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Фотодинамическая терапия (ФДТ) рассматривается как многообещающий подход к лечению зло-
качественных новообразований, эффект которой достигается за счет генерации активных форм
кислорода при облучении фотосенсибилизатора светом. Активные формы кислорода вызывают
прямое уничтожение опухолевых клеток, повреждение сосудов и активируют противоопухолевый
иммунитет. Гипоксия опухолевой ткани, значительно снижающая эффективность ФДТ, является
серьезным препятствием этого метода. Кроме того, потребление кислорода при ФДТ может еще
больше усугубить гипоксию опухоли, что приводит к нежелательным последствиям, таким как мно-
жественная лекарственная устойчивость, ангиогенез, инвазивность опухоли и метастазирование.
Целью настоящего исследования является обзор современной литературы о достижениях по пре-
одолению или использованию опухолевой гипоксии для повышения терапевтической эффективно-
сти ФДТ. Рассмотрены стратегии снижения опухолевой гипоксии путем изменения микроокруже-
ния опухоли для улучшения оксигенации, разработки средств доставки кислорода или генерации
кислорода in situ, независимой от кислорода ФДТ и ингибирования белков, связанных с гипоксией.
Обобщены существующие подходы к использованию гипоксии опухоли при высвобождении лекар-
ственных средств и биоредуктивной терапии.

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, фотосенсибилизаторы, активные формы кислорода,
канцерогенез, гипоксия, противоопухолевое действие
DOI: 10.31857/S023347552002005X

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время онкологические заболева-
ния занимают второе место среди причин смерт-
ности во многих странах мира [1]. Основными
методами лечения злокачественных опухолей по-
прежнему являются хирургическое вмешатель-
ство, радио- и химиотерапия. Эти традиционные
методы лечения отличаются наличием значи-
тельных побочных эффектов, обладают тяжелой
переносимостью и не гарантируют полного вы-
здоровления. Поэтому актуальной проблемой яв-
ляется поиск новых, более эффективных и без-
опасных методов лечения онкологических забо-
леваний, а также способов снижения побочных
эффектов традиционных методов терапии. Поиск

эффективных и щадящих методов лечения онко-
логических заболеваний ведется по разным на-
правлениям, одним из которых является фотоди-
намическая терапия (ФДТ) злокачественных но-
вообразований (ЗНО) [2–4]. Фотодинамическая
терапия отличается от традиционных методов ле-
чения своей минимальной инвазивностью, удоб-
ством и гибкостью, эффективностью и хорошей
переносимостью пациентами, что имеет важное
клиническое значение [5, 6].

Анализ литературы показывает, что физиче-
ские воздействия противоопухолевой направлен-
ности, будь то ФДТ [4], гипербарическая оксиге-
нация [7], так же как и один из основных методов
терапии ЗНО – радиотерапия [8], имеют общие
механизмы действия, связанные с развитием сво-
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боднорадикальных реакций [9]. В связи с тем, что
злокачественные клетки вырабатывают механизмы
защиты от любых противоопухолевых средств,
используемых при химио- и радиотерапии, край-
не актуальной становится задача повышения их
эффективности.

Фотодинамическая терапия рака интенсивно
применяется в последние 30–40 лет во всем мире.
Однако поиск новых способов повышения ее
противоопухолевого действия и снижения гено-
токсического эффекта на нормальные клетки ор-
ганизма остается актуальным [4, 10, 11]. Одним из
направлений кислородно-перекисной концеп-
ции онкогенеза [12] является активация в опухо-
левых клетках свободнорадикальных процессов,
которые за счет повышения концентрации актив-
ных форм кислорода (АФК) приводят, в конеч-
ном итоге, к деструкции опухоли. Присутствие
кислорода значительно увеличивает повреждение
опухоли, преодолевая ее резистентность. Извест-
но, что важной особенностью ЗНО является из-
менение уровня свободнорадикальных реакций,
которое проявляется в повышенной антиокси-
дантной активности опухолевой ткани, с одной
стороны, и истощении антиоксидантной системы
защиты организма-опухоленосителя, с другой [13].
В связи с этим предлагается разделить противоопу-
холевые мероприятия на две группы [12]. Воздей-
ствия первой группы направлены на снижение в
организме уровня свободнорадикального окисле-
ния (СРО), а второй, напротив, связаны с еще
большей интенсификацией СРО в опухолевых
клетках.

Многие солидные опухоли подвергаются острой
гипоксии из-за ряда аномальных физиологиче-
ских изменений в микроокружении опухоли,
включая неконтролируемую пролиферацию опу-
холевых клеток, бесконтрольный ангиогенез,
приводящий к появлению сосудистых мальфор-
маций (патологических связей между венами и
артериями) [14], дисфункцию лимфатической си-
стемы [15, 16].

В результате гипоксии опухоли терапевтиче-
ская эффективность ФДТ значительно снижает-
ся, в связи с чем преодоление гипоксии путем ок-
сигенации опухоли было широко признано и ис-
следовано для усиления ФДТ [17]. Кроме того,
потребление кислорода при ФДТ еще больше
усугубляет гипоксию опухоли, что приводит к
множеству нежелательных последствий, таких
как резистентность к химиотерапии, радиоустой-
чивость, усиление ангиогенеза, инвазивность
опухоли и метастазирование [18–20].

Целью настоящего исследования является об-
зор современной литературы о достижениях по
преодолению или использованию опухолевой ги-

поксии для повышения терапевтической эффек-
тивности ФДТ.

1. ИСТОРИЯ РАЗВИТИЯ ФДТ

ФДТ основана на воздействии светом опреде-
ленной длины волны на опухолевую ткань, кото-
рая благодаря эффекту усиленной проницаемо-
сти и удержания макромолекулярных препаратов
[21] селективно накапливает на некоторое время
фотосенсибилизаторы (ФС) [22, 23]. Квант света,
взаимодействуя с ФС, вызывает фотохимические
реакции с образованием синглетного кислорода и
свободных радикалов [24]. Основным механиз-
мом ФДТ является повреждение клеток АФК и
другими радикалами [25].

В 1900 году наблюдения двух разных исследо-
вателей привели к открытию гибели клеток под
действием активированных светом химических
соединений. Немецкий студент О. Рааб, изучая
влияние красителя акридина на парамеции, заме-
тил, что токсичность акридина изменяется в за-
висимости от действия на него света [26]. В том
же году французский невролог Ж. Прайм обнару-
жил, что перорально вводимый эозин, используе-
мый для лечения пациентов с эпилепсией, вызы-
вает дерматит при облучении кожи солнечным
светом [27]. Дальнейшие исследования Г. фон
Таппейнера привели к появлению нового терми-
на “Фотодинамическое действие” [28]. Первые
исследования на людях были выполнены Ф. Мей-
ером-Бетцем в 1913 году с использованием гема-
топорфирина, при нанесении которого на кожу
ощущалась боль и наблюдалась припухлость на
освещенных участках кожи [29]. С использовани-
ем производного гематопорфирина позднее было
обнаружено, что это соединение накапливалось в
опухолях и обладало способностью флуоресциро-
вать [30]. Десять лет спустя было показано, что
производные гематопорфирина можно использо-
вать для лечения ЗНО у мышей: наблюдалось тор-
можение роста глиомы в течение нескольких
недель после лечения гематопорфирином [31],
обнаружено полное уничтожение опухоли молоч-
ной железы у мышей с использованием гемато-
порфирина в сочетании с красным светом [32].
Исследование с участием 25 пациентов со злока-
чественными опухолями показало полный ответ
на ФДТ в 98 из 113 опухолей, частичный ответ в 13
и только две опухоли оказались резистентными к
ФДТ [2]. В настоящее время ФДТ используется
при лечении онкологических заболеваний кожи,
пищевода, легких, желчных протоков, мочевого
пузыря, поджелудочной железы, нервной систе-
мы, женских репродуктивных органов, предста-
тельной железы, опухолей головы и шеи как са-
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мостоятельный метод, так и в качестве элемента
комбинированного лечения и при паллиативной
помощи [4, 33–36].

2. ПРИНЦИПЫ И МЕХАНИЗМЫ ФДТ

Считается, что большинство ФС продуцируют
синглетный кислород, вызывающий окислитель-
ное повреждение клеток. Реакция синглетного
кислорода с мембранными липидами иницииру-
ет перекисное окисление липидов и может приве-
сти к разрушению клеточных мембран. Он может
реагировать с аминокислотами, что изменяет
функциональность жизненно важных белков.
Синглетный кислород обладает высокой реакци-
онной способностью, его время жизни составляет
около 40 нс, а максимальный радиус действия –
20 нм [37, 38]. Этот радиус действия (меньший,
чем диаметр большинства органелл) вместе с ло-
кализованной активацией ФС путем облучения
только тканей-мишеней теоретически делает
ФДТ достаточно специфичной и контролируе-
мой [4].

Клеточный ответ на фотоповреждение сильно
зависит от множества факторов, ключевым из ко-
торых является локализация ФС [39]. ФДТ вызы-
вает апоптоз, некроз и аутофагию опухолевых
клеток в зависимости от локализации и концен-
трации ФС. Эта способность активировать раз-
личные пути гибели клеток делает ФДТ эффек-
тивной в отношении устойчивых к апоптозу
опухолевых клеток, являющихся основным пре-
пятствием для других методов лечения ЗНО [40].

Существует три основных механизма уничто-
жения опухоли при ФДТ: прямое действие АФК,
сосудистые эффекты, иммунные реакции (рис. 1)
[41, 42]. Эффект прямого действия АФК на па-
ренхимальные и стромальные клетки опухоли по-
тенциально может быть ослаблен, поскольку ге-
нерация АФК зависит от концентрации кислоро-
да. Неравномерная васкуляризация опухолевой
ткани приводит к плохой доставке как кислорода,
так и ФС, что является препятствием для прямого
разрушения опухоли АФК. Для увеличения эф-
фективности используют ФДТ, направленную на
разрушение сосудов, снабжающих опухоль пита-
тельными веществами и кислородом [43]. Окис-
лительный стресс, индуцируемый ФДТ, усилива-
ет экспрессию белков теплового шока, факторов
транскрипции, связанных с воспалением, и вы-
свобождение воспалительных цитокинов [44].
Развивается острая воспалительная реакция и ак-
тивируется противоопухолевый иммунитет [45].
Все это способствует уничтожению опухоли, де-
токсикации и регенерации тканей.

К сожалению, существует целый ряд недостат-
ков, которые сдерживают активное применение
ФДТ в онкологии. С развитием новых техноло-
гий, в том числе с использованием наноматериа-
лов, пытаются усовершенствовать ФС, в частно-
сти повысить генерацию синглетного кислорода
[47], снизить кожную фототоксичность [47, 48],
повысить селективность по отношению к опухо-
левым клеткам [49, 50], увеличить глубину тера-
певтического воздействия на ткань [48, 51, 52] и
обеспечить целевую доставку ФС [53]. Наличие
гипоксических областей в опухолях оказывается
одним из основных препятствий при лечении со-
лидных опухолей [54]. Поэтому оксигенация тка-
ней сильно влияет на эффективность ФДТ [17].
Для идеальной ФДТ фотосенсибилизатор дол-
жен обладать низкой темновой токсичностью,
его доставка должна быть простой, целевой и
безболезненной, для активации ФС должно ис-
пользоваться излучение в ближней инфракрас-
ной области с интенсивностью, необходимой
для достаточной генерации синглетного кисло-
рода; высокая селективность опухолей и быстрое
выведение ФС из организма должны минимизи-
ровать светочувствительность кожи. Дальнейшее
развитие ФДТ зависит от разработок новых улуч-
шенных ФС, источников света и режимов облу-
чения, новых модификаций метода в комбина-
ции с другими терапевтическими подходами [4],
что повысит эффективность ФДТ в клинической
онкологии.

3. ОСНОВНЫЕ ПОДХОДЫ ПРЕОДОЛЕНИЯ 
ГИПОКСИИ ОПУХОЛЕЙ ПРИ ФДТ

Из-за ограниченной диффузии кислорода в
глубокие слои опухолей, включая средние слои и
ядро опухоли, давление кислорода в этих обла-
стях составляет менее 10 мм рт. ст., что рассмат-
ривается как гипоксия опухоли [55]. Хотя такое
низкое давление кислорода является фатальным
для большинства нормальных клеток, многие
опухолевые клетки адаптированы к выживанию в
условиях гипоксии [56]. Гипоксические области в
солидных опухолях слабо поддаются воздей-
ствию ФДТ [54]. Одной из стратегий преодоления
опухолевой гипоксии является улучшение окси-
генации тканей перед ФДТ. Считается, что ис-
пользование гипербарического кислорода повы-
шает эффективность ФДТ [7]. Тем не менее, эф-
фективность этой стратегии сильно зависит от
используемого протокола и типа опухоли. Для
преодоления вызванной ФДТ гипоксии исполь-
зуют более низкую интенсивность светового по-
тока или фракционированное освещение при
ФДТ, но такие подходы также не решают пробле-
мы гипоксии [57]. Одним из интересных подхо-
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дов для преодоления гипоксии является создание
специализированных ФС, способных генериро-
вать синглетный кислород в темновые периоды
[46]. Доказано, что восстановление оксигенации
опухолей с помощью наночастиц повышает тера-
певтический потенциал радио- и химиотерапии,
а также ФДТ [58–60].

Области с низким содержанием кислорода уже
присутствуют в опухоли до ФДТ или появляются
из-за потребления кислорода при ФДТ или сосу-
дистого коллапса [61]. Нерегулярная сосудистая

сеть опухоли уменьшает поступление кислорода в
опухолевую ткань. Следовательно, нормализация
сосудистой сети опухоли и предотвращение сосу-
дистой обструкции являются многообещающими
подходами для улучшения оксигенации опухоле-
вых тканей. В последние десятилетия ряд иссле-
дований посвящен созданию благоприятных
условий для лечения ЗНО путем изменения мик-
роокружения опухоли, особенно путем ангиоста-
тического лечения [62, 63]. Показано, что антиан-
гиогенное лечение с использованием различных

Рис. 1. Молекула фотосенсибилизатора в основном синглетном состоянии (So) возбуждается светом при ФДТ, при
этом электрон переходит на орбиту с более высокой энергией (S1). Молекула ФС может возвратиться из возбужден-
ного в основное состояние с флуоресценцией или при внутреннем преобразовании энергии (порядка наносекунд) или
за счет инверсии спина возбужденного электрона перейти в возбужденное триплетное состояние (T1). Возбужденное
триплетное состояние является относительно долгоживущим (порядка микросекунд). При ФДТ первого типа молеку-
лы ФС в триплетном состоянии могут непосредственно взаимодействовать с молекулами биологического субстрата с
образованием свободных радикалов – активных окислителей биологических структур. При ФДТ второго типа ФС в воз-
бужденном триплетном состоянии может передавать энергию триплетному молекулярному кислороду (3O2), что приводит

к образованию биологически активного синглетного кислорода ( ), либо переносить электрон на супероксидные анио-
ны, что приводит к образованию различных АФК, способных напрямую повреждать биологические макромолекулы. В ре-
зультате возникают биологические эффекты ФДТ, в первую очередь включающие прямую цитотоксичность: апоптоз,
некроз, аутофагия. Возможны непрямые эффекты – через повреждение сосудов (модифицировано по [42]).

.
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ингибиторов, таких как ингибитор матричной
металлопротеиназы приномастат, ингибитор
циклооксигеназы-2, NS-398, ингибиторы факто-
ра роста эндотелия сосудов (VEGF), EMAP-II и
IM862, заметно усиливали противоопухолевую
эффективность ФДТ [64–66]. Эти ингибиторы
способны регулировать, а не разрушать сосуди-
стую сеть опухоли, что облегчает проникновение
кислорода и лекарственных средств в солидную
опухоль. Продемонстрировано, что ингибиторы
тирозинкиназы, акситиниб или сорафениб, обес-
печивают усиление противоопухолевого эффекта
ФДТ за счет подавления экспрессии рецепторов
2-го типа к фактору роста эндотелия сосудов
(VEGFR-2) в сосудистой сети опухоли [67]. Уста-
новлена повышенная эффективность ФДТ благо-
даря введению гепарина – антикоагулянта, кото-
рый используется в клинике для предотвращения
внутрисосудистой коагуляции и тромбоза за счет
усиления активности антитромбина III [68]. Од-
нако усиление или восстановление кровотока под
действием этих препаратов является кратковре-
менным, что не обеспечивает необходимый при-
ток кислорода и снижает терапевтический эф-
фект ФДТ.

Разрабатывалась альтернативная стратегия пе-
рестройки микроокружения опухоли путем непо-
средственного разрушения внеклеточного мат-
рикса гиалуронидазой, что приводило к усилен-
ному эффекту “повышенной проницаемости и
удержания” фотосенсибилизатора и насыщению
опухоли кислородом [69]. Учитывая, что гиалуро-
нан является ключевым компонентом внеклеточ-
ного матрикса, который служит гидратирован-
ным гелем для поддержки прогрессирования
опухоли, вводили гиалуронидазу в солидную
опухоль, чтобы разрушить гиалуронан до приме-
нения ФДТ. Разложение гиалуронана снижало
давление внутритканевого кровотока и увеличи-
вало плотность кровеносных сосудов опухоли,
что заметно улучшало оксигенацию опухолевых
тканей и способствовало терапевтическому эф-
фекту ФДТ. Таким образом, изменение аномаль-
ных характеристик микроокружения опухоли мо-
жет быть эффективным и надежным подходом
для усиления противоопухолевого эффекта ФДТ.

Принимая во внимание способность эритро-
цитов транспортировать кислород в крови благо-
даря присутствию молекул гемоглобина, Liu et al.
(2017) предложили гипотезу: “Эритроциты, ис-
пользуемые в качестве носителей для доставки
ФС, могут транспортировать достаточное коли-
чество кислорода к опухолевым тканям, что будет
способствовать преодолению существующей ги-
поксии в опухоли и пополнит содержание кисло-
рода во время ФДТ” [70]. Основываясь на этой

гипотезе, исследователи разработали нанокапсу-
лы ферритина, инкапсулирующие большое ко-
личество ФС (ZnF16Pc), которые затем были конъ-
югированы с поверхностью эритроцитов [71].
В этой конструкции ФС постоянно находился в
области с высоким содержанием кислорода, и,
таким образом, скорость фотореакции, а также
уровень образования синглетного кислорода бы-
ли заметно выше, чем в простой смеси эритроци-
тов и ФС. ФДТ с участием эритроцитов проде-
монстрировала более высокий уровень подав-
ления подкожно имплантированных опухолей
U87MG. В целом, эритроциты, как эндогенный
компонент с хорошей биосовместимостью в орга-
низме человека, обладают большими возможно-
стями для оказания помощи при клиническом
лечении ЗНО с помощью ФДТ. Молекулы гемо-
глобина сами по себе могут использоваться в ка-
честве автономного переносчика кислорода для
преодоления состояния гипоксии в опухолях.
Синтезирован ФС второго поколения – конъ-
югированный с гемоглобином сополимер, который
имеет мицеллярную форму для инкапсуляции фта-
лоцианина цинка (ZnPc) [72]. Было показано, что
получающиеся в результате наномицеллы генери-
руют больше АФК в клетках HeLa, чем мицеллы,
нагруженные ФС без гемоглобина. При связыва-
нии ФС (индоцианиновый зеленый) и гемоглобина
уровень производства АФК значительно возрастает
по сравнению со свободным ФС [73].

Перфторуглероды, другой тип переносчиков
кислорода, недавно были интегрированы с ФДТ
для обеспечения непрерывной подачи кислорода.
Перфторуглероды – это синтетические органиче-
ские молекулы, состоящие из атомов углерода и
фтора с формулой CxFy. Благодаря своей химиче-
ской стабильности, низкому поверхностному на-
тяжению и вязкости, а также уникальным ли-
пофобным и гидрофобным свойствам перфто-
руглероды широко используются в медицине в
качестве контрастных веществ для процедур уль-
тразвуковых исследований и магнитно-резонанс-
ной томографии, а также в качестве кровезамени-
телей [74]. Высокая электроотрицательность фто-
ра обеспечивает перфторуглеродам большее по
сравнению с эритроцитами сродство к кислороду
[75]. Важно, что перфторуглероды также облада-
ют хорошей биосовместимостью, не вызывают
побочных эффектов in vivo и могут эффективно
выводиться с мочой или через кожные поры.
Обогащенные кислородом капли перфторугле-
родной эмульсии были использованы для усиле-
ния ФДТ [76]. Стоит отметить, что время жизни
генерированных АФК в перфторуглеродной эмуль-
сии при ФДТ in vivo было намного больше, чем в
воде или в клеточной среде. Впоследствии была
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синтезирована серия наномицелл с различным
соотношением пентафторфенила к порфирину, и
обнаружено, что производство синглетного кис-
лорода увеличивается с ростом содержания пен-
тафторфенила [77]. Предложен метод использо-
вания клинически адаптированного ультразвука
в качестве вспомогательного инструмента для
комбинированного применения ФДТ с перфто-
руглеродами [78]. При использовании ультразву-
ка малой мощности в области опухоли высвобож-
дение кислорода, растворенного в нанокаплях
перфторуглеродной эмульсии, может быть значи-
тельно ускорено. Было продемонстрировано, что
стратегия оксигенации, стимулируемая ультра-
звуком, может снизить локальную гипоксию опу-
холи и, таким образом, достигается значительное
повышение эффективности ФДТ и радиотерапии.

Перекись водорода разлагается на воду и кис-
лород под действием каталазы. Была предложена
концепция совместной доставки каталазы и ФС
для повышения эффективности ФДТ посред-
ством производства кислорода in situ в опухоле-
вых тканях [79–81]. Каталаза обладала сильной
способностью разлагать перекись водорода в
микроокружении опухоли и, таким образом, уве-
личивала оксигенацию опухоли, снижая опухоле-
вую гипоксию.

В отличие от стандартной ФДТ, основанной
на использовании кислорода для получения ци-
тотоксичных АФК, ФДТ без кислорода могла бы
дать большие преимущества для лечения опухо-
лей в условиях гипоксии. Разработана разновид-
ность пептидомиметиков, полученных из диари-
лэтена, которые могут генерировать АФК при
освещении видимым светом без участия кислоро-
да [82]. Пептидомиметик состоит из фотопере-
ключаемого диарилэтенового ядра и природного
пептидного антибиотика грамицидина. Обнару-
жено, что генерируемый ультрафиолетом пепти-
домиметический изомер проявляет цитотоксиче-
скую активность при освещении видимым све-
том, что позволяет проводить лечение опухолей с
помощью такой бескислородной ФДТ.

Гипоксия является одним из основных при-
знаков опухолевой ткани [83]. Индуцируемый ги-
поксией фактор-1 (HIF-1), состоящий из кисло-
род-независимой субъединицы (HIF-1β) и регу-
лируемой кислородом субъединицы (HIF-1α),
тесно связан с гипоксией опухоли и служит боль-
шим препятствием для ФДТ [20]. Субъединица
HIF-1α деградирует в нормоксических клетках,
но имеет тенденцию димеризоваться с помощью
HIF-1β с образованием HIF-1 и транслоциро-
ваться в ядро в гипоксических клетках. После
этого активный HIF-1 связывается с различными
чувствительными к гипоксии генами, необходи-

мыми для ангиогенеза, гликолиза и выживания
опухолевых клеток. Применение ФДТ еще более
усугубляет гипоксию опухоли, что стимулирует
экспрессию VEGF, сосудистый рост, и тем самым
может приводить к пролиферации опухолевых
клеток и метастазированию. Таким образом, воз-
можен альтернативный подход, который не свя-
зан непосредственно с гипоксией, но снимает
гипоксические осложнения путем снижения
уровня HIF-1 [84]. Целенаправленное снижение
HIF-1α может быть перспективным методом для
повышения эффективности ФДТ. Разработаны
наночастицы для доставки малых интерферирую-
щих РНК субъединицы HIF-1α в сигма-рецеп-
тор, экспрессируемый клетками рака ротовой по-
лости человека SAS и плоскоклеточной карцино-
мы человека SCC4, при фотосан-опосредованной
ФДТ [85]. Экспрессия HIF-1α эффективно сни-
жалась благодаря эффекту РНК-интерференции,
что приводило к синергическому с ФДТ эффекту
ингибирования роста опухолевых клеток. Пока-
зано, что низкомолекулярный ингибитор HIF-1α
акрифлавин, инкапсулированный с фталоциани-
ном цинка в катионных липосомах, может эф-
фективно связываться с HIF-1α и блокировать
димеризацию HIF-1α и HIF-1β, тем самым сен-
сибилизируя гипоксические опухолевые клетки к
ФДТ [86]. Комбинированное действие акрифла-
вина и ФДТ приводило к 3-кратному увеличению
активности каспаз 3 и 7 в условиях гипоксии.
Разработан фотосенсибилизатор BODIPY,
конъюгированный с ацетазоламидом, ингибито-
ром карбоангидразы IX, связанного с гипоксией
фермента, который является маркером отдален-
ных метастазов и плохой выживаемости онко-
логических больных [87]. Ингибирование карбо-
ангидразы IX может смягчить гипоксические
эффекты, вызванные ФДТ, и повысить терапев-
тическую эффективность.

Гипоксические состояния могут быть в значи-
тельной степени преодолены путем применения
озона [88], что было показано многолетними ис-
следованиями, проведенными под эгидой Ассо-
циации российских озонотерапевтов. Доказано,
что озон способен улучшить кровообращение и
доставку кислорода в ишемизированные ткани
[89, 90], устранить хронический окислительный
стресс путем активизации антиоксидантной си-
стемы [91], вызывать активацию иммунной си-
стемы [92]. Принимая во внимание, что озоноте-
рапия может уменьшить опухолевую гипоксию,
привести к менее агрессивному поведению опу-
холи и служить действенным адъювантом во вре-
мя ФДТ, проведены исследования по разработке
способа повышения противоопухолевой эффек-
тивности ФДТ. Предварительно на штамме кар-
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циномы почки крыс PA были исследованы гено-
токсические эффекты ФДТ для прогнозирования
ответа опухоли на это воздействие [93]. Разрабо-
тан способ, обеспечивающий повышение эффек-
тивности ФДТ за счет оптимизации выбора кон-
центрации озона и режима введения озонирован-
ного физиологического раствора после сеансов
ФДТ [94], и показано его слабое генотоксическое
действие на ткани, не вовлеченные в опухолевый
процесс [95].

Возможно, синергизм озонотерапии и ФДТ
имеет большой потенциал и в клинических на-
правлениях. Пока только в единичных исследова-
ниях на практике сравнивается влияние озона и
ФДТ [96]. Комбинированное действие озона и
ФДТ на основе управления интенсивностью и на-
правленностью окислительных процессов в орга-
низме-опухоленосителе может стать весьма пер-
спективным при лечении ЗНО.

Несмотря на определенные успехи, достигну-
тые в преодолении гипоксии, в настоящее время
ФДТ как отдельный противоопухолевый метод
все еще не позволяет полностью элиминировать
солидные опухоли. Более того, потребление боль-
шого количества кислорода и повторное приме-
нение ФДТ могут еще больше ухудшить микро-
окружение опухоли и привести к ряду неблаго-
приятных последствий, таким как устойчивость к
терапии, инвазивность и метастазирование. Что-
бы решить эту проблему, ФДТ нужно сочетать
с другими подходами к лечению ЗНО, например,
с химиотерапией.

4. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 
ФДТ-ИНДУЦИРОВАННОЙ ГИПОКСИИ 

В КОМБИНАЦИИ С ЧУВСТВИТЕЛЬНЫМИ 
К ГИПОКСИИ ПРЕПАРАТАМИ

ФДТ-индуцированная гипоксия может быть
использована при совместном лечении с терапев-
тическими препаратами, которые активируются
в условиях низкого содержания кислорода.
Обострение гипоксического состояния при ФДТ
может служить высокоспецифичным триггером,
который обеспечивает избирательную доставку
или активацию лекарственных средств непосред-
ственно в опухоли, реализуя тем самым, противо-
опухолевый эффект с минимальной системной
токсичностью. Имеются сведения о реагирующих
на гипоксию химических компонентах, таких как
нитрогруппы, хиноны, алифатические N-окси-
ды, ароматические N-оксиды и переходные ме-
таллы [97]. Разработаны активируемые гипокси-
ей хитозановые наночастицы с нитроимидазоль-
ными группами для достижения селективного
высвобождения лекарственного средства как при

внутренних (гипоксия), так и внешних (свет)
триггерах [98]. В связи с наличием фрагментов,
реагирующих на гипоксию, высвобождение ФС и
противоопухолевых препаратов специфически
происходило в гипоксических опухолевых клет-
ках [99, 100].

