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Многочисленные виды коралловых полипов составляют структурную основу тропических коралло-
вых рифов. Ткани коралловых полипов богаты липидами. В настоящее время обобщена информа-
ция о составе жирных кислот и классов липидов кораллов, однако каждый класс липидов представ-
ляют собой сложный спектр молекулярных видов липидов, который определяется как липидóм
биологической системы. Научных работ по липидому человека и высших наземных животных опуб-
ликовано на два порядка больше, чем по липидому морских организмов, при этом данные о липи-
доме кораллов очень разрозненные. Существование симбиотических видов кораллов полностью за-
висит от наличия внутриклеточных микроводорослей – зооксантелл, потеря которых называется
обесцвечиванием кораллов и приводит к гибели всего кораллового рифа. При обесцвечивании про-
исходят существенные изменения липидного профиля кораллов. В настоящей работе обобщена ин-
формация о составе общих липидов, жирных кислот и молекулярных видов полярных и неполяр-
ных классов липидов восьмилучевых и шестилучевых коралловых полипов, а также их симбионтов,
дано общее представление о механизмах обесцвечивания кораллов и показана важность липидных
показателей при исследовании этого процесса. Переход от классических интегральных показателей
к липидомному анализу открывает новые возможности в изучении биохимии и экологии кораллов.
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ВВЕДЕНИЕ
Коралловые рифы служат домом для многих

видов донных и пелагических морских организ-
мов [1]. Структурную основу рифа составляют твер-
дые, или рифообразующие, кораллы (шестилуче-
вые коралловые полипы, Anthozoa: Hexacorallia:
Scleractinia), которые имеют твердый известковый
экзоскелет. Отмершие участки колоний твердых
кораллов заселяют мягкие кораллы (восьмилуче-

вые коралловые полипы, Anthozoa: Octocorallia),
которые можно разделить на горгонарии (Gorgo-
nacea), имеющие внутри колоний кератиноподоб-
ный осевой скелет, и альционарии (Alcyonacea),
содержащие внутри колонии мелкие известковые
спикулы. На коралловом рифе часто встречают-
ся другие представители шестилучевых коралло-
вых полипов – зоантарии (Anthozoa: Hexacoral-
lia: Zoanthidea), колонии которых, в отличие от
твердых кораллов, не имеют экзоскелета, но, по-
добно альционариям, содержат известковые спи-
кулы. Большинство видов коралловых полипов яв-
ляются симбиотическими животными, которые
содержат внутриклеточные симбиотические мик-
роводоросли (динофлагелляты семейства Symbio-
diniaceae) или зооксантеллы.

Ткани коралловых полипов богаты липидами,
которые составляют до 30% сухой массы тканей
колоний кораллов [2]. Более половины общих ли-
пидов кораллов составляют нейтральные липиды
(НЛ) [3], к которым относятся триацилглицери-
ды (ТГ), моноалкилдиацилглицериды (МАДАГ),
сложные эфиры алифатических спиртов и жир-

Сокращения: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная
хроматография; ДГДГ – дигалактозилдиацилглицериды;
ЖК – жирные кислоты; ЦАЭФ – керамидаминоэтилфос-
фонаты; МАДАГ – моноалкилдиацилглицериды; МГДГ –
моногалактозилдиацилглицериды; МС/МС – тандемная
масс-спектрометрия; ПНЖК – полиненасыщенные жир-
ные кислоты; СХДГ – сульфохиновозилдиацилглицериды;
ТГ – триглицериды; ТПЖК – тетракозаполиеновые кис-
лоты; ФИ – инозитглицерофосфолипиды; ФС – серин-
глицерофосфолипиды; ФХ – холинглицерофосфолипиды;
ФЭ – этаноламинглицерофосфолипиды; ЭВ – эфиры вос-
ков; APCI – химическая ионизация при атмосферном дав-
лении; ESI – ионизация распылением в электрическом
поле.
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ных кислот (ЖК), или воски (ЭВ), а также стери-
ны и эфиры стеринов [2, 4, 5]. В липидах зооксан-
телл содержится ряд гликолипидов (ГЛ): моно-,
дигалактозилдиацилглицериды (МГДГ и ДГДГ) и
сульфохиновозилдиацилглицериды (СХДГ), ко-
торые характерны для мембран фотосинтетическо-
го аппарата растений [6]. А также характерные для
растительных клеток бетаиновые липиды (БЛ).
Фосфорсодержащие липиды (ФЛ) составляют
13–50% от общих липидов тропических кораллов
[2, 7]. В состав ФЛ кораллов входят этаноламин-,
холин-, серин- и инозитглицерофосфолипиды
(ФЭ, ФХ, ФС и ФИ соответственно), лизофосфа-
тидилхолин (ЛФХ), лизофосфатидилэтаноламин
(ЛФЭ), а также фосфонолипид – церамидамино-
этилфосфонат (ЦАЭФ) [8, 9]. В коралловых по-
липах НЛ служат основным резервом энергии, а
ФЛ и стерины выполняют структурную функцию
и составляют основу клеточных мембран [10].

Общие липиды коралловых полипов содержат
более десяти основных классов липидов, однако
каждый класс липидов представляют собой слож-
ную смесь индивидуальных молекул, неполярная
часть которых различается по остаткам ЖК и али-
фатических спиртов. Кораллы, как и другие био-
логические объекты, содержат сотни молекуляр-
ных видов липидов. По аналогии с геномом, про-
теомом и метаболомом, общий спектр липидных
молекул биологической системы определяется
как липидóм, а картирование спектра липидов и
определение их биологической роли называется
липидомикой [11].

Существование симбиотических видов корал-
ловых полипов полностью зависит от наличия зоо-
ксантелл, которые в процессе фотосинтеза выра-
батывают питательные вещества, обеспечивая до
90% энергии, необходимой организму-хозяину
[12]. При температуре воды выше 32°С зооксан-
теллы покидают своего хозяина; потеря зооксан-
телл называется обесцвечиванием (bleaching).
Полное обесцвечивание под действием темпера-
турного стресса приводит к гибели не только от-
дельных животных, но и целых морских экоси-
стем, основой которых являются симбиотические
животные, в частности, экосистем коралловых
рифов. В процессе обесцвечивания в организме
коралла происходят существенные изменения, ко-
торые также отражаются и на их липидном про-
филе. Исследования, касающиеся изменений ли-
пидных показателей в процессе обесцвечивания
кораллов [5, 13–15] и их симбионтов [16–19] не
многочисленны, и лишь недавно было проведено
детальное исследование изменений, происходя-
щих в полном липидоме мягкого коралла Sinu-
laria sp., в условиях экспериментального темпе-
ратурного стресса [20].

В настоящее время, благодаря появлению но-
вых инструментальных методов, липидомный ана-

лиз широко применяется для диагностики многих
заболеваний, связанных с нарушением липидного
обмена [21, 22]. При этом количество опублико-
ванных научных работ по липидому человека и
высших наземных животных на два порядка пре-
вышает количество исследований липидома мор-
ских организмов. Данные о полном липидоме ко-
раллов и других видов морских беспозвоночных
очень ограниченные и разрозненные. Переход от
классических интегральных липидных показате-
лей к липидомному анализу может открыть новые
возможности в изучении биохимии и экологии
кораллов. Фундаментом для такого рода исследо-
ваний является расшифровка полного липидома
коралловых полипов. Целью настоящей работы
является обобщение информации, касающейся
изучения липидных профилей кораллов, а также
их симбионтов, и изменений липидных показате-
лей при неблагоприятных условиях окружающей
среды.

СИМБИОТИЧЕСКИЙ ОРГАНИЗМ КОРАЛЛА 
И ЕГО ОБЕСЦВЕЧИВАНИЕ

Почти половина беспозвоночных животных ти-
па Cnidaria, к которым относится класс коралло-
вых полипов (Anthozoa), содержит фотосинтети-
ческие микроорганизмы (зооксантеллы), которые
придают им свойства растений – это привело к
рождению концепции голобионта или метаорга-
низма. Такая ассоциация растительных симбион-
тов и животного организма-хозяина коралла сфор-
мировала целую экосистему кораллового рифа,
который считается “оазисом в пустынном океа-
не”. Огромная важность экосистем коралловых
рифов и реальная угроза их исчезновения стали
поводом для тщательного изучения книдарий [23].

Симбиотические динофлагелляты семейства
Symbiodiniaceae обычно расположены внутри
клеток гастродермикса кишечнополостного орга-
низма-хозяина (то есть, самого внутреннего тка-
невого слоя, который граничит с гастроваску-
лярной полостью), где они связаны мембранным
комплексом, состоящим из мембраны водоросле-
вого происхождения и наружной мембраны жи-
вотного организма-хозяина [24, 25]. Зооксантеллы
могут передаваться по наследству [26] или, чаще
всего, захватываются из окружающей среды [27].

В дополнение к высокой освещенности и убе-
жищу зооксантеллы, в обмен на фотосинтетиче-
ски фиксируемый углерод, получают от организ-
ма-хозяина неорганический азот, фосфор и угле-
род [28]. В случае твердых кораллов симбиоз
также тесно связан со способностью кораллов об-
разовывать массивные известковые скелеты, ко-
торые образуют коралловые рифы. Партнерство
книдарии–динофлагелляты имеет особое эколо-
гическое значение в среде тропических коралло-
вых рифов, в которой недостаточно экзогенного
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питания организма-хозяина коралла, и питатель-
ные вещества, получаемые симбионтами с помо-
щью процесса фотосинтеза, поддерживают мета-
болизм, рост, размножение и выживание коло-
ний кораллов [29, 30].

Клетки Symbiodiniaceae имеют золотисто-ко-
ричневый цвет из-за присутствия различных пиг-
ментов в их хлоропластах. Здоровые кораллы со-
держат миллионы клеток зооксантелл на квадрат-
ный сантиметр ткани и поэтому имеют такой же
золотисто-коричневый оттенок. Обесцвечивание
кораллов называется так из-за потери цвета тка-
ней организма-хозяина коралла и обнажения ле-
жащего в основе белого известкового скелета. Эта
потеря цвета чаще всего обусловлена дисфункцией
симбиоза, то есть потерей симбионтов тканями
полипа [31]. Обесцвечивание – это реакция на
стресс, вызванный изменениями окружающей сре-
ды, например, повышения температуры поверх-
ности моря, связанного с глобальным потеплени-
ем, в сочетании с высокой степенью солнечной
радиации [32]. Симбиотический организм корал-
ла очень чувствителен к температуре, даже уме-
ренное повышение температуры на 1–2°C может
привести к обесцвечиванию всего рифа [32].

Начинается процесс обесцвечивания в хлоро-
пластах зооксантелл, повышенная температура и
высокий уровень солнечной радиации вызывают
фотоингибирование, повреждение хлоропластов
и фотосинтетических аппаратов клеток, что ведет
к взаимосвязанным процессам запуска каскада
обесцвечивания [28, 33]. В каскадном механизме
обесцвечивания самого организма-хозяина клю-
чевую роль играет окислительный стресс, кото-
рый в животном организме модулирует гибель/
выживание клеток [34] и связан с врожденным
иммунитетом организма [35]. При окислительном
стрессе происходит накопление монооксида азо-
та (NO), который участвует в межпартнерском
взаимодействии и задействован в иммунном от-
вете коралла [35, 36]. Взаимодействие хозяин-
микроорганизм обусловлено способностью втор-
гающихся микроорганизмов уклоняться от им-
мунного ответа хозяина и контролировать его, а
также способностью хозяина обнаружить и уни-
чтожить патогенные микроорганизмы [37]. Муту-
ализм книдарии – динофлагелляты можно рас-
сматривать как контролируемую инфекцию, бла-
годаря которой симбионты успешно модулируют
иммунный ответ хозяина. Таким образом, можно
сказать, что обесцвечивание – это процесс обна-
ружения патогенных зооксантелл и уничтожение
их организмом-хозяином коралла. Симбионты сиг-
нализируют о своем присутствии выработкой ре-
активных форм кислорода (АФК) при фотоинги-
бировании, а организм-хозяин, в свою очередь,
вырабатывая NO, запускает иммунный ответ для
избавления от патогенных микроорганизмов [37].

В стрессовых условиях наблюдается и запро-
граммированная (апоптоз), и неконтролируемая
(некроз) гибель клеток [38, 39]; кроме того сам
организм-хозяин уничтожает зооксантеллы. Дан
и коллеги предположили, что с помощью апопто-
за организм, удаляя поврежденные клетки сим-
биосом, смягчает повреждения тканей от АФК и
тем самым поддерживает гомеостаз тканей [38].
Существует переход от апоптоза при умеренном и
коротком температурном стрессе к некрозу при
более жестких стрессовых условиях [40, 41]. Дру-
гая форма гибели клеток, аутофагия, также участ-
вует в процессе обесцвечивания кораллов [42].
Стресс приводит к изменениям в созревании ли-
зосом и слиянию их с симбиосомами, предполо-
жительно, приводящему к перевариванию сим-
бионта [43]. Предполагается, что существует взаи-
мосвязь между двумя формами гибели клеток, при
этом, когда одна форма ингибируется, другая –
индуцируется. Подобная связь между апоптозом и
аутофагией наблюдается у позвоночных [44].

ЛИПИДНЫЙ ПРОФИЛЬ КОРАЛЛОВ

Измерение интегральных липидных показате-
лей (уровня общих липидов, содержания основ-
ных классов липидов и состава ЖК) до недавнего
времени было одним из основных методических
подходов при изучении эффективности репро-
дуктивной стратегии кораллов, степени повре-
ждения и скорости восстановления частично обес-
цвеченных рифов, пищевых и симбиотических
отношений кораллов, а также транспорта органи-
ческого углерода между симбионтами и организ-
мом-хозяином [15, 45–49]. Со времени первых
скрининговых исследований кораллов [50], накоп-
лена обширная информация о составе общих липи-
дов и ЖК, полученных гидролизом общих липидов
или их классов [51–53]. В последние 10 лет благода-
ря развитию современных физико-химических ме-
тодов анализа липидов, которые позволяют устано-
вить структуры молекул липидов в нативном виде,
стали применять липидомный подход в изучении
липидов книдарий и их зооксантелл [19, 20, 54–57].
Появились первые результаты в области липи-
домики морских организмов, например, макро-
водорослей [58], кальмаров [59], актиний [60] и
гидрокораллов [57]. Среди коралловых полипов,
насчитывающих более 20 тысяч видов, описан со-
став молекулярных видов ФЛ четырех альциона-
рий [54–56], профиль ФХ рифообразующего ко-
ралла Seriatopora caliendrum [61–63], полные ли-
пидомы мягкого коралла Sinularia seaesensis [64] и
зоантарии Palythoa sp. [65], а также изучены изме-
нения липидома мягкого коралла Sinularia sp., про-
исходящие под действием повышенной темпера-
туры [20].
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Липиды восьмилучевых кораллов
(Anthozoa: Octocorallia)

Содержание липидов на сухой вес октокорал-
лов варьируется от 3.2 до 29.7% [2, 66]. Липиды
мягких кораллов о. Окинава и Берингова моря
содержали 23.7 и 31.1% ФЛ от суммы липидов со-
ответственно [2, 67]. Тропические мягкие корал-
лы содержали ФЛ в среднем 32.1 ± 10.3% от суммы
липидов [7]. Липидный экстракт тропической аль-
ционарии Sinularia seaesensis содержал 2.14% ФЭ,
2.53% ФХ, 1.50% ФС, 0.32% ФИ, 0.71% ЦАЭФ и
1.35% ЛФХ [64]. В липидах холодноводной аль-
ционарии Gersemia rubiformis были обнаружены
ФХ (31.4 ± 6.2%), ФЭ (25.6 ± 1.5%), ФС (14.1 ±
± 3.2%), ЦАЭФ (15.6 ± 1.4%) и церамидметил-
аминоэтилфосфонат (ЦМАЭФ) (13.3 ± 3.0%) [67].

Основными классами неполярных липидов ок-
токораллов, как и гексакораллов, являются воски,
ТГ и МАДАГ. В липидах G. rubiformis (Берингово
море) и тропической альционарии Xenia sp. (Юж-
но-Китайское море) доля восков составила 29.5 ±
± 4.9 и 21.4 ± 1.8% от суммы липидов, соответ-
ственно [55, 67]. Общие липиды альционарии
S. seaesensis содержали 18.25% восков [64]. Среднее
содержание МАДАГ в общих липидах холодновод-
ных альционарий (Ньюфаундленд и Лабрадор) со-
ставило от 13.7 ± 8.2 до 19.7 ± 10.10%, а доля ТГ бы-
ла меньше: от 5.59 ± 3.38 до 10.40 ± 5.11% [4]. Об-
щие липиды альционарии S. seaesensis содержали
5.83% ТГ и 7.79% МАДАГ [64].

В отличие от шестилучевых кораллов, ЖК об-
щих липидов восьмилучевых кораллов содержат
две тетракозаполиеновые ЖК (ТПЖК), 24:5n-6 и
24:6n-3 [68]. ТПЖК являются хемотаксономиче-
скими маркерами животных подкласса Octocoral-
lia, синтезируются в клетках коралловых полипов
без участия симбионтов и могут быть липидными
маркерами организма-хозяина в симбиотических
видах [69].

Основными ЖК симбиотических альционарий
рода Sinularia были 14:0, 16:0, 7-Me-16:1n-10,
16:1n-7, 16:2n-7, 18:0, 18:1n-9, 18:4n-3, 20:4n-6,
20:5n-3, 22:6n-3, 24:5n-6 и 24:6n-3. Содержание
20:4n-6 варьировалось от 10.2 до 23.8% от суммы
ЖК. Основной n-3 ПНЖК была 18:4n-3 (в сред-
нем 5.4%); типичные ПНЖК морских организ-
мов, 20:5n-3 и 22:6n-3, составили не более 2.4 и
3.9% от суммы ЖК, соответственно [70]. Основ-
ными ЖК асимбиотических альционарий рода
Dendronephthya были 24:5n-6 (12.7%), 16:0 (12.1%),
18:0 (6.0%), 7-Me-16:1n-10 (4.8%), 24:6n-3 (4.0%) и
20:4n-6 (2.0%) [7, 71].

Первый анализ полярного липидома коралла
был сделан на примере тропической альционарии
Xenia sp. [55]. Основными классами ФЛ этого ви-
да были ФЭ, ФХ, ФС, ФИ и ЦАЭФ. С помощью
сочетания высокоэффективной жидкостной хро-
матографии и тандемной масс-спектрометрии вы-

сокого разрешения идентифицировали 32 мо-
лекулярных вида ФЛ, в которых преобладали
18:0alk/20:4 ФХ (20.5%), 18:1alk/20:4 ФЭ (18.0%),
18:0alk/24:5 ФС (14.0%), 16:0 ЦАЭФ (9.6%) и ли-
зо-18:0 ФХ (4.1%). Алкилацильная форма преоб-
ладала в молекулярных видах ФЭ, ФХ и ФС, а ди-
ацильная форма – в ФИ. Основной кислотой ФС
была 24:5n-6, а 20:4n-6 преобладала в ФЭ и ФХ.

В работе Имбса и др. [54] исследовали распре-
деление ТПЖК между различными классами ФЛ
в альционариях Sinularia macropodia и Capnella sp.,
собранных у побережья Вьетнама. Идентифици-
ровали более 32 молекулярных видов четырех
классов фосфолипидов (ФЭ, ФХ, ФС и ФИ). Мо-
лекулярные виды ФЭ 18:1alk/20:4, ФХ 18:0alk/20:4,
ФС 18:0alk/24:5 и ФИ 18:0/24:5 были основными
среди фосфолипидов S. macropodia и Capnella sp.
Как и в предыдущей работе [55], среди молеку-
лярных видов ФХ и ФС преобладали алкилациль-
ные формы. ТПЖК были основными кислотами,
входящими в состав ФС, а 20:4n-6 входила в со-
став большинства молекулярных видов ФЭ и ФХ.

Был установлен полярный липидом асимбио-
тической альционарии G. rubiformis из Охотского
моря [56]. Было идентифицировано 68 молеку-
лярных видов фосфолипидов (ФХ, ФЭ, ФС и
ФИ). Обнаружили существенное сходство по-
лярного липидома холодноводной альционарии
G. rubiformis и тропических видов альционарий.
Основными молекулярными видами были ФЭ
16:1alk/20:4, ФХ 16:0alk/20:4, ФС 20:1/24:5 и ФИ
16:0/24:5. Так же как и в тропических альциона-
риях, ТПЖК концентрировались в ФС и, частич-
но, в ФИ. Среди ФЛ холодноводной альционарии
были обнаружены интересные алкилацильные и
диацильные молекулярные виды, которые отсут-
ствовали у тропических альционарий, например,
ФЭ 20:1alk/20:4, ФЭ 20:2alk/20:4, ФХ 20:1alk/20:4,
ФХ 20:1alk/20:5, ФХ 20:1/20:5, ФС 20:1alk/24:5,
ФС 20:1alk/24:6, ФИ 20:1/20:4 и ФИ 20:1/20:5.
Присутствие молекулярных видов, содержащих
C20 мононенасыщенные ацильные и алкильные
группы, является специфической особенностью
липидома G. rubiformis [56].

Впервые полный липидом коралла был рас-
шифрован на примере тропической альционарии
S. siaesensis [64]. В полярной части липидома S. si-
aesensis идентифицировали 52 молекулярных ви-
да ФЛ: главными компонентами были (в процен-
тах от общих липидов) ФС 18:0alk/24:5 (1.202%),
ЛФХ 18:0alk (1.055%), ФЭ 18:1alk/20:4 (0.909%),
ФХ 18:0alk/20:4 (0.510%), ЦАЭФ 18:2b/16:0
(0.433%), СХДГ 14:0/16:0 (0.410%), ФИ 18:0/24:5
(0.196%) (табл. 1). Молекулярный вид ФС
18:0alk/24:5 , содержащий остаток ТПЖК, является
одним из ключевых компонентов липидома S. si-
aesensis. Сравнение полярных липидомов S. siae-
sensis и других тропических альционарий [57]
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подтверждает, что подавляющее большинство
молекулярных видов ФЭ, ФХ и ФС этих живот-
ных находятся в алкилацильной форме, в то вре-
мя как для молекулярных видов ФИ характерна
диацильная форма (табл. 1) [64].

Главными компонентами неполярного липидо-
ма альционарии S. siaesensis были (в процентах от
общих липидов) цетилпальмитат (16:0/16:0), це-
тилстеарат (16:0/18:0) и стеарилпальмитат (18:0/
16:0) (в сумме 14.07%); гексадекадиеноилдипаль-
митоилглицерин (16:2/16:0/16:0) и трипальмитин
(16:0/16:0/16:0) (в сумме 3.51%); 1-О-октадецил-
2,3-дипальмитоил-sn-глицерин (18:0alk/16:0/16:0),
1-О-гексадецил-2-пальмитоил-3-стеароил-sn-
глицерин (16:0alk/16:0/18:0) и 1-О-гексадецил-2,3-
дипальмитоил-sn-глицерин (16:0alk/16:0/16:0) (в
сумме 3.87%) [64]. В неполярном липидоме иссле-
дованной альционарии доминировали насыщен-
ные молекулярные виды, а ненасыщенные соста-
вили не более 6.8% от суммы восков; аналогичное
распределение было найдено в двух других видах
симбиотических альционарий [72]. ПНЖК зоок-
сантелл, таких как 18:3n-6, 18:4n-3 и 18:5n-3 не бы-
ли обнаружены в восках S. siaesensis [64], так же
как и в ЭВ других видов кораллов [72, 73].

Большую часть ацильных групп ТГ и МАДАГ из
тропической альционарии S. siaesensis составляли
остатки насыщенных ЖК 16:0 и 18:0 (табл. 1) [64],
однако наибольший интерес вызвали ненасыщен-
ные молекулярные виды этих липидных классов.
Остатки ПНЖК преимущественно находились в
молекулах ТГ в положениях sn-1(3), а в молекулах
МАДАГ – в положении sn-2. Это может быть ре-
зультатом разницы в путях биосинтеза ацильных
(ТГ) и этерных (МАДАГ) глицеролипидов. Из фос-
фатидной кислоты образуется 1,2-диацилглице-
рин, ацилирование которого по положению sn-3
дает молекулу ТГ [74]. МАДАГ образуется путем
последовательного введения двух остатков ЖК в
положения sn-2 и sn-3 молекулы 1-О-алкилглице-
рина [75].

Такие ПНЖК, как 20:4n-6, 22:5n-3 и 22:6n-3,
характерны для тканей животных, и присутствие
молекулярных видов ТГ и МАДАГ, содержащих
остатки этих ПНЖК, закономерно для книдарий
(табл. 1). Независимо от наличия симбионтов, все
виды октокораллов синтезируют TПЖК (24:5n-6 и
24:6n-3) [7, 68], поэтому МАДАГ 18:0alk/24:5/16:0
(табл. 1) однозначно является маркером тканей
организма-хозяина. Маркерными ПНЖК зоок-
сантелл являются 16:4n-1, 18:3n-6 и 18:4n-3 [10, 76],
следовательно, ТГ с остатками этих ПНЖК (табл. 1)
могут синтезировать симбионты кораллов. В то
же время известно, что зооксантеллы не синтези-
руют этерные липиды, поэтому обнаружение в ли-
пидах мягкого коралла ряда молекулярных видов
МАДАГ с остатками маркерных ПНЖК зооксан-
телл (18:0alk/18:3/16:0, 18:0alk/18:4/16:0 и 16:0alk/

18:3/16:0) (табл. 1) следует рассматривать, как хо-
рошее подтверждение существования передачи
ПНЖК от симбионтов к хозяину.

Липиды шестилучевых кораллов
(Anthozoa: Hexacorallia)

Содержание липидов на сухой вес тканей ри-
фообразующих кораллов может варьироваться от
14 до 37% [2]. В общих липидах может содержать-
ся ФЛ от 8 [77] до 27.8% [2]. Липидный экстракт зо-
антарии Palythoa sp. содержал 39.54 ± 2.02% ФЛ [65].
Основными классами ФЛ Palythoa sp. были ФХ
(15.10 ± 0.55%), ФЭ (10.93 ± 0.58%) и ФС (5.98 ±
± 0.11%) [65], как и в зоантарии Palythoa carzbaeo-
rum [78]. Кроме того, были идентифицированы
ФИ (1.6 ± 0.13%), ЦАЭФ (4.49 ± 0.70%) и ЛФХ
(1.44 ± 0.31%) [65]. Присутствие этих шести клас-
сов ФЛ характерно для всех рифообразующих и
мягких кораллов [8]. Среди неполярных липидов
гексакораллов обнаружены ЭВ, их содержание у
рифообразующих кораллов о. Окинава колеба-
лось от 9.1 (Tubastrea sp.) до 31.4% (Goniastrea as-
pera) [2]. Доля МАДАГ – этерного класса липи-
дов, в общих липидах рифообразующих кораллов
о. Окинава была меньше (от 1.0% для Stylophora
pistillata до 9.3% для Montipora aequituberculata),
чем доля ТГ (от 14.9 для Pocillopora verrucosa до
30.4% для Galaxea fascicularis) [2]. Липиды рифо-
образующих кораллов Карибского моря также
содержали большое количество ТГ (от 18.1 ± 5.0%
для Porites porites до 36.6 ± 13.9% для Pocillopora ver-
rucosa) [79].

Основными ЖК кораллов рода Acropora явля-
лись 16:0 и 18:0; среди ПНЖК превалировали кис-
лоты 18:3n-6, 20:4n-6, 20:5n-3 и 22:6n-3 [80]. Сум-
ма маркеров зооксантелл (18:3n-6 и 18:4n-3) до-
стигала 15%, а содержание 20:4n-6 не превышало
10% от общих ЖК. Отмечено, что ТГ обогащены
насыщенными ЖК, тогда как ПНЖК сосредото-
чены в полярных липидах рифообразующих ко-
раллов [7, 80, 81]. Основными ЖК липидов Paly-
thoa caesia были насыщенные 16:0 и 18:0. Среди
моноеновых кислот были идентифицированы 7-
Me-16:1n-10, 16:1n-7 и 18:1n-9. Основным ПНЖК
были 20:4n-6, 22:4n-6 и 22:5n-3, так же обнаруже-
ны С18 ПНЖК, которые считаются маркерами зоо-
ксантелл, и редкие для кораллов ЖК: 24:2(Δ5,9),
24:3(Δ5,9,15) и 24:3(Δ5,9,17) [82].

Данные по липидому рифообразующих корал-
лов очень ограничены. Танг и соавторы [83] изу-
чали различия в профиле молекулярных видов
ФХ и ЛФХ различных частей колоний рифообразу-
ющего коралла Seriatopora caliendrum (о. Тайвань).
Основными молекулярными видами ФХ были
16:0/22:6, 16:0alk/20:4, 16:1alk/20:4, 16:0alk/20:5 и
18:0alk/20:4. В последующей работе [61] авторы
исследовали влияние оксида цинка на профиль
молекулярных видов ФХ липидов S. caliendrum.
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Таблица 1. Состав этаноламин-, холин-, инозитол- и серинглицерофосфолипидов (ФЭ, ФХ, ФИ, ФС), а также
церамидаминоэтилфосфоната (ЦАЭФ) мягкого коралла Sinularia siaesensis* и зоантарии Palythoa sp.**

Молекулярный вид Содержание, % в классе Молекулярный вид Содержание, % в классе

ФХ S. seaesensis Palythoa sp. ФЭ S. seaesensis Palythoa sp.

16:0alk/16:3** 5.84 – 16:1alk/17:1 – 8.16 ± 1.36
16:0alk/16:2 7.27 – 17:1alk/17:1 – 1.93 ± 0.71
16:0alk/18:4 7.95 – 18:1alk/17:1 1.82 6.76 ± 0.55
16:0alk/18:2 6.47 – 16:1alk/20:4 2.53 14.04 ± 1.41
18:1alk/16:0 2.95 – 16:0alk/20:4 1.42 1.94 ± 0.21
16:1alk/20:5 1.94 – 19:1alk/17:1 4.49 1.57 ± 0.23
16:1alk/20:4 1.69 5.08 ± 1.30 17:1alk/20:4 0.58 1.90 ± 0.26
16:0alk/20:4 15.68 15.30 ± 3.12 18:1alk/20:5 – 4.41 ± 0.88
16:0alk/20:3 – 2.59 ± 0.50 18:1alk/20:4 42.54 28.13 ± 1.26
36:2alk – 2.10 ± 0.47 16:1alk/22:4 –
16:0alk/22:5 – 10.23 ± 0.97 18:1alk/20:3 – 5.75 ± 0.13
38:3alk – 1.08 ± 0.20 18:0alk/20:4 4.89 –
38:2alk – 2.62 ± 0.34 18:1alk/20:0 0.83 –
16:1alk/22:0 – 1.88 ± 0.62 19:1alk/20:4 4.61 –
17:1alk/20:4 – 1.47 ± 0.31 20:3alk/20:0OH 7.01 –
18:0alk/22:5 – 5.64 ± 0.76 20:3alk/21:0OH 4.37 –
18:0alk/22:4 – 5.80 ± 0.67 18:1alk/22:5 – 2.65 ± 0.27
20:0alk/20:4 – 18:1alk/22:4 – 6.44 ± 0.28
42:5alk – 1.29 ± 0.17 18:0alk/22:4; 

20:0alk/20:4
– 1.85 ± 0.12

22:0alk/20:4 – 1.57 ± 0.45 18:1alk/22:2 – 5.09 ± 1.84
36:1 – 1.38 ± 0.22 18:1alk/24:5 3.1 –
16:0/20:5*** – 1.74 ± 0.69 18:0alk/24:5 2.86 –
16:0/20:4 – 2.08 ± 1.00 18:1alk/24:3 – 2.25 ± 0.43
16:0/20:3 – 1.22 ± 0.66 20:3alk/22:0-OH 8.11 –
16:0/22:4 – 11.42 ± 1.28 16:2/20:4 4.21 –
22:3/16:0 – 1.02 ± 0.16 18:1/20:4 – 2.33 ± 0.21
18:2/20:0 – 1.34 ± 0.24 18:0/20:4 – 1.08 ± 0.08
18:1/20:0 – 0.96 ± 0.22 19:1/20:4 2.19 –
17:0/22:5 – 6.70 ± 2.06 20:1/20:4 2.4 –
17:0/22:4 – 4.20 ± 0.06 18:0/22:5 – 1.60 ± 0.73
19:0/22:5 – 1.44 ± 0.35 18:0/22:4 – 1.75 ± 0.12
Другие 13.68 4.21 ± 0.78 Другие – 4.48 ± 0.52
диацильные 0 40.94 ± 2.19 ацил/алкил 91.23 90.56 ± 1.73
ацил/алкил 86.32 55.04 ± 0.48 ФС

ФИ 18:1alk/20:4 – 10.79 ± 5.23

16:0alk/20:4 – 1.83 ± 0.09 18:1alk/20:3 – 2.13 ± 0.52

18:0alk/22:4 1.1 1.56 ± 0.26 18:1alk/20:2 – 2.87 ± 0.17

16:0/22:6 – 2.12 ± 0.72 18:1alk/22:5 – 2.12 ± 0.03

16:0/22:5 – 1.11 ± 0.09 18:1alk/22:4 – 14.43 ± 2.54

16:0/22:4 – 2.07 ± 0.14 18:0alk/22:5 0.8 3.34 ± 1.44

18:0/22:6 2.59 – 18:1alk/22:3 – 3.34 ± 0.01
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Колонии коралла также были поделены на части:
ветви и стебель. Липиды из ветвей коралла в от-
личие от липидов стебля колонии содержали
большое количество ФХ 16:0alk/20:4, а также дру-
гие молекулярные виды ФХ, содержащие остатки
ПНЖК (16:0alk/20:5, 16:0alk/22:6, 18:0/22:6), и ли-
зо-ФХ. Содержание насыщенных и моноеновых
молекулярных видов (16:0alk/14:0 и 16:1alk/16:0)
было больше в стеблях колонии этого коралла.
Еще в одной работе Танг и др. [62, 63] изучили
влияние ингибирующего фотосинтез гербицида
иргарола 1051 на профиль основного структурно-
го липида ФХ коралла S. caliendrum. Список иден-
тифицированных диацильных молекулярных ви-
дов ФХ расширился, появились ФХ, содержащие
ЖК маркеры зооксантелл С18 ПНЖК.

В работе [65] по изучению полного липидома
зоантарии Palythoa sp. большинство молекуляр-
ных видов ФЭ имели плазмалогенную форму
(90.56 ± 1.73% от суммы ФЭ) и содержали остатки

кислот 20:4n-6 и 17:1 (51.89 ± 0.71 и 17.88 ± 1.27%),
а в составе ФИ превалировали диацильные мо-
лекулярные виды (88.99 ± 0.45% от суммы ФИ) с
остатками кислот 22:4 (64.93 ± 1.74%) и 22:5
(23.5 ± 0.48%) [65]. Необычные молекулярные
виды с остатками 17:1 (табл. 1) указывают на уча-
стие ассоциированных бактерий в формировании
пула ФЭ. Среди ФХ из Palythoa sp. были обнару-
жены как алкилацильные (55.04 ± 0.48%), так и
диацильные молекулярные виды (40.94 ± 2.19%).
Липидный экстракт содержит большое количе-
ство молекулярных видов ФХ, в состав которых
входят ПНЖК 20:4, 22:4 и 22:5, например, 15.30 ±
± 3.12% 16:0alk/20:4, 11.42 ± 1.28% 16:0/22:4 и
10.23 ± 0.97% 16:0alk/22:5 [65]. Подобно холодно-
водным мягким кораллам рода Gersemia [56], ФС
из Palythoa sp. были представлены алкилацильны-
ми (62.77 ± 4.02%) и диацильными (36.45 ± 3.98%)
молекулярными видами. Диацильные формы ФС
содержали, в основном, 22:4 и 22:5, тогда как ал-

* [64].
** [65].
** Алкил (sn-1)/ацил (sn-2).

*** Ацил/ацил.
**** Церамидметиламиноэтилфосфонат (ЦМАЭФ).

18:0/22:5 6.13 22.39 ± 0.55 18:1alk/22:2 – 13.35 ± 0.60

18:0/22:4 12.17 59.10 ± 1.70 18:1alk/23:2 – 1.71 ± 0.77
19:0/22:4 – 1.31 ± 0.09 18:1alk/24:4 – 1.95 ± 0.06
20:0/22:4 – 1.33 ± 0.02 18:1alk/24:3 – 9.32 ± 0.42
18:0/24:6 15.51 – 18:1alk/24:2 – 7.33 ± 0.41
18:0/24:5 62.06 – 18:0alk/24:6 12.17 –
Другие 0.44 1.30 ± 0.16 18:0alk/24:5 80.35 –
диацильные 98.46 88.99 ± 0.45 18:0/20:3 – 1.53 ± 0.14

ЦАЭФ 18:0/22:4 – 25.91 ± 1.72

18:2b/16:0 60.99 19.39 ± 1.25 20:0/22:4 – 2.87 ± 0.06

18:1b/16:0 17.47 – 22:5/22:4 – 2.13 ± 0.83
18:0b/16:0 10.28 – Другие 6.75 1.08 ± 0.28
18:2b/16:0-OH 6.2 – алкил/ацильные 93.32 62.77 ± 4.02
Me-N 18:2b/16:0OH**** – 14.22 ± 0.80
Me-N 18:1b/16:0OH – 2.06 ± 0.42
Me-N 18:0b/16:0 – 3.43 ± 1.76
Me-N 18:1b/16:0 – 7.33 ± 2.50
Me-N 18:2b/16:0 – 31.82 ± 0.14
Me-N 19:2b/16:0 – 11.44 ± 2.00
Me-N 20:1b/16:0;
Me-N 18:1b/18:0

– 1.30 ± 0.27

Другие 5.07 9.50 ± 1.49

Молекулярный вид Содержание, % в классе Молекулярный вид Содержание, % в классе

ФХ S. seaesensis Palythoa sp. ФЭ S. seaesensis Palythoa sp.

Таблица 1. Окончание
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килацильные формы – широкий спектр С20–24
ПНЖК (20:2, 20:3, 20:4, 22:2, 22:3, 22:4, 22:5, 24:2,
24:3 и 24:4) [65]. В отличие от фосфолипидов, для
которых профиль молекулярных видов формиро-
вался за счет различных остатков ЖК, разнообразие
молекулярных видов ЦАЭФ зоантарии Palythoa sp.
определял набор сфингозиновых оснований, со-
держащих 18–20 атомов углерода и 1–2 двойные
связи (табл. 1) [65]. Аналогичные особенности хи-
мической структуры молекулярных видов ЦАЭФ
наблюдали ранее в кораллах и гидрокораллах [57].

Шестилучевые коралловые полипы не способ-
ны синтезировать TПЖК [69], однако другие не-
насыщенные сверхдлинноцепочечные неметеле-
нразделенные С24 ЖК, содержащие от 1-ой до 4-х
двойных связей, были найдены в составе ЖК об-
щих липидов зоантарии Palythoa caesia [82] и ри-
фообразующих кораллов рода Porites [81]. Для по-
лярных липидов альционарий было показано, что
ТПЖК сосредоточены в молекулярных видах ФС
[55, 56]. В зоантарии Palythoa sp. С24 ПНЖК также
входили в состав молекулярных видов ФС [65].
Ранее было установлено, что молекулярные виды
ФС рифообразующих кораллов и гидрокораллов
содержали остатки С22 ПНЖК, т.е. кислоты с мак-
симальной длинной цепи среди всего набора
ПНЖК, которые синтезируются этими животны-
ми [57].

В гастродермальных клетках рифообразующе-
го коралла Euphyllia glabrescens и липидных тель-
цах присутствовали 4 молекулярных вида ЭВ, их
концентрация менялась в зависимости от вре-
мени суток. Основным воском был пальмитоил-
пальмитат (16:0/16:0), наибольшая концентрация
которого наблюдалось в светлое время суток в га-
стродермальных клетках организма-хозяина и ли-
пидных тельцах (14.5 ± 2.3 и 29.6 ± 1.9 нг/мкг
белка соответственно). Пальмитоилолеат был об-
наружен только в липидных тельцах, и его кон-
центрация в полдень и утром была 9.9 ± 0.7 и 18.0 ±
± 1.6 нг/мкг белка, соответственно [73]. Основны-
ми молекулярными видами ЭВ Palythoa sp. были
пальмитоилпальмитат (16:0/16:0) и пальмитоил-
стеарат (16:0/18:0). Насыщенные молекулярные
виды составили 75.05 ± 2.03%, моно- и диненасы-
щенные – 17.79 ± 1.68% и ЭВ с жирными кислота-
ми и спиртами, имеющими нечетное число ато-
мов углерода – 1.27 ± 0.27% от суммы ЭВ [65].

Состав молекулярных видов ТГ и МАДАГ зо-
антарии Palythoa sp. представлен в табл. 2 [65]. Ос-
новными молекулярными видами ТГ были
16:0/16:0/18:0, 16:0/16:0/16:0 и 22:5/16:0/16:0. Сре-
ди МАДАГ преобладали 18:0alk/20:4/16:0, 16:0alk/
20:4/16:0 и 16:0alk/20:5/16:0. Липидный экстракт
содержал большое количество молекулярных ви-
дов ТГ и МАДАГ, в состав которых входят 20:4 и
22:5. Были обнаружены молекулярные виды ТГ и

МАДАГ, содержащие 18:3n-6 – маркер зооксан-
телл [10, 78].

Липиды симбионтов кораллов
(динофлагелляты семейства Sembiodinacia)

Ткани полипов кораллов и их зооксантеллы
резко отличается по составу липидов, при этом бы-
ло показано, что липиды зооксантелл рифообразу-
ющего коралла Pocillopora capitata составляют при-
мерно 19% от суммы липидов целой колонии [84].

Бишоп и Кенрик [85] показали, что основны-
ми ЖК общих липидов зооксантелл, выделенных
из рифообразующих кораллов (семейства Acropo-
ridae, Faviidae и Pocilloporidae), были кислоты
16:0, 18:3n-6, 18:4n-3, 20:5n-3, 22:6n-3 и 18:5n-3, ха-
рактерные и для свободноживущих динофлагел-
лят. Доминирующими ЖК зооксантелл рифообра-
зующего коралла Montipora digitata были 18:3n-6,
18:1n-9, 18:0, 18:4n-3, 16:1, 22:6n-3 и 20:5n-3 [46].
Содержание суммы ПНЖК, 18:2n-6 ЖК и ПНЖК
n-3 серии было больше в липидах зооксантелл, но
процент 16:0 был существенно меньше, чем в ли-
пидах тканей полипа [46]. ПНЖК 20:5n-3, 22:6n-3,
18:4n-3 и 18:3n-6 были основными и в липидах
фракций зооксантелл, выделенных из двух видов
рифообразующих кораллов Turbinaria reniformis [10]
и Euphyllia glabrescens [86]. В липидах тканей орга-
низма-хозяина T. reniformis и E. glabrescens был
отмечен высокий уровень 20:4n-6 [10, 86]. Авторы
считают, что часть ПНЖК синтезируется в сим-
бионтах и передается организму-хозяину, при
этом, возможно, 20:4n-6 синтезируется самим по-
липом, поэтому 20:4n-6 можно считать маркером
организма-хозяина [10, 86].

Липиды тилакоидных мембран фотосинте-
тического комплекса динофлагеллят содержат
специфические гликолипиды: МГДГ, ДГДГ и
СХДГ [87, 88]. Внутриклеточные симбиотические
динофлагелляты кораллов содержат эти же ГЛ, ко-
торые не синтезируются в клетках организма-хо-
зяина и, следовательно, являются маркерными ли-
пидами зооксантелл. СХДГ является анионным
липидом и имеет отрицательно заряженную поляр-
ную “голову”, так же как и фосфолипиды, недоста-
ток которых СХДГ может частично компенсиро-
вать [89]. В состав молекул СХДГ симбиотических
динофлагеллят входят остатки насыщенных и мо-
ноеновых ЖК [19], подобно тому, как молекулы
СХДГ зооксантелл из морской актинии Aiptasia pal-
lida содержат предельные ЖК с четным числом
атомов углерода от 12 до 18 и моноеновые ЖК от
14:1 до 18:1 [60]. Молекулярные виды сульфатиро-
ванного гликолипида СХДГ из Palythoa sp. содер-
жали, в основном, остатки насыщенных и моное-
новых кислот (14:0, 14:1, 16:0 и 16:1) (табл. 3) [65].

Основными молекулярными видами галакто-
липидов некоторых видов свободноживущих ди-
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нофлагеллят являются МГДГ (18:3/16:4, 18:5/18:5
и 18:5/18:4) и ДГДГ 18:5/18:4 [87, 90]. Имбс и др.
[91] определили профиль молекулярных видов га-
лактолипидов зооксантелл из альционарии Cap-
nella sp. Основными молекулярными видами ДГДГ
были 18:4/20:5, 18:4/18:4 и 16:2/22:6. Молекулы
ДГДГ включали 16:2n-7, 16:3n-4 и 18:4n-3, кото-
рые предложены в качестве маркерных ПНЖК
зооксантелл мягких кораллов, а также 20:5n-3 и
22:6n-3, которые являются характерными ПНЖК
динофлагеллят. Основными молекулярными ви-
дами были МГДГ 34:7 (16:2/18:5 + 16:3/18:4), 36:10
(16:4/20:5 + 18:4/18:5) и 36:9 (18:4/18:4 + 16:3/20:5).
Эти молекулярные виды, а также присутствую-
щий в небольшом количестве МГДГ 16:4/18:5, со-
держали 16:4n-1 и 18:5n-3, которые являются уни-
кальными маркерами зооксантелл. Схожий про-
филь молекулярных видов гликолипидов имели
симбионты зоантарии Palythoa sp. (табл. 3) [65].
Молекулярные виды МГДГ (1.33 ± 0.07% от ли-
пидного экстракта) и ДГДГ содержали ПНЖК
16:3, 18:3, 18:4, 18:5 и 20:5 (табл. 3).

Бетаиновые липиды – это группа полярных
липидов, которые замещают ФЛ у низших рас-
тений [92]. Они представляют собой метилиро-
ванные или карбоксилированные производные

гидроксиаминокислот, связанные с диацилгли-
церином в положении sn-3. Эти биомолекулы най-
дены в макроводорослях [93], в динофлагелятах и
других микроводорослях [92, 94], в том числе и в
зооксантеллах, выделенных из медузы Cassiopea
xamachana [95]. В микроводорослях присутствуют
три основных класса бетаиновых липидов: диа-
цилглицерил-N-триметилгомосерин (ДГТС), ди-
ацилглицерилгидроксиметил-N,N,N-триметил-
бета-аланин (ДГТА) и диацилглицерилкарбокси-
гидроксиметилхолин (ДГКХ) [92].

У симбиотических динофлагеллят Durusdinium
trenchii и Cladocopium C3 из рифообразующего ко-
ралла Acropora valida среди бетаиновых липидов был
идентифицирован только ДГКХ и лизо-ДГКХ. У
обоих симбионтов молекулярные виды ДГКХ ха-
рактеризовались содержанием длинноцепочечных
ЖК с высокой степенью полиненасыщенности.
У D. trenchii основными молекулярными видами
ДГКХ были 38:6 (43.3 ± 9.6%), 44:12 (29.2 ± 6.5%) и
42:11 (11.5 ± 3.0%), а у Cladocopium – 38:6 (52.3 ±
± 2.5%), 36:5 (23.0 ± 2.4%) и 44:12 (11.09 ± 3.9%)
[19]. В общих липидах целых колоний симбиоти-
ческой зоантарии Palythoa sp. также был иденти-
фицирован ДГКХ (табл. 3) [65]. Основными мо-
лекулярными видами ДГКХ были диацильные

Таблица 2. Состав триацилглицеридов и моноалкилдиацилглицеридов (ТГ и МАДАГ) мягкого коралла Sinularia
siaesensis* и зоантарии Palythoa sp.**

* [64].
** [65].

*** Ацил sn-1(3)/ацил sn-2/ацил sn-3(1).
**** Алкил sn-1/ацил sn-2/ацил sn-3.

Молекулярный вид Содержание, % в классе Молекулярный вид Содержание, % в классе

ТГ/МАДАГ S. seaesensis Palythoa sp. ТГ/МАДАГ S. seaesensis Palythoa sp.

