формулой 

W0 = aP0. (58)
Рассмотрим три популяции со следующими зна-

чениями продолжительности жизни: T1 = 12 сут,
T2 = T* = 18 сут, T3 =25 сут. Этим величинам соот-
ветствуют следующие равновесные значения потреб-
ляемой энергии: G(T1) = 204.9 ккал·сут–1, G(T2) =
= 198.2 ккал·сут–1; G(T3) = 202.7 ккал·сут–1 и приве-
сов: Wb1 = –8.4 ккал· ·сут–1, Wb2 = –10.0 ккал·сут–1;
Wb3 = –11.4 ккал· ·сут–1.

Как видим, минимальное значение потребляе-
мой энергии имеет популяция с продолжитель-
ностью жизни T2 = 18 сут.

Для заданных значений продолжительности
жизни и представленных значениях параметров
решаем систему уравнений (55)–(57). Выберем
следующие начальные условия: N1(0) = N2(0) =
= N3(0) = 0.013 особь·м–2.

На рис. 5 представлено решение этой системы.
Из графика видим, что в соответствии с энергети-
ческим критерием эволюционной оптимально-
сти в конкуренции побеждает популяция с опти-
мальным значением адаптивного признака (в

∑ i

q

N

V

g

m

)exp(1
i

i

gT

mT

−−

Рис. 4. Динамика численности популяции.
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данном случае продолжительности жизни). При
этом получаемая особью энергия минимальна.

Из графика видно, что выживает популяция
особи которой имеют оптимальную продолжи-
тельность жизни Т* = 18 сут. Численности других
популяций стремятся к нулю.

УПРОЩЕННАЯ ФОРМУЛА 
ЭВОЛЮЦИОННО-ОПТИМАЛЬНОГО 

ЗНАЧЕНИЯ ПОЛОВОЗРЕЛОГО 
ОТРЕЗКА ЖИЗНИ

Напишем уравнение энергетического баланса
взрослой особи возраста Т в равновесном состоя-
нии экосистемы:

G(1 – mT) = Wf(T) + W0(T)+ Wb(T), (59)

где Wf(T) = , W0(T) = aP0, Wb(T) = b ,

или

G(1 – mT) = + W0(T) + b . (60)

Как видим, расчеты для возраста T показыва-
ют, что энергозатраты на привес много меньше
энергозатрат на основной обмен и передвижение
(Wb(T) << W0(T)). В результате полагаем Wb(T)  0.
Перепишем уравнение (60) в виде 

G(1 – mT)  + W0. (61)

Отсюда количество полученной энергии будет
равно 

G  (  + W0)/(1 – mT). (61а)

Далее находим оптимальное Т*, доставляющее
минимум G.

Продифференцировав уравнение (61а) по Т и
приравняв производную нулю, получаем

wT

с

dt

TdP )(

wT

с

dt

TdP )(

≈

≈
wT

с

≈
wT

с

T* = ( - 1), (62)

где W0 = aP0.
Эволюционно-оптимальная величина ПОЖ,

полученная по упрощенной формуле Т* =
= 16.7 сут. Достоинством формулы (62) по сравне-
нию с алгоритмом определения оптимума Т чис-
ленным методом в том, что выявлена явная зави-
симость видового ПОЖ от параметров организма.

ВЫВОДЫ
1. Показано, что величины признаков орга-

низма являются продуктами эволюции и при
этом удовлетворяют критерию эволюционной
оптимальности Ханина–Семевского.

2. Определено существование эквивалентного
критерия, критерия минимума потребляемой
энергии, позволяющего более простым способом
определять эволюционно-оптимальные значения
адаптивных признаков организма.

3. В уравнении энергетического баланса орга-
низма учитывался тот факт, что коэффициент
усвоения пищевой энергии уменьшается с воз-
растом пропорционально коэффициенту старе-
ния, который обусловлен накоплением оксида-
тивных повреждений клеток с возрастом.

4. Определена динамика веса тела взрослой
особи от возраста, согласно которой, вес вначале
растет до определенной величины, затем падает
до первоначального значения. В этот момент
происходит смерть организма.

5. Из системы уравнений равновесного состо-
яния сообщества определяется зависимость по-
требляемой энергии от продолжительности жизни.

6. Используя критерий минимума потребляе-
мой энергии, получаем эволюционно-оптималь-
ную величину видового ПОЖ. 

0
wW

с

cm

wW
0

1+

Рис. 5. Динамика численности конкурирующих популяций с разными значениями ПОЖ. 
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7. Справедливость предложенной теории под-
тверждалась моделью конкуренции за ресурс по-
пуляций с различными значениями видового
ПОЖ. В процессе конкуренции выживала попу-
ляция с ПОЖ, доставляющим минимум потреб-
ляемой энергии.
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 The Evolutionary Optimality of the Body's Features. 
Species Life Span as a Product of Evolution

 L.L. Ovsyannikov*
*Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University), 

Trubetskaya ul. 8/2, Moscow, 119991 Russia

According to Darwin's theory of natural selection, the fittest population can survive in competition for re-
sources. The values of the traits of the fittest are referred to as evolutionarily optimal trait values. A model of
a biological community that consists of populations that compete to get ahold of plant resources is being built.
The model included the equation of population dynamics, the equation of the energy balance of a mature in-
dividual, the equations of the dynamics of the density of a food resource. To determine the evolutionarily op-
timal values of traits, Khanin and Semevsky proposed a criterion according to which the evolutionarily opti-
mal values of traits deliver the maximum to the reproduction coefficient equal to zero in the equilibrium state
of the community. It was shown that there is an equivalent criterion for the minimum energy received by an
individual. Using these criteria, a method for determining the evolutionarily optimal values of body weight
and the thickness of the coat of species was demonstrated. It is assumed that the species life span, like other
traits of the organism, is also a product of evolution. Using the criterion of the minimum energy received by
an individual, the specific life span is determined as a function of external factors and other parameters of the
organism. The results obtained were confirmed by numerical experiments for specific parameter values.
Keywords: evolutionary optimality, equilibrium state, competition between populations, adaptive traits, life span