Другим привлекательным методом использо-
вания гипоксии является совместная доставка ФС и
биоредуктивных пролекарств, химически моди-
фицированных форм лекарственных средств, ко-
торые в биологических средах в результате мета-
болических процессов превращаются в собствен-
но лекарства. Они могут обладать селективной
токсичностью для опухолевых клеток. Разработа-
на наноструктура для совместной доставки ФС и
тирапазамина [101]. Тирапазамин, типичное био-
редуктивное пролекарство, может превращаться
в цитотоксические радикалы с помощью различ-
ных внутриклеточных редуктазных ферментов.
В нормоксических условиях эти радикалы легко
окисляются до авирулентного исходного соеди-
нения, теряя цитотоксичность. В условиях гипо-
ксии радикалы тирапазамина вызывают сильное
повреждение клеток. Основываясь на этом свой-
стве, гипоксия, индуцированная ФДТ в опухолях,
использовалась для активации тирапазамина,
обеспечивая синергический эффект в уничтоже-
нии опухолевых клеток. Наночастицы мезопори-
стого диоксида кремния с инкапсулированными
ФС и тирапазамином также продемонстрировали
значимый противоопухолевый эффект при ФДТ
[102]. Другие биоредуктивные пролекарства, на-
пример, TH-302, PR-104A и баноксантрон, хорошо
изучены в клинических испытаниях и, как сооб-
щается, демонстрируют сильную цитотоксич-
ность, активируемую гипоксией [103–105]. Они
редко используются совместно с ФДТ, однако их
противоопухолевый потенциал в сочетании с
ФДТ заслуживает особого внимания, поскольку
ФДТ обладает способностью усиливать гипоксию
опухолей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Фотодинамическая терапия из-за ее мини-
мальной инвазивности, относительной простоты
процедур и высокой эффективности может стать
многообещающей противоопухолевой техноло-
гией. Однако гипоксия опухолевой ткани, прису-
щая солидным опухолям сама по себе и индуци-
руемая ФДТ, является критической проблемой
ФДТ. Рассмотренные подходы преодоления ги-
поксии продемонстрировали возможности для
улучшения оксигенации в опухолевых тканях.
Следует отметить, что ФДТ кроме опухолевой ги-
поксии сталкивается с множеством других про-
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блем, таких как ограниченная глубина проникно-
вения света, нежелательная токсичность ФС для
нормальных тканей при облучении светом, спе-
цифическая доставка ФС для глубоких опухолей
и др. Разрабатываемые ФС должны соответство-
вать требованиям биосовместимости, биоразла-
гаемости, простоты и управляемости. Эти про-
блемы требуют разработки многофункциональ-
ных носителей, которые могут синергически
преодолевать системные барьеры для обеспече-
ния максимальной противоопухолевой эффек-
тивности. Побочным эффектам, вызываемым
ФДТ, таким как инвазия опухоли и метастазиро-
вание, должно быть уделено отдельное особое
внимание, поскольку им принадлежит известная
роль в рецидивировании. Ожидается, что подхо-
ды к преодолению гипоксии и использованию ги-
поксии откроют новый путь для ФДТ, расширяя
ее терапевтические возможности для клиниче-
ского лечения онкологических заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний в рамках научного проекта № 19-02-00667.
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Photodynamic therapy (PDT) is regarded as a promising approach to the treatment of malignant tumors, the
effect of which is achieved due to generation of reactive oxygen species when the photosensitizer is irradiated
with light. Reactive oxygen species cause direct destruction of tumor cells and vascular damage and activate
anti-tumor immunity. Hypoxia of tumor tissue, significantly reducing the efficacy of PDT, creates a serious
obstacle to this method. In addition, oxygen consumption in PDT may further aggravate tumor hypoxia,
which leads to undesirable consequences, such as multidrug resistance, angiogenesis, tumor invasiveness,
and metastasis. The purpose of this work is to review the current literature on the achievements in overcoming
or using tumor hypoxia to increase the therapeutic efficacy of PDT. We consider strategies for overcoming of
tumor hypoxia by modifying the tumor microenvironment to improve oxygenation, development of the
means of oxygen delivery or oxygen generation in situ, oxygen-independent PDT, and inhibition of proteins
associated with hypoxia. The existing approaches to usage of tumor hypoxia upon drug release and bioreduc-
tive therapy are summarized.

Keywords: photodynamic therapy, photosensitizers, reactive oxygen species, carcinogenesis, hypoxia, antitu-
mor effect
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АМРА-рецепторы являются ключевыми молекулами синаптической передачи и участвуют в синап-
тической пластичности. При нарушении процессов, контролирующих сборку AMPA-рецепторов,
миграцию и синапс-специфическую экспрессию, снижаются такие когнитивные функции голов-
ного мозга, как восприятие, обработка и анализ сигналов, запоминание, хранение и обмен инфор-
мацией между нейронами. Содержание рецепторов в синапсе регулируется экзоцитозом, эндоцито-
зом и рециркуляцией. Несколько вспомогательных субъединиц и белков-партнеров участвуют в
этих процессах и модулируют активность AMPA-рецепторов. Несмотря на то, что Ca2+-проводящие
AMPA-рецепторы (CP-AMPARs), не содержащие субъединицу GluA2, экспрессированы далеко не
во всех нейронах, они участвуют в синаптической пластичности, включая долговременное потен-
цирование и депрессию, и обеспечивают баланс возбуждения и торможения в мозге. Активация
CP-AMPARs в нейронах, вызывает быстрый постсинаптический вход Ca2+, который индуцирует
синаптическую пластичность через взаимодействие с другими Са2+-зависимыми сигнальными си-
стемами. Цель данного обзора состоит в том, чтобы обратить внимание исследователей на послед-
ние достижения в области участия СР-АМРА-рецепторов в синаптической пластичности.

Ключевые слова: Ca2+-проницаемые AMPA-рецепторы, глутаматные рецепторы, интернейроны,
синапс, синаптическая пластичность, долговременная потенциация, вспомогательные белки, ней-
родегенерация, полиамины, полиаминовый блок
DOI: 10.31857/S0233475520030044

ВВЕДЕНИЕ

Глутаматные АМРА-рецепторы классически
рассматриваются как рецепторы-каналы, депо-
ляризующие мембрану за счет проводимости по
Na+, что обеспечивает прохождение возбужда-
ющего сигнала через нейрональные синапсы,
активацию потенциал-зависимых кальциевых

каналов и снятие магниевого блока с NMDA-ре-
цепторов. Однако отдельные популяции АМРА-
рецепторов, лишенные субъединицы GluA2, об-
ладают кальциевой проводимостью, которая не
зависит от мембранного потенциала [1], что дает
возможность запускать процесс секреции нейро-
трансмиттеров без деполяризации и участия по-
тенциал-зависимых кальциевых и NMDA-кана-
лов. Са2+-проницаемость этих рецепторов имеет
решающее значение при некоторых формах си-
наптической пластичности [1, 2] и клеточной
гибели, происходящей при неврологических за-
болеваниях и расстройствах [3]. СP-АМРА-ре-
цепторы вовлечены во множество нормально
протекающих физиологических процессов, таких
как процессы памяти и забывания [4]. Значитель-
ные изменения экспрессии GluA2-субъединицы
происходят при различных патологических со-
стояниях. Список нейродегенеративных заболе-
ваний и нарушений развития мозга, в патогенезе

Сокращения: AMPARs – рецепторы α-амино-3-гидрокси-
5-метил-4-изоксазолпропионовой кислоты; TARP – транс-
мембранный АМРАR регулирующий белок (transmembrane
AMPA receptor regulatory proteins); CNIH – корнишон гомо-
лог (Cornichon homolog); GSG1L – трансмембранный
вспомогательный белок (Germline-specific gene 1-like);
CKAMP – цистеиновый узел содержащие АМРА-рецеп-
тор модулирующие белки (Cystine-knot AMPA receptor-
modulating proteins); AKAP – А-киназу заякоривающий
белок (A-kinase anchoring protein); PSD-95 – белок пост-
синаптического уплотнения (postsynaptic density); LTP –
долговременная потенциация; LTD – долговременная де-
прессия; CaMKII – Ca2+/кальмодулин-зависимая проте-
инкиназа II (Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II).
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которых СР-АМРА-рецепторы играют заметную
роль, постоянно расширяется [3, 5, 6]. К ним от-
носятся разные формы эпилепсии, болезни
Альцгеймера и Паркинсона, шизофрения, амио-
трофический боковой склероз, синдром аутизма,
инсульт, глиобластома, наркомания и др. В на-
стоящем обзоре представлены данные о роли
СР-АМРА глутаматных рецепторов в синаптиче-
ской функции и пластичности, гибели и выжива-
нии нейронов [5, 7].

1. ИОНОТРОПНЫЕ 
РЕЦЕПТОРЫ ГЛУТАМАТА

L-Глутамат является основным возбуждаю-
щим медиатором в синапсах центральной нерв-
ной системы позвоночных. Глутаматные ионо-
тропные рецепторы подразделяются на три
основных типа в соответствие с лигандом, селек-
тивно активирующим данный тип рецепторов:
рецепторы N-метил-D-аспартата (NMDA-ре-
цептор), α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изок-
сазолпропионовой кислоты (AMPA-рецептор) и
каиновой кислоты (KA-рецептор). NMDA-ре-
цепторы являются лиганд- и потенциал-управля-
емыми каналами, и их активация зависит не толь-
ко от связывания глутамата, но также от сопут-
ствующей деполяризации постсинаптической
мембраны, которая снимает блокирование этого
канала ионами магния. АMPA-рецепторы явля-
ются только лиганд-управляемыми ионными
каналами, участвующими в быстрой передаче
возбуждения. Семейство KA глутаматных рецеп-
торов отличается от других ионотропных глута-
матных рецепторов разнообразием субъединиц,
функций и локализацией, и поэтому представля-
ет значительный интерес для модуляции синап-
тической передачи [8, 9]. KA-рецепторы могут
быть тормозящими, поскольку часто локализова-
ны в пресинаптической мембране ГАМК-ерги-
чеcких нейронов [10, 11].

2. AMPA-РЕЦЕПТОРЫ
AMPARs представляют собой тетрамерные

ионные каналы, которые вместе с другими ионо-
тропными глутаматными рецепторами (NMDA-
и KA-рецепторами) опосредуют большую часть
возбуждающей нейротрансмиссии в центральной
нервной системе [12]. При связывании глутамата
канал АМРА-рецептора открывается, что приво-
дит к преимущественному входу натрия (или на-
трия и кальция), и вызывает деполяризацию
постсинаптического нейрона [13, 14]. AMPAR-за-
висимая быстрая деполяризация постсинаптиче-
ской мембраны необходима для открытия Na+ ка-
налов, а также для снятия Mg2+ блока с NMDA-
рецепторов [15]. AMPARs принимают участие в
процессах долговременной потенциации (LTP) и

долговременной депрессии (LTD) [14]. Когни-
тивные функции головного мозга, такие, как вос-
приятие, обработка и анализ сигналов, запомина-
ние, хранение и обмен информацией, снижаются
при нарушении процессов, контролирующих ак-
тивность AMPARs [16, 17]. Изменения активно-
сти AMPARs описаны при развитии многих забо-
леваний, таких как болезнь Альцгеймера, инсульт
и эпилепсия.

Постсинаптические AMPARs конститутивно
обновляются с большой скоростью [18]. Молеку-
лярные и клеточные механизмы, контролирую-
щие транспортировку АМРА-рецепторов в си-
напс, стабилизацию и время жизни в синапсе, яв-
ляются предметом интенсивного и широкого
исследования. АМРАRs транспортируются в си-
напс путем латеральной диффузии в плазматиче-
ской мембране или экзоцитозом [19]. Удаление
AMPARs из плазмалеммы осуществляется в резуль-
тате рецептор-зависимого эндоцитоза [20]. При
этом небольшие окаймленные структуры сливают-
ся между собой, образуя эндосомы. В ранних эндо-
сомах рецепторы сортируются по различным путям
транспортировки [21]: путь возвращения в плазма-
лемму, путь посттрансляционной модификации, и
путь лизосомальной деградации (рис. 1).

AMPARs функционируют как тетрамеры, по-
строенные из димерных комбинаций четырех
основных субъединиц, GluA1–4 [22]. Тетрамери-
зация субъединиц происходит в результате взаи-
модействия между лиганд-связывающими, транс-
мембранными и N-концевыми сегментами [23, 24].
Функциональные свойства каналов AMPARs в
значительной степени определяются составом
субъединиц и регулируются редактированием по-
сттранскрипционной РНК, посттрансляционной
модификацией и вспомогательными белками.
Процессы редактирования и посттрансляцион-
ной модификацией приводят к изменению числа
рецепторов и появлению в синапсе рецепторов с
другими свойствами.

При посттрансляционной модификации субъ-
единицы рецепторных белков могут быть моди-
фицированы путем ацетилирования, метилиро-
вания, фосфорилирования и др. Важную роль в
моделировании функций глутаматных рецепто-
ров играет фосфорилирование серина, треонина
и тирозина С-концевого внутриклеточного доме-
на субъединиц. Фосфорилирование/дефосфори-
лирование АМРА-рецептора может приводить к
синаптической пластичности в норме и при пато-
логии [25–28].

2.1. Редактирование субъединицы GluA2 
на уровне мРНК

Субъединица GluA2, содержание которой
определяет проводимость рецептора, проходит
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редактирование на уровне мРНК. Группа Хайне-
мана была первой, кто показал, что отсутствие ре-
дактированной субъединицы GluA2 определяет
Ca2+-проводимость AMPA-рецепторов [29, 30].
Процесс редактирования мРНК гена данной
субъединицы состоит в том, что перед началом
трансляции мРНК взаимодействует с белком
ADAR (аденозиндезаминаза РНК), который заме-
няет триплет CAG на CIG (аденозин заменяется на
инозин). Соответствующие изменения происходит
и в структуре белка – глутамин в 607-й позиции
заменяется на аргинин. Также в 764 позиции ар-
гинин заменяется на глицин [31]. Изменение за-
ряда в поре канала приводит к потере кальциевой

проницаемости, сильно снижает проводимость
одиночного канала рецептора и предотвращает
блокирование канала внутриклеточными поли-
аминами [32]. Высокая проводимость для Са2+-
рецепторов, не содержащих субъединицу GluA2,
предполагает их значительную роль в индукции
синаптической LTP, как в норме, так и при повре-
ждении нейронов в патологических условиях.

2.2. Вспомогательные белки AMPA-рецепторов
Функции AMPARs в синапсе зависят не только

от субъединичного состава (GluA1–4) [33], но
также от взаимодействия рецептора с вспомога-

Рис. 1. Участие TARP в транспорте АМРАRs. Увеличение концентрации Са2+ в постсинапсе вызывает диссоциацию
С-конца вспомогательного белка ТАRP ( ) от цитоплазматической мембраны (1), инициирует взаимодействие TARP
с AMPAR ( ) и активирует протеинкиназу CAMKII. Фосфорилирование CAMKII киназой С-концевых участков бел-
ка TARP (старгазин) (2) ускоряет движение AMPAR к постсинаптическому уплотнению PSD, (3) вызывает связыва-
ние TARP со скаффолд-белком PSD-95 и способствует удерживанию AMPAR в PSD (3). Дефосфорилирование этих же
остатков фосфатазой (PP1) нарушает взаимодействие TARP-PSD-95 и освобождает AMPAR из постсинаптического уплот-
нения (4). Удаление AMPAR из плазмалеммы происходит в результате рецептор-зависимого эндоцитоза. Небольшие
окаймленные структуры сливаются между собой и образуют ранние эндосомы (EV). В более зрелых, сортирующих эндосо-
мах (SE), рецепторы распределяются по различным путям: путь возвращения в плазмалемму или рециклирование (R), путь
посттрансляционной модификации через аппарат Гольджи (G/ER), путь лизосомальной (L) деградации.
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тельными белками [34, 35]. Участие различных
вспомогательных белков в транспорте AMPA-ре-
цепторов к синапсу интенсивно исследуется в по-
следнее время [36]. Большинство субъединиц
AMPAR находятся в комплексе с вспомогатель-
ными субъединицами, которые участвуют в экс-
прессии рецепторов, рециркуляции, пластично-
сти, а также определяют их биофизические свой-
ства [37]. В настоящее время известны такие
вспомогательные белки AMPARs, как TARP,
CNIH, GSG1L и CKAMP [38–40].

2.2.1. Вспомогательные трансмембранные регу-
ляторные белки семейства TARP. Трансмембран-
ные регуляторные белки (TARP) [41] направляют
AMPARs в синапсы, участвуют в удержа-
нии/стабилизации AMPA-рецепторов в синапсе
и модулируют активность рецептора, регулируя
воротный механизм канала [42, 43]. На рис. 1, 2
показаны схемы взаимодействия субъединицы
АМРА-рецептора и белка TARP при транспорте
АМРА-рецепторов к синапсу.

Семейство TARP включает шесть изоформ,
которые по-разному изменяют свойства AMPA-ре-
цепторов. TARP γ2, γ5, и γ7 участвуют в регуляции
биофизических свойств Са2+-проводящих рецепто-
ров (CP-AMPARs). TARP γ2, γ5 уменьшают чувстви-
тельность этих рецепторов к полиаминам [44, 45], а
TARP γ7 избирательно усиливает синаптическую
экспрессию CP-AMPAR и подавляет экспрессию
кальций-непроницаемых AMPARs [46].

TARP γ2, γ3, γ4 и γ8 удерживают синаптические
AMPARs посредством связывания со скаффолд-
белком постсинаптического уплотнения PSD-95,

и эта стабилизация весьма важна для развития
LTP [34]. Образованный комплекс TARP-PSD-95
уменьшает латеральную подвижность AMPARs в
синапсе, а нарушение этого взаимодействия поз-
воляет AMPARs в комплексе с TARP мигрировать
из синапса [42]. Комплекс TARP-PSD-95 регу-
лируется фосфорилированием ряда сериновых
остатков во внутриклеточном С-концевом доме-
не TARP. Фосфорилирование С-концевого доме-
на TARP кальций/кальмодулин-зависимой про-
теинкиназой CaMKII ингибирует его связывание
с отрицательно заряженными фосфолипидами в
липидном бислое и способствует связыванию с
PSD-95 и удержанию рецептора в синапсе [47].
Дефосфорилирование этих же остатков фосфата-
зой PP1 [34], способствует ассоциации внутри-
клеточного домена TARP с фосфолипидами,
нарушая взаимодействие TARP-PSD-95, и,
следовательно, освобождает AMPARs из постси-
наптического уплотнения [47]. Интернализация
субъединиц GluA1 и GluA2 инициируется раз-
личными фосфатазами. Интернализация субъ-
единицы GluA2 селективно блокируется ингиби-
торами PP2A (окадаевая кислота и фостриецин),
тогда как интернализация GluA1 предотвращается
ингибиторами фосфатаз PP2A, PP1 и PP2B [48].

При высокочастотной стимуляции связыва-
ние глутамата с AMPARs уменьшает взаимодей-
ствие с TARP γ2 [49], инициируя удаление рецеп-
торов из синапсов [50, 51], чтобы позже, для раз-
вития LTP, пополнить синапс новыми или
модифицированными рецепторами из внесинап-
тических компартментов. TARP γ2 (старгазин)

Рис. 2. Взаимодействие субъединицы АМРА-рецептора и белка TARP. Две экстраклеточные петли EX1 и EX2 белка
TARP (серый овал) взаимодействуют с лиганд-связывающим доменом LBD – (серый овал) субъединицы AMPA-ре-
цептора, управляя воротным механизмом канала. Проксимальная область С-концевого участка TARP взаимодейству-
ет с участком поры AMPA-рецептора (остаток Q/R, желтый круг), оказывая влияние на проводимость канала и поли-
аминный блок. Красные круги – участки фосфорилирования. Синий квадрат – PDZ –связывающие домены GluAR
и TARP, обеспечивающие взаимодействие с PSD-95. Glu – глутамат.
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функционирует как положительный аллостери-
ческий модулятор AMPARs: замедляет деактива-
цию рецептора, уменьшает десенситизацию,
ускоряет восстановление после десенситизации,
увеличивает сродство к агонистам, проницае-
мость для кальция и проводимость одиночного
канала и уменьшает блокирование канала внут-
риклеточными полиаминами [41, 44, 52]. Про-
должительность процесса удержания старгази-
ном AMPARs в синапсе увеличивается при
длительном потенцировании за счет CaMKII-за-
висимого фосфорилирования остатков серина в
C-концевом домене старгазина [35, 46]. Таким
образом, взаимодействие между старгазином и
PSD-95 регулирует обмен AMPARs между экстра-
синаптическим и синаптическим компартментами.

2.2.2. Вспомогательные трансмембранные регу-
ляторные белки семейства CKAMP. Белки, содер-
жащие цистиновый узел и модулирующие AMPARs
(Cystine-knot AMPA receptor-modulating proteins
CKAMPs), представляют собой семейство, состо-
ящее из четырех белков, которые влияют на
транспорт, субклеточную локализацию и функ-
цию AMPARs. Наиболее изученными членами
CKAMP семейства являются белки CKAMP39,
CKAMP44, CKAMP52 и CKAMP59. Все члены
семейства CKAMP являются рецепторными
трансмембранными белками типа 1. Внеклеточ-
ные домены этих белков обогащены цистеином.
Дисульфидные связи между цистеинами способ-
ствуют стабилизации глобулярной структуры, ко-
торая важна для взаимодействия с AMPARs и мо-
дуляции их активности. CKAMP44 и CKAMP52
были обнаружены в AMPA-рецепторных ком-
плексах, которые также содержали TARP [54], что
свидетельствовало о связывании CKAMP и TARP
с различными областями субъединиц AMPARs.
Показано, что белки TARP γ8 и CKAMP44, кото-
рые высоко экспрессированы в гранулярных
клетках зубчатой фасции гиппокампа, снижают
скорость деактивации рецептора. Для эффектив-
ного транспорта AMPARs в определенную об-
ласть на клеточной мембране необходима коэкс-
прессия обеих этих вспомогательных субъединиц
[54]. Следует отметить, что все четыре члена се-
мейства CKAMP различаются по профилю экс-
прессии и модулирующему влиянию на функцию
AMPARs [55]. Последние исследования о роли се-
мейства CKAMP белков приведены в обзоре [56].

2.2.3. Трансмембранный вспомогательный белок
GSG1L. GSG1L (Germline-specific gene 1-like)
был идентифицирован как вспомогательная
субъединица AMPARs и имеет некоторое струк-
турное сходство с TARPs [39]. Этот трансмем-
бранный вспомогательный белок, в отличие от
старгазина, снижает проводимость одиночного
канала и кальциевую проницаемость рекомби-
нантных CP-AMPARs, тем самым расширяет
функциональные свойства этих рецепторов [57].

2.2.4. Трансмембранный вспомогательный белок
CNIH. Белки CNIH (Cornichon homolog protein)
были идентифицированы протеомным анализом
как белки, взаимодействующие с AMPARs [38].
Изменение уровня CNIH-2 в гиппокампе изме-
няло кинетику синаптических AMPARs, что ука-
зывало на регулирующую роль CNIH-2 в переда-
че, опосредованной AMPARs [58]. Совместная
экспрессия рекомбинантных AMPARs с белками
CNIH увеличивала экспрессию этих рецепторов
и замедляла их деактивацию и десенситизацию
[59, 60]. В нейронах гиппокампа и мозжечка
CNIH-2 оказывал влияние на взаимодействие
AMPARs и белков TARP (γ7), регулируя количе-
ство TARPs в AMPA-рецепторном комплексе и
изменяя параметры воротного механизма рецеп-
тора [61]. Нокаут CNIH-2/3 у мышей уменьшал
количество AMPARs, содержащих субъединицу
GluA1 в синапсе, что приводило к снижению, как
AMPAR-опосредованной передачи, так и LTP [62].

Таким образом, взаимодействие АМРА-ре-
цепторов с различными вспомогательными бел-
ками усиливает синаптическую экспрессию
CP-AMPARs, рециркуляцию, пластичность, а
также определяет биофизические свойства
CP-AMPARs, уменьшает чувствительность этих
рецепторов к полиаминам, меняет проводимость
одиночного канала и кальциевую проницаемость
рецептора. Необходимо заметить, что регуляция
активности AMPARs вспомогательными белками
усложняется тем, что влияние каждой из вспомо-
гательных субъединиц зависит от состава субъ-
единиц рецептора и модулируется другими вспо-
могательными субъединицами [54].

3. СИНАПТИЧЕСКАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ
Синаптическая пластичность представляет со-

бой способность синапсов менять силу передачи в
зависимости от нейронной активности в ответ на
внешние раздражители. Термин “синаптическая
пластичность” для описания усиления синаптиче-
ской передачи в 1948 году ввел Конорский [63]. Си-
наптическую пластичность также можно опреде-
лить как структурную и функциональную адапта-
цию нейронных сетей к изменениям, связанным с
обучением и памятью, влиянием окружающей сре-
ды и повреждением головного мозга [64].

Феномен увеличения силы синапса между дву-
мя нейронами при передаче информации в голов-
ном мозге может сохраняться длительное время и
известен как LTP. LTP является хорошо охаракте-
ризованным видом синаптической пластично-
сти, которая коррелирует с обучением и памятью
[65]. Во многих работах показано, что LTP, вызы-
ваемая даже короткой высокочастотной стимуля-
цией, сохраняется в течение нескольких дней или
даже недель in vivo. В зависимости от продолжи-
тельности эффекта синаптическая пластичность
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разделена на несколько видов: (1) – кратковре-
менная пластичность, когда изменения происхо-
дят в диапазоне от миллисекунд до минут и поз-
воляют синапсам выполнять кратковременные
вычислительные функции в нейронных цепях [66],
(2) – долговременная пластичность, при которой
изменения могут длиться от нескольких часов до
дней, недель или даже месяцев [67, 68], (3) – го-
меостатическая пластичность, которая может
происходить как в синапсах, так и в нейронах, и
позволяет стабилизировать уровни возбудимости
и межнейронные связи, несмотря на изменения в
окружающей среде, вызванные метаболизмом и
пластичностью [69]. В LTP также можно выделить
“раннюю фазу”, которая длится приблизительно
60 мин, требует активации NMDA-рецепторов,
последующего входа Са2+ и активации CaMKII
[70, 71]. В это время также происходит транспорт
новых AMPARs. И “позднюю” фазу LTP, которая
продолжается дни и недели и требует экспрессии
генов и синтеза белка [72, 73].

Длительная депрессия (LTD), это ослабление
синаптической передачи в результате определенно-
го режима высокочастотной активности синапсов.
Известно, что эффект LTP или LTD зависит от того,
какова частота стимуляции путей к пресинаптиче-
скому нейрону и каков уровень поляризации мем-
браны постсинаптического нейрона. Основной ме-
ханизм долговременной синаптической потенциа-
ции или депрессии обусловлен увеличением или
уменьшением количества AMPA-рецепторов в си-
напсе [16, 74]. AMPA-рецепторы собираются в эн-
доплазматическом ретикулуме и затем транспорти-
руются к плазматической мембране. Их содержание
в синапсе находится в динамическом равновесии
между увеличением посредством экзоцитоза и уда-
лением посредством эндоцитоза [75].

4. УЧАСТИЕ CP-AMPARs 
В СИНАПТИЧЕСКОЙ ПЕРЕДАЧЕ 

И В ЕЕ ПЛАСТИЧНОСТИ
CP-AMPARs осуществляют альтернативный

NMDA-рецептор-зависимому путь повышения
Са2+ в клетках и играют важную роль в синапти-
ческой передаче и в синаптической пластично-
сти, вызывая LTP [2, 76–78]. CP-AMPARs имеют
большую проводимость одиночного канала 7–8 pS,
тогда как канал с GluA2 имеет проводимость око-
ло 300 fS [79]. Последние исследования дают убе-
дительные доказательства участия CP-AMPARs в
синаптической передаче и в ее пластичности [1, 3,
5, 80–82] как при нормальном функционирова-
нии мозга в процессах запоминания и обучении
[2, 83], так и при патогенезе нервных заболеваний
[84]. Также как NMDA-рецепторы, CP-AMPARs
могут вызывать Ca2+-зависимую эксайтотоксиче-
скую гибель клеток при различных патологиях
[5, 7]. При ишемии происходит увеличение

CP-AMPARs в синапсе, что способствуют гибе-
ли нейронов [85]. А селективные блокаторы
CP-AMPARs обладают нейропротекторным дей-
ствием и препятствуют гибели нейронов при
ишемии [86]. Повышенная экспрессия СР-AMPARs
у мышей приводит к судорогам и преждевремен-
ной смерти в возрасте нескольких недель [87]. Кро-
ме того, оказалось, что содержание CP-AMPARs
увеличивается в вентральной области покрышки
мозга мышей после однократной инъекции кокаина,
что, как полагают, способствует пластичности,
вызванной этим соединением [88].

При развитии LTP транспорт CP-AMPARs в
синаптическую мембрану и удаление из нее уси-
ливается. При этом CP-AMPARs транспортиру-
ются в синапсы гиппокампа из внесинаптических
и/или внутриклеточных источников. Встраива-
ние и удаление CP-AMPARs в синапс регулируется
процессами фосфорилирования и дефосфорили-
рования C-концевого остатка S845 субъединицы
GluA1 cAMP-зависимой протеинкиназой (PKA)
и Ca2+-кальмодулин-зависимой протеинфосфа-
тазой 2B (PP2B фосфатаза), соответственно. В си-
напсах области CA1 гиппокампа показано, что
для индукции LTP необходима CP-AMPARs-за-
висимая активация PKA-зависимого синтеза бел-
ка [89]. Фосфорилирование приводит к накопле-
нию GluA1 в постсинапсе, тогда как убиквитини-
рование субъединицы GluA1 E3-лигазой Nedd4-1
ведет к деградации AMPARs. Дефосфорилирование
C-концевого домена GluA1 по серину 845 фосфа-
тазой PP2B инициирует удаление CP-AMPARs из
зоны постсинаптического уплотнения. Оптими-
зация этих процессов обеспечивается белком
AKAP 150 (A-kinase anchoring protein), который
заякоривает киназу и фосфатазу. Транспортиров-
ка самого белка AKAP150 активируется пальми-
тоилированием двух цистеиновых остатков.

В ряде работ показано, что после периода по-
вышенной активности количество CP-AMPARs в
синапсе возрастает [90, 91]. Последние исследо-
вания показали, что соотношение транспортиру-
емых Са2+-проводящих и Са2+-непроводящих
AMPA-рецепторов зависит от активности синапса.
При слабой стимуляции в синапсе активируется
транспорт CP-AMPARs, а при сильной стимуля-
ции активируется транспорт AMPARs, содержа-
щих GluA2 [92]. Показано, что для потенциации
LTP при слабой стимуляции, которая направляет
CP-AMPARs в синапсы, необходимо пальмитои-
лирование AKAP150, но при сильной стимуля-
ции, которая рекрутирует AMPARs, содержащие
GluA2, этого не происходит. Таким образом,
пальмитоилирование AKAP150 регулирует субъ-
единичный состав AMPARs в зависимости от сте-
пени активности синапса [92].

При развитии LTP CP-AMPARs включаются в
состав синапса на определенное время (<25 мин),
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а затем заменяются AMPARs, содержащими
GluA2 [90, 93, 94]. Эксперименты с использова-
нием филантотоксина-433, избирательно блоки-
рующего CP-AMPARs [95], показали, что его ап-
пликация во время и сразу после индукции LTP
предотвращает LTP, но после полного развития
LTP филантотоксин был уже не эффективен [90,
93], что также говорит о быстром удалении CP-AM-
PARs из синапса в этот период.