14:0/16:0/16:0*** – 1.65 ± 1.09 16:0/16:0/16:0 18.09 10.54 ± 2.65
22:5/16:0/16:0 – 7.20 ± 3.81 16:0alk/20:5/16:0 –
20:4/16:0/20:4; 
20:5/16:0/16:0

– 2.32 ± 3.15 16:0alk/18:3/16:0; 
16:0/18:1/16:0

– 7.63 ± 1.15

22:5/16:0/18:0 – 1.46 ± 0.21 16:0alk/22:5/18:0 – 2.62 ± 1.03
18:3/16:0/16:0 0.19 2.27 ± 1.97 18:0alk/22:5/16:0 0.55
20:4/16:0/16:0 0.41 3.42 ± 1.43 16:0alk/16:0/16:0 12.14 0.79 ± 0.70
16:1/16:0/16:0; 
22:6/16:0/16:0

2.30 3.29 ± 0.57 16:0alk/22:5/16:0 – 5.36 ± 1.73

18:2/16:0/16:0 0.95 – 16:0alk/16:2/16:0 2.65 –
18:1/16:0/16:0 2.30 – 16:0alk/20:4/16:0 1.59 12.72 ± 1.64
18:1/18:1/16:0; 
20:4/16:0/18:0

– 1.67 ± 0.29 18:0alk/20:4/16:0 2.96 10.58 ± 1.40

16:0alk/16:3/16:0****; 
20:4/16:0/16:0

0.69 – 18:0alk/18:3/18:0 – 2.11 ± 0.46

16:0/16:0/18:0 3.69 10.09 ± 2.22 18:0alk/20:4/18:0 0.43
18:0alk/18:3/16:0 0.86 1.60 ± 0.34 Другие 88.62 12.69 ± 4.36
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16:0/18:4 и 16:0/22:6 (12.96 ± 2.56 и 50.95 ± 1.29%
от суммы ДГКХ) [65].

ИЗМЕНЕНИЕ ЛИПИДНОГО ПРОФИЛЯ 
КОРАЛЛОВ И ИХ СИМБИОНТОВ

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ТЕМПЕРАТУРНОГО 
СТРЕССА

Еще в самых ранних работах по обесцвечива-
нию кораллов [13, 14] акцент был сделан именно
на липидах, поскольку они играют важную роль в
этом процессе. Неблагоприятные условия внеш-
ней среды или заболевания оказывают существен-
ное влияние на содержание общих липидов в ко-
раллах. В работе по изучению влияния обесцвечи-
вания в естественной среде обитания на уровень
липидов рифообразующего коралла Pocilopora dam-
icornis было замечено двукратное снижение уров-
ня липидов в обесцвеченных колониях коралла

относительно здоровых колоний (с 0.59 до 0.28%
от сухого веса) [13]. Обесцвечивание коралловых
рифов на о. Сесоко (Япония) привело к заметно-
му понижению количества липидов в рифообра-
зующих кораллах с 26.5 ± 2.3 до 9.0 ± 1.5% от мок-
рого веса колонии [5].

Основной причиной обесцвечивания является
повышенная температура, которая действует си-
нергически с повышенным уровнем солнечной ра-
диации. Так, в работе по изучению влияние раз-
личной интенсивности света и температуры на
ЖК профиль организма-хозяина и симбионтов
коралла Montipora digitata было замечено, что сни-
жение доли ПНЖК наблюдается в ответ на повы-
шение интенсивности света только лишь в сочета-
нии с повышенной температурой [96]. Большин-
ство изменений были замечены в самом полипе
M. digitata, что свидетельствует о том, что либо сам
организм-хозяин более восприимчив к измене-

Таблица 3. Состав моногалактозил-, дигалактозил- и сульфохиновозилдиацилглицеридов (МГДГ, ДГДГ и СХДГ)
мягкого коралла Sinularia siaesensis* и зоантарии Palythoa sp.**, а также бетаинового липида ДГКХ зоантарии Pa-
lythoa sp.

* [64].
** [65].

*** Ацил/ацил.
**** Не установлено.

Молекулярный вид Содержание, % в классе Молекулярный вид Содержание, % в классе

СХДГ S. seaesensis Palythoa sp. ДГДГ S. seaesensis Palythoa sp.

14:0/14:0*** 1.83 1.92 ± 1.25 16:3/18:4 11.73 –
12:0/16:0 – 18:4/18:5 16.2 11.66 ± 2.22
14:2/16:0 4.63 – 18:4/18:4 42.46 21.99 ± 1.44
14:1/16:0 15.24 19.56 ± 0.14 16:3/20:5 –
14:0/16:0 50 57.63 ± 4.63 18:3/18:4 – 2.76 ± 0.56
16:0/16:3 2.44 – 18:5/20:5 – 18.23 ± 0.26
16:0/16:2 4.88 – 18:4/20:5 29.61 41.74 ± 2.86
16:1/16:0 – 3.67 ± 1.47 МГДГ
16:0/16:0 17.32 13.40 ± 3.16 16:0/16:2 3.51 –
16:0/22:6 – 3.92 ± 1.43 16:3/18:4 3.64 –

ДГКХ 18:4/18:5 8.5 38.18 ± 4.70

16:0/18:4 Н.у.**** 12.96 ± 2.56 16:3/20:5 15.59 21.88 ± 0.14

16:0/18:3 Н.у. 2.61 ± 0.97 18:3/18:4 20 6.69 ± 0.85
14:0/22:6 Н.у. 4.60 ± 0.49 18:5/20:5 3.09 13.00 ± 1.06
16:0/20:5 Н.у. 9.02 ± 1.42 18:4/20:5 3.68 15.06 ± 0.21
16:0/22:6 Н.у. 50.95 ± 1.29
18:4/22:6 Н.у. 2.05 ± 0.55
40:09:00 Н.у. 1.42 ± 0.07
20:5/22:6 Н.у. 2.88 ± 0.80
22:6/22:6 Н.у. 4.17 ± 0.22
18:0/28:7 Н.у. 5.83 ± 0.32
Другие Н.у. 2.28 ± 0.05
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ниям окружающей среды, чем его симбионты, ли-
бо хозяин защищает симбионтов от воздействия
неблагоприятных факторов [96].

Степень и характер нарушений, происходя-
щих в симбиотическом организме коралла в ответ
на тепловой стресс, зависит от таксономической
принадлежности коралла. В работе [15] обнару-
жено, что рифообразующий коралл Acropora inter-
media является более восприимчивым к экспери-
ментальному тепловому стрессу, чем альциона-
рия Sinularia capitalis и рифообразующий коралл
Montipora digitata. В данной работе была изучена
динамика изменений содержания различных клас-
сов липидов и ЖК профилей различных таксоно-
мических групп кораллов при гипертермическом
воздействии. Во всех исследуемых образцах су-
щественно снижалось содержание общих липидов
(на 17% для S. capitalis и 35% для A. intermedia после
24-х часов инкубирования, на 40% для M. digitata
после 30-ти часов инкубирования); наблюдались
изменения в содержание различных классов ли-
пидов. Липидные профили кораллов S. capitalis
после 24-х часов инкубации и M. digitata после
30-ти часов инкубации были схожи, за исключе-
нием ТГ, количество которых в M. digitata умень-
шилась на 67% относительно контрольных значе-
ний. В A. intermedia количества ФЛ и СТ умень-
шилось в два раза после 10-ти часов тепловой
обработки, в то время как количество восков уве-
личилось на 40% относительно контроля, а затем
снова снизилось. Профиль ЖК оставался неиз-
менным в течение 24-х часов эксперимента, но к
концу эксперимента (48 часов для S. capitalis и
A. intermedia и 30 часов для M. digitata) все виды
кораллов продемонстрировали снижение коли-
чества ПНЖК на 80–90%; меньшее снижение
было отмечено для предельных (60%) и моноено-
вых ЖК (60%).

Известно, что процесс обесцвечивания запус-
кается в клетках симбионтов, что отражается на
липидном профиле зооксантелл кораллов. Опре-
деленные клады зооксантелл более устойчивы к
повышенным температурам. В работе [16] было
проведено сравнительное исследование состава
липидов тилакоидных мембран культивирован-
ных зооксантелл из различных видов рифообразу-
ющих кораллов. Было показано, что отношение
ЖК 18:1n-9/18:4n-3 значительно выше в тех куль-
турах симбионтов, которые более устойчивы к по-
вышению температуры окружающей среды. Авто-
ры предполагают, что большое количество ПНЖК
в составе липидов тилакоидных мембран зоок-
сантелл при действии повышенной температуры
приводит к их окислению и к повышению прони-
цаемости мембран, что нарушает работу фото-
синтетического аппарата и, в конечном итоге, ве-
дет к потере зооксантелл и гибели колонии ко-
ралла [16].

В более поздних работах [17, 18] также было
показано, что различные типы зооксантелл по-
разному реагируют на температурный стресс, что
отражается на профиле их липидного состава. В
работе [18] было проведено сравнительное иссле-
дование состава липидов и ЖК культур зооксан-
телл Symbiodinium goreauii клад C1 и Symbiodinium
sp. клад D1 при различных температурах. Дли-
тельное воздействие повышенной температуры
вело к уменьшению относительного количества
С18 ПНЖК в липидах зооксантелл обоих типов,
но видимый тепловой порог изменений липидов
был ниже для C1.

В работе [17] было изучено изменение профи-
ля ЖК липидов симбиотических динофлагеллят
различных филогенетических типов (Symbiodini-
um kawagutii (тип F1), S. pilosum (тип A2), S. mi-
croadriaticum (тип A1), Symbiodinium sp. (тип B1) и
Symbiodinium sp. (тип C1)), выделенных из тканей
различных видов кораллов и культивированных
при нормальной (24°C) и повышенной (32°C)
температурах. Для изучения способов акклимати-
зации, были исследованы изменения ЖК двух ти-
пов термочувствительных динофлагеллят кладов
C1 и A1. Симбионты по-разному реагировали на
повышение температуры. Для Symbiodinium sp. С1
высокая температура не приводила к значительно-
му изменению состава жирных кислот, а у S. mi-
croadriaticum A1 наблюдались значительные из-
менения состава ЖК. Увеличилось содержание
18:1 и 18:3, при этом уменьшился относительный
процент 16:0, 18:1, 18:4 и 22:6. В ЖК зооксантелл,
культивированных при 32°С, содержание 18:3
увеличилось в пять раз по сравнению с ЖК зоок-
сантелл, культивированных при 24°С, а 18:1n-9 –
удвоилось. Для фракции фотосинтетических мем-
бран относительная пропорция 18:1n-9 также удво-
илась, процентное содержание 22:6 сократилось в
два раза и снизилась доля 16:0. Отношение насы-
щенных и ненасыщенных ЖК липидов фотосин-
тетических мембран Symbiodinium sp. С1 состави-
ло 1.17 при 24°С, увеличилось до 1.23 при 32°С, то-
гда как для S. microadriaticum A1 это отношение
заметно снизилось с 1.55 при 24°С до 1.28 при
32°С. Изменение длины углеродной цепи ЖК
также сыграло роль в изменении состава мембран
S. microadriaticum A1, культивируемых при высо-
кой температуре. В ответ на повышение темпера-
туры содержание С18 ЖК увеличивалось как в об-
щих липидах, так и в липидах фотосинтетических
мембран, при этом уменьшались количества C16 и
C22 ЖК. Интересно, что профиль ЖК Symbiodini-
um sp. С1 имел другую картину: увеличилось со-
держание С22 ЖК в целых клетках, выращенных
при высокой температуре. Так как культура Sym-
biodinium sp. С1 росла гораздо лучше при более
высокой температуре культивирования, было сде-
лано предположение, что изменение длины ЖК
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для S. microadriaticum A1 не отражает физиологи-
ческую адаптацию к акклиматизации, но, скорее
всего, отражает степень повреждений. У каждого
типа зооксантелл, по-видимому, разные меха-
низмы акклиматизации: Symbiodinium sp. С1 был
способен расти при 32°С без значительных изме-
нений в составе ЖК клеточных мембран, хотя
температура плавления культур, выращенных при
32°С, была на 3.5°С выше. Анализируя состав
мембран и изменения, вызванные реакцией ак-
климатизации, авторы предположили, что мем-
браны S. microadriaticum A1 имеют более высокую
текучесть при 24°C, с более высокой долей ПНЖК.
После повышения температуры культивации в
липидах S. microadriaticum A1 изменился состав
ЖК, но этих изменений оказалось недостаточно
для обеспечения устойчивого роста культуры при
32°С. В итоге, авторами был сделан вывод о том,
что степень ненасыщенности ЖК тилакоидных
мембран зооксантелл на прямую не влияет на
обесцвечивание и не может быть использована,
как надежный инструмент для диагностики термо-
чувствительности симбиотических кораллов [17].

В работе [19] были изучены происходящие под
действием повышенной температуры изменения
структурных липидов (БЛ, ФЛ и ГЛ) двух видов
зооксантелл: более термически устойчивого Du-
rusdinium trenchii и более термически восприимчи-
вого вида Cladocopium C3; выделенных из рифооб-
разующего коралла Acropora valida. Результаты ис-
следования показали, для того чтобы справиться с
повышенной температурой симбиотические во-
доросли могут применять несколько стратегий,
включающих изменения липидного строения их
мембран.

По сравнению с Cladocopium, D. trenchii харак-
теризовался более высоким уровням лизо-ДГКХ.
Накопление лизо-липидов может представлять
собой отдельный механизм, участвующий в устой-
чивости к тепловому стрессу D. trenchii [19]. Так
же было показано, что увеличивается насыщен-
ность липидов МГДГ, ДГДГ, СХДГ, ФХ, лизо-
ФХ у термочувствительного клада зооксантелл
Cladocopium C3, что является ответной реакцией
клеток фотосинтезирующих организмов для сни-
жения текучести биологических мембран при вы-
соких температурах. У D. trenchii таких изменений
не было замечено, видимо подобный стресс для
них не является критичным. МГДГ, ДГКХ, лизо-
ДГКХ и лизо-ФХ у D. trenchii имели более высо-
кую степень ненасыщенности по сравнению с
Cladocopium C3, независимо от температуры экс-
перимента, а ФХ, ФГ и СХДГ были значительно
более насыщенными. Под действием температу-
ры наблюдалось увеличение степени насыщенно-
сти СХДГ и лизо-ФХ у D. trenchii. Эти результаты
позволяют предположить, что более высокая тер-
моустойчивость D. trenchii не происходит за счет
общего повышенного насыщения мембранных

липидов в организме зооксантелл, как упомина-
лось ранее [16], а центральную роль в ответ на
температурный стресс занимает СХДГ и их сте-
пень насыщенности, поскольку индекс ненасы-
щенности снижается у D. trenchii при температуре
окружающей среды, и разница с Cladocopium C3
еще больше увеличивается при температурном
стрессе [19]. Интересно, что соотношение ДГДГ/
МГДГ у D. trenchii по сравнению с симбионтами
Cladocopium было больше. Соотношение ДГДГ/
МГДГ в мембране имеет решающее значение для
правильного физиологического функционирова-
ния, поскольку ДГДГ являются бислойобразую-
щим липидом, а МГДГ нет [97]. Повышенная
термостойкость D. trenchii может быть напрямую
связана с более высокими соотношениями ДГДГ/
МГДГ даже в отсутствие теплового стресса. На-
против, восприимчивость Cladocopium C3 может
быть связана с обычно более низкими отношения-
ми ДГДГ/МГДГ в сочетании с неспособностью ре-
конструировать галактолипидный профиль его хло-
ропластов в ответ на повышение температуры [19].

Недавно был проведен эксперимент по экспе-
риментальному обесцвечиванию мягкого корал-
ла Sinularia sp. при кратковременном (36 часов)
действии повышенной температуры [20]. Были
замечены резкие изменения в липидоме тропиче-
ской альционарии. Если содержание основных
запасных (ТГ, МАДАГ и ЭВ) и структурных ли-
пидов (ФЛ) достоверно не изменилось относи-
тельно контрольных образцов, то уровни хлоро-
филла, гликолипидов, ФИ и ФХ с C16–18 ПНЖК
существенно снизились [20]. Была нарушена есте-
ственная суточная цикличность в уровне некото-
рых молекулярных видов гликолипидов, что го-
ворит о нарушениях фотосинтетического аппара-
та зооксантелл, происходящих при термическом
стрессе [20]. Среди молекулярных видов липидов
достоверные изменения наблюдались в профи-
лях ФХ и ФЭ. Мы полагаем, что ФЭ является ос-
новной мишенью процесса обесцвечивания, о чем
свидетельствуют снижение уровня ФЭ, замещение
алкил/ацильных молекулярных видов ФЭ на диа-
цильные, появление продуктов гидролиза (ЛФЭ) и
окисленных производных ФЭ (окФЭ) [20]. Из-
вестно, что колонии кораллов содержат разнооб-
разные молекулярные виды лизоглицерофосфо-
липидов [63], которые связаны с модуляцией мем-
бранных свойств клеток кораллов [83], однако
окисленные фосфолипиды в частично обесцве-
ченных кораллах обнаружены не были. Положе-
ние sn-2 в остатке глицерина таких фосфолипи-
дов содержит окисленные ПНЖК. Липиды
схожей структуры участвуют в регуляции воспа-
ления, тромбоза, ангиогенеза и других важных
процессов у высших животных [98]. Окисленные
фосфолипиды могут нарушать структуру клеточ-
ных мембран, поскольку окисленные ацильные
цепи обращены в водную среду, что делает их
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физически доступными для участия в сигналь-
ных событиях, включая и распознание макрофага-
ми [99]. Предположительно окФЭ может быть
синтезирован путем прямого окисления молекул
ФЭ или этерификацией ЛФЭ окисленными
ПНЖК. Одновременное появление лизо-ФЭ и
окФЭ при обесцвечивании Sinularia sp. указывает
на возможную биосинтетическую связь между
лизо-ФЭ и окФЭ [20].
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The Coral Lipidomes and Their Changes during Coral Bleaching
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Numerous species of coral polyps form the structural basis of tropical coral reefs. Coral polyp tissues are rich
in lipids. Currently, information on the composition of fatty acids and coral lipid classes is reviewed, however,
each lipid class represents a complex spectrum of molecular species of lipids, which is defined as the lipidome
of a biological system. Scientific works on human and higher terrestrial animal lipidomes have been published two
orders of magnitude more than on marine organism lipidomes, and the data on coral lipidomes are very scattered.
The existence of symbiotic coral species is completely dependent on the presence of intracellular microalgae – zo-
oxanthellae, the loss of which is called coral bleaching and leads to the death of the entire coral reef. When bleach-
ing occurs, significant changes in the lipid profile of corals occur. This paper summarizes information on the com-
position of common lipids, fatty acids, and molecular species of polar and nonpolar lipid classes of octocoral and
hexacoral polyps, as well as their symbionts, gives general mechanisms of coral bleaching, and shows the impor-
tance of lipid indicators in the study of this process. The transition from classical integral indicators to lipidomic
analysis opens up new possibilities in the study of biochemistry and ecology of coral.

Keywords: lipidome, lipid molecular species, corals, coral bleaching, lipidomic, symbionts, mass spectrometry
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Активные формы кислорода (АФК) и азота (АФА) – не только побочные продукты химических ре-
акций, но и участники различных клеточных процессов: защита от патогенных микроорганизмов
(H2O2, HOCl, ONOO–,  OH•), оплодотворение (H2O2), деление клеток  апоптоз (H2O2),
регенерация (H2O2), координация направления клеточного движения, регуляция тонуса сосудов
(NO•) и т.д. Баланс между продукцией и устранением АФК и АФА приводит к внутриклеточному
гомеостазу, в то же время их чрезмерное образование приводит к повреждению клеток и, скорее
всего, изменению их метаболизма. АФК и АФА способны действовать как внутриклеточные мес-
сенджеры, т.е. изменять внутриклеточное окислительно-восстановительное состояние и/или
структуру и функцию белка путем модификации аминокислотных остатков (в основном цистеино-
вых), а редокс-состояние ряда белков может влиять на клеточный метаболизм. Перекись водорода
является основной формой АФК, участвующей в окислительно-восстановительной передаче сиг-
налов у эукариот. Нарушения в восстановительных системах способствуют старению и возникно-
вению возрастных заболеваний. Старение в первую очередь связано с повышенным уровнем окис-
лительного стресса, различными типами макромолекулярных изменений и накоплением повре-
ждений дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). Поскольку большинство клеточных функций
выполняется белками, старение может быть в какой-то степени следствием нарушения регуляции
протеостаза или изменением функционирования протеома. Более того, не все клеточные белки мо-
гут быть ресинтезированы из-за возникающих в результате старения повреждений ДНК. Таким об-
разом, активные формы кислорода и азота, постоянно генерируемые в организме, – важные участ-
ники регуляторных механизмов в клетке, но также и причина некоторых патологических состоя-
ний, включая рак. Известно, что АФК регулируют метаболизм сигнальных молекул, необходимых
для осуществления клеточного цикла. Более того, АФК способны изменять активность железосо-
держащих белков. Связанное с неэффективной работой антиоксидантной защиты старение ассоци-
ировано с окислительным стрессом, различными изменениями в клеточных структурах и макромо-
лекулах, накоплением продуктов метаболизма, которые могут оказывать негативный эффект, по-
вреждений дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), например, из-за совершения ошибок в ходе
репликации ДНК-полимеразами, сбоев работы репарационных систем.

Ключевые слова: активные формы кислорода, активные формы азота, антиоксидантная защита,
внутриклеточные мессенджеры, редокс-сигнализация, перекись водорода, супероксид-анион, гидрок-
сильный радикал, хлорноватистая кислота, бромноватистая кислота, гипотиоциановая кислота, перокси-
нитрит, оксид азота, ферроптоз, железо-серные кластеры, старение, антиоксиданты
DOI: 10.31857/S013234232005022X

ВВЕДЕНИЕ
В норме в ходе клеточного метаболизма обра-

зуются активные формы кислорода (АФК) и ак-
тивные формы азота (АФА), которые являются не
только побочными продуктами химических реак-

ций, но и участвуют в различных клеточных про-
цессах: защита от патогенных микроорганизмов
(H2O2, HOCl, ONOO–,  OH•), оплодотворение

(H2O2), деление клеток  апоптоз (H2O2), ре-
генерация (H2O2), координация направления кле-
точного движения (H2O2), регуляция тонуса сосу-
дов (NO•) и т.д. Однако чрезмерно продуцируемые
АФК и АФА – молекулы с высокой реакционной

2O ,−i ( )2O ,−i

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ДНК –
дезоксирибонуклеиновая кислота.
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способностью, которые могут приводить к раз-
личным повреждениям клеток. Антиоксидантная
защита обеспечивает инактивацию АФК и АФА,
что способствует поддержанию гомеостаза. Недо-
статочная эффектность данной системы может
приводить к окислительному стрессу, являюще-
муся одной из причин развития дегенеративных и
онкологических заболеваний, а также клеточно-
му старению. В данной работе мы рассмотрим
участие АФК и АФА в различных клеточных про-
цессах (в том числе редокс-сигнализации), а так-
же механизмы антиоксидантной защиты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для подробного изучения клеточных антиок-

сидантных механизмов, влияния АФК на метабо-
лизм и процессы старения были проанализирова-
ли опубликованные статьи из баз данных Elsevier,
NCBI MedLine, Scopus, Scholar.Google, Embase,
Web of Science, MedLine, The Cochrane Library,
EMBASE, Global Health, CyberLeninka и RSCI.
Для поиска англоязычных статей использовались
следующие ключевые слова: “reactive oxygen spe-
cies”, “reactive nitrogen species”, “antioxidant cell
defense”, “redox signalling”, “ferroptosis”, “singlet
molecular oxygen”, “hydroxyl radical”, “hypobro-
mous acid”, “hypochlorous acid”, “superoxide”, “ni-
tric oxide”, “peroxynitrite”, “hydrogen peroxide”,
“hypothiocyanous acid oxidative stress”, “ROS path-
ways”, “senescence”, “aging”. Для поиска русско-
язычных статей были использованы следующие
ключевые слова: “перекисное окисление липи-
дов”, “респираторный взрыв”, “АФК”, “СПОЛ”,
“активные формы азота”, “активные формы кис-
лорода”. Оценка приемлемости англоязычных и
русскоязычных оригинальных источников осу-
ществлялась в несколько этапов: просматрива-
лись заголовки, аннотации и полнотекстовые ста-
тьи. Кроме того, осуществлялся дополнительный
поиск источников, указанных в отобранных ста-
тьях. Были исключены статьи, включающие ори-
гинальные исследования на небольших группах
пациентов (или подопытных животных), статьи,
в которых были приведены предварительные ре-
зультаты исследований или дублировались ре-
зультаты предыдущих исследований.

УЧАСТИЕ АФК
В КЛЕТОЧНОМ МЕТАБОЛИЗМЕ

Значительную роль в клеточном метаболизме
играют активные формы кислорода (АФК) и актив-
ные формы азота (АФА). Активные формы азота
представляют собой продукты метаболизма окси-
да азота. Они генерируются, когда оксид азота(II)
(NO•), образующийся либо экзогенно, либо эн-
догенно, взаимодействует с такими активными
формами кислорода, как супероксид  и пере-( )2O −i

кись водорода (H2O2). Как АФА, так и АФК обра-
зуются как естественные продукты нормальной
клеточной активности и участвуют в клеточной
передаче сигналов [1]. Однако чрезмерное обра-
зование АФК и АФА может вызывать окислитель-
ный и нитрозирующий стрессы соответственно,
что приводит к повреждению клеток и, как след-
ствие этого, к их гибели [1–3]. В целом поврежде-
ние клетки свободными радикалами приводит к
возникновению многих заболеваний, включая сер-
дечно-сосудистые и нейродегенеративные забо-
левания, катаракту, рак молочной железы, легких,
печени, толстой кишки, простаты, яичников и го-
ловного мозга [2, 3]. Было показано, что окисли-
тельный стресс, являясь причиной или следствием
патологии, вовлечен в патогенез более, чем
100 заболеваний [4, 5].

Избыточный синтез АФК может быть резуль-
татом изменений во многих процессах, например,
окислительном фосфорилировании, химических
реакциях с участием ионов переходных металлов,
оксидазной активности, фолдинге белков, ката-
болизме полиаминов и тимидина. Окислительное
фосфорилирование и реакции с участием пере-
ходных металлов будут рассмотрены позже. Рас-
смотрим продукцию АФК в процессе фолдинга
белков (1) и катаболизме полиаминов (2) и тими-
дина (3) [1].

1) Изменения в процессе фолдинга белков
приводят к накоплению неправильно свернутых
и развернутых белков в просвете эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭПР), что негативно сказы-
вается на ЭПР. Это нарушает клеточный гомеостаз
и инициирует ответ развернутого белка (ОРБ) [6].
ОРБ способствует продукции АФК, а последние в
свою очередь могут способствовать стрессорному
воздействию на ЭПР [7].

2) Катаболизм полиаминов включает циклы
взаимопревращения, при которых спермин разла-
гается до спермидина и спермидин до путресци-
на с образованием токсичных альдегидов и АФК.
Например, сперминоксидаза катализирует пре-
вращение спермина в спермидин, что сопровож-
дается выделением 3-аминопропаналя и H2O2 [8].

3) Тимидинфосфорилаза (ТФ) – скорость-ли-
митирующий фермент, участвующий в катаболиз-
ме тимидина. ТФ катализирует обратимое превра-
щение тимидина в тимин и 2-дезокси-D-рибозо-
1-фосфат (2dDR1P). ТФ активируется во многих
опухолях и играет важную роль в ангиогенезе, про-
тиводействию апоптоза, инвазии и метастазирова-
нии, а также в ответе на химиотерапию [9]. Не-
давно Tabata et al. обнаружили, что активность TФ
повышает уровни NADPH через пентозофосфат-
ный путь, который активирует NADPH-оксидаза-
зависимую продукцию АФК в раковых клетках [10].
Ранее было показано, что добавление тимидина к
клеточной линии карциномы со сверхэкспрес-
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сией ТФ вызывает клеточный окислительный
стресс [11]. Авторы предложили еще один потен-
циальный механизм продукции АФК, вызванного
ТФ. Этот механизм основан на избыточной про-
дукции 2dDR1P, образующемся во время фосфо-
рилирования тимидина, которое может быть ката-
лизировано переходным металлом, что приводит
к образованию АФК.

Активные формы кислорода и азота включают
вещества как радикальной, так и нерадикальной
природы: перекись водорода (H2O2), супероксид-

анион  синглетный кислород (1O2), гидрок-
сильный радикал (OH•), хлорноватистая кислота
(HOCl), бромноватистая кислота (HOBr), гипотио-
циановая кислота (HOSCN), оксид азота (NO•) и
пероксинитрит (ONOO–) [1–4].

АФК образуются, когда наши клетки выраба-
тывают энергию из пищи, а также когда мы под-
вергаемся воздействию бактериальных и вирус-
ных инфекций, интенсивных физических нагру-
зок, ксенобиотиков, сигаретного дыма, алкоголя,
ионизирующего и ультрафиолетового излучений,
пестицидов, озона и др. [3, 12].

АФК сконцентрированы практически во всех
внутри- и внеклеточных структурах и жидкостях:
в митохондриях, цитозоле, одиночных мембра-
носвязанных органеллах (пероксисомах, эндосо-
мах и фагосомах), экзосомах, высвобождаемых
плазматическими мембранами, и внеклеточных
жидкостях, включая плазму. Наиболее важными
источниками АФК являются митохондрии (рис. 1)
ввиду происходящего переноса электронов по це-
пи переноса электронов [13, 14]. Супероксидный
радикал  продуцируется в ряде участков ми-
тохондрии, включая комплекс I (сайты IQ и IF),
комплекс III (сайт IIIQo), а также в процессе фер-
ментативных реакций с глицерол-3-фосфатдегид-
рогеназой, Q-оксидоредуктазой, пируватдегид-
рогеназой и 2-оксоглутаратдегидрогеназой [15]. В
процессе работы каталитического цикла цитохро-
ма (ферменты данного цикла метаболизируют ли-
пиды, стероидные гормоны, ксенобиотики и т.д.)
образуются супероксидный радикал и перекись
водорода [16]. Кроме того, было показано, что не-
которые другие белки млекопитающих, такие как
NADH-цитохром b5 редуктаза [17], дигидрооротат-
дегидрогеназа [18], комплекс II (сукцинатдегидро-
геназа) [19] и моноаминоксидазы (МАО) [20], гене-
рируют АФК в митохондриях в процессе биохи-
мических реакций.

Немитохондриальными источниками свобод-
ных радикалов являются:

1) реакция Фентона – реакция пероксида во-
дорода с ионами железа (приведена цепочка пре-
вращений):

( )2O ,−i

( )2O −i

2 3
2 2a H O Fe OH OH F ;) e+ − ++ → + +i

2) Фентон-подобные реакции (цепочка превра-
щений):

Стоит отметить, что часть авторов понимают
под Фентон-подобными реакциями взаимодей-
ствие между окислителем, отличным от переки-
си водорода, с переходными металлами (кроме
железа), такими как медь, хром, никель, ко-
бальт и т.д. [22].

3) микросомальная система окисления, ис-
пользующая цитохром P450,

4) пероксисомальное бета-окисление,
5) респираторный взрыв фагоцитирующих кле-

ток [23].
Воспалительные индуцибельные ферменты

(NOX (КФ 1.6.3.1)), индуцибельная синтаза ок-
сида азота (iNOS) (КФ 1.14.13.39), индуцибельная
циклооксигеназа (COX2) (КФ 1.14.99.1), 5-липок-
сигеназа (КФ 1.13.11.34) и индуцибельная гемок-
сигеназа-1 (HO-1) (КФ 1.14.99.3) могут вызывать
дополнительный выброс АФК [13]. Образованные
в процессе ферментативных реакций с участием
миелопероксидазы, эозинофильной пероксида-
зы АФК высвобождаются во внеклеточное про-
странство путем их секреции активированными
лейкоцитами или путем прохождения АФК че-
рез плазматическую мембрану по анионным ка-
налам (супероксиды) или аквапоринам (гидро-
пероксиды) [13, 14, 23]. Внеклеточные АФК важны
для защиты, например, как АФК в случае высво-
бождения эозинофилами в борьбе с макропарази-
тами и вызывающими повреждение не только со-
седних здоровых тканей, но и отдаленных тканей
и органов, сигнализируя о локальном поврежде-
нии и активируя механизмы адаптации и хрониче-
ское повреждение [13]. Умеренные количества ми-
тохондриального супероксида и перекиси водорода
играют важную роль в ряде клеточных сигнальных
процессов и могут активировать сигнальные пути,
которые способствуют выживанию клеток и устой-
чивости к болезням вследствие гормезиса (стиму-
лирующее действие умеренных доз стрессоров) [24].

Продукция O2–, H2O2, HOCl активированны-
ми фагоцитами является классическим примером
запрограммированной метаболической генерации

2b OH R) H R H O;+ → +i i

3 2c R Fe R Fe ;) + ++ → +i i

[ ]2 3d Fe OH Fe OH 2 .) 1+ + −+ → +i

3 2
2 2a Fe H O Fe OOH) H ;+ + ++ ↔ +�

2 2
2b Fe OOH  HO Fe ;) + +→ +i

�

2 3
2 2c H O Fe OH OH F ;) e+ − ++ → + +i

[ ]2d OH RH R H) O 21 .+ → +i i
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АФК для обеспечения гомеостаза организма в борь-
бе с антигенами [15, 25, 26]. Главным событием об-
разования АФК фагоцитами является сборка фер-
ментативного комплекса NADPH-оксидазы (NOX)
(КФ 1.6.3.1), локализующегося преимущественно
на цитоплазматической мембране и в некоторых
органеллах [27]. Основой NOX являются две мем-
бранные единицы: p91phox и p22phox (phox –phago-
cyte oxidase, что подчеркивает фагоцитарную роль
фермента). Субъединица p91phox содержит уча-
сток связывания NADPH и простетическую группу
FAD в C-концевой части. В процессе активации
NOX к мембранным субъединицам присоединя-
ются цитоплазматические субъединицы (p40phox,
p47phox, p67phox), а также малый G-белок Rac1 [27].
Процесс сборки комплекса начинается с белка
p47phox, который заранее должен быть фосфори-
лирован протеинкиназой С. Данный процесс за-
пускают сигналы от рецепторов фагоцитов, отве-
чающих за распознавание патогенов. В результате

сборка ферментативного комплекса приводит к
тому, что gp91phox приобретает конформацию,
которая способна передавать электрон, получен-
ный от цитоплазматического NADPH, на моле-
кулу кислорода О2. В результате этой реакции об-
разуется супероксид-анион, обладающий низкой
антибактериальной активностью [27]. В последу-
ющей реакции в присутствии супероксиддисму-
тазы супероксид-анион взаимодействует с H+ в
присутствии супероксиддисмутазы, в результате
чего образуется перекись водорода, которая облада-
ет выраженной антимикробной активностью. H2O2
вызывает окисление SH-групп белков и способ-
ствует перекисному окислению ненасыщенных
жирных кислот. В присутствии миелопероксида-
зы формируются производные галогенов (напри-
мер, хлорноватистая кислота, обладающая выра-
женным антимикробным эффектом) [27]. Так при
взаимодействии HOCl с аминокислотами проис-

Рис. 1. Участие АФК экзогенного и эндогенного происхождения в различных клеточных процессах: защита, повре-
ждение клетки, передача сигнала о повреждении для отдаленных тканей, адаптации и т.д.
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ходит образование хлораминов, обладающих мик-
робоцидным действием. НOCl может окисляться
H2O2 с образованием синглетного кислорода (1O2),
который окисляет полиненасыщенные жирные
кислоты, в результате чего происходит разрушение
поверхностной мембраны микроорганизмов [27].
Хлорноватистая кислота способна взаимодейство-
вать с супероксид-анионом, что приводит к обра-
зованию гидроксильного радикала. OH• образу-
ется также в процессе спонтанной дисмутации, ко-
торая протекает в присутствии ионов железа [27].
Гидроксильный радикал – один из самых токсич-
ных производных кислорода: он разрушает нити
ДНК и пептидные связи внутри белковых молекул,
окисляет сульфгидрильные группы и т.д.  участ-
вует в формировании пероксинитрита (OONO–),

2O −i

который окисляет SH-группы различных молекул.
Кроме того, при взаимодействии супероксид-ани-
она с водой формируется молекула озона (О3),
обладающего широким микробоцидным действи-
ем [27].

Необходимо рассмотреть характерные черты и
биологические функции основных представите-
лей АФК и АФА.

ПЕРЕКИСЬ ВОДОРОДА (H2O2)

Перекись водорода является основным видом
АФК, образующимся в качестве побочного про-
дукта во время разнообразных клеточных процес-
сов и являющимся конечным продуктом много-
численных метаболических реакций. H2O2 спо-

Рис. 2. Механизм синтеза АФК фагоцитирующими клетками. Реакция 1 – gp91phox приобретает конформацию, спо-
собную передавать электрон, полученный от цитоплазматического NADPH, на молекулу кислорода О2. В результате

этой реакции образуется короткоживущий супероксид-анион  Реакция 2 – супероксид-анион взаимодействует
с H+, в результате чего образуется H2O2, обладающая выраженной антимикробной активностью. Эта реакция проте-
кает в присутствии фермента супероксиддисмутазы. Реакция 3 – в присутствии миелопероксидазы формируются
производные галогенов. При наличии H+ и Cl– реакция протекает с образованием хлорноватистой кислоты (HOCl),
которая обладает выраженным антимикробным эффектом. Реакция 4 – НOCl способна окисляться H2O2 с образова-

нием синглетного кислорода (1O2). Реакция 5 – НOCl может взаимодействовать с  в результате чего образуется
гидроксильный радикал (HO•) – один из самых токсичных производных кислорода. Реакция 6 – спонтанная дисму-
тация в присутствии ионов железа (реакция Фентона). Реакция 7 – формирование пероксинитрита.
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собна передавать клеточные сигналы, но в избытке
может наносить вред клеткам и тканям. H2O2 явля-
ется сильным двухэлектронным окислителем [28].
Она является более сильным окислителем, чем
хлорноватистая кислота или пероксинитрит, но в
отличие от этих высокореактивных веществ H2O2
имеет высокий энергетический барьер активации,
который необходимо преодолеть для проявления
окислительной способности. Переходные метал-
лы, такие, как железо(II) и медь(I), могут расщеп-
лять связь O–O H2O2 с образованием гидроксиль-
ных радикалов или комплексных соединений с
металлом [28].

Перекись водорода является продуктом та-
ких многочисленных метаболических процес-
сов, как спонтанная дисмутация супероксидных
радикалов, катаболизм полиаминов, тимидина,
каталитический цикл цитохрома, работой таких
ферментов, как NOXs, моноаминоксидазы, ли-
зилоксидазы, дигидрооротатдегидрогеназа, пе-
роксисомальные ферменты (ацил-КоА-оксидазы,
d-аминокислотная оксидаза, d-аспартат-оксидаза
и др.), система микросомальной монооксигеназы,
фолдинг белков (ответ развернутого белка), мета-
болизм полиненасыщенных жирных кислот [1].

Перекись водорода способна участвовать в
таких окислительных процессах, как деградация
гемовых белков, выделение железа, инактивация
ферментов и окисление ДНК, липидов, селено-
протеинов, тиоловых групп и кетокислот [29].

Было показано, что добавление экзогенной Н2О2
способствует активации внутриклеточных процес-
сов, сопутствующих рецептор-зависимой стиму-
ляции клеток. В эндотелиальных клетках низкие
дозы Н2О2 активируют эндоцитоз, как показано
на примере флуоресцентно меченного декстрана.
Н2О2 также активирует сигнальные каскады ти-
розинкиназных рецепторов [30]. Внеклеточно до-
бавленный Н2О2 подобно инсулину активировал
PI3-киназу и ее мишень – киназу Аkt/РКВ – в ин-
сулин-чувствительных преадипоцитах 3Т3-L1 [30].

Небольшие количества Н2О2 (1–10 μМ) не вы-
зывают видимых повреждений клетки, но в то
же время оказывают митогенный эффект: при
добавлении к смешанной культуре лимфоцитов
10 μМ Н2О2 наблюдался значительный рост вклю-
чения Н3-тимидина (маркера пролиферативной
активности клеток) [30].

ГИДРОКСИЛЬНЫЙ РАДИКАЛ (OH•)
Источники гидроксильного радикала – реак-

ции с переходными металлами (реакция Фентона
и Фентон-подобные реакции), пероксисомы, ре-
акция HOCl и OH–, метаболизм тимидина [1].
ОН• – высокоагрессивный вид радикалов, ответ-
ственный за окислительное повреждение большин-

ства биомолекул [1]. Агрессивные гидроксильные
радикалы, возникающие в результате Фентон-
подобных реакций, могут также образовываться в
результате радиолиза воды. Сообщалось, что ОН•

является самым мощным окислительным ради-
калом, который может взаимодействовать в месте
своего образования с большинством органических
и неорганических молекул – ДНК, белков, липи-
дов, аминокислот, сахаров и металлов [13]. Эти
реакции характеризуются высокой скоростью из-
за реактивности и короткого периода существова-
ния гидроксильных радикалов (период полураспада
гидроксильных анионов составляет 10–9 секунд).
Гидроксильный радикал – высокотоксичное ве-
щество для клетки. Биологическая роль ОН• не-
известна [13].

СУПЕРОКСИД-АНИОН 

Основными источниками супероксид-анио-
на являются митохондриальная цепь переноса
электронов и мембраносвязанная NOX, а также
супероксиддисмутазы, каталитический цикл ци-
тохрома, митохондриальные ферменты (глицерол-
3-фосфатдегидрогеназа, 2-оксоглутаратдегидроге-
наза, NADH-цитохром b5 редуктаза и др.), ксан-
тиноксидоредуктаза [1].

Разнообразные гормоны, включая факторы ро-
ста (тромбоцитарный фактор роста (PDGF), эпи-
дермальный фактор роста (EGF), инсулин и IGF)
и цитокины (ФНО-α и ангиотензин II) могут сти-
мулировать выработку  NADPH-оксидазами не-
иммунных клеток [31].  образованный NOX, за-
тем быстро превращается в H2O2 с помощью SOD.

Митохондриальный  участвует в таких про-
цессах, как

1) инактивация митохондриальной аконита-
зы (редокс-регулируемый фермент цикла Креб-
са) посредством разрушения железо-серного кла-
стера данного фермента и 

2) индукция митохондриального перекисного
окисления липидов (данный процесс происхо-
дит после реакций Н2О2 с цитохромом с, что в свою
очередь приводит к цитозольному высвобождению
проапоптотических факторов [13]) [32].

После синтеза супероксид подвергается либо
быстрой детоксикации с помощью митохондри-
альной MnSOD (Mn-зависимой супероксиддис-
мутазы (КФ 1.15.1.1)) (MnSOD также разрушает
перекись водорода), либо транспорту через ми-
тохондриальную мембрану, при этом супероксид
проходит через вольтаж-зависимый анионный ка-
нал (митохондриальный порин) [13].

( )2O −i

2O −i

2O ,−i

2O −i
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СИНГЛЕТНЫЙ КИСЛОРОД (1O2)

Синглетный кислород (1O2) – это электронно-
возбужденная форма кислорода [33, 34].

Различные нефотосенсибилизированные меха-
низмы его образования встречаются в биологиче-
ских системах, но важность эндогенного образова-
ния синглетного кислорода имеет противоречи-
вую историю [34]. Совсем недавно было показано,
что антитела или аминокислоты катализируют пре-
вращение синглетного кислорода (1O2) в озон (O3)
и что эта реакция происходит во время уничто-
жения бактерий активированными нейтрофила-
ми [33].

Под действием солнечного света происходит
генерация окислителей электронным возбуждени-
ем. Фотовозбуждение эндогенных или экзогенных
молекул сенсибилизатора (фотосенсибилизация)
приводит к образованию реакционноспособных
частиц, в частности синглетного молекулярного
кислорода, электронно-возбужденных карбонилов
и супероксидных анионных радикалов; это мо-
жет вызвать молекулярное повреждение. Волнами,
имеющими биологическое значение, являются
ультрафиолетовое бета-излучение (290–320 нм) и
ультрафиолетовое альфа-излучение (320–400 нм).
Известно, что видимый свет и даже инфракрас-
ное альфа-излучение вызывают фотобиологиче-
ские реакции [33].

С точки зрения здоровья человека, наиболее
подвержены воздействию ультрафиолета такие тка-
ни, как кожа и глаза. Синглетный кислород опо-
средует общую делецию митохондрий (образуются
мутации в ДНК митохондрий), связанную с фото-
старением [33]. Одним из генерирующих синглет-
ный кислород фотосенсибилизаторов является ли-
пофусцин, который образуется в пигментном эпи-
телии сетчатки с возрастом или в связи с такими
генетическими нарушениями, как болезнь Стар-
гардта [33]. Основным продуктом окисления мито-
хондриальной ДНК является 7,8-дигидро-8-оксо-
гуанин (8-oxoG), а синглетный кислород способ-
ствует преимущественно образованию этого
соединения в ДНК. Хотя реакция гидроксильного
радикала с ДНК также приводит к образованию не-
которого количества 8-oxoG, однако эта реакция
малозначима. Кроме того, генерация синглетного
кислорода в присутствии карбонилов, аминокислот
и белков в митохондрии обеспечивает среду для ге-
нерации митохондриального озона, который может
способствовать разрывам двухцепочечной мито-
хондриальной ДНК [33].

ПЕРОКСИНИТРИТ (OONO–)

Пероксинитрит (ONOO–) является сильным
биологическим окислителем, образуется в резуль-
тате диффузионно-ограниченной реакции окси-

да азота (NO•) и супероксид-аниона  [35]. Его
относительно большой биологический период
полураспада и высокая реакционная способность
позволяют пероксинитриту окислять ряд различ-
ных мишеней в клетке [36]. В физиологических
условиях пероксинитрит может непосредственно
реагировать с тиолами, или радикальные продук-
ты разложения пероксинитрита могут косвенно
окислять другие клеточные компоненты, напри-
мер, липиды, белки и ДНК. Окисленные моди-
фикации, образовавшиеся под действием перок-
синитрита, запускают гибель клеток различны-
ми механизмами в зависимости от концентрации
окислителя [36]. Пероксинитрит стимулирует не-
кроз, апоптоз, аутофагию, партанатоз (форма про-
граммируемой клеточной гибели, характеризующа-
яся гиперактивацией поли(АДФ-рибоза)полиме-
разы 1-белка, участвующего в клеточном ответе на
повреждение ДНК) и некроптоз [36]. Помимо кон-
центрации пероксинитрита вид клеточной гибели
определяется также типом клеток. Низкая кон-
центрация пероксинитрита активирует сигнальные
пути гибели клеток, что приводит к апоптозу. Вы-
сокая концентрация пероксинитрита стимулиру-
ет некроз. Пероксинитрит может активировать раз-
личные виды гибели клеток в одном типе клеток,
например, апоптоз и партанатоз в корковых ней-
ронах [36].

ОКСИД АЗОТА(II) (NO•)
Оксид азота – молекула с неспаренным элек-

троном, довольно слабый окислитель. NO• выра-
батывается из L-аргинина тремя основными изо-
формами синтазы оксида азота (NOS): эндотели-
альной NOS (eNOS), связанной с вазодилатацией и
регуляцией сосудов; нейрональной NOS (nNOS),
которая связана с внутриклеточной передачей сиг-
налов; и индуцибельной NOS (iNOS), которая
имеет различные функции в зависимости от мета-
болических потребностей [37, 38]. В то время как
выработка оксида азота с помощью nNOS и eNOS
жестко регулируется кальцием с помощью каль-
модулин-зависимого механизма, iNOS активиру-
ется в ответ на различные сигналы эндотоксина
или цитокинов, что может привести к быстрому
образованию больших потоков оксида азота [38].

Взаимодействие NO с окислителями и восста-
новителями может привести к появлению таких
АФА, как нитроксильный анион (NO–; образует-
ся при восстановлении NO•), высшие оксиды азо-
та (NO2, N2O4 и т.д.), S-нитрозотиолы (RSNO), и
динитрозильные комплексы с Fe. Удаление одного
электрона NO• приводит к образованию катиона
нитрозония (NO+), который способен реагировать
с нуклеофильными центрами, образуя нитрозосо-
единения. Нитрозилгалогениды выделяются, когда
NO• реагирует с фтором, хлором или бромом [37].

( )2O −i
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Зависимая от оксида азота продукция цГМФ
имеет широкий спектр мишеней, играет роль в
регуляции ряда функций в нервной системе. Од-
нако не все функции оксида азота опосредованы
продукцией цГМФ [38]. Окислительные продукты
оксида азота вскоре были обнаружены в макро-
молекулах и ряде белков. Было описано несколько
механизмов нитрозилирования, включая окисли-
тельное S-нитрозирование, транс-нитрозилирова-
ние [38]. Нитрозилирование регулирует разнооб-
разные процессы, происходит в функционально
разнообразной группе белков в различных суб-
клеточных структурах [38].

ХЛОРНОВАТИСТАЯ КИСЛОТА (HOCl)
Фермент миелопероксидаза превращает H2O2

и хлорид-ионы в HOCl, высокоактивная форма
хлора, реагирующая с большинством биологиче-
ски значимых соединений. HOCl (включая ее
соль – гипохлорит натрия (NaOCl)) в качестве
молекулярного (2-электронного) агента обладает
сильной окислительной и хлорирующей способ-
ностью для обеспечения ярко выраженных бакте-
рицидных и цитотоксических свойств [39]. Это
делает HOCl одним из самых мощных окислите-
лей in vivo [39].

БРОМНОВАТИСТАЯ КИСЛОТА (HOBr)
Эозинофильная пероксидаза (главный ос-

новный белок) и миелопероксидаза являются
металлопротеидами, которые могут катализиро-
вать выработку HOBr [40, 41]. Реакция HOBr с
гликозаминогликанами (гепарансульфатом, гепа-
рином, хондроитинсульфатом и гиалуронаном)
дает производные полимера N-бромпроизводные
(бромамины, дибромамины, N-бромсульфонами-
ды и бромамиды). Разложение этих частиц, которое
может происходить самопроизвольно и/или путем
одноэлектронного восстановления низковалент-
ными ионами переходных металлов (Cu+ и Fe2+),
приводит к фрагментации и модификации поли-
мера [40]. Реакция HOBr с белками приводит к ге-
нерации производных N-брома, а также к фраг-
ментации полипептидного остова [40]. Реакция
HOBr с внеклеточным матриксом, синтезируе-
мым гладкомышечными клетками in vitro, инду-
цирует высвобождение углеводных и белковых
компонентов. Разложение гликозаминогликанов
и белков внеклеточного матрикса HOBr может
способствовать повреждению ткани, связанному
с такими воспалительными заболеваниями, как
астма [40].

HOBr и HOCl окисляют тиолы, они также эф-
фективно воздействуют на амины с образованием
галоаминов в боковых цепях белка, свободных
аминокислотах, нуклеиновых кислотах и амино-
содержащих фосфолипидах или с образованием

галоамидов на боковых цепях гликозаминогли-
канов [41]. Эти галоамины и галогенамиды со-
храняют окислительную способность исходной
гипогалогенной кислоты и, следовательно, могут
генерировать последующие окислительные моди-
фикации [41]. HOBr и HOCl также эффективно
реагируют с ароматическими кольцами в таких
аминокислотах, как тирозин, триптофан и нукле-
иновые кислоты. Их реакция с тирозином с обра-
зованием соответствующих 3-галотирозина и
3,5-дигалотирозина количественно незначитель-
на, но примечательна как специфический био-
маркер окислительного повреждения, вызванно-
го HOBr и HOCl [41].

ГИПОТИОЦИАНОВАЯ КИСЛОТА (HOSCN)

Гипотиоциановая кислота (HOSCN) выраба-
тывается из тиоцианата (SCN–) в биологических
системах под действием ферментов пероксида-
зы [42, 43].

(1)

(2)

(3)

HOSCN играет важную роль в защитных меха-
низмах млекопитающих благодаря своим анти-
бактериальным свойствам. HOSCN также может
генерироваться in vivo посредством реакции SCN–

с HOCl и HOBr. SCN– присутствует в миллимо-
лярных уровнях в таких биологических жидкостях,
как слюна, молоко и слеза. SCN– является основ-
ным субстратом для лактопероксидазы и близко-
родственной пероксидазы слюны, предпочтитель-
ным субстратом для миелопероксидазы и перок-
сидазы эозинофилов и также легко окисляется
пероксидазой желудка и пероксидазой щитовид-
ной железы [42].

Тиолы с низкой молекулярной массой, напри-
мер, восстановленный глутатион GSH, являются
важными мишенями для HOSCN. Это приводит к
образованию нестабильных производных суль-
фенилтиоцианата (RS–SCN) [42]. При физиоло-
гическом рН эти вещества легко реагируют с дру-
гими молекулами тиола с образованием дисуль-
фидов. Окисленный глутатион (GSSG) является
единственным продуктом, наблюдаемым при об-
работке GSH с помощью HOSCN [42]. HOSCN
реагирует преимущественно с тиоловыми груп-
пами белков, как было показано в исследованиях
с изолированными белками и биологическими
жидкостями, например, плазмой. Это приводит к
генерации производных белка, содержащих группу
RS–SCN, о чем свидетельствует обратимое вклю-
чение в продукты реакции 14C из HOS14CN [42].

( )22 2 2H O 2SCN 2H O CN .S−+ → +

( )2 2SCN H O HOS S .CN H CN+ −+ → + +

− +↔ +HOSCN OSCN H . [42].
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HOSCN часто называют относительно мягким
окислителем, который безвреден для клеток мле-
копитающих. Сообщается, что присутствие SCN–

и образование HOSCN пероксидазами является
важным механизмом детоксикации, ответствен-
ным за удаление потенциально более вредных
окислителей, таких как H2O2 или HOCl [42]. Од-
нако HOSCN может вызывать лизис эритроци-
тов, действовать как вирулицидный агент, вызы-
вать остановку роста или ингибировать деление
клеток в ряде бактериальных клеток, ингибиро-
вать гликолиз и дыхание и снижение поглощения
глюкозы [42]. Способность HOSCN вызывать ги-
бель клеток через апоптоз и некроз, а также экс-
прессию тканевого фактора и молекул адгезии
моноцитов показывает, что этот окислитель об-
ладает значительным вредным воздействием.воз-
действие на клетки млекопитающих [42]. В част-
ности, индукция ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion
Molecule 1, также CD54), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion molecule 1, “васкулярная молекула кле-
точной адгезии 1”) и E-селектина (гликопротеин,
находящийся на клеточной поверхности, отно-
сится к классу молекул клеточной адгезии; рецеп-
тор к некоторым углеводным лигандам лейкоци-
тов крови), вероятно, играет значительную роль в
развитии атеросклеротического поражения и под-
держивает недавние исследования, которые предо-
ставляют in vivo доказательства участия SCN– –
производных в патогенезе заболеваний коронар-
ных артерий [42, 43].

Таким образом, существует большое разнооб-
разие форм АФК и АФА, которые обладают уни-
кальными характеристиками и метаболическими
особенностями.

Клетки имеют антиоксидантные защитные ме-
ханизмы, позволяющие инактивировать чрезмер-
но продуцируемые АФК и АФА. Баланс между про-
дукцией и устранением АФК и АФА приводит к
внутриклеточному гомеостазу, в то же время чрез-
мерное отклонение концентраций АФК и АФА в
ту или иную сторону приводит к повреждению
клетки, что в дальнейшем может приводить к раз-
личным негативным последствиям (в т.ч. их гибе-
ли, трансформации в опухолевую клетку, инсули-
норезистентности и т.д.) [1, 3, 13, 14]. В умерен-
ных концентрациях данные свободные радикалы
являются посредниками реакций, с помощью ко-
торых уничтожаются поврежденные клетки и про-
дукты их распада выводятся из организма [3]. В
случае уменьшения концентрации АФК и АФА в
организме есть вероятность столкнуться с изме-
нением в таких необходимых защитных механиз-
мах, как апоптоз, фагоцитоз и детоксикация [13].
Хорошо известно, что АФК и АФА в низких кон-
центрациях являются сигнальными молекулами,
модулирующими пролиферацию клеток и экс-
прессию генов посредством активации таких фак-

торов транскрипции, как NF-каппа-B и индуци-
руемый гипоксией фактор-1α (HIF-1α) [23]. По-
вышение продукции АФК в результате действия
на клетку различных провоспалительных моле-
кул (ФНО- α, липополисахариды, тромбин) мо-
жет опосредовать активацию NF-κB и последую-
щую индукцию воспалительных генов, изменять
активность протеасом, транскрипцию антиокси-
дантных генов, активацию воспалительных про-
цессов и секрецию цитокинов (например, мито-
ген-активируемые протеинкиназы (MAPKs) (КФ
2.7.11.24), которые активируют факторы тран-
скрипции AP-1, и IκB киназы (IKK), которые за-
тем осуществляют активацию NF-каппа-B и ин-
терлейкина-1-бета (IL-1β)) [1, 3, 13, 23]. Провос-
палительные цитокины, ФНО-α, IL-1β и IFN-γ,
могут дополнительно усиливать окислительный
стресс у человека, вызывая выработку АФК [23].
Кроме этого, АФК играют важную роль в процес-
сах передачи сигналов клеток сосудов, включая
активацию эндотелиальной синтазы оксида азота
(eNOS) (КФ 1.14.13.39) (H2O2 индуцирует экс-
прессию гена eNOS в эндотелиальных клетках
посредством Ca2+/кальмодулин-зависимой про-
теинкиназы II/янус киназа 2 (нерецепторная ти-
розинканаза)-зависимого пути) и стимуляцию
роста и миграцию клеток посредством модуля-
ции внутриклеточного кальция, активации NF-
каппа-B и p38 митоген-активируемой протеин-
киназы (p38MAPK) ((КФ 2.7.11.24) и протеинки-
назы B (PKB) (КФ 2.7.11.1) [5, 10, 11].

АФК И ФЕРРОПТОЗ
АФК задействованы в многочисленных кле-

точных процессах, это подтверждается еще одной
их важной ролью: активация апоптоз-независи-
мой клеточной смерти – ферроптоза [44]. Фер-
роптоз является регулируемой формой гибели кле-
ток, вызванной потерей активности фермента ре-
парации липидов глутатионпероксидазы 4 (GPX4)
и последующим накоплением активных форм кис-
лорода на основе липидов (АФК), в частности
гидропероксидов липидов (липидов, подвергших-
ся окислению перекисью водорода). Эта форма
железозависимой гибели клеток генетически, био-
химически и морфологически отличается от дру-
гих форм гибели клеток (апоптоза, нерегулируе-
мого некроза и некроптоза) [44].

Активация митохондриальных вольтаж-зави-
симых анионных каналов и MAPKs, стрессорное
воздействие на эндоплазматический ретикулум и
ингибирование цистин – глутаматного антипор-
тера вовлечены в индукцию ферроптоза [45, 46].
Этот процесс характеризуется накоплением про-
дуктов перекисного окисления липидов (ППОЛ)
и АФК, образовавшихся в результате метаболиз-
ма железа (реакция Фентона). ППОЛ оказывают
токсическое воздействие через два основных меха-
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низма. Поскольку липиды отвечают за поддержа-
ние целостности клеточных мембран, ППОЛ из-
меняют состав, структуру и динамику липидных
мембран. Будучи высокореактивными соединени-
ями, ППОЛ также могут способствовать большему
образованию АФК или превращаться в реакци-
онноспособные соединения, способные сшивать
ДНК и белки [46]. Ферроптоз может быть фармако-
логически ингибирован хелаторами железа (напри-
мер, дефероксамином и мезилатом десферриокса-
мина) и ингибиторами перекисного окисления
липидов (например, ферростатином, липроксста-
тином) [46]. Глутатионпероксидаза 4, белок теп-
лового шока бета-1 и эритроидный ядерный фак-
тор (Nrf2) функционируют как подавляющие фер-
роптоз факторы, ограничивая выработку АФК и
снижая клеточное поглощение железа. Напротив,
NADPH-оксидаза и p53 (особенно мутантный p53
с дефектом ацетилирования) [45] действуют в ка-
честве активаторов ферроптоза, стимулируя про-
дукцию АФК и ингибируя экспрессию SLC7A11
(специфическая легко-цепочечная субъединица
цистин/глутаматного антипортера) соответствен-
но [46].

АФК КАК ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ 
МЕССЕНДЖЕРЫ

АФК способны действовать как внутриклеточ-
ные мессенджеры, т.е. изменять внутриклеточное
окислительно-восстановительное состояние и/или
структуру и функцию белка путем модификации
аминокислотных остатков, а редокс-состояние
ряда белков может влиять на клеточный метабо-
лизм [47–49]. Среди АФК перекись водорода
представляет собой небольшой, незаряженную,
свободно диффундирующую молекулу, которая
может быть синтезирована и быстро разрушена в
ответ на внешние раздражители. Эти свойства
молекулы соответствуют всем важным критериям
внутриклеточного мессенджера. Многочисленные
исследования подтверждают тот факт, что пере-
кись водорода – это повсеместный внутрикле-
точный мессенджер [47–50].

Другой вид АФК, гидроксильный радикал
(OH•), является наиболее реакционноспособным
ввиду его наименьшего периода полураспада в
тканях (10–9 с) по сравнению с другими АФК [1].
Он окисляет практически любой клеточный ком-

Рис. 3. Окисление остатков цистеина активными формами кислорода и образование глутатионилированных белков.
Цистеиновые остатки белка окисляются, при этом образуются сульфеновые группы. Последние могут образовывать
дисульфидную связь с SH-группой другого цистеинового остатка. Сульфеновая группа и дисульфидная связь могут
быть редуцированы с помощью различных антиоксидантов в клетках, таких как глутатион (GSH). Таким образом, бе-
лок может быть избирательно и обратимо окислен АФК, а такой измененный белок способен генерировать клеточные
сигналы. Сульфеновая группа может быть в дальнейшем окислена с образованием сульфиновой и сульфонильной
групп, которые не могут быть восстановлены в нормальной внутриклеточной системе.
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понент, с которым сталкивается, и является ток-
сичным для клетки соединением из-за высокой
вероятности окислительного повреждения. Вви-
ду этой реакционной способности и отсутствия
специфичности считается, что гидроксильный
радикал не играет сигнальной роли в клетках [49].

Перекись водорода – это наиболее стабильная
форма АФК, с предполагаемым периодом полу-
распада в клетках примерно 1 мс. H2O2 способна
диффундировать через мембраны. Клетки, по-ви-
димому, регулируют транспорт H2O2 путем изме-
нения липидного состава мембран, тем самым
поддерживая клеточную концентрацию H2O2 [51].
Мембранный транспорт перекиси водорода до-
полнительно облегчается аквапориновыми кана-
лами [52, 53].

Таким образом, данные о молекуле дают осно-
вание предположить, что перекись водорода яв-
ляется основной формой АФК, участвующей в
окислительно-восстановительной передаче сиг-
налов у эукариот. Рассмотрим отличия клеточ-
ных мишеней супероксида и перекиси водорода.
В клетках бактерий одной из мишеней суперок-
сида являются железо-серные кластеры в белках,
как это видно при супероксид-опосредованной
инактивации митохондриального фермента ако-
нитазы (КФ 4.2.1.3) [54]. Известно, что различные
железо-серные белки участвуют в репликации,
транскрипции и репарации ДНК [55]. Еще один
представитель семейства АФК, супероксид-ани-
он, несет отрицательный заряд, что ограничивает
его способность к диффузии через мембраны [49].
“Однако существуют доказательства того, что су-
пероксид может транспортироваться из мито-
хондрий в цитоплазму с помощью вольтаж-за-
висимого анионного канала” [49]. Супероксид
обладает высокой реакционной способностью в от-
ношении железо-серных кластеров в белках и реа-
гирует с ними со скоростью, ограниченной только
диффузией [49]. Данные реакции могут способ-
ствовать высвобождению свободного железа и вы-
зывать структурные изменения, что в результате
приводит к изменению активности белка. В рас-
творах очищенных белков супероксид реагирует с
остатками цистеина с образованием тиильного ра-
дикала [49]. Последующая реакция тиильного ра-
дикала с кислородом приводит к образованию су-
пероксида, который затем превращается в перок-
сид водорода. In vivo скорость спонтанной или
катализируемой ферментами реакции дисмута-
ции супероксида в пероксид водорода очень высо-
кая, что делает участие супероксида в окислении
тиолов белков маловероятным способом окисли-
тельно-восстановительной сигнализации [49].

Супероксид может реагировать с оксидом азота
с образованием пероксинитрита с различными по-
следствиями. Основной мишенью окислительно-

восстановительной передачи сигнала перекисью
водорода являются остатки цистеина в белках [49].

Одним из правил в путях передачи сигнала яв-
ляется то, что образуемые модификации регуля-
торных молекул должны быть обратимыми; то
есть каждый компонент клеточной сигнализации
имеет два возможных состояния: включенное и
выключенное. Двухэлектронное окисление остат-
ков цистеина перекисью водорода приводит к об-
разованию сульфеновой кислоты. Это промежу-
точное соединение может образовывать меж- или
внутримолекулярные дисульфидные связи или
образовывать ковалентную связь с глутатионом.
Тирозинфосфатазы являются хорошо известны-
ми мишенями для перекиси водорода. Эти белки
обычно отключают пути передачи сигналов тиро-
зинкиназы и, следовательно, их инактивация мо-
жет приводить к передаче сигналов [36, 49].

Второе правило в путях передачи сигнала – это
специфичность. Центральные вопросы в области
окислительно-восстановительного баланса в от-
ношении этого правила:

1) какие белки нацелены на АФК для иниции-
рования сигнального пути;

2) как достигается специфичность.
Стоит подчеркнуть одно ключевое различие

между окислительно-восстановительной переда-
чей сигналов и традиционными путями передачи
сигнала. Последние начинаются со связывания
лиганда, например, факторов роста, цитокинов или
стероидных гормонов с мембранными или внут-
риклеточными рецепторами. Гироксилирование
крупных молекулярных структур приводит к инду-
цированному соответствию [49]. Напротив, окис-
лительно-восстановительная передача сигналов
инициируется через ковалентное взаимодействие,
перекись водорода реагирует с тиольной группой
определенного остатка цистеина [49]. В клетках
содержится большое количество цистеин-содер-
жащих белков, которые являются носителями
большого количества потенциальных рецепторов,
и это ставит вопрос о том, как можно достичь спе-
цифичности [49]. Ограничения, налагаемые кри-
териями передачи сигналов, дают ответ на то, как
достигается специфичность редокс-сигнализа-
ции: ключевые взаимодействия ограничены быст-
рыми реакциями, нацеленными на специфиче-
ский цистеин в определенном белке [49]. Вероят-
ность окисления уникального остатка цистеина в
определенном белке зависит от концентрации
этого остатка/белка в клетке, аминокислот, окру-
жающих цистеин, расположения белка относи-
тельно источника образования перекиси водоро-
да [49].

Пероксиредоксины (КФ 1.11.1.15) представля-
ют собой семейство белков, которые проявляют
особенно высокие константы скорости реакции с
перекисью водорода, порядка 105–107 М– 1 с– 1 [56].
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Они присутствуют в клетках в относительно вы-
сокой концентрации для белков: приблизительно
20 μМ [57]. Модельные исследования показыва-
ют, что уникальная белковая среда вокруг катали-
тического остатка цистеина в пероксиредоксине
стабилизирует переходное состояние реакции, что
делает эти белки особенно хорошо приспособ-
ленными к реакции с перекисью водорода [49].
Тиолы в белках частично окружены водной, но
все же их основным окружением являются белко-
вые структуры. При этом белковые аминокислот-
ные остатки обеспечивают взаимодействия заря-
дов, диполей и водородных связей, которые окру-
жают тиолы [49].

Высокая реакционная способность, относитель-
но большое количество и распределение членов се-
мейства пероксиредоксинов по разным клеточным
компартментам соответствуют ожидаемым крите-
риям для белков, которые участвуют в клеточных
сигнальных путях. Расположение потенциальных
мишеней относительно источника генерации пе-
рекиси водорода является еще одним компонен-
том специфичности в редокс-сигнализации [49].
Это иллюстрируется протеин-тирозин-фосфатазой
(PTP1B) (КФ 3.1.3.48) и окислительно-восстано-
вительной передачей сигналов после связывания
лиганда с рецепторной тирозинкиназой. PTP1B
должен конкурировать с пероксиредоксинами в ка-
честве мишени для перекиси водорода [49]. Кон-
станты скорости реакции перекиси водорода с
Prx2 (пероксиредоксином) и PTP1B составляют
2 × 107 и 20 М–1 с–1 соответственно [49]. Согласно
“модели шлюза” (рис. 4), передача сигналов до-
стигается посредством локальной инактивации
пероксиредоксинов. Связывание лиганда с рецеп-
торами тирозинкиназы приводит к фосфорилиро-
ванию и инактивации Prx1. Переокисление тарге-
тированного остатка цистеина в Prx2 превращает
тиоловую группу в сульфиновую кислоту и инак-
тивирует этот фермент. В результате могут накап-
ливаться достаточно высокие уровни перекиси
водорода для таргетирования белков сигнального
пути (таких, как PTP1B) [49].

АФК передают сигналы во многих метаболи-
ческих путях, таких как:

1) пути, определяющие пролиферацию и срок
жизни клеток через MAP-киназы, PI3-киназу (КФ
2.7.1.137), PTEN (phosphatase and tensin homolog de-
leted on chromosome 10, фосфатаза с двойной суб-
стратной специфичностью) (КФ 3.1.3.67) и проте-
ин-тирозин-фосфатазы (КФ 3.1.3.48) [59–61];

2) гомеостаз АФК и регуляция антиоксидант-
ных генов с помощью Ref-1 (англ. redox factor-1),
Nrf-2, тиоредоксина и др. [62, 63];

3) старение, процесс опосредован p66Shc (дан-
ный белок участвует в регуляции клеточного уров-
ня АФК) [64];

4) реакция повреждения ДНК – через киназу
ATM (англ. аtaxia telangiectasia mutated, серин/трео-
ниновая протеинкиназа, которая рекрутируется и
активируется двунитевыми разрывами ДНК) (КФ
2.7.11.1); это может способствовать ингибирова-
нию mTORC1, что приведет к подавлению синте-
за белка и активации аутофагии [65, 66];

5) гомеостаз железа – с помощью железорегу-
ляторных белков (IRP) и чувствительных к железу
элементов (IRE) и т.д. [67, 68];

6) модуляция HIF-сигналинга [69–71].

АНТИОКСИДАНТНАЯ
ЗАЩИТА КЛЕТОК. СТАРЕНИЕ

Антиоксидантная защита человека сложна и вы-
полняет задачу установления физиологически-
важного уровня АФК в клетке с возможностью
функционирования клеточной передачи сигналов,
в то же время минимизирует уровни АФК, чтобы
не допустить окислительного повреждения.

Клеточное окислительно-восстановительное
равновесие тщательно поддерживается эндоген-
ной антиоксидантной защитной системой, кото-
рая включает эндогенные антиоксидантные фер-
менты и участники этих реакций, такие как су-
пероксиддисмутаза (SOD) (КФ 1.15.1.1), каталаза
(CAT) (КФ 1.11.1.6), глутатионпероксидаза (GPx)
(КФ 1.11.1.9), глутатион (GSH), глутатионредук-
таза (GR) (КФ 1.8.1.7), частично фермент глутати-
он-S-трансфераза (GST) (КФ 2.5.1.18), белки и не-
ферментативные низкомолекулярные акцепторы
(мочевая кислота, коэнзим Q и липоевая кислота).
Данными свойствами обладают также экзогенные
антиоксиданты: бутилированный гидроксианизол
(BHA), бутилированный гидрокситолуол (BHT),
пропилгаллат (PG) и трет-бутилгидрохинон
(TBHQ) [3, 13, 23].

Антиоксидантную защиту в клетке можно раз-
делить на два вида в соответствии с механизмом
действия.

Первая группа – антиоксиданты, которые сни-
жают возможность образования новых свобод-
ных радикалов или предотвращают развитие цеп-
ных реакций. Антиоксиданты имеют эндогенное и
экзогенное происхождение и составляют гетеро-
генную группу, которая включает супероксиддис-
мутазу (SOD), каталазу (CAT) и глутатионперокси-
дазу (GPX), глутатион, альбумин, белки, которые
связывают металлы (ферритин и церулоплазмин),
ионы металлов (Se, Cu и Zn) [9, 29], витамины С и
Е, каротиноиды и флавоноиды [9, 30]. Вторая
группа – ферменты, которые восстанавливают
повреждение, вызванное свободными радикала-
ми. Это липазы, протеазы, ферменты репарации
ДНК, трансферазы и метионин-сульфоксидредук-
тазы (КФ 1.8.4.11) [72–74].
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Интересно отметить, что в физиологических
условиях баланс между прооксидантными и анти-
оксидантными веществами поддерживается с пе-
ревесом в пользу прооксидантных продуктов, что
способствует умеренному окислительному стрес-
су, так как данное состояние необходимо для оп-
тимального функционирования иммунной систе-
мы и процессов передачи сигналов в клетке [23].
Однако ввиду непрерывного образования АФК
и поддержания его на физиологическом уровне
постоянно происходят небольшие повреждения
внутри клетки. Именно поэтому существует по-
требность во второй группе эндогенной антиок-
сидантной системы защиты, которая удаляет или
восстанавливает поврежденные биомолекулы до
того, как произошло их накопление, что привело
бы к изменению клеточного метаболизма и не-
обратимому повреждению [75]. Поврежденные
таким образом нуклеиновые кислоты восстанавли-
ваются специфическими ферментами, окислен-
ные белки удаляются протеолитическими систе-
мами, а окисленные липиды восстанавливаются
фосфолипазами, пероксидазами и ацилтрансфе-
разами [76].

Установлено, что нарушения в некоторых или
во всех восстановительных системах в большей
степени способствуют старению и возникнове-
нию возрастных заболеваний, чем умеренные
колебания уровня веществ с антиоксидантными
свойствами и образование АФК [2, 14]. В старею-
щих клетках значительно снижается эффектив-
ность работы многих систем репарации, накап-
ливаются повреждения клеток, например, проис-
ходит накопление липофусцина в цитоплазме [2].
Возрастные окислительные изменения наиболее
заметны в непролиферирующих клетках, таких
как нейроны и кардиомиоциты, так как у них не
происходит “разбавления” поврежденных струк-
тур посредством деления клеток [2, 77, 78].

Сложный процесс биологического старения яв-
ляется результатом действия генетических и эколо-
гических факторов, а также времени. Ключевыми
изменениями во время старения являются воспа-
ление, иммунное старение и клеточное старение.
Старение – это необратимая форма длительной
остановки клеточного цикла, вызванная чрезмер-
ным внутриклеточным или внеклеточным стрес-
сом, или повреждением [79]. Цель этой остановки
клеточных циклов – ограничение пролиферации

Рис. 4. В так называемой модели шлюза преодолены кинетические ограничения окислительно-восстановительной
сигнализации, а специфичность достигается благодаря непосредственной близости сигнальной мишени и источника
генерации перекиси водорода [58]. Модель шлюза показана здесь с протеин-тирозин-фосфатазой 1B (PTP1B) в каче-
стве сигнальной мишени. Пероксиредоксины (Prx) присутствуют в клетках в относительно высоких концентрациях и
очень эффективно разрушают перекись водорода по сравнению со скоростью реакции PTP1B и перекиси водорода.
Однако для окисления PTP1B может накапливаться достаточное количество перекиси водорода, тем не менее, после
инактивации Prx1 фосфорилированием, вызванным активацией рецепторной тирозинкиназы факторами роста (ФР),
остаток цистеина, принадлежащий Prx2, необратимо окисляется до сульфиновой кислоты (SO2H) [49].
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поврежденных клеток, устранение накопленных
вредных факторов и предотвращение трансфор-
мации злокачественных клеток. Поскольку био-
логический возраст не обязательно должен со-
ответствовать хронологическому возрасту, важно
найти конкретные признаки и биомаркеры, кото-
рые могли бы объективно определять темп старе-
ния человека [79]. Эти биомаркеры могут быть
ценными показателями физиологического возрас-
та. Биомаркеры должны соответствовать несколь-
ким критериям. Например, они должны предска-
зывать скорость старения, контролировать основ-
ной процесс, лежащий в основе процесса
старения, иметь возможность многократно те-
стироваться, не нанося вреда человеку [79]. Кро-
ме того, биомаркеры должны быть индикаторами
биологических процессов, патогенных процессов
или фармакологических реакций на терапевтиче-
ское вмешательство. Считается, что длина тело-
мер является недостаточно объективным биомар-
кером (с плохой прогностической точностью), и в

настоящее время нет надежного биомаркера, от-
вечающего всем необходимым критериям [79].

С возрастом увеличивается продукция АФК,
при этом эффективность работы некоторых эндо-
генных защитных механизмов снижается [2, 80–82].
Например, взаимодействие митохондрий с ядром
и изменения митохондриального гомеостаза при-
водят к возрастным изменениям. Неэффективный
контроль АФК над митохондриальными супер-
комплексами вызывает изменение сигнала АФК,
направляя реакцию клеток на стресс в сторону
возрастозависимого повреждения [83, 84]. Про-
грессирующее снижение АФК-поглотителей при-
водит к сдвигу статуса стареющих клеток в сторону
прооксидантного статуса [85]. Именно поэтому
существует потребность во второй группе эндо-
генной антиоксидантной системы защиты, кото-
рая удаляет или восстанавливает поврежденные
биомолекулы до того, как произошло их накопле-
ние, что привело бы к изменению клеточного ме-
таболизма и необратимому повреждению [85, 86].

Рис. 5. Предполагаемые механизмы АФК-опосредованной активации путей MAPK. АФК генерируются в процессе
реакций с различными NOX, которые активируются факторами роста, цитокинами и разнообразными стрессорами и
быстро удаляются внутриклеточными антиоксидантами. АФК (как только выработка АФК превышает способность
антиоксидантов) могут индуцировать окислительную модификацию сигнальных белков МАРК, включая RTKs и
MAP3K (см. путь 1), тем самым приводя к активации МАРК. АФК могут активировать пути MAPK посредством ин-
гибирования и/или деградации MKP (см. путь 2). MKPs – MAPK фосфатазы, они дефосфорилируют MAPKs, тем са-
мым инактивируя их. MAPK фосфатазы обеспечивают отрицательную обратную связь, тем самым модулируя продол-
жительность, величину и пространственно-временной профиль активности MAPK в ответ на физиологические и па-
тологические стимулы [72].

Факторы
роста

Цитокины
(ФНО-а)

Nox Nox

pp

p p p p p p p p

1

1

2

Raf Raf

MEK MEK

ERK

ERK

ERK

MKPs MKPs

MKPs

MKPs
MKPs

АФК

АФК

АФК

АФК
TRADD

TRAF2

TRAF2

TRAF2

TRAF2

ASK1

ASK1

ASK1

ASK1
Trx

Trx

HS SH

S S

MKK3/6 MKK7

p38 JNK

p38 JNK



480

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 5  2020

ШЛАПАКОВА и др.

Этот дисбаланс приводит к прогрессирующему
повреждению клеточных структур, предположи-
тельно приводящему к фенотипу старения. Дан-
ное предположение поддерживается двумя на-
правлениями исследований [87–89].

Первое направлено на измерение концентра-
ции продуктов/маркеров окислительного стресса
в стареющих клетках, тканях или организмах. Бы-
ло показано, что карбонилированные белки (мар-
керы тяжелого и хронического оксидативного
стресса) находятся в повышенных концентраци-
ях в последней трети жизни. Эти белки были об-
наружены в культуре тканей дермальных фибро-
бластов человека, хрусталике глаза и мозге чело-
века, полученных при вскрытии, печени крысы и
цельных мухах [90–92].

Другое направление исследований основано
на искуственном индуцировании окислительно-
го стресса в клетках с помощью оксидативных ве-
ществ. В модели, названной стресс-индуцирован-
ным преждевременным старением, клетки были
смешаны с субтоксическими концентрациями ок-
сиданта Н2О2 или генераторами оксидантов (пара-
кват, УФ, железо или медь) [93–95]. Таким образом,

индуцировалась реакция хронического стресса,
что приводило к фенотипическому старению. При
этом проявляются общие особенности старения:
сверхэкспрессия p21 и p16INK4a, увеличение ак-
тивности SA-β-Gal, увеличение клеточного объема
и приобретение клеткой круглой формы [96, 97].
Кроме того, в эксперименте, в котором клетки
были подвержены гипероксии (как известно, она
индуцирует хронический окислительный стресс),
было показано сходство паттерна экспрессии ге-
нов у клеток с индуцированным оксидативным
стрессом по сравнению со стареющими фиброб-
ластами [98, 99]. Существуют и другие способы
воспроизведения отдельных признаков клеточ-
ного старения, например, накопление внутрикле-
точного белка путем искусственного воздействия
липофусцином на клетки [2, 100].

Однако, еще раз подчеркнем, старение – это
многофакторный естественный процесс, завися-
щий от времени, с характерным прогрессирующим
снижением большинства физиологических функ-
ций. Старение связано с повышенным уровнем
окислительного стресса, различными типами мак-
ромолекулярных изменений, накоплением продук-
тов метаболизма, которые могут оказывать негатив-

Рис. 6. Сравнение структур молодой и старой клеток: в старых клетках выражены процессы окисления, накопление
липофусцина, повреждение органоидов.
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ный эффект, повреждений дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (ДНК), например, из-за совершения
ошибок в ходе репликации ДНК-полимеразами,
сбоев работы репарационных систем [101]. По-
скольку большинство клеточных функций выпол-
няется белками, старение может быть в какой-то
степени следствием нарушения регуляции протео-
стаза или изменением функционирования протео-
ма [2]. Более того, не все клеточные белки могут
быть ресинтезированы из-за возникающих в ре-
зультате старения повреждений ДНК [2, 101, 102].

В случае преждевременного возникновения
окислительного стресса происходит накопление
внутриклеточных повреждений, обычно наблюдае-
мых в пожилом возрасте – это так называемое
преждевременное старение. Преждевременное ста-
рение чаще затрагивает определенные ткани/ор-
ганы, а не организм в целом. Например, хрониче-
ская обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), вы-
званная курением, вероятно, является результатом
ускоренного старения легких, вызванного сигарет-
ным дымом [103, 104]. Ожирение и диабет могут
способствовать возникновению сердечно-сосуди-
стых заболеваний и заболеваний почек, потенци-
ально это происходит через индукцию преждевре-
менного старения клеток в других тканях [105].
Было показано, что высокий уровень глюкозы, свя-
занный с диабетом, способствует старению эпите-
лиальных клеток in vitro. Высокий уровень глюко-
зы в крови может привести к гликированию бел-
ков, что нарушает их нормальную функцию.
Кроме того, конечные продукты гликирования
(белки или липиды, которые подверглись глики-
рованию углеводами) могут взаимодействовать
с мембранными рецепторами клеток, которые
изменяют внутриклеточную передачу сигналов и
способствуют выработке провоспалительных ци-
токинов и АФК [106, 107]. Было проведено ограни-
ченное количество исследований, которые предпо-

лагают, что конечные продукты гликирования
могут выступать в качестве пускового механизма
для стимулирования старения клеток [108, 109].

Факторы, способствующие ускорению старе-
ния, включают генетические, хронические, а так-
же такие связанные с образом жизни заболева-
ния, как ожирение, сердечно-сосудистые заболе-
вания и диабет 2 типа [2, 110].

ВЫВОДЫ
1) Активные формы кислорода и азота, посто-

янно генерируемые в организме, необходимы для
осуществления регуляторных механизмов в клет-
ке и защиты от микроорганизмов, но также явля-
ются и причиной некоторых патологических со-
стояний, включая рак;

2) Активные АФК непрерывно продуцируются
во время нормального клеточного метаболизма;

3) Антиоксидантная защита человека сложна и
выполняет задачу установления физиологически-
важного уровня АФК в клетке с возможностью
функционирования клеточной передачи сигналов,
в то же время минимизирует уровни АФК, чтобы
не допустить окислительного повреждения;

4) Старение ассоциировано с окислительным
стрессом, различными изменениями в клеточных
структурах и макромолекулах, а также поврежде-
нием ДНК;

5) Несмотря на новые открытия на клеточном и
молекулярном уровне, понимание процесса старе-
ния все еще ограничено.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием людей и животных в качестве объ-
ектов исследований.

Рис. 7. Схема концепции геронтологии. Представлен подход к изучению патогенеза возрастных заболеваний. Факто-
ры окружающей среды и генетические факторы оказывают влияние на ряд ключевых клеточных процессов и путей,
которые недавно были определены как отличительные признаки старения. Многие из этих путей способствуют воз-
никновению хронического воспаления и старению [111].
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Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are not only by-products of chemical re-
actions, but also players in various cellular processes: protection against pathogenic microorganisms (H2O2,

HOCl, ONOO–,  OH•), fertilization (H2O2), cell division  apoptosis (H2O2), regeneration
(H2O2), direction coordination of cellular movement, regulation of vascular tone (NO•), etc. The balance
between the production and elimination of ROS and RNS leads to intracellular homeostasis, while their ex-
cessive formation leads to cell damage and, most likely, a change in their metabolism. ROS and RNS are able
to act as intracellular messengers or change the intracellular redox state and/or protein structure and function
by modifying amino acid residues (mainly cysteine), affecting cellular metabolism. Hydrogen peroxide is the
main form of ROS involved in redox signalling in eukaryotes. Alterations in antioxidant systems are linked to
aging and the occurrence of age-related diseases. Aging is primarily associated with increased levels of oxida-
tive stress, various types of macromolecular changes and the accumulation of damage to deoxyribonucleic ac-
id (DNA). Since most of the cellular functions are performed by proteins, aging can be to some extent a con-
sequence of proteostasis dysregulation or a change in the functioning of the proteome. Moreover, not all cel-
lular proteins can be resynthesized due to DNA damage resulting from aging. Thus, the reactive forms of
oxygen and nitrogen, constantly generated in the body, are very important factors in various regulatory mech-
anisms of the cell, but they are also the cause of some pathological conditions, including cancer. It is known
that ROS regulate the metabolism of signalling molecules necessary for the implementation of the cell cycle.
Moreover, ROS are able to change the activity of iron-containing proteins. Aging as a result of ineffective an-
tioxidant defense work is associated with oxidative stress, various changes in cell structures, macromolecules
and DNA damage.

Keywords: reactive oxygen species, reactive nitrogen species, antioxidant defense, intracellular messengers,
redox signaling, hydrogen peroxide, superoxide anion, hydroxyl radical, hypochlorous acid, hypobromous
acid, hypochlorous acid, peroxynitrite, nitric oxide, ferroptosis, iron-sulfur clusters, aging, antioxidants
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Проанализированы материальные и энергетические ресурсы, способные обеспечить абиотические
синтезы веществ, из которых сформировались предбиологические структуры. Показано, что основ-
ными исходными веществами могли быть одноуглеродные соединения, в том числе формальдегид
и цианистый водород. В качестве возможных энергетических ресурсов рассматриваются вулкани-
ческая активность и фотохимическое действие солнечных УФ-лучей. В результате реакций между
исходными веществами и фоторедукции их продуктов в серосодержащих водоемах синтезирова-
лись аминокислоты, липиды, углеводы и нуклеотиды. Циклы увлажнения/высушивания водоемов
благоприятствовали полимеризации мономеров (аминокислот и нуклеотидов). Среди возникших
олигонуклеотидов могли оказаться рибозимы. Некоторые из них катализировали процессы удлине-
ния олигонуклеотидов. Удлиненные РНК-подобные структуры приобретали новые функции, в том
числе способность катализировать репликацию РНК. Слои из липидоподобных пептидов и жирных
кислот исполняли роль простейших мембран, образуя протоклетки. Детали описанных процессов
обсуждаются.

Ключевые слова: фоторедукция, серпентинизация, увлажнение/высушивание, гидролиз, полимеризация,
конденсирующие агенты, РНК, репликация, катализаторы, рибозимы, протоклетки
DOI: 10.31857/S0132342320040144

ВВЕДЕНИЕ
Человечество всегда интересовалось, как по-

явились на Земле живые существа, создавая мно-
жество мифов. Первая научная теория происхож-
дения жизни предложена русским биохимиком
А.И. Опариным [1] еще в первой четверти прошло-
го века. Согласно ей из неорганических веществ в
“первичном бульоне” синтезировались белковые
молекулы, сформировавшие фазово-обособленные
коллоидные структуры (коацерваты), которые эво-
люционировали под действием естественного от-
бора, в результате чего образовались живые клет-
ки. Однако в то время не существовало достаточ-
ной экспериментальной базы для строго научных
исследований происхождения жизни на Земле.

Наш век ознаменовался бурной интенсифика-
цией исследований этой проблемы. Она была под-
готовлена величайшими достижениями второй
половины двадцатого века: открытием структуры
и функций ДНК и РНК, расшифровкой генети-
ческого кода, прочтением геномов многих живых
существ, развитием компьютерной техники, со-
зданием огромных баз данных о строении белков
и нуклеиновых кислот филогенетически различ-

ных организмов, миниатюризацией исследова-
тельских процессов, открытием ферментативных
свойств РНК, разработкой методов искусствен-
ной эволюции нуклеиновых кислот и селекции
активных рибозимов, а также большим прогрес-
сом в области геохимии, геофизики, космохимии
и других смежных наук.

В результате этих успехов идеи Ч. Дарвина отно-
сительно “маленького теплого пруда” и А.И. Опа-
рина об “обособлении из первичного бульона
предбиологических структур” стали наполняться
конкретным содержанием на базе надежных экс-
периментальных данных.

УФ-излучение Солнца инициировало в атмо-
сфере и наземных водоемах фотохимические про-
цессы, в результате которых неорганические со-
единения стали источниками “сырья” для синте-
зов большого числа органических веществ. Из
них образовались аминокислоты, сахара, липиды
и нуклеотиды.

Расчеты показывают достаточность суммы маг-
матических, атмосферных и космических ресур-
сов для поддержания непрерывного абиотическо-
го синтеза важнейших биомолекул и сборки функ-
циональных структур.#  Автор для связи: (эл. почта: spkovalenko2008@mail.ru).
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На русском языке проблема происхождения
жизни освещается недостаточно. Со времени из-
дания книг К.Ю. Еськова [2], Е.В. Кунина [3] и
М.А. Никитина [4] прошли годы, и за это время
накопилось много новых важных результатов.
Например, в лаборатории Дж. Сазерленда создана
система, в которой на основе всего четырех ис-
ходных веществ в результате окислительно-вос-
становительных процессов, инициируемых УФ-
облучением, могут синтезироваться главные ком-
поненты живых организмов [5–7]. Группе ученых
во главе с Ф. Холлиджером удалось осуществить
самокопирование всей нуклеотидной последова-
тельности рибозима (правда, пока только по ча-
стям) [8] и тем самым продемонстрировать прин-
ципиальную возможность рибозимного синтеза
самокопирующейся молекулы РНК. В лаборатории
Дж. Шостака добились неферментативного мат-
ричного синтеза цепочек ДНК длиной до 25 нук-
леотидов в модельных протоклетках [9]. Учиты-
вая, что многие активные рибозимы имеют при-
мерно такую же или даже меньшую длину, можно
считать, что проблема их абиотического копиро-
вания решена. Дж. Шостак [10] и Р. Кришнамур-
ти [11, 12] практически одновременно экспери-
ментально доказали возможность формирования
однородных по углеводным компонентам моле-
кул РНК и ДНК из образовавшейся абиогенно
смеси нуклеотидов с различными углеводными
компонентами их молекул.

Данный обзор представляет собой попытку
восполнить вышеуказанный пробел в публикаци-
ях на русском языке по проблеме происхождения
жизни, а также выделить из огромного научного
материала, накопленного при ее исследовании,
важнейшие факты и связать их в правдоподобную
систему процессов, возможно, способствовавших
возникновению предбиологических структур, об-
ладающих потенциалом для превращения в жи-
вые организмы.

РЕСУРСЫ, НЕОБХОДИМЫЕ
ДЛЯ ЗАРОЖДЕНИЯ ЖИЗНИ

Для возникновения сложной системы, кото-
рую представляют собой живые существа, необ-
ходимы, как минимум, три условия:

1. Наличие разнообразных минеральных и ор-
ганических веществ и их постоянный обильный
приток.

2. Жидкость, в которой они могли бы раство-
ряться, стекать в одно место и там накапливать-
ся. Это условие одновременно накладывает огра-
ничения на температурный диапазон и размеры
участков их накопления.

3. Источники энергии для их химических пре-
образований.

Согласно современным геологическим и кос-
мологическим представлениям (см. [2, 13–16] и
ссылки в них), Земля сформировалась 4.56 млрд
лет назад из газопылевого облака. Химический со-
став таких облаков достаточно изучен. Водорода в
них на порядок больше, чем гелия, и в 1000 раз
больше, чем кислорода. Кислорода явно не хвата-
ет на окисление всех химических элементов, по-
скольку атомарное соотношение O : C : N : Si : Mg :
: Fe : S (самых распространенных элементов,
исключая водород и инертные газы) равняется
100 : 60 : 20 : 10 : 10 : 10 : 5 [17]. Один только уг-
лерод мог бы связать весь кислород в CO2, не
говоря уж о многократно превосходящем его водо-
роде. При формировании планеты химические эле-
менты вступали в жесткую конкуренцию за кисло-
род. Поэтому он оказался полностью связанным
в окислах, вероятно, с низшей степенью окисле-
ния, а многие металлы остались неокисленными.
Образовались также простейшие соединения: гид-
риды, карбиды, нитриды, сульфиды, фосфиды,
галогениды и др.

Первые полмиллиарда лет (катархейский эон)
практически не оставили надежных данных, поз-
воляющих оценить температурный режим, нали-
чие и состав атмосферы, гидросферы, соотноше-
ние поверхностей суши и океана и т.п. Многие
геологи считают, что Земля изначально оказалась
обделенной водой и другими летучими вещества-
ми из-за “выдувания” их солнечным ветром, не
имела гидросферы и атмосферы и лишь “поздняя
тяжелая бомбардировка” метеоритами, кометами
и астероидами (о времени и интенсивности кото-
рой судят по ее следам, сохранившимся на Луне)
восполнила этот дефицит [13–15]. Хотя подсчи-
танная столь ничтожная доля воды в общей массе
Земли (0.023%) [14] вполне могла бы быть ее соб-
ственной. Однако для нашей темы важен конеч-
ный результат: так или иначе, Земля получила ре-
сурсы, необходимые для зарождения жизни.

В силу ряда причин (в том числе – столкнове-
ния с крупным небесным телом [16, 18], породив-
шего Луну) Земля пережила период полного рас-
плавления своей поверхности, превращения ее в
“океан магмы” с температурой выше 2000°С. Ат-
мосфера образовалась за счет выделения из это-
го океана газов (а при этой температуре газами
становились многие твердые в привычных для
нас условиях вещества, например, ZnS, ZnCl2 и
FeCl2 с т. кип. ниже 1200°С). Неокисленные ме-
таллы (железо, никель и др.) как более тяжелые
перемещались к центру, образовав ядро плане-
ты. Одновременно всплывали легкие силикат-
ные породы, содержащие алюминий, магний и
двухвалентное железо, а также несовместимые с
магмой KREEP-базальты (богатые K – калием,
REE – редкоземельными элементами, P – фос-
фором) [2, 14, 16]. Они сформировали земную
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кору, обладающую сильными восстановительны-
ми свойствами. Именно из таких пород, сохра-
нившихся до сих пор на Луне благодаря отсут-
ствию там воды и атмосферы, состоит ее поверх-
ность, сформированная, как считают [16, 18], из
выбитых с Земли материалов.

После остывания земной коры на ней из водя-
ных паров конденсировалась вода вместе с рас-
творенными в ней продуктами дегазации магмы и

атмосферных фотохимических процессов. Кон-
такт жидкой воды с породами земной коры поло-
жил начало процессам эрозии. Наиболее важным
в создании ресурсов для абиотических синтезов
был процесс окисления минералов ортопироксе-
на и оливина до трехвалентного состояния железа
и одновременного восстановления воды до водо-
рода ([16] и ссылки в ней).

Водород восстанавливал растворенную в воде
углекислоту до муравьиной кислоты, формальде-
гида, метанола и далее до метана. Водный раствор
подщелачивался при этом до pH 9–11 [16]. Этот
процесс называется серпентинизацией и рассмат-
ривается как один из важнейших поставщиков
органических веществ.

В настоящее время такой процесс осуществля-
ется только при излияниях вулканической лавы в
воду и в местах разломов тектонических плит на
океанском дне, например в регионе Lost City в
Атлантическом океане. Там и до сих пор наблю-
даются сильные потоки водорода, метана и дру-
гих газов, что послужило основанием для гипоте-
зы о возникновении жизни в таких гидротермаль-
ных источниках. Рассмотрение этой гипотезы не
является целью данного обзора.