5. РОЛЬ ПОЛИАМИН-ЗАВИСИМОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ СP-AMPARs 

В ПЛАСТИЧНОСТИ
В закрытом состоянии СР-АМРАRs блокиру-

ются потенциал-зависимо полиаминами [96, 97],
такими как спермин и спермидин. Однако по-
вторные активации постепенно приводят к сня-
тию этого блока и усилению потока ионов через
канал, что может быть причиной кратковремен-
ной пластичности синапсов, экспрессирующих
СP-AMPARs [97, 98]. Известно, что блокирова-
ние ионных каналов цитоплазматическими поли-
аминами в зависимости от потенциала является ре-
гуляторным механизмом для многих семейств ка-
тионных каналов [99]. Вспомогательный белок
старгазин ослабляет полиаминовый блок и уси-
ливает активность CP-AMPARs, увеличивая про-
водимость одиночного канала и проницаемость
для кальция. Принимая во внимание тот факт,
что экспрессия СР-АМРА-рецепторов меняется
при сетевой активности и увеличивается в мозге
при развитии [100] и при различных заболеваниях
[101, 102], полиамин-зависимая регуляция
СP-AMPARs является важным, постсинаптиче-
ским механизмом регуляции усиления синапти-
ческой передачи [98].

6. ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ 
CP-AMPARs ПРИ ПАТОЛОГИИ

Изменения экспрессии CP-AMPARs или их
активности наблюдаются при ряде серьезных
неврологических заболеваниях, включая ин-
сульт, эпилепсию, черепно-мозговые травмы и
нейродегенеративные нарушения [101–104].
В работе [98] показано, что в нейронах гиппокам-
па области СА1 постишемическая пластичность
АМРАR проявляется в увеличении содержания
CP-AMPARs и связана с возникающим при
ишемии ацидозом. Нарушение транспорта
CP-AMPARs отмечено при болезни Альцгейме-
ра. Амилоидные β-олигомеры индуцируют де-
фосфорилирование GluA1 по Ser-845 и подавля-
ют механизм вовлечения и доставки CP-AMPARs
в синапсы на ранних стадиях заболевания [105,
106], что приводит к удалению AMPARs из плаз-
матической мембраны, потере дендритных ши-
пиков и синаптической депрессии [107].

7. УЧАСТИЕ CP-AMPARs 
В ПЛАСТИЧНОСТИ ИНТЕРНЕЙРОНОВ
ГАМК-еpгичеcкие тормозные интернейроны

играют решающую роль в развитии и созревании
нейронных сетей мозга, регуляции синаптиче-
ской пластичности и в ритмогенезе [53, 108, 109].
Ослабление ГАМК-еpгичеcкой пеpедачи вызыва-
ет гипеpвозбуждение и гипеpcинxpонизацию
нейpонов в cети [110]. Наpушение pаботы тормоз-
ных нейpонов пpиводит к pазвитию нейpодеге-
неpативныx заболеваний, таких как cиндpом
Туpетта, болезнь Паpкинcона, шизофpения, эпи-
лепcия и аутизм [111–114]. Тормозные нейроны
не являются однородной популяцией и различают-
ся по морфологическим, электрофизиологиче-
ским характеристикам и набору экспрессируемых
белков [115]. Несколько подтипов ГАМК-еpги-
чеcкиx нейpонов, cодеpжат Ca2+-связывающие
белки в буфеpных концентрациях, что может
ослаблять кратковременную пластичность и за-
держивать освобождение трансмиттера [116]. По-
следние исследования показали, что CP-AMPARs
коэкспрессированы с некоторыми Ca2+-связыва-
ющими белками в нейронах определенного под-
типа. Показано, что быстроразряжающиеся (fast
spiking) интернейроны неокортекса [117, 118],
гиппокампа [119, 120] и мозжечка [121], содержа-
щие парвальбумин, также содержат CP-AMPARs.
При этом во время базальной синаптической
активности CP-AMPARs взаимодействуют с
парвальбумином и Na+/Ca2+-обменником плаз-
малеммы [117, 121]. Таким образом, активация
CP-AMPARs в быстроразряжающихся интерней-
ронах, содержащих парвальбумин, обеспечивает
быстрый постсинаптический вход Ca2+, который
индуцирует процесс синаптической пластично-
сти [120–124].

Учитывая тот факт, что в мозге взрослых осо-
бей CP-AMPARs локализованы в основном в
ГАМК-ергических нейронах, возбуждающее дей-
ствие агонистов этих рецепторов и нейропротек-
торное действие антагонистов можно объяснить
иннервацией этими нейронами других тормозных
нейронов, контролирующих возбуждающие нейро-
ны. Недавно было показано [125], что в гиппокампе
крысы определенная субпопуляция ГАМК-ергиче-
ских нейронов, содержащих CP-AMPARs, может
иннервировать ГАМК-ергические нейроны, содер-
жащие кальций-проводящие каинатные рецепторы.

В заключение можно сказать, что CP-AMPARs,
наряду с NMDA-рецепторами, благодаря высо-
кой кальциевой проводимости, являются актив-
ными участниками процессов синаптической
пластичности в норме и в патологических услови-
ях. Повышая базальный уровень Са2+ в клетках по
NMDA-рецептор-независимому пути, CP-AMPARs
играют важную роль в синаптической пластично-
сти, вызывая LTP. Активация CP-AMPARs, лока-
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лизованных в ГАМК-ергических нейронах, мо-
жет усиливать Са2+-зависимую секрецию ГАМК
и, таким образом, участвовать в подавлении воз-
буждения иннервируемых нейронов [126, 127].
В отличие от NMDA-рецепторов, вклад которых
в синаптические процессы изменяется в основ-
ном за счет кальций-зависимой десенситизации
[128], активность СР-АМРАRs меняется за счет
быстрого транспорта рецепторов в синапс после
PKA-зависимого фосфорилирования и удаления
из синапса после РР2В-зависимого дефосфори-
лирования. Также как NMDA-рецепторы, AMPARs
могут вызывать Ca2+-зависимую эксайтотоксиче-
скую гибель клеток при различных патологиях.
Экспрессия СР-AMPA-рецепторов зависит от се-
тевой активности и увеличивается при ишемии,
эпилепсии. При этом селективные ингибиторы
CP-AMPARs обладают нейропротекторным дей-
ствием. Таким образом, изученные свойства, лока-
лизация и функции CP-AMPARs позволяют рас-
сматривать их в качестве потенциальной мишени
селективного фармакологического воздействия.
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Комитета науки МОН Реcпублики Казахcтан
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Participation of Ca2+-Permeable AMPA Receptors in Synaptic Plasticity
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AMPA receptors are key molecules of excitatory and inhibitory synapses and are involved in synaptic plasticity.
Cognitive functions of the brain, such as signal perception, processing and analysis of information, memori-
zation, storage and exchange of information are reduced when the processes controlling the assembly of
AMPA receptors, membrane trafficking and synapse-specific expression are impaired. The content of the re-
ceptors in synapses is regulated by exocytosis, endocytosis, and receptor recycling. Auxiliary subunits and
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partners modulate the function of AMPA receptors. Ca2+-permeable AMPA receptors (CP-AMPAR) that do not
contain the GluA2 subunit are involved in multiple forms of the synaptic plasticity, including long-term potentia-
tion and depression, and play an important role in maintaining a right balance between excitation and inhibition
in the brain. Activation of CP-AMPAR in neurons provides a fast postsynaptic Ca2+ entry, which triggers the pro-
cesses modifying the synapses’ functioning through the interaction with other Ca2+-transporting systems. The
purpose of this review is to draw the attention of researchers to recent advances in the participation of CP-AMPA
receptors in synaptic plasticity.

Keywords: Ca2+-permeable AMPA receptors, glutamate receptors, interneurons, synapse, synaptic plasticity,
long-term potentiation, auxiliary subunits, neurodegeneration, polyamines, polyamine block
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Исследовано влияние модифицированных под действием активных форм галогенов (HOCl, HOBr)
или активных форм карбонилов (глиоксаль, метилглиоксаль) липопротеинов низкой плотности
(ЛНП) крови человека на нетоз. Показано, что 2-х часовая инкубация крови с ЛНП, модифициро-
ванными активными формами галогенов, вызывала зарегистрированный в мазках крови достовер-
ный прирост количества нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ), свидетельствуя об индук-
ции нетоза. ЛНП, модифицированные карбонильными соединениями (глиоксалем или метилгли-
оксалем), в аналогичных условиях нетоз не вызывали. Анализ мазков крови показал, что количество
нейтрофилов, а также их морфология не изменялись после инкубации крови с нативными ЛНП, а
также с ЛНП, модифицированными указанными выше соединениями. Добавление в кровь ЛНП,
модифицированных как под действием активных форм галогенов, так и карбонилов, не приводило
к достоверному усилению хемилюминесценции в присутствии люминола. Если на фоне действия
модифицированных ЛНП в инкубационную среду добавляли форбол-12-миристат-13-ацетат, то в
ответ на него хемилюминесцентный сигнал увеличивался, но это увеличение достоверно не отлича-
лось от контроля (на фоне нативных ЛНП). При менее продолжительной инкубации (инкубация
ЛНП с кровью в течение 30 мин) ни нативные, ни модифицированные ЛНП нетоз не вызывали.
Таким образом, нетоз, индуцированный под действием ЛНП, модифицированных активными
формами галогенов, по всей видимости, является медленным, кислороднезависимым, не сопро-
вождающимся гибелью нейтрофилов процессом. Увеличение НВЛ в крови в результате развития
галогенирующего стресса повышает вероятность образования микротромбов и нарушения мик-
роциркуляции.

Ключевые слова: нетоз, нейтрофильные внеклеточные ловушки, липопротеины низкой плотности,
активные формы галогенов, галогенирующий стресс, карбонильный стресс
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ВВЕДЕНИЕ

Около 15 лет назад был описан новый меха-
низм бактерицидного действия нейтрофилов, по-
лучивший название нетоз и заключающийся в

том, что нейтрофилы после активации выбрасы-
вают во внеклеточное пространство сетеподоб-
ные структуры на основе ДНК, в которые встроены
гистоны, а также белки гранулярного аппарата
нейтрофилов: миелопероксидаза (МПО), эласта-
за, лактоферрин и др. [1]. Эти структуры получи-
ли название “нейтрофильные внеклеточные ло-
вушки” (НВЛ). Первоначально их образование
связывали с внеклеточной гибелью патогенов,
т.е. с антимикробной защитой организма. Однако
последующие исследования выявили их провос-

Список сокращений: МПО – миелопероксидаза; НВЛ –
нейтрофильные внеклеточные ловушки; ЛНП – липопро-
теины низкой плотности; ЛНП-HOCl – ЛНП, модифици-
рованные под действием HOCl; ЛНП-HOBr – ЛНП, моди-
фицированные под действием HOBr; окЛНП – ЛНП,
модифицированные в условиях окислительного стресса;
ФМА – форбол-12-миристат-13-ацетат.

УДК 576.382:616.155.34
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палительный потенциал и причастность к разви-
тию целого ряда воспалительных заболеваний,
таких как сепсис, васкулит, туберкулез и др. [2].

Липопротеины низкой плотности (ЛНП) плаз-
мы крови человека, подвергнутые модификации
в результате развития окислительного [3], карбо-
нильного [4], галогенирующего [5] стресса, явля-
ются независимым фактором риска различных
острых и хронических воспалительных заболева-
ний, в частности атеросклероза и сахарного диа-
бета [6]. При развитии атеросклероза помимо по-
ражения стенок магистральных сосудов развива-
ются патологические процессы с нарушением
микроциркуляции [7]. Очевидно, что подобные
события могут запускать образование локальных
дефектов в различных органах и тканях, однако
механизмы, благодаря которым модифицирован-
ные ЛНП вовлечены в повреждение микрососу-
дов, поняты далеко не полностью [8, 9]. Если
нетоз развивается в сосудистом русле и НВЛ ока-
зываются в крови, то они могут повреждать эндо-
телий сосудов, захватывать тромбоциты, тем са-
мым служить основой для формирования тром-
бов и блокировать кровоток в микрососудах [10–13].

Недавно было показано, что модифицирован-
ные в условиях моделирования окислительного
стресса ЛНП (окЛНП) не только активируют
нейтрофилы, что проявляется в усилении клетка-
ми продукции активных форм кислорода, их де-
грануляции, но и стимулируют нетоз. Ингибитор
МПО, гидразид 4-аминобензойной кислоты,
снижал дегрануляцию и высвобождение НВЛ
нейтрофилами, активированными под действием
окЛНП. Это значит, что МПО выполняет роль
важного медиатора при окЛНП-индуцированном
нетозе [14].

Бактерицидная роль МПО обусловлена спо-
собностью этого фермента катализировать обра-
зование активных форм галогенов (HOCl, HOBr
и др.), которые, будучи высоко реакционными
соединениями, убивают патогены (бактерии, ви-
русы, грибы) [15]. В то же время действие этих
низкомолекулярных соединений неспецифично.
При чрезмерной их продукции нейтрофилами
они могут повреждать биологически важные мо-
лекулы организма-хозяина (нуклеиновые кисло-
ты, белки, липиды, антиоксиданты и др.), вызы-
вая галогенирующий стресс [5, 16]. При этом мо-
дификации подвергаются и ЛНП. Ранее мы
показали, что МПО сайт-специфично связывает-
ся с ЛНП и, продолжая функционировать, повре-
ждает их поверхность посредством образования
активных форм галогенов. Модифицированные
таким образом ЛНП активируют нейтрофилы,

вызывая кислородный взрыв (продукцию актив-
ных форм кислорода) и дегрануляцию, что спо-
собствует дополнительному высвобождению из
клеток МПО, усугубляет развитие галогенирую-
щего стресса и замыкает порочный круг МПО-
индуцированной модификации ЛНП [17–19].

Известно, что ряд заболеваний сопровождает-
ся накоплением в крови карбонильных соедине-
ний, способных модифицировать функциональ-
ные группы биологически важных молекул, в ре-
зультате чего развивается карбонильный стресс [4].
Так, при автоокислении глюкозы у больных са-
харным диабетом накапливаются такие альдеги-
ды, как глиоксаль, метилглиоксаль, 3-дезокси-
глюкозон. Реагируя с аминогруппами белка, они
образуют внутри и межмолекулярные сшивки ти-
па оснований Шиффа. Модифицированные та-
кими карбонильными соединениями ЛНП эф-
фективно поглощаются моноцитами-макрофага-
ми, способствуя накоплению внутриклеточного
холестерина, развитию атеросклероза [4], что мо-
жет приводить к нарушению микроциркуляции.

До сих пор в научной литературе отсутствуют
сведения о том, способны ли ЛНП, модифициро-
ванные в условиях галогенирующего или карбо-
нильного стресса, влиять на нетоз аналогично то-
му, как это наблюдали ранее для окЛНП [14].
В настоящей работе мы исследовали влияние
ЛНП, модифицированных активными формами
галогенов (HOCl и HOBr) и карбонильными со-
единениями (глиоксалем и метилглиоксалем), на
образование НВЛ. Поскольку функциональная
активность изолированных нейтрофилов суще-
ственно отличается от их активности в цельной
крови [20], мы проводили исследование нетоза в
крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все соли, используемые в работе для приго-
товления буферных растворов, а также гипохло-
рит натрия (NaOCl), глиоксаль, метилглиоксаль,
форбол-12-миристат-13-ацетат (ФMA), люминол
(5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазиндион), NaBr,
EDTA, среда Кребса–Рингера были получены от
фирмы Sigma-Aldrich (США). В работе использо-
вали красители эозин-метиленовый синий по
Май-Грюнвальду и азур-эозин по Романовскому
фирмы ЭКОлаб (Россия).

Концентрацию NaOCl определяли по погло-
щению OClˉ при 290 нм и рН 12, считая молярный
коэффициент поглощения ε290 = 350 М–1 см–1

[21]. Гипобромит натрия (NaOBr) получали путем
смешивания равных объемов 1 мМ водных рас-
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творов NaOCl и NaBr в течение 1 мин [22]. При-
нимая во внимание, что рК HOCl и HOBr состав-
ляет соответственно около 7.5 [21] и 8.7 [23] и при
физиологических значениях рН часть кислот
находится в молекулярной форме, а остальная
часть – в виде аниона, далее под HOCl и HOBr мы
будем понимать смеси HOCl/OClˉ и HOBr/OBrˉ,
присутствующие в исследуемой среде.

ЛНП выделяли из плазмы донорской крови
методом препаративного ультрацентрифугирова-
ния в градиенте плотности растворов NaBr [24].
Выделенные ЛНП диализовали против 10 мМ
фосфатного буфера, содержащего 145 мМ NaCl
(pH 7.4), в течение 15 ч при 4°С, сразу подвергали
модификации и использовали в эксперименте.

Галогенирующий стресс моделировали путем
инкубации ЛНП в присутствии HOCl или HOBr
так, чтобы на одну частицу ЛНП приходилось
400 молекул окислителя. Для этого смешивали
равные объемы 1.6 мМ HOCl (или HOBr) и
2 мг/мл ЛНП, что составляет ~4 мкМ по белку из
расчета, что на одну частицу ЛНП приходится од-
на молекула аполипопротеина В-100 с молеку-
лярной массой 512 кДа. Инкубацию проводили
при 37°С в течение 30 мин в 10 мМ фосфатном бу-
фере, содержащем 145 мМ NaCl (рН 7.4).

Карбонильный стресс моделировали, инкуби-
руя ЛНП в присутствии природных дикарбони-
лов: глиоксаля или метилглиоксаля. Для этого
ЛНП инкубировали в PBS, рН 7.4 (из расчета
1 мкмоль дикарбонила на 100 мкг белка ЛНП) в
течение 3 ч при 37°С. После завершения карбо-
нильной модификации ЛНП диализовали против
2000 объемов того же буфера (PBS, рН 7.4) при
4°С в течение 18 ч. Концентрацию белка в ЛНП
определяли по методу Лоури.

Образование НВЛ регистрировали в мазках
цельной донорской крови, полученной в клинике
ФНКЦ ФХМ ФМБА России в соответствии с тре-
бованиями этического комитета. Капиллярная
кровь (из пальца) разводилась 3% водным раство-
ром EDTA в соотношении 4 : 1 (по объему), 20 мкл
такой крови для изготовления мазков и 20 мкл
для анализа в камере Горяева помещали в про-
бирку (объемом 500 мкл), закрепляли в програм-
мируемом ротаторе-миксере Multi Bio Rs-24
(Biosan, Латвия) для предотвращения оседания
клеток. Ротатор-миксер осуществлял возврат-
но-поступательные движения на угол 90° за 5 с
с паузой между движениями 5 с. Инкубацию про-
водили при температуре 37°С. Через 1 ч после на-
чала инкубации в каждый образец добавляли по
5 мкл модифицированных ЛНП. Конечная кон-
центрация ЛНП в образцах составляла 200 мкг/мл

(по белку). В контрольные образцы добавляли
либо 5 мкл нативных ЛНП с конечной концен-
трацией 200 мкг/мл (по белку), либо 5 мкл 10 мМ
фосфатного буфера, содержащего 145 мМ NaCl
(рН 7.4). Сразу после взятия крови, а также через
30 мин и 2 ч после начала инкубации в образцах
определяли количество лейкоцитов в камере Го-
ряева. Затем изготавливали стандартизирован-
ные мазки крови, фиксировали их по Май-Грюн-
вальду, окрашивали азур-эозином по Романов-
скому и на микроскопе Motic B3 (Motic, Hong
Kong) проводили подсчет количества лейкоцитов
и НВЛ [25]. Количественный анализ содержания
НВЛ в 1 мкл крови проводился следующим обра-
зом. В средней части мазков крови подсчитывали
общее число лейкоцитов и НВЛ. Зная количество
лейкоцитов в 1 мкл крови, определенное в камере
Горяева, рассчитывали количество НВЛ в 1 мкл
крови.

Активацию нейтрофилов в цельной крови
оценивали методом хемилюминесценции, как
описано ранее [25]. Образцы крови для этих из-
мерений готовили, как указано выше. В кровь до-
бавляли нативные или модифицированные ЛНП
(200 мкг/мл по белку), инкубировали 10–30 мин,
разбавляли в 25 раз раствором Кребса–Рингера и
вносили в кювету хемилюминометра (Lum-1200,
ООО “ДИСофт”, Россия), содержащую люминол
(200 мкМ). Измерение проводили в кинетиче-
ском режиме при 37°С и постоянном перемеши-
вании в течение 10 мин, после этого добавляли
ФМА до конечной концентрации 100 нМ, реги-
стрируя интенсивность максимального сигнала
хемилюминесценции в вольтах (В).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета программ STATIS-
TICA 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Классический процесс формирования НВЛ

(“суицидальный” нетоз), запускаемый бактерия-
ми, грибами или прямым действием ФМА на
протеинкиназу С, является активным кислород-
зависимым процессом, который развивается в
течение нескольких часов и запускается при ак-
тивации NADPH-оксидазы, что вызывает гене-
рирование активных форм кислорода [26]. Ранее
нами было показано, что если в эксперименте
ex vivo цельная кровь инкубируется с ФМА
(100 нM), то в течение 2–3 ч появляются морфо-
логические признаки активации нейтрофилов,
регистрируется уменьшение их количества и уве-
личение числа НВЛ. При этом в крови регистри-
руется интенсивная люминол-зависимая хеми-
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люминесценция [25]. Описанные процессы на-
ходятся в хорошем соответствии с развитием
событий при “суицидальном” нетозе [1, 26].

В настоящей работе мы оценили количество
НВЛ, которое образуется через 2 ч после добавле-
ния модифицированных различным способом
ЛНП в цельную кровь. Визуальный анализ маз-
ков крови показал, что морфология нейтрофилов
не менялась при инкубации в течение 2 ч с ЛНП,
модифицированными как активными формами
галогенов, так и активными формами карбони-
лов. Кроме того, не было замечено существенных
различий в форме и размерах НВЛ до и после дей-
ствия модифицированных ЛНП. В качестве при-
мера на рис. 1 приведены типичные НВЛ до и
после добавления в кровь ЛНП, модифициро-
ванных под действием HOCl (ЛНП-HOCl).
В контрольных экспериментах было показано,
что нативные ЛНП не вызывали прироста НВЛ в
крови по сравнению с исходными значениями до
инкубации с ЛНП. Результаты количественного
анализа НВЛ представлены на рис. 2. Видно, что
концентрация НВЛ в крови через 2 ч достоверно
увеличивалась только после добавления в нее

ЛНП, модифицированных под действием HOCl
или HOBr (ЛНП-HOBr). Концентрация НВЛ по-
сле добавления в кровь ЛНП, модифицирован-
ных альдегидами (глиоксалем, метилглиоксалем),
не изменялась. При этом, как видно из рис. 3, коли-
чество нейтрофилов в крови после инкубации со
всеми типами модифицированных ЛНП досто-
верно не отличалось от контроля. Это говорит об
отсутствии заметной гибели клеток при нетозе.

Активацию нейтрофилов в цельной крови по-
сле добавления к ней ЛНП оценивали методом
хемилюминесценции в присутствии люминола.
Оказалось, что добавление в кровь ЛНП, моди-
фицированных как под действием активных
форм галогенов, так и альдегидов, не приводило к
достоверному усилению хемилюминесценции.
Результаты экспериментов приведены в табл. 1.
Если на фоне действия модифицированных ЛНП
в инкубационную среду добавляли активатор
(ФМА, 100 нM), то в ответ на него хемилюминес-
центный сигнал увеличивался, но это увеличение
достоверно не отличалось от контроля (нативные
ЛНП). Полученные результаты свидетельствуют
о том, что модифицированные ЛНП сами по себе

Рис. 1. Типичные примеры НВЛ на мазках крови до (а, в) и после (б, г) ее инкубации при комнатной температуре в
течение 2 ч с ЛНП, модифицированными под действием HOCl. Окраска по Романовскому. Длина маркера на фото-
графиях составляет 20 мкм.

20 мкм 20 мкм

20 мкм 20 мкм
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в г
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не активируют NADPH-оксидазу нейтрофилов в
цельной крови. Обнаружение хемилюминесцент-
ного ответа нейтрофилов на ФМА демонстрирует
нормальное функциональное состояние клеток.
Отсутствие разницы в интенсивности хемилюми-
несценции нейтрофилов в составе крови в ответ
на последующее добавление активатора говорит о
том, что ЛНП, модифицированные как под дей-
ствием активных форм галогенов, так и альдеги-
дов, не обладают праймирующим действием в от-
ношении NADPH-оксидазы нейтрофилов.

Таким образом, по сравнению с описанным
нами ранее процессом формирования НВЛ в кро-
ви при действии ФМА [25] образование НВЛ по-
сле инкубации с ЛНП, модифицированными ак-
тивными формами галогенов, характеризуется
отсутствием изменений морфологии и количе-
ства нейтрофилов, а также ЛНП-индуцирован-
ной люминол-зависимой хемилюминисценции.
Это дает основание предполагать, что механизм
образования НВЛ при действии на нейтрофилы
ЛНП-HOCl или ЛНП-HOBr отличается от инду-

Рис. 2. Изменение концентрации НВЛ в крови после инкубации в течение 2 ч с модифицированными ЛНП в процен-
тах к контролю (нативные ЛНП).
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Рис. 3. Количество нейтрофилов в крови после инкубации в течение 2 ч с модифицированными ЛНП в процентах к
контролю (нативные ЛНП).
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цированного ФМА “суицидального” нетоза от-
сутствием заметной активации нейтрофилов и их
гибели.

Ранее в ряде работ было показано, что в ответ
на действие некоторых бактерий на нейтрофилы
наблюдается особый тип образования НВЛ, по-
лучивший название “витального” нетоза. При ре-
ализации этого процесса НВЛ начинают форми-
роваться очень быстро (уже через 5–10 мин),
более того, образование НВЛ не зависит от ак-
тивности NADPH-оксидазы, генерации актив-
ных форм кислорода и не заканчивается гибелью
клетки [26]. Учитывая это, мы оценили измене-
ние концентрации НВЛ через 30 мин после нача-
ла действия ЛНП, модифицированных активны-
ми формами галогенов. За это время “суицидаль-
ный” нетоз не успевает развиться, а “витальный”
уже должен себя проявить. Результаты исследова-

ния приведены на рис. 4. Оказалось, что за 30 мин
инкубации цельной крови с ЛНП-HOCl или
ЛНП-HOBr не происходило достоверного изме-
нения количества НВЛ в мазках. Мы также не на-
блюдали активации люминол-зависимой хеми-
люминесценции в крови в указанных условиях.

Полученные данные позволяют высказать не-
сколько предположений. Ранее нами [27] и другими
исследователями [28] отмечалось, что ЛНП-HOCl
активируют изолированные из крови нейтрофи-
лы. В частности, они усиливают как люминол-,
так и люцигенин-зависимую хемилюминесцен-
цию клеток, увеличивают продукцию ими актив-
ных форм кислорода, дегрануляцию и адгезию
нейтрофилов к эндотелию. Тем не менее, функ-
циональный ответ на различные воздействия
в отношении нейтрофилов, изолированных из
крови, и в составе цельной крови существенно

Таблица 1. Интенсивность сигнала хемилюминесценции крови в присутствии люминола после добавления в нее
нативных или модифицированных ЛНП (ХЛ1) и последующего ответа на ФМА (ХЛ2)

ЛНП ХЛ1, В ХЛ2, В

ЛНП (контроль) 1.7 ± 1.2 5.6 ± 0.4

ЛНП-HOCl 0.9 ± 0.4 5.6 ± 0.8

ЛНП-HOBr 1.0 ± 0.4 6.0 ± 2.3

ЛНП + метилглиоксаль 1.2 ± 0.5 4.2 ± 1.8

ЛНП + глиоксаль 1.6 ± 0.3 8.1 ± 1.3

Рис. 4. Количество НВЛ в мазках крови после инкубации в течение 30 мин с ЛНП-HOCl и ЛНП-HOBr в процентах к
контролю (нативные ЛНП).
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отличается [20]. Оценка способности выделен-
ных нейтрофилов генерировать НВЛ in vitro мало
соотносится с реальными событиями в крови, по-
скольку при выделении нейтрофилов часть кле-
ток теряется, удаляются белки и клетки, несущие
на поверхности паттерн сиаловых кислот, тормо-
зящий активацию нейтрофилов [20]. Все это за-
трудняет оценку значимости получаемых в экспе-
риментах данных для рассмотрения вопросов,
связанных с механизмами нарушения микроцир-
куляции. Таким образом, становится понятно,
что особый интерес представляют прямые мето-
ды регистрации и расчетов количества НВЛ.
Именно поэтому мы в своей работе проводили
количественный анализ НВЛ на мазках крови.
Достоинство этого подхода заключаются в том,
что помимо прямой регистрации количества НВЛ
в цельной крови он может быть легко реализован
в клинических условиях. Следует отметить, одна-
ко, что в крови присутствуют клетки, различные
белки и низкомолекулярные соединения, спо-
собные тушить индуцированную хемилюминес-
ценцию. Возможно, именно по этой причине нам
не удалось зарегистрировать активацию хемилю-
минесценции нейтрофилов в цельной крови в
ответ на добавление модифицированных ЛНП
(табл. 1).

Вторая причина может быть связана с гетеро-
генностью популяции нейтрофилов [29]. Если в
образование НВЛ при действии модифицирован-
ных активными формами галогенов ЛНП вовле-
кается лишь небольшое количество клеток, то для
статистически достоверной регистрации изме-
нения количества нейтрофилов и хемилюминес-
центного ответа на ФМА чувствительности исполь-
зованных методов может оказаться недостаточно.
Наконец, нельзя исключить, что при действии
ЛНП, модифицированных в условиях галогени-
рующего стресса, развивается ранее не описан-
ный вариант медленного кислород-независимого
нетоза. Проведенное исследование показало, что
появление модифицированных активными фор-
мами галогенов ЛНП в крови способно активиро-
вать нетоз. Таким образом, увеличение НВЛ в
крови в результате развития галогенирующего
стресса повышает вероятность образования мик-
ротромбов, что может приводить к блокированию
кровотока по микрососудам и нарушению микро-
циркуляции.