Ведь на молодой Земле серпентинизация про-
исходила повсеместно, и все водоемы первона-
чально обладали щелочными свойствами. Рас-
творение в них летучих окислов (углерода, серы,
фосфора и др.) снижало значение pH до различ-
ных уровней, так что по этому показателю ассор-
тимент водоемов был широким. Геохимики про-
водят аналогию между древними озерами и со-
временной гидротермальной системой вулкана
Kverkfjőll (Исландия), где расположено множество
водоемов с различными величинами рН (2–7.5) и
температуры (0–95°С) [19]. Так возникло боль-
шое разнообразие стартовых условий для начала
абиотических синтезов на поверхности древней
Земли.

Интересно, что процесс серпентинизации при-
водит также к образованию естественных сплавов
железа и никеля, обладающих каталитическими
свойствами [16]. Это доказано как обнаружением
таких сплавов (таенита, камацита и аваруита) в
местах, где происходит серпентинизация, так и в
лабораторных имитациях этого процесса [20]:

Образовавшиеся железоникелевые сплавы ка-
тализируют восстановление водородом CO2, а дру-
гой продукт серпентинизации, магнетит (Fe3O4) –
восстановление N2 до NН3 [16].

Процесс дегазации магмы продолжается до
сих пор (по-видимому, с гораздо меньшей интен-
сивностью), проявляясь в вулканической дея-
тельности. Сжатые огромным давлением горячие
газы проникают через капиллярные поры и мик-
ротрещины в грунтовые воды. Накапливаясь там
и нагревая их до кипения, они создают фумаролы
и гейзеры, т.е. выбросы пара и жидкой воды вме-
сте с растворенными веществами на земную по-
верхность, образуя неглубокие водоемы. П. Рим-
мер и О. Шортл приводят химический состав этих
газов [19]. Он включает как неорганические (SO2,
H2S, CO, HCN), так и органические вещества: ме-
тан, ацетилен, диацетилен, цианоацетилен, акри-
лонитрил, формальдегид и др.

Перечисленные вещества образуются в магме
в результате сложных химических процессов с
участием свободных радикалов, подробно опи-
санных авторами [19]. Обращает на себя внима-
ние высокое содержание органических веществ,
ацетилена и диацетилена, суммарно превышаю-
щее даже содержание SO2 или CO.

Авторы с сожалением отмечают, что в описан-
ных ими процессах образуется мало цианамида,
необходимого для синтеза нуклеиновых основа-
ний. Его концентрацию в водоеме они оценивают
ниже 10 мкМ, хотя рассчитанные ими концентра-
ции других веществ довольно высоки, например,
для цианоацетилена и HCN около 0.1 М, акрило-
нитрила и ацетилена – миллимолярные [19]. В
опытах, имитирующих абиотические процессы,
используются и значительно меньшие концен-
трации, например, 10–4 М [21] при синтезе пепти-
дов и даже микромолярные при фосфорилирова-
нии альдолов амидотрифосфатом ([22] и ссылки в
ней). Так что еще задолго до насыщения гидро-
термального источника извергаемые вещества мог-
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ли сразу реагировать между собой и накапливать-
ся в форме более устойчивых продуктов.

Например, HCN с солями железа образует гек-
сацианоферраты, с серосодержащими газами ро-
даниды, с формальдегидом гликолонитрил, а в
присутствии NH3 – предшественник глицина
2-аминоацетонитрил (по реакции Штрекера). При
медленном гидролизе HCN образует еще более
медленно гидролизуемый формамид (полупериод
его гидролиза равен 199 лет при 25°С и pH 7 [23]).
Цианоацетилен HC≡C–CN наполовину гидроли-
зуется через 10 дней при 30°С [23] до более ста-
бильного к гидролизу цианоацетальдегида, кото-
рый в результате реакции Штрекера превращает-
ся в предшественника аспарагиновой кислоты, ее
нитрил. Ацетилен и диацетилен вступают во вза-
имодействие с водой, хотя и не так легко, как ци-
аноацетилен. Ацетилен в присутствии ионов рту-
ти превращается в предшественника жирных кис-
лот – ацетальдегид (реакция Кучерова). Недавно
были открыты более распространенные катализа-
торы этой реакции – соли цинка и меди [24].

Скорости реакций, конечно, были невелики,
но они, как и концентрации веществ в водоеме,
многократно возрастали при испарении воды. Ско-
рее всего, полного высыхания не происходило,
так как в водоеме всегда находилось небольшое
количество формамида. Наверняка оставался хо-
тя бы мультимикронный слой раствора реагентов
в этом полярном высококипящем растворителе,
и все реакции продолжались в нем.

Гидротермальные источники (фумаролы и гей-
зеры) выносят на поверхность, кроме газов, мно-
жество летучих веществ, захватываемых водя-
ным паром или горячей водой, – оксиды, суль-
фиды и/или галогениды различных элементов
(K, Na, Zn, Fe, Mn, B, P, Si и др.). А.Я. Мулки-
джанян и др. [25, 26] установили минеральный
состав конденсатов паров гидротермального поля
на Камчатке. Важнейшие показатели: преоблада-
ние ионов калия над ионами натрия, высокое со-
держание Zn, Mn, P по сравнению с морской во-
дой. Этот факт позволил авторам высказать идею,
что в таких местах могли возникнуть первые клет-
ки, минеральный состав которых наиболее похож
на состав конденсатов паров фумарол и гейзеров.

Еще ранее автор гипотезы “цинкового мира”
А.Я. Мулкиджанян [27] отмечал важную роль
сульфида цинка для первоначальных абиотиче-
ских синтезов. Этот минерал довольно распро-
странен на Земле и обладает уникальными ката-
литическими способностями. При УФ-облуче-
нии в водной среде он восстанавливает CO2 до
муравьиной кислоты, азот – до аммиака. Он спо-
собен накапливать энергию УФ-лучей, а затем
отдавать ее в темноте (фосфоресцировать). Кроме
того, он, как и другие минералы-полупроводни-
ки, перехватывает энергию возбужденного состо-

яния, вызванного облучением, с молекул адсор-
бированных веществ за пикосекунды, в то время
как фоторазрушение аденозинмонофосфата (AMP)
происходит лишь через 20 микросекунд. Таким
образом, ZnS мог служить надежным убежищем
от УФ-лучей для адсорбированных нуклеотидов и
РНК (см. [27] и ссылки в ней).

Помимо описанных локальных источников
материальных ресурсов наземные водоемы снаб-
жались ими за счет глобальных процессов, проис-
ходящих в атмосфере. Атмосфера практически не
содержала кислорода, а потому над Землей отсут-
ствовал озоновый слой, задерживающий УФ-лу-
чи. Поэтому в атмосфере и на поверхности Земли
интенсивно происходили фотохимические реак-
ции. Атмосфера состояла, в основном, из азота,
водяного пара и углекислого газа с примесью вы-
деляемых из недр CO, CH4, H2S, COS, SO2 и дру-
гих газов. Энергия УФ-лучей, грозовых разрядов
и частых падений метеоритов порождала ради-
кальные процессы, в результате которых образу-
ются органические вещества (формальдегид и в
меньшем количестве гликолевый альдегид) и про-
дукты азотфиксации (HCN и окислы азота, пре-
имущественно NO). Продуктивность этих про-
цессов представлена в табл. 1.

Вместе с дождями органические соединения
выпадали на поверхность и стекали в водоемы, в
том числе те, о которых шла речь выше. Окислы
азота восстанавливались соединениями двухва-
лентного железа до NH3, что, по мнению Д. Сам-
мерса и С. Чанга [30], было главным источником
аммиака. Поскольку авторы рассматривали имен-
но процессы образования и накопления аммиака
в океане, их вывод был довольно пессимистичен
в плане обеспечения им всех необходимых абио-
тических синтезов: рассчитанная концентрация
NH3 оказалась слишком низкой. Но в малых во-
доемах, где эти процессы также происходили, си-
туация была более благоприятной.

Н. Китадаи и С. Маруяма (см. [23] и ссылки в
ней) высказали предположение, что азот дегази-
ровался из магмы преимущественно в виде амми-
ака в первые полмиллиарда лет существования
Земли. И его годовой поток в атмосферу Земли,
согласно расчетам, составлял 1013 г азота. Аммиак
в больших количествах мог образовываться также
при фоторедукции нитрилов, о чем сказано ниже.

Источники фосфора были разнообразны и до-
вольно обильны, но “проблема фосфора” заклю-
чается в плохой растворимости солей основной
кислотной его формы – ортофосфата – со многи-
ми металлами. Фосфиты примерно в 1000 раз бо-
лее растворимы и более реактивны [23]. Их глав-
ный источник – гидролиз фосфидов, вроде шрай-
берзита (Fe3P). В присутствии аммиака при этом
гидролизе образуются водорастворимые амиды и
диамиды фосфорной и фосфористой кислот [32].
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Авторы оценивают продукцию этих веществ в
1015–1019 моль за первый миллиард лет существо-
вания нашей планеты. Более точная оценка, к со-
жалению, невозможна из-за неполноты данных о
содержании фосфидов на древней Земле.

Табл. 1 показывает, что только за счет фотохи-
мических процессов в атмосфере за 100 тысяч лет
(геологически небольшой срок) накопилось бы
столько органических веществ, сколько содержит
вся современная биосфера (6 × 1014 кг). Но абио-
тические синтезы биомолекул не ждали этого на-
копления, они начались еще с образования атмо-
сферы.

Космос тоже обильно поставлял различные ве-
щества в составе метеоритов, особенно во время
“поздней тяжелой бомбардировки” (4 млрд лет на-
зад или ранее). Общее количество органических
веществ, полученных нашей планетой извне в тот
период (за ~100 млн лет), составляет согласно
расчетам 1016−1018 кг [33]. Это существенный
вклад, несмотря на то, что большая часть косми-
ческой органики нерастворима в воде и вряд ли
участвовала в абиотических процессах. В метео-
ритах обнаружено более 170 различных органиче-
ских веществ, в том числе все азотистые основания,
необходимые для РНК и ДНК, 12 аминокислот,
входящих в молекулы белков, и многие жирные
кислоты [23]. Кроме того, некоторые исследова-
тели [34] считают существенными каталитиче-
ские активности метеоритов и выделяемую ими
при падении энергию, инициирующую химиче-
ские процессы в атмосфере.

Хотя дары Космоса могли в некоторых процес-
сах облегчить формирование биоструктур, нельзя
исключать, что такие же ресурсы существовали на
молодой Земле. Например, важный источник фос-
фора шрайберзит, долго считавшийся исключи-
тельно “космическим пришельцем”, российские

и израильские геологи недавно обнаружили в древ-
них рудных минералах, доказав его земное проис-
хождение [35]. Следует также учесть, что, несмотря
на разнообразие веществ, поставленных метеори-
тами, они не могли выстроить непрерывную сла-
женную цепь абиотических синтезов всех необхо-
димых для жизни компонентов. Эту последова-
тельность процессов обеспечили ресурсы нашей
родной планеты.

“АБИОТИЧЕСКИЙ ПИТОМНИК”

Большая заслуга лаборатории Дж. Сазерленда
(Великобритания) не только в том, что ее сотруд-
ники нашли “обходной” путь синтеза пиримиди-
новых нуклеотидов и исследовали пути возмож-
ных абиотических синтезов аминокислот, углево-
дов, липидов и нуклеотидов. Они еще создали
весьма удачную модель, имитирующую первич-
ный “метаболизм”, обеспечивающий непрерыв-
ную поставку практически всех “строительных
блоков” для синтеза будущих биологических струк-
тур. Эта модель представляет собой систему, в
которой действует окислительно-восстановитель-
ный цикл на основе катализатора – металла с пе-
ременной валентностью (железа в составе ком-
плексного иона, гексацианоферрата), восстано-
вителя – сульфитных ионов (в более ранних
работах H2S) и источника энергии – УФ-излуче-
ния, инициирующего работу цикла [5].

Как уже говорилось выше, основными про-
дуктами атмосферных фотохимических процес-
сов являются формальдегид и HCN, реагирую-
щие затем между собой с образованием гликоло-
нитрила. Он и стал исходным веществом для
последующих превращений, начинающихся с его
фоторедукции до гликолевого альдегида с отщеп-
лением аммиака.

Таблица 1. Потоки продуктов дегазации магмы и атмосферных фотохимических процессов*

* Жирным шрифтом выделены данные авторов, остальные цифры рассчитаны нами по нижнему уровню.
** Рассчитано по данным авторов о конечной производительности суммы процессов, приводящих к преобразованию NO в
аммиак. В океане, как считали авторы, за их счет создавалась очень низкая концентрация NН3 (3.6–70 мкМ). Мы же относим
эти данные к небольшим наземным водоемам, где происходили такие же процессы.

Вещество
Глобальные потоки Суточные потоки на 1 км2

Ссылка
кг/год моль/год см–2 с–1 г моль

НСНО 3 × 109 1011 – 16.1 0.537 [28]

HCN 7.21 × 107 2.67 × 109 107 0.39 0.014 [29]

NO 4.2 × 109 1.4 × 1011 – 22.6 0.752 [30]
NН3 из NO 6.12 × 108 3.6 × 1010 – 3.3 0.193 [30]**
NН3 из магмы 1010 7.14 × 1011 – 53.7 3.837 Рассчитано по [23]

SО2 >1.71 × 1010 >2.67 × 1011 (1–3) × 109 >91.9 >1.435 [31]
Н2S >2.82 × 109 >8.28 × 1010 (3.1–77) × 108 >15.1 >0.445 [31]
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Первоначально возникшее щелочное озеро при
выпадении дождей и/или проникновении магма-
тических газов насыщалось HCN, образующим с
ионами Fe2+ комплексные ионы [Fe(CN)6]4–. Од-
новременно происходило насыщение его серни-
стым газом и, возможно, фосфорной или фосфо-
ристой кислотой (за счет гидролиза шрайберзита
и выброса вулканами триметафосфата), что при-
водило к снижению pH до нейтрального уровня и
даже слабого подкисления. Формальдегид обра-
зовывал аддукт с бисульфитами в результате реак-
ции [5]:

Этот аддукт вступает в реакцию с HCN так же лег-
ко, как и сам формальдегид:

Именно эту ситуацию имитировали в лабора-
тории Сазерленда [5, 6]. При pH 6.5 реакционную
смесь (NaНSO3, K4[Fe(CN)6], НO–СН2–CN и

+ − − −2 3 2 2H C O NaHSO NaO SO CH OH.= =

− − − +
− − +

2 2

2 3

NaO SO CH OH HCN =
НO СН CN NaНSO .=

Na2HPO4) облучали ртутной лампой. Первыми
продуктами фоторедукции стали гликолевый аль-
дегид (за счет восстановления нитрильной груп-
пы до альдегидной) и аммиак, который тут же
вступал с гликолонитрилом в реакцию Штреке-
ра с образованием нитрила глицина. Гликолевый
альдегид реагировал с HCN, превращаясь в глице-
ронитрил. Образуется также немного (от 4 до 8%)
ацетальдегида (за счет восстановления не только
нитрильной, но и гидроксильной группы глико-
лонитрила). Часть ацетальдегида тоже вступила
в реакцию Штрекера, образовав нитрил алани-
на [5, 6]. А часть аммиака и HCN атаковала гли-
колевый альдегид, превратив его в нитрил серина.
Так начал функционировать абиотический пи-
томник, изображенный на рис. 1.

С новыми порциями формальдегида и HCN
описанный процесс возобновлялся. Но так как
уже возникли первые продукты фоторедукции,
они тоже становились исходными веществами для
дальнейших реакций, показанных на рис. 1.

Следует обратить внимание, что с каждым цик-
лом количество альдегидных групп и выделивше-

Рис. 1. Первоначальные абиотические синтезы. В розовом поле изображены синтезы аминокислот, в зеленом – нук-
леотидов, в сером – углеводов, в желтом – липидов. Голубое поле показывает вещества, образующиеся в атмосфере,
коричневое – вещества из недр Земли. Процессы фоторедукции отмечены значком hν.
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гося аммиака постоянно растет. Альдегиды не убы-
вают в реакциях с HCN: превратившись в гид-
роксинитрилы, они тут же регенерируются после
фоторедукции. Предел этого нарастания опреде-
ляется количеством HCN, поступающим из недр
и атмосферы, точнее – той частью HCN, которая
расходуется на реакцию с альдегидами. Ведь часть
этого вещества расходуется на образование рода-
нидов и гексацианоферратов. Зато альдегиды мо-
гут возникать при гидратации ацетиленов и фото-
редукции других нитрилов (цианоацетилена и
акрилонитрила). Так что указанные на рис. 1 про-
цессы лимитирует лишь HCN.

Что касается аммиака, то его количество мо-
жет нарастать постоянно. Все аминонитрилы,
предшественники аминокислот, хоть и медленно
(в течение нескольких лет) гидролизуются до
аминокислот, высвобождая NH3. Этот гидролиз
может сильно ускорить каталитическое действие
формальдегида [36], а также реакции аминонит-
рилов с тиолами [21, 37] и реакция Бюхерера-
Бергса, о которой будет сказано далее. А вот фо-
торедукционный процесс, описанный здесь,
α-аминонитрилы не восстанавливает в отличие
от β-аминонитрилов [38] и α-гидроксинитрилов [5].
Кстати, способность нитрильных групп β-амино-
нитрилов подвергаться фоторедукции открывает
короткий путь к абиотическому синтезу диами-
нокислот. Так, из акрилонитрила может образо-
ваться 2,4-диаминомасляная кислота (см. рис. 1).
Она могла быть предшественницей других, более
сложных положительно заряженных аминокис-
лот в первичном генетическом коде.

При фоторедукции pH реакционной смеси по-
вышается за счет высвобождения аммиака, кото-
рый, хоть и расходуется на другие продукты, но
образует аминонитрилы, обладающие тоже ос-
новными свойствами. Впрочем, это повышение
временное, так как происходит постоянный при-
ток кислотных газов, и pH в абиотическом пи-
томнике постоянно колеблется между почти ней-
тральным и слабощелочным (по-видимому, до
значений 9–10). В периоды подщелачивания со-
здаются благоприятные условия для гомоальдо-
лизации ацетальдегида [7]. Основным ее продук-
том является кротоновый альдегид. В постепенно
убывающих концентрациях образуются гексадие-
наль, октатриеналь и еще более длинные ненасы-
щенные альдегиды [7]. При восстановлении их
(никелевым катализатором, в качестве которого
мог бы выступить упомянутый выше аваруит) об-
разуется смесь насыщенных жирных спиртов,
альдегидов и кислот [7].

Продукт фоторедукции глицеронитрила гли-
церальдегид изомеризуется в более устойчивую
форму трехуглеродного сахара – дигидроксиаце-
тон. Его фоторедукция приводит к двум продук-
там – ацетону и глицерину [38]. Ацетон вовлека-

ется в абиотический синтез аминокислот (давая
валин), глицерин – в синтез липидов [38]. Глице-
рин в растворе фосфатов и мочевины превраща-
ется в 1,2-циклофосфат, гидролиз которого дает
смесь глицерин-1-фосфата и глицерин-2-фосфа-
та. Эти же эфиры могли синтезироваться и други-
ми путями – при взаимодействии глицерина со
шрайберзитом [39] или в формамидном раство-
ре [40] (после испарения воды). Реакция фосфат-
ных эфиров глицерина с жирными кислотами
приводит к образованию фосфолипидов (см. [7] и
ссылки в ней).

Хотя процессы абиотических синтезов всех нук-
леиновых оснований и рибозы в достаточной сте-
пени изучены, они малопригодны для возникно-
вения РНК из-за проблем в их связывании между
собой (см. обзоры [12, 23]). Дж. Сазерленд и его
коллеги решили эти проблемы, открыв “обход-
ной” путь синтеза нуклеотидов [41]. Ключевое
звено в цепи этих процессов – реакция гликоле-
вого альдегида с цианамидом. Она образует 2-ами-
нооксазол, который при реакции с глицеральде-
гидом дает арабино-аминооксазолин – продукт,
состоящий из арабинозного пятичленного коль-
ца, сопряженного с другим кольцом, предшествен-
ником цитозина (см. рис. 1, зеленое поле). Если
гликолевый альдегид находится в избытке (что
вполне возможно из-за ограниченности количе-
ства цианамида), он реагирует с 2-аминооксазо-
лом (вместо глицеринового альдегида), давая на-
чало синтезу тетрозонуклеотидов [42], возмож-
ных предшественников трео-НК (ТНК).

Реакция с цианоацетиленом завершает постро-
ение цитозинового кольца. Гидролиз образовав-
шегося продукта в присутствии фосфатов и моче-
вины приводит к преобразованию арабинозного
кольца в рибозное, благодаря замыканию другого
пятичленного цикла (рис. 1, зеленое поле). Про-
дукт – 2',3'-циклофосфат цитидина – является
активированной формой натурального нуклео-
тида. УФ-облучение частично переводит его в
2',3'-циклофосфат уридина. Таким образом, была
решена проблема возможности присоединения
рибозы к пиримидинам и проблема его региоспе-
цифичности.

Однако эта изящная схема столкнулась с ря-
дом серьезных трудностей:

1) недостаточность ресурсов цианамида на ран-
ней Земле,

2) необходимость определенного порядка ре-
акций, не допускающего взаимодействия циана-
мида и глицеринового альдегида с образованием
побочных продуктов,

3) невозможность получения этим же путем
пуриновых нуклеотидов.

Дальнейшие усилия были направлены на по-
иск путей преодоления этих трудностей.
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Одной из таких попыток была концепция “хи-
мии потоков”. Согласно ей многие важные этапы
добиологической химии могли осуществляться
не в стационарных водоемах вроде упомянутого
питомника, а в местах встречи потоков различно-
го химического состава [5]. При этом большое
значение приобретает порядок, в котором встре-
чаются разные потоки, если их несколько. Это –
уязвимое место концепции, так как здесь про-
сматривается аналогия с экспериментами, имити-
рующими отдельные этапы абиотических про-
цессов в строго определенном порядке. Однако
при небольшом числе потоков вероятность “нуж-
ного” порядка слияния потоков еще достаточно
высока. Поскольку гидротермальных регионов
множество, то в каких-нибудь из них могла сло-
житься благоприятная ситуация.

Авторы попытались преодолеть первую и вто-
рую трудность чисто гипотетически. Экспери-
ментально был установлен только факт, что
2-аминотиазол способен избирательно осаждать
в разное время гликолевый и глицериновый аль-
дегиды в виде аминалей [43]. Текущий из питом-
ника поток (с 2-аминотиазолом) через несколько
часов оставляет после себя сначала участок русла
с осадком аминаля гликолевого альдегида, а ниже
по течению – осадок аминаля глицеральдегида.

Цианамид действительно мог возникнуть в
больших количествах в местах образования гекса-
цианоферратов, где преобладающие минералы
содержали кальций. Гексацианоферраты кальция
при температурах 700–1000°С разлагаются с об-
разованием кальцийцианамида.

Дальнейшие рассуждения на основе “химии
потоков” содержат слишком много допущений.
Предполагается, что осажденный в каком-то ме-
сте гликолевый альдегид должен прибыть с другим
потоком на место залегания кальцийцианамида,
причем в виде аддукта с бисульфитом. Количество
бисульфита не должно быть выше эквивалентно-
го количества CaCN2, иначе лишний бисульфит
встроится в цикл образующегося 2-аминооксазо-
ла и помешает его дальнейшим превращениям.
Если это условие выполнено, нерастворимый
сульфит кальция освободит цианамид, который
прореагирует с гликолевым альдегидом. Затем по-
ток должен встретить осадок глицеральдегида. И
так далее по рис. 1. Беда только в том, что для син-
теза осадителя нужен цианамид, которого не долж-
но быть в первом потоке.

Третью трудность (а, возможно, и все осталь-
ные) М. Поунер и сотрудники [44] пытались пре-
одолеть, используя вместо дефицитного циана-
мида тиоциановую кислоту. Роданиды накопи-
лись в питомнике, стоит только довести pH до 4,
и начнется их реакция с гликолевым альдегидом,
образуя оксазол-2-тион (авторы называют его
2-тиооксазолом). Он так же легко соединяется с

глицеральдегидом, как и его 2-аминоаналог. Вряд
ли необходим поток из нейтрального питомника
в водоем с низким значением pH. Ведь возможны
периодические интенсификации выбросов вул-
канических кислотных газов, подкисляющих во-
доем до pH 4. Тем более что для сдвига pH от 7 до 4
требуется всего 10–4 М концентрация кислоты.

Дальнейшие превращения несколько отлича-
ются от вышеописанных, но суть их та же – фор-
мирование нуклеинового основания, в данном
случае пуринового (в две стадии: сначала пяти-
членного, затем шестичленного цикла). На этом
пути есть развилка, благодаря которой часть про-
дукта сворачивает на путь синтеза пиримидино-
вых нуклеозидов. Конечный этап обоих путей
идентичен – гидролиз в присутствии фосфатов и
мочевины с образованием 2',3'-циклофосфатов
нуклеозидов. К сожалению, образуются не кано-
нические пуриновые нуклеотиды, а их 8-оксо-
производные. Но в литературе такие производ-
ные часто упоминались как вполне приемлемые
заменители канонических, пока Дж. Шостак [45]
не доказал их непригодность для участия в нефер-
ментативной репликации РНК. Кроме того, сре-
ди продуктов имеются нуклеотиды арабинозного,
ксилозного и ликсозного ряда, хотя рибозные и
арабинозные нуклеотиды преобладают.

Другой путь конструирования пуриновых нук-
леозидов (FaPy-путь) предложила группа, руково-
димая Т. Кереллом [46]. На основании литера-
турных данных они решили, что три- и тетра-
аминопиримидины могли быть синтезированы
в абиотических условиях. Авторы теоретически
обосновали и экспериментально подтвердили, что
в определенных условиях лишь аминогруппа в
позиции 5 этих пиримидинов может быть ацили-
рована муравьиной кислотой. Полученные фор-
миламидопиримидины при рибозилировании лю-
бой аминогруппы, соседней с формилированной
аминогруппой, могли дать один и тот же продукт
(из-за симметричности молекулы). Так была ре-
шена проблема региоспецифичности рибозили-
рования. Последующее замыкание имидазоль-
ного цикла произвело пуриновые нуклеозиды.
Однако образовалась смесь различных стереоизо-
меров. Пиранозная форма рибозы преобладала
над канонической фуранозной. И хотя β-аноме-
ры возникали чаще, чем α-аномеры, выход кано-
нического аденозина никогда не превышал 20%.
Зато этот путь привел к каноническим пурино-
вым нуклеозидам.

В следующей статье [47] авторы развили свою
гипотезу на основе концепции “химии потоков”
в сочетании с циклами увлажнения/высушива-
ния. Они изобразили 4 потока, сливающиеся в
определенном порядке и затем впадающие в озе-
ро. В результате последовательного взаимодей-
ствия всех компонентов образуются пуриновые
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нуклеозиды. Циклы увлажнения/высушивания
обеспечивают также разделение и очистку про-
дуктов.

Все-таки М. Поунеру позже удалось найти путь
синтеза канонических пуриновых оснований в
составе нуклеозидов [48] благодаря включению в
реакционную смесь сероводорода, который, не-
сомненно, присутствовал в предбиотических во-
доемах. Вместо 8-оксопуриновых нуклеозидов он
получил 8-меркаптопуриновые, преимуществен-
но арабинозные нуклеозиды. УФ-облучение уда-
ляло серу, образуя канонические гетероциклы.
Так работы [44] и [48] решили проблему абиоти-
ческого синтеза без потребности в дефицитном
цианамиде полного набора нуклеозидов. Но –
арабинозного ряда. Вопрос, как возникли кано-
нические пуриновые рибонуклеотиды, остается
пока открытым.

М. Поунер, тем не менее, считает результаты
своих экспериментов большим успехом, посколь-
ку арабино-НК (АНК) считается одной из воз-
можных предбиотических информационных поли-
меров. Авторы отмечают ее большую, чем у РНК,
устойчивость к гидролизу [49], способность образо-
вывать подобные рибозимам структуры [50] и дуп-
лексы с РНК [49, 51], транскрибироваться с ДНК-
матриц [52], служить матрицей для обратной
транскрипции ДНК [52].

Ксенонуклеиновые кислоты, у которых и гете-
роциклические основания, и соединяющие их “мо-
стики” отличаются от природных, исследуются
давно. Интерес к ним обусловлен трудностями,
обнаруженными при попытках лабораторного осу-
ществления абиотического синтеза и самокопи-
рования цепочек РНК. Целью является поиск бо-
лее легкого (а, значит, более правдоподобного)
сценария спонтанного возникновения самоко-
пирующегося полимера. И такие полимеры впол-
не могли образоваться: ведь в опытах, наряду с
производными рибозы, получаются производные
других пентоз и даже тетроз [42], которые тоже
могут превратиться в соответствующие нуклеоти-
ды. Как будет рассмотрено далее, из смеси нук-
леотидов различных углеводных рядов сначала
синтезируются гетерогенные по сахару олигоме-
ры, а затем, после серии репликаций, формиру-
ются гомогенные – например, рибозные. Следо-
вательно, различные олигомеры сосуществовали,
эволюционировали, взаимодействовали и конку-
рировали между собой. А Природа отобрала наи-
более эффективные.

ВОЗНИКНОВЕНИЕ БИОПОЛИМЕРОВ
И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СТРУКТУР

Биополимеры – это продукты конденсации
более простых веществ с отщеплением молекул
воды. В водной среде их образование и существо-

вание термодинамически и кинетически невы-
годно и при установлении равновесия неминуемо
приведет к их гидролизу на составные части.
Абиотический синтез их возможен либо при на-
гревании в (почти) безводной среде, например, в
периоды высыхания водоемов, особенно в окру-
жении гидрофобных молекул (например, липи-
дов), либо при химической активации их состав-
ляющих частей конденсирующими агентами при
затрате энергии. Первый вариант предпочтительнее
как более естественный. Однако экспериментально
установлено, что скорость (а, значит, и наблюдае-
мая в опыте степень) олигомеризации невысока, ес-
ли мономеры выступают в обычной, неактивиро-
ванной форме. Это обстоятельство затрудняет ис-
следование дальнейших процессов усложнения
олигомеров, формирования ими функциональных
структур, взаимодействия с другими биомолекула-
ми. Экспериментаторы ведь не могут ждать мно-
гие годы результатов опыта с натуральными фор-
мами реагентов. Поэтому они используют моно-
меры в активированной форме, не всегда такой,
которая могла существовать на ранней Земле. Од-
нако одновременно продолжаются исследования
первого варианта, о чем будет сказано позже.

Первоначально в опытах по абиотическому
синтезу РНК пытались использовать АТP и дру-
гие нуклеозидтрифосфаты, естественные активи-
рованные нуклеотиды. Однако в отсутствие бел-
ковых ферментов или рибозимов они довольно
инертны (см., например, [53]).

Для неферментативного синтеза олигонуклео-
тидов часто используют нуклеотиды, к фосфат-
ной группе которых присоединена более легко от-
щепляемая группа. Наиболее активными в этом
отношении считаются 2-аминоимидазолиды нук-
леотидов [54]. Как показали А. Фаренбах и др. [55],
2-аминоимидазол образуется в системе Дж. Са-
зерленда одновременно с 2-аминооксазолом при
реакции цианамида с гликолевым альдегидом в
присутствии аммиака с хорошим выходом (41%).
Поэтому его можно считать предбиотическим
агентом. Но самостоятельно присоединиться к
нуклеотиду он не может. Этому мог способство-
вать конденсирующий агент, образующийся в гек-
сацианоферратном цикле при действии УФ-лу-
чей – метилизоцианат [56]. Или, как считает А. Фа-
ренбах, хлорциан – тоже возможный продукт
УФ-облучения ионов цианида и хлора в водной
или газовой среде [57].

Имидазол и его производные применялись
Л. Оргелом в синтезе олигонуклеотидов еще с
60-х годов. Удалось даже осуществить нефер-
ментативный матричный синтез, получив
14-звенный олигонуклеотид [58]. Опыты проводи-
ли с естественными нуклеотидами, то есть имею-
щими D-конфигурацию. И, разумеется, с одно-
родными, например, только с рибонуклеотидами.
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Но на древней Земле в абиотических синтезах
образовывалась сложная смесь нуклеотидов. Они
могли содержать разные гетероциклы, не только
аденин, гуанин, цитозин и урацил. Соединяющие
их мостики тоже могли иметь различную приро-
ду. Если в их состав входили углеводы, то они
имели бы и L-, и D-конфигурацию. Мы не можем
здесь обсуждать все возможные варианты, оста-
новимся лишь на упомянутых выше.

Четыре перечисленных гетероцикла наиболее
устойчивы к действию УФ-лучей, поэтому преоб-
ладали в абиотических условиях. Кроме того, в
опытах Дж. Сазерленда они образуются из про-
стых исходных веществ и не в качестве целевых
продуктов, а сразу в составе сложной молекулы,
объединяющей углеводную и гетероциклическую
часть. А вот углеводная составляющая может быть
представлена шестью видами моносахаридов. Пре-
обладающими углеводами, как сказано выше, яв-
ляются три: арабиноза, рибоза и треоза. Все они
выступают в фуранозной форме (согласно пути
Поунера-Сазерленда). Если же абиотический син-
тез нуклеотидов происходил путем, описанным
Т. Кереллом, то преобладать должна пиранозная
форма.

Прежде всего, рассмотрим проблему рацема-
тов. Ведь только однородные по пространственной
конфигурации мономеры могут сформировать по-
лимер правильной спиральной формы. Молекулы
РНК, синтезированные из рацемических смесей
нуклеотидов, даже имеющие одинаковую их по-
следовательность, совершенно не похожи друг на
друга. Их пространственная конфигурация раз-
лична из-за хаотичности конфигурации отдель-
ных звеньев. Они не смогут образовать ни пра-
вильной спирали, ни структур с какой-либо
функциональной активностью. Видимо, и жизнь
вряд ли бы возникла, если бы не нашлись есте-
ственные факторы, обеспечивающие хиральную
чистоту полинуклеотидных цепей.

Оказалось, что в этом могли помочь минера-
лы, в частности, монтмориллонит (глина, продукт
водной эрозии вулканического пепла). Дж. Фер-
рис и П. Джоши в серии работ [59–61] показали,
что в его присутствии из смеси L- и D-нуклеозид-
фосфоимидазолидов образуются практически пол-
ностью гомохиральные олигонуклеотиды длиной
до 11 звеньев. Причем с увеличением длины оли-
гомера возрастает степень его хиральной чисто-
ты. Уже начиная с пентамеров, хиральная чистота
продуктов превышает 97%. Таким образом, полу-
чаются и чистые L-, и чистые D-олигонуклеоти-
ды. Причина такого селектирующего действия
монтмориллонита пока не выяснена, считается,
что она обусловлена особенностями кристалли-
ческой структуры этого минерала. Не исследова-
на и селектирующая способность монтморилло-
нита в отношении нуклеотидов, активированных

другим способом, а также содержащих разные са-
хара в их пиранозной или фуранозной формах. А
такие исследования в свете вышесказанного очень
актуальны.

Важным селектирующим фактором могли быть
УФ-лучи. М.А. Никитин в своей книге [4] отме-
чает, что они могли способствовать отбору, во-
первых, самых устойчивых к ним азотистых гете-
роциклов, склонных образовывать комплемен-
тарные пары, т.е. Аde, Gua, Cyt и Ura. Во-вторых,
они благоприятствовали накоплению олигонук-
леотидов, состоящих из нуклеотидов одной хи-
ральности. Гомохиральные олигонуклеотиды к
УФ-лучам более устойчивы, так как расположе-
ние гетероциклов в их спиральных молекулах
“стопкой” обеспечивает их взаимную защиту за
счет стэкинг-взаимодействия. Длинные олигоме-
ры также более устойчивы по сравнению с корот-
кими, поскольку в них больше взаимодействую-
щих гетероциклов. А молекулы РНК, содержа-
щие двуспиральные участки (шпильки), более
устойчивы благодаря комплементарному спари-
ванию.

По указанным причинам популяция олигонук-
леотидов, в основном, состояла из смеси гомохи-
ральных L- или D-форм. От случайно образовав-
шихся гетерохиральных цепочек ее очищали
УФ-лучи. Олигонуклеотиды различной хираль-
ности неизбежно должны были длительное время
сосуществовать. Предпринимаются попытки тео-
ретически обосновать и экспериментально про-
демонстрировать возможность абиотического
формирования хирально однородных биополи-
меров путем постепенного накопления неболь-
ших избытков одних энантиомеров над противо-
положными в последовательной серии реплика-
ций. Однако, на наш взгляд, на фоне постоянно
текущего абиотического синтеза рацематов такой
подход не решает проблему хиральной чистоты.

Не паллиативное, а кардинальное решение этой
проблемы (и не только!) произвела Природа, когда
среди хирально чистых D-рибозимов появился та-
кой, который оказался способным избирательно
распознавать молекулы D-рибозы (именно фура-
нозной формы!) или ее фосфорилированных про-
изводных и присоединять их к основаниям РНК.
Это обеспечило интенсивный синтез D-рибону-
клеотидов и столь же быстрое накопление поли-
мерных D-РНК. Не создавшие подобного рибози-
ма L-нуклеотиды синтезировались в абиогенных
процессах гораздо медленнее и были постепен-
но вытеснены, как и все ксенонуклеотиды и их
полимеры.

Такой D-рибозоспецифичный рибозим экспе-
риментально не получен, но вполне возможен,
так как описаны рибозимы, распознающие энан-
тиомерные формы аминокислот и присоединяю-
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щие предпочтительно L-аминокислоты к тРНК
(см. [62] и ссылки в ней).

На основании своих работ по аминоацилиро-
ванию молекул тРНК К. Тамура высказал пред-
положение, что сразу после сформирования мира
РНК, основанного на D-рибозе, могла произойти
селекция L-аминокислот посредством аминоаци-
лирования тРНК [63]. В его экспериментах D-ами-
нокислоты присоединялись к молекулам тРНК
D-рибозимами в 4 раза медленнее, чем L-амино-
кислоты. Как выяснилось путем стереометриче-
ских измерений [64], затруднения были вызваны
пространственной ориентацией D-аминокислот
в активном центре рибозима. Таким образом,
аминоацилирующие D-рибозимы в процессе фор-
мирования генетического кода решили проблему
гомохиральности белковых молекул.

Проблема неоднородности мономеров нукле-
иновых кислот решена недавними эксперимента-
ми Дж. Шостака [10] и Р. Кришнамурти [11, 12].
Дж. Шостак установил, что при нефермента-
тивном синтезе олигонуклеотидов на матрицах,
составленных из смеси арабино-, рибо- и дезок-
сирибонуклеотидов, скорость присоединения ри-
бонуклеотидов к праймерам выше, чем их дезок-
си- и арабино-аналогов. Причем, последние усту-
пают рибонуклеотидам в 15–30 раз. Кроме того,
после их присоединения дальнейшее расширение
праймера замедляется примерно в 300 раз. При-
чину авторы видят в особенностях пространствен-
ной структуры углеводной части нуклеотидов.
Следствием этого является постепенное обога-
щение синтезируемого полимера рибонуклеоти-
дами в серии репликаций и образования в конеч-
ном итоге гомогенной молекулы РНК. А гомоген-
ные РНК-матрицы при копировании тем более
произведут гомогенное “потомство”.

С. Бхоумик и Р. Кришнамурти [11] обнаружи-
ли, что гетерогенные олигонуклеотиды, состав-
ленные из смеси треонуклеотидов и рибонуклео-
тидов, предпочтительно образуют дуплексы с го-
могенными комплементарными цепочками РНК,
ТНК или ДНК. Следовательно, они могут служить
матрицами для неферментативного лигирования
гомогенных нуклеотидных последовательностей,
что после нескольких репликаций приведет к об-
разованию полностью гомогенных молекул РНК,
ТНК или ДНК. Таким образом, оба нефермента-
тивных процесса репродукции нуклеотидных по-
следовательностей способны создать гомогенные
цепочки РНК и ДНК из гетерогенной смеси нук-
леотидов. Поскольку гомогенные цепочки ТНК
тоже образуются в эксперименте, этот вывод, ве-
роятно, справедлив и для ксено-НК.

При всех достоинствах имидазола и его произ-
водных, они сами нуждаются в активации для при-
соединения к фосфатным группам нуклеотидов.
Этого недостатка лишены амиды фосфорной кис-

лоты: они легко получаются реакцией NH3 с цикли-
ческим триметафосфатом (вулканическим продук-
том), со шрайберзитом или с фосфитами [32, 65].
Как установлено в работах Р. Кришнамурти [22,
32, 65], моно- и диамид фосфорной кислоты в
нейтральных разбавленных водных растворах (да-
же в микромолярных концентрациях) активно фос-
форилируют альдолы, нуклеозиды, нуклеотиды и
нуклеозиддифосфаты. Получены также короткие
олигомеры [65]. Наиболее вероятно, что именно
они были конденсирующими агентами в абиотиче-
ских синтезах олигонуклеотидов и пептидов [65].

Среди коротких гомохиральных олигонуклео-
тидов часто могли возникать такие пары, у кото-
рых несколько звеньев на 3'-концах комплемен-
тарны. Тогда они, спарившись этими концами,
окажутся друг для друга взаимными праймерами.
Такой комплекс вполне может быть нефермента-
тивно достроен в обе стороны до полной двойной
спирали уже большей длины при наличии акти-
вированных нуклеотидов.

Несмотря на скромные размеры молекул абио-
тически возникающих гомохиральных олиго-
нуклеотидов, они могут представлять собой
функциональные структуры. Например, рибо-
зим, состоящий всего из 5 звеньев, получен в ла-
боратории М. Яруса [66]. Он оказался способным
катализировать присоединение активированной
аминокислоты (аминоациладенилата) к рибозе
другого короткого олигонуклеотида сложно-
эфирной связью. Более того, он еще и катализи-
рует образование пептидной связи между этой
аминокислотой и другой активированной амино-
кислотой, выполняя функцию рибосомы. В экспе-
риментах обнаружено образование пентапептидов
с участием этого самого маленького из известных
рибозимов [67]. Благодаря небольшой длине это-
го рибозима вероятность его абиотического син-
теза очень велика: возможных комбинаций по-
следовательности нуклеотидов всего 5120. По
подсчетам М. Яруса масса такого количества пен-
тануклеотидов равна 4.6 × 10–17 г – ничтожное ко-
личество в сравнении с тем, которое может быть
накоплено в относительно небольшие сроки в во-
доемах вокруг даже одного из наземных термаль-
ных источников. Так что этот рибозим мог быть
распространен на ранней Земле повсеместно.

Выявлены небольшие рибозимы и с другой
функцией – лигазной, т.е. со способностью “сши-
вать” довольно короткие олигонуклеотиды, по-
добные тем, что получаются синтезом на монтмо-
риллоните или путем неферментативной дострой-
ки взаимных праймеров. В любой популяции РНК
такие рибозимы спонтанно могли появиться, по-
скольку часто бывают очень короткими (порядка
20–30 нт), для лигазной активности достаточно
даже 7 звеньев [68].
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Появление длинных цепей РНК привело к об-
разованию рибозимов с разнообразными функ-
циями. Первостепенное значение имели бы рибо-
зимы, обеспечивающие создание точных копий
молекул РНК. Селекцией in vitro в лаборатории
Ф. Холлиджера создан рибозим-полимераза РНК,
лучший на данный момент с точки зрения точно-
сти копирования. Он способен удлинять корот-
кую РНК-затравку на 95 звеньев за сутки [69]. С
его помощью размножили настоящую функцио-
нальную молекулу РНК – другой рибозим, из-
вестный под названием Mini-hammerhead. Этот
рибозим состоит всего из 24 нт, но обладает эндо-
нуклеазной активностью: он умеет разрезать РНК
в одном строго определенном месте. Рибозим
tC19Z скопировал рибозим Mini-hammerhead, со-
хранив его ферментативную активность. Тем са-
мым впервые была продемонстрирована репли-
кация функциональной молекулы РНК при по-
мощи рибозима-полимеразы. Другой рибозим
Ф. Холлиджера (tC9Y) смог скопировать за 60 ча-
сов при 17°C цепочку РНК длиной в 206 нт, т.е.
длиннее себя [70].

Рибозим-полимеразу с более широким диапа-
зоном действия и большей скоростью копирова-
ния удалось получить Дж. Джойсу [71]. С помо-
щью рибозима 24-3 были амплифицированы два
РНК-аптамера, РНК-лигаза и даже дрожжевая фе-
нилаланиновая тРНК. Рибозим преодолел все
шпильки и петли этих матриц, хотя они обычно
являются серьезным барьером для полимераз. Кро-
ме того, этот рибозим оказался активной обрат-
ной транскриптазой, присоединяя к праймеру
любой из 4 дезоксирибонуклеотидов примерно за
1 мин и доводя длину цепочки ДНК до 32 нт [72].

Недавно Ф. Холиджеру удалось осуществить с
помощью рибозима репликацию его каталитиче-
ски активной молекулы [8]. Правда, не в целом
виде, а по частям.

Рибозим получен методом искусственной эво-
люции. Он состоит из двух субъединиц, одна из
которых каталитически неактивна, но как-то по-
могает другой субъединице. Каталитически актив-
ную субъединицу рибозима разделили на 5 фраг-
ментов. В качестве строительного материала ис-
пользовали не мономеры, а все 64 возможных
триплета. Ранее было установлено, что они успеш-
но расплетают двуспиральные участки молекулы
рибозима, образуя с ними комплементарные па-
ры. Рибозим действовал как лигаза, сшивая три-
плеты, причем в обоих направлениях, 5'−3' и 3'−5',
и не нуждался в праймерах.

После синтеза всех пяти фрагментов рибозим
смог связать их в две молекулы, объединив со-
седние фрагменты. Для этого пришлось в среду
добавить короткие олигонуклеотиды, комплемен-
тарные пограничным последовательностям объ-
единяемых фрагментов (они могли спонтанно воз-

никать в предбиологических условиях как обрыв-
ки больших молекул при гидролизе). Интересно,
что полученные таким путем продукты спонтан-
но образовали агрегат за счет нековалентных
связей. И этот агрегат, будучи соединенным с
неактивной субъединицей рибозима, воспроиз-
вел комплементарную последовательность одно-
го из первоначальных фрагментов. К сожалению,
это еще не строгое доказательство самореплика-
ции РНК в абиотических условиях, но вселяет
надежды, что она возможна.

Идея раскручивания матричной РНК с помо-
щью коротких олигонуклеотидов успешно исполь-
зована лабораторией другого лауреата Нобелев-
ской премии – Дж. Шостака [73]. Он продолжает
начатые Л. Оргелом [58] исследования нефермен-
тативного копирования молекул РНК. Одно из
главных затруднений на этом пути – быстрое вос-
становление дуплекса РНК после теплового разъ-
единения цепочек. Но добавление в реакцион-
ную смесь гекса- или октамеров нуклеотидов, за-
хватывающих одну из цепочек с образованием с
ней комплементарных комплексов, открывает вто-
рую цепочку для матричного неферментативного
синтеза олигонуклеотидов. Авторы подчеркивают,
что такие “захватчики” вполне могли быть в изоби-
лии в “мире РНК”. Они могли быть либо продук-
тами гидролиза длинных РНК, либо недостроен-
ными копиями при их синтезе. В любом случае
они оказывались комплементарными какому-либо
участку молекул РНК, “проживающих” в данном
микроокружении.

При попытках воспроизведения абиотическо-
го синтеза другого жизненно важного полимера
(белка) возникают те же проблемы, что и при син-
тезе олигонуклеотидов. Нагревание аминокислот
в безводной среде тоже приводит к образованию
лишь коротких цепочек, хиральная чистота не
обеспечивается, минералы оказывают каталитиче-
ское действие, но для получения длинных поли-
пептидов необходимо использовать активиро-
ванные формы аминокислот.

Одной из них являются N-карбоксиамино-
кислоты, циклические смешанные ангидриды
аминокислот и угольной кислоты. Дж. Феррис и
Л. Оргел [74] из них получили 55-мерные пепти-
ды при адсорбции на поверхности минералов
гидроксиапатита и иллита, служивших катали-
заторами. N-Карбоксиаминокислоты образуют-
ся, например, реакцией аминокислот с одним из
вулканических газов – сернистым карбонилом
(COS) [75].

Другой путь их абиотического синтеза, длитель-
но и тщательно изучавшийся французскими хи-
миками из университета Монпелье, – через реак-
цию Бюхерера-Бергса. Как указывалось выше,
первым этапом абиотического синтеза аминокис-
лот является образование аминонитрилов. Они
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поглощают CO2 из насыщенных им водных рас-
творов и через ряд внутримолекулярных реакций
превращаются в N-карбамоиламинокислоты [36].
Продукты этого процесса отщепляют аммиак и
циклизуются, хотя и довольно медленно (в тече-
ние месяца при 80°С) [76]. Это приводит к
N-карбоксиаминокислотам.

Пептиды образуются также при взаимодей-
ствии аминокислот с циклическим триметафос-
фатом [77], а еще лучше с продуктом его аммоно-
лиза – диамидом фосфорной кислоты [32, 65].
Однако наиболее вероятным путем их абиотиче-
ского синтеза представляется следующий.

Как сказано выше, при недостатке аммиака
реакция альдегидов с HCN приводит к образо-
ванию α-гидрокси- и α-аминокислот. В опытах
Р. Кришнамурти [78–80] показано, что в эквимо-
лярной смеси глицина и молочной кислоты при
нагревании до 65°С и выше образуются олигоме-
ры до 10 звеньев, содержащие остатки как молоч-
ной кислоты, так и глицина. Причем в растворах
одного лишь глицина олигомеров не наблюдает-
ся. Если подвергать эту смесь циклам увлажне-
ния/высушивания, то процент включения глици-
на в олигомеры увеличивается с каждым циклом.
То же происходит и при замене глицина на ала-
нин или на смесь этих аминокислот. Замена мо-
лочной кислоты на гликолевую улучшает условия
образования сополимеров, называемых депсипеп-
тидами.

Сложные эфиры образуются и гидролизуются
легче, чем пептиды. Видимо, этим объясняется и
вовлечение гидроксикислотами аминокислот в
реакцию сополимеризации, и последующее уве-
личение доли аминокислот в сополимере. После
нескольких циклов увлажнения/высушивания
аминокислоты в сополимерах уже образуют не-
прерывные последовательности. В конечном ито-
ге вся цепочка становится аминокислотной. 

Совершенствование структуры биополимеров
для лучшего выполнения ими жизненно важных
функций немыслимо без эволюции, подобной
Дарвинской (хотя биополимеры – это еще не жи-
вые существа). Ведь если структура способна са-
мокопироваться с неизбежными при этом ошиб-
ками (“мутациями”), то она обязательно создаст
популяцию дочерних структур, из которых “вы-
живут” и продолжат свой “род” при ограничен-
ности ресурсов лишь наиболее успешные. А этот
процесс обладает всеми чертами Дарвинской эво-
люции.

Пока речь шла об отдельных молекулах биопо-
лимеров, для их эволюции достаточно было той
степени компартментализации, которую предо-
ставляли поры минералов. В них и протекала эво-
люция предбиотических сообществ полимерных
молекул, названных Е.В. Куниным “реплициру-

ющимися ансамблями эгоистичных кооперато-
ров” [3].

Каждый ансамбль постепенно усложнялся бла-
годаря тому, что отдельные его компоненты при-
обретали различные функции, полезные для вы-
живания и более быстрого роста и развития всего
ансамбля. Помимо первичной специализации ли-
газ и полимераз, необходимой для самовоспроиз-
ведения ансамблей молекул РНК, возникали
рибозимы, например, ускоряющие фосфорили-
рование нуклеозидов(тидов) до нуклеозидтрифос-
фатов любым агентом, даже диамидом фосфор-
ной кислоты. Ведь, несмотря на его высокую
активность, скорость катализируемого фосфори-
лирования значительно выше.

Такой ансамбль более интенсивно потреблял
мономеры из окружающего водоема, отбирая их у
ансамблей соседних пор, и обгонял последних в
росте. В другом ансамбле мог образоваться рибо-
зим, катализирующий какую-либо реакцию абио-
тического синтеза нуклеотидов. Он тоже получал
преимущество и разрастался быстрее. Погодные
условия (затопление, перемешивание воды силь-
ным ветром и т.п.) могли способствовать обмену
частью рибозимов между ансамблями (нечто по-
добное горизонтальному переносу генов). Так мог
возникнуть новый ансамбль, обладающий обоими
полезными свойствами.

По мере усложнения ансамблей для сохране-
ния всех полезных компонентов возникла необ-
ходимость более надежного их обособления. Это
особенно стало важным в период формирования
генетического кода. В водной среде компартмен-
тализация возможна благодаря водонепроницае-
мой оболочке. Такую оболочку на заре жизни могли
создать, как считают, молекулы жирных кислот.
Обладая полярной группой –СООН и неполяр-
ным углеводородным “хвостом”, они формируют
мицеллы или пузырьки, состоящие из двух слоев.
Обращенная к воде сторона каждого слоя образо-
вана полярными группами, внутренняя – непо-
лярными нитями, которые удерживаются рядом
ван-дер-ваальсовыми силами. Из таких пузырь-
ков, помещая в них полимерные молекулы, фор-
мируют искусственные протоклетки. Мономеры
и другие небольшие молекулы могут поступать
внутрь пузырька и служить “строительным мате-
риалом” для копирования полимеров.

К. Адамала и Дж. Шостак [81] доказали, что
внутри таких протоклеток происходит нефермен-
тативный матричный синтез олигонуклеотидов
из рибонуклеотидов, активированных имидазо-
лом. Они легко проникали через двухслойную
мембрану (в отличие от АТP и других нуклеозид-
трифосфатов). К цепочкам матриц были прикреп-
лены небольшие комплементарные участки оли-
гонуклеотидов, служившие праймерами. Через
2–3 сут большинство матричных молекул превра-
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щались в дуплексы. То есть праймеры были пол-
ностью достроены мономерами до комплемен-
тарных матрицам цепочек.

В недавней работе этой же лаборатории [9]
продемонстрировано неферментативное копи-
рование внутри протоклеток последовательно-
сти ДНК длиной в 25 нт, то есть достаточной для
транскрипции активных рибозимов. Правда, в
качестве мономеров использовались не есте-
ственные активированные дезоксирибонуклео-
тиды, а немного измененные. У них вместо гид-
роксила в 3'-позиции была аминогруппа. С есте-
ственными мономерами удавалось получать только
5-звенные копии. Здесь наблюдался тот же эф-
фект, что и с заменой гидроксила на аминогруппу
при фосфорилировании нуклеозидов: более вы-
сокая реактивность аминогруппы. Сами авторы
признают, что не видят пока какой-либо возмож-
ности объяснить предбиотическое появление ами-
носодержащих нуклеотидных аналогов. Однако
не исключено, что такие аминированные нуклео-
тиды могут возникать, хотя бы в небольших коли-
чествах, при высоких концентрациях NH3 (тогда
глицеральдегид может прореагировать с 2-амино-
оксазолом в виде аддукта с аммиаком, как глико-
левый альдегид в опыте А. Фаренбаха и др. [55])
или при других, еще не найденных условиях.

Протоклетки, образованные даже столь про-
стыми веществами как жирные кислоты, способ-
ны обеспечить обособление и неферментативное
копирование молекул НК. Конечно, прочность
таких протоклеток невелика: при встряхивании
или перемешивании окружающей среды они рас-
падаются и могут терять свое содержимое. В кис-
лой или щелочной среде, а также в соленой воде
они также разрушаются. Значительно прочнее
мембраны, в состав которых входят фосфолипи-
ды. Возможность абиотического синтеза фосфо-
липидов показана Дж. Сазерлендом и др. [7]. Они
этерифицировали 2-фосфоглицерин карбоновы-
ми кислотами, содержащими 8–10 атомов угле-
рода. Моноэфиры не образовывали пузырьков.
Диэфиры и их смеси с моноэфирами формирова-
ли пузырьки – липосомы, стабильные при раз-
личных значениях pH и температуры. Они были
способны удерживать внутри себя моно- и три-
нуклеотиды в течение, по меньшей мере, двух не-
дель.

Мембраны, состоящие из смеси компонентов
с разными полярными группами, обладают боль-
шей стабильностью и проницаемостью. Наличие
хотя бы небольших количеств фосфолипидов за-
крепляет молекулы жирных кислот в мембране,
снижая скорость их десорбции, а также препят-
ствует разрушению мембран двухвалентными ка-
тионами [82].

Фосфолипиды образуют и более сложные, мно-
гослойные структуры [83]. Считая их идеальной

средой для полимеризации нуклеотидов, Д. Димер
провел серию опытов, имитирующих циклы увлаж-
нения/высушивания, используя пузырьки из фос-
фолипидов с включенными в них неактивирован-
ными нуклеотидами (AMP и UMP). Водная сус-
пензия таких пузырьков наносилась небольшими
объемами в открытые сосудики, помещенные на
медленно вращающийся подогреваемый до 85°С
алюминиевый диск. Диск находился в камере,
продуваемой CO2 для создания бескислородных
условий и удаления паров воды. В одном месте на
пути вращения диска помещалось устройство для
дозированного добавления воды в сосудики, где
вода к этому моменту испарилась, а фосфолипи-
ды образовали тонкие слои с расположенными
между ними нуклеотидами. После увлажнения в
сосудиках вновь возникали липидные пузырьки с
включенными в них мономерами и олигомерами.
Появление олигомеров было доказано гель-элек-
трофорезом, наличием гиперхромного эффекта и
электрофорезом через наноотверстия (диаметр
1.5 нм), пропускающие лишь по одной молекуле
олигонуклеотида. Выявлено образование олиго-
меров длиной в несколько десятков нуклеотидов
(иногда – до 100), количество которых возрастало
с каждым циклом увлажнения/высушивания, но
затем выходило на плато из-за уравновешивания
процессов полимеризации и гидролиза. Параллель-
ные опыты с poly(A) и poly(U) показали, что по-
сле каждого цикла гидролизуется около 8% оли-
гомеров.

В более поздних публикациях [84, 85] Д. Димер
развивает мысль о естественном отборе в циклах
увлажнения/высушивания протоклеток, содер-
жащих разные полимеры. Например, биополи-
мер, стабилизирующий мембрану аналогично со-
временным цитоскелетным белкам, обеспечил бы
протоклеткам преимущество, защитив их от меха-
нического “стригущего” действия, вызванного
турбулентностью. К сожалению, автор не указы-
вает ни природу такого полимера, ни его абиоти-
ческое происхождение, ни способы его воспроиз-
ведения, чтобы протоклетка смогла передать
часть его молекул своим дочерним протоклеткам.

А между тем такого рода полимеры на заре
жизни существовали – липидоподобные пепти-
ды. Благодаря вышеописанным процессам поли-
меризации аминокислот они появились довольно
рано (ранее фосфолипидов) и синтезировались в
достаточных количествах.

Самыми распространенными аминокислота-
ми были глицин и аланин, а следующими (с боль-
шим отрывом) – валин, аспарагиновая и глута-
миновая кислоты и серин. Это доказано как изу-
чением содержания аминокислот в метеоритах,
так и модельными опытами. Поэтому короткие
пептиды (~10 а.о.) по чисто статистическим при-
чинам содержали только один аминокислотный
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остаток с гидрофильной группой, а остальные
были гидрофобными. Таким образом, их молеку-
лы представляли собой цепочки с гидрофильной
“головой” и гидрофобным “хвостом” (если по-
лярная аминокислота была в середине цепочки,
то с двумя хвостами). Они, как и жирные кисло-
ты, способны формировать в водной среде двух-
слойные структуры. Такие пептиды способны к
самосборке, образуя амилоидные волокна, тру-
бочки, лентообразные пленки и пузырьки, что
подробно описано в обзоре первооткрывателя
этого явления С. Чжана [86], нашедшего для них
массу практических применений в медицине.

Экспериментально установлено [87, 88], что
липидоподобные пептиды самопроизвольно обра-
зуют нанотрубки и пузырьки диаметром 30–50 нм
с толщиной стенок, равной двукратной длине мо-
лекулы пептида. Таким образом, эти молекулы
ориентированы перпендикулярно стенкам трубо-
чек и пузырьков, образуя двухслойную структуру.
Толщина стенок примерно одинакова с толщи-
ной фосфолипидных мембран современных орга-
низмов. Прочность стенок выше, чем у двухслой-
ных мембран, образуемых жирными кислотами,
так как пептидные цепочки имеют гораздо боль-
ший ассортимент межмолекулярных связей, чем
гидрофобные “хвосты” молекул жирных кислот.
Кстати, в современных клетках цитоскелет, т.е.
основу их структуры, определяющую форму кле-
ток, образуют белки, а не липиды.

Скорее всего, на заре жизни пептидные струк-
туры и жирные кислоты образовывали комплекс-
ные мембраны, в которых они взаимно дополняли
друг друга. Липидные компоненты обеспечивали
надежную изоляцию содержимого протоклетки
от внешней среды, препятствуя его утечке, а пеп-
тидные компоненты придавали мембране проч-
ность без утери эластичности и, возможно, содей-
ствовали транспорту субстратов сквозь мембрану.

Разумеется, описанные протоклетки нельзя
назвать организмами, даже примитивными. Они
не представляли собой единое целое, в котором
все компоненты взаимосвязаны и взаимозависи-
мы. Молекулы РНК в них размножались за счет
поступающих мономеров, количество остальных
компонентов увеличивалось лишь путем захвата
новых молекул, производимых абиотическим пи-
томником. Протоклетки росли, увеличиваясь в
размерах, затем разделялись случайным образом
на неравные части, и не весь ассортимент их со-
держимого (в том числе, и молекул РНК) мог ока-
заться в каждой дочерней протоклетке. Те из них,
которые получили неполный комплект РНК, мог-
ли утратить способность самокопирования и по-
просту погибнуть, став “пищей” для других про-
токлеток.

Иными словами, генотип протоклетки (если
можно так назвать комплекс молекул РНК в ней)

оказывал влияние лишь на часть ее фенотипа –
набор самих молекул РНК, появление новых ри-
бозимов и повышение их активности. На мембра-
ны генотип не производил полезного для них
действия. Возможно, единственным исключени-
ем могло быть появление среди молекул РНК ри-
бозима, катализирующего синтез фосфолипидов
(предположение Дж. Шостака [89]), которые, как
сказано выше, стабилизируют мембрану.

Лишь после возникновения кодируемого син-
теза белковых молекул генотип протоклеток на-
чал постепенно расширять сферу своего влияния,
производя и полезный для них строительный ма-
териал, и самих “строителей” – разнообразные
белковые ферменты. И, по-видимому, только с
этого этапа протоклетки можно считать прими-
тивными организмами, а их эволюцию – подлин-
но Дарвинской. Но процессы, приведшие к воз-
никновению генетического кода – это материал
для отдельной большой статьи.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Первым процессом, ведущим к происхожде-
нию жизни на Земле, можно с уверенностью счи-
тать фотохимический синтез формальдегида и
HCN в только что образовавшейся атмосфере.
Она, как утверждают геологи, была в катархей-
ском эоне намного плотнее нынешней, ее давле-
ние достигало 100 бар, как на Венере [90]. Какой
бы высокой ни была температура земной поверх-
ности, в атмосфере конденсировались микрока-
пельки воды (очевидно, на высоте гораздо боль-
шей, чем сейчас), растворяющие в себе продукты
фотохимических реакций и вещества, извергае-
мые океаном магмы. Можно даже предположить,
что образовавшийся аэрозоль представлял собой
множество предбиотических микрореакторов ([91]
и ссылки в ней). В этих микрореакторах не могли
не происходить процессы, описанные выше для
наземных водоемов. Абиотический питомник
мог существовать в таком микродисперсном виде
и, по крайней мере, самые первые стадии изобра-
женных на рис. 1 процессов могли в нем происхо-
дить и накапливать гликолонитрил, формамид и
другие органические соединения. В микрокапель-
ках происходили также циклы увлажнения/высу-
шивания (второй процесс, важный для зарожде-
ния жизни), хотя полному высушиванию могло
препятствовать наличие высококипящих жидко-
стей.

Неизвестно, какова была судьба продуктов ат-
мосферных процессов до образования земной ко-
ры и охлаждения ее до температуры конденсации
воды. Многие из них довольно устойчивы к УФ-
радиации. Кроме того, в атмосферу поступали в
виде паров соли цинка (ZnS, а также ZnCl2, кото-
рый с H2S образует ZnS). ZnS в микрокапельках
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образовывал микрокристаллики, которые защи-
щали адсорбированные на них продукты от УФ-
лучей. Поэтому не исключено, что в наземных
условиях абиотические синтезы начались не с ну-
ля, что могло ускорить зарождение жизни.

На земной поверхности при контакте с жид-
кой водой начался третий процесс (серпентини-
зация), и продолжились уже в новых условиях
первые два. Все это достаточно подробно описано
в основном тексте. Отметим только, что в этот пе-
риод очень возросло в атмосфере содержание ме-
тана за счет серпентинизации. А значит – интен-
сифицировались фотохимические процессы в ат-
мосфере, продуцирующие формальдегид и HCN.
Поэтому нелогичным выглядит пересмотр объе-
ма продукции HCN (ранее оцениваемого как при-
мерно равный объему продукции формальдегида)
в сторону уменьшения [29], объясняемый якобы
небольшим содержанием метана в тогдашней ат-
мосфере. Тем более что HCN образуется и други-
ми абиотическими путями. Так что цифры для
HCN, приведенные в табл. 1, следует считать
сильно заниженными.

Абиотических питомников было множество.
Небольших водоемов и сейчас много вокруг каж-
дого вулкана. А в те времена неокрепшей и не
столь толстой земной коры вулканическая дея-
тельность была, вероятно, многократно интен-
сивнее. И в атмосферных микрореакторах, и уже
в наземных, гораздо обильнее, чем сейчас, снаб-
жаемых субстратами как из атмосферы, так и из
недр, быстро накопилось много органических ве-
ществ. При продуктивности абиотических про-
цессов, указанной в табл. 1, на 1 км2 вулканиче-
ского региона ежесуточно может образоваться
16 г формальдегида, исходного органического ве-
щества для всех синтезов абиотического питом-
ника. Всего около 1 г весят 1019 молекул РНК дли-
ной в 100–200 нт, потенциальных рибозимов-
РНК-полимераз. В опытах по искусственной
эволюции нуклеиновых кислот используют 1014–
1015 молекул (в десятки–сотни тысяч раз меньше)
и добиваются успеха. Так что и для успешной
естественной эволюции продуктивности абиоти-
ческих процессов было вполне достаточно.

Хотя конденсации мономеров способствуют
циклы увлажнения/высушивания, без конденси-
рующих агентов вряд ли могло обойтись. Из всех
используемых конденсирующих агентов наибо-
лее естественными и не зависящими от других яв-
ляются амиды фосфорной кислоты [32, 65]. Они
активно фосфорилируют нуклеозиды и нуклео-
тиды даже в микромолярных концентрациях. Но
и эти процессы нуждались в появлении рибози-
мов, которые бы ускоряли их, давая селективное
преимущество вырабатывающим их предбиологи-
ческим ансамблям. Такие рибозимы не исследова-
лись, но они вполне возможны, так как известен

подобный рибозим, катализирующий трифосфо-
рилирование нуклеозидов триметафосфатом [92].
Так что эксперименты, вероятно, дадут положи-
тельный результат.

Пока нет консенсуса в вопросе первого ин-
формационного полимера. Многие склонны счи-
тать, что существовала некая пред-РНК. Вполне
логично считать таковой ТНК. Ведь для абиоти-
ческого синтеза треонуклеотидов не требуется
глицеральдегид: доказано, что гликолевый альде-
гид способен реагировать с 2-аминооксазолом (а
возможно, и с оксазол-2-тионом), формируя пя-
тичленное кольцо [42]. Кстати, этим снимается
проблема разделения по времени гликолевого и
глицеринового альдегидов. Обеспечивается и го-
могенность нуклеотидов: ведь если в реакции их
синтеза (например, на начальных этапах абиоге-
неза) был вовлечен только гликолевый альдегид,
пентозных нуклеотидов не возникало. ТНК го-
раздо устойчивее к гидролизу благодаря отсут-
ствию в углеводном кольце свободных гидрокси-
лов. Единственный недостаток: ее молекула менее
гибка, чем молекула РНК, что может ограничи-
вать каталитические возможности ТНК. Поэтому
она впоследствии была вытеснена РНК, особен-
но на стадии формирования генетического кода:
РНК лучше выполняла адапторные функции.

Образование протоклеток обычно обусловли-
вают инкапсулированием молекул РНК внутрь
пузырьков, образованных жирными кислотами.
При этом в большинстве работ не рассматривает-
ся роль пептидов как структурной основы для
протоклеточных мембран. И это несмотря на бо-
лее высокую вероятность абиотического синтеза
липидообразных пептидов, чем молекул жирных
кислот достаточной длины (10 и более углерод-
ных атомов), и намного большую прочность пу-
зырьков, образованных пептидами. Заслуживает
внимания также недавно высказанная идея [93],
что в создании мембран могли участвовать поли-
эфиры, легко возникающие при конденсации
α-гидроксикислот. Для выяснения абиотической
роли пептидов и полиэфиров (или даже депси-
пептидов) необходимы такие же эксперименты,
как проводимые до сих пор с протоклетками, об-
разованными только жирными кислотами.

Описанные процессы реально происходят и,
по-видимому, могли при благоприятном сочета-
нии, сложившемся хотя бы в одном из многих
миллиардов небольших водоемов, привести к воз-
никновению примитивных организмов, из кото-
рых путем эволюции произошло все живое. Од-
нако вряд ли стоит считать их единственно воз-
можными родоначальниками жизни. Еще много
остается незаданных Природе вопросов относи-
тельно тайны происхождения жизни.
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The material and energetic resources capable to provide abiotic syntheses of substances from which prebio-
logical structures were created are analysed. It is shown that one-carbon compounds, including formalde-
hyde and cyanic hydrogen, could be basic starting substances. Volcanic activity and photochemical action of
solar UV-rays are considered as possible energetic resources. Amino acids, lipids, carbohydrates and nucleo-
tides were synthesized as a result of reactions between starting substances and photoreduction of their prod-
ucts in sulfur-containing environment. The wetting/drying cycles in water pools promoted the polymeriza-
tion of monomers (amino acids and nucleotides). There could be the ribozymes among the arisen oligonuсle-
otides. Some of them catalyzed processes of lengthening of the oligonuсleotides. The extended RNA-like
structures got new functions, including ability to catalyze RNA replication. The lipid-like peptides and fatty
acids carried out a role of the primitive membranes, forming the protocells. Details of the described processes
are discussed.

Keywords: photoreduction, serpentinization, wetting/drying, hydrolysis, polymerization, condensing agents, RNA,
replication, catalysts, ribozymes, protocells



505

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2020, том 46, № 5, с. 505–516

РЕГУЛЯЦИЯ СВОЙСТВ ЛИПИДНЫХ МЕМБРАН
ПРИ ВЗАИМОДЕЙСТВИИ С 2-ГИДРОКСИПРОПИЛ
β-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ДЕТАЛИ

© 2020 г.   А. А. Скуредина*, #, А. С. Тычинина*,
И. М. Ле-Дейген*, Н. Г. Белогурова*, Е. В. Кудряшова*

*ФГБОУ ВО МГУ имени М.В. Ломоносова, химический факультет, Россия, 119991 Москва, Ленинские горы, 1/3
Поступила в редакцию 04.04.2020 г.

После доработки 15.04.2020 г.
Принята к публикации 18.04.2020 г.

Работа посвящена исследованию механизма взаимодействия 2-гидроксипропил β-циклодекстрина
(ГПЦД) с липосомальным бислоем. Методом ИК-спектроскопии Фурье установлено, что основ-
ным сайтом связывания ГПЦД на поверхности нейтральных липосом на основе дипальмитоилфос-
фатидилхолина (ДПФХ) являются фосфатные группы липидов. Комплексообразование с ГПЦД
приводит к стабилизации гелеобразного состояния в монокомпонентных липосомах (ДПФХ). Вклю-
чение анионного компонента – кардиолипина (КЛ, 20%) в бислой приводит к изменению механизма
взаимодействия липосомы-ГПЦД: наблюдается разупорядочение липидов в бислое, приводящее к
нарушению целостности мембраны, что проявляется в высвобождении красителя (фенолфталеина),
загруженного в липосомы. Влияние ГПЦД на процесс и параметры фазового перехода анионных ли-
посом исследовали по термограммам, полученным на основе изменения положения полос поглоще-
ния ацильных цепей липидов в ИК-спектре липосом. Обнаружено расслоение ДПФХ/КЛ (80/20%)
бислоя на две микрофазы с различным содержанием кардиолипина. Установлено, что ГПЦД обу-
слoвливает более выраженное расслоение в бислое: наблюдается дестабилизация мембраны вблизи
температуры плавления микрофазы, обогащенной КЛ и наоборот – снижение подвижности липи-
дов в областях с низким содержанием КЛ. При исследовании влияния ГПЦД на взаимодействие
антибактериального препарата – левофлоксацина (ЛВ) с липидным бислоем обнаружено, что ком-
плексообразование лекарственных молекул с ГПЦД приводит к увеличению эффективности ад-
сорбции лекарственной молекулы на поверхности бислоя и может обеспечить облегчение транспорта
лекарства за счет образования дефектов в мембране, при этом ЛВ в комплексе с ГПЦД демонстри-
рует высокую антибактериальную активность в системах in vitro, не ниже по сравнению со свобод-
ным ЛВ.

Ключевые слова: циклодекстрины, липосомы, ИК-спектроскопия, КД спектроскопия, фазовый переход,
антибактериальная активность
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из основных направлений развития

биоорганической и биомедицинской химии на се-
годняшний день является разработка новых высо-
коэффективных лекарственных формуляций с ис-
пользованием различных систем доставок. Вклю-
чение лекарства в системы доставки позволяет
увеличить растворимость препарата и его биодо-
ступность, снизить вероятность возникновения

побочных эффектов, а также придать формуля-
ции новые свойства: адресная доставка, замед-
ленное высвобождение или высвобождение под
действием внешнего фактора (температуры, из-
менения рН, облучения света и т.д.), влияние на
проницаемость биомембран для лекарственной
субстанции.

На сегодняшний день одним из перспектив-
ных видов носителей лекарств являются цикло-
декстрины (ЦД) – циклические олигосахариды,
образованные несколькими D-глюкопиранозны-
ми остатками [1]. ЦД имеют форму усеченного
конуса с внешней гидрофильной поверхностью и
внутренней гидрофобной полостью. Такое строе-
ние ЦД обуславливает их способность формиро-
вать комплексы включения типа “гость-хозяин”

Список сокращений: ГПЦД, 2-гидроксипропил β-цикло-
декстрин; ДПФХ дипальмитоилфосфатидилхолин; КЛ,
кардиолипин; ЛВ, левофлоксацин; МИК, минимальная
ингибирующая концентрация; ФФ фенолфталеин; ЦД,
циклодекстрин.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 939-34-34; эл. почта: skure-
dinanna@gmail.com).
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со многими гидрофобными веществами, в том
числе и с лекарственными молекулами. Включе-
ние в полость ЦД способствует увеличению рас-
творимости и стабильности гидрофобной моле-
кулы, устранению неприятных запахов и вкусов,
а также обеспечению защиты от деградации мик-
роорганизмами [2–4].

В зависимости от размера лекарственной мо-
лекулы возможно использование одного из трех
типов ЦД (α-ЦД, β-ЦД или γ-ЦД), различаю-
щихся количеством D-глюкопиранозных остат-
ков и, следовательно, размером внутренней поло-
сти. Большинство лекарственных молекул имеют в
своей структуре небольшие гидрофобные арома-
тические фрагменты (например, фторхинолоны,
ибупрофен, хлорамфеникол и др.), поэтому наи-
более часто используются производные на основе
β-ЦД [5]. Введение заместителей изменяет физи-
ко-химические свойства самого β-ЦД, значитель-
но повышая его растворимость, а также влияет на
стабильность его комплексов, поскольку новая
функциональная группа может образовывать до-
полнительные связи с молекулой “гостя” [6–8].

Среди всех производных β-ЦД наиболее ши-
рокое применение в медицине имеет 2-гидрокси-
пропил β-ЦД (ГПЦД). ГПЦД обладает высокой
растворимостью в воде (больше 600 мг/мл), спо-
собен образовывать стабильные комплексы вклю-
чения с широким спектром лекарственных препа-
ратов. Безопасность ГПЦД была доказана in vivo,
на сегодняшний день на фармацевтическом рын-
ке существует несколько лекарственных форму-
ляций на основе комплексов ГПЦД [2, 4].

Широкое применение ЦД в фармацевтике обу-
слoвливает необходимость глубокого изучения их
способности взаимодействовать с биологическими
мембранами. Известно, что в ряде случаев встраи-
вание различных полимерных макромолекул в ли-
пидный бислой или их адсорбция на поверхности
могут вызывать существенные изменения свойств
биологической мембраны: ее проницаемости, мик-
ровязкости, скорости диффузии латеральной ли-
пидных молекул и скорости “флип-флопа”. Эти
явления могут приводить к значительным изме-
нениям в состоянии и жизнедеятельности клет-
ки, вызывая активацию или ингибирование фер-
ментов, влияя на клеточный гомеостаз, влиять на
тромбогенность липидной мембраны [9, 10].

ЦД не способны проникать сквозь биологиче-
ские барьеры, однако их производные могут сор-
бироваться на клеточной мембране и в ряде случа-
ев извлекать из бислоя липиды, в том числе, холе-
стерин, что приводит к нарушению целостности
мембраны [1, 11]. Однако в целом эффект на фи-
зико-химические свойства мембраны чаще всего
является мягким и обратимым. Возникновение
дефектов в бислое под действием ЦД приводит к
улучшению проникновения лекарственных пре-

паратов сквозь мембрану и увеличивает их биодо-
ступность [12].

В настоящее время механизм взаимодействия
производных ЦД с липидами в бислое, как и вли-
яние комплексообразования ЦД с лекарственны-
ми молекулами на проницаемость биомембран
для этих лекарственных субстанций, недостаточ-
но изучен. Определение эффективности связыва-
ния и основных сайтов взаимодействия липосом
с ЦД необходимо для разработок высокоэффек-
тивных систем доставок лекарственных препара-
тов на основе ЦД с улучшенной биодоступно-
стью. Для установления механизма взаимодей-
ствия производных ЦД с липидным бислоем в
работе рассмотрено влияние ГПЦД на состояние
и целостность липосом различного состава спек-
троскопическими методами, главным образом, с
помощью метода ИК-спектроскопии Фурье. Ме-
тодом КД спектроскопии изучено влияние ГПЦД
на механизм взаимодействия лекарственной суб-
станции – левофлоксацина (ЛВ) с липосомами,
что крайне важно при разработке систем достав-
ки лекарств с использованием производных ЦД.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для детального исследования механизма взаи-

модействия ГПЦД нейтральными (100% ДПФХ)
и анионными (ДПФХ/КЛ = 80/20%) липосома-
ми, а также для установления основных сайтов
связывания в комплексе липосомы-ГПЦД, был
применен метод ИК спектроскопии Фурье. ИК
спектроскопия является высокоинформативным
методом исследования состояния бислоя, посколь-
ку позволяет следить за изменениями состояния
каждой функциональной группы липидов и их
лигандов, и предоставляет ценную информацию об
физико-химических свойствах мембраны, напри-
мер, о подвижности гидрофобных цепей [14, 15].

Исследование систем липосомы-ГПЦД
методом ИК спектроскопии Фурье

В ИК-спектре как монокомпонентных ней-
тральных (100% ДПФХ, рис. 1а), так и двухком-
понентных анионных (ДПФХ/КЛ = 80/20%) ли-
посом присутствуют высокоинтенсивные полосы
поглощения 2919 и 2851 см–1, соответствующие ас-
симетричным и симметричным валентным коле-
баниям CH2 групп гидрофобных цепей липидов.
Полосы поглощения 1727–1740 и 1220–1230 см–1

характерны для колебаний С=О и асимметрич-
ных валентных колебаний фосфатных групп со-
ответственно [13].

В ИК-спектре ГПЦД (рис. 1б) наиболее ин-
тенсивная полоса поглощения при 1032 см–1 со-
ответствует колебаниям С–О–С связи. Кроме то-
го, аналитически значимыми могут быть полосы
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поглощения в диапазоне 3000–2750 см–1, соответ-
ствующие колебаниям СН3 и СН2 группам. Сле-
дует отметить, что наиболее интенсивные полосы
поглощения липосом находятся в области боль-
ших волновых чисел, в то время как для ГПЦД –
в области малых, что делает ИК-спектроскопию
более привлекательным методом для анализа си-
стем, содержащих оба компонента, с точки зре-
ния исключения перекрывания полос. В настоя-
щей работе для исследования состояния бислоя в
присутствии ГПЦД из ИК-спектра системы ли-
посомы-ГПЦД вычитался ИК-спектр ГПЦД и
были определены положения основных полос по-
глощения липидов.

Для получения комплексов липосомы-ГПЦД
к суспензии липосом (5 мг/мл) добавляли ГПЦД
в диапазоне значений концентрации от 20 до
60 мг/мл. Для того чтобы определить роль фазо-
вого состояния липидной мембраны на механизм
взаимодействия липидного бислоя с ГПЦД варьи-
ровали температуру предварительной инкубации
комплексов (25, 37 или 50°С): при 25°C липосомы
(100% ДПФХ и 80/20% ДПФХ/КЛ) находятся в
гелеобразном состоянии, вблизи 37°C – в состоя-
нии фазового перехода, а при 50°C как анионные,
так и нейтральные липосомы находятся в жидко-
кристаллическом состоянии [13]. После инкуба-
ции комплексы охлаждали до комнатной темпера-
туры и регистрировали ИК-спектры. В табл. 1 при-
ведены положения полос ИК-спектров комплексов
нейтральных липосом (100% ДПФХ) с ГПЦД при
различных условиях инкубации. Важно отметить,
что сдвиг полосы поглощения в ИК-спектре бо-
лее, чем на 1 см–1 является аналитически значи-
мым [14, 16].

Согласно полученным данным, при темпера-
туре инкубации 25°C с ГПЦД положения полос по-
глощения в ИК-спектрах липосом (100% ДПФХ)

существенным образом не изменяются вне зави-
симости от концентрации циклодекстрина. Веро-
ятно, это свидетельствует об отсутствии или не-
значительности взаимодействия между ГПЦД с
мембраной в гелеобразном состоянии, характе-
ризующимся ограниченной подвижностью гид-
рофобных цепей в бислое.

Иная картина наблюдается при предваритель-
ной инкубации с нагревом. Установлено, что наи-
более выраженные сдвиги полос поглощения в
ИК-спектре липосом наблюдаются при темпера-
туре предварительной инкубации 50°C и наибо-
лее высокой концентрации ГПЦД – 60 мг/мл
(рис. 2). Липосомы при данной температуре нахо-
дятся в жидкокристаллическом состоянии и об-
ладают высокой подвижностью ацильных цепей в
бислое.

Согласно табл. 1 в данных условиях наиболее
выраженные изменения наблюдаются для поло-
сы поглощения асимметричных валентных фос-
фатной группы: существенный высокочастотный
сдвиг указывает на снижение степени гидратации
данных функциональных групп, по-видимому, за
счет образования водородных связей со стериче-
ски наиболее доступными гидроксипропильны-
ми группами молекул ГПЦД.

Полосы поглощения асимметричных и сим-
метричных валентных колебаний CH2 групп пре-
терпевают значительный низкочастотный сдвиг,
указывающий на снижение подвижности гидро-
фобных цепей при связывании с ГПЦД. По-ви-
димому, в процессе инкубации комплекса при
50°С циклодекстрин не только адсорбируется на
поверхности липосом, но и заглубляется в “раз-
мягченный бислой”, что при приводит к сниже-
нию подвижности гидрофобных цепей после
охлаждения до комнатной температуры.

Рис. 1. (а) ИК-спектр липосом из дипальмитоилфосфатидилхолина, Слипидов = 5 мг/мл, pH 7.4. (б) ИК-спектр 2-гид-
роксипропил β-циклодекстрина, Cгпцд = 50 мг/мл, рН 7.4.
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Данная гипотеза подтверждается и данными
по взаимодействию липосом с ГПЦД при предва-
рительной инкубации при 37°С, где наблюдаются
аналогичные сдвиги полос поглощения, но выра-

женные в меньшей степени. В то же время, поло-
са νasCH2 уже смещается в область меньших вол-
новых чисел, что свидетельствует о существен-
ном снижении подвижности липидов в бислое.

Таким образом, для образования комплекса
ДПФХ 100% липосом с ГПЦД необходимо, чтобы
везикулы находились в состоянии фазового пере-
хода или жидкокристаллическом состоянии. Кро-
ме того, концентрация ГПЦД должна быть не ме-
нее 40 мг/мл. Полученные результаты подтвер-
ждают литературные данные [5, 11, 16], что ГПЦД
является одним из наиболее безопасных и не ток-
сичных производных β-ЦД по отношению к мем-
бране – для достижения заметного изменения фи-
зико-химических свойств необходимы предвари-
тельный нагрев и высокие концентрации ЦД.

Иная картина наблюдается при взаимодей-
ствии ГПЦД с двухкомпонентными анионными
липосомами, содержащими 20% кардиолипина
(КЛ), где помимо привнесения отрицательного
заряда фосфатных групп, “конусообразный” КЛ
разрыхляет бислой, способствуя образованию
дефектов и снижая температуру фазового пере-
хода [17]. Положение полос поглощения в ИК-
спектре липосом в условиях образования ком-
плекса с ГПЦД (СГПЦД = 60 мг/мл, инкубация при
50°С) в зависимости от липидного состава (100%

Таблица 1. Положения полос поглощения в ИК-спектре липосом (100% ДПФХ) при различных температурах
инкубации с 2-гидроксиропил β-циклодекстрином, см–1. В скобках дополнительно указаны обнаруженные плечи
полос. 0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С

Полоса поглощения Без инкубации
Температура предварительной инкубации комплексов

25°С 37°С 50°С

СГПЦД = 20 мг/мл
νas (CH2) 2919.3 ± 0.2 2919.3 ± 0.2 2919.0 ± 0.2 2918.8 ± 0.2
νs (CH2) 2849.9 ± 0.2 2850.6 ± 0.2 2850.8 ± 0.2 2851.3 ± 0.2

1222.5 ± 0.2 1225.0 ± 0.2 1225.9 ± 0.2 1226.6 ± 0.2

ν (C=O) 1733.4 ± 0.2 1732.8 ± 0.2 1732.7 ± 0.2 1731.5± 0.2
СГПЦД = 40 мг/мл

νas (CH2) 2919.4 ± 0.2 2919.6 ± 0.2 2919.3 ± 0.2 2918.8 ± 0.2
νs (CH2) 2850.8 ± 0.2 2849.9 ± 0.2 2850.7 ± 0.2 2850.0 ± 0.2

1223.6 ± 0.2 1224.7 ± 0.2 1228.5 ± 0.2 1233.6 ± 0.2

ν (C=O) 1733.5 ± 0.2 1734.2 ± 0.2 1732.4 ± 0.2 1731.8 ± 0.2
СГПЦД = 60 мг/мл

νas (CH2) 2919.1 ± 0.2 2919.8 ± 0.2 2917.1 ± 0.2 2917.8 ± 0.2
νs (CH2) 2851.2 ± 0.2 2851.3 ± 0.2 2851.3 ± 0.2 2850.1 ± 0.2

1222.6 ± 0.2 1223.9 ± 0.2 1224.0 ± 0.2
(1214.0 ± 0.2)

1242.7 ± 0.2
(1213.7 ± 0.2)

ν (C=O) 1733.1 ± 0.2 1733.0 ± 0.2 1733.7 ± 0.2 1732.2 ± 0.2

( )2ν PO−

( )2ν PO−

( )2ν PO−

Рис. 2. Положение полос поглощения ассиметрич-
ных и симметричных СН2 групп липосом ДПФХ
100% (1) и комплексов липосом ДПФХ 100% с 2-гид-
роксиропил β-циклодекстрином (60 мг/мл) после ин-
кубации при 50°С (2) и последующего охлаждения.
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4,
22°С.
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ДПФХ или ДПФХ/КЛ = 80/20%) представлены в
табл. 2.

Взаимодействие анионных липосом (ДПФХ/
КЛ = 80/20%) с ГПЦД обуслoвливает низкоча-
стотные сдвиги полос поглощения  и С=О
групп (табл. 2), что указывает на повышение
степени гидратации полярных групп липидов.
Повышение степени гидратации карбонильных и
фосфатных групп характерно при фазовом пере-
ходе липосом из гель-фазы в жидкокристалличе-
скую фазу. Такие изменения организации липи-
дов в бислое должны сопровождаться увеличени-
ем подвижности алифатических цепей липидов.
Действительно, при образовании комплекса ли-
посом (ДПФХ/КЛ = 80/20%) с ГПЦД наблюдает-
ся высокочастотный сдвиг полосы (табл. 2), соот-
ветствующий асимметричным колебаниям СН2
групп, на 2 см–1, что характерно при разупорядо-
чении мембраны при переходе в жидкокристал-
лическое состояние [18].

Таким образом, в зависимости от липидного
состава возможно два принципиально разных ме-
ханизма взаимодействия ГПЦД с липидным бис-
лоем. Для монокомпонентных липосомальных
систем наблюдается преимущественная адсорб-
ция ГПЦД на поверхности бислоя за счет образо-
вания водородных связей между гидроксильны-
ми группами ГПЦД и фосфатными группами
ДПФХ. Кроме того, в условиях инкубации (50°С)
возможно заглубление ГПЦД в “размягченный
бислой”. Это приводит к снижению подвижности
гидрофобных цепей после охлаждения до ком-
натной температуры. Взаимодействие ГПЦД с
бислоем, содержащим КЛ, напротив, приводит к
увеличению степени гидратации поверхностных
фосфатных и карбонильных групп липидов, а так-
же к увеличению подвижности ацильных цепей в
гидрофобной части липидного бислоя. Подобные
эффекты возможны вследствие образования де-
фектов в мембране, которые обусловлены неод-
нородностью липидного состава (“конусообраз-

2РО−

ной” геометрией КЛ), а также формированием
микрофаз, обогащенных и обедненных КЛ [13].
Кроме того, в таких системах может происходить
извлечение липидов из бислоя: так в литературе
описано извлечение дипальмитоилфосфатидилхо-
лина, 1-пальмитоил-2-олеоил-sn-глицеро-3-фос-
фохолина, холестерина, дегидроэргостерола и дру-
гих фосфолипидов из липосом и липидных моно-
слоев под действием ЦД и их производных [11].
Более того, в экспериментах in vitro (Mycobacteri-
um sp.) было показано, что ЦД извлекают липиды
из клеточной стенки, тем самым повышая ее про-
ницаемость для лекарственных молекул [19].

Влияние ГПЦД на температуру
фазового перехода липосом

Для более глубокого понимания молекулярно-
го механизма взаимодействия ГПЦД с бислоем,
содержащим 20% КЛ, было рассмотрено влияние
циклодекстрина на процесс фазового перехода в
анионных липосомах. Температура фазового (Тm)
перехода является ключевой характеристикой ли-
посомальной мембраны, описывающей состоя-
ние бислоя. Наиболее чувствительными к фазо-
вому переходу в ИК-спектре липосом являются
полосы поглощения гидрофобных цепей липи-
дов. Ранее было показано, что положение полос
ассиметричных колебаний СН2 групп зависит от
подвижности ацильных цепей: низкочастотный
сдвиг указывает на более плотную упаковку ли-
пидов в бислое, а высокочастотный сдвиг свиде-
тельствует о разупорядочивании бислоя [20].

Нейтральные липосомы (100% ДПФХ) харак-
теризуются температурой фазового перехода (Тm)
в диапазоне от 40 до 44°С [14, 18]. Термограмма ани-
онных липосом, содержащих КЛ (ДПФХ/КЛ =
= 80/20%), позволяет обнаружить основной фа-
зовый переход при ~35–37°С и предварительный
переход при 27–30°С (рис. 3), что свидетельствует
о сосуществовании двух смешанных микрофаз,
имеющих разное соотношение ДПФХ/КЛ. Ранее

Таблица 2. Положение полос поглощения в ИК-спектре липосом (100% ДПФХ и 80% ДПФХ/20% КЛ) в присут-
ствии ГПЦД (60 мг/мл), температура предварительной инкубации 50°С. 0.02 М натрий-фосфатный буферный
раствор, рН 7.4, 22°С

Колебания 
связей

Липосомы
(ДПФХ), см–1

Липосомы (ДПФХ) + 
+ ГПЦД, см–1

Липосомы 
(ДПФХ/КЛ), см–1

Липосомы (ДПФХ/КЛ) + 
+ ГПЦД, см–1

100% DPPC 80% DPPC/20% CL

νas (CH2) 2919.1 ± 0.2 2917.8 ± 0.2 2919.2 ± 0.2 2921.1 ± 0.2
νs (CH2) 2851.2 ± 0.2 2850.1 ± 0.2 2851.5 ± 0.2 2852.5 ± 0.2

1222.6 ± 0.2 1242.7 ± 0.2
(1213.7 ± 0.2)

1225.0 ± 0.2 1222.0 ± 0.2

ν (C=O) 1733.1 ± 0.2 1732.2 ± 0.2 1739 ± 0.2 1738.2 ± 0.2
(1723 ± 0.2)

( )2ν PO−
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существование таких микрофаз для двухкомпо-
нентных липосом (ДПФХ/КЛ) было продемон-
стрировано методом дифференциальной сканиру-
ющей калориметрией [13]. Согласно литератур-
ным данным фаза с более низким содержанием
КЛ имеет более высокую температуру фазового
перехода (35–37°С).

Образование комплекса липосомы-ГПЦД обу-
слoвливает выраженные изменения в термограм-
ме: на начальном участке кривой характерно уве-
личение подвижности липидов вблизи температу-
ры плавления микрофазы обогащенной КЛ (27°С),
далее наблюдается выраженный минимум на 37°С,
т.е. снижение подвижности липидов вблизи тем-
пературы плавления микрофазы с низким содер-
жанием КЛ. По-видимому, связывание ГПЦД с
микрофазой, обогащенной КЛ, в области первого
фазового перехода (27°С) способствует разупоря-
дочению мембраны и образованию дефектов в
местах гетерогенности. При дальнейшем нагрева-
нии (35–37°С) наблюдается фазовый переход ос-
новной микрофазы – с высоким содержанием
ДПФХ. В этом случае бислой взаимодействует с
ГПЦД по механизму, описанному для 100% ДПФХ
липосом, где, напротив, наблюдается снижение
подвижности ацильных цепей в бислое и стабили-
зация гелеобразного состояния за счет образова-
ния водородных связей фосфатных групп липидов
с ГПЦД (табл. 1). Как следствие, температура фа-
зового перехода комплекса ГПЦД с липидным
кластером с низким содержанием КЛ (высоко-
температурная часть термограммы на рис. 3) су-
щественно выше по сравнению с липосомами в
отсутствие ГПЦД и составляет порядка 39°С, т.е.
близка к липосомальной системе, состоящей из
100% ДПФХ (41°С).

Исследование целостности мембраны
в присутствии ЦД

Для подтверждения гипотезы о возникновении
дефектов в бислое и нарушении целостности мем-
браны под действием ГПЦД было исследовано вли-
яние ГПЦД на целостность липосомальной мем-
браны (ДПФХ/КЛ = 80/20%). Одним из классиче-
ских методов исследования целостности бислоя
является исследование высвобождения красите-
лей из везикул, например, флуорексона [21] и 6-
карбоксифлуоресцеина [22], под действием внеш-
них агентов в условиях, близких к физиологиче-
ским (перемешивание, 37°С).

В данной работе были получены липосомы,
(ДПФХ/КЛ = 80/20%) загруженные индикатором
фенолфталеином (ФФ) при рН 7.4. Липосомаль-
ная суспензия помещалась в диализный мешок и
во внешний раствор натрий-боратного буферного
раствора с рН 10.7. Поскольку раствор ФФ являет-
ся бесцветным в нейтральных рН, а в щелочных
условиях приобретает малиновую окраску, высво-
бождение ФФ из липосом должно сопровождать-
ся увеличением интенсивности окраски внешне-
го раствора. Для детектирования красителя реги-
стрировались УФ спектры: в спектре ФФ
(боратный буфер рН 10.7) присутствует широкий
пик поглощения с максимумом при длине волны
550 нм (рис. 4а).

Поскольку ионы буферных систем имеют ма-
ленькие размеры, то они способны проникать
сквозь диализную мембрану, что с течением вре-
мени приводит к формированию градиента рН на
границе растворов. Такое изменение микроокру-
жения липосом может приводить к нарушению их
стабильности без воздействия дополнительных ве-
ществ. Действительно, наблюдается постепенное
высвобождение 30% красителя из контрольных ли-
посом в течение 2 ч (рис. 4б). Добавление к липосо-
мам поверхностно-активного вещества ТритонХ-
100 приводит к 100% высвобождению красителя в
течение 15 мин. Столь быстрое высвобождение
обусловлено полным разрушением липосомаль-
ного бислоя под действием детергента.