Работа поддержана грантом РФФИ 17-04-00530.
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Neutrophil Extracellular Trap Formation in Whole Blood Caused
by Low Density Lipoproteins Modified under Conditions Mimicking

Halogenative and Carbonyl Stress
L. Y. Basyreva1, E. V. Mikhalchik1, A. K. Tikhaze2, S. A. Gusev1,

V. Z. Lankin2, O. M. Panasenko1, *
1Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Federal Medical Biological Agency,

Moscow, 119435 Russia
2National Medical Research Center for Cardiology, Moscow, 121552 Russia
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We studied the effect of human blood low density lipoproteins (LDL) modified by reactive halogen species
(HOCl, HOBr) or reactive carbonyl species (glyoxal, methylglyoxal) on NETosis. A 2-h incubation of blood
with LDL modified by reactive halogen species led to a significant increase in the number of neutrophil ex-
tracellular traps (NETs), as observed in blood smears, indicating the induction of NETosis. Such an effect
was not found for LDL modified by carbonyl compounds (glyoxal or methylglyoxal). Examination of blood
smears showed that the number and morphology of neutrophils were not changed after incubation with native
LDL or LDL modified by the above compounds. The addition to blood of LDL modified by reactive halogen
species, as well as by carbonyls, caused no significant increase in blood luminol-dependent chemilumines-
cence. When following modified LDL, a cell activator (phorbol-12-myristate-13-acetate) was added to the
blood, the chemiluminescence signal increased but did not differ significantly from that for control (native)

3Br−
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LDL. At an earlier time (30 min) of blood incubation with LDL, neither native nor modified LDL showed
activating effect on NETosis. Consequently, NETosis induced by LDL modified by reactive halogen species
is apparently a slow, oxygen-independent process not accompanied by neutrophil death. An elevated level of
circulating NETs in response to halogenative stress increases the likelihood of microthrombus formation and
disturbance of the microcirculation.

Keywords: NETosis, neutrophil extracellular traps (NETs), low density lipoproteins, reactive halogen spe-
cies, halogenative stress, carbonyl stress
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Исследовано влияние природных полифенолов (ресвератрола (РСВ), дигидромирицетина (ДГМ),
пиносильвина (ПС), эпигаллокатехина (ЭГК), мирицетина и дигидрокверцетина (ДГК)) на ско-
рость генерации перекиси водорода митохондриями печени крыс при развитии токсического по-
вреждения печени, индуцированного гепатотропным ядом тиоацетамидом. Показано, что все ис-
следованные полифенолы в концентрации 10 мкМ оказывали антиоксидантное действие при раз-
витии окислительного стресса в митохондриях печени крыс с токсическим гепатитом, снижая
скорость роста флуоресцентного сигнала зонда Amplex Red с эффективностью: РСВ > мирицетин >
> ДГК > ДГМ > ПС > ЭГК. Все протестированные полифенолы оказывали незначительное влияние
на уровень продукции свободных радикалов в митохондриях печени контрольных животных. Ис-
следование антиоксидантной активности полифенолов показало, что в условиях неспецифической
Са2+-зависимой пермеабилизации митохондриальной мембраны в присутствии ионов Са2+ и не-
органического фосфата в митохондриях контрольных животных полифенолы вызывали выра-
женное уменьшение скорости генерации перекиси: 2-кратное в случае ДГМ, ПС и ЭГК, 3-крат-
ное в случае РСВ, 3.7-кратное и 5-кратное для ДГК и мирицетина соответственно. В митохондри-
ях, изолированных из печени животных с индуцированной патологией, исследованные
полифенолы также вызывали существенное снижение скорости генерации АФК. Наиболее эф-
фективное действие оказывали ДГК, ПС и ДГМ, снижающие скорость продукции АФК в среднем
в 5.3, 2.8 и 2.4 раза соответственно. Представленные данные демонстрируют, что в условиях кле-
точной патологии природные полифенолы оказывают мощное антиоксидантное действие, в то
время как в физиологических условиях эти соединения могут оказывать либо нейтральный, либо
даже мягкий прооксидантный эффект. Полученные данные могут быть применены для разработки
новых потенциальных фармакологических препаратов природного происхождения для предот-
вращения развития и лечения распространенных заболеваний, в основе которых лежат митохон-
дриальные патологии.

Ключевые слова: полифенолы, антиоксиданты, митохондрии, токсический гепатит
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ВВЕДЕНИЕ

Полифенолы составляют большую группу
биоактивных фитохимических веществ, которые
включают множество подклассов, таких как
флавоноиды, стильбены, фенольные кислоты и
лигнаны [1]. Полифенолы растительного проис-
хождения являются одним из наиболее активно
используемых в молекулярной медицине типов
антиоксидантов [2]. Они обладают умеренной

гидрофобностью, позволяющей им при опреде-
ленных условиях проникать через клеточные
мембраны и другие барьеры. Некоторые полифе-
нолы несут заряженные группы, позволяющие
им менять степень гидрофобности в зависимости
от значения pH. Полифенолы активно взаимо-
действуют с липидами различных клеточных
мембран, в том числе, плазматической и мито-
хондриальной, изменяя их латеральную текучесть
и проницаемость [3]. Особое внимание исследо-

УДК 576.31
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вателей к этим классам соединений обусловлено
уникальными антиоксидантными, противовос-
палительными, антимикробными, гепато- и кар-
диопротекторными, антиканцерогенными и
антидиабетическими свойствами, которые про-
являют отдельные их представители. Являясь
природными соединениями с одной или несколь-
кими гидроксильными группами, присоединен-
ными к бензольному кольцу, эти вещества обла-
дают способностью захватывать свободные ради-
калы и таким образом реализовывать свои
антиоксидантные свойства [4] (рис. 1). Наиболее
заметное влияние полифенолы оказывают на
клетки, обладающие увеличенной способностью
к генерации активных форм кислорода (АФК):
нейтрофилы, клетки макрофагального ряда мие-
лоцитоидного типа и клетки, подвергшиеся ма-
лигнизации [3]. Наряду с антиоксидантной ак-
тивностью некоторые полифенолы способны
специфически взаимодействовать с рецепторами
на поверхности клеток, различными внутрикле-
точными ферментами (в том числе, из состава

дыхательных комплексов митохондрий) и мем-
бранными ионными каналами (транспортера-
ми) [3].

Растительные полифенолы оказывают влия-
ние и на функции митохондрий. Было обнаруже-
но, что проантоцианидины экстракта из вино-
градной косточки могут смягчать дисфункцию
митохондрий, индуцированную пероксидом во-
дорода, за счет поддержания мембранного потен-
циала, работы цепи переноса электронов и подав-
ления продукции кислородных радикалов мито-
хондриями [5]. Вальдекантос и соавт. [6] описали
уменьшение продукции АФК митохондриями
печени крыс на фоне увеличения активности
митохондриальной Mn-супероксиддисмутазы и
уменьшения активности глутатионпероксидазы
под действием наиболее изученного природного
полифенола ресвератрола (РСВ). Другие авторы [7]
сообщили об уменьшении продукции перекиси
водорода и снижении скорости дыхания мито-
хондрий в состоянии 4 под действием РСВ, однако
точный механизм этого явления не был объяснен.

Рис. 1. Структурные формулы полифенолов: РСВ, ДГМ, ПС, ЭГК, мирицетин, ДГК.
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Было обнаружено, что изофлавоноид гесперидин
также оказывал положительное действие на ак-
тивность комплексов I–IV дыхательной цепи ми-
тохондрий Т-клеток мышей [8]. Однако помимо
позитивного воздействия на функции митохон-
дрий, был отмечен и противоположный эффект
полифенолов на эти органеллы, связанный с об-
щим нарушением биоэнергетики и запусканием
апоптических реакций [9]. В частности, Зини и
соавт. [10] обнаружили, что РСВ способен инги-
бировать поглощение кислорода в изолирован-
ных митохондриях мозга, связанное с ингибиро-
ванием участка между комплексами I и III. В ра-
боте [11] авторы констатировали блокирование
РСВ ATP-азной активности в митохондриях
мозга и печени, предположив, что это связано с
взаимодействием соединения с субъединицей F1
ферментного комплекса. Морейра и соавт. [12]
доложили как о прооксидантном, так и об анти-
оксидантном действии РСВ на изолированные
митохондрии мозга и печени у крыс обоих полов.
В то же время было показано, что некоторые про-
оксидантные эффекты полифенола могут запус-
кать стимуляцию антиоксидантной защиты кле-
ток через сигнальные пути, включающие ядерные
факторы (erythroid-derived 2)-like 2 (ARE/Nrf2) и
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат-3-киназу/Akt
(PI3K/Akt) [12].

Перечисленные разнонаправленные функции
полифенолов приводят к тому, что их поведение в
организме оказывается во многом непредсказуе-
мым: оно зависит не только от структуры полифе-
нола, но и от дозы, пути введения, состояния
иммунной и других систем организма. Много-
численные исследования фармакокинетики по-
лифенолов привели лишь к пониманию чрезвы-
чайной сложности этой проблемы, но не к выра-
ботке концепции применения этих соединений.
Точный механизм, посредством которого при-
родные полифенолы моделируют функции и ди-
намику митохондрий, остается неизвестным.

В представленной работе мы использовали
модель хронической интоксикации эксперимен-
тальных животных гепатотоксикантом тиоацета-
мидом (ТАА), обусловливающим тяжелые изме-
нения в тканях печени и возникновение гиперам-
мониемии [13]. Выбор этой экспериментальной
модели был обусловлен доказанной для эффекта
ТАА на животных моделях патологической кар-
тиной, включающей в себя ингибирование сук-
цинатдегидрогеназной активности, коллапсиро-
вание мембранного потенциала, набухание ми-
тохондрий и возрастание уровня АФК [13].
Хроническое администрирование ТАА провоци-
рует индуцированную гипераммониемией об-
ширную митохондриальную дисфункцию и кле-
точный энергетический дефицит. Поскольку
природные полифенолы являются эффективны-
ми антиоксидантами, мы сочли крайне интерес-

ным исследовать их эффекты на модели с выра-
женным развитием окислительного стресса.

Целью данной работы являлось исследование
влияния природных полифенолов: РСВ, дигид-
ромирицетина (ДГМ), пиносильвина (ПС), эпи-
галлокатехина (ЭГК), мирицетина и дигидро-
кверцетина (ДГК) – на уровень окислительного
стресса, индуцированного в митохондриях пече-
ни крыс при развитии экспериментальной пече-
ночной патологии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на самцах белых
крыс линии Wistar в соответствии с международ-
ными требованиями для медико-биологических
экспериментов на животных, одобренными ко-
миссией по биомедицинской этике ИНБИ ФИЦ
Биотехнологии РАН. Крысы весом 120–140 г бы-
ли разделены на 2 группы, по 8–10 животных в
каждой группе: 1 – контрольные животные, кото-
рые содержались на обычном пищевом рационе
вивария; 2 – животные с индуцированным токси-
ческим гепатитом (группа печеночной патоло-
гии, ПП).

Для индукции токсического повреждения пе-
чени и развития печеночной патологии живот-
ным ежедневно алиментарным путем вводили
водный 0.05% раствор гепатотоксиканта ТАА,
который показал высокую эффективность при
разработке модели ПП [14, 15]. Введение ТАА жи-
вотным начинали с концентрации 0.015% ТАА,
повышая в течение трех дней до рабочей концен-
трации (0.05% ТАА). Через 10 дней животных вы-
водили из эксперимента и немедленно после
вскрытия проводили отбор крови для биохимиче-
ских исследований и образцов печени крыс кон-
трольной и ПП групп. Развитие токсического ге-
патита оценивали по динамике веса животных,
изменению биохимических параметров крови
(билирубина, общего белка и глюкозы) и гисто-
логическим изменениям печени. Образцы сыво-
ротки крови исследовали на биохимическом
анализаторе на содержание белка, глюкозы,
прямого билирубина и активности аспартатами-
нотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансфера-
зы (АЛТ). Биохимический анализ крови экспери-
ментальных животных выполняли на базе неза-
висимой ветеринарной лаборатории “ШансБио”.
Лаборатория является участником Международ-
ной системы внешнего контроля качества лабо-
раторных исследований EQAS (Bio-Rad, США)
(код участника 9471) и Федеральной системы
внешнего контроля качества лабораторных ис-
следований МЗ РФ ФСВОК (код участника 10705).

Из печени крыс контрольной и ПП групп вы-
деляли митохондрии методом дифференциаль-
ного центрифугирования [16]. Осадок митохон-
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дрий ресуспендировали в среде промывания ми-
тохондрий (60 мг в мл) и хранили на льду до
использования в эксперименте. Определение
белка в препаратах митохондрий проводили по
методу Брэдфорд с Кумасси G-250 [17].

Для оценки уровня АФК при помощи флуо-
ресцентного красителя Amplex Red (AR) (стоко-
вый 10 мМ раствор в ДМСО) митохондрии добав-
ляли в среду для исследования дыхательной ак-
тивности, содержащую 210 мМ маннит; 70 мМ
сахарозу; 10 мМ HEPES-Na, pH 7.4; 0.2 мМ KH2PO4;
5 мМ сукцинат; 1 мкМ ротенон, 0.5 мг/мл мито-
хондриального белка. Затем разносили митохон-
дриальную суспензию по лункам 96-луночного
иммунологического планшета для флуоресцент-
ных исследований. Туда же вносили эксперимен-
тальные образцы полифенолов в конечной кон-
центрации 10 мкМ (стоковый 1 мМ раствор в
ДМСО), после чего добавляли Amplex Red (Hy-
drogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit, Sigma) в ко-
нечной концентрации 25 мкМ. Реакцию запуска-
ли внесением в реакционную среду пероксидазы
хрена (RZ = 0.6 = 150–170 ед/мг), применяя сто-
ковый раствор с концентрацией 1 мг / 5 мл. Изме-
рение флуоресценции в длине волны λ 590 ± 25 нм
при возбуждении λ 530 ± 35 нм проводили на фо-
тометре-флуориметре Synergy 2 Multi-Mode Mi-
croplate Reader BeoTek (США). Измерения прово-
дили в течение 15 мин с последующим анализом
данных в программе Microsoft Excel. Динамика
скорости продукции перекиси носила нелиней-
ный характер в течение первых 10 мин детекции
за счет развития максимального уровня флуорес-
ценции, достигая плато к 15 мин, поэтому уро-
вень флуоресценции AR в относительных еди-
ницах был оценен через 15 мин инкубации мито-
хондрий в контроле или инкубированных с
полифенолами. Этот показатель был соотнесен с
уровнем флуоресценции AR, регистрируемым
после добавления свежеприготовленного раство-
ра перекиси водорода (100 нмоль/мл). Это было
сделано для разных групп животных (контроль-
ной и с индуцированной ПП) и разных условий
эксперимента (инкубации в нормальных физио-
логических условиях и в условиях индукции Са2+-
зависимой неспецифической поры – в присут-
ствии 100 мкМ Са2+ и 2 мМ Pi). На основании по-
лученных данных, с учетом времени измерения
(15 мин) и количеством белка в пробе (0.5 мг/мл),
были проведены вычисления скоростей образо-
вания перекиси водорода.

Данные представляли в виде среднего значе-
ния ± стандартное отклонение. Достоверность в
разнице полученных данных определяли по мето-
дике непарного t-теста. Значение p ≤ 0.05 счита-
лось достоверным.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для демонстрации развития ПП была оценена
динамика физиолого-биохимических показате-
лей крови экспериментальных животных при
введении гепатотоксиканта ТАА через 10 сут по-
сле начала эксперимента. Были определены сле-
дующие параметры: билирубин прямой, АСТ,
АЛТ, общий белок и глюкоза. Данные, представ-
ленные в табл. 1, продемонстрировали, что при
интоксикации ТАА уровень билирубина увеличи-
вался более чем в 12 раз в ходе развития ПП, что
ярко свидетельствовало о развитии патологии пе-
чени. Наряду с этим, уровни общего белка и глю-
козы в крови животных исследуемых групп прак-
тически не отличались (табл. 1). Уровень актив-
ности фермента АЛТ достоверно уменьшался на
30% по отношению к контрольной группе, в то
время как активность АСТ возрастала примерно
на 14% (табл. 1). Общеизвестно, что АЛТ содер-
жится во многих органах человека и животных:
почках, сердечной мышце, печени и скелетной
мускулатуре. Основная функция этого фермента,
катализирующего обратимый перенос амино-
группы аланина на α-кетоглутарат, заключается в
обмене аминокислот. В результате переноса ами-
ногруппы образуются глутаминовая и пировино-
градная кислоты. Таким образом, посредством
АЛТ реализуется получение энергии для работы
головного мозга и центральной нервной системы.
В тесном взаимодействии с АЛТ работает фер-
мент АСТ, который также синтезируется внутри-
клеточно. Уровень АСТ резко повышается на
поздних стадиях заболевания печени, таких как
цирроз, что и наблюдалось в наших исследова-
ниях (табл. 1). Соотношение АСТ к АЛТ харак-
теризует коэффициент де Ритиса [18]. Расчет
этого показателя в наших исследованиях пока-
зал, что в контрольной группе он составлял 3.01,
а в группе, получающей гепатотоксикант – 5.0
(табл. 1), что свидетельствовало о нарушении
функции печени. Таким образом, через 10 дней
введения гепатотоксиканта ТАА испытуемым
животным наблюдались выраженные симптомы
патологии печени.

Для оценки антиоксидантной активности ис-
следуемых полифенолов с помощью флуорес-
центного зонда AR было проведено исследование
их действия на скорость генерации пероксида во-
дорода митохондриями печени крыс контроль-
ных животных и животных с индуцированной ПП.
На рис. 2а представлены оригинальные кривые
флуоресценции AR в митохондриях печени с ин-
дуцированной патологией, как без добавок поли-
фенолов, так и с добавками ДГМ (10 мкМ) и РСВ
(10 мкМ). Выбор концентраций был обусловлен
литературными данными, полученными на ана-
логичных экспериментальных объектах. Как вид-
но, в контрольном варианте (без добавки полифе-
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нолов) уровень флуоресценции составлял 400–
450 усл. ед., причем этот параметр планомерно
возрастал в ходе проведения измерений (15 мин)
(рис. 2а, кривая 1). Внесение ДГМ и РСВ снижа-
ло уровень флуоресценции более чем в 2 и 4 раза,
соответственно (рис. 2а, кривые 2, 3). Кроме того,
в случае РСВ происходила стабилизация сигнала
на одинаково низком уровне в ходе всего времени
проведения эксперимента (рис. 2а, кривая 3). На
рис. 2б представлены данные по влиянию всех ис-
следованных полифенолов на скорость генера-
ции перекиси водорода in vitro митохондриями
печени крыс контрольной группы (серые столби-
ки) и митохондриями печени крыс с ПП (белые
столбики).

Митохондрии печени животных, получавших
гепатотоксикант в течение 10 дней, характеризо-
вались более чем 2-кратным увеличением скоро-
сти генерации АФК, по сравнению с митохон-
дриями печени животных контрольной группы.
Внесение полифенолов РСВ, ДГМ, ПС, ЭГК, ми-
рицетина и ДГК в концентрации 10 мкМ в мито-
хондриальную суспензию, полученную из печени
животных группы ПП, приводило к уменьшению
продукции АФК в 3.4, 1.6 и 1.7 раз для РСВ, ПС и
ДГМ, соответственно. ЭГК, мирицетин и ДГК
уменьшали этот параметр в 1.2, 2.5 и 2.3 раза, со-
ответственно (рис. 2б). Таким образом, эффек-
тивность действия полифенолов может быть
представлена следующим рядом: РСВ > мирице-
тин > ДГК > ДГМ > ПС > ЭГК. В то же время все
протестированные полифенолы не оказывали су-
щественного влияния на уровень продукции сво-
бодных радикалов в митохондриях печени кон-
трольных животных, за исключением вариантов с
РСВ и мирицетином, где наблюдалось незначи-
тельное уменьшение флуоресцентного сигнала.
Это наблюдение можно объяснить специфиче-
ским антиоксидантным действием этих полифе-
нолов на уровень митохондриальных АФК (рис. 2б).

Увеличение концентрации свободного Са2+ в
матриксном пространстве митохондрий млеко-
питающих в присутствии целого ряда веществ-
индукторов приводит к возникновению неспеци-
фической проницаемости внутренней мембраны,
обусловленной открытием Са2+-зависимой бел-
ковой поры (mitochondrial permeability transition
pore, PTP) [19]. В патологических условиях (окис-
лительный стресс, истощение внутримитохон-

дриального пула адениновых нуклеотидов и др.)
эта неспецифическая циклоспорин А-зависимая
пора открывается и вызывает широкое освобож-
дение накопленного Са2+, падение митохондри-
ального мембранного потенциала (Δψ) и высоко-
амплитудное набухание митохондрий [20, 21].
Открытие РТP может рассматриваться как один
из путей эффективного вывода катиона в услови-
ях высоких нагрузок цитоплазматического Са2+

[21, 22]. Имеются убедительные доказательства
участия PTP митохондрий в запуске ключевых
реакций апоптоза [23]. В настоящей работе было
исследовано влияние полифенолов на скорость
генерации АФК в условиях неспецифической
Са2+-зависимой пермеабилизации мембраны в
присутствии Са2+ и неорганического фосфата (Pi),
который является мощным стимулятором поры.
На рис. 3 представлены данные по влиянию всех
исследованных полифенолов на скорость генера-
ции перекиси водорода in vitro митохондриями
печени крыс контрольной группы (серые столби-
ки) и митохондриями печени крыс с ПП (белые
столбики). В условиях Са2+-зависимого развития
неспецифических нарушений митохондриальной
мембранной проницаемости в присутствии ин-
дукторов поры в митохондриях контрольной
группы скорость генерации АФК увеличивалась в
среднем в 2.7 раза, в то время как органеллы, изо-
лированные из печени группы ПП, демонстриро-
вали возрастание скорости образования перекиси
в среднем в 3.8 раз (рис. 3). Кроме того, скорость
образования АФК в митохондриях группы ПП в
среднем в 2.8 раз превосходила этот параметр у
контрольных органелл (рис. 3). Интересно отме-
тить, что в митохондриях контрольных животных
полифенолы вызывали более выраженное умень-
шение скорости генерации перекиси: 2-кратное в
случае ДГМ, ПС и ЭГК, 3-кратное в случае РСВ,
3.7-кратное и 5-кратное для ДГК и мирицетина,
соответственно (рис. 3). В митохондриях, изоли-
рованных из печени животных с индуцированной
патологией, исследованные полифенолы также
вызывали существенное снижение скорости ге-
нерации АФК. Наиболее эффективное действие
оказывали ДГК, ПС и ДГМ, снижающие скорость
продукции АФК в среднем в 5.3, 2.8 и 2.4 раза соот-
ветственно. Исключение составил РСВ, который
практически не влиял (или влиял очень слабо) на
скорость генерации АФК (рис. 3).

Таблица 1. Биохимические показатели крови контрольных животных и животных с индуцированной печеноч-
ной патологией (группа ПП)

Группа животных Билирубин прямой, 
мкмоль/л

АСТ АЛТ
Общий белок, г/л Глюкоза, ммоль/л

ед/л

Контроль 0.4 ± 0.1 238 ± 2.1 79.0 ± 4.2 68.0 ± 10.9 6.75 ± 0.54
Группа ПП 4.9 ± 0.4 276 ± 3.2 55.5 ± 9.3 65.5 ± 4.4 6.51 ± 0.38
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Митохондриальная дисфункция является
ключевым событием патогенетического звена
широкого круга заболеваний, включая метаболи-
ческий синдром, различные печеночные патоло-
гии, сердечно-сосудистые и неврологические
расстройства. Дисбаланс между образованием
АФК и их нейтрализацией приводит к гиперпро-
дукции АФК с соответствующим снижением
синтеза ATP и нарушением всех других функций
митохондрий. Высокая концентрация Ca2+ созда-
ет условия для дополнительной генерации АФК.
Поиск агентов, предотвращающих избыточную
продукцию АФК митохондриями и способствую-

щих снижению митохондриальной патологии,
остается чрезвычайно востребованным направле-
нием исследований. К настоящему времени уста-
новлено, что ряд полифенолов оказывают поло-
жительное действие на функции митохондрий
[3]. Так, обладающий свойствами антиоксиданта
РСВ стимулирует экспрессию гена sirt1 и улучша-
ет окисление жирных кислот в митохондриях в
условиях дефицита карнитинпальмитоилтранс-
феразы 2 [24]. Положительное влияние на функ-
ции митохондрий как в системе in vitro, так и в
опытах in vivo наряду с РСВ оказывает также при-
родный полифенол мирицетрин [8, 25]. Проявля-

Рис. 2. Влияние полифенолов на скорость генерации АФК (перекиси водорода) in vitro митохондриями печени крыс
контрольных животных и животных с индуцированной патологией печени. На панели а представлены оригинальные
кривые флуоресценции AR в митохондриях печени с индуцированной патологией, как без добавок полифенолов (1),
так и с добавками ДГМ (2) и РСВ (3); на панели б представлены данные по влиянию полифенолов на продукцию пе-
рекиси водорода в митохондриях печени крыс контрольной группы (серые столбики) и данные по влиянию полифе-
нолов на продукцию перекиси водорода в митохондриях печени крыс, с индуцированной гепатотоксичностью (белые
столбики). Столбики, подписанные “контроль”, обозначают контроль для каждой группы животных без действия по-
лифенолов. Данные по действию полифенолов сравниваются с “контролем” внутри каждой группы. Все полифенолы
вносили в концентрации 10 мкМ. Приведены данные 3–5 независимых экспериментов. На панели б: * – статистиче-
ски значимые различия между генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс группы ПП без добавления полифено-
лов (контроль) и данными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы. ∆ –
статистически значимые различия между генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс контрольной группы без до-
бавления полифенолов (контроль) и данными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени
этой группы.
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емые эффекты зависят от типа клеточной линии
или ткани, продолжительности экспозиции с
полифенолами и их концентрации, а также пола
и возраста животных [3]. Так, РСВ с одной сто-
роны, способен регулировать активность F0F1-
ATPаза/ATP-синтазы, снижая скорость погло-
щения кислорода митохондриями сердца, мозга и
печени [26], а с другой – уменьшать степень пере-
кисного окисления липидов [27] и генерацию су-
пероксидного радикала, а также стимулировать
Mn-зависимую супероксиддисмутазу – главный
фермент антиоксидантной защиты митохондрий
[6]. Дженг и Рамирез [11] констатировали блоки-
рование РСВ ATP-азной активности в митохон-
дриях мозга и печени, предположив, что это свя-
зано с взаимодействием соединения с субъедини-
цей F1 ферментного комплекса. Однако точный
механизм действия полифенола на митохондри-
альный синтез ATP и электронный транспорт до
сих пор не изучен.

В настоящее время анализ данных о влиянии
РСВ на окислительное фосфорилирование мито-
хондрий приводит к парадоксальным заключени-
ям: 1) РСВ подавляет активность системы окис-
лительного фосфорилирования, что приводит к
утечке электронов из цепи переноса, однако сти-
мулирует продукцию супероксидного радикала;
2) уменьшение активности комплекса III посред-

ством РСВ также снижает уровень кислородных
радикалов, в том числе супероксидного анион-
радикала. Следует отметить, что на фоне выска-
занных предположений измерения генерации
АФК в исследованных экспериментальных моде-
лях не проводились. На основании полученных
нами данных по влиянию полифенола на ско-
рость генерации перекиси водорода митохондри-
ями печени крыс можно предположить, что при
индуцированной патологии печени РСВ может
подавлять активность системы окислительного
фосфорилирования и тем самым уменьшать уро-
вень АФК, в то время как в контрольных вариан-
тах полифенол такого эффекта не оказывает
(рис. 2б). Существует также альтернативное объ-
яснение этих результатов. В работе [6, 28] было
описано уменьшение продукции АФК митохон-
дриями печени крыс на фоне увеличения актив-
ности митохондриальной Mn-супероксиддисму-
тазы и уменьшения активности глутатионперок-
сидазы, что подтвердило прямое действие РСВ на
эти ферменты. Антиоксидантный эффект РСВ на
митохондрии сердца описан также в работе [27].
При исследовании действия РСВ на функции
сердца было показано, что полифенол прямо вза-
имодействует с АФК и является “гасителем” ра-
дикалов [29]. Вероятно, в наших исследованиях
может иметь место схожий механизм. Раскрытие

Рис. 3. Влияние полифенолов на скорость генерации АФК (перекиси водорода) in vitro митохондриями печени крыс
контрольных животных и животных с индуцированной патологией печени в условиях индукции неспецифической
мембранной проницаемости. Представлены данные по влиянию полифенолов на продукцию перекиси водорода в
митохондриях печени крыс контрольной группы (серые столбики) и данные по влиянию полифенолов на продукцию
перекиси водорода в митохондриях печени крыс, с индуцированной гепатотоксичностью (белые столбики). Столби-
ки, подписанные “контроль”, обозначают контроль для каждой группы животных без действия полифенолов. Данные
по действию полифенолов сравниваются с “контролем” внутри каждой группы. Представлены скорости образования
гидроперекиси митохондриями печени из обеих групп животных, в контроле и после инкубации с полифенолами.
Среда инкубации митохондрий, дополнена 100 мкМ Са2+ и 2 мМ Pi. Все полифенолы вносили в концентрации
10 мкМ. Приведены данные 3–5 независимых экспериментов. * – статистически значимые различия между генераци-
ей Н2О2 митохондриями печени крыс группы ПП без добавления полифенолов (контроль) и данными по действию
полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы. ∆ – статистически значимые различия между
генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс контрольной группы без добавления полифенолов (контроль) и дан-
ными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы.
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механизма избирательного антиоксидантного
действия РСВ на модели токсического гепатита
является предметом будущих исследований.

Мы обнаружили, что дигидрофлавонол ДГМ
был также способен эффективно подавлять обра-
зование перекиси во всех исследованных нами
моделях (рис. 2б, рис. 3). В последние годы по-
явилось большое количество работ, посвящен-
ных различным аспектам действия ДГМ: регуля-
ции экспрессии генов [30], ренопротекции при
химиотерапии цисплатином [31], улучшении по-
веденческих реакций у животных с нейропатоло-
гией, индуцированной 3-нитропропионатом [32],
противовоспалительных эффектах [33], нейро-
протекции на животной модели болезни Паркин-
сона [34]. ДГМ, подобно РСВ, может оказывать
множественное влияние на митохондриальные
функции: проявляет антиоксидантное действие
при индуцированном окислительном стрессе в
эндотелиальных клетках человека HUVECs [35],
запускает селективный митохондриально-зави-
симый апоптоз в клетках рака легких человека
NSCLC при лояльности к нормальным клеткам [36].
Возможно, как и в случае с РСВ, в антиоксидант-
ных эффектах ДГМ имеет место его комплексное
воздействие на митохондрии.

ПС (3,5-дигидрокси-транс-стильбен) являет-
ся еще менее изученным представителем класса
биологически активных стильбенов. В последние
годы в ряде публикаций было показано, что ПС
оказывает противовоспалительное и антиканце-
рогенное действие [37–41]. Антиоксидантная ак-
тивность ПС в широком диапазоне концентра-
ций (от 0.1 до 200 мкM) была показана на эпите-
лиальных клетках человека RPE [42]. Авторы
подтвердили, что ПС оказывает положительное
действие на выживаемость клеток при окисли-
тельном стрессе, хотя и не оказывает непосред-
ственного влияния на экспрессию гена Nrf2
(Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), выпол-
няющего роль транскрипционного фактора анти-
оксидантных генов. Однако, данные относительно
биологических эффектов ПС хотя и многочислен-
ны, но противоречивы, и не дают представления о
механизме действия этого полифенола на моле-
кулярном и клеточном уровне. Данные о влиянии
ПС на митохондриальные функции отсутствуют,
однако, основываясь на схожести механизмов ре-
ализации биологических ответов природных по-
лифенолов в живых системах, а также на струк-
турном сходстве этого полифенола с РСВ (рис. 1),
можно предположить, что этот стильбен также
может оказывать мощное антиоксидантное дей-
ствие на митохондрии, особенно ярко выражен-
ное в условиях патологии (рис. 2б, рис. 3).

Интересно отметить, что природный флавоно-
ид мирицетин, проявляющий широкую биологи-
ческую активность как противовоспалительный

и антираковый агент, кардиоваскулярный про-
тектор и эффективный антимикотик [43], также
показал высокую антиоксидантную активность
на митохондриях печени крыс, причем его эф-
фекты были сопоставимы с действием РСВ (рис. 2б).
Наряду с этим оказался неожиданным слабовы-
раженный по сравнению с этими полифенолами
эффект хорошо известного своим митохондри-
ально-направленным действием ЭГК [44]. Так, в
последних работах было доложено, что этот “по-
лифенол зеленого чая” воздействует на митохон-
дриальный биогенез и биоэнергетику, индуцируя
апоптоз в раковых клетках и оказывая антиокси-
дантное действие в физиологических условиях.
Однако, учитывая, что эффекты этого агента
строго специфичны в зависимости от концентра-
ций и применяемых клеточных линий [44], мож-
но предположить, что оптимизация модели ис-
следования его действия на митохондриях печени
позволит более полно раскрыть потенциал этого
митохондриально-направленного соединения.

В целом, стоит подчеркнуть, что все без ис-
ключения исследованные нами полифенолы, хо-
тя и в разной степени, оказывали антиоксидант-
ное действие на митохондриях печени животных
с токсическим гепатитом, причем как в модели
физиологических условий, так и в условиях ин-
дукции Са2+-зависимой PTP. Можно предполо-
жить, что в проведенных нами исследованиях
имеет место так называемый “комплексный ме-
ханизм” положительного воздействия полифено-
лов на печеночную патологию, предложенный в
работе [45] и включающий в себя помимо предот-
вращения окислительного стресса и продукции
свободных радикалов индукцию ряда белков, от-
ветственных за биогенез митохондрий (суперок-
сиддисмутазы, каталазы, гем-оксигеназы).

Данные, представленные в настоящей работе,
позволяют внести некоторую ясность в противо-
речивые эффекты полифенолов на митохондри-
альные функции и демонстрируют, что в услови-
ях клеточной патологии природные полифенолы
оказывают мощное антиоксидантное действие, в
то время как в физиологических условиях эти со-
единения могут оказывать либо нейтральный, ли-
бо даже мягкий прооксидантный эффект. Полу-
ченные данные могут быть использованы для раз-
работки новых терапевтических стратегий и
фармакологических препаратов направленного
действия для предотвращения развития и лече-
ния распространенных заболеваний, в основе ко-
торых лежит нарушение функционирования ми-
тохондрий.

Работа выполнена при поддержке Мини-
стерства образования и науки РФ (соглашение
№ 14.616.21.0083, уникальный идентификатор
проекта RFMEFI61617X0083).
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Antioxidant Effect of Natural Polyphenols on Rat Liver Mitochondria 
with Toxic Hepatitis

D. I. Dergacheva1, O. I. Klein1, A. A. Marinichev1, 2, N. N. Gessler1,
V. V. Teplova3, E. P. Isakova1, Yu. I. Deryabina1, *

1Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, 
Moscow, 119071 Russia

2Mendeleev University of Chemistry and Technology, Moscow, 125047 Russia
3Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,

Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
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Effects of natural polyphenols resveratrol, dihydromyricetin, pinosylvin, epigallocatechin, myricetin, and di-
hydroquercetin on the peroxide generation in rat liver mitochondria in the conditions of toxic damage in-
duced by hepatotrophic poison thiacetoamide were studied. In liver mitochondria of rats with toxic hepatitis
all polyphenols at a concentration of 10 μM served as antioxidants and lowered the signal of the f luorescent
probe Amplex Red with the efficiency decreasing in the following order: resveratrol > myricetin > dihydro-
quercetin > pinosylvin > dihydromyricetin. In liver mitochondria isolated from the control animals the poly-
phenols studied affected the generation of free radicals insignificantly. In the conditions of the nonspecific
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Ca2+-dependent permeabilization of mitochondrial membrane in the presence of Ca2+ ions and inorganic
phosphate, the polyphenols exhibited an antioxidant activity and notably decreased the peroxide generation
rate in the mitochondria of the control animals. Mitochondria isolated from the liver of the animals with in-
duced pathology showed more than a 20-fold increase in the peroxide level, which significantly decreased in
the presence of polyphenols; most effective among the polyphenols were dihydroquercetin, pinosylvin, and
dihydromyricetin, which decreased the level of peroxide production 7–13-fold. The presented data bring the
clarity to the ambivalent effect of the polyphenols in living model systems and suggest that under the condi-
tions of cell pathology natural polyphenols should produce a powerful antioxidant effect, while under physi-
ological conditions the polyphenols can exert a neutral or mild pro-oxidant effect. The obtained data may be
applied to the development of new potential pharmacological natural preparations to treat common diseases
based on mitochondrial pathologies.

Keywords: polyphenols, antioxidants, mitochondria, toxic hepatitis
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Исследовали влияние нейропептида Y в концентрации 10–10–10–6 М на параметры электрической ак-
тивности кардиомиоцитов правого предсердия и правого желудочка крыс 7-суточного возраста. Уста-
новлено влияние нейропептида Y на длительность фазы реполяризации потенциала действия. Нейро-
пептид Y в концентрации 10–8 и 10–7 М уменьшал длительность фазы реполяризации у 7-суточных крыс
и не изменял мембранный потенциал и длительность фазы деполяризации у новорожденных крысят.

Ключевые слова: нейропептид Y, мембранный потенциал, потенциал действия, кардиомиоциты, крыса
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ВВЕДЕНИЕ

Нейропептид Y (NPY) представляет собой
пептид из 36 аминокислот, выделенный из голов-
ного мозга свиньи, который синтезируется и вы-
свобождается из симпатических нервов и мозго-
вого вещества надпочечников [1–3]. NPY был
идентифицирован в тканях многих видов живот-
ных [4]. Нейропептид Y является высококонсер-
вативным пептидом: его аминокислотная после-
довательность не имеет видовой специфичности
и на 90% идентична у разных представителей по-
звоночных животных.

NPY является ко-трансмиттером в симпатиче-
ском отделе вегетативной нервной системы. NPY
может содержаться в пресинаптических везику-
лах симпатических терминалей совместно с но-
радреналинном и АТP. Показано, что при одно-
временном высвобождении с норадреналином (НА)
и ATP составляющая вазоконстрикторного эф-
фекта активации симпатических терминалей,
обусловленная NPY, развивается с наибольшим
латентным периодом. Сначала наблюдается крат-
косрочный эффект ATP, затем НА и только в кон-
це – эффект пептида. Вследствие невозможности
обратного захвата, медленной диффузии и про-
теолитической деградации, время жизни NPY по-
сле высвобождения из везикул гораздо больше,
чем для непептидных нейромедиаторов [5, 6].

Мишенью NPY являются мембранные рецеп-
торы, сопряженные с Gαi- и Gαq-белками. Было
выявлено 5 рецепторов: у млекопитающих – это
Y1, Y2, Y4, Y5, Y6, при этом Y6 нефункционален у
крыс и человека. Активация Y2-рецепторов вы-
зывает ингибирование аденилатциклазы (АЦ) и
снижение внутриклеточного cAMP, а активация
Y1- и Y5-рецепторов увеличивает уровень цито-
зольного Ca2+ посредством активации фосфолипа-
зы С [7]. У крыс действие NPY на периферические
органы-мишени реализуются преимущественно
через постсинаптические Y1-, Y5-рецепторы, а так-
же Y2-рецепторы, расположенные как на пре-,
так и на постсинаптической мембране. Следова-
тельно, Y1-, Y2- и Y5-рецепторы являются тремя
основными подтипами рецепторов NPY, которые
опосредуют биологические функции нейропеп-
тида у человека и крысы. Известно, что экспрес-
сия Y1-, Y2-, Y5-рецепторов меняется в раннем
постнатальном онтогенезе. Экспрессия Y1- и
Y2-типа увеличивается с 20 дня постнатального
онтогенеза, а 5 тип присутствует в миокарде пред-
сердий и желудочков с момента рождения [8].

NPY участвует в различных физиологических
функциях, включая регуляцию настроения, ап-
петита, сердечно-сосудистого и иммунного го-
меостаза, ангиогенеза, ремоделирования сердца,
моторики желудочно-кишечного тракта и симпа-
тической передачи [9]. Установлено, что нейро-
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пептид Y необходим для формирования зрелого
типа ионного тока Ca2+-ток L-типа в кардиомио-
цитах мыши в ходе постнатального развития [10].
В сердце наиболее известным источником NPY
являются постганглионарные симпатические во-
локна, большинство из которых происходят из
нейронов, расположенных в звездчатом ганглии
[8, 11].

NPY играет важную роль и в патофизиологии
ряда сердечно-сосудистых заболеваний. У людей
и животных повышение уровня NPY в плазме на-
блюдалось при нескольких стрессовых состояни-
ях, включая физические нагрузки, гипоксию,
воздействие холода, повреждение тканей и ише-
мию [12]. Кроме того, повышение содержания
NPY в плазме крови наблюдается при патологи-
ческих состояниях, сопряженных с повышением
тонуса симпатического отдела вегетативной
нервной системы, таких как гипертония, гипер-
трофия левого желудочка и сердечная недоста-
точность [13, 14]. Известно, что у 7-суточных
крысят симпатическая иннервация сердца еще не
сформирована [15], поэтому представляется ин-
тересным, изучение роли NPY в деятельности
сердца в условиях незрелости симпатических ре-
гуляторных влияний на сердце. Литературные
данные указывают на возможное терапевтиче-
ское использование препаратов содержащих NPY
в новых методах лечения сердечно-сосудистых
заболеваний.

Целью этой работы было изучение роли ней-
ропептида Y в регуляции электрической активно-
сти миокарда правого предсердия и желудочка
крыс в раннем постнатальном онтогенезе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 7-суточных белых
беспородных лабораторных крысах от родитель-
ских животных стока Wistar из питомника лабо-
раторных животных “Пущино” (n = 32). Данный
возраст относится к неонатальному периоду раз-
вития, который характеризуется незрелостью
морфо-функциональных симпатических влия-
ний на сердце [15]. В качестве наркоза использо-
вали 25% раствор уретана из расчета 1.2 г/кг мас-
сы животного, который вводился внутрибрю-
шинно [16], вскрывали грудную клетку, сердце
быстро извлекали и помещали в чашку Петри с
оксигенизированным раствором Тироде. Сердца
препарировали и изготавливали многоклеточный
препарат с ушком правого предсердия, попереч-
ным гребешком и фрагментами верхней и ниж-
ней полой вен. В другой серии экспериментов
использовали препарат правого желудочка, ко-
торый состоял только из миокарда правого желу-

дочка. Препарат помещали в камеру, куда пода-
вался термостатируемый раствор (37 ± 1°С):
129 ммоль/л NaCl, 4 ммоль/л КСl, 1.2 ммоль/л
СаС12, 0.5 ммоль/л MgSO4, 20.9 ммоль/л NaH2PO4,
20 ммоль/л NaHCO3, 5 ммоль/л глюкозы, (95% О2
и 5% СО2). Буфер Trizma использовали после ок-
сигенации раствора для поддержания рН в преде-
лах 7.3–7.4 (Sigma-Aldrich, США).

Электрическую активность кардиомиоцитов
изучали с использованием внутриклеточного
микроэлектродного отведения на препарате пра-
вого предсердия с сохраненным синусным узлом
и спонтанной активностью. А также на препарате
правого предсердия при навязанном ритме c ча-
стотой 5 Гц и правого желудочка с частотой 3 Гц,
длительностью стимуляция 5 мс и амплитудой 5–
10 В. Внешнее раздражение осуществляли через
платиновые электроды. Приготовленный препа-
рат помещался в экспериментальную камеру объ-
емом 3 мл, куда подавался раствор Тироде (37°С)
со скоростью 10 мл/мин. После стабилизации
амплитудно-временных параметров потенциала
действия (ПД) подавался раствор нейропептида Y
в течение 20 мин. Сначала подавался раствор в
наименьшей концентрации, затем производили
отмывку препарата раствором Тироде и ожидали
восстановление параметров ПД и подавали боль-
шую концентрацию. На одном препарате изучали
эффект NPY в трех последовательно возрастаю-
щих концентрациях. Все растворы готовились в
день эксперимента. Регистрацию электрической
активности кардиомиоцитов при действии NPY
проводили в диапазоне концентраций 10–10–10–6 M.

Мембранный потенциал (МП) и потенциал
действия регистрировали с использованием стек-
лянных микроэлектродов (диаметр кончика < 1 мкм,
сопротивление 30–80 МОм), которые изготавли-
вались в день эксперимента на горизонтальном
пуллере Р-1000 (Sutter Instruments). Сигналы уси-
ливали с помощью усилителя, затем анализиро-
вали параметры ПД при помощи аналогово-циф-
рового преобразователя Е14-140 (L-Card). По-
лученные записи электрической активности
миокарда анализировали в оригинальной про-
грамме Elph 3.0. Обработка включала определе-
ние величины МП, амплитуды ПД, длительности
фазы деполяризации ПД, длительности фазы ре-
поляризации ПД на уровне 20, 50 и 90% спада ПД
(ДПД20, ДПД50, ДПД90). Более детально озна-
комиться с методикой вычисления вышеуказан-
ных параметров можно в статье Зверев А.А. и др.
[17]. Параметры ПД регистрировали на 7-й и
15-й мин после аппликации NPY. В эксперимен-
тах использовали химические реактивы и веще-
ство NPY фирмы Sigma-Aldrich.
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Все результаты в тексте и на рисунках пред-
ставлены как среднее ± ошибка среднего для n
экспериментов. Полученные результаты обраба-
тывали в программе PowerGraph Professional 3.3
(Disoft). Проверку выборки на нормальное рас-
пределение проводили во всех сериях экспери-
ментов. Статистическую значимость эффектов
различных концентраций нейропептида Y по
сравнению с контролем выявляли с помощью
парного t-критерия Стьюдента после примене-
ния ANOVA. Результаты считали статистически
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

У 7-суточных животных NPY в концентрации
10–10 и 10–6 М не вызывал достоверных изменений
в значении МП и параметров ПД животных при
спонтанной активности препарата правого пред-
сердия. Частота спонтанной активности также
достоверно не изменяется (n = 11).

При навязанном ритме NPY в концентрации
10–10, 10–9 и 10–6 М не вызывал достоверных изме-
нений значений МП и параметров ПД кардио-
миоцитов предсердий и желудочков (n = 10).

NPY в концентрации 10–8 М в предсердиях не
изменял мембранный потенциал (с 82.8 ± 1.3 до
83.03 ± 1.3 мВ), амплитуду и длительность фазы
деполяризации ПД, однако значительно укора-
чивал фазу реполяризации ПД. К 7 мин действия
NPY ДПД20 уменьшилась c 6.4 ± 0.03 до 4.6 ± 0.1 мс
(p < 0.05), ДПД50 – с 11.4 ± 0.6 до 7.7 ± 0.1 мс
(p < 0.05), ДПД90 с 43.5 ± 1.43 до 28.0 ± 0.6 мс
(p < 0.05, n = 9), т.е. на 28, 33 и 35% соответствен-
но (рис. 1, табл. 1).

Через 15 мин наблюдается тенденция к восста-
новлению длительности фазы реполяризации,
однако полного восстановления данного пара-
метра ПД не наблюдается. ДПД20 к 15 мин ап-
пликации NPY составляет 5.7 ± 0.1 мс (p < 0.05),
ДПД50 10.4 ± 0.7 мс (p < 0.05), ДПД90 38.7 ± 2.6 мс
(p < 0.05, n = 9), т.е. уменьшение составляет на 12,
10 и 11% соответственно относительно исходных
значений.

NPY в концентрации 10–7 М не изменял мем-
бранный потенциал (с 82.8 ± 1.5 до 83.0 ± 1.2 мВ)
и длительность фазы деполяризации. К 7 мин
действия наблюдается увеличение амплитуды ПД
с 86.4 ± 1.0 до 92.0 ± 0.8 мВ, что составляет 6%.
ДПД20 уменьшилась c 6.3 ± 0.2 до 5.7 ± 0.2 мс

Таблица 1. Влияние NPY (10–8, 10–7 М) на ПД кардиомиоцитов правого предсердия и желудочков 7-суточных крыс

NPY, М Время, мин МП, мВ Амплитуда 
ПД, мВ

ДПД20 ДПД50 ДПД90
n

мс

Предсердие

10–8

0 82.8 ± 1.3 89.2 ± 1.5 6.4 ± 0.03 11.4 ± 0.6 43.5 ± 1.43

97 82.1 ± 1.2 89.7 ± 1.6 4.6 ± 0.1* 7.7 ± 0.1* 28.0 ± 0.6*

15 83.03 ± 1.3 89.2 ± 1.6 5.7 ± 0.1* 10.4 ± 0.7* 38.7 ± 2.6*

10–7

0 82.8 ± 1.5 86.4 ± 1.0 6.3 ± 0.2 12.5 ± 0.8 46.5 ± 1.9

97 82.9 ± 1.4 92.0 ± 0.8 5.7 ± 0.2* 10.4 ± 0.5* 42.3 ± 1.5*

15 83.0 ± 1.2 87.1 ± 1.4 6.2 ± 0.4 12.1 ± 1.3 42.5 ± 1.4*

Желудочек

10–8

0 81.6 ± 1.9 91.2 ± 2.4 96.4 ± 2.3 159.6 ± 4.4 251.9 ± 6.2

77 82.3 ± 2.1 91.6 ± 3.2 95.3 ± 2.8 150.7 ± 4.1 215.9 ± 6.1*

15 84.2 ± 2.3 95.4 ± 2.9 96.5 ± 2.5 157.3 ± 4.9 246.9 ± 7.2

10–7

0 81.9 ± 2.3 92.6 ± 3.9 97.4 ± 2.6 158.8 ± 4.1 249.6 ± 7.1

77 82.3 ± 3.1 93.6 ± 4.1 95.5 ± 3.1 135.9 ± 5.1* 211.9 ± 5.4*

15 84.2 ± 2.3 92.7 ± 6.3 97.1 ± 2.9 149.8 ± 4.8 243.7 ± 7.9
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(p < 0.05), ДПД50 с 12.5 ± 0.8 до 10.4 ± 0.5 мс (p <
< 0.05), ДПД90 с 46.5 ± 1.9 до 42.3 ± 1.5 мс (p <
< 0.05, n = 9), т.е. на 9, 17 и 9% соответственно.
К 15 мин наблюдается восстановление значений
ДПД20 и ДПД50 до исходных значений при про-
должающемся действии NPY. В то же время пол-
ного восстановления ДПД90 не происходит, и
ДПД90 составляет 42.5 ± 1.4 мс (p < 0.05, n = 9).

Аппликация NPY на препараты желудочков в
концентрации 10–8 М не приводила к изменению
мембранного потенциала (с 81.6 ± 1.9 и 84.2 ± 2.3 мВ),
амплитуды и длительности фазы деполяризации
ПД, незначительно укорачивая фазу реполяриза-
ции ПД. К 7 мин действия NPY ДПД20 умень-

шается с 96.4 ± 2.3 до 95.3 ± 2.8 мс, ДПД50 –
с 159.6 ± 4.4 до 150.7 ± 4.1 мс, ДПД90 с 251.9 ± 6.2
до 215.9 ± 6.1 мс (p < 0.05, n = 7), т.е. на 1, 6 и 14%
соответственно (рис. 2, табл. 1).

NPY в концентрации 10–7 М не изменял мем-
бранный потенциал (с 81.9 ± 2.3 и 82.6 ± 2.6 мВ),
амплитуду и длительность фазы деполяризации
ПД кардиомиоцитов желудочков, незначительно
укорачивая фазу реполяризации ПД. К 7 мин
ДПД20 уменьшилась с 97.4 ± 2.6 до 95.5 ± 3.1 мс,
ДПД50 с 158.8 ± 4.1 до 135.9 ± 5.1 мс (р < 0.05),
ДПД90 с 249.6 ± 7.1 до 211.9 ± 5.4 мс (p < 0.05), т.е.
на 2, 14 и 15% соответственно.

Рис. 1. Влияние NPY (10–8 М) на ПД кардиомиоцитов правого предсердия 7-суточных крыс (навязанный ритм). а –
Оригинальная запись: 1 – контроль (без воздействия NPY), 2 – NPY (7 мин); б – изменения длительности фазы репо-
ляризации (* – p < 0.05).
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Уменьшение длительности ПД в ответ на ап-
пликацию NPY у 7-суточных животных является
кратковременным. К 15 мин наблюдается тенден-
ция к восстановлению длительности фазы репо-
ляризации.

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что длительность фазы реполяриза-
ции потенциала действия в кардиомиоцитах
определяется выходящими калиевыми токами:
IKur (сверхбыстрый выходящий ток задержанного
выпрямления), Ito1,2 (транзиторный выходящий
ток), IKr и IKs (быстрый и медленный компоненты
токов задержанного выпрямления), IK1 (ток ано-
мального выпрямления) и некоторыми другими.
Токи задержанного выпрямления протекают че-
рез потенциал чувствительные калиевые каналы.
Длительность фазы реполяризации потенциала
действия в основном определяется током IKr [18].

Отсутствие эффекта NPY концентрации 10–6 М
возможно связанно с тем, что NPY является несе-
лективным агонистом и может активировать раз-
ные типы рецепторов, которые сопряжены с раз-
ными G-белками: Gi, Gs, Gq. Возможно, происхо-
дит нивелирование противоположных эффектов
NPY.

Активация Y1-рецепторов активирует Gq сиг-
нальный каскад, который высвобождает Ca2+ из
саркоплазматического ретикулума через инози-
толтрифосфат (IP3). Повышение внутриклеточ-
ного Ca2+ активирует Ca2+/кальмодулин-зависи-
мую киназу (CaMK) и протеинкиназу C (PKC),
что приводит к усилению К+-тока. Активация
PKC дополнительно усиливается с помощью диа-
цилглицерина (DAG), образующегося после рас-
щепления фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата
(PIP2) с помощью фосфолипазы С (PLC) [19].
Известно, что нейропептид Y может уменьшать
транзиторный выходящий калиевый ток через

Рис. 2. Влияние NPY (10–7 М) на ПД кардиомиоцитов правого желудочка 7-суточных крыс (навязанный ритм). а –
Оригинальная запись: 1 – контроль (без воздействия NPY), 2 – NPY (7 мин); б – значения параметров ПД при
действии NPY в % от контроля (* – р < 0.05).
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ингибирующий G-белок, при активации Y2-ре-
цепторов [10, 19].

Возможной причиной различия эффектов
NPY в желудочковом и предсердном миокарде
является разное исходное соотношение различ-
ных К+-токов в предсердиях и желудочках. В же-
лудочковом миокарде преобладает ток Ito, а в
предсердном – IKs. Именно эти токи определяют
длительность фазы реполяризации [20].

Таким образом, нейропептид Y вызывает из-
менения паттерна электрической активности
миокарда предсердий и желудочков. Полученные
нами данные об уменьшении длительности ПД,
по всей видимости, связаны с изменениями плот-
ности и кинетики К+-каналов, что ведет к увели-
чению суммарного К+-тока. Физиологическая
роль NPY в сердце заключается в уменьшении
длительности ПД за счет укорочения фазы репо-
ляризации, что приводит к увеличению продол-
жительности общей паузы. В итоге NPY проявля-
ет кардитропный эффект у новорожденных
крысят, несмотря на незрелость симпатической
иннервации.

Работа выполнена в рамках реализации про-
граммы повышения конкурентоспособности Ка-
занского федерального университета и при под-
держке РФФИ по теме № 18-34-00567 “Влияние
нейропептида Y на деятельность сердца крыс в
раннем постнатальном онтогенезе”.
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NPY Rreceptors Participate in the Change of Electrical Activity of Working 
Cardiomyocytes of the Right Atrium and Ventricle of Newborn Rats

N. G. Iskakov1, А. А. Zverev1, *, Т. А. Аnikina1, Е. N. Zvereva1, А. V. Krulova1, Т. L. Zefirov1

1Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
*e-mail: Alekcei5@rambler.ru

We studied the effect of neuropeptide Y in concentrations 10–10–10–6 М on the parameters of the electrical
activity of cardiomyocytes of the right atrium and the right ventricle of 7-day-old rats. The effect of neuro-
peptide Y on the duration of the phase of repolarization of the action potential was established. Neuropeptide
Y reduced the duration of the repolarization phase in 7-days rats at concentrations 10–8 and 10–7 M and did
not change the membrane potential and the duration of the depolarization phase in newborn rat pups.

Keywords: neuropeptide Y, membrane potential, action potential, cardiomyocytes, rats
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Хроматографическими и масс-спектрометрическими методами выявлены существенные различия
состава и содержания нейтральных липидов (НЛ) в тканях эмбриогенных и неэмбриогенных кле-
точных линий лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.). Установлено, что доминирующими
липидами двух типов линий являются глицериды. При этом триглицериды (ТГ) и 1,2-диглицериды
(1,2-ДГ) заметно активнее (в 1.5–3 раза) накапливались в эмбриогенных клеточных линиях, что, ве-
роятно, связано с необходимостью их вовлечения в процессы дифференциации тканей. Показано,
что для эмбриогенных линий характерно высокое относительное содержание свободных жирных
кислот (СЖК). При этом содержание эфиров стеринов у эмбриогенных линий в 1.5–3 раза меньше,
чем у неэмбриногенных. Обнаруженные различия в соотношении стеринов и их эфиров объясня-
ются активацией стеринов из инертной формы для участия в процессах эмбриогенеза на стадии
формирования зародышей.

Ключевые слова: клеточные линии, нейтральные липиды, Larix sibirica
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время эффективным способом

сохранения редких генотипов растений с уни-
кальными признаками является их клональное
размножение путем соматического эмбриогенеза
и органогенеза [1, 2]. Однако для большинства
видов хвойных биотехнология получения сома-
тических зародышей остается трудновыполни-
мой задачей. Эти трудности вызваны как видовы-
ми особенностями, так и недостатком сведений
об условиях и механизмах индукции соматиче-
ского эмбриогенеза у голосеменных растений [3].
Состав липидов и жирных кислот как основных
структурных компонентов растительных мем-
бран так же изменяется в зависимости от физио-
логического состояния клеток и тканей [4, 5].
Степень этого варьирования определяется гено-
типом и зависит от факторов среды [6, 7].