Связывание ГПЦД, как было показано мето-
дом ИК-спектроскопии Фурье, способно приво-
дить к разупорядочению мембраны. При введе-
нии ГПЦД в суспензию липосом, загруженных
индикатором, на начальном участке наблюдается
ускоренное (по сравнению с контрольной систе-
мой) высвобождение: 30% ФФ высвобождается за
20 мин. Полное высвобождение ФФ происходит
спустя 90 мин. Таким образом, взаимодействие
ГПЦД с микрофазой КЛ приводит к возникнове-
нию в бислое дефектов, что обуславливает высво-
бождение веществ как из мембраны, так и воз-
можность проникновения других внутрь.

Рис. 3. Термограмма контрольных липосом
(1, ДПФХ/КЛ = 80/20%) и комплекса липосомы-
ГПЦД (2, Сгпцд = 60 мг/мл). 0.02 М натрий-фос-
фатный буферный раствор, рН 7.4.
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Исследование адсорбции комплексов
ГПЦД-левофлоксацин на липосомальном бислое

Поскольку нами был обнаружен эффект нару-
шения целостности мембраны (37°С, ДПФХ/КЛ =
= 80/20%) под действием ГПЦД было исследо-
вано влияния образования комплекса ГПЦД с
лекарственной молекулой на взаимодействие с
липидным бислоем. Можно ожидать, что ком-
плексообразование лекарственных препаратов с
производными ЦД способно обеспечить облегче-
ние транспорта лекарственных препаратов сквозь
бислой за счет образования дефектов. Для иссле-
дования данного эффекта в качестве лекарствен-
ной молекулы был использован левофлоксацин
(ЛВ) – антибактериальный препарат широкого
спектра действия группы фторхинолонов.

Исследование состояния ЛВ проводили мето-
дом спектроскопии кругового дихроизма (КД),
применимого для исследования биологических
объектов, имеющих хиральные центры [23]. Кро-
ме того, данный метод позволяет получать де-
тальную информацию о состоянии лекарствен-
ной молекулы в изучаемой многокомпонентной
системе, поскольку ни липосомы, ни ГПЦД не
имеют собственных КД-спектров.

В КД спектре ЛВ наблюдается минимум на дли-
не волны 301 нм (рис. 5а). Образование комплекса
ЛВ с ГПЦД приводит к сдвигу КД спектра в сто-
рону больших длин волн на 1 нм. Механизм обра-
зования комплексов фторхинолонов с производ-
ными ЦД заключается в погружении ароматиче-
ского фрагмента лекарства внутрь гидрофобной
полости ЦД [6]. Таким образом, сдвиг в КД спек-
тре ЛВ свидетельствует об изменении его микро-
окружения на более гидрофобное. Действительно,
красный сдвиг полосы характерен для комплек-
сов ЛВ с каликсаренами [24], кроме того в незави-
симом эксперименте нами было показано, что в

более гидрофобном растворителе (ДМСО) КД-
спектр ЛВ имеет минимум на 305 нм.

При добавлении ЛВ к анионным двухкомпо-
нентным липосомам (ДПФХ/КЛ = 80/20%), на-
против, наблюдается существенный сдвиг поло-
сы в сторону меньших длин волн с 301 нм до
294 нм (рис. 5б). Такие изменения могут быть
обусловлены увеличением степени гидратации
ЛВ или, что более вероятно, к изменению в состо-
янии ионизации ЛВ. Так, на примере липосомаль-
ной формуляции другого фторхинолона – мок-
сифлоксацина [13] было показано, что взаимо-
действие положительно заряженного гетероцикла
фторхинолона (при рН 7.4) с фосфатными груп-
пами КЛ на поверхности липосом приводит к
аналогичным изменениям в КД-спектре. Наибо-
лее вероятно, что добавление ЛВ к суспензии ли-
посом приводит к адсорбции ЛВ на поверхности
бислоя за счет электростатических взаимодей-
ствий противоположно заряженных фосфатных
групп липосом КЛ и азота в гетероцикле молеку-
лы ЛВ (рис. 5а).

Насыщение поверхности бислоя молекулами
ЛВ наблюдается при трехкратном мольном из-
бытке по отношению к липидам, при дальнейшем
увеличении содержания ЛВ изменения положе-
ния полосы поглощения ЛВ в КД-спектре не про-
исходит.

При добавлении комплекса ЛВ-ГПЦД к липо-
сомам наблюдались аналогичные изменения в по-
ложении КД-спектра ЛВ (сдвиг полосы в сторону
меньших длин волн). Однако по сравнению со
свободным ЛВ происходит намного более выра-
женный синий сдвиг – на 11 нм. Столь значимое
изменение положения пика ЛВ указывает на бо-
лее эффективное взаимодействие ЛВ с поверхно-
стью бислоя. Кроме того, насыщение наблюдает-
ся для мольного избытка ЛВ по отношению к ли-

Рис. 4. (а) УФ-спектр фенолфталеина 10–7 М, рН 10.7. (б) Кинетика высвобождения фенолфталеина из липосом (1),
под действием 2-гидроксипропил β-циклодекстрина (2), ТритонаХ-100 (3), 37°С.
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пидам равного 5. Т.е. в присутствие ГПЦД на
поверхности липосом образуется больше доступ-
ных участков связывания для ЛФ.

Комплекс ЛВ-ГПЦД образуется за счет погру-
жения карбоксильной группы и ароматического
фрагмента ЛВ внутрь полости ЦД. Положительно
заряженный гетероцикла фторхинолона (рис. 5)
расположен вне полости ГПЦД [6] и может участ-
вовать в образовании прочных электростатиче-
ских взаимодействий с фосфатными группами
липидов. Способность ГПЦД взаимодействовать с
бислоем и вызывать в нем дефекты обуславливает
значительное увеличение адсорбции лекарствен-
ной молекулы на поверхности липосом, что не до-
стигается в случае свободного лекарства. Этот
механизм может лежать в основе увеличения био-

доступности фторхинолона включенного в ком-
плекс с производными ЦД.

Исследование влияния ГПЦД
на антибактериальную активность 

левофлоксацина

Для контроля влияния образования комплек-
са с ГПЦД на биологическую активность в рабо-
те исследована антибактериальная активность ЛВ-
ГПЦД в сравнении со свободным ЛВ на штамме
Escherichia coli MH-1. Определены минимальные
ингибирующие концентрации (МИК) фторхино-
лона в данных системах. Для этого из твердой пи-
тательной среды с нанесенной бактериальной куль-
турой были вырезаны кусочки агара диаметром
9 мм. В лунку помещался образец (свободный
ЛВ или комплекс ЛВ-ГПЦД в фосфатном буфе-
ре рН 7.4). Спустя 24 ч инкубации были оценены
диаметры ингибирующего действия (рис. 6, табл. 3).
Согласно полученным данным антибактериаль-
ная активность ЛВ (свободный и в комплексе)
имеет концентрационную зависимость, что под-
тверждает специфичность действия антибакте-
риального препарата. МИК свободного ЛВ со-
ставляет 0.2 мкг/мл. Комплекс ЛВ-ГПЦД харак-
теризуется чуть большими значениями диаметров
ингибирующего действия, чем свободный ЛВ, что,
по-видимому, обусловлено более эффективным
взаимодействием ГПЦД с мембраной клеток. Зна-
чение МИК для образца ЛВ-ГПЦД (0.17 мкг/мл)
практически не отличается (в пределах погреш-
ности) от таковой для свободного ЛВ.

Следует отметить, что свободные ЦД не про-
никают сквозь мембраны клеток [11]. Однако,
взаимодействие ГПЦД с мембраной за счет обра-

Рис. 5. (а) КД-спектр свободного левофлоксацина (1) С = 2 × 10–3 М и левофлоксацина, адсорбированного на поверх-
ность липосом (ДПФХ/КЛ = 80/20%) (2), рН 7.4. (б) Положение минимума в КД-спектре левофлоксацина (2) и лево-
флоксацина, связанного в комплекс с 2-гидроксипропил β-циклодекстрина (1), адсорбированного на поверхность
липосом (ДПФХ/КЛ = 80/20%)), 37°С, рН 7.4.
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Таблица 3. Значение диаметров ингибирующего дей-
ствия левофлоксацина и его комплекса на E. coli на
твердых питательных средах, инкубация 24 ч при 37°С,
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4

№ СЛВ, мкг/мл ЛВ Комплекс
ЛВ + ГПЦД

Контроль 0 – –

1 0.05 – –

2 0.1 – –

3 0.2 11 ± 0.5 12 ± 0.5

4 1 22 ± 0.5 24 ± 0.5
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зования дефектов в бислое может обуславливать
увеличение проникновения молекул ЛВ сквозь
мембрану, что происходит после диссоциации ком-
плекса. Таким образом, взаимодействие ГПЦД
не снижает антибактериальную активность ЛВ, а
имеет тенденцию к усилению действия препарата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. 2-Гидроксипропил-β-циклодекстрин,
фенолфталеин, левофлоксацин, ТритонХ-100 –
Sigma-Aldrich (США); дипальмитоилфосфати-
дилхолин (ДПФХ), кардиолипин (1',3'-бис[1,2-
дипальмитоил-sn-глицеро-3фосфо]-глицерол,
КЛ) – Avanti Polar Lipids (США), соли для приго-
товления буферных растворов – ЭкоСервис (Рос-
сия), соляная кислота – Реахим (Россия).

Получение липосом. Из раствора липидов в хло-
роформе в концентрации 25 мг/мл ДПФХ или
ДПФХ/КЛ (80/20%) (в весовом соотношении)
удаляли органический растворитель на вакуумном
роторном испарителе при температуре 55°С. По-
лученную тонкую пленку липидов диспергирова-
ли в 0.02 М натрий-фосфатном буфере (pH 7.4) для
достижения концентрации липидов 5 мг/мл. Да-
лее раствор подвергали воздействию ультразвука
(22 кГц) в течение 600 с (3 × 200 с) в непрерывном
режиме на диспергаторе 4710 “Cole-Parmer Instru-
ment” (США) при температуре 50–55°С.

Получение липосом, загруженных фенолфталеи-
ном. Включение в липосомы индикатора прово-
дили методом пассивной загрузки. Тонкую ли-

пидную пленку диспергировали в растворе 0.01 М
фенолфталеина в 0.02 М натрий-фосфатном бу-
ферном растворе (pH 7.4). Далее раствор подвер-
гали воздействию ультразвука (22 кГц) в течение
600 с (3 × 200 с) в непрерывном режиме на диспер-
гаторе 4710 “Cole-Parmer Instrument” (США) при
температуре 50–55°С. Суспензию объемом 3 мл
переносили в диализный мешок Orange Scientific
(MWCO 3.5 кДа), который помещали в 500 мл
0.02 М натрий-фосфатного буферного раствора
(pH 7.4). Диализ проводили в течение 1 ч с дву-
кратной сменой внешнего буферного раствора.

Получение комплексов липосом с ГПЦД. К полу-
ченной суспензии липосом добавляли раствор
2-гидркосипропил β-циклодекстрина (200 мг/мл)
для достижения концентрации ГПЦД в итоговой
системе 20 мг/мл, 40 мг/мл или 60 мг/мл. Образ-
цы инкубировали при перемешивании в тече-
ние суток при температуре 25, 37 или 50°С. Пе-
ред регистрацией ИК-спектров системы охла-
ждались до комнатной температуры.

Регистрация термограмм. Регистрировали ИК-
спектры липосом ДПФХ/КЛ = 80/20% (5 мг/мл)
или липосом в присутствии ГПЦД (60 мг/мл) в
интервале температур 20–50°С. Определяли зави-
симость положения характеристических полос по-
глощения асимметричных колебаний CH2 групп
от температуры.

Получение комплексов 2-гидроксипропил β-цик-
лодекстрина с левофлоксацином. К 0.02 М раствору
левофлоксацина в солянокислом буферном рас-
творе (рН 4.0) добавляли 0.02 М раствор ГПЦД в

Рис. 6. Диаметры ингибирующего действия левофлоксацина (а) и его комплекса с 2-гидроксипропил β-циклодекс-
трином (б) на E.coli при концентрации левофлоксацина 0.05 (1), 0.1 (2), 0.2 (3) и 1 (4) мкг/мл, инкубация 24 ч при 37°С,
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4.
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том же буферном растворе для достижения моль-
ного соотношения ГПЦД : левофлоксацин = 1 : 1.
Комплекс инкубировали при перемешивании в
течение 1 ч при 37°С. Для проведения экспери-
ментов по исследованию взаимодействия ком-
плекса с поверхностью липосом, раствор разбав-
ляли в 10 раз 0.02 М натрий-фосфатным буфером
с контролем сохранности комплекса (рН 7.4) [6].

Изучение высвобождения фенолфталеина из ли-
посом. 1 мл раствора липосом (5 мг/мл липидов,
ДПФХ : КЛ = 80 : 20), загруженных фенолфтале-
ином, переносили в диализный мешок Orange
Scientific (MWCO 3.5 кДа), который помещали в
1 мл 0.02 М натрий-боратного буфера (рН 10.7).
Растворы ГПЦД или ТритонаХ-100 добавляли к
раствору липосом и помещали в диализный ме-
шок. Системы инкубировались в течение 2 ч при
перемешивании и температуре 37°С. Через опре-
деленные промежутки времени регистрировали
УФ спектры внешнего раствора.

Исследование антибактериальной активности
левофлоксацина и его комплекса с ГПЦД in vitro.
Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации образцов ЛВ проводили на штамме
Escherichia coli MH-1 (Michael Hall, США [25]).
Бактерии культивировали в жидкой среде Luria-
Bertani в течение 24 ч. Далее 500 мкл культуры
равномерно распределяли по твердой питатель-
ной среде (Luria-Bertani) на чашке Петри; через
20 мин вырезали диски диаметром 9 мм. 50 мкл
образца помещали в лунки и через 30 мин чашки
Петри помещали в инкубатор 37°С. Спустя 24 ч
были измерены диаметры ингибирования (отсут-
ствия) роста бактерий.

УФ-спектры регистрировали на спектрометре
УФ- и видимого диапазона AmerSharm Bioscienc-
es UltraSpec 2100 pro трижды в интервале от 200 до
400 нм в кварцевой кювете Hellma Analytics.

ИК-спектры регистрировали на ИК-спектро-
метре Фурье Tensor 27 “Bruker” (Германия), осна-
щенного MCT-детектором, охлаждаемым жидким
азотом, с термостатом фирмы “Huber” (США).
Измерения проводили в термостатируемой ячей-
ке нарушенного полного внутреннего отражения
(НПВО, BioATR-II, “Bruker”, Германия) с ис-
пользованием кристалла однократного отраже-
ния ZnSe, при 22°C и постоянной скорости про-
дувки системы сухим воздухом аппаратом “Jun-
Air” (Германия). На кристалл ячейки НПВО нано-
сили аликвоту (50 мкл) образца, спектр регистри-
ровали трижды в интервале от 4000 до 950 см–1, с
разрешением 1 cм–1; производили 70-кратное
сканирование и усреднение. Фон регистрировали
аналогично. Спектры анализировали с помощью
программы Opus 7.0.

Спектры кругового дихроизма регистрировали с
помощью спектрометра J-815 фирмы “Jasco” (Япо-
ния), оснащенного термостатируемой ячейкой.
Измерения проводили в диапазоне длин волн
260–350 нм при температуре 25°C в кварцевой
кювете (l = 1 мм). Проводили трехкратную реги-
страцию спектров шагом в 1 нм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследован механизм взаимодействия 2-гид-
роксипропил β-циклодекстрина с липосомальным
бислоем. Методом ИК-спектроскопии Фурье уста-
новлено, что для получения комплексов липо-
сомы-ЦД необходима концентрация ГПЦД не
менее 40 мг/мл и, чтобы липосомы находились в
состоянии фазового перехода или жидкокристал-
лическом состоянии. В зависимости от состава
липосом возможны два механизма взаимодей-
ствия ГПЦД с бислоем: для нейтральных моно-
компонентных липосом характерно взаимодей-
ствие ГПЦД с фосфатными группами липидов с
образованием водородных связей за счет гидрок-
сипропильных заместителей в ГПЦД, что обуслав-
ливает связывание ЦД на поверхности липосом и
последующее заглубление ЦД в “размягченный
бислой”. Данный процесс сопровождается сни-
жением подвижности липидов в бислое и стаби-
лизацией гелеобразного состояния.

Для анионных двухкомпонентных липосом при
взаимодействии с ГПЦД показано выраженное
расслоение системы на микрофазы с разным со-
держанием КЛ и разной температурой фазового
перехода. В области плавления микрофазы обога-
щенной КЛ в присутствие ГПЦД наблюдается
увеличение степени гидратации поверхностных
групп и увеличение подвижности ацильных це-
пей липидов за счет разупорядочения мембраны
под действием ГПЦД. Взаимодействие ГПЦД с
микрофазой обогащенной ДПФХ, напротив, при-
водит к стабилизации гелеобразного состояния
этой микрофазы и, соответственно, к увеличению
температуры основного фазового перехода Тm. Де-
стабилизация мембраны в областях гетерогенно-
сти под действием ГПЦД обуслoвливает наруше-
ние целостности липидного бислоя и вытекание
индикатора во внешнюю среду. Однако наруше-
ние целостности мембраны не столь выражено,
как под действием модельных поверхностно-ак-
тивных веществ полностью разрушающих мем-
брану. Образование комплексов циклодекстрина
с лекарственной молекулой обуславливает повы-
шенную адсорбцию левофлоксацина на поверх-
ности липосом, и повышенную проницаемость
для лекарственной субстанции, что объясняется
образованием дефектов в биомембране под дей-
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ствием ЦД. Согласно исследованиям in vitro ком-
плексы ЛВ-ГПЦД показывают высокую анти-
бактериальную эффективность по отношению
к клеткам E. coli – не ниже чем демонстрирует
свободный ЛВ.
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The Regulation of Lipid Membranes’ Properties by Interaction
with 2-Hydroxypropyl β-Cyclodextrin. Molecular Details
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The work is devoted to the study of the mechanism of 2-hydroxypropyl β-cyclodextrin (HPCD) interaction
with a liposomal bilayer. The main binding sites of HPCD on the surface of neutral liposomes based on di-
palmitoylphosphatidylcholine (DPPC) are phosphate groups of lipids. Complex formation with HPСВ leads
to stabilization of the gel state in monocomponent liposomes. The inclusion of the anionic component – car-
diolipin (CL, 20%) in the bilayer yields a change in the mechanism of liposome-HPCD interaction: the lipid
disorder is observed, leading to membrane integrity disturbance, which result in the dye release (phenol-
phthalein) loaded into the liposomes. The effect of HPCD on the process and phase transition parameters of
anionic liposomes was studied using thermograms obtained on the basis of the change in the position of the
absorption bands of lipid acyl chains in the FTIR spectrum of liposomes. A stratification of DPPC/CL
(80%/20%) bilayer into two microphases with different cardiolipin content was detected. HPCD causes more
pronounced stratification in the bilayer: membrane destabilization near the melting point of CL-rich micro-
phase and vice versa, a decrease in lipid mobility in regions with a low CL content. Studying the effect of HPCD
on the interaction of an antibacterial drug – levofloxacin (LV) with a lipid bilayer, it was found that the com-
plexation of drug molecules with HPCD leads to an increase in the efficiency of drug adsorption on the sur-
face of bilayer and might facilitate the transport of drugs through the bilayer due to the formation of defects
in the membrane, while LV in the complex with HPCD shows high antibacterial efficiency in vitro on E. coli,
not lower than in comparison with free LV.

Keywords: cyclodextrins, liposomes, FTIR spectroscopy, CD spectroscopy, phase transition, antibacterial activity
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Гуманизация антител с целью создания новых терапевтических средств с низкой иммуногенностью
остается актуальной задачей современной науки. В данной работе представлено получение гумани-
зированного антитела hB16, нейтрализующего интерферон-бета человека, методом “CDR-графтин-
га” на основе последовательностей иммуноглобулинов зародышевых линий человека. Созданы
математические модели вариабельных доменов мышиного и гуманизированного антител В16 и с
помощью метода молекулярной динамики показано, что конформации исходного мышиного и мо-
дифицированного антител практически не отличаются. Рекомбинантные химерные (chB16) и гума-
низированные (hB16) антитела, полученные в транзиентной культуре клеток СНО, выделены аф-
финной хроматографией, их свойства изучены биохимическими и иммунохимическими методами.
Показано, что гуманизированное антитело hB16 обладает теми же параметрами аффинности, спе-
цифичности и способности к нейтрализации интерферона-бета, что и исходное мышиное анти-
тело B16. В дальнейшем планируется использование антитела hB16 для терапии патологических со-
стояний, вызванных действием интерферона-бета.

Ключевые слова: гуманизированные антитела, моделирование пространственной структуры антител,
химерные антитела, СНО, интерферон-бета
DOI: 10.31857/S0132342320050206

ВВЕДЕНИЕ

Гуманизация моноклональных антител, полу-
ченных с использованием гибридомной техно-

логии, является одним из наиболее значимых спо-
собов снижения иммуногенности этих молекул для
человека и представляет собой сложную задачу со-
временной биоинженерии и молекулярной имму-
нологии [1].

Получение химерных антител является первым
этапом создания гуманизированных антител. Хи-
меризация антител заключается в замене констант-
ных доменов антитела животного константными
доменами иммуноглобулина человека (рис. 1а, 1б)
методами генной инженерии. По сравнению с ис-
ходными моноклональными антителами химер-
ные антитела обладают меньшей иммуногенно-
стью [1–3], но уступают по данному параметру гу-
манизированным антителам [1, 4, 5].

Следующим этапом гуманизации является мак-
симальное приближение первичной структуры

Сокращения: CDR – сomplementarity determining region
(участки, определяющие комплементарность), SDR –
specifity determining region (участки, определяющие специ-
фичность); FR – framework regions (каркасные участки);
VH и VL – вариабельные домены тяжелой и легкой цепей
иммуноглобулинов; CH – константные домены тяжелой
цепи иммуноглобулинов; Cκ или Сλ – константные доме-
ны легких цепей иммуноглобулинов; МоАт – монокло-
нальные антитела; МПК – мононуклеары перифериче-
ской крови человека; МТТ – тиазолил синий тетразолий
бромид; ДМСО – диметилсульфоксид; IFN-β – интерфе-
рон-бета; ФБС(Т) – Фосфатно-солевой буфер (с добавле-
нием Tween-20); МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид; V – объем.

# Автор для связи: (тел: +7 (977) 272-87-63; эл. почта: vla-
dislavrusia@yandex.ru).

УДК 577.112.083
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вариабельных доменов к выбранной из базы дан-
ных антител структуре антител человека, при этом
вторичная структура, пространственная органи-
зация, биологические и биохимические парамет-
ры антитела не должны изменяться драматиче-
ски. Существуют разные подходы к гуманиза-
ции антител, например, метод пересадки областей,
участвующих в распознавании антигенов (CDR –
Complementarity-determining region – гипервариа-
бельные участки) (“CDR-графтинг”), метод пе-
ресадки остатков CDR, определяющих специ-
фичность (“SDR-графтинг”), метод корректировки
поверхности и другие [6]. При гуманизации ме-
тодом “CDR-графтинга” каркасные участки FR
(framework region,) исходного антитела заменяют
аналогичными участками гомологичного антите-
ла человека с сохранением исходных CDR-участ-
ков (рис. 1в) [7]. При гуманизации антител необ-
ходимо обращать внимание на аминокислотные
остатки, находящиеся в зоне Вернье, которые иг-
рают существенную роль в позиционировании
петель, содержащих гипервариабельные участки,
и способствуют тонкой настройке взаимодействия
антител с антигеном [8]. При возникновении не-

благоприятных с точки зрения размера, заряда или
степени гидрофобности замен необходимо введе-
ние возвратных мутаций в зоне Вернье, которое,
как правило, приводит к благоприятному умень-
шению энтальпии [9]. Также важным аспектом
гуманизации антител представляется анализ остат-
ков, участвующих в образовании водородных и
электростатических связей с CDR. Валидацию
предложенных замен можно осуществить с по-
мощью биоинформатических методов, таких как
моделирование белковых структур антител, моле-
кулярной динамики и других методов. Степень
корректности выбранной стратегии гуманизации
антитела определяют сравнением биологических
параметров и свойств моноклональных, химер-
ных и гуманизированных антител.

Целью данной работы являлось, используя мы-
шиное антитело-прототип, получение химерного
и гуманизированного антитела hB16, исследова-
ние их молекулярных параметров и антиген-свя-
зывающих свойств, а также нейтрализующей ак-
тивности по отношению к интерферону-бета че-
ловека.

Рис. 1. Схематическое изображение имммуноглобулинов G. Мыши и человека (а), химерного антитела (б), участки
возможных замен в гуманизированных антителах (в).
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Планирование аминокислотных 
последовательностей тяжелой и легкой цепей 

гуманизированного антитела hB16

Для гуманизации вариабельных участков тя-
желых и легких цепей мышиного антитела B16 ис-
пользовали метод “СDR-графтинга”. Для отбора
человеческих FR-участков могут быть использо-
ваны два основных источника: последовательно-
сти зрелых антител и последовательности генов
иммуноглобулинов зародышевых линий челове-
ка. Использование последовательностей генов за-
родышевой линии имеет два существенных пре-
имущества. Во-первых, физическая карта локу-
сов генов тяжелых и легких цепей человеческих
иммуноглобулинов и функциональный реперту-
ар генов зародышевых линий охарактеризованы,
что позволяет осуществить поиск наиболее гомо-
логичных генов антител среди большого количе-
ства вариантов. Во-вторых, сравнение кристалло-
графических структур белков показало, что ан-
титела на основе зародышевых генов имеют более
подвижную структуру, чем зрелые антитела [10, 11].
Такая подвижность теоретически может позво-
лить замещать СDR-участки зародышевых анти-
тел на СDR-участки антител, подвергающихся
гуманизации, без серьезных изменений конфор-
мации. Для того, чтобы заменить каркасные участ-
ки вариабельного домена мышиного антитела на
человеческие, осуществляли поиск наиболее го-
мологичных зародышевых линий человека в базе
данных IMGT (http://www.imgt.org/).

Последовательности аминокислотных остат-
ков вариабельных доменов мышиного антитела-
прототипа B16 были картированы в соответствии
с классификацией Кабата [12], определены гра-
ницы CDR и FR-участков. При анализе базы дан-
ных IMGT среди последовательностей зароды-
шевых линий генов тяжелой и легкой цепей анти-
тел были обнаружены наиболее гомологичные
гены: IGHV3-23*04 для тяжелой цепи и IGKV1-
9*01 для легкой цепи антитела B16. Степень иден-
тичности генов вариабельного домена тяжелой

цепи антитела B16 и IGHV3-23*04 составила 80%,
степень идентичности генов вариабельного доме-
на легкой цепи антитела B16 и IGKV1-9*01 – 65%.
Количество и характер отличий генов зародыше-
вой линии и антитела B16 в CDR и FR участках
приведены в табл. 1.

Аминокислотные остатки CDR-участков за-
родышевых линий заменили соответствующими
CDR-участками мышиного антитела В16, в кар-
касных участках определили положения остат-
ков, соответствующих зоне Вернье. Были проана-
лизированы неблагоприятные аминокислотные
замены с точки зрения размера, заряда и гидро-
фобности аминокислотных остатков. С целью воз-
можного предотвращения потери аффинности ан-
титела были предложены 4 возвратные мутации в
участках зоны Вернье: в последовательности ва-
риабельного домена тяжелой цепи – S49A, K94R
и в последовательности вариабельного домена
легкой цепи – L4M, L78V.

Исследование моделей структур
вариабельных доменов гуманизированного

и мышиного антител hB16 и B16

Для предложенных последовательностей VH и
VL hB16 были созданы модели пространственной
структуры с помощью метода моделирования на
основании гомологии. Реализация этого метода в
веб-сервисе Rosetta Antibody включала следую-
щие шаги: 1) поиск шаблонов среди антител с из-
вестной пространственной структурой и сходной
аминокислотной последовательностью, 2) постро-
ение начальных моделей с использованием кон-
сервативных фрагментов шаблонов и VH/VL-
последовательностей запроса, 3) улучшение на-
чальных моделей путем подбора оптимальных
конформаций основной цепи VH/VL и боковых
цепей по всем моделям в целом. Полученные стар-
товые модели были дополнительно оптимизиро-
ваны с учетом влияния растворителя, для чего в
программе Gromacs с использованием силового
поля charmm36 был проведен расчет молекуляр-
ной динамики (МД) моделей в водном растворе

Таблица 1. Количество аминокислотных замен, обнаруженных при сравнении последовательностей легкой и
тяжелой цепей антитела B16 с наиболее гомологичными последовательностями зародышевых линий человека.
С – синонимичные замены, Н – несинонимичные замены

Участок FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Тип замены С Н С Н С Н С Н С Н С Н С Н

Размер участка, а. к. 23 10 16 7 32 9 10

Легкая цепь, количество замен 3 4 4 3 2 0 1 3 5 4 2 2 0 1

Размер участка, а. к. 25 10 14 17 32 7 13

Тяжелая цепь, количество замен 2 0 1 1 1 3 1 4 6 0 0 5 1 0
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при температуре 300 К и физиологической кон-
центрации NaCl в течение 10 нс. Анализ МД по-
казал, что модели принимают свои равновесные
конформации уже через 1 нс. Полученные траек-
тории МД были подвергнуты кластерному анали-
зу и наиболее представительные конформации
для каждой из стартовых моделей в дальнейшем
рассматривались в качестве окончательных моде-
лей, анализ которых позволил сформулировать
ряд возвратных замен в каркасных участках VH
и VL гуманизированного антитела к интерфе-
рону-бета.

Введенные замены FR-участков в аминокис-
лотные последовательности легкой и тяжелой це-
пей мышиного антитела B16 в ходе гуманизации
не оказали существенного влияния на ход основ-
ной цепи углеродного скелета, и модельные струк-
туры вариабельных доменов химерного антитела
сhB16 и гуманизированного антитела hB16 демон-
стрируют высокое сходство (СКО по Cα-атомам
1.0 Å, рис. 2а). Отметим, что некоторые замены,
в частности H8P в легкой цепи и R44G в тяжелой
цепи, привели к заметному локальному искаже-
нию хода основной цепи углеродного скелета, од-

нако конформация остатков, образующих веро-
ятную поверхность паратопа, не претерпела зна-
чительных изменений. Исключением являются
замены K3Q в последовательности FR1 тяжелой
цепи и D60S в последовательности FR3 легкой
цепи. Остаток K3 в легкой цепи мышиного анти-
тела взаимодействует с остатком E1, поддерживая
стабильную ориентацию последнего. При введении
замены K3Q электростатическое взаимодействие
между этими остатками исчезает, что приводит к
увеличению подвижности остатка E1, возможному
изменению его ориентации и смещению в об-
ласть паратопа антитела, что может негативно
сказаться на взаимодействии антитела с интер-
фероном (рис. 2б). Аналогично, остаток D60 в мы-
шином антителе взаимодействует с остатком R54,
ограничивая его подвижность. Введение замены
D60S приводит к смещению остатка R54 в область,
прилегающую к паратопу антитела (рис. 2в). Та-
ким образом, для того чтобы конформация пара-
топа гуманизированного антитела соответствова-
ла конформации паратопа мышиного антитела и
взаимодействие с эпитопом сохранялись, было
решено ввести дополнительные возвратные мута-
ции в последовательности FR-участков зароды-

Рис. 2. Cуперпозиция моделей вариабельных доменов гуманизированного антитела hB16 (черным цветом) и мыши-
ного антитела B16 (серым цветом). Сопоставление хода основной цепи углеродного скелета вариабельных доменов
мышиного и гуманизированного антител (а). Изменение конформации остатка R54 в легкой цепи при введении заме-
ны D60S (б). Изменение конформации остатка Е1 в тяжелой цепи, при введении замены K3Q (в).
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шевой линии человека. Были введены следующие
возвратные мутации: в последовательность FR1
тяжелой цепи – K3Q и D60S в последовательно-
сти FR3 легкой цепи.

Получение рекомбинантных антител hB16 и chB16

Получение химерных антител является одним
из этапов гуманизации. Нуклеотидные последо-
вательности VH и VL мышиного антитела состы-
ковывали с фрагментами, кодирующими Ck и
CH1-CH3 человека, на 5'-конец последователь-
ностей вводили последовательность Козак, необ-
ходимую для трансляции гена, и последователь-
ности лидерных пептидов тяжелой и легкой це-
пей мышиного антитела B16, необходимых для
секреции антитела. Нуклеотидные последователь-
ности VH и VL клонировали в экспрессионный
вектор pcDNA 3.4 (Invitrogen, USA) под контроль
сильного промотора цитомегаловируса CMV и
терминатора гена тимидинкиназы TK. Таким об-
разом, были получены векторы для экспрессии хи-
мерных антител pcDNA3.4-chB16Lc и pcDNA3.4-
сhB16Hc.

После валидации предложенных аминокислот-
ных последовательностей вариабельных доменов
гуманизированного антитела с помощью методов
моделирования и молекулярной динамики, хи-
мико-ферментативным способом синтезировали
нуклеотидные последовательности VH и VL антите-
ла hB16. Вариабельные домены в составе плазмид
для экспрессии химерного антитела заменили гума-
низированными VH/VL и получили экспресси-
онные плазмиды pcDNA3.4-hB16Lc и pcDNA3.4-
hB16Hc.

Экспрессионные векторы использовали для
трансфекции суспензионной культуры клеток СНО.
Транзиентную культуру клеток культивировали
в течение 14 дней, после чего клетки осаждали
центрифугированием. Антитела из культуральной
жидкости выделяли аффинной хроматографией
на колонке HiTrap MabSelect SuRe (GE Life Sci-
ences, США). Полученные белки диализовали про-
тив буфера ФБС, стерилизовали фильтрацией с
помощью 0.22 мкм фильтра Millex-GV и хранили
при 4°C.

Биохимическая и иммунохимическая 
характеристика рекомбинантных

антител chB16 и hB16

Качество выделения образцов антител после аф-
финной хроматографии оценивали гель-фильтра-
цией и электрофорезом в полиакриламидном ге-
ле. Профили элюции после гель-фильтрации как
химерного, так и гуманизированного антитела
представлены симметричными монопиками, что
свидетельствует об их чистоте и отсутствии детек-
тируемых количеств олигомерных форм (рис. 3а).
Анализ препаратов гуманизированного и химер-
ного антител методом ДСН-ПААГ электрофореза
в восстанавливающих условиях (5% β-меркапто-
этанола) показал наличие в каждом образце двух
полипептидов с молекулярными массами 22.5 и
55 кДа, которые соответствуют полипептидам лег-
кой и тяжелой цепей антител (рис. 3б). В невос-
станавливающих условиях для обоих антител мож-
но было наблюдать одну полосу с молекулярной
массой, превышающей расчетную. Подобного ро-
да несоответствие расчетной и экспериментально
определенной молекулярных масс антител класса

Рис. 3. Оценка чистоты препаратов рекомбинантных антител chB16 и hB16. (а) профиль элюции образцов рекомби-
нантных антител chB16 и hB16. (1) – препарат химерного антитела chB16, (2) – препарат гуманизированного антитела
hB16. (б) электрофореграмма препаратов антител chB16 и hB16 в 10% ДСН-ПААГ (1, 2) – 2 мкг chB16 и hB16 в восста-
навливающих условиях, (3, 4) – 0.5 мкг chB16 и hB16 в невосстанавливающих условиях, М – маркер молекулярных масс.
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IgG в 10% ДСН-ПААГ показано и другими иссле-
дователями ранее [13, 14].

Способность выделенных антител специфиче-
ски взаимодействовать с интерфероном-бета про-
веряли с помощью непрямого ИФА. Было пока-
зано, что и химерные и гуманизированные анти-
тела связываются с интерфероном-бета (рис. 4).
Определенные значения эффективных концентра-
ций EC50 составили 14.3 нг/мл для химерного ан-
титела и 8.7 нг/мл для гуманизированного антите-
ла. Поскольку EC50 для гуманизированного анти-
тела оказалось даже меньшим, чем для химерного,
то можно говорить об отсутствии потери аффин-
ности антитела в процессе гуманизации.

Также важной характеристикой антител явля-
ются значения констант диссоциации комплекса
антиген-антитело. Константы диссоциации мы-
шиного, химерного и гуманизированного антител
определяли методом конкурентного ИФА по Фри-
ге [15]. Полученные значения Kd cоставили 2.9 ×
× 10–9 М для мышиного антитела B16, 3.9 × 10–9 М
для химерного антитела chB16 и 3.3 × 10–9 М для
гуманизированного антитела hB16. Определенные
величины констант более достоверно свидетель-
ствуют о том, что в ходе гуманизации аффинность
антитела не претерпела существенных изменений,
и сродство гуманизированного антитела к интер-
ферону-бета оказалось даже большим, чем у хи-
мерного, что говорит о корректности выбранной
стратегии гуманизации.

Сравнительный анализ нейтрализующей 
интерферон-бета активности рекомбинантных

и мышиных моноклональных антител

Биологическую активность полученных анти-
тел определяли в тесте подавления пролиферации.
Принцип метода основан на регистрации антипро-
лиферативного действия интерферона-бета по от-
ношению к опухолевым клеткам в присутствии
мононуклеаров периферической крови человека
(МПК). Ранее было установлено, что среди не-
скольких опухолевых клеточных линий наиболь-
ший эффект интерферон-бета оказывает на клет-
ки аденокарциномы толстой кишки человека HT29
(ATCC® HTB-38™, США), в связи с чем данная
линия была использована в антипролифератив-
ном тесте. Для определения степени нейтрализа-
ции интерферона опухолевые клетки инкубиро-
вали в присутствии МПК, интерферона-бета и
серийных разведений антител. По окончании ин-
кубации уровень пролиферации оценивали по ко-
личеству метаболически активных клеток с помо-
щью МТТ-теста [17]. Обнаружено, что все три ан-
титела показали высокую степень нейтрализации
интерферона-бета человека (рис. 5). Максималь-
ная степень нейтрализации для всех трех антител
достигалась при концентрациях выше 6.25 мкг/мл.
И, хотя при концентрациях гуманизированного
антитела более 25 мкг/мл степень нейтрализа-
ции интерферона оказывалась ниже, чем при до-
бавлении химерного или мышиного антитела, ее
значения оказывались высокими и превышали
80%. Таким образом, можно сделать вывод, что
гуманизация мышиного антитела B16 не оказала
существенного влияния на способность антитела

Рис. 4. Непрямой иммуноферментный анализ взаи-
модействия химерного и гуманизированного антител с
интерфероном бета человека. Пунктирная линия 1 –
химерное антитело chB16, сплошная линия 2 – гума-
низированное антитело hB16.
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hB16 нейтрализовать интерферон-бета в исполь-
зуемом в работе тесте.

ВЫВОДЫ
В данной работе описана гуманизация связы-

вающего и нейтрализующего интерферон-бета
человека мышиного антитела B16. Гуманизация
произведена методом “CDR-графтинга”, в каче-
стве доноров FR-участков выбраны два гена ан-
тител зародышевой линии человека IGHV3-23*04
и IGKV1-9*01, найденные в ходе поиска наиболее
гомологичных генов тяжелой и легкой цепей ан-
титела B16. Для предотвращения возможной по-
тери аффинности гуманизированного антитела в
зонах Вернье были введены возвратные мутации в
генах вариабельных доменов тяжелой цепи S49A,
K94R и легкой цепи L41M, L78V. Для гуманизи-
рованного и исходного мышиного антитела были
получены и сопоставлены модели структур вари-
абельных доменов. Замена FR-участков мыши-
ного антитела на участки антитела зародышевой
линии человека при введении возвратных мута-
ций в зонах Вернье не оказала существенного
влияния на ход основной цепи углеродного ске-
лета гуманизированного антитела. Расчет моле-
кулярной динамики для начальных моделей по-
казал необходимость введения дополнительных
возвратных мутаций, не находящихся в зонах
Вернье: K3Q в последовательности вариабельно-
го домена тяжелой цепи и D60S в последователь-
ности вариабельного домена легкой цепи. На ос-
новании полученных аминокислотных последо-
вательностей были синтезированы нуклеотидные
последовательности, кодирующие вариабельные
домены гуманизированного антитела hB16, кото-
рые были объединены последовательностями кон-
стантных доменов антитела человека. Гуманизиро-
ванное антитело hB16 и химерное антитело chB16
были экспрессированы в транзиентной культу-
ре клеток СНО, выделены и очищены методом
аффинной хроматографии. Качество полученных
препаратов антител изучали методом ДСН-ПААГ
электрофореза и гель-фильтрации. Было показа-
но, что полученные образцы антител содержали
мономерные формы без примесей других белков.
С помощью ИФА оценивали способность выде-
ленных антител связывать интерферон-бета че-
ловека. Было найдено, что в ходе гуманизации
мышиного антитела B16 его сродство к интерфе-
рону-бета не изменилось. Значения EС50 составили
14.3 нг/мл для химерного антитела и 8.7 нг/мл для
гуманизированного. Полученные методом конку-
рентного ИФА значения Kd cоставили 2.9 × 10–9 М
для мышиного антитела B16, 3.9 × 10–9 М для хи-
мерного антитела и 3.3 × 10–9 М для гуманизиро-
ванного антитела hB16. Сравнение нейтрализую-
щей способности химерного, мышиного и гу-

манизированного антитела также показало, что
гуманизация не оказала существенного влияния
на способность антитела нейтрализовать интер-
ферон-бета человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование: наноспектрофотометр Implen

P300; камера для горизонтального электрофореза
15*20 Sub-Cell GT Cell, камера для вертикального
электрофореза Bio-Rad Mini-Protean 3 cell, источ-
ник питания PowerPack Basic (Bio-Rad, США);
колонка с носителем HiTrap MabSelect Sure объе-
мом 5 мл, хроматограф ActaPure 25, суперпетля
объемом 150 мл, колонка Superdex 200 GL объе-
мом 23.5 мл (GE Healthcare Life Sciences).

Реактивы, штаммы бактерий и клеточные ли-
нии: питательная среда OptiCHO, раствор пеницил-
лин-стрептамицин-фунгизон, реагент для транс-
фекции lipofectamine 2000 (Invitrogen, США);
планшеты для ИФА Nunc Maxisorp, 96-луночные
плоскодонные планшеты для адгезионных куль-
тур (Corning Inc., США, PN 3598), реагент для вы-
деления нуклеиновых кислот “TRIzol Reagent”
(Thermo Fisher Scientific, США), обратная тран-
скриптаза M-MuLV, эндонуклеазы рестрикции, T4-
ДНК-лигаза, маркер молекулярных масс PageRuller
Unstained Protein Ladder 10–200 кДа (Thermo Sci-
entific, США); Tween-20; ДНК-полимераза Tersus,
ДНК-полимераза Taq, набор для выделения плаз-
мидной ДНК Plasmid miniprep, набор для выделе-
ния нуклеиновых кислот из агарозного геля и ре-
акционных смесей Cleanup mini, вектор pAL-TA,
cоосадитель нуклеиновых кислот “satellite red”
(Евроген, Россия); DMSO (Sigma); бактоагар,
дрожжевой экстракт, триптон (BD, Франция);
фосфатно-солевой буфер таблетированный ФБС
(10 мМ Na(H2PO4)–Na2(HPO4), 137 мМ NaCl,
2.7 мМ KCl, рН 7.2, (Amresco, США); 0.22 мкм
фильтры Millex-GV (Millipore, США); нитроцел-
люлозная мембрана (Membrane filters cellulose ni-
trate; pore size 0.45 μm, Advantec MFS Inc., США),
набор белков HMW Gel Filtration Calibration Kit,
(Ge Healthcare, США), интерферон-бета человека,
гликозилированный (“ООО Фармапарк”, Россия),
штамм E. coli XL1-Blue (a, b 3 recA1 endA1 gyrA96
thi_1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proABlacIqZΔM15
Tn10 (Tetr)]) (Stratagene, США); клеточная линия
HT29 (ATCC® HTB-38™, США).

Cписок олигонуклеотидов для амплификации
нуклеотидных последовательностей тяжелой цепи:

VHB16F 5'-AGGGAAGCTAGCGCCACCAT-
GAATTTCGGGCTCAGCTTGATTTTC-3'

VHB16R 5'-AGACCGATGGGCCCTTCGTGCT-
GGCTGCAGAGACAGTGACCAGAGTCC-3'

Cписок олигонуклеотидов для амплификации
нуклеотидных последовательностей легкой цепи:
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VLB16F 5'-AGGGAAGCTAGCGCCACCATG-
GAGACACATTCTCAGGTCTTTGTATAC-3'

VLB16SoeR – 5'-CAGCCACAGTCCGTTTTATTTC-
CAGCTTGGTCC-3'

hVLB16SoeR – 5'-GCAGCCACAGTCCGTTTGAT-3'
hVHB16R – 5'-AGACCGATGGGCCCTTCGT-

GCTGGCAGAGGACACTGTCACAA-3'.

Получение нуклеотидных
последовательностей вариабельных доменов

мышиного антитела B16 против IFN-β
Из клеток гибридомы В16 выделяли тотальную

РНК с помощью реактива TRIzol Reagent (Ther-
mo Fisher Scientific, США) из 5 × 105 клеток со-
гласно протоколу производителя [18]. Качество
полученной РНК оценивали по соотношению
коэффициентов поглощения А260/А280, принимая
допустимыми значения 1.95–2.0, а также с помо-
щью электрофореза в 1% агарозном геле. Обратную
транскрипцию осуществляли с помощью фермента
M-MuLV RT (Thermo Fisher Scientific, США) с
Oligo(dT)18 праймером согласно протоколу про-
изводителя. Для амплификации генов вариабель-
ных доменов методом ПЦР использовали поли-
меразу Tersus и праймеры, специфичные к после-
довательностям СH1 IgG1 и Ck. Температуру
отжига олигонуклеотидов устанавливали 60°C,
время элонгации – 45 с. Фрагменты размером 321
и 342 п. о. выделяли из 1% агарозного геля и лиги-
ровали в pAL2-T вектор при 12°C в течение ночи.
ДНК переосаждали изопропанолом, растворяли
в воде и использовали для электропорации элек-
трокомпетентных клеток E. coli XL1-Blue. Отбор
клонов проводили с использованием бело-голу-
бой селекции и анализа колоний с помощью ПЦР
с праймерами М13. Отобранные колонии культи-
вировали в течение ночи, культуру клеток оса-
ждали центрифугированием и выделяли плаз-
мидную ДНК с помощью набора Plasmid Mini-
prep. Нуклеотидные последовательности
вариабельных доменов определяли секвенирова-
нием по методу Сэнгера (Евроген).

Получение экспрессионных плазмид
для продукции рекомбинантных антител chB16

и hB16 в культуре эукариотических клеток CHO

Нуклеотидную последовательность VH мыши-
ного антитела B16 амплифицировали с помощью
ПЦР с праймерами VHB16F и VHB16R, содержа-
щими участки узнавания эндонуклеаз рестрик-
ции NheI и Bsp120I. Продукты реакции разделяли
в 1% агарозном геле при напряжении поля 5 В/см,
получали фрагмент размером 450 п. о., который
обрабатывали соответствующими эндонуклеаза-
ми рестрикции и клонировали в подготовленный

экспрессионный вектор pcDNA3.4-Hc, содержа-
щий нуклеотидные последовательности CH1-CH3
антитела изотипа IgG1 человека. Последователь-
ность VL состыковали с помощью SOE-PCR с
последовательностью Сk человека. Для наработ-
ки фрагмента, кодирующего ген вариабельного
домена, использовали олигонуклеотиды VLB16F
и VLB16SoeR. Амплификацию осуществляли с
помощью программы, содержащей два типа цик-
лов. При выполнении циклов типа № 1 отжигали
друг на друга фрагменты, кодирующие вариа-
бельный и константный домены, и объединяли
их в ходе элонгации. Количество циклов реакции
устанавливали 5, температуру отжига – 52°С, вре-
мя элонгации – 1 мин. В ходе циклов типа № 2
амплифицировали фрагменты, полученные на
предыдущем этапе. Реакцию проводили с прай-
мерами, количество циклов реакции – 15, темпе-
ратура отжига – 62°С, время элонгации – 1 мин.
В ходе реакции ген химерной легкой цепи был
снабжен лидерным пептидом и участками узнава-
ния эндонуклеаз рестрикции NheI и XhoI. Из ре-
акционной смеси получали фрагмент размером
820 п. о., который клонировали в вектор pcDNA3.4.
Последовательности гуманизированных вариа-
бельных доменов антитела hB16 синтезировали хи-
мико-ферментативным способом (Евроген). Полу-
чение экспрессионных плазмид, содержащих гены
антитела hB16, проводилось аналогично. Для ам-
плификации фрагментов, кодирующих гуманизи-
рованные вариабельные домены были использо-
ваны олигонуклеотиды VLB16F, hVLB16SoeR,
VHB16F и hVHB16R.

Продукция рекомбинантных антител chB16 и hB16

Рекомбинантные антитела chB16 и hB16 полу-
чали транзиентной экспрессией в клетках СНО,
культивирование которых проводили в колбах
Эрленмейера в 30 мл среды CD DG44 (Invitrogen,
США) при 37°С, 8% СО2, при скорости враще-
ния 135 об./мин в термостатируемом СО2-инку-
баторе в течение 14 суток. Трансфекцию клеток
осуществляли с помощью трансфектагента Lipo-
fectamine 2000 согласно протоколу производителя
при начальной клеточной плотности 3 × 105 кле-
ток/мл. Для трансфекции использовали 16.6 мкг
плазмидной ДНК для экспрессии гена легкой це-
пи антитела, и 8.3 мкг плазмидной ДНК для экс-
прессии гена тяжелой цепи антитела. После куль-
тивации клетки осаждали центрифугированием в
течение 5 мин при 700 g, культуральную жидкость
собирали и центрифугировали при 3000 g в тече-
ние 30 мин при 4°С. К супернатанту добавляли 0.1
объема 10-кратного буфера ФБС, азид натрия и
PMSF до конечных концентраций 7.5 и 0.7–
1.4 мМ соответственно. Из осветленной культу-
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ральной жидкости выделяли антитела аффинной
хроматографией.

Аффинная хроматография антител

Антитела выделяли аффинной хроматографией
на колонке объемом 5 мл, содержащей носитель
HiTrap MabSelect SuRe. Колонку уравновешивали
5 объемами буфера Трис-HCl (20 мМ Трис-HCl,
150 мМ NaCl, pH 7.2) и наносили культуральную
жидкость со скоростью 2–3 мл/мин при давлении
не более 0.5 МПа. После этого колонку промыва-
ли 5 объемами буфера Трис-HCl (20 мМ Трис-
HCl, 150 мМ NaCl, pH 7.2). Антитела элюировали
цитратным буфером (20 мМ лимонная кислота,
200 мМ NaCl, рН 3.0). Фракцию, содержащую ис-
комый продукт, нейтрализовали добавлением
0.1 объема буфера для нейтрализации (1 М Tris-
HCl, pH 8.0). Детекцию белков в ходе хроматогра-
фии осуществляли по поглощению при длине вол-
ны 280 нм. Элюат диализовали ФБС, дважды ме-
няя раствор, и стерилизовали фильтрацией через
фильтры Millex-GV, 0.22 мкм, полученные препа-
раты хранили при температуре 4°C.

Аналитические методы

Гель-фильтрацию выделенных антител прово-
дили на колонке Superdex 200 GL (10/300). Образ-
цы диализовали против трис-буфера (0.1 М Трис-
HСl, 0.15 М NaCl, pH 7.8) и наносили на колонку
в количестве 80 мкг в объеме 50–200 мкл. Разде-
ление белков осуществляли в Трис-буфере с до-
бавлением 5% изопропанола, со скоростью потока
0.4 мл/мин. Молекулярную массу антител опреде-
ляли с использованием набора калибровочных бел-
ков “HMW Gel Filtration Calibration Kit” согласно
инструкции производителя [16]. Чистоту препарата
и его полипептидный состав оценивали электрофо-
резом в 10% ДСН-ПААГ, в восстанавливающих и
невосстанавливающих условиях [19].

Иммунохимические методы

Непрямой ИФА. В лунки планшета наносили
100 мкл раствора ФБС, содержащего 250 нг ин-
терферона-бета человека, и инкубировали в тече-
ние ночи при 4°С. В первую лунку планшета вно-
сили 100 нг антитела, далее делали трехкратные
разведения 6 раз. Разведения антител осуществ-
ляли в трех повторах. Лунки планшета блокиро-
вали 1% раствором БСА в ФБС при 37°С в тече-
ние часа и промывали 5 раз ФБСТ (с добавлением
0.05% Tween-20), после чего добавляли раствор,
содержащий коньюгат антител против IgG чело-
века. Планшет инкубировали при 37°С в течение
часа и промывали 9 раз ФСБТ, далее в лунки добав-
ляли раствор субстрата – тетраметилбензидина, ре-

акцию останавливали, добавляя 100 мкл 0.5 М фос-
форной кислоты. Оптическое поглощение изме-
ряли при длине волны 450 нм на планшетном
спектрофотометре Microplate Reader 680 (BioRad,
США).

Определение интерферон-бета
нейтрализующей активности антител

Для исследования нейтрализующей активно-
сти антител против интерферона-бета готовили
серийные разведения гуманизированного, химер-
ного и мышиного антител, а также химерного ан-
титела против шига-токсинов первого типа в ка-
честве отрицательного контроля, в полной росто-
вой среде с 2% телячьей сывороткой. Опухолевые
клетки HT29 культивировали в смеси с МПК в
присутствии ИФН-бета и антител в различных
концентрациях. В лунки 96-луночного планшета
для адгезионных культур вносили среду DMEM,
содержащую 2% сыворотку, 10 пг интерферона-
бета, 5 тыс. клеток HT29 и 50 тыс. клеток МПК, а
также разведенные антитела в конечных концен-
трациях от 100 до 0.781 мкг/мл, с уменьшением
концентрации антитела в каждой следующей
лунке в 2 раза. Суммарный объем суспензии в
каждой лунке составлял 100 мкл, каждое разведе-
ние осуществляли в четырех повторениях. Суспен-
зии инкубировали в течение 4 суток при 37°С в ат-
мосфере 5% СО2. В лунки добавляли раствор МТТ
до конечной концентрации 0.5% и инкубировали в
течение 4 часов при 37°С в атмосфере 5% СО2.
Планшеты центрифугировали, супернатанты уда-
ляли, в лунки добавляли 100 мкл ДМСО, инкуби-
ровали в течение 20 мин при комнатной темпера-
туре. После этого измеряли оптическое поглоще-
ние при длине волны 560 нм и определяли
среднее значение оптической плотности (ОПi)
для i-го разведения антител по трем повторам.
Также определяли среднее значение оптической
плотности в лунках без интерферона-бета (ОПmax)
и в лунках с интерфероном без антител (ОП0).
Процент нейтрализации для каждой концентра-
ции антител вычисляли по формуле:

На основании полученных значений процента
нейтрализации и концентрации антитела строи-
ли графики зависимости процента нейтрализа-
ции от концентрации антител.

Моделирование структуры
вариабельных доменов антител

Для создания моделей пространственной струк-
туры антител был выбран метод моделирования

( )
( ) ( )0 max 0

процент нейтрализации %
ОП ОП ОП ОП 100.i

i =
= − − ×
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на основании гомологии, реализованный в веб-
сервисе Rosetta Antibody (http://antibody.gray-
lab.jhu.edu/antibody) [20]. Для проведения допол-
нительной оптимизации, направленной на упо-
рядочивание взаимодействия аминокислотных
остатков как между собой (образование водород-
ных связей, солевых мостиков и т.п.), так и с
окружающим растворителем был проведен расчет
молекулярной динамики начальных моделей в
водном растворе при температуре 300 К и физио-
логической концентрации NaCl в течение 10 нс.
Расчет выполняли с использованием программы
Gromacs [21] с использованием силового поля
charmm36. Анализ траектории МД показал, что
модели принимают свои равновесные конформа-
ции уже через 1 нс. Полученные МД траектории
были подвергнуты кластерному анализу с целью
выявления наиболее представительных конформа-
ций для каждой из моделей. Визуализация траекто-
рий и структур была выполнена с помощью про-
граммы VMD [22]. Полученные конформации ан-
тител B16 и hB16 были сопоставлены визуально с
использованием молекулярного редактора Maestro.
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The objective of this work is humanization of antibodies for thedevelopment of novel therapeutic agents with
low immunogenicity. In present work we described the humanization of murine antibody B16 which binds
and neutralizes human interferon-beta using CDR-grafting method. Based on amino acid sequences of hu-
manized and murine antibodies we constructed models of variable domains, analysed and compared them.
The genes of humanized antibody hB16 and chimeric antibody chB16 were expressed in transient CHO cells.
Antibodies were recovered from conditioned media, purified using affinity chromatography, and their prop-
erties were studied by biochemical and immunochemical methods. It was proven that humanized antibody
hB16 poses the same properties as murine mAb B16. This humanized antibody hB16 will be used in further
work in order to obtain therapeutic immune complex, composed of human interferon-beta and bispecific an-
tibody which binds interferon-beta and ErbB2 receptor.

Keywords: humanized antibodies, chimeric antibodies, antibody structure modelling, СНО, interferon-beta
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Полиамидоамин (PAMAM) дендримеры находят применение в медицине для системной доставки
лекарств. Оценка безопасности биоматериалов, которые будут контактировать с компонентами кро-
ви и тканями, особенно важна. Например, PAMAM-NH2 дендримеры G4–G7 вызывают агрегацию
тромбоцитов и фибриногена. Мы изучили влияние PAMAM-COOH дендримеров G1.5–G3.5 на
ключевые компоненты системы фибринолиза. Дендримеры не влияли на активность плазмина, но
амидолитические активности тканевого активатора плазминогена (tPA) и урокиназы (uPA) заметно
снижались с ростом генерации и концентрации дендримера. Интенсивность пика при 340 нм флу-
оресцентного спектра Glu-плазминогена в отсутствие и присутствии 0.15 М NaCl снижалась с уве-
личением концентрации дендримеров, что указывает на изменения в микроокружении остатков Trp
и молекулярной конформации открытой и закрытой форм Glu-плазминогена. Из сравнения кон-
стант тушения флуоресценции сделан вывод, что анионный дендример и хлорид ион одновременно
связываются с плазминогеном и, что каждый из этих лигандов проявляет свои независимые эффек-
ты через отдельные сайты связывания. С увеличением концентрации и генерации дендримера ско-
рость tPA- и uPA-инициированной активации Glu-плазминогена в буфере, рН 7.4 резко снижалась,
вероятно, из-за образования комплексов дендример * плазминоген с возрастающим содержанием
дендримера, в результате чего расщепляемая активаторами связь плазминогена становится менее
доступной. Скорость tPA- и uPA-индуцированного лизиса плазменного сгустка в плазме снижалась
умеренно с ростом концентрации дендримера, возможно, из-за снижения эффекта дендримера на
фибринсвязанный плазминоген. Таким образом, механизм ингибирующего действия анионных
PAMAM дендримеров на активацию и тромболизис, индуцированные tPA и uPA, связан с заметной
инактивацией активаторов и значительным изменением конформации плазминогена. В циркуля-
ции, PAMAM-COOH дендримеры могут влиять на другие физиологические и патологические про-
цессы, в которых система плазминоген/плазмин играет важную роль.

Ключевые слова: плазминоген, активаторы плазминогена, активация, ингибирование, дендримеры
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время возрастающий интерес в

области наномедицины вызывают дендримеры –
новый тип монодисперсных полимеров с сильно
разветвленной трехмерной глобулярной архитек-
турой и функциональными группами на поверх-
ности. Наиболее изученными на сегодняшний день
являются полиамидоамин (PAMAM) дендримеры,

которые содержат этилендиаминное ядро, отдель-
ные ветви, сконструированые из метилакрилата и
этилендиамина, функциональные терминальные
группы (–NH2, –OH, или –COOH) на поверх-
ности и относительно гидрофобные полости. С ро-
стом генерации (G) дендримера, увеличивается ко-
личество терминальных ветвей и функциональных
групп. Их размеры в зависимости от поколения ко-
леблются от 1.1 нм (для G1) до 12.4 нм (для G10) [1].
PAMAM дендримеры хорошо растворимы в по-
лярных растворителях, не иммуногенны [2] и спо-
собны проникать через гематоэнцефалический
барьер [3]. Показано, что дендримеры позволя-
ют изменять характер фармакокинетики лекар-
ственного препарата путем его инкапсулирования
внутрь или ковалентной или нековалентной сорб-

Сокращения: FM – фибрин мономер; Glu-Pg и Lys-Pg –
Glu- и Lys-формы плазминогена; KR – крингл-домен;
LBS – лизинсвязывающий участок; PAMAM G1.5, G2.5 и
G3.5 – полиамидоамин дендримеры генерации 1.5, 2.5 и 3.5;
Pap – N-терминальный пептид; Pg – плазминоген; tPA –
тканевый активатор плазминогена; uPA – двухцепочечная
урокиназа.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 939-50-83; +7 (985) 981-34-07;
эл. почта: aisina2004@mail.ru).
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ции непосредственно на поверхности молекулы
дендримера [4, 5]. Мультивалентные дендримеры,
способные присоединять значительное количе-
ство лиганда, являются хорошей альтернативой
традиционным полимерам в качестве систем до-
ставки лекарственных препаратов [6, 7]. Благода-
ря уникальной структуре и свойствам, различные
производные PAMAM дендримера имеют множе-
ство многообещающих биомедицинских приме-
нений, особенно при системном введении для до-
ставки лекарств, контрастных веществ, генов, ан-
тител и других биомакромолекул [8–12].

Использование PAMAM дендримеров в каче-
стве носителей позволяет уменьшить клиренс из
кровотока, продлить время системной циркуля-
ции и увеличить доставку лекарственного средства
к месту назначения. С увеличением времени цир-
куляции в крови увеличивается продолжитель-
ность контакта дендримеров с белками, а также с
клетками крови и эндотелиальными клетками кро-
веносных сосудов. С этой точки зрения, важным
аспектом является оценка безопасности биома-
териалов, которые будут контактировать с ком-
понентами крови и тканями. Большинство пуб-
ликаций последних лет было сфокусировано на
исследовании влияния PAMAM дендримеров на
структуру и функцию компонентов системы коа-
гуляции. Выявлено, что катионные PAMAM денд-
римеры с концевыми аминогруппами вызывают
более значительный гемолиз эритроцитов in vitro и
in vivo, чем дендримеры с карбоксильными и гид-
роксильными концевыми группами [13, 14]. Ци-
тотоксичность катионных PAMAM дендримеров
повышается с увеличением концентрации и гене-
рации дендримера, а частичная модификация по-
верхностных NH2-групп полиэтиленгликолем сни-
жает их цитотоксичность [15, 16]. Показано, что
PAMAM-NH2 дендример G7 нарушает ключе-
вые функции тромбоцитов, вызывает агрегацию
фибриногена и свертывание крови [17, 18]. Толь-
ко крупные катионные дендримеры G4–G6, но не
анионные, нейтральные или небольшие катионные
дендримеры, индуцируют агрегацию тромбоци-
тов человека [19]. Изучено влияние дендримеров
G3–G5 на активацию и реактивность тромбоци-
тов крови и на ключевые параметры коагуляции
плазмы [20–22]. Влияние PAMAM дендримеров
на компоненты системы фибринолиза не было
изучено.

Мы недавно сообщили результаты сравнения
эффектов PAMAM-NH2 и PAMAM-COOH денд-
римеров низких поколений на различные гемоста-
тичекие параметры [23]. Результаты показали, что
даже небольшие катионные PAMAM дендриме-
ры G2–G3, особенно при использовании в высо-
ких концентрациях, ведут себя очень похоже на
прокоагулянтный PAMAM дендример G7 [17]. Кро-
ме того, мы впервые обнаружили, что анион-

ные PAMAM дендримеры G1.5–G3.5 влияют на
структуру и активацию плазминогена. Плазмино-
ген – предшественник ключевого фермента си-
стемы фибринолиза плазмина (КФ 3.4.21.7), не-
посредственно растворяющего фибрин сгустка,
циркулирует в крови в концентрации ~2 мкМ.
Под действием активаторов плазминогена ткане-
вого (tPA, КФ 3.4.21.68) и урокиназного типа (uPA,
урокиназа, КФ 3.4.21.31), специфически расщеп-
ляющих активационную связь Arg561–Val562 в
одноцепочечной молекуле плазминогена, образу-
ется двухцепочечный фермент плазмин. Ранее
было показано, что анионные PAMAM дендри-
меры являются перспективными в качестве нано-
носителей стрептокиназы (активатора плазмино-
гена бактериального происхождения) и других
биомакромолекул, поскольку белки могут обра-
зовывать нековалентные и ковалентные комплек-
сы с концевыми карбоксильными группами денд-
римеров без значительной потери их биофункции
[12, 24–27]. Следовательно, для биомедицинских
внутривенных применений биобезопасность
анионных PAMAM дендримеров также должна
быть оценена.

Данная работа посвящена детальному изуче-
нию влияния анионных PAMAM дендримеров
низкой генерации (G1.5–G3.5) на активность си-
стемы фибринолиза. С этой целью, изучены in vitro
концентрационные эффекты указанных дендри-
меров на собственные амидолитческие активности
ключевых ферментов этой системы – плазмина,
tPA и uPA, на конформацию нативного Glu-плаз-
миногена (а также его Lys-формы) с использова-
нием флуоресцентной спектроскопии, на скорость
активации обеих форм плазминогена и скорость
лизиса плазменных сгустков, индуцированных tPA
и uPA. На основании полученных данных будет
выяснен механизм ингибирующего действия ани-
онных дендримеров на активность фибринолити-
ческой системы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
В этом исследовании были использованы

PAMAM дендримеры половинной генерации G1.5,
G2.5 и G3.5, которые содержат 16, 32 и 64 перифе-
рических карбоксильных групп [24] и имеют диа-
метры 2.6, 3.6 и 4.4 нм соответственно [28]. Как
упоминалось выше, анионные, нейтральные и ка-
тионные PAMAM дендримеры низких генерации
(<G4) не индуцируют агрегацию тромбоцитов че-
ловека в плазме in vitro [19].

Мы изучили гемолиз эритроцитов человека,
индуцированный дендримерами G1.5–G3.5. Для
оценки гемолитического уровня, были использо-
ваны высокие концентрации указанных дендри-
меров, принимая во внимание, что количество за-
ряженных поверхностных групп у них значительно
меньше, чем у дендримеров более высоких гене-
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раций (G > 4). Степень гемолиза эритроцитов в
присутствии даже 600 мкМ концентрации иссле-
дованных дендримеров, составляла всего около
5–8% по сравнению с полным гемолизом, вызыва-
емым 1%-ным Тритон Х-100 (данные не показа-
ны). Следовательно, концентрации PAMAM денд-
римеров G1.5–G3.5 ниже 600 мкМ (<8 мг/мл для
самого большого G3.5) не являются цитотоксичны-
ми. Эти результаты подтверждают, что дендримеры
с концевыми отрицательно заряженными группами
имеют низкий гемолитический уровень [13, 14].

В экспериментах по выявлению возможных от-
рицательных эффектов на активность компонентов
системы фибринолиза концентрации PAMAM-
СООН дендримеров G1.5–G3.5, имеющих мень-
шую плотность поверхностных зарядов по срав-
нению с дендримерами высоких генераций, ва-
рьировали в интервале 0–300 мкМ.

Влияние анионных дендримеров
на активность ферментов

Амидолитические активности плазмина, tPA и
uPA были измерены по начальным скоростям гид-
ролиза их специфических хромогенных субстра-
тов НСО-Ala-Phe-Lys-pNA (AFK-pNA), H-D-Ile-
Pro-Arg-pNA (S-2288) и р-Glp-Gly-Arg (S-2444),
соответственно. PAMAM дендримеры G1.5–G3.5
вплоть до 300 мкМ концентрации практически не
влияли на активность фермента плазмина, в то вре-
мя как вызывали заметное ингибирование амидо-
литических активностей uPA и tPA. Ингибирую-
щий эффект анионных дендримеров на собствен-
ную активность обоих активаторов плазминогена
усиливался с увеличением плотности поверхност-
ного заряда и концентрации дендримера (табл. 1).
Наиболее сильное ингибирование активности двух
ферментов вызывал дендример G3.5, в то время
как дендример G1.5 оказывал слабое ингибирую-
щее действие лишь на активность uPA при кон-
центрациях выше 200 мкМ.

Более выраженное ингибирование дендриме-
рами амидолитической активности uPA позво-
лило определить константы ингибирования (Ki)
активности этого фермента с использованием вы-
соких концентраций дендримеров. Значения кон-
стант ингибирования активности uPA дендримера-
ми G1.5, G2.5 и G3.5 найдены равными: 2.30 ± 0.03,
0.56 ± 0.04 и 0.21 ± 0.03 мМ соответственно. Ана-
лиз зависимостей Лайнуивера-Берка показал, что
PAMAM-СООН G1.5–G3.5 дендримеры являются
слабыми неконкурентными ингибиторами uPA,
т.е. они взаимодействуют не с активным центром
uPA, а с другими участками фермента. Получен-
ные результаты по ингибированию амидолитиче-
ских активностей uPA и tPA предполагают, что свя-
зывание поливалентных PAMAM-COOH дендри-
меров с доступными положительно заряженными
центрами этих ферментов вызывает некоторые на-

рушения конформации белков, которые влияют
на их активные центры, приводящие к снижению
ферментативной активности. Тем не менее, сни-
жение собственных амидолитических активности
uPA и tPA на 13 и 30% соответственно, в присут-
ствии 300 мкМ концентрации G3.5 означает, что
эти ферменты сохраняют высокую способность
расщеплять их белковый субстрат плазминоген.

Влияние дендримеров
на конформацию плазминогена

Нативный Glu-плазминоген (Glu-Pg, 93 кДа) –
одноцепочечный гликопротеин, который содер-
жит N-терминальный домен (Pap), пять гомоло-
гичных крингл домена (KR1–КR5), содержащие
лизинсвязывающие центры (LBS), и серин-проте-
азный (SP) домен. В циркуляции он принимает за-
крытую плотную (Т) конформацию, устойчивую к
активации, т.к. петля, содержащая расщепляемую
активаторами плазминогена связь Arg561–Val562,
недоступна. Компактная T-конформация Glu-
плазминогена поддерживается ключевыми меж-
доменными взаимодействиями Pap/LBS KR-5 и
Pap/LBS KR-4 [29–31]. В его кристаллической
структуре обнаружены четыре хлорид иона: два Cl–

находятся на границах раздела KR-4/PAp и KR-2/
SP, а два других Cl– связываются с доменом KR-2
и SP соответственно. Интактный Glu-плазмино-
ген в отсутствие Cl– принимает высоко активируе-
мую открытую R-конформацию [32]. Только LBS
КR1 является незащищенным в закрытой молекуле
и, вероятно, опосредует начальное связывание про-
фермента с мишенями [29]. При удалении Pap до-
мена плазмином во время пре-активации Glu-плаз-
миногена образуется Lys-плазминоген (85 кДа,
Lys-Pg), который имеет открытую R-конформа-
цию. Существуют различия в пространственных
взаимосвязях отдельных доменов между T- и
R-формами Glu-плазминогена. Сами домены
конформационно не изменяются, но их взаимо-
действие при связывании небольших лигандов

Таблица 1. Влияние концентрации и генерации PAMAM-
COOH дендримеров на амидолитическую активность
uPA (20 нM), и tPA (20 нM) (0.1 M PBS буфер, pH 7.4,
25°С), p < 0.001

Концентрация
дендримера,

мкМ

Амидолитическая активность, %

tPA uPA

G1.5 G2.5 G3.5 G1.5 G2.5 G3.5

0 100 100 100 100 100 100
95 101 95 91 99 95 90

190 100 93 88 92 88 82
300 99 91 87 80 75 70
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может изменяться, что существенно влияет на об-
щую конформацию белка.

Конформация плазминогена важна для реали-
зации его биологической функции и она чувстви-
тельна к окружающей среде. Мы использовали ме-
тод флуоресцентной спектроскопии для регистра-
ции изменений конформации Glu-плазминогена
при комплексообразовании с анионными дендри-
мерами. Влияние различных концентраций G3.5
PAMAM дендримера, как представителя трех ани-
онных дендримеров, на спектр флуоресценции
Glu-плазминогена в отсутствие (а) и в присутствии
хлорид иона (б) показано на рис. 1. Как видно, пи-
ки флуоресценции при 340 нм равномерно умень-
шаются по интенсивности, но не сдвигаются с уве-
личением концентрации дендримера. Пики при
340 нм представляют собой спектры флуоресцен-
ции Trp-остатков Glu-плазминогена, возбужден-
ного при 280 нм. Подобные, но немного меньшие
изменения спектра флуоресценции Glu-плазми-
ногена наблюдались и в присутствие дендримеров
G1.5 и G2.5 (данные не представлены). Снижение
интенсивности флуоресценции Glu-плазминогена
в присутствии возрастающих концентраций денд-
римера G3.5 и G2.5 были проанализированы с ис-
пользованием уравнения Штерна–Фольмера, опи-
сывающего процесс тушения [33]:

(1)

где F0 и F – флуоресценция белка без и с дендри-
мером, соответственно, KSV – константа тушения
Штерна–Фольмера и [Q] – концентрация денд-
римера.

[ ]0
SV1 ,F K Q

F
= +

Зависимости Штерна–Фольмера и вычислен-
ные константы тушения флуоресценции Glu-плаз-
миногена дендримерами G2.5 и G3.5 в отсутствие
и в присутствии 0.15 M NaCl приведены на рис. 2
и табл. 2. Из результатов следует, что анионные
дендримеры образуют комплексы как с R-, так и
с T-формой Glu-плазминогена, что приводит к
изменениям в микроокружении остатков Trp и мо-
лекулярной конформации обеих форм белка. При
этом, константа тушения дендримерами R-фор-
мы Glu-плазминогена была почти в 2 раза выше,
чем его T-формы.

В связи с этим мы изучили влияние этих денд-
римеров на флуоресцентный спектр Lys-плаз-
миногена, который не содержит N-терминальный
Pap домен. Поэтому в Lys-плазминогене, в отли-
чие от Glu-плазминогена, отсутствуют междомен-
ные ионные взаимодействия Pap/LBS KR-5 и Pap/
LBS KR-4 и он имеет открытую R-конформацию
независимо от присутствия хлорид иона [29, 30].
Рис. 3 показывает влияние дендримера G3.5 на
флуоресцентный спектр Lys-плазминогена в от-
сутствие (а) и присутствии 0.15 М NaCI (б). Как
видно, анионный дендример G3.5 образует ком-
плекс и с Lys-плазминогеном и снижает интенсив-
ность его флуоресценции. Зависимости Штерна–
Фольмера и вычисленные константы тушения флу-
оресценции Lys-плазминогена дендримерами G2.5
и G3.5 в отсутствие и в присутствии 0.15 M NaCl
приведены на рис. 4 и табл. 2.

Сравнительный анализ констант тушения (KSV)
разных форм плазминогена (табл. 2) показывает,
что анионные дендримеры G2.5 и G3.5 связыва-
ются с Glu-плазминогеном и Lys-плазминогеном

Рис. 1. Влияние PAMAM дендримера G3.5 на флуоресцентный спектр 1 мкМ Glu-плазминогена в отсутствие (а) и в
присутствии 0.15 M NaCl (б) в 10 мМ фосфатном буфере (рН 7.4; 25°C) (возбуждение при 280 нм). p > 0.001.
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как в отсутствие, так и в присутствии хлорид иона,
что приводит к изменению в микроокружении
остатков Trp и молекулярной конформации как
закрытой, так и открытой форм зимогена. Наблю-
даемое на рис. 1 и 3 уменьшение интенсивности
флуоресценции Glu-плазминогена и Lys-плазми-
ногена при связывании дендримера G3.5 анало-
гично описанному ранее эффекту хлорид иона
на флуоресценцию Glu-плазминогена [34, 35]. Из-
вестно, что хлорид ион, который поддерживает
ключевые взаимодействия Pap домена с KR4 и KR5,
отвечает за R → T-переход конформации Glu-
плазминогена. Однако дендримеры G2.5 и G3.5
изменяли конформацию Glu-плазминогена и в
присутствие хлорид иона, т.е. когда он уже имеет
T-форму (табл. 2). Кроме того, дендримеры изме-
няли конформацию и Lys-плазминогена, который
имеет R-конформацию и не может трансформиро-
ваться в T-форму из-за отсутствия Pap домена. По-
лученные данные указывают, что анионный денд-

ример и хлорид ион одновременно связываются с
плазминогеном и, что каждый из этих лигандов
проявляет свои эффекты через отдельные сайты
связывания, т.е. независимо друг от друга. Экспо-
нированные аминогруппы на поверхности обоих
плазминогенов могут быть сайтами связывания
анионного дендримера.

Более сильное тушение флуоресценции Glu-
плазминогена анионными дендримерами в отсут-
ствие хлорид иона, чем в его присутствии, вероят-
но связано с тем, что открытая R-форма белка со-
держит больше экспонированных аминогрупп,
чем его закрытая Т-форма (табл. 2). Значения KSV
для R-формы Lys-плазминогена в отсутствие и в
присутствии хлорид иона различаются не сильно,
но они существенно ниже, чем KSV для R-формы
Glu-плазминогена, что может быть связано с мень-
шим количеством доступных аминогрупп на по-
верхности Lys-плазминогена (85 кДа), чем на по-

Рис. 2. Зависимости Штерна–Фольмера для тушения флуоресценции Glu-плазминогена PAMAM дендримерами G2.5 (а)
и G3.5 (б) в отсутствие (1) и присутствии 0.15 M NaCl (2). p > 0.001.
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Таблица 2. Константы тушения флуоресценции (KSV) Glu-плазминогена и Lys-плазминогена PAMAM-COOH
дендримерами G2.5 and G3.5 в отсутствие и в присутствии 0.15 М NaCl

NaCl Форма
плазминогена

KSV, M–1

дендример G2.5 дендример G3.5

Glu-плазминоген – R (3.12 ± 0.12) × 103 (3.25 ± 0.13) × 103

+ T (1.62 ± 0.17) × 103 (1.71 ± 0.13) × 103

Lys-плазминоген – R (2.22 ± 0.11) × 103 (2.83 ± 0.12) × 103

+ R (1.84 ± 0.14) × 103 (2.54 ± 0.13) × 103
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верхности R-формы Glu-плазминогена (93 кДа).
Тушение флуоресценции различных форм плаз-
миногена анионным дендримером можно объяс-
нить тем, что с ростом концентрации дендримера
увеличивается их связывание с экспонированны-
ми аминогруппами зимогена как в присутствие,
так и в отсутствие хлорид иона. При этом, вероятно,
образуются комплексы с возрастающим соотноше-
нием дендример : плазминоген, в которых измене-
ние конформации белка продолжается. Этот меха-
низм объясняет конформационное изменение

Lys-плазминогена независимо от присутствия
хлорид иона и Glu-плазминогена в присутствии
постоянной концентрации хлорид иона.

При образовании тромба, Glu-плазминоген,
циркулирующий в крови в концентрации 2 мкМ,
захватывается в сгусток. Лизис сгустка индуциру-
ется tPA и uPA через активацию плазминогена,
локализованного на его поверхности. Дендриме-
ры, введенные в циркуляцию, могут связываться с
tPA, uPA и плазминогеном в циркуляции, а также с
плазминогеном, локализованным на поверхности

Рис. 3. Влияние PAMAM-COOH дендримера G3.5 на флуоресцентный спектр 1 мкМ Lys-плазминогена в отсутствие (а) и
в присутствии (б) 0.15 М NaCl (рН 7.4; 37°С). p > 0.001.
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Рис. 4. Зависимости Штерна–Фольмера для тушения флуоресценции Lys-плазминогена PAMAM дендримерами G2.5 (а)
и G3.5 (б) в отсутствие (1) и в присутствии 0.15 M NaCl (2). p > 0.001.
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сгустка. Мы решили изучить влияние дендримера
G3.5 (как представителя трех дендримеров с наи-
большей плотностью отрицательного заряда) на
скорость активации Glu-плазминогена в буфере,
содержащем 0.15 М хлорид ион (по аналогии с усло-
виями циркуляции), в отсутствие и присутствии
растворимого фибрин-мономера (FM) и на ско-
рость лизиса твердофазного плазменного сгустка
под действием tPA и uPA.

Влияние дендримеров на активацию плазминогена

Кривые 1 на рис. 5 показывают влияние кон-
центрации дендримера G3.5 на скорость актива-
ции нативного Glu-плазминогена, индуцированн-
ного tPA (а) и uPA (б), в буфере, содержащем 0.15 М
NaCl (рН 7.4). Рост концентрации дендримера вы-
зывал значительное снижение скорости актива-
ции Glu-плазминогена под действием обоих его
активаторов. При этом, скорость активации пада-
ла более резко до 50 мкМ концентрации дендри-
мера в случае действия uPA (рис. 5б, кривая 1).
чем в случае действия tPA (рис. 5а, кривая 1). Ин-
гибирование активации Glu-плазминогена с ро-
стом концентрации дендримера G3.5 вызвано,
главным образом, изменением структуры плаз-
миногена (рис. 1) в результате образования ком-
плексов дендример*плазминоген с возрастающим
содержанием в них дендримера. Уменьшение соб-
ственной каталитической активности tPA и uPA
(табл. 1) с ростом концентрации дендримера так-
же дает вклад в ингибирование скорости актива-
ции Glu-плазминогена.

Известно, что фибрин резко увеличивает ско-
рость активации Glu-плазминогена под действи-
ем tPA и мало влияет на плазминоген-активатор-
ную активность uPA т.к. tPA является фибринспе-
цифическим активатором плазминогена [36], в то
время как uPA не имеет сродства к фибрину [37].
В связи с этим, мы проверили влияние раствори-
мого FM на ингибирование дендримером G3.5
плазминоген-активаторной активности двух ак-
тиваторов. Данные рис. 5а, 5б демонстрируют, что
скорости активации Glu-плазминогена под дей-
ствием обоих активаторов в присутствии 60 мкМ
FM значительно выше (кривые 2), чем в его от-
сутствие (кривые 1), хотя продолжают падать с ро-
стом концентрации дендримера. При низких кон-
центрациях дендримера, FМ значительно сильнее
повышал скорость активации плазминогена под
действием tPA (а), чем под действием uPA (б), что
объясняется различием сродства к фибрину двух
активаторов. Наблюдаемый частичный защитный
эффект FM от инактивирующего действия денд-
римера указывает на наличие конкуренции между
FM и дендримером за связывание молекул плазми-
ногена и его активаторов. Как было сказано выше, с
увеличением концентрации дендримера, вероятно,
образуются комплексы дендример*плазминоген с
возрастающим содержанием в них дендримера, в
которых продолжается изменение конформации
Glu-плазминогена, в результате чего связь Arg561–
Val562 становится менее доступной и скорость ак-
тивации Glu-плазминогена под действием и tPA,
и uPA падает (рис. 5, кривые 1). Напротив, связы-
вание FM с LBS Glu-плазминогена вызывает раз-
рушение междоменных взаимодействий Pap/LBS

Рис. 5. Влияние концентрации PAMAM дендримера G3.5 на скорость активации 0.3 мкМ Glu-плазминогена под дей-
ствием tPA (а) и uPA (б) в отсутствие (1) и в присутствии 60 мкМ фибрин мономера (2) в 0.1 М Трис-НСl буфере, 0.15 М
NaCl, pH 7.4. Концентрация активаторов: (а) 20 МЕ/мл (1) и 2 МЕ/мл tPA (2); (б) 1 МЕ/мл uPA. p < 0.001.
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K4 и Pap/LBS K5 [29, 30] и T → R-переход его
конформации. Это приводит к повышению до-
ступности активационной связи Glu-плазмино-
гена и увеличению скорости его активации под
действием и tPA, и uPA (рис. 5а, 5б, кривые 2). До-
полнительный вклад в повышение скорости tPA-
индуцированной активации Glu-плазминогена в
присутствии FM может давать солокализация tPA
и зимогена на растворимом фибрине.

Таким образом, наблюдаемое снижение ин-
гибирующего действия анионного дендримера на
скорость активации Glu-плазминогена в присут-
ствии растворимого фибрина является результатом
конкуренции стимулирующего эффекта постоян-
ной 60 мкМ концентрации FM и ингибирующего
эффекта возрастающих концентраций анионного
дендримера (рис. 5а, 5б, кривые 2). Так при
200 мкМ концентрации дендримера G3.5, ско-
рость активации плазминогена падала на 64 и 47%
в случае с tPA и на 52 и 40% в случае uPA соответ-
ственно, в отсутствие и в присутствии FM. Дра-
матическое падение скорости активации Glu-
плазминогена обоими активаторами (на 90–
95%), наблюдаемое при увеличении концентра-
ции дендримера от 200 до 300 мкМ даже в присут-
ствии 60 мкМ FM, можно объяснить истощением
уровня последнего в результате протеолитиче-
ской деградации образующимся плазмином. Дан-
ные рис. 5а, 5б моделируют влияние дендримера
на скорость активации Glu-плазминогена под
действием tPA и uPA в циркуляции и возможный
эффект на эти процессы фиксированной концен-
трации растворимого фибрина.

Влияние дендримера на фибринолиз

Рис. 6 демонстрирует влияние двух высоких
концентраций дендримера G3.5 на кинетику ли-
зиса плазменного сгустка, погруженного в плазму
человека, под действием tPA (а) и uPA (б). Вычис-
ленные из кинетических кривых скорости лизиса
(Δl/t) составляли: 0.030 ± 0.002, 0.023 ± 0.002 и
0.018 ± 0.003 мм/мин для tPA и 0.026 ± 0.002,
0.017 ± 0.003 и 0.016 ± 0.002 мм/мин для uPA в от-
сутствие и в присутствии 200 и 300 мкМ дендри-
мера соответственно. Дендример G3.5, добавлен-
ный в плазму над сгустком, вызывал снижение
скорости тромболизиса на 23 и 40% в случае дей-
ствия tPA и на 35 и 38% в случае действия uPA,
при концентрации дендримера 200 и 300 мкМ со-
ответственно. Из сравнения данных рис. 5 и рис. 6
следует, что дендример G3.5 ингибирует лизис
твердофазного плазменного сгустка, индуцирован-
ный двумя активаторами, значительно слабее, чем
активацию Glu-плазминогена этими активато-
рами в буфере даже в присутствии растворимого
фибрина.

Наблюдаемое на рис. 6а, 6б умеренное сниже-
ние скорости тромболизиса, индуцированного uPA
и tPA, с ростом концентрации дендримера обу-
словлено с эффектами дендримеров на структуру и
функцию плазминогена как на поверхности сгуст-
ка, так и в плазме. Активация Glu-плазминогена
при связывании с фибрином сгустка усиливается
из-за T → R-изменения его конформации, а ин-
гибирующий эффект дендримеров на активацию
фибринсвязанного плазминогена значительно
снижен из-за меньшего количества поверхност-

Рис. 6. Кинетика лизиса плазменного сгустка в плазме человека под действием 50 нМ tPA (а) и 90 нМ uPA (б) в отсут-
ствие (1) и в присутствии 200 (2) и 300 мкМ (3) PAMAM дендримера G3.5. p < 0.01.
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ных аминогрупп в молекуле фибринсвязанного зи-
могена, доступных для связывания дендримеров.
Вероятно, ингибирование тромболизиса дендриме-
рами, в большей степени, связано с образованием в
плазме комплексов дендример * плазминоген. С
ростом соотношения дендример : плазминоген,
связывание этих комплексов с новыми центрами
связывания плазминогена на поверхности фиб-
рина, образующимися в ходе специфического
расщепления пламином его лизиновых связей,
ухудшается. Снижение сорбции и активируемости
комплексов дендример*плазминоген, а также за-
метное ингибирование активности uPA и tPA
приводят к уменьшению скорости образования
плазмина на фибрине и тромболизиса.

Из полученных результатов следует, что PAMAM-
СООН дендримеры связываются с Glu-плазми-
ногеном с образованием комплексов дендри-
мер*плазминоген, в которых содержание по-
лимера увеличивается с ростом концентрации
добавленного дендримера. Это приводит к зна-
чительному изменению конформации Glu-плаз-
миногена и резкому падению скорости его пре-
вращения в плазмин под действием активаторов.
Связывание анионных дендримеров с tPA и uPA
вызывает заметное снижение их собственной
амидолитической активности. Эти эффекты уве-
личиваются с ростом концентрации и генерации
дендримера (от G1.5 до G3.5). Растворимый фиб-
рин-мономер заметно снижает, но не аннулирует,
ингибирующий эффект дендримеров на активацию
Glu-плазминогена в буфере (0.15 М NaCl, рН 7.4).
Однако ингибирующий эффект дендримеров на
лизис твердофазного плазменного сгустка в плаз-
ме существенно ниже, чем на скорость активации
плазминогена в жидкой фазе под действием tPA
и uPA. Таким образом, ингибирующее действие
анионных PAMAM дендримеров на активность
системы фибринолиза включает значительное из-
менение конформации и функции циркулирую-
щего Glu-плазминогена и, в меньшей степени,
снижение активности его tPA и uPA.

Следует отметить, что PAMAM-СООН денд-
римеры более высоких генераций (G4.5–G6.5)
должны изменять конформацию и функцию Glu-
плазминогена при значительно меньших концен-
трациях, чем изученные нами PAMAM-СООН
дендримеры низких генераций (G ≤ 3.5). Поэтому
при использовании анионных PAMAM дендри-
меров различных генераций в качестве носителей
для системной доставки лекарств необходимо оце-
нивать их концентрационные эффекты на струк-
туру и функцию циркулирующего плазминогена,
поскольку система плазминоген/плазмин, поми-
мо тромболизиса, играет важную физиологическую
и патологическую роль в ряде других жизненно-
важных процессах: деградации внеклеточного мат-
рикса, эмбриогенезе, миграции клеток, ремоде-

лировании тканей, заживлении ран, ангиогенезе,
воспалении и миграции опухолевых клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе были использованы рекомбинант-
ный тканевый активатор плазминогена (tPA, КФ
3.4.21.68) (NIBSC, Великобритания), урокиназа
(uPA, КФ 3.4.21.31) (Медак GmbH, Германия),
рептилаза (КФ 3.4.21.29) из яда змеи Bothrops atrox
(≈36 кДа, Diagnostica Stago, Франция), п-нитро-
анилид H-D-Ile-Pro-Arg (S-2288) (Diapharma,
USA), п-нитроанилид р-Glp-Gly-Arg (S-2444)
(Sigma, CША), п-нитроанилид HCO-Ala-Phe-Lys
(AFK-pNA), тромбин и фибриноген человека (Тех-
нология-Стандарт, Россия), апротинин Gordox
(Gedeon Richter, Венгрия), Lys-сефароза 4B (GE
Healthcare Life Sciences, Швеция), PAMAM дендри-
меры поколений G1.5 (2934.6 Да), G2.5 (6265.6 Да)
и G3.5 (12900 Да) с концевыми карбоксильными
группами были любезно предоставлены кафед-
рой химии нефти и органического катализа хи-
мического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.
Чистота дендримеров была подтверждена 1Н ЯМР
спектроскопией. Донорская цитратная плазма
крови получена на станции переливания крови,
Москва, Россия. 96-луночные планшеты (Биоме-
дикал, Россия). Трис (2-амино-2-(гидроксиметил)-
1.3-пропандиол) (Sigma, США). Остальные реак-
тивы отечественного производства марки “ос.ч.”
или “х.ч.”

Оборудование. Спектрофотометр Biochrom WPA
Lightwave II, шейкер-инкубатор для планшет (ST-3,
Elmi, Эстония), планшетный фотометр Antos-2020
(Австрия), флуоресцентный спектрофотометр Vari-
an Cary Eclipse (American Laboratory Trading, Inc.,
США), прибор для электрофореза BIO-RAD Mini-
Protean Tetra Cell, коллектор фракций BIO-RAD,
модель 2110 (Великобритания), катетометр КМ-6
(Россия).

Статистический анализ результатов был прове-
ден с помощью программы Sigma Plot 11.0. Дан-
ные считались достоверными при р < 0.05.

Гемолиз эритроцитов (RBC). Свежую кровь до-
норов отбирали в пробирки, содержащие 3.2% на-
трий цитратный буфер, центрифугировали (при
2000 × g в течение 15 мин при 4°С), удаляли плаз-
му, и осадок трехкратно промывали фосфатно-
солевым буфером, рН 7.4 (PBS). Затем к осадку до-
бавляли PBS для получения суспензии RBC при
2% (v/v) гематокрите. Аликвоты суспензии RBC
инкубировали с 600 мкМ PAMAM дендримерами
G1.5, G2.5 или G3.5.Тритон Х-100 (1%, в/в) до-
бавляли к другим аликвотам суспензии RBC для
получения полного гемолиза. После инкубации
при 37°C в течение 4 ч при мягком встряхивании,
суспензии RBC центрифугировали при 1500 × g в
течение 10 мин при 4°C, и супернатанты анализи-
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ровали с помощью спектрофотометра Lightwave II
(Biochrom Ltd., Великобритания) на высвободив-
шийся из эритроцитов гемоглобин при 540 нм [15].
Эксперименты с каждым образцом проводились
пять раз.

Фибрин-мономер (FM) (des-AA-фибрин) получа-
ли обработкой фибриногена человека (20 мг/мл)
тромбиноподобным ферментом рептилазой
(0.05 МЕ/мл) и растворением образовавшегося
сгустка поперечнонесшитого полимера в равном
объеме 7 М мочевины.

Glu-плазминоген и Lys-плазминоген получали
из пула плазмы человека с добавлением и без
апротинина, соответственно. Lys- и Glu-формы
плазминогена выделяли из плазмы аффинной
хроматографией на Lys-сефарозе 4B при 4°С по
методу, описанному нами в работе [38]. Чистоту
препаратов проверяли с помощью Ds-Na-ПААГ-
электрофореза в невосстанавливающих условиях
в 12%-ном геле методом Лэммли [39]. По данным
титрования апротинином плазмина, полученно-
го активацией Lys- или Glu-форм плазминогена
стрептокиназой, содержание зимогена в препара-
тах составляло 90 и 95% соответственно.

Плазмин получали активацией 2 мкМ раствора
Lys-плазминогена каталитической концентрацией
стрептокиназы ([Pg] : [SK] = 100 : 1 (М/М)) в 0.1 М
Tris-HCl буфере, рН 7.4, содержащем 0.15 М NаС1,
20%-ный глицерин (V/V) и 0.01%-ный Tween-80,
при 25°С. Полноту превращения зимогена в фер-
мент определяли по максимальной амидазной
активности отобранных проб. Раствор плазмина
хранили в аликвотах при –20°С.

Амидолитические активности ферментов. Соб-
ственные активности плазмина (20 нМ), tPA (20 нM)
и uPA (20 нM) измеряли по скоростям гидролиза
их специфических хромогенных субстратов AFK-
pNA (0.6 мМ), S-2288 (1 мМ) и S-2444 (0.1 M), со-
ответственно, в 0.1 M PBS (pH 7.4), содержащем
различные концентрации PAMAM дендримеров
(от 0 до 300 мкМ), в 96-луночных планшетах при
комнатной температуре. Изменение поглощения
при 405 нм регистрировались через 1-минутные
интервалы в течение 15–20 мин с помощью план-
шетного фотометра Anthos 2020 (Anthos, Австрия).
Активности плазмина, tPA и uPA вычисляли из
начальных скоростей гидролиза их специфиче-
ских субстратов. Каждый эксперимент выполня-
ли 3 раза.

Флуоресцентный спектр. Спектр флуоресцен-
ции плазминогена (1 мкМ) в 10 мМ фосфатном
буфере, pH 7.4, содержащем различные концентра-
ции PAMAM дендримера, сканировали в диапазоне
300–450 нм в кварцевых ячейках (4 × 1 × 1 см) при
комнатной температуре, с использованием флуо-
ресцентного спектрофотометра Varian Cary Eclipse
(American Laboratory Trading, Inc., США). Эти
сканирования были выполнены при фиксиро-

ванных условиях измерения: λexc 280 нм, ширина
щели возбуждения и излучения 10 нм и скорость
сканирования 1200 нм/мин. Все эксперименты
были повторены три раза.