Известно, что нейтральные липиды (НЛ) и
жирные кислоты играют важную роль в росте и
развитии растений как in vivo, так и in vitro в каче-
стве энергетического и субстратного резерва [8–10].
НЛ, в частности, триглицериды (ТГ), эфиры сте-
ринов (ЭС) и воски, не имеют по определению

заряженных групп и поэтому не могут интегриро-
ваться в бислойные мембраны в значительных
количествах. Поэтому ТГ и ЭС обычно выпол-
няют роль депо для хранения стеринов, жирных
кислот и диглицеридов (ДГ). Наиболее доступ-
ными запасными источниками энергии являются
глицериды, обеспечивающие обменные процес-
сы в растительных организмах. Так, ТГ представ-
ляют собой эффективную форму накопления уг-
лерода и энергии у 80% видов растений. Количе-
ство ТГ и их жирнокислотный состав играют
важную роль в жизнедеятельности растительного
организма в целом [9, 11]. В то же время физиоло-
гическая роль глицеридов не ограничивается
функцией резерва энергии. Запасы этих веществ
могут служить источником структурных элемен-
тов глицерина, жирных кислот, являющихся ис-
ходными продуктами при биосинтезе различных
соединений [12, 13]. Еще один тип НЛ – воски, по
своей химической природе являются сложными
эфирами высших жирных кислот и высших одно-
атомных спиртов жирного (реже ароматического)
ряда. Это твердые соединения с ярко выраженны-
ми гидрофобными свойствами. Природные вос-
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ки содержат некоторое количество СЖК и высо-
комолекулярных спиртов. Они также являются
запасными липидами, гидролиз которых высво-
бождает жирные кислоты и может приводить к
образованию длинноцепочечных спиртов [14]. У
некоторых растений и у бактерий воски исполь-
зуются в качестве энергетического запаса, кроме
того у растений воски обеспечивают гидрофоб-
ное покрытие тканей для минимизации обезво-
живания поверхностей. Жирные кислоты, нахо-
дящиеся в составе НЛ, могут быть использованы
для производства энергии путем β-окисления или
служить субстратами для реакций ацилирования,
например, для синтеза фосфолипидов. ДГ служат
субстратом для синтеза фосфатидилэтанолами-
нов и фосфатидилхолинов по пути Кеннеди [15],
а также действуют как вторичные мессенджеры
трансдукции сигнала при связывании с протеин-
киназами [14, 16]. Изучение качественного соста-
ва НЛ, в связи с их участием в клеточном росте и
развитии in vitro, представляет большой интерес,
в том числе и потому, что они играют важную
роль в процессах развития и последующего про-
растания эмбрионов. Например, показано, что
дефицит липидов в соматических эмбрионах
приводит к нарушению их нормального развития
и прорастания [8, 17].

Стерины являются жизненно важными ком-
понентами мембран и играют не только структур-
ную, но и регуляторную роль в клеточных про-
цессах. Они задействованы в упорядочивании
жирнокислотных цепей в мембране, что может
влиять на ее проницаемость для воды и ионов, а
также на активность мембраносвязанных белков
[18]. Например, они регулируют активность
Na+/К+-ATP-азы в клеточных мембранах. Пока-
зано, что доминирующий в растениях β-ситосте-
рин и другие стерины играют ключевую роль в
клеточной дифференциации и пролиферации
[19, 20]. Кроме того, стерины могут быть вовлече-
ны в процессы адаптации растительных мембран
к изменениям температуры. Таким образом, по-
лученные к настоящему времени данные свиде-
тельствуют о том, что стерины служат сигнальны-
ми и/или регуляторными молекулами, вовлечен-
ными в процессы роста и развития растения [18].
Тем не менее, вплоть до последнего времени от-
сутствуют какие-либо сведения о количестве и
составе НЛ в клеточных линиях с разным эм-
бриогенным потенциалом. Очевидно, что такая
информация представляется важной с точки зре-
ния развития подходов и методов клонального
размножения хвойных с использованием культу-
ры клеток in vitro. В связи с этим целью настоящей
работы было проведение сравнительного анализа
содержания НЛ в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской
(Larix sibirica Ledeb.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для индукции соматиче-
ского эмбриогенеза были взяты изолированные
зиготические зародыши на стадии инициации се-
мядолей из семян, собранных у 34 деревьев лист-
венницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.) в воз-
расте 40–60 лет, произрастающих на территории
дендрария Института леса СО РАН (г. Красно-
ярск) и в Хакасии, координаты места сбора –
54°38′58″ северной широты 89°26′28″ восточной
долготы (июль 2007–июль 2011 гг.). Семена опыт-
ных деревьев очищали от покровных чешуй, по-
верхностно стерилизовали 5% спиртовым раство-
ром йода в течение 3 мин. После 3-кратной про-
мывки в стерильной дистиллированной воде
мегагаметофиты обрабатывали 3% перекисью во-
дорода в течение 5–10 мин. Зародыши извлекали
из мегагаметофитов в стерильных условиях, по-
мещали на увлажненную фильтровальную бумагу
в чашках Петри и затем переносили на агаризо-
ванную питательную среду АИ [3]. В качестве ре-
гуляторов роста использовали 2,4-дихлорфенок-
сиуксусную кислоту (2,4-Д, 2 мг/л) и 6-бензил-
аминопурин (БАП, 1 мг/л). Для образования
эмбриональной массы (ЭМ) в базовой среде
уменьшали концентрацию цитокинина (до 0.5 мг/л).
ЭМ инкубировали в темноте при 24 ± 1°С с цик-
лом субкультивирования 28 дней. Полученные в
результате индукции клеточные линии листвен-
ницы отличались между собой по пролифератив-
ной активности, по количеству незрелых сомати-
ческих зародышей внутри эмбриональной массы,
а также по возможности получения регенерантов
[2, 3]. Следует отметить что наибольшее число
полноценных регенерантов было получено в ли-
нии Кл4, у которой 83.3% соматических зароды-
шей формировались без отклонений фенотипа
[21]. Для изучения состава и содержания ней-
тральных липидов каллусов лиственницы сибир-
ской использовали эмбриогенные Кл2, Кл6, Кл4,
Кл10 (зародыши вызревают, получены регене-
ранты) долгоживущие клеточные линии, на ста-
дии пролиферации эмбрионально-суспензорной
массы и неэмбриогенные линии Кл31, Кл23 (не
образуют регенеранты). Для экстракции липидов
навеску растительного материала (0.5 г) фиксиро-
вали в жидком азоте, добавляли 0.001% ионол и
растирали до получения гомогенной массы [22].
Затем добавляли 10 мл смеси хлороформ : мета-
нол (2 : 1 v/v) тщательно перемешивали и оставля-
ли на 30 мин до полной диффузии липидов в рас-
творитель. Количественно переносили раствор в
делительную воронку через фильтр, трижды про-
мывая ступку и фильтр смесью растворителей.
Для лучшего расслаивания добавляли воду. Для
анализа суммарных липидов отделяли нижнюю
хлороформную фракцию. Хлороформ (ос. ч., ста-
билизированный 0.005 мас.% амилена) из липид-
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ного экстракта удаляли под вакуумом с помощью
роторного испарителя RVO-64 (Чехия).

Метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) из
экстракта получали по методу [23]. Для контроля
экстрагируемости липидов (в %) использовали
нонадекановую кислоту (С19:0), добавляя ее из-
вестное количество на этапе гомогенизации. До-
полнительную очистку МЭЖК проводили мето-
дом ТСХ на пластинках Sorbfil ПТСХ-АФ-В (Рос-
сия) в камере с бензолом в качестве подвижной
фазы (Rf = 0.71–0.73). Для визуализации зоны
МЭЖК край пластинки опрыскивали 10% рас-
твором H2SO4 в этаноле и нагревали в сушильном
шкафу при 100°С. Зону МЭЖК удаляли с пла-
стинки шпателем и элюировали с силикагеля
хлороформом.

Анализ МЭЖК проводили методом газожид-
костной хроматографии с использованием хро-
мато-масс-спектрометра 5973/6890N MSD/DS
Agilent Technologies (США). Детектор – квадру-
польный масс-спектрометр, способ ионизации –
электронный удар, энергия ионизации 70 эВ, для
анализа использовали режим регистрации полно-
го ионного тока. Для разделения использовали
капиллярную колонку HP-INNOWAX (30 м ×
× 250 мкм × 0.50 мкм) со стационарной фазой по-
лиэтиленгликоль. Газ-носитель: гелий, скорость
потока газа 1 мл/мин. Температура испарителя
250°С, источника ионов 230°C, детектора 150°С,
температура линии, соединяющей хроматограф с
масс-спектрометром, 280°С. Диапазон сканиро-
вания 41–450 а.e.м. Объем вводимой пробы –
1 мкл, делитель потока 5 : 1. Разделение смеси
МЭЖК выполняли в изотермическом режиме
при 200°С. Для идентификации ЖК использова-
ли библиотеку масс-спектров NIST 08, архив
масс-спектров МЭЖК В. Кристи [24]. Относи-
тельное содержание ЖК определяли методом
внутренней нормализации – в весовых процентах
от общего их содержания в исследуемом образце,
с учетом коэффициента отклика ЖК. Абсолют-
ное содержание суммарных МЭЖК определяли с
использованием внутреннего стандарта – нона-
декановая кислота (С19:0).

Нейтральные липиды получали методом коло-
ночной хроматографии, путем деления суммар-
ных липидов на нейтральные, глико- и фосфоли-
пиды [25]. Сорбент Silicagel L 100/160 для хрома-
тографии (Чехия). Абсолютное содержание как
отдельных фракций липидов, так и суммарных
липидов определяли взвешиванием с помощью
электронных весов GR-120 (A&N Company Ltd.,
Япония), образец высушивали до постоянного
веса.

Состав нейтральных липидов анализировали
методом одномерной тонкослойной хроматогра-
фии на высокоэффективных пластинках Sorbfil
ПТСХ-АФ-В (Россия) (сорбент силикагель СТХ-

1ВЭ, зернение 8–12 мкм, толщина слоя 80–
100 мкм) в системе для НЛ : гексан : диэтиловый
эфир : уксусная кислота (80 : 20 : 1 v/v/v) [26]. Для
визуализации зон отдельных типов липидов хро-
матограммы опрыскивали 10% серной кислотой в
этаноле с последующим нагреванием при 180° до
проявления пятен. Идентификацию отдельных
фракций НЛ проводили с использованием соот-
ветствующих стандартов (“Supelco”, США), зна-
чений Rf из литературных источников [25]. Коли-
чественное определение НЛ проводили методом
денситометрии (сканер Hewlett-Packard, США),
при помощи программного обеспечения Scion
Image (Scion Corporation, США).

Абсолютное содержание отдельных НЛ (PГНЛ)
рассчитывали исходя из их общего веса НЛ (мг/г
сух. веса) (PНЛ) в образце и процентного содержа-
ния каждой группы НЛ (CГНЛ% отн.) по формуле:

 

Статистическая обработка. В таблицах пред-
ставлены среднеарифметические значения трех-
четырех независимых биологических экспери-
ментов и их стандартное отклонение. Статисти-
ческую обработку данных проводили с помощью
Microsoft Office Excel 2010. Статистическую зна-
чимость различий сравниваемых средних значе-
ний оценивали с помощью критерия Манна–
Уитни (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты анализа содержания отдельных

групп липидов в эмбриогенных и неэмбриоген-
ных клеточных линиях лиственницы сибирской
приведены в табл. 1. Можно видеть, что абсолют-
ное содержание липидов в эмбриогенных линиях
было достоверно выше, чем в неэмбриогенных.
Такая же тенденция сохраняется и для абсолют-
ного содержания НЛ для отдельных клеточных
линий (17.9–24.6 мг/г сухого веса для эмбриоген-
ных линий и 12.7–13.1 мг/г сухого веса для неэм-
бриогенных линий).

Ранее в нашей работе было установлено, что
между эмбриогенными и неэмбриогенными кле-
точными линиями лиственницы сибирской име-
ются существенные различия по жирнокислотно-
му составу суммарных липидов, в первую очередь,
по содержанию олеиновой кислоты. Показано,
что содержание олеиновой кислоты коррелирует
с потенциалом эмбриогенности клеточных ли-
ний [4]. Для выявления преимущественной лока-
лизации олеиновой кислоты в разных группах ли-
пидов при соматическом эмбриогенезе нами был
определен жирнокислотный состав трех таких
групп: нейтральных, глико- и фосфолипидов
(рис. 1). В результате установлено, что во всех
этих группах в отношении содержания олеино-

= ×ГНЛ НЛ ГНЛ% отн.P P  C 100.
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вой кислоты прослеживается та же тенденция,
что и в суммарных липидах – значительно более
высокое содержание олеиновой кислоты в лини-
ях с высоким эмбриогенным потенциалом. При
этом среди эмбриогенных клеточных линий име-
ются достоверные различия в содержании олеи-
новой кислоты в различных группах липидов. Так
в Кл6 большее количество олеиновой кислоты
содержится в нейтральных липидах, Кл2 – глико-
и фосфолипидах, Кл4 – гликолипидах, Кл10 –
фосфолипидах. Возможно, это связано с разли-
чиями между клеточными линиями в возрасте
культуры (3–6 лет) (табл. 2), жизнеспособности,
пролиферативной активности, в количестве со-
матических зародышей [21].

Среди НЛ клеточных линий с разным эмбрио-
генным потенциалом идентифицированы следу-
ющие типы липидов: моноглицериды (МГ), 1,2-ДГ,
1,3-ДГ, ТГ, стерины и их эфиры, СЖК, метило-
вые эфиры жирных кислот (МЭЖК) и воски
(табл. 3).

Эмбриогенные линии достоверно отличались
от неэмбриогенных высоким содержанием СЖК,
1,2-ДГ, ТГ. Для неэмбриогенных клеточных ли-

ний отмечено большее содержание МГ, эфиров
стеринов и восков.

Наши эксперименты показали, что для эм-
бриогенных клеточных линий содержание СЖК
было выше как минимум в 2 раза по сравнению с
неэмбриогенными (табл. 3) и, в целом, было до-
вольно высоким. Обычно количество СЖК в
высших растениях невелико, они редко аккуму-
лируются в здоровых тканях. Исключение состав-
ляют некоторые водные растения. Так, авторами
работы [27] показано, что в тканях водных расте-
ний относительное содержание СЖК варьирова-
ло от 6.8% (Potamogeton pectinatus) до 37.9%
(Spirodela polyrhiza). В работе [11], посвященной
СЖК каллусов льна обыкновенного, отмечено
высокое содержание СЖК – 146 мкг/мг общих
липидов. Для неэмбриогенных каллусов эта вели-
чина была ниже на 10%. В работе [28] авторами
показано, что каллусы плодов яблони (Malus syl-
vestris) содержали 6.5% СЖК, что в пересчете на
абсолютный вес составило 32.6 мкг/мг общих ли-
пидов. По-видимому, заметные количества СЖК
нередко встречаются в липидах клеточных куль-
тур растений. СЖК являются промежуточными

Таблица 1. Содержание отдельных групп липидов в эмбриогенных и неэмбриогенных каллусах лиственницы
сибирской (мг/г сухого веса клеточной линии)

Примечание. Кл – клеточная линия, НЛ – нейтральные липиды, ГЛ – гликолипиды, ФЛ – фосфолипиды, ОЛ – общие липиды,
э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.

Липиды Кл6(э) Кл2(э) Кл4(э) Кл10(э) Кл23(нэ) Кл31(нэ)

НЛ 20.0 ± 4.9 24.5 ± 4.8 17.9 ± 3.3 18.0 ± 2.6 12.7 ± 0.6 13.1 ± 0.5
ГЛ 25.7 ± 4.3 19.9 ± 4.4 19.2 ± 4.5 19.2 ± 3.6 17.4 ± 3.9 20.6 ± 0.4
ФЛ 9.5 ± 2.2 5.5 ± 1.9 6.5 ± 1.1 8.3 ± 2.4 5.7 ± 1.6 5.2 ± 0.2
Сумма ОЛ 55.2 ± 4.5 49.9 ± 2.1 43.6 ± 3.3 45.5 ± 4.2 35.8 ± 2.7 38.9 ± 0.6

Рис. 1. Содержание олеиновой кислоты в разных липидных группах при соматическом эмбриогенезе. НЛ – нейтраль-
ные липиды, ГЛ – гликолипиды, ФЛ – фосфолипиды, э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.
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веществами в синтезе других метаболитов. Явля-
ясь жирорастворимыми анионами, они способны
увеличивать протонную проводимость [29]. Воз-
можно, эти или другие функции СЖК могут быть
востребованы в процессах морфогенеза в культу-
ре растительной ткани.

Для всех клеточных линий основную долю НЛ
составляли глицериды (29.1–33.8% от общих ли-
пидов для эмбриогенных клеточных линий, 23.9–
24.3% (от общих липидов для неэмбриогенных
клеточных линий), присутствовавшие в форме
моно-, ди- и триглицеридов. Известно, что гли-
цериды, в особенности ТГ, в жизнедеятельности
растений играют особую роль, поскольку бедны
кислородом, но богаты углеродом. Выигрыш
энергии при их катаболизме существенно выше
по сравнению с распадом углеводов и белков даже
с учетом больших размеров этих молекул [30, 31].
При анализе эмбриогенных каллусов Picea glauca
отмечено активное накопление ТГ при культиви-

ровании [32]. Авторы утверждают, что накопле-
ние ТГ играет существенную роль для развития
каллусной культуры. В процессе культивирова-
ния ТГ также обогащаются специфическими
жирными кислотами, например, имеются сведе-
ния о наличии кислот с углеродной длиной цепи
20–22 атомов, а также о наличии таксолеиновой
кислоты ∆5-серии [32], характерной для хвойных
и некоторых других эволюционно древних таксо-
нов [33]. В другой работе, посвященной эмбрио-
генным каллусам Pinus taeda, также сообщается
об увеличении содержания ТГ в процессе поддер-
жания каллусной культуры клеток. Данные по со-
держанию ТГ в эмбриогенных линиях, получен-
ные нами, хорошо согласуются с данными, полу-
ченными для каллусов Pinus taeda на ранних
стадиях культивирования (в пересчете на сухой
вес клеточной линии 1.0–3.6 мкг/мг в нашем экс-
перименте, а у P. taeda – 2.5 мкг/мг) [34]. Извест-
но, что ТГ являются запасными липидами, кото-
рые легко могут быть вовлечены в катаболизм для
получения энергии, необходимой клетке для ро-
ста и развития, а также для участия жирных кис-
лот в клеточной сигнализации и синтезе фосфо-
липидов [7, 14]. Из полученных нами результатов
(табл. 3) можно видеть, что для эмбриогенных
клеточных линий характерно высокое содержа-
ние ТГ по сравнению с неэмбриогенными. Эта
тенденция сохраняется и для 1,2-ДГ (табл. 3). При
этом неэмбриогенные линии отличались досто-
верно более высоким содержанием МГ. Такое
распределение содержания глицеридов, по-види-
мому, подтверждает важную роль ТГ и ДГ в про-
цессе эмбриогенеза. Известно, что 1,3-ДГ накап-
ливаются в клетке, выполняя запасающую функ-
цию, в то время как 1,2-ДГ действуют как
вторичные мессенджеры в клеточных процессах,

Таблица 2. Коллекция клеточных линий, полученных
в разные годы от дерева генотипа-донора А4 листвен-
ницы сибирской [21]

Клеточная 
линия

Созревание 
соматических 

зародышей

Продолжительность 
культивирования 

к моменту анализа 
(2015 г.), лет

Кл2 + 6
Кл6 + 4
Кл4 + 6
Кл10 + 3
Кл23 – 3
Кл31 – 3

Таблица 3. Состав нейтральных липидов эмбриогенных (э) и неэмбриогенных (нэ) клеточных линий Larix si-
birica Ledeb. (мкг/мг общих липидов)

Примечание. НЛ – нейтральные липиды, МГ – моноглицериды, ДГ – диглицериды, СЖК – свободные жирные кислоты,
ТГ – триглицериды, МЭЖК – метиловые эфиры жирных кислот, э – эмбриогеннные линии, нэ – неэмбриогенные линии.
В таблице приведены средние арифметические величины трех–четырех повторностей и их стандартные отклонения. Стати-
стическую значимость различий сравниваемых средних значений оценивали с помощью критерия Манна–Уитни (p < 0.05).

НЛ Кл2(э) Кл6(э) Кл4(э) Кл10(э) Кл23(нэ) Кл31(нэ)

МГ 15.6 ± 1.5 15.5 ± 2.5 14.4 ± 3.1 12.5 ± 2.0 21.8 ± 0.1 20.4 ± 3.3
ДГ-1,2 53.4 ± 2.6 27.8 ± 3.4 35.2 ± 4.4 28.6 ± 3.4 19.8 ± 1.5 18.9 ± 0.5
Стерины 78.5 ± 4.5 58.8 ± 4.0 62.9 ± 2.5 57.0 ± 2.3 58.5 ± 0.9 59.9 ± 10.4
ДГ-1,3 25.0 ± 2.3 22.2 ± 0.8 20.8 ± 3.6 21.3 ± 2.5 16.3 ± 0.5 17.3 ± 4.2
СЖК 116.2 ± 5.1 77.4 ± 11.0 77.5 ± 6.9 79.3 ± 8.5 44.6 ± 1.0 43.7 ± 12.3
ТГ 72.2 ± 1.9 45.1 ± 7.9 56.4 ± 6.4 54.8 ± 6.6 27.0 ± 0.9 25.4 ± 4.3
МЭЖК 30.8 ± 1.9 25.6 ± 3.9 19.3 ± 7.4 19.5 ± 5.1 29.9 ± 1.7 24.6 ± 1.7
Эфиры стеринов 30.3 ± 2.9 16.9 ± 0.4 30.9 ± 7.2 28.2 ± 3.8 47.5 ± 1.6 42.7 ± 3.7
Воски 63.8 ± 2.8 55.0 ± 2.6 64.5 ± 16.0 51.5 ± 8.1 82.6 ± 6.2 70.2 ± 5.0
Сумма НЛ 492.0 ± 7.8 362.0 ± 2.1 410.0 ± 9.7 402.5 ± 6.6 335.0 ± 1.7 338.0 ± 4.8
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являясь промежуточными звеньями в биосинтезе
и катаболизме ТГ, в биосинтезе некоторых фос-
фолипидов – фосфатидилхолинов, фосфатидил-
этаноламинов, фосфатидилсеринов. ДГ быстро
накапливаются в мембранах, где они связывают-
ся с помощью сильных гидрофобных взаимодей-
ствий с определенными белками, вызывая тем са-
мым изменения физических свойств бислоя [16,
35]. В работе [12] показано, что для меристем по-
чек лиственницы сибирской содержание 1,2-ДГ
было в 2 и более раз выше, чем содержание 1,3-ДГ
в теплые месяцы (май, август). Авторы связывают
это с тем что, весной идет активное накопление
1,2-ДГ в связи с их последующим участием в син-
тезе фосфолипидов, в то время как в холодные
месяцы (октябрь–февраль) идет накопление 1,3-ДГ
для сохранения необходимой клетке энергии.
В работе [36], описывающей биосинтез липидов
как in vivo, так и in vitro для семян рыжика посев-
ного (Camelina sativa), также показано высокое
содержание 1,2-ДГ по сравнению с 1,3-ДГ для
каллусов Camelina sativa на стадии развития эм-
брионов. Более высокое содержание 1,2-ДГ по
сравнению с содержанием 1,3-ДГ, вероятно, ха-
рактерно для эмбриогенных клеточных линий из-
за их более высокой потребности в этом соедине-
нии для активных процессов роста, развития и
последующего формирования растений-регене-
рантов.

В нашей работе содержание восков для кле-
точных линий с разным эмбриогенным потенци-
алом (способности клеточной культуры образо-
вывать соматические эмбриоиды) достоверно
не различалось: для неэмбриогенных линий –
82.6 ± 6.2 и 70.0 ± 5.0 мкг/мг общих липидов
(Кл23 и Кл31 соответственно) и для эмбриоген-
ных линий содержание восков составило 51.5 ± 8.1
(Кл10), 64.5 ± 16.0 (Кл4), 63.8 ± 2.8 (Кл2), 55.0 ± 2.6
(Кл6) мкг/мг общих липидов. Содержание эфи-
ров жирных кислот колебалось от 19.3 до 30.8 мкг/мг
общих липидов.

Как уже упоминалось, стерины играют не
только структурную, но и регуляторную роль в
клеточных процессах. Известно, например, что
β-ситостерин и стигмастерин играют ключевую
роль в клеточной дифференциации и пролифера-
ции. Известно также, что кампестерин является
предшественником брассиностеринов, которые,
в свою очередь, активно участвуют в регуляции
роста и развития растений [18].

Известно об активном участии стеринов в
формировании мембран и в морфогенетических
процессах [18]. Нами установлено, что содержа-
ние стеринов в клеточных линиях в пересчете на
сухой вес клеточной линии колебалось от 2.1 мг/г
сухого веса (Кл23) до 3.9 мг/г сухого веса (Кл2).
В наших экспериментах показано, что наряду со
свободными стеринами в исследуемых клеточных

линиях обнаружены заметные количества эфиров
стеринов (табл. 3). Авторами работы [37] обнару-
жено, что в каллусной культуре лиственницы
японской (Larix kaempferi) содержание стеринов
составило от 1.0 до 2.5 мг/г сухого веса, что, в це-
лом, согласуется с нашими данными. Для эм-
бриогенных линий льна обыкновенного установ-
лено, что содержание стеринов было 1.45 мг/г су-
хого веса [38], а для каллусов цикория (Cichorium
intybus) содержание стеринов составило 0.42 мг/г
сухого веса [39], т.е. заметно ниже, чем для кле-
точных линий лиственницы. Возможно, высокое
содержание стеринов в клеточных линиях являет-
ся видовой особенностью лиственницы сибир-
ской. Из табл. 3 видно, что содержание стеринов
не имело существенных различий между линия-
ми с разным эмбриогенным потенциалом. При
этом содержание эфиров стеринов у эмбриоген-
ных клеточных линий было почти в 1.5–2 раза ни-
же, чем у неэмбриогенных. Согласно нашим и
литературным данным, эфиры стеринов содер-
жатся в клетках растений в гораздо меньших объ-
емах, чем свободные стерины [18]. Предполагает-
ся, что эфиры стеринов служат инертной формой
хранения стеринов [14, 40]. Для количественной
оценки конвертации стеринов из связанной фор-
мы в свободную нами было рассчитано отноше-
ние количества стеринов к количеству эфиров
стеринов для эмбриогенных и неэмбриогенных
клеточных линий (рис. 2). Из представленных ре-
зультатов видно, что для неэмбриогенных линий
этот показатель ниже в 1.5–3 раза по сравнению с
таковым для эмбриогенных клеточных линий.

Из полученных нами данных (табл. 3) видно,
что, хотя ТГ и ЭС обычно служат депо для хране-
ния стеринов, жирных кислот и ДГ, для эмбрио-
генных линий содержание ТГ больше, а ЭС мень-
ше, чем для неэмбриогенных. Вероятно, для
более поздних стадий развития каллусов необхо-
димо высокое содержание ТГ, в частности, для
регенерации из каллуса целого растения, как
предполагают авторы [34]. Свободные стерины в
процессе созревания соматических зародышей
активно участвуют в формировании мембран, и
поэтому накопления их эфиров не происходит.
Напротив, конвертация свободных стеринов в их
эфиры является результатом прекращения деле-
ния клеток, и именно тогда избыточные стерины
этерифицируются [41]. Авторами работы [42] по-
казано, что в процессе субкультивирования Arte-
misia absinthium содержание эфиров стеринов
снижается с 6.1 до 4.3% от общих липидов, а соот-
ношение стеринов к их эфирам возрастает с 3.0 до
5.4, в то время как содержание ТГ остается прак-
тически неизменным. Мы полагаем, что для изу-
чаемой стадии развития эмбриогенных клеточ-
ных линий лиственницы сибирской характерен
большой расход свободных стеринов и, следова-
тельно, высвобождение их из связанной формы.
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В этот же период происходит накопление ТГ, не-
обходимых на более поздних стадиях культивиро-
вания.

Анализ полученных результатов показывает,
что содержание и качественный состав липидов
культуры in vitro закономерно различается между
клеточными линиями с разным эмбриогенным
потенциалом. Более высокое содержание ТГ и
1,2-ДГ у эмбриогенных клеточных линий по срав-
нению с неэмбриогенными является вполне ожи-
даемым – ТГ являются запасными липидами, не-
обходимыми в процессах эмбриогенеза для полу-
чения энергии, необходимой клетке для роста и
развития, а также для участия жирных кислот в
составе ТГ в клеточной сигнализации. Действую-
щие как вторичные мессенджеры в клеточных
процессах 1,2-ДГ участвуют также в биосинтезе
наиболее распространенных форм фосфолипи-
дов, являясь необходимыми для формирования
мембран клеток и клеточных органелл. Обнару-
женные различия в соотношении стеринов и их
эфиров указывают на то, что, по-видимому, в эм-
бриогенных клеточных линиях лиственницы сте-
рины активно вовлекаются в процессы эмбриоге-
неза. В целом, представленные результаты свиде-
тельствуют об активном участии НЛ, в первую
очередь ТГ, 1,2-ДГ и стеринов, в процессах эм-
бриогенеза в тканях лиственницы сибирской
in vitro. Полученные в настоящей работе результа-
ты имеют также очевидное прикладное значение,
поскольку НЛ, участвуя в клеточном росте и раз-
витии in vitro, играют важную роль в процессах
развития и последующего прорастания эмбрио-
нов. Отметим, что выявленные нами особенности
состава нейтральных липидов эмбриогенных кле-
точных линий Larix sibirica Ledeb. могут быть ис-
пользованы в дальнейшем при скрининге клеточ-

ных линий с целью отбора материала для кло-
нального размножения хвойных в культуре in vitro.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания ЦКП “Биоаналитика” СИФИБР СО РАН.
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Particularities of Neutral Lipid Composition in Embryogenic 
and Non-Embryogenic Cell Lines of Larix sibirica Ledeb.
N. V. Semenova1, *, V. N. Shmakov1, M. E. Park2, I. N. Tretyakova2,

Yu. M. Konstantinov1, L. V. Dudareva1

1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 664033 Russia

2Sukachev Institute of Forest, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Krasnoyarsk, 660036 Russia
*е-mail: tashasemyonova@mail.ru

It was found that glycerides were dominant for both types of cell lines. It was found that triglycerides (TG)
and 1,2-diglycerides (1,2-DG) accumulated 1.5–3 times more actively in embryogenic cell lines, which was
probably connected with the necessity of the involvement of TG and 1,2-DG in the processes of tissue dif-
ferentiation. A high relative content of free fatty acids (FFA) was also characteristic of the embryogenic lines.
The found differences in the ratio of sterols to their ethers (the content of sterol esters was 1.5–3 times lower
in embryogenic cell lines) can indicate that sterols get activated from their inert form to contribute to the em-
bryogenesis processes at a stage of embryo formation.

Keywords: embryogenic and non-embryogenic cell lines, neutral lipids, Larix sibirica
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В работе изучено функционирование митохондрий из побегов незакаленных и закаленных (2°С,
7 сут) этиолированных проростков озимой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Иркутская), выра-
щенных из семян, обработанных тебуконазол-содержащим протравителем “Бункер” (1.5 мкл/г се-
мян), и проростков, выращенных на растворе тебуконазола (1 мМ). Показано, что в контрольных
температурных условиях (24°С) тебуконазол снижает скорость окисления малата, ингибируя цито-
хромный путь (ЦП) дыхания, в то время как препарат “Бункер” неспецифически ингибирует
скорость переноса электронов по электронтранспортной цепи (ЭТЦ) и блокирует как ЦП, так и
альтернативный (АП) пути дыхания. При холодовом закаливании тебуконазол вызывает усиление
окислительной активности митохондрий, увеличивая потенциальную (максимально возможную)
активность АП, главным образом, при окислении малата, а препарат “Бункер” снижает скорость
окисления NADH, ингибируя ЦП. Сделано предположение, что влияние промышленного препара-
та “Бункер” на дыхание растений опосредовано не только входящим в состав тебуконазолом, но и
вспомогательными соединениями.

Ключевые слова: дыхание, окислительное фосфорилирование митохондрий, тебуконазол, тебуко-
назол-содержащий протравитель, озимая пшеница, низкая температура
DOI: 10.31857/S0233475520020103

ВВЕДЕНИЕ
Изменяющиеся условия внешней среды ока-

зывают существенное влияние на клеточный ме-
таболизм растений, при этом клеточное дыхание
представляет собой важное звено в механизмах
устойчивости к действию экстремальных факто-
ров, в том числе к неблагоприятным низким тем-
пературам. Процесс окислительного фосфорили-
рования, локализованный в митохондриях, явля-
ется конечным этапом клеточного дыхания, от
эффективности функционирования которого за-
висит адаптация растений к низкой температуре.
Переход растений в состояние покоя и формиро-
вание устойчивости к неблагоприятным низким
температурам сопровождается ингибированием
процессов дыхания [1, 2]. Митохондрии участву-
ют в механизмах адаптации растений, при этом в
развитие холодо- и морозоустойчивости вовлече-
ны митохондриальные энергорассеивающие
системы, в том числе цианидрезистентная аль-

тернативная оксидаза (АО) [3, 4]. Активация АО
происходит не только при действии низких тем-
ператур на растения, но и в ответ на действие дру-
гих неблагоприятных факторов абиотической и
биотической природы [5, 6]. Возможная функци-
ональная роль АО при низкой температуре со-
стоит в регуляции образования активных форм
кислорода (АФК), термогенезе, поддержании
дыхания в условиях ограничения активности
цитохромоксидазы, регуляции соотношения
NAD(P)H/NAD(P)+ и др. [5–9].

Известно, что фунгициды, в том числе три-
азольной природы, являются ингибиторами ми-
тохондриального дыхания, и их действие направ-
лено на комплекс I ЭТЦ митохондрий [10]. Ранее
нами было показано, что применяемые в сель-
ском хозяйстве протравители семян триазольной
природы вызывают у растений эффект, сходный с
холодовым закаливанием. Так, обработка семян
тебуконазол-содержащим протравителем “Бункер”

УДК 581.1:581.19
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сопровождалась снижением ростовых процессов
[11], увеличением содержания сахаров [12], син-
тезом дегидринов [11], повышением ненасыщен-
ности жирных кислот [13, 14] у проростков зла-
ков. Эти физиологические и биохимические
изменения приводили к повышению холодо- и
морозоустойчивости злаков [11–14]. Можно
предположить, что в механизмах повышения
устойчивости растений к низкой температуре под
действием тебуконазол-содержащего протрави-
теля, участвуют митохондрии, а тебуконазол, вхо-
дя в состав протравителя, влияет на их функцио-
нальную активность и активность альтернатив-
ной оксидазы.

В связи с этим цель работы – исследовать вли-
яние тебуконазола и тебуконазол-содержащего
протравителя на функционирование митохон-
дрий озимой пшеницы в контрольных условиях и
при холодовом закаливании и определить воз-
можные изменения потенциальной (максималь-
но возможной) активности альтернативной окси-
дазы в этих условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка растительного материала. В экспе-
риментах использовали побеги 3-суточных этио-
лированных проростков озимой пшеницы (Triti-
cum aestivum L., сорт Иркутская), выращенных
при 24°С из семян, обработанных тебуконазол-
содержащим препаратом “Бункер” (содержание
тебуконазола в препарате 60 г/л), или выращен-
ных на растворе тебуконазола (1-(4-хлорфенил)-
4,4-диметил-3-(1H-1,2,4-триазол-1-илметил)-3-
пентанол), и проростки этих вариантов после за-
каливания при 2°С в течение 7 сут. Подготовку
растительного материала проводили следующим
образом: семена промывали мыльным раствором,
замачивали на 20–25 мин в 0.1% растворе перман-
ганата калия и затем тщательно отмывали и про-
сушивали. Обработку семян водным раствором
препарата “Бункер” в дозе 1.5 мкл препарата на
грамм семян проводили непосредственно перед
их проращиванием. Необработанные и обрабо-
танные протравителем семена проращивали в те-
чение 3 сут на влажной фильтровальной бумаге на
воде в темноте при 24°С в инкубаторе MIR-154
“Sanyo” (Япония). На вторые сутки роста воду из
одной части кювет с проростками из необрабо-
танных протравителем семян заменяли 1 мМ рас-
твором тебуконазола и продолжали выращивать
проростки еще в течение суток (до трехсуточного
возраста) в темноте при 24°С. Затем раствор сли-
вали, проростки промывали водой и использова-
ли в эксперименте или подвергали закаливанию.
Холодовое закаливание трехсуточных этиолиро-

ванных проростков трех вариантов (проростки из
необработанных протравителем семян, пророст-
ки из семян, обработанных препаратом “Бун-
кер”, и проростки, выращенные на растворе тебу-
коназола) проводили при 2°С в течение 7 сут в ка-
мере тепла/холода MKT-240 “Binder” (Германия)
в темноте в кюветах на влажной фильтровальной
бумаге. Всего было исследовано 6 вариантов про-
ростков: Контроль – контрольные проростки
(24°С, 3 сут); Тебуконазол – проростки, обрабо-
танные 1 мМ тебуконазолом (24°С, 3 сут); Препа-
рат “Бункер” – проростки из семян, обработан-
ных 1.5 мкл/г “Бункером” (24°С, 3 сут); Холодо-
вое закаливание – закаленные при +2°С (7 сут)
проростки варианта Контроль; Тебуконазол +
+ Холодовое закаливание – закаленные при +2°С
(7 сут) проростки варианта Тебуконазол; Препа-
рат “Бункер” + Холодовое закаливание – зака-
ленные при +2°С (7 сут) проростки варианта
Препарат “Бункер”.

Выделение митохондрий. Митохондрии выде-
ляли из побегов озимой пшеницы всех вариантов
проростков с помощью дифференциального цен-
трифугирования по методике, опубликованной
ранее [15], используя среду гомогенизации, со-
держащую 300 мМ сахарозы, 40 мM MOPS-КОН
(рН 7.36), 10 мМ KCl, 2 мМ EDTA, 1 мM MgCl2,
0.5% цистеина, 0.1% бычьего сывороточного аль-
бумина – BSA. Гомогенат центрифугировали при
4°С в течение 4 мин при 5000 g, полученный су-
пернатант центрифугировали 3 мин при 15000 g
для осаждения митохондрий. Осажденные мито-
хондрии промывали средой выделения без цисте-
ина, повторно осаждали при 15000 g в течение
3 мин ресуспендировали в среде того же состава
до концентрации белка 10–12 мг/мл и хранили на
льду.

Полярографический анализ. Скорость дыхания
митохондрий определяли кислородным электро-
дом Кларка, используя полярограф Oxytherm sys-
tem “Hansatech Inst.” (Англия) в ячейке объемом
1.4 мл. Реакционная среда содержала 300 мМ са-
харозы, 18 мМ КН2РО4 (рН 7.36), 1 мМ МgСl2,
5 мМ EDTA. Анализ активности митохондрий
проводили с субстратами, при окислении кото-
рых в транспорте электронов участвовали отдель-
ные, заранее известные комплексы ЭТЦ. Были
использованы следующие субстраты: 10 мМ ма-
лат + 10 мМ глутамат (транспорт электронов на-
чинается с комплекса I ЭТЦ); 8 мМ сукцинат +
+ 5 мМ глутамат (транспорт электронов начина-
ется с комплекса II ЭТЦ); 1 мМ NADH (поток
электронов проходит по участку ЭТЦ “внешняя”
NADH-дегидрогеназа – комплекс III – убихинон –
комплекс IV) и 2 мМ аскорбат + 0.2 мМ тетраме-
тил-п-фенилендиамин (TMPD) – аскорбат в
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присутствии TMPD является эффективным ис-
кусственным донором электронов, которые через
цитохром с подаются в комплекс IV, минуя другие
комплексы [16]. При использовании в качестве
субстратов окисления сукцината и NADH транс-
порт электронов в комплексе I блокировали до-
бавлением в реакционную среду 3 мкМ ротенона.
При окислении NADH из состава среды инкуба-
ции исключали EDTA и для активации “внеш-
ней” ротенон-нечувствительной NADH-дегидро-
геназы включали 0.06 мМ CaCl2 [17]. Максималь-
ную скорость окисления субстратов измеряли в
присутствии 50–200 мкМ ADP.

На основе полярограмм рассчитывали ско-
рость поглощения кислорода в метаболическом
состоянии 3 (V3, скорость фосфорилирующего
дыхания), скорость поглощения кислорода в ме-
таболическом состоянии 4 (V4, скорость нефос-
форилирующего дыхания), коэффициент дыха-
тельного контроля по Чансу–Вильямсу (КДК =
= V3/V4) и отношение ADP/О [18]. Концентрацию
митохондриального белка определяли по методу [19].
Для ингибирования цитохромного пути (ЦП) ис-
пользовали 0.4 мМ KCN (ингибитор цитохром c
оксидазы), для ингибирования альтернативного
пути (АП) – 1 мМ бензгидроксамовую кислоту
(BHAM, ингибитор альтернативной цианидрези-
стентной оксидазы), которые добавляли в фосфо-
рилирующем состоянии (V3). Активность ЦП
рассчитывали, как дыхание, ингибируемое KCN,
а активность АП, связанного с функционирова-
нием альтернативной оксидазы (АО), как дыха-
ние, ингибируемое BHAM в присутствии KCN
(цианидрезистентное дыхание, чувствительное к
BHAM, или потенциальная (максимально воз-
можная) активность АП). За 100% принимали
скорость поглощения кислорода митохондриями
в состоянии 3 до добавления ингибиторов (от-
дельно для каждого субстрата окисления).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных осуществляли с помощью про-
граммного пакета SigmaPlot 12.5. Эксперименты
проводили не менее чем в 3-кратной повторно-
сти. Данные диаграмм и таблиц представлены в
виде среднего арифметического (M) и стандарт-
ного отклонения (± S.D.) или в виде медианы
(Me) и интерквартильной широты [25%; 75% про-
центиль]. Нормальность распределения проверяли
с помощью критерия Шапиро–Уилка. В случае
нормального распределения для доказательства
наличия значимых различий между средними
значениями применяли однофакторный диспер-
сионный анализ с последующим множественным
сравнением средних по методу LSD Фишера
(данные представлены на рисунке в виде M ± S.D.
и в табл. 1 и 2 применительно к активности ЦП и

АП в виде М). Для доказательства наличия значи-
мых различий при распределении отличном от
нормального использовали H-критерий Краске-
ла–Уоллиса (данные представлены в табл. 1 и 2
(V3, V4, КДК, ADP/O) в виде Me [25%; 75%]). Раз-
личия между экспериментальными данными
считали статистически значимыми при p ≤ 0.05.

В работе были использованы следующие реак-
тивы: ADP (натриевая соль), ATP (натриевая
соль), глутамат (натриевая соль), KCN, ротенон
(Sigma, Германия); MOPS (AppliChem, Герма-
ния); NADH (динатриевая соль), цистеин (ICN
Biomedicals, Inc., США); BHAM, малат (натрие-
вая соль), тебуконазол (Tebuconazol PESTANAL),
TMPD (дигидрохлорид) (Sigma-Aldrich, Герма-
ния); BSA (MP Biomedicals Inc., Франция); сук-
цинат (натриевая соль) (Fluka, Япония); препарат
“Бункер” (Август, Россия); EDTA (динатриевая
соль) (Amresco, США). Остальные реактивы бы-
ли отечественного производства квалификации
ч. д. а. и х. ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В работе использовали препарат “Бункер” –
системный фунгицид (водно-суспензионный
концентрат) для протравливания семян профи-
лактического и лечебного действия, а также син-
тетический тебуконазол (Tebuconazol PESTANAL).
Доза препарата “Бункер” (1.5 мкл/г семян) была
подобрана в ходе лабораторных исследований по
изменению ростовых параметров колеоптилей
проростков озимой пшеницы [11]. Концентрация
тебуконазола также подбиралась эксперимен-
тально: так, тебуконазол в концентрации 1 мМ
вызывал ингибирование длины колеоптилей,

Рис. 1. Влияние тебуконазола (1) и тебуконазол-со-
держащего препарата “Бункер” (2) на рост колеопти-
лей озимой пшеницы. n = 3–4, M ± S.D.
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Таблица 1. Влияние тебуконазола и тебуконазол-содержащего препарата “Бункер” на скорость окисления раз-
личных субстратов в метаболических состояниях 3 (V3) и 4 (V4), коэффициент ДК (КДК) и отношение ADP/О
и активность цитохромного (ЦП) и альтернативного (АП) путей в митохондриях из побегов этиолированных
проростков озимой пшеницы, выращенных при 24°С

Примечание. Контроль – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных из необработанных
семян при 24°С; Тебуконазол – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при 24°С в
течение 2 сут в отсутствие обработок и 1 сут на растворе 1 мМ тебуконазола; Препарат “Бункер” – митохондрии, изолированные
из побегов 3-суточных проростков, выращенных из семян, обработанных препаратом “Бункер” (1.5 мкл/г семян) при 24°С. 
За 100% при расчете активности АП и ЦП принята скорость поглощения кислорода митохондриями варианта Контроль в со-
стоянии 3 до добавления ингибиторов отдельно для каждого субстрата окисления. 
* – указаны обнаруженные статистически значимые различия (p ≤ 0.05, n = 4) с вариантом Контроль при использовании
определенного субстрата.

Субстрат
окисления

V3 V4

КДК ADP/O
Активность пути, %

нмоль О2/мин/мг белка ЦП АП

Контроль

Малат 56.46
[53.08; 60.03]

18.96
[17.11; 22.00]

3.12
[2.40; 3.41]

2.79
[2.51; 3.01]

69 31

Сукцинат 67.89
[65.50; 71.39]

35.47
[31.59; 38.30]

2.03
[1.71; 2.14]

1.98
[1.73; 2.11]

82 18

NADH 75.0
[73.9; 80.3]

68.21
[62.63; 72.89]

1.13
[1.07; 1.18]

0.77
[0.50; 0.93]

89 11

Аскорбат 90.2
[87.5; 92.6]

70.81
[63.76; 72.05]

1.31
[1.26; 1.39]

0.83
[0.76; 0.95]

100 0

Тебуконазол

Малат 34.61*
[32.15; 37.62]

18.23*
[15.26; 19.85]

1.92*
[1.73; 2.07]

2.64
[2.48; 2.85]

37* 31

Сукцинат 54.91
[47.31; 65.56]

30.74
[27.66; 34.39]

1.81
[1.67; 1.93]

1.62
[1.46; 1.79]

67* 23*

NADH 73.31
[66.68; 81.90]

52.56
[45.02; 67.91]

1.40
[1.20; 1.51]

0.81
[0.79; 0.87]

78* 12

Аскорбат 85.08
[81.63; 92.40]

67.98
[57.31; 70.14]

1.32
[1.20; 1.49]

0.79
[0.76; 1.21]

100 0

Препарат “Бункер”

Малат 40.36*
[35.40; 42.43]

14.65*
[13.93; 15.95]

2.74*
[2.16; 2.94]

2.84
[2.68; 3.15]

62 19

Сукцинат 48.76*
[43.96; 49.82]

22.16*
[17.05; 25.2]

2.20*
[1.86; 2.74]

2.01
[1.61; 2.10]

50* 10*

NADH 49.19*
[48.06; 53.46]

43.80*
[42.00; 46.04]

1.14
[1.12; 1.16]

0.85
[0.47; 0.96]

59* 5*

Аскорбат 50.28*
[43.94; 53.28]

40.20*
[35.20; 44.28]

1.25
[1.14; 1.32]

1.05
[0.93; 1.18]

57* 0
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Таблица 2. Влияние тебуконазола и тебуконазол-содержащего препарата “Бункер” на скорость окисления раз-
личных субстратов в метаболических состояниях 3 (V3) и 4 (V4), коэффициент ДК (КДК), отношение ADP/О
и активность цитохромного (ЦП) и альтернативного (АП) путей в митохондриях из побегов закаленных (+2°С,
7 сут) этиолированных проростков озимой пшеницы

Примечание: Холодовое закаливание – митохондрии, изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при
24°С в течение 2 сут и закаленных при 2°С (в течение 7 сут); Тебуконазол + Холодовое закаливание – митохондрии, изоли-
рованные из побегов 3-суточных проростков, выращенных при 24°С в течение 2 сут в отсутствие обработок и 1 сут на растворе
1 мМ тебуконазола и закаленных при 2°С (в течение 7 сут); Препарат “Бункер” + Холодовое закаливание – митохондрии,
изолированные из побегов 3-суточных проростков, выращенных из семян, обработанных препаратом “Бункер” (1.5 мкл/г се-
мян) и закаленных при 2°С (в течение 7 сут). 
За 100% при расчете активности АП и ЦП принята скорость поглощения кислорода митохондриями варианта Холодовое за-
каливание в состоянии 3 до добавления ингибиторов отдельно для каждого субстрата окисления. 
* Указаны обнаруженные статистически значимые различия (p ≤ 0.05, n = 4) с вариантом Холодовое закаливание при исполь-
зовании определенного субстрата.

Субстрат
окисления

V3 V4

КДК ADP/O
Активность пути, %

нмоль О2/мин/мг белка ЦП АП

Холодовое закаливание

Малат 35.82
[33.18; 40.21]

12.58
[11.41; 16.11]

2.59
[2.41; 3.10]

2.56
[2.34; 2.60]

64 36

Сукцинат 46.01
[44.17; 48.21]

26.86
[25.00; 29.06]

1.72
[1.61; 1.86]

1.71
[1.20; 2.11]

79 21

NADH 60.16
[49.11; 62.66]

48.78
[42.79; 53.67]

1.15
[1.12; 1.18]

0.94
[0.75; 0.99]

96 4

Аскорбат 57.34
[55.81; 64.97]

43.69
[39.62; 54.00]

1.29
[1.18; 1.45]

0.95
[0.87; 1.23]

100 0

Тебуконазол + Холодовое закаливание

Малат 41.66
[36.98; 43.68]

14.77
[14.03; 15.53]

2.78
[2.61; 2.96]

2.77
[2.50; 2.94]

67 49*

Сукцинат 49.16
[46.14; 52.87]

28.60
[27.36; 29.53]

1.73
[1.66; 1.80]

1.77
[1.69; 2.09]

81 28*

NADH 63.18
[56.74; 68.88]

53.45
[46.94; 60.70]

1.17
[1.14; 1.21]

1.11
[0.97; 1.27]

108* 9*

Аскорбат 66.59
[56.03; 70.97]

56.45
[41.95; 58.91]

1.25
[1.15; 1.39]

0.96
[0.84; 1.18]

100 0

Препарат “Бункер” + Холодовое закаливание

Малат 35.22
[30.94; 42.74]

15.68
[13.28; 17.47]

2.69
[1.90; 2.79]

2.53
[2.35; 3.20]

66 35

Сукцинат 41.24
[38.72; 55.05]

24.58
[24.08; 25.13]

1.71
[1.57; 2.20]

1.79
[1.36; 1.90]

75 20

NADH 44.89*
[38.84; 50.63]

37.01*
[34.58; 44.12]

1.17
[1.09; 1.20]

1.27
[0.91; 1.39]

86* 6

Аскорбат 63.58
[50.74; 69.71]

45.99
[37.36; 54.94]

1.31
[1.21; 1.51]

0.81
[0.62; 1.05]

101 0
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статистически значимо не отличающееся от ин-
гибирования, которое оказывал препарат “Бун-
кер” в концентрации 1.5 мкл/г семян (рис. 1).

В настоящей работе анализировали последей-
ствие тебуконазол-содержащего препарата “Бун-
кер” и тебуконазола на функционирование дыха-
тельной цепи митохондрий озимой пшеницы у
проростков, выращенных при 24°С и прошедших
холодовое закаливание.

Как известно, ЭТЦ растительных митохон-
дрий содержит четыре классических комплекса –
комплекс I (NADH-убихинон оксидоредуктаза),
комплекс II (сукцинат-убихинон оксидоредуктаза),
комплекс III (убихинол-цитохром с оксидоредук-
таза) и комплекс IV (цитохром с оксидаза), а
также альтернативные ферменты – ротенон-нечув-
ствительные NAD(P)H-дегидрогеназы (NAD(P)H-
ДГ II типа) и цианидрезистентную АО [20]. Ис-
пользуя различные субстраты цикла трикарбоно-
вых кислот и ингибиторы транспорта электронов,
можно оценить работу ЭТЦ митохондрий и ее от-
дельных комплексов.

Свежевыделенные из побегов контрольных
проростков митохондрии озимой пшеницы были
энергетически активными, с хорошей степенью
сопряжения процессов окисления и фосфорили-
рования (табл. 1). Об эффективности окислитель-
ного фосфорилирования в митохондриях свиде-
тельствует то, что значения отношения ADP/О
при окислении митохондриями малата и сукци-
ната были близкими к теоретическим (около 3
для малата, 2 для сукцината). Высокая скорость
окисления экзогенного NADH указывает на
функционирование в митохондриях озимой пше-
ницы “внешней” NADH-дегидрогеназы. Поток
электронов через комплекс IV ЭТЦ (при окисле-
нии аскорбата + TMPD) был сопряжен с фосфо-
рилированием (табл. 1).

Обработка проростков тебуконазолом приво-
дила к существенному ингибированию скорости
фосфорилирующего дыхания в изолированных
из них митохондриях при окислении малата и не-
значительному снижению скорости нефосфори-
лирующего дыхания, в результате этого КДК по-
нижался (табл. 1). Значимого влияния обработки
на отношение ADP/О при этом не наблюдали.
При использовании в качестве субстратов окис-
ления сукцината, NADH и аскорбата + TMPD
статистически значимого снижения скоростей
поглощения кислорода и изменений в значениях
КДК и ADP/О у митохондрий этого варианта не
происходило.

В митохондриях, изолированных из побегов
проростков, выращенных из семян, обработан-
ных тебуконазол-содержащим препаратом “Бун-
кер”, также наблюдалось значительное снижение

скорости фосфорилирующего дыхания при окис-
лении малата (табл. 1). Однако, в отличие от дей-
ствия тебуконазола, наряду с ингибированием
скорости фосфорилирующего дыхания, происхо-
дило значимое снижение и скорости нефосфори-
лирующего дыхания митохондрий, что не сопро-
вождалось таким сильным снижением КДК, как в
митохондриях из обработанных тебуконазолом
проростков. При окислении митохондриями дру-
гих используемых субстратов (сукцината, NADH,
аскорбата + TMPD) наблюдали ингибирование
скоростей фосфорилирующего и нефосфорили-
рующего дыхания, при этом снижения КДК не
наблюдали (табл. 1).

Поскольку тебуконазол и протравитель “Бун-
кер” оказывали влияние на окислительную ак-
тивность митохондрий озимой пшеницы, было
изучено изменение активности ЦП и АП дыхания
в митохондриях после обработки данными пре-
паратами. Анализ проводили с помощью после-
довательного добавления к митохондриям инги-
биторов цитохромного (KCN) и альтернативного
(BHAM) путей транспорта электронов. Потенци-
альная активность альтернативного пути в мито-
хондриях, изолированных из контрольных про-
ростков, составляла 31% при окислении малата,
18% при окислении сукцината, 11% при окисле-
нии NADH (табл. 1). Более высокая активность
АП при окислении митохондриями малата и сук-
цината ранее наблюдалась и в других работах [4],
и было предположено, что это связано с тем, что
при окислении малата или сукцината образуется
пируват, который, как известно, является актива-
тором АО [21, 22].

Тебуконазол не оказывал влияния на потенци-
альную активность АП в митохондриях озимой
пшеницы, но при этом значительно снижалось
цианидчувствительное дыхание при окислении
митохондриями малата. Следует отметить, что на
фоне сниженного дыхания по цитохромному пу-
ти доля АП в дыхании митохондрий возросла бо-
лее чем в 1.4 раза. В то же время тебуконазол ока-
зывал лишь незначительное влияние на актив-
ность ЦП в митохондриях при окислении ими
сукцината и NADH, а на потенциальную актив-
ность АП не оказывал никакого влияния (табл. 1).
При окислении митохондриями аскорбата +
+ TMPD значимых различий в активности ЦП
между контрольными проростками и проростка-
ми, обработанными 1 мМ тебуконазолом, не об-
наружено.

Обработка семян препаратом “Бункер” снижала
как активность цитохромного, так и альтернатив-
ного путей дыхания независимо от используемо-
го субстрата окисления (табл. 1). Из полученных
данных следует, что тебуконазол ингибирует
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транспорт электронов через комплекс I ЭТЦ, при
этом на фоне ингибирования цитохромного пути
доля АП в общем дыхании митохондрий возрас-
тает. В свою очередь, препарат “Бункер” в отли-
чие от тебуконазола ингибирует перенос электро-
нов как по ЦП, так и по АП.

Озимые злаки в природных условиях до пере-
зимовки проходят осеннее закаливание, в резуль-
тате чего возрастает их холодо- и морозоустойчи-
вость. В связи с этим в следующей части работы
представлен анализ действия тебуконазола и те-
буконазол-содержащего протравителя на функ-
ционирование митохондрий, изолированных из
побегов проростков озимой пшеницы, прошед-
ших закаливание.

Холодовое закаливание контрольных пророст-
ков озимой пшеницы сопровождалось снижени-
ем скоростей как фосфорилирующего, так и не-
фосфорилирующего дыхания в изолированных
из них митохондриях независимо от используе-
мых субстратов окисления (табл. 1, 2). При этом
снижение скоростей дыхания (более экономное
поглощение кислорода при низкой температуре)
не приводило к существенному изменению эф-
фективности окислительного фосфорилирова-
ния – наблюдалось только незначительное сни-
жение величин КДК и/или ADP/О при окисле-
нии малата и сукцината (табл. 1, 2). Изменения в
окислительной активности митохондрий при за-
каливании проростков были связаны с некото-
рым повышением потенциальной активности АП
при окислении малата и сукцината (табл. 1, 2).

В отличие от контрольных проростков в ответ
на холодовую обработку проростков озимой пше-
ницы, предварительно обработанных тебукона-
золом, снижения скорости фосфорилирующего
дыхания (V3) в изолированных из них митохон-
дриях при окислении малата не наблюдали, на-
оборот, она увеличивалась (табл. 2). В этих усло-
виях на фоне сниженной скорости нефосфорили-
рующего дыхания происходило увеличение
значения КДК (примерно на 45%). При окисле-
нии других субстратов повышения степени со-
пряжения окислительного фосфорилирования в
митохондриях не детектировали. В сравнении с
митохондриями закаленных необработанных
проростков для митохондрий из проростков, об-
работанных перед закаливанием тебуконазолом,
было характерно некоторое повышение скоро-
стей дыхания, особенно при окислении малата и
аскорбата. При этом увеличение скоростей дыха-
ния митохондрий значимо не отразилось на зна-
чениях КДК и ADP/О. По сравнению с необрабо-
танными проростками в закаленных проростках,
обработанных тебуконазолом, активность АП
была больше. При окислении митохондриями

малата и сукцината активность ЦП не изменя-
лась, а при окислении NADH увеличивалась
(табл. 2).

Митохондрии, выделенные из закаленных
проростков озимой пшеницы, выращенных из
обработанных препаратом “Бункер” семян, име-
ли более низкие скорости дыхания, чем до зака-
ливания проростков, за исключением дыхания на
аскорбате + TMPD (табл. 1, 2). Сопряженность
процессов окисления и фосфорилирования в ми-
тохондриях почти не изменялась независимо от
субстрата. Следует заметить, что скорость окис-
ления NADH митохондриями из закаленных
проростков, выращенных из семян, обработан-
ных препаратом “Бункер”, была гораздо ниже,
чем в митохондриях из закаленных необработан-
ных проростков, в то время как скорости окисле-
ния малата, сукцината и аскорбата были сходными
(табл. 2). Это можно объяснить ингибированием
активности внешней ротенон-нечувствительной
NADH-дегидрогеназы компонентами препарата
“Бункер” как в контрольных условиях (табл. 1),
так и при действии низкой температуры (табл. 2).
Других значительных изменений в параметрах
окислительного фосфорилирования митохон-
дрий озимой пшеницы, изолированных из зака-
ленных проростков, выращенных из семян, обра-
ботанных препаратом “Бункер”, не было выявле-
но. Нами также обнаружено, что окислительная
активность митохондрий данного варианта опыта
была ниже, чем в митохондриях из закаленных
проростков озимой пшеницы, предварительно
обработанных тебуконазолом (табл. 2). При
оценке активности ЦП и АП при закаливании
установлено, что, в отличие от действия тебуко-
назола, обработка препаратом “Бункер” не вызы-
вала изменений в потоке электронов по цито-
хромному и альтернативному путям, за исключе-
нием ингибирования ЦП при окислении NADH
(табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что многие пестициды помимо сво-
его основного целевого воздействия оказывают
на растения дополнительные побочные эффекты.
Это выражается не только в различной степени
фитотоксических проявлений, но и в стимулиру-
ющих и рострегулирующих воздействий. Знание
о направленности и силе этих воздействий позво-
лит более грамотно применять химические сред-
ства защиты растений, получая дополнительный
положительный эффект и позволит избежать от-
рицательного действия препарата. В настоящей
работе исследовано влияние тебуконазола и тебу-
коназол-содержащего протравителя на функцио-
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нирование митохондрий озимой пшеницы в кон-
трольных условиях и при холодовом закаливании
и определены возможные изменения потенци-
альной (максимально возможной) активности
альтернативной оксидазы в этих условиях.

Показано, что обработка проростков озимой
пшеницы тебуконазолом, как и обработка семян
тебуконазол-содержащим препаратом “Бункер”,
эффективно ингибировала скорость фосфорили-
рующего дыхания у митохондрий при окислении
ими малата (табл. 1). В связи с этим можно гово-
рить о том, что последействие тебуконазола в ми-
тохондриях направлено в большей мере на транс-
порт электронов через комплекс I ЭТЦ. На это
также указывают данные об отсутствии ингиби-
рующего действия тебуконазола на окисление
митохондриями сукцината и NADH. Получен-
ные результаты согласуются с имеющимися в ли-
тературе данными о влиянии системных фунги-
цидов (витавакса, плантвакса и байлетона – про-
изводное 1,2,4-триазола) на дыхание корней
проростков пшеницы [10]. Как было показано ав-
торами, фунгициды оказывают ингибирующий
эффект на дыхание корней, связанный с их влия-
нием на ЭТЦ митохондрий, при этом не затраги-
вается гликолиз и цикл Кребса. Действие фунги-
цидов было аналогично действию ротенона (ин-
гибитору комплекса I ЭТЦ) – как и в случае с
ротеноном, ингибирование снималось витами-
ном К3, что позволило авторам предположить,
что фунгициды действуют на комплекс I ЭТЦ ми-
тохондрий растений. Анализ полученных нами
результатов позволяет полагать, что присутствие
тебуконазола как действующего вещества в соста-
ве протравителя “Бункер” обуславливает его ин-
гибирующее действие на скорость дыхания мито-
хондрий озимой пшеницы при транспорте
электронов через комплекс I ЭТЦ (субстрат
окисления малат). В то же время в отличие от дей-
ствия тебуконазола препарат “Бункер”, ингиби-
руя окисление митохондриями таких субстратов,
как сукцинат, NADH и аскорбат, оказывал влия-
ние и на транспорт электронов через комплек-
сы II, III и IV ЭТЦ растительных митохондрий.
По-видимому, неспецифическое действие препа-
рата “Бункер” на скорость поглощения кислоро-
да митохондриями связано с влиянием вспомога-
тельных соединений, присутствующих в составе
препарата.

В природных условиях озимые злаки до пере-
зимовки проходят осеннее закаливание, что поз-
воляет им переживать неблагоприятные условия
зимнего периода [1, 2]. Полученные в настоящей
работе результаты показали, что после холодово-
го закаливания проростков озимой пшеницы у
изолированных из этих проростков митохондрий

происходило снижение скоростей как фосфори-
лирующего, так и нефосфорилирующего дыха-
ния независимо от используемых субстратов
окисления. Такие изменения в окислительной
активности митохондрий после действия низких
температур на проростки озимой пшеницы ранее
были отмечены другими авторами [23, 24]. Одна-
ко митохондрии озимой пшеницы из закаленных
при низкой положительной температуре про-
ростков оставались энергетически активными,
что является необходимым условием эффектив-
ного закаливания и позволяет обеспечивать
клетку энергией для синтеза стрессовых белков и
других защитных макромолекул. У пшеницы
идентифицированы два гена, кодирующих AO, –
AOX1a и AOX1c, содержание транскриптов кото-
рых возрастает при закаливании к холоду [25].
Нами ранее было показано, что в начальный пе-
риод холодового закаливания этиолированных
проростков озимой пшеницы одновременно с
индукцией экспрессии гена AOX1c происходит
усиление экспрессии генов ATP6 и NAD7, продук-
ты которых играют ведущую роль при функцио-
нировании ATP-синтазы и комплекса I ЭТЦ, со-
ответственно [4]. Такой скоординированный ха-
рактер экспрессии данных генов предполагает,
что функционирование АО при окислении мала-
та митохондриями в условиях холодового закали-
вания, по-видимому, позволяет поддерживать Δψ
на внутренней митохондриальной мембране за
счет пункта сопряжения в комплексе I ЭТЦ, на
что указывали в своих работах и другие авторы
[26, 27].

Что касается функционирования митохон-
дрий, изолированных из закаленных проростков,
обработанных тебуконазолом, то более высокие
скорости окисления субстратов и увеличение ак-
тивности АП дыхания (табл. 2) свидетельствуют о
возможной защитной роли тебуконазола в меха-
низмах устойчивости растительной клетки к низ-
кой температуре, связанной с поддержанием син-
теза ATP для обеспечения синтетических процес-
сов в клетке при закаливании. В то же время
окислительная активность митохондрий, выде-
ленных из закаленных проростков озимой пше-
ницы, выращенных из обработанных препаратом
“Бункер” семян, была ниже, чем до закаливания
проростков, и ниже активности митохондрий из
закаленных проростков озимой пшеницы, пред-
варительно обработанных тебуконазолом (табл. 2).

Таким образом, тебуконазол и тебуконазол-
содержащий препарат “Бункер” оказывают влия-
ние на функционирование митохондрий озимой
пшеницы как при обычной температуре выращи-
вания, так и при закаливании, но их действие раз-
лично. Тебуконазол и тебуконазол-содержащий
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препарат “Бункер” оказывают различное влия-
ние не только на окислительную активность ми-
тохондрий, но и на изменение потока электронов
по цитохромному и альтернативному путям
транспорта. Их действие на скорость окисления
субстратов митохондриями зависит от температу-
ры, при которой росли проростки. Учитывая, что
препарат “Бункер” и тебуконазол оказывают ро-
стингибирующее действие на проростки озимой
пшеницы (рис. 1) и при этом митохондрии, изо-
лированные из таких проростков, выращенных в
контрольных условиях, обладают сниженным
дыханием, можно полагать, что такое изменение
носит адаптивный характер и направлено на сни-
жение расходования субстратов дыхания и повы-
шение холодоустойчивости. При этом транспорт
электронов по альтернативному пути через АО
под действием тебуконазола не ингибируется, что
может быть важным для предотвращения разви-
тия окислительного стресса в митохондриях при
низкой температуре [3, 28]. При холодовом зака-
ливании реализуется другой механизм действия
тебуконазола, направленный на поддержание
скоростей дыхания митохондрий на более высо-
ком уровне за счет активации АО, функциями ко-
торой в период низкотемпературной адаптации
может быть поддержание синтеза ATP для обес-
печения синтетических процессов в клетке, а так-
же предотвращение развития окислительного
стресса. Так, у митохондрий холодозакаленных
проростков, предварительно обработанных тебу-
коназолом, активность АП была выше, чем у ми-
тохондрий из закаленных необработанных про-
ростков и выращенных из семян, обработанных
препаратом “Бункер”. Кроме того, при окисле-
нии NADH у митохондрий этого варианта про-
ростков цианидчувствительное дыхание увеличи-
лось. Эти изменения значимо увеличили суммар-
ное дыхание (сумму ЦП и АП) в митохондриях из
проростков, обработанных тебуконазолом до за-
каливания, при окислении малата, сукцината и
NADH (табл. 2). В отличие от этого у митохон-
дрий, изолированных из закаленных проростков,
выращенных из семян, обработанных препара-
том “Бункер”, сумма активностей ЦП и АП была
равна 100% при окислении малата и сукцината, а
при окислении NADH эта сумма была меньше
100%. По-видимому, это связано с тем, что в ответ
на закаливание у митохондрий этого варианта
скорости окисления снизились до скоростей ды-
хания митохондрий необработанных закаленных
проростков, при этом активность ЦП дыхания
была такой же, как у этих проростков (за исклю-
чением NADH). Эти результаты свидетельству-
ют, что процесс холодового закаливания у про-
ростков озимой пшеницы, выращенных из обра-

ботанных препаратом “Бункер” семян, прошел
успешно, и, как ранее нами было уже показано,
морозоустойчивость таких проростков выше по
сравнению с необработанными [11].

На основании полученных данных можно за-
ключить, что тебуконазол, изменяя окислитель-
ную активность митохондрий и активность аль-
тернативного пути дыхания, запускает механизм
повышения устойчивости растений к низкой тем-
пературе. В составе протравителя “Бункер” дей-
ствие тебуконазола, обусловленное его влиянием
на транспорт электронов через комплекс I ЭТЦ,
сохраняется, однако к нему добавляется неспеци-
фическое ингибирующее действие на скорость
поглощения кислорода митохондриями вспомо-
гательных соединений, присутствующих в препа-
рате, – загустителей, красителей, прилипателя
и др. Какие из этих компонентов влияют на
транспорт электронов в ЭТЦ митохондрий расте-
ний, еще предстоит выяснить.

Работа выполнена с использованием коллек-
ций ЦКП “Биоресурсный центр” и оборудования
ЦКП “Биоаналитика” Сибирского института
физиологии и биохимии растений СО РАН
(г. Иркутск).
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The Influence of Tebuconazole and Tebuconazole-Based Disinfectant “Bunker” 
on the Functioning of Winter Wheat Mitochondria

T. P. Pobezhimova1, A. V. Korsukova1, *, O. A. Borovik1, N. S. Zabanova1, 2,
N. V. Dorofeev1, O. I. Grabelnych1, 2, V. K. Voinikov1

1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Irkutsk, 664033 Russia

2Irkutsk State University, Irkutsk, 664003 Russia
*e-mail: avkorsukova@gmail.com

We studied the functioning of mitochondria from non-hardened and cold-hardened (2°C, 7 days) shoots of
etiolated winter wheat seedlings (Triticum aestivum L., variety Irkutskaya) grown from seeds treated with te-
buconazole-containing disinfectant “Bunker” (1.5 μL/g of seeds), and seedlings grown on tebuconazole
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solution (1 mM). It was shown that in control temperature conditions (24°C) tebuconazole reduced the rate
of malate oxidation by inhibiting the cytochrome pathway (CP) of respiration, while the “Bunker” nonspe-
cifically inhibited the rate of electron transfer along the electron transport chain (ETC) and blocked both CP
and alternative (AP) paths of respiration. During cold hardening tebuconazole caused an increase in the mi-
tochondrial oxidative activity by increasing the AP activity, mainly during malate oxidation, while the “Bun-
ker” reduced the rate of NADH oxidation by inhibiting CP. We suggest that the effect of the disinfectant
“Bunker” on plant respiration is mediated not only by tebuconazole, but also by additional compounds.

Keywords: respiration, oxidative phosphorylation of mitochondria, tebuconazole, tebuconazole-based disin-
fectant, winter wheat, low temperature
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В работе было проведено морфометрическое исследование внутренней ультраструктуры митохон-
дрий мышечной ткани волосатика Gordionus alpestris (Nematomorpha). В качестве основного измеря-
емого морфометрического параметра был взят общепринятый стереологический параметр – пло-
щадь поверхности внутренней мембраны митохондрий на единицу объема митохондрии или по-
верхностная плотность внутренней мембраны. Был проведен сравнительный анализ значений
данного параметра у волосатика с аналогичными данными для митохондрий скелетной и сердечной
мышцы. Было установлено, что значение поверхностной плотности внутренней мембраны мито-
хондрий волосатика паразитической формы составляет 41.70 мкм2/мкм3, а свободноживущей фор-
мы – 39.42 мкм2/мкм3, что соответствует значениям этого параметра для кардиомиоцитов мыши
(С57BL/6 × CBA) в возрасте трех месяцев, кардиомиоцитов крыс Wistar в возрасте трех месяцев и
достоверно выше, чем у митохондрий скелетной мышцы мыши того же возраста (33.53 мкм2/мкм3).
Обсуждается функциональное значение мощно развитой системы митохондриальных мембран
протяженных митохондрий волосатика как структуры в качестве структуры, необходимой для обес-
печения эффективной работы сократительного аппарата мышечной ткани волосатика.

Ключевые слова: митохондрии, ультраструктура, морфометрия, косоисчерченная мышечная ткань
(тип flattened circomyarian)
DOI: 10.31857/S0233475520020048

ВВЕДЕНИЕ
Проведенное нами ранее исследование уль-

траструктуры хондриома мышечной ткани воло-
сатика (Gordionus alpestris) показало, что митохон-
дриальный аппарат лентообразных мышечных
волокон, достигающих в длину до 800 мкм, – это
мощно развитая митохондриальная система, об-
разованная протяженными митохондриями, рас-
положенными в центральном цитоплазматиче-
ском пространстве мышечного волокна и полно-
стью его заполняющими [1]. Однако согласно
литературным данным, хондриом мышечной тка-
ни волосатика представлен мелкими, одиночными,
редко расположенными митохондриями [2, 3].
Нами было высказано предположение, что система
протяженных гигантских митохондрий, обнару-
женная в мышечной ткани волосатика, является

не просто морфологической особенностью уль-
траструктуры данной ткани, но функционально
обусловленным типом организации митохондри-
ального аппарата, который выполняет определя-
ющую роль для энергообеспечения активно рабо-
тающей мышечной ткани.

Известно, что функциональные особенности
митохондрий в большой степени определяются
не только морфологическими состояниями, но и
параметрами внешней и внутренней мембраны
митохондрий. Такая оценка состояния хон-
дриома возможна с использованием методов
морфометрии и стереологии, позволяющих
устанавливать корреляцию митохондриальных
структурных параметров с энергетическим режи-
мом митохондрий и ткани в целом [4–9]. Энерге-
тический режим митохондрий хорошо иллюстри-

УДК 577.24
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рует такой общепринятый стереологический па-
раметр, как площадь поверхности внутренней
мембраны митохондрий на единицу объема ми-
тохондрии или поверхностная плотность внут-
ренней мембраны [10, 11].

Этот параметр был взят нами в качестве основ-
ного измеряемого морфометрического параметра
для анализа ультраструктуры митохондрий мы-
шечной такни волосатика. Для обоснования
предположения об особенностях структуры ми-
тохондрий мышечной ткани волосатика, связан-
ных с уровнем энергозатрат и функциональных
нагрузок, мы провели сравнительный анализ дан-
ных поверхностной плотности внутренней мем-
браны митохондрий волосатика с аналогичными
данными для митохондрий скелетной и сердеч-
ной мышцы мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Особи Gordionus alpestris (Villot, 1885) были

собраны в Республике Адыгея, пос. Никель
(44°10′40.1″ N, 40°09′28.2″ E), хозяин – двупарно-
ногая многоножка Pachyiulus krivolutskyi. Волоса-
тики паразитируют в полости тела различных
членистоногих (в основном насекомых). Достиг-
нув определенных размеров, они выходят из хозя-
ев и живут свободно в воде, при этом свободно-
живущая форма не способна к питанию и умирает
вскоре после копуляции. [12]. Исследованы 1 сам-
ка, 1 самец паразитарной формы, которых добы-
вали путем вскрытия многоножек, и 2 самки,
2 самца свободноживущей формы. Мышечную
ткань забирали на одном и том же уровне цен-
тральной части тела особей.

В нашем исследовании были также исполь-
зованы лабораторные мыши-самцы, F1 (C57Bl/6 ×
× CBA).

Животных содержали в стандартных условиях
вивария, в индивидуально вентилируемых клет-
ках (система IVC, TECNIPLAST S.p.A., Италия)
по 5 особей, в условиях свободного доступа к кор-
му (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Германия) и воде; в
условиях свободных от патогенов; при световом
режиме 12/12, в помещениях с кратностью возду-
хообмена не менее 15 об/ч, с температурой возду-
ха 20–24°С, влажностью 30–70%; в качестве под-
стила использовали деревянную щепу Lignocel
(JRS, Германия); все материалы, поступающие к
животным, были стерилизованы.

Все манипуляции на лабораторных мышах
осуществлялись по протоколу, одобренному ло-
кальной комиссией по биоэтике ИЦ ВЭК OOO
“НИИ Митоинженерии МГУ”, заключение ко-
миссии номер 67 от 28.04.2015 года.

Для исследования ультраструктуры митохон-
дриального аппарата скелетной мышцы забирали
ткань широких мышц бедра: латеральной, меди-

альной и промежуточной (musculus vastus lateralis,
medius, intermedius).

Для исследования ультраструктуры митохон-
дриального аппарата кардиомиоцитов забирали
ткань левого желудочка сердца.

Материал фиксировали 3% раствором глутаро-
вого альдегида в фосфатном буфере (рН 7.4) в тече-
ние 2 ч при 4°С, затем дофиксировали 1% раство-
ром четырехокиси осмия в буфере в течение 1.5 ч
и обезвоживали в растворах спиртов с возрастаю-
щей концентрацией спирта (70% спирт был на-
сыщен уранилацетатом). Материал заливали в
эпоксидную смолу Эпон-812. Серийные ультра-
тонкие срезы делали на ультрамикротоме Leica
ULTRACUT (Германия), окрашивали свинцом
по Рейнольдсу. Полученные препараты просмат-
ривали и фотографировали в электронном мик-
роскопе JEOL JEM-1400 (Япония) c цифровой
камерой Emsis QUEMESA. Для морфометриче-
ского исследования на каждом отобранном элек-
тронно-микроскопическом снимке вручную вы-
делялись отдельные митохондрии, затем внутри
каждой митохондрии выделялась внутренняя
мембрана. Ширина линии при выделении мем-
бран выбиралась исходя из масштаба снимка,
среднюю ширину внутренней мембраны мито-
хондрии на снимке считали равной 75 Å. Учиты-
вая известную толщину среза в 700 Å, с помощью
пакета анализа данных в Adobe Photoshop были
вычислены различные морфометрические пара-
метры, такие как площадь внутренней мембраны
митохондрий в объеме среза, общая длина внут-
ренней мембраны митохондрий и объем мито-
хондрии в срезе. С помощью полученных данных
была рассчитана площадь поверхности внутрен-
ней мембраны (мкм2) на единицу объема мито-
хондрии (мкм3). Для статистической обработки
морфометрических данных использовался пакет
STATISTICA 8. Для проверки нормальности дан-
ных использовался тест Колмогорова-Смирнова,
попарные сравнения делались между формами
волосатика, а также между мышцей волосатика и
скелетной/сердечной мышцей мыши с поправ-
кой Бонферрони на множественные сравнения и
уровнем значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мышечная ткань волосатика (тип flattened cir-
comyarian) представлена слоем уплощенных лен-
тообразных мышечных волокон. В центре мы-
шечного волокна располагается узкая цитоплаз-
матическая область, окруженная сплошным
периферическим слоем сократительного матери-
ала, который образует подобие футляра вокруг
центральной цитоплазматической области. На
рис. 1а показан участок мышечного волокна на
поперечном сечении. Можно видеть узкую цен-
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тральную цитоплазматическую область, равно-
мерно заполненную мелкими митохондриями
округлой или удлиненной формы. В предыдущем
исследовании [1] мы показали, что это попереч-
ные сечения собранных в продольные тяжи про-
тяженных гигантских митохондрий, достигаю-
щих в длину более 4 мкм. На рис. 1б при большем
увеличении можно видеть, что митохондрии име-
ют хорошо выраженный матрикс, хаотично рас-
положенные кристы. Различий в структуре мито-
хондриального аппарата самцов и самок выявле-
но не было. Такая ультраструктурная картина
оказалась подходящей для морфометрической
оценки поверхностной плотности внутренней
мембраны митохондрий мышечных волокон
волосатика: отчетливо видны кристы мито-
хондрий и для измерений одновременно до-
ступны сечения 8–10 митохондрий.

В предыдущем исследовании было показано,
что ультраструктура митохондрий была идентич-
на у свободноживущих и у паразитарных форм
волосатика. В этой работе мы провели измерения
на участках поперечного сечения центральной
цитоплазматической области мышечных волокон
по 20 электронно-микроскопическим фотогра-
фиям в обеих группах животных.

На рис. 2 представлены результаты измерения
площади поверхности внутренней мембраны в
единице объема митохондрии мышечной ткани во-
лосатика. Этот показатель составил 39.42 мкм2/мкм3

для митохондрий паразитарной формы и
41.7 мкм2/мкм3 для свободноживущей формы.
Значение стандартной ошибки среднего не пре-
вышает 1.5 мкм2/мкм3, статистически достовер-
ных отличий не выявлено, что свидетельствует о
том, что митохондрии обеих форм волосатика
имеют схожий уровень активности.

Отсутствие разницы в строении митохондрий
у свободноживущих и паразитарных форм воло-
сатика (как в предыдущем исследовании, так и в
этой работе) можно объяснить тем, что невоз-
можно установить точную фазу жизненного цик-
ла отловленных животных.

Интерес представляет сравнение полученных
морфометрических данных о параметрах внут-
ренней митохондриальной мембраны мышечной
ткани волосатика с результатами морфометриче-
ского анализа митохондрий скелетной и сердеч-
ной мышц млекопитающих, характеризующихся
энергоемкими и одновременно синхронными
процессами сокращения мышечных клеток.

Хорошо известно, что наряду с существенны-
ми различиями в функционировании этих мы-
шечных тканей (в скелетной мышце сокращение
и расслабление происходит не постоянно, в мы-
шечной ткани сердца – непрерывно) и значи-
тельными различиями в структурной организа-
ции хондриома сердечной и скелетной мышц,

ультраструктурная организация хондриома этих
мышечных тканей подчинена выполнению одной
и той же основной функции – обеспечению эф-
фективной деятельности сократительного аппа-
рата, которое происходит за счет систем мембран
гигантских митохондрий, объединенных в еди-
ную систему митохондриального ретикулума.

Рис. 1. Ультраструктура митохондрий мышечной тка-
ни волосатика. а – на поперечном сечении мышечного
волокна можно видеть мелкие одиночные митохон-
дрии, расположенные в центральной цитоплазмати-
ческой области. б – особенности ультраструктуры
митохондрий при большем увеличении.

1 мкм

0.3 мкм

а

б

Рис. 2. Поверхностная плотность внутренней мем-
браны митохондрий в мышечной ткани различных
животных: 1 – мышечная ткань паразитической фор-
мы волосатика; 2 – мышечная ткань свободноживу-
щей ткани волосатика; 3 – скелетная мышца мыши;
4 – сердечная мышца мыши.
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Как известно, в скелетной мышце основная мас-
са митохондриального материала – митохондри-
альный ретикулум, образованный разветвленными
гигантскими митохондриями – располагается в ви-
де слоев в изотропных зонах, в плоскости перпен-
дикулярной длинной оси мышечного волокна [13,
14]. Поэтому на продольном срезе мышечного во-
локна мы видим поперечные сечения гигантских
митохондрий в виде мелких одиночных митохон-
дрий, расположенных в изотропной зоне попарно
по обе стороны от Z-линии (рис. 3).

Морфометрическую оценку поверхностной
плотности внутренней мембраны митохондрий
скелетной мышцы мыши мы проводили на
20 электронно-микроскопических фотографиях
участков продольного среза мышцы, содержаще-
го не менее 15 поперечных сечений митохондри-
ального ретикулума. На рис. 2 можно видеть, что
значение поверхностной плотности внутренней
мембраны митохондрий скелетной мышцы со-

ставило 33.53 мкм2/мкм3, что достоверно ниже
показателей как для паразитической, так и для
свободноживущей формы волосатика.

В кардиомиоцитах митохондриальный мате-
риал представлен в виде слоев, образованных ми-
тохондриями, объединенными в единую систему
митохондриального ретикулума, которые окру-
жают пучки миофибрилл [15, 16]. Такое располо-
жение митохондрий представлено на рис. 4.
Анализ поверхностной плотности митохондрий
кардиомиоцитов мы проводили также по 20 элек-
тронно-микроскопическим фотографиям участ-
ков продольных срезов кардиомиоцитов мыши,
содержащих не менее 10 сечений митохондрий.

Значение поверхностной плотности внутренней
мембраны митохондрий кардиомиоцитов мыши
составило 37.53 мкм2/мкм3 (рис. 3). Аналогичные
значения были получены нами ранее для мито-
хондрий кардиомиоцитов трехмесячных крыс
Wistar, которое составило 41.30 мкм2/мкм3 [8].

Таким образом, не только морфологические
ультраструктурные исследования, но и морфо-
метрический анализ параметров внутренней ми-
тохондриальной мембраны показал, что в мы-
шечной ткани волосатика присутствует хорошо
развитая митохондриальная мембранная система
Косоисчерченная мышечная ткань волосатика
(тип flattened circomyarian), имеет черты сходства
как с гладкомышечной тканью – митохондрии
располагаются в особой зоне – центральном ци-
топлазматическом пространстве, а не среди мио-
фибрилл, так и с поперечнополосатой – на осно-
вании ультраструктуры и особенностей функцио-
нирования сократительного аппарата.

Если представить структуру митохондриаль-
ного аппарата огромных лентообразных мышеч-
ных волокон волосатика (согласно литературным
данным) [2, 3] в виде мелких, одиночных не связан-
ных друг с другом митохондрий, расположенных в
центральном цитоплазматическом пространстве,
то очевидно, что при максимальной сократитель-
ной работе мелкие, одиночные митохондрии с не-
большим количеством крист не смогут обеспечить
координированную работу по осуществлению
нужной скорости выработки энергии для энерго-
обеспечения протяженных мышечных волокон, до-
стигающих в длину до 800 мкм.

Как показали морфометрические измерения,
значения поверхностной плотности внутренней
мембраны митохондрий волосатика соответству-
ют значениям этого параметра для кардиомиоци-
тов мыши (C57Bl/6 × CBA) в возрасте 3 мес., кар-
диомиоцитов крыс Wistar в возрасте 3 мес. и до-
стоверно выше, чем у митохондрий скелетной
мышцы мыши (C57Bl/6 × CBA) того же возраста.

Согласно существующим представлениям [2, 3],
основную часть туловищной мускулатуры воло-
сатика составляют косоисчерченные мышцы.

Рис. 3. Участок продольного среза мышечного волок-
на скелетной мышцы мыши. В изотропной зоне мож-
но видеть поперечные сечения митохондриального
ретикулума в виде мелких митохондрий, располо-
женных попарно по обе стороны Z-линии.

2 мкм

Рис. 4. Участок продольного среза кардиомиоцита
мыши. Можно видеть ряды митохондрий, располо-
женных вдоль миофибрилл.

2 мкм
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В косоисчерченных мышечных клетках присут-
ствуют так называемые “косые” саркомеры, т.к.
ограничивающие их Z-диски расположены косо
по отношению к длинной оси клетки. В отличие
от поперечнополосатых мышц в косоисчерчен-
ных мышечных клетках Z диски – это система
расположенных в ряд уплотненных фибрилляр-
ных участков, разделенных свободными проме-
жутками, где отсутствует жесткая структурная
связь толстых миозиновых протофибрилл в цен-
тре саркомера. Поэтому при сокращении проис-
ходит не только движение актиновых протофиб-
рилл к центрам саркомеров, но и смещение мио-
зиновых протофибрилл относительно друг друга,
приводящее к изменению угла наклона саркомера,
вследствие чего меняется расположение Z-дис-
ков – они располагаются так же, как и в саркоме-
рах поперечнополосатой мышечной ткани –
перпендикулярно длинной оси клетки. Эти
структурные особенности косоисчерченных мы-
шечных клеток позволяют генерировать более
мощное (по сравнению с поперечнополосатой
мышечной тканью) напряжение, необходимое
для осуществления разнообразных по направле-
нию сокращений, позволяющих обеспечивать
червеобразные движения тела волосатика [17]. Как
известно, мышечные сокращения являются завися-
щими от энергии процессами. Поэтому можно
предположить, что обнаруженное нами статистиче-
ски достоверное увеличение площади поверхности
внутренней митохондриальной мембраны в мышеч-
ных клетках волосатика по сравнению с митохон-
дриями скелетной мышцы мыши необходимо для
обеспечения соответствующего уровня дыхательной
активности митохондрий, лежащей в основе осо-
бенностей механохимических процессов сокраще-
ния мышечных клеток волосатика.

Таким образом, результаты наших исследова-
ний организации хондриома мышечной ткани
волосатика, на основе ультраструктурного и мор-
фометрического анализов, характеризуют функ-
циональное значение выявленной нами развитой
системы митохондриальных мембран протяжен-
ных митохондрий, в качестве структуры, необхо-
димой для эффективной работы сократительного
аппарата мышечной ткани волосатика.

Авторы выражают глубокую благодарность
В.В. Алёшину за помощь при подготовке публи-
кации результатов исследований.
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сийского фонда фундаментальных исследований
(проект № 18-34-00413).
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Morphometric Analysis of the Internal Ultrastructure of Mitochondria of Muscle Tissue 
of the Hair Gordionus alpestris (Nematomorpha)
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A morphometric study of the internal ultrastructure of mitochondria of muscle tissue of the horsehair worm
Gordionus alpestris (Nematomorpha) was carried out. As a main morphometric parameter measured, a gen-
erally accepted stereological parameter was taken, such as the surface area of the inner mitochondrial mem-
brane per unit of the mitochondria volume, or the surface density of the inner membrane. The surface density
of the inner membrane of the mitochondria of the Gordionus alpestris was compared with the respective pa-
rameters for mitochondria of the skeletal and cardiac muscle. It was found that the surface density of the inner
membrane of the mitochondria of the horsehair worm corresponds to the values of this parameter for cardio-
myocytes of mice at the age of 3 months and cardiomyocytes of Wistar rats at the age of 3 months and is even
slightly higher than this parameter in mitochondria of the skeletal muscle of mice at the age of 3 months. The
functional significance of a powerfully developed system of mitochondrial membranes of extended mito-
chondria of the horsehair worm is discussed as a structure necessary to ensure effective functioning of the
contractile apparatus of the muscle tissue of the worm.

Keywords: mitochondria, ultrastructure, morphometry, obliquely striated muscle (f lattened circomyarian
type), horsehair worm, Gordionus alpestris