Активация плазминогена. Кинетику активации
Glu-плазминогена под действием tPA и uPA изу-
чали с помощью сопряженного метода, описанно-
го в работе [41] с некоторыми модификациями. В
лунки микропланшета вносили 150 мкл 0.1 М Трис-
HCl буфера, 0.15 М NaCl, pH 7.4, содержащего
0.8 мМ AFK-pNA, 0.4 мкМ Glu-Pg и различные
концентрации PAMAM дендримера. После инкуба-
ции плазминогена с дендримерами в течение 15 мин
при 37°С в термостатируемом шейкере-инкубато-
ре для планшетов (ST-3, Elmi) в рабочие лунки
вносили 50 мкл 80 нМ tPA или 4 нМ uPA в том же
буфере, а в контрольные лунки вносили 50 мкл
буфера. Конечные концентрации дендримера в
реакционной смеси варьировали от 0 до 300 мМ.
В экспериментах по изучению влияния раствори-
мого фибрина на скорость активации плазминоге-
на реакционная смесь содержала 0.02 мг/мл FM, а
концентрацию tPA снижали до 2 нМ. За кинети-
кой активации плазминогена следили по высво-
бождению продукта гидролиза AFK-pNA образу-
ющимся плазмином при 405 нм (37°С) с помощью
планшетного фотометра Anthos 2020 (Австрия).
Скорости активации плазминогена (ΔА405/t2) вы-
числяли так, как описано в работе [41]. Каждый
эксперимент выполняли 4 раза.

Лизис плазменных сгустков. Кинетику лизиса
плазменного сгустка в плазме человека, индуци-
рованного tPA или uPA, изучали с помощью ме-
тода, описанного нами в работе [41] c некоторыми
модификациями. К сформированным плазменным
гелям добавляли 0.45 мл плазмы человека, содер-
жащей различные концентрации дендримера (0–
300 мкМ). После термостатирования при 37°С в
течение 15 мин, реакцию фибринолиза иниции-
ровали добавлением 50 мкл раствора tPA или uPA
до конечной концентрации 50 и 90 нМ соответ-
ственно. Каждый эксперимент выполняли 4 раза.
За кинетикой фибринолиза следили по уменьше-
нию высоты столба геля (l) во времени при 37°С
с помощью катетометра (КМ-6, Россия). Скорость
фибринолиза определяли как тангенс угла на-
клона начальных участков кинетических кривых
(Δl/t, мм/мин).
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ные основы и приложения в технологии, медици-
не, охране окружающей среды”.
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Mechanism of Inhibitory Action of Anionic Polyamidoamine Dendrimers
of Generation 1.5–3.5 on the Activity of the Fibrinolytic System

R. B. Aisina*, #, L. I. Mukhametova*, and E. M. Ivanova*
#Phone: +7 (495) 939-50-83; e-mail:aisina2004@mail.ru

*Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Leninskie gory 1/3, Moscow, 119991 Russia

Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers are used in medicine for systemic drug delivery. The safety assess-
ment of biomaterials that will come into contact with blood components and tissues is especially important.
For example, PAMAM-NH2 dendrimers G4–G7 cause platelet and fibrinogen aggregation. Here, the affect
PAMAM-COOH dendrimers G1.5–G3.5 on key components of the fibrinolysis system was studied. The
dendrimers did not affect plasmin activity, but the amidolytic activities of tissue plasminogen activator (tPA)
and urokinase (uPA) decreased markedly with increasing dendrimer concentration and generation. The peak
intensity at 340 nm of Glu-plasminogen fluorescence in the absence and presence of 0.15 M NaCI decreased
with increasing dendrimer’s concentration, indicating a change in the microenvironment of Trp residues and
molecular conformation of open and closed Glu-plasminogen forms. From comparing the f luorescence
quenching constants, we concluded that anionic dendrimer and chloride ion simultaneously bind to Glu-
plasminogen and that each of these ligands exerts its independent effects through separate binding sites. With
increasing dendrimer concentration, the rate of tPA- and uPA-initiated Glu-plasminogen activation de-
creased sharply, probably due to the formation of dendrimer*plasminogen complexes with increasing den-
drimer content, which makes the plasminogen bond cleaved by activators increasingly unavailable. The rate
of tPA- and uPA-induced plasma clot lysis in plasma decreased moderately with increasing dendrimer con-
centration, possibly due to the reduced effect of dendrimer on fibrin-bound plasminogen. Thus, the mecha-
nism of inhibitory action of anionic PAMAM dendrimers on Glu-plasminogen activation and thrombolysis
induced by tPA and uPA is associated with a marked inactivation of activators and a significant change in plas-
minogen conformation. In circulation, PAMAM-COOH dendrimers can affect other physiological and
pathological processes in which the plasminogen/plasmin system plays an important role.

Keywords: plasminogen, plasminogen activators, activation, inhibition, dendrimers
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На основе результатов, полученных с помощью биотеста на модели укоренения листовых и стебле-
вых черенков фасоли, предложенный его авторами как специфический тест на ауксины, ранее был
сделан вывод, что бензиловым спиртам, бензиламинам и их четвертичным аммониевым производ-
ным присуща ауксиновая активность. В данной работе установлено, что указанные соединения не
имеют ауксиновой активности. Это сделано с помощью количественного молекулярного биотеста
на модели трехдневных проростков трансгенного арабидопсиса Arabidopsis thaliana L., трансформи-
рованного конструкцией, содержащей ген β-глюкуронидазы под контролем чувствительного к аук-
сину полусинтетического промотора DR5. В результате найдено, что биотест на модели укоренения
листовых и стеблевых черенков фасоли не является специфически ауксиновым и отражает лишь ри-
зогенезную, но не собственно ауксиновую активность исследуемых соединений. С помощью био-
теста по влиянию на ризогенез десятидневных проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта “Шести-
недельный” установлено, что по ризогенезной активности исследованные стресспротекторы-фи-
торегуляторы сопоставимы с природным ауксином индолил-3-уксусной кислотой (ИУК), хотя не
являются ауксинами. Это согласуется с прежними данными о ризогенезной активности, получен-
ными на моделях укоренения листовых и стеблевых черенков фасоли и проращивания семян ячме-
ня. Показано, что оксабензильная –OBzl и азабензильная –NHBzl группы являются новыми струк-
турными фрагментами, которые придают химическим регуляторам роста растений высокую ризо-
генезную активность.

Ключевые слова: регуляторы роста и развития растений, стресспротекторы-фиторегуляторы, бензихол,
этихол, ауксин, ретардант, ризогенезная активность, молекулярный биотест
DOI: 10.31857/S0132342320050085

ВВЕДЕНИЕ
Растение, как живой организм, прикреплено к

земле и не может уклониться от воздействий окру-
жающей среды. Жизнь растения полностью зави-
сит от почвенных, климатических, погодных и дру-
гих текущих условий среды. При этом устойчи-
вость его роста и развития, а также постоянство
внутренней среды обеспечивается высокочувстви-
тельными системами регуляции физиологических
процессов, включая ферментную, генетическую,
мембранную, трофическую, гормональную, элек-
трофизиологическую системы. Они объединены
в единую надсистему организменной интеграции
и раздражимости [1].

Физиология растения выстроена так, что опре-
деленные внешние воздействия оно может воспри-

нимать как стресс и в ответ до некоторого уровня
повышать энергетику роста и развития, решая глав-
ную задачу – дать семена, оставить потомство. На
этой основе реализован целый ряд физических ме-
тодов активации всхожести семян и развития рас-
тений, путем воздействия на семена теплом или
холодом, магнитным полем, лазерным излучени-
ем, радиоволнами и т.д. [2]. В качестве регулято-
ров роста и развития растений (РРРР) описаны
тысячи химических веществ [2, 3]. Отдельные из
них широко вошли в практику растениеводства и
имеют такое же значение для защиты и сохране-
ния урожая, как и известные пестициды – ин-
сектициды, фунгициды, гербициды [4]. РРРР по-
вышают устойчивость сельскохозяйственных рас-
тений, массу и качество урожая, будучи применены
для предпосевной обработки семян, опрыскивания
вегетирующих растений, обработки полученных# Автор для связи: (эл. почта: ravig@icp.ac.ru).

УДК 547.2.33.4-38.4:57.016
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плодов или с помощью иных операций, Напри-
мер, ретарданты позволяют выращивать высоко-
урожайные длннностебельные сорта зерновых с
применением высоких доз минеральных удобрений
для повышения урожайности и при этом избежать
потерь от полегания хлебов в период уборки [4].

Синтез и системный поиск новых химических
соединений, превосходящих по эффективности из-
вестные регуляторы роста и развития растений,
до сих пор остается актуальной задачей.

Исследования, проведенные в научно-иссле-
довательских институтах бывшей Россельхозакаде-
мии, показали, что объединение в молекуле фраг-
ментов с ретардантной (антигиббереллино-
вой) и проауксиновой активностью резко
повышает эффективность полученных соеди-
нений как стресспротекторов-фиторегулято-
ров. Если гектарная доза хлорохолинхлорида,
наиболее распространенного ретарданта, со-
ставляет по действующему веществу (д. в.) на
зерновых 1800–4000 г/га [5], то стресспротек-
тор-фиторегулятор бензихол (N,N,N,N-диме-
тилбензил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорид) в
опытах на яровом ячмене был максимально эф-
фективен в дозе 3 г/га по д. в. [6, 7], т.е. меньшей
более, чем на три порядка. При этом биологиче-
ская эффективность бензихола была выше, чем у
эталона хлорохолинхлорида.

Ранее было показано, что соединения, со-
держащие в молекуле оксабензильный –OBzl
или азабензильный –NHBzl фрагмент, в том
числе, бензиловый спирт, бензиламины и их чет-
вертичные аммониевые производные, например,
N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензоксиэтил)-ам-
монийхлорид (стресспротектор-фиторегулятор

бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензокси-
этил)-аммонийхлорид (стресспротектор-фито-
регулятор этихол) (рис. 1) стимулируют укорене-
ние листовых и стеблевых черенков фасоли, а
также ризогенез и развитие проростков ячменя,
проявляя при этом ризогенезную активность на
уровне ауксинов-эталонов – 3-индолилуксусной
(ИУК) и 2-нафтилуксусной кислот [8–10]. Ис-
следования проводили с помощью применявше-
гося в то время доступного биотеста на ауксино-
вую активность [11], хотя уже были указания на
то, что “биологические методы недостаточно спе-
цифичны, получаемые результаты зависят от прак-
тически не контролируемых колебаний чувстви-
тельности и реакционной способности” [12].

Авторы [11] указывали, что “тест на черенках
фасоли обладает высокой специфичностью: только
индолил-3-уксусная кислота (ИУК), как природ-
ный ауксин, вызывала активное корнеобразова-
ние, тогда как другие фитогормоны и ингибиторы
на этом тесте были инертны или подавляли ука-
занный процесс”. На основе результатов такого
биотестирования был сделан вывод, что азабен-
зильный и оксабензильный фрагменты придают
вышеуказанным соединениям ауксиновую ак-
тивность [8–10].

В этой связи цель настоящей работы состояла
в том, чтобы путем применения современных вы-
сокочувствительных методов получить количе-
ственные данные об ауксиновой активности от-
дельных стресспротекторов-фиторегуляторов. В
дальнейшем планировалось умножить их число
путем синтеза на основе стратегии химического
дизайна [13], затем количественно определить
ауксиновую активность полученных соединений

Рис. 1. Влияние индолил-3-уксусной кислоты ИУК, N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-аммонийхлорида
(бензихола) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензилоксиэтил)-аммонийхлорида (этихола) на экспрессию DR5::GUS и измене-
ние активности β-глюкуронидазы в трехдневных проростках Arabidopsis thaliana. Погрешности средних значений со-
ответствуют диапазонам стандартных отклонений.
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и, применив методы QSAR, выйти на уравнения
структура – ауксиновая активность для этой
группы. Ранее это было сделано для антигиббе-
реллиновой активности группы ретардантов [14].
Применение методов QSAR является мощным со-
временным средством, ускоряющим поиск хими-
ческих соединений с полезными свойствами [15].

Предполагаемая ауксиновая активность у
2-бензоксиэтиловых производных четвертичных
аммониевых солей была оценена с помощью мо-
лекулярного биотеста [16] на модели трехдневных
проростков трансгенного арабидопсиса Arabidop-
sis thaliana, трансформированного конструкцией,
содержащей ген репортерного фермента β-глюк-
уронидазы (GUS) под контролем чувствительного
к ауксину полусинтетического промотора DR5. Ра-
нее данный биотест активно использовался для
обнаружения как аналогов ауксина [17], так и его
антагонистов [18].

Параллельно исследовали ризогенезную актив-
ность бензихола, этихола и их аналогов аквихола
(N,N,N,N-триметил-[2-бензоксиэтил]-аммоний-
хлорид) и хлорохолинхлорида (N,N,N,N-триме-
тил-[2-хлорэтил-аммоний]хлорид) (рис. 1) в био-
тесте по их влиянию на ризогенез гороха (Pisum
sativum L.) сорта Шестинедельный в сопоставле-
нии с эталонным ауксином индолил-3-уксусной
кислотой (ИУК).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 2 приведены результаты биотестирования

N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-ам-

монийхлорида (бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-
бензилоксиэтил)-аммонийхлорида (этихол) на
ауксиновую активность по их влиянию на актив-
ность β-глюкуронидазы. Видно, что в молекуляр-
ном биотесте ауксиновая активность не реги-
стрировалась ни у бензихола, ни у этихола даже
при 24-часовой инкубации. На сегодняшний день
этот биотест на ауксины на основе DR5::GUS ара-
бидопсиса считается одним из самых чувстви-
тельных и специфичных. Таким образом, биоло-
гический биотест [11] для определения ауксино-
вой активности по укоренению листовых и
стеблевых черенков фасоли оказался неспеци-
фичным, он фиксировал ризогенезную, но не
ауксиновую активность испытуемых веществ.

Ризогенезная активность бензихола, этихола и
их аналога аквихола (N,N,N,N-триметил-(2-бен-
зилоксиэтил)-аммонийхлорида) была проверена в
опытах по их влиянию на формирование корневой
системы проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта
Шестинедельный в сопоставлении с влиянием
эталонов ИУК и хлорхолинхлорида. Как видно из
рис. 2, все три испытуемых соединения, содержа-
щие оксабензильный фрагмент –OBzl5, вызывали
у проростков мощное развитие боковых корней.
Активности всех трех соединений сопоставимы с
ризогенезной активностью ИУК. В хлорохолин-
хлориде оксабензильная группа отсутствует, ее
заменяет атом хлора. Соответственно ризогенез-
ная активность хлорохолинхлорида в этом биотесте
была существенно ниже и проявлялась лишь на
уровне характерном для ретардантов – производ-
ных солей четвертичного аммония [19].

Рис. 2. Влияние N,N,N,N-триметил-(2-хлорэтил)-аммонийхлорида (хлорхолинхлорида), N,N,N,N-триметил-(2-бен-
зоксиэтил)-аммонийхлорида (аквихола), N,N,N,N-диметилбензил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорида (бензихола) и
N,N,N,N-триэтил-(2-бензоксиэтил)-аммонийхлорида (этихола) в концентрации 10 мкМ на развитие корневой систе-
мы десятидневных проростков гороха (Pisum sativum L.) сорта “Шестинедельный”. Результаты в водном контроле при-
няты за 100%. Погрешности средних значений соответствуют диапазонам стандартных отклонений.
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Итак, экспериментально показано, что окса-
бензильная группа –OBzl, соединенная с четвер-
тичным аммониевым фрагментом через димети-
леновый линкер (рис. 1), придает исследованным
соединениям существенную ризогенезную актив-
ность, которая не имеет ауксиновой природы. Ра-
нее было найдено, что высокой ризогенезной ак-
тивностью обладают также соединения, содержа-
щие азабензильную группу –NHBzl [8–10].
Следовательно, эти два химических фрагмента на
основе остатка бензила являются теми структур-
ными единицами, которые придают химическо-
му соединению, где они присутствуют, высокую
ризогенезную активность. Природа этого феноме-
на требует дальнейшего изучения, которое может
иметь три направления.

Во-первых, изучаемые 2-бензоксиэтиловые
производные четвертичных аммониевых солей, не
имея собственной ауксиновой активности, могут
тем или иным образом действовать на ферменты
метаболизма ауксина, например, подавляя актив-
ность белков семейств GH3 и/или UGT, инакти-
вирующих ауксин. Это может приводить к локаль-
ному повышению концентрации эндогенного аук-
сина в месте воздействия изучаемых соединений.
В пользу этого предположения свидетельствуют
указания на то, что опрыскивание вегетирующих
растений ячменя раствором бензихола повышало
содержание ауксинов в стебле и листьях [20]. Во-
вторых, существует ненулевая вероятность того,
что аппарат рецепции ауксинов в растениях раз-
ных видов может иметь различную специфику в
отношении веществ с ауксиновой активностью. В
частности, тестируемые сельскохозяйственные
растения теоретически могут, в отличие от мо-
дельных растений арабидопсиса, идентифициро-
вать определенные 2-бензоксиэтиловые произ-
водные как ауксины. Однако это предположение
представляется маловероятным, т.к. подобные ви-
доспецифичные ауксины, насколько нам извест-
но, до сих пор не обнаружены, а аппарат рецеп-
ции ауксинов у разных видов растений очень кон-
сервативен [21, 22]. Более вероятным представляется
третье предположение о том, что изучаемые соеди-
нения могут иметь антицитокининовую актив-
ность. Цитокинины, другой важный класс гормо-
нов растений, известны тем, что подавляют рост и
развитие корневой системы, в том числе образова-
ние боковых корней. Умеренное снижение сигна-
линга цитокининов в корнях, достигнутое тем или
иным способом, благоприятно влияет на развитие
корневой системы. Таким путем действуют, кста-
ти, и ауксины, которые подавляют синтез и снижа-
ют концентрацию цитокининов в тканях [23]. В
пользу данного предположения свидетельствует
определенное структурное сходство описываемых
здесь окса- и азабензил-содержащих соединений
с известными антицитокининами, которые струк-

турно представляют собой бензильные производ-
ные аденина [24].

Ранее сообщалось, что исследованные соеди-
нения, как производные четвертичного аммо-
ния, проявляют также ретардантную активность на
уровне хлорхолинхлорида [13]. Поэтому в данном
случае физиологическая активность соединения
является по сути суммой активности его эффек-
торных фрагментов, а именно ризогенезной и ре-
тардантной, как и сообщалось ранее [24]. Термин
“физиологическая активность” вещества, на са-
мом деле подразумевает понятие “спектр физио-
логической активности”.

Таким образом, установлено, что ранее пред-
ложенный биотест [11] по укоренению черенков
фасоли выявлял не ауксиновую, а лишь ризогенез-
ную активность. На проростках гороха показано,
что стресспротекторы-фиторегуляторы N,N,N,N-
диметилбензил-(2-бензилоксиэтил)-аммоний-
хлорид (бензихол) и N,N,N,N-триэтил-(2-бензи-
локсиэтил)-аммонийхлорид (этихол) и их аналог
N,N,N,N-триметил-(2-бензилоксиэтил)-аммо-
нийхлорид (аквихол), содержащие общий окса-
бензильный фрагмент –OBzl (рис. 1), сопоставимы
по ризогенезной активности с индолил-3-уксус-
ной кислотой, но при этом не являются ауксинами.
Это согласуется с данными о высокой ризогенез-
ной активности соединений, содержащих окса-
бензильный или азабензильный фрагмент, кото-
рые ранее были получены в тест-системах укоре-
нения черенков фасоли и проращивания семян
ярового ячменя [8–10]. Таким образом, оксабен-
зильная –OBzl и азабензильная –NHBzl группы
являются новыми структурными фрагментами
молекул химических регуляторов роста и разви-
тия растений, придающими последним высокую
ризогенезную активность, не имеющую ауксино-
вой природы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биотест на ауксиновую активность
на основе трансгенного арабидопсиса Arabidopsis 

thaliana L., экспрессирующего репортерный ген GUS
под контролем ауксин-чувствительного
промотора DR5 (DR5::GUS A. thaliana)

Для проведения биотеста использовали трех-
дневные проростки трансгенного DR5::GUS A. thali-
ana. Соединения испытывали в широком диапазо-
не концентраций от 0.1 до 100 мкМ, время инку-
бации 4 или 24 ч при температуре 23°С. В качестве
положительного контроля брали ИУК в тех же кон-
центрациях. Критерием наличия ауксиновой ак-
тивности являлся подъем активности GUS, кото-
рый измеряли количественно флуориметрическим
методом [25] в белковых экстрактах проростков.
Расчет активности репортерного белка осуществ-
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ляли с нормированием на концентрацию белка в
пробе, определяемого по методу Bradford.

Биотест на ризогенезную активность бензихола, 
этихола и аквихола на проростках гороха

(Pisum sativum L.), сорт “Шестинедельный”
Сорт гороха “Шестинедельный” был отобран

как наиболее чувствительный к действию испы-
туемых соединений из четырех сортов гороха по-
сле предварительных испытаний. Семена стери-
лизовали в растворе “Белизна” в течение 30 мин
(стерилизация не влияла на всхожесть семян),
многократно отмывали дистиллированной водой.
Проращивали на 1/10 среды Мурасиге–Скуга в
течение 3 дней, отбирали наклюнувшиеся семена
по 15 штук на повторность и раскладывали на ага-
ризованную среду (0.7% агар-агара, 1/10 мине-
ральных солей по Мурасиге–Скугу). Каждый ва-
риант состоял из 3-х повторностей. Среда содержа-
ла испытуемые вещества в концентрации 10 мкМ,
отобранной после предварительных проб. Контро-
лем служил вариант с индолил-3-уксусной кисло-
той. Растения выращивали в течение десяти дней,
после чего подсчитывали количество боковых кор-
ней на главном корне, а также проводили промер
длин главного корня.
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New Structural Fragments of Molecules
of Chemical Regulators of Plant Growth and Development Stimulating Rhizogenesis
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*Institute of Physiologically Active Substances of the Russian Academy of Sciences,
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Earlier, based on the results obtained using the biotest on the model of rooting of leaf and stem cuttings of
beans, which was proposed by its authors as a specific test for auxins, it was concluded that auxin activity is
inherent in benzyl alcohols, benzylamines and their quaternary ammonium derivatives. In the present work,
it was found that these compounds do not have auxin activity. This was done using a quantitative molecular
biotest on a model of three-day-old seedlings of the transgenic Arabidopsis thaliana L. transformed with a
construct expressing the β-glucuronidase gene under the control of the auxin-sensitive DR5 semisynthetic
promoter. As a result, it was found that the biotest on the model of rooting of leaf and stem bean cuttings is
not specifically auxinic and reflects only the rhizogenous, but not proper auxin activity of the studied com-
pounds. Using the biotest on the rhizogenesis effect of ten-day-old seedlings of peas (Pisum sativum L.) of the
Six-Weekly variety, it was established that the studied stress-protectors-phytoregulators are comparable by
rhizogenesis with natural auxin indolyl-3-acetic acid (IAA), although they are not auxins. This is consistent
with previous data on rhizogenesis activity obtained on the models of rooting of leaf and stem cuttings of beans and
germination of barley seeds. Thus, it has been shown that oxabenzyl –OBzl and azabenzyl –NHBzl groups are
those structural elements that ensure high rhizogenic activity to chemical plant growth regulators.

Keywords: plant growth and development regulators, stress-protectors-phytoregulators, benzyhol, ethyhol, auxin,
retardant, rhizogenesis activity, molecular biotest
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Изучена субстратная эффективность модифицированных производных 2'-дезоксиуридин (mod-dUTP)
и 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфатов (mod-dCTP) при их одновременном введении в реакции удли-
нения праймера (PEX) и ПЦР с полной заменой природных дезокситимидина (dT) и дезоксицити-
дина (dC). Применены полимеразы с отсутствующей 3'-5' экзонуклеазной активностью: Taq и Vent
(exo-), а также природные и сконструированные ДНК-матрицы. Получены фрагменты ДНК, моди-
фицированные одновременно двумя типами нуклеотидов как с аналогичными, так и с различными
функциональными группами. Исследования важны для получения аптамеров с расширенными
свойствами.

Ключевые слова: модифицированные нуклеотиды, модифицированные ДНК, реакция удлинения праймера,
ПЦР, аптамеры
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ВВЕДЕНИЕ
Аптамеры – РНК- или ДНК-олигонуклеотиды,

способные проявлять аффинное сродство к биомо-
лекулам. Введение модификаций в аптамеры поз-
воляет изменить их физико-химические свойства
и увеличить сродство к их мишеням [1, 2]; наиболее
широко применяются ферментативные методы с
использованием модифицированных трифосфатов
дезоксинуклеозидов. Одновременное встраивание
нуклеотидов с различными модификациями в од-
ну растущую цепь ДНК способно изменить свой-
ства получаемых модифицированных аптамеров,
аптазимов и ДНК-зондов [3]. В настоящей работе
проанализированы особенности одновременного
встраивания в растущую цепь ДНК модифициро-
ванных dUTP и dCTP как с аналогичными, так и с
различными функциональными модификациями.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследовали субстратные свойства модифи-

цированных аналогов дезоксинуклеозидов (mod-
dUTP и mod-dCTP), структуры которых приведе-

ны на рис. 1. Проводили реакцию удлинения прай-
мера (PEX) и ПЦР при одновременном введе-
нии mod-dUTP и mod-dCTP в реакционную смесь
с полным замещением природных dTTP и dCTP.
Cоздавали пары dU + dC с аналогичными и с раз-
личными модификациями. В качестве матриц для
PEX и ПЦР применяли синтетические олигонук-
леотиды и бактериальную ДНК, соответственно.
Использовали ДНК-полимеразы Taq и Vent (exo-).
Синтетические матрицы содержали участки для
последовательного включения 1, 2, 3 и 4 модифи-
цированных нуклеотидов.

В PEX с синтетическими матрицами Taq-по-
лимераза воспринимала модифицированные про-
изводные dU, но показала слабую субстратную
совместимость с mod-dC. Выходы продукта около
30% удалось получить лишь для 5-пропинил-про-
изводного. Введение в реакцию dCTP с массивным
заместителем (индол) приводило к получению не-
полноразмерных продуктов либо полному их отсут-
ствию. В парах модифицированных dU + dC выход
реакции зависел от более “сложного” для поли-
меразы субстрата в паре, а именно модифициро-
ванного dC, и не превышал 10%. Для модифици-
рованных dU удалось получить полноразмерные
продукты для dU-i и dU-p с выходом около 30%.

Полимераза Vent (exo-) показала способность
встраивать субстрат с гетероциклической моди-

Сокращения: mod-dUTP – модифицированный 2'-дезок-
сиуридин-5'-трифосфат; mod-dCTP – модифицирован-
ный 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат.
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фикацией (индол). В парах с различными моди-
фикациями выход определялся наиболее слож-
ным субстратом, как и в случае Taq-полимеразы.
Однако, в случае Vent (exo-) во всех вариантах ком-
бинаций удалось получать полноразмерные про-
дукты. Результат проведения PEX с Vent (exo-) по-
лимеразой представлен на рис. 2a.

В случае ПЦР использовали те же комбинации
модифицированных трифосфатов. В качестве мат-
рицы использовали фрагмент гена rpoB Mycobac-
terium tuberculosis длиной 126 п.о. [4]. На рис. 2б
показан результат ПЦР как для индивидуального
применения разноименных нуклеотидов (mod-dU
или mod-dC), так и для совместного введения

Рис. 1. Модифицированные трифосфаты дезоксиуридина (слева) и дезоксицитидина (справа). dU-i и dC-i – произ-
водные, содержащие на пиримидиновых основаниях фрагменты 3-индолпропионовой кислоты, dU-p и dC-p – про-
изводные, содержащие на пиримидиновых основаниях 5-пропинил.
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Рис. 2. (a) PEX с применением модельных матричных олигонуклеотидов M2UC и M2CU (длина 49 нт). На примере
Vent (exo-) ДНК-полимеразы. Ladder – маркер длин продуктов GeneRuler 50bp; пары использованных dNTP указаны
над соответствующими лунками геля. Сверху каждой фореграммы указана использованная синтетическая матрица.
Различная подвижность продуктов в геле, по-видимому, обусловлена структурными различиями модификаций. При
выбранном временном интервале элонгации праймера наблюдается наличие полноразмерных продуктов реакции.
(б) ПЦР с применением бактериальной ДНК-матрицы. Сверху каждой фореграммы указана использованная полиме-
раза. Окрашивание бромистым этидием.
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(mod-dU + mod-dC) в различных комбинациях.
Из электрофореграмм видно, что Taq-полимераза
способна встраивать некоторые модифицирован-
ные dU, но модифицированные dC оказываются
для нее более сложным субстратом, что хорошо
коррелирует как с полученными ранее данными
[5], так и с результатами PEX настоящего иссле-
дования.

Анализ методом ПЦР в режиме реального вре-
мени показывает, что производные с менее объ-
емными функциональными группами (dU-p и
dC-p) демонстрируют высокую скорость накоп-
ления продукта, в то время как массивные (dU-i и
dC-i) демонстрируют либо пологую кривую на-
копления сигнала, либо задержку порогового цик-
ла (Ct) в зависимости от использованной комби-
нации dU + dC. Поскольку в ПЦР временные ин-
тервалы элонгации праймеров гораздо меньше,
чем в PEX, ингибирующее влияние модифициро-
ванных производных проявлялось сильнее. Уве-
личение времени элонгации праймеров может
привести к большим выходам целевого продукта.

Наиболее сложным субстратом для Vent (exo-)
оказался dC-i (индол). При индивидуальном
применении для него удается получить полнораз-
мерный продукт. Но в комбинации с модифици-
рованными dU видно большое количество непол-
норазмерных продуктов.

Полимераза Vent (exo-) применима для проведе-
ния одновременного встраивания разноименных
модифицированных трифосфатов в растущую цепь
ДНК методом PEX при использовании матриц, со-
держащих последовательно от 1 до 4 повторов
встраивания модифицированных производных.
Показана возможность применения полимеразы
Vent (exo-) в ПЦР для одновременного попарного
введения разноименных модифицированных три-
фосфатов дезоксинуклеозидов (mod-dU + mod-dC)
с различными модификациями. Эффективность
амплификации зависит от природы введенных
модификаций.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модифицированные аналоги
трифосфатов дезоксинуклеозидов

Соединения dU-i и dC-i синтезированы в ИМБ
РАН, соединения dU-p и dC-p произведены Trilink
Biotechnologies (США). Структуры соединений
приведены на рис. 1.

ДНК-матрицы

В работе использован фрагмент гена rpoB M. tu-
berculosis [4] для ПЦР и синтетические ДНК-мат-
рицы для PEX длиной 49 нт, последовательности
которых приведены ниже,

Полужирным шрифтом отмечены нуклеотиды,
комплементарные исследуемым. Курсивом выде-
лен праймерный участок.

Реакция удлинения праймера (PEX)

Реакционная смесь содержала природные dATP
и dGTP в концентрации 0.2 мМ каждого, а также
различные сочетания трифосфатов дезоксинук-
леозидов, указанные на рис. 2; 1.5 U Taq- либо 0.5 U
Vent (exo-) ДНК-полимеразы (реакционный буфер
соответствовал примененной полимеразе); прай-
мер для PEX; одну из синтетических матриц. Реак-
цию проводили на ДНК-амплификаторе MiniCy-
cler (MJ Research, США) по следующей програм-
ме: 5 мин при 95°C; далее 30 с при 65°C и 40 минут
при 72°C.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Реакционная смесь для ПЦР была аналогична
примененной для PEX. В качестве матарицы ис-
пользовали фрагмент гена rpoB M. Tuberculosis и
соответствующие праймеры. Температурно-вре-
менной профиль ПЦР состоял из предваритель-
ной денатурации при 95°С в течение 3 мин, за ко-
торой следовал 31 цикл: 95°С в течение 30 с, 65°С
в течение 30 с, 72°С в течение 40 с и далее завер-
шающая инкубация при 72°С в течение 5 мин.

ПЦР в режиме реального времени

Для визуализации процесса в реакционную
смесь добавляли краситель EvaGreen (Biotium,
Россия). Амплификацию проводили на приборе
IQ5 (Bio-Rad, США).

M1C

M1U

M2CU

M2UC 5'-CTGAGACTCTAGACTCTGACTCTACT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTAGAGCTCTGAGCTCTAGCTCTGCT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTAAAACTCTAAACTCTAACTCTACT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTGGGGCTCTGGGCTCTGGCTCTGCT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
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Определение выхода продуктов амплификации
Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4% ага-

розном геле. Окрашивание проводили бромидом
этидия. Количество продукта оценивали по опти-
ческой плотности соответствующих полос в до-
рожках геля с использованием программы ImageJ
(NIH, США).
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The substrate efficiency of modified derivatives of 2'-deoxyuridine-(mod-dUTP) and 2'-deoxycytidine-5'-
triphosphates (mod-dCTP) was studied in the regime of simultaneous incorporation using the primer elongation
reaction (PEX) and PCR with complete replacement of natural deoxytimidine (dT) and deoxycytidine (dC). Poly-
merases with missing 3'-5' exonuclease activity were used: Taq and Vent (exo-), as well as natural and con-
structed DNA templates. DNA fragments modified simultaneously by two types of nucleotides with similar
and different functional groups were obtained. Research is important for obtaining aptamers with extended
properties.
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Разработана и оптимизирована система мультиплексной ПЦР для быстрого выявления пяти основ-
ных возбудителей бактериальной пневмонии. Система может быть расширена для анализа возбуди-
телей пневмонии вирусной (ДНК- и РНК-содержащие вирусы), а также грибковой природы.

Ключевые слова: инфекционная пневмония, мультиплексная ПЦР, диагностика
DOI: 10.31857/S0132342320050139

ВВЕДЕНИЕ
Инфекционная пневмония – острый воспали-

тельный процесс легочной ткани, вызываемый ши-
роким рядом возбудителей бактериальной, ви-
русной и грибковой природы. Вспышки инфек-
ционных пневмоний, вызванных коронавирусами
SARS-CoV (2002–2003 г.), MERS-CoV (2012–2013 г.),
SARS-CoV-2 (2019–?), вирусами гриппа А и В, а
также бактериальных пневмоний, становятся ре-
альной социальной угрозой. Бактериальные пнев-
монии характеризуются летальностью около 15%,
при этом летальность в случаях тяжелого тече-
ния внебольничной пневмонии (ТВП) может до-
стигать 21–58% [1], что сравнимо с таковыми по-
казателями SARS (т.н. атипичная пневмония,
ТОРС), MERS [2] и превышает этот показатель
для CoViD-19 и гриппа.

Специализированные лечебные учреждения, в
которые поступают пациенты с клиническим ди-
агнозом “пневмония”, сталкиваются с проблемой
установления этиологии заболевания и быстрой
идентификации возбудителя, поскольку часто ви-
русные и бактериальные пневмонии характеризу-
ются сходной клинической картиной. Ситуация
резко обострилась с возникновением пандемии
CoViD-19, для которого необходима своевремен-
ная дифференциальная диагностика вторичной
бактериальной инфекции, часто возникающей как
одно из осложнений при течении болезни.

От своевременной постановки точного диагноза
зависит правильный подбор препаратов и стратегия
лечения пациента [3]. Сложившаяся ситуация сиг-
нализирует об острой необходимости создания экс-
пресс-методов дифференциальной диагностики.

Разработана мультиплексная ПЦР для видового
определения пяти основных возбудителей бакте-
риальной пневмонии человека. Система ориен-
тирована на применение в клинической диагно-
стике для определения этиологии заболевания
благодаря возможности дифференцировать бак-
териальную от вирусной и грибковой пневмонии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Одними из наиболее распространенных возбу-
дителей бактериальной пневмонии являются пред-
ставители нескольких родов: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza,
Legionella pneumophila, Klebsiella pneumonia и некото-
рые другие [4]. Для перечисленных пяти бактери-
альных видов были выбраны генетические мишени
и сконструированы праймеры для осуществле-
ния мультиплексной ПЦР. При конструировании
праймеров руководствовались требованием видо-
вой специфичности и внутривидовой консерва-
тивности выбранных участков генетических ми-
шеней, необходимым для надежной дифферен-
циальной диагностики, например, ген ebpS для
идентификации S. aureus [5] и ген sidA для L. pneu-
mophila [6]. Учитывали необходимость получе-
ния различных длин ПЦР-продуктов для удоб-
ства идентификации возбудителя при электрофо-
ретическом разделении.

Сокращения: ТОРС – тяжелый острый респираторный
синдром; ТВП – тяжелая внебольничная пневмония;
СТАВ – цетил-триметил аммоний бромид.
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Для каждого праймера проводили процедуру
BLAST-анализа, определяли его физико-химиче-
ские характеристики, включая тестирование на на-
личие как внутри- так и межмолекулярных вто-
ричных структур.

Проводили оптимизацию температурно-вре-
менного профиля ПЦР с применением градиент-
ной ПЦР, а также состава компонентов буфера и
концентрации каждого из праймеров в смеси.
Экспериментально определяли специфичность
праймеров к целевым и нецелевым мишеням (ис-
пользуя тотальную геномную ДНК каждого из те-
стируемых бактериальных штаммов), как в режи-
ме применения индивидуальных ДНК-матриц, так
и в режиме смесей ДНК нескольких возбудителей
в одной пробирке. Установили, что праймеры об-
ладают высокой специфичностью в смеси, содер-
жащей ДНК различных микроорганизмов и спо-
собны выявлять исключительно свои специфичные
мишени, не давая ложноположительный результат
при наличии в смеси неспецифичной ДНК.

Определяли чувствительность сконструирован-
ной тест-системы раститровкой ДНК каждого из
анализируемых возбудителей, которая составила
от 102 до 103 копий геномной ДНК на реакцион-
ную пробирку, в том числе при одновременном
введении в смесь нескольких матриц.

Результат дифференциального обнаружения
ДНК возбудителя в образце методом мульти-
плексной ПЦР показан на рис. 1.

Разработанная система может быть расширена
для выявления возбудителей пневмонии вирус-

ной и грибковой природы. В настоящее время пла-
нируется проведение испытаний на клинических
образцах, применение меченых производных dNTP
для последующего анализа на биочипах, а также
разработка математического алгоритма расчетов
сигналов амплификации. Система подходит для
диагностических лабораторий, специализирую-
щихся на клинических анализах с использова-
нием ПЦР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы

В работе использована деконтаминированная
полногеномная ДНК бактериальных штаммов
из коллекции ГНЦ прикладной микробиологии
и биотехнологии (п. Оболенск). Выделение ДНК
из клеточных культур осуществляли CTAB-ме-
тодом [7].

Праймеры
Множественное выравнивание последователь-

ностей геномных мишеней проводили с помощью
алгоритма ClustalW (www.clustal.org). Конструиро-
вание праймеров осуществляли с помощью сете-
вого ресурса www.idtdna.com, анализ специ-
фичности проводили с помощью алгоритма
BLAST (NIH, США). Последовательности, видо-
специфичность, генетические мишени и длина
ПЦР-продуктов для всех использованных пар
праймеров приведены ниже: S. aureus, ген ebpS,
прямой ebpS-f (5'-ACTCGACTGAGGATAAAGC-

Рис. 1. Определение ДНК возбудителя электрофоретическим разделением ПЦР-продуктов. 1 – маркер длин ДНК
GeneRuler 100bp (Thermo Scientific, США), 2 – S. aureus, 3 – L. pneumophila, 4 – S. aureus + L. pneumophila, 5 – маркер
длин ДНК GeneRuler 50bp (Thermo Scientific, США), 6 – P. aeruginosa, 7 – H. influenza, 8 – P. aeruginosa + H. influenza.
4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием.

1 2 3 4 6 7 85

283 п.о. 369 п.о.

500  п.о.

300  п.о.

321 п.о. 193 п.о.

500  п.о.

250  п.о.
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GTCT-3'), обратный ebpS-r (5'-CCTCCAAATATC-
GCTAATGCACC-3'), длина продукта – 283 п.о.;
L. pneumophila, ген sidA, прямой sidA-f (5'-TTC-
CACTGGTGGGTGGGGTTTTG-3'), обратный
sidA-r (5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-
3'), длина ПЦР-продукта – 369 п.о.; H. influenza,
ген fucK, прямой fucK-f (5'-TGCTCACTCAAC-
GCTTAACTGGT-3'), обратный fucK-r (5'-TTCTG-
GGCTAATGGTGTACGTAA-3'), длина ПЦР-продук-
та – 193 п.о.; P. aeruginosa, ген oprL, прямой oprL-f
(5'-GCGTGCGATCACCACCTTCTACT-3'), об-
ратный oprL-r (5'-TTCTTCAGCTCGACGCGAC-
GGTT-3'), длина ПЦР-продукта – 321 п.о.;
K. pneumonia, ген rmpA, прямой rmpA-f (5'-AT-
CAATAGCAATTAAGCACAAAA-3'), обратный
rmpA-r (5'-TCATAATCACACCCTTTAGGATA-3'),
длина ПЦР-продукта – 177 п.о.

Мультиплексная ПЦР

Реакционная смесь (30 мкл) содержала 1.5 еди-
ницы Taq-полимеразы (Thermo Scientific, США)
в буфере той же фирмы, dNTP в концентрации
200 мкМ каждого, пять пар специфичных прай-
меров и полногеномную бактериальную матрицу
(либо смесь бактериальных ДНК). Реакцию про-
водили на ДНК-амплификаторе MiniCycler (MJRe-
search, США) при следующих условиях: 95°C в те-
чение 5 мин (начальная денатурация); 36 циклов
по 20 с при 95°C, 30 с при 66°C и 40 с при 72°C; за-
вершающая инкубация в течение 5 мин при 72°C.
Градиентную ПЦР и определение чувствительно-
сти системы с помощью ПЦР в режиме реального
времени проводили на амплификаторе IQ5 (Bio-
Rad, США). Продукты ПЦР разделяли в 4% ага-
розном геле, окрашивали бромистым этидием.
Тип анализируемой ДНК определяли по длинам
продуктов амплификации (рис. 1).
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A multiplex PCR system has been developed and optimized for rapid detection of the five main pathogens of
bacterial pneumonia. The system can be expanded to analyze viral pathogens of pneumonia (DNA- and
RNA-containing viruses), as well as fungal nature.
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Синтезированы новые конформационно-фиксированные аминопроизводные хромофора GFP, со-
держащие индольный и индолиновый фрагменты. Изучены оптические свойства полученных со-
единений. Установлено, что введение индолинового фрагмента позволяет сместить максимумы по-
глощения и испускания в более длинноволновую область и стабилизировать величину квантового
выхода флуоресценции. Введение индольного фрагмента приводит к гипсохромному сдвигу и рез-
кому уменьшению интенсивности флуоресценции.

Ключевые слова: имидазолоны, хромофоры, флуоресцентные красители, зеленый флуоресцентный белок,
GFP, оптические свойства
DOI: 10.31857/S0132342320050048

Изучение процессов, происходящих в живых
организмах невозможно без современных методов
визуализации, среди которых наибольшую попу-
лярность приобрела флуоресцентная микроско-
пия. Возрастающий круг задач, решаемых с по-
мощью этого метода, требует все большего раз-
нообразия используемых маркеров. В качестве
основы для создания такого типа соединений все
чаще встречаются производные хромофора зеле-
ного флуоресцентного белка (GFP), так как они
имеют небольшой размер, хорошо растворимы в
воде, нетоксичны и характеризуются большим
разнообразием оптических свойств [1–3]. Разра-
ботанные подходы к внешней или внутренней фик-
сации бензилиденового фрагмента этих молекул
позволяют многократно увеличивать квантовый
выход флуоресценции и использовать их в роли
флуорогенных [4–9] или флуоресцентных [10–15]
красителей.

Ранее нами было показано, что замена гидрок-
сильной группы бензилиденового фрагмента про-
изводных хромофора GFP на аминогруппу позво-

ляет сместить положение спектральных максиму-
мов в длинноволновую область [11–13]. Однако
наличие свободных алкильных заместителей при
атоме азота часто обуслoвливает заметное варьи-
рование величины квантового выхода флуорес-
ценции этих веществ в различных растворителях.
Избежать этой проблемы позволяет введение раз-
нообразных циклических групп. В частности, эф-
фективным оказалось введение в молекулы тет-
ра- и дигидрохинолинового фрагмента (соедине-
ния (V) и (VI), схема 1).

В данной работе мы продолжили свое исследо-
вание в этом направлении и создали похожие кон-
формационно-фиксированные производные, со-
держащие индолиновый и индольный фрагменты
(соединения (III) и (IV), схема 1). Эти вещества
были получены по классической схеме из имида-
золонов (I) и (II). Введение дифторборильной
группы проводилось в дихлорэтане в присутствии
трибромида бора и молекулярных сит (схема 1).
Удивительным результатом оказался тот факт,
что в случае соединения (I) борирование приво-
дило к образованию стерически более нагружен-
ного продукта, чего не наблюдалось ранее для со-
единения (V).

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок;
МС – молекулярные сита.

# Автор для связи: (тел.: +7 (926) 704-13-72; эл. почта: nsbale-
eva@gmail.com).
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Схема 1. Схема синтеза производных (III) и (IV) и строение производных (V) и (VI).

Изучение оптических свойств полученных ве-
ществ показало, что индолиновый аналог (III) ха-
рактеризуется заметным батохромным смещением
максимумов поглощения и испускания относи-
тельно GFP и соответствующего ему хромофора,
а также не отличается заметным варьированием
квантового выхода флуоресценции в разных рас-
творителях в отличие от родственных веществ с
подвижными алкильными группами. Тем не ме-
нее отличия от соединения (V) для этого индоли-
нового производного оказались не велики (рис. 1,
табл. 1). Неожиданно было обнаружено, что полу-
ченное нами индольное производное (IV) и вовсе
характеризуется весьма коротковолновым поло-
жением максимумов (рис. 1), более того, для него
также было обнаружено резкое падение интен-
сивности эмиссии – квантовый выход флуорес-
ценции снизился до ~1% во всех растворителях.

Таким образом, можно заключить, что индо-
линовое производное фиксированного хромофо-
ра GFP может быть использовано в качестве ос-
новы для новых флуоресцентных красителей и
сенсоров, в то время как введение индольного
фрагмента в подобные красители представляется
нецелесообразным.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) зарегистрирова-
ны на приборе Bruker Avance III (700 МГц, США)

при 303 K в DMSO-d6 (внутренний стандарт –
Me4Si). Спектры поглощения в УФ и видимом
диапазоне регистрировали на спектрофотометре
Varian Cary 100 Bio (США); спектры флуоресцен-
ции на спектрофлуориметре Varian Cary Eclipse
(США). Температуры плавления определены на
приборе SMP 30 (Великобритания) и не исправ-
лены. Масс-спектры высокого разрешения запи-
саны на приборе Bruker micrOTOF II, ионизация
электрораспылением.

Z-5-(Аминобензилиден)-2,3-диметил-3,5-дигид-
ро-4Н-имидазол-4оны. Соответствующий арома-
тический альдегид (5 ммоль) растворяли в хлоро-
форме (25 мл), к полученному раствору добавляли
раствор метиламина (40% водный, 2 мл), катали-
тическое количество пирролидина (0.05 ммоль) и
безводный Na2SO4 (5 г). Реакционную смесь пе-
ремешивали при комнатной температуре в тече-
ние 48 ч, после чего отфильтровывали, дополни-
тельно сушили над безводным Na2SO4 и упаривали
на роторном испарителе. К полученному остатку
добавляли этил(метоксиэтилиден)амино ацетат и
выдерживали реакционную смесь при комнатной
температуре в течение 24 ч. Затем реакционную
смесь упаривали на роторном испарителе. Полу-
ченный продукт дополнительно очищали мето-
дом колоночной хроматографии (элюент – хло-
роформ–этиловый спирт, 50 : 1).

Z-5-(Индолин-5-илметилен)-2,3-диметил-3,5-
дигидро-4Н-имидазол-4он (I). Желтый порошок

N

N

O
(I)

N

N

O

NH

N

N

O

NH

N

N

O

BF2 BF2
1) BBr3, MC,

C2H5Cl2

2) HF, EtOH

(II) (III) (IV)

HN

N

N

O
N

N

O

BF2 BF2

(V) (VI)

NH N

Прошлые работы:

Данная работа:

NH



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 5  2020

СИНТЕЗ И ОПТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 555

(0.73 г, 60%); т. пл. 221–224°C; 1H-ЯМР: 8.03 (с, 1H),
7.70 (д, J2 8.0, 1H), 6.81 (с, 1Н), 6.48 (д, J2 8.2, 1H),
6.40 (с, 1Н), 3.54 (т, J2 8.6, 2H), 3.07 (с, 3Н), 2.98
(т, J2 8.5, 2H), 2.30 (с, 3H); 13C-ЯМР: 169.6, 159.7,
154.9, 134.0, 133.8, 129.2, 128.0, 127.0, 122.7, 107.1,
46.2, 28.2, 26.1, 15.1; HRMS (ESI) m/z: найдено
М 242.1295; рассчитано для C14H16N3O+, [M + H]+

242.1288.
Z-5-((2,3-Диметил-1Н-индол-5-ил)метилен)-

2,3-диметил-3,5-дигидро-4Н-имидазол-4он (II).
Желтый порошок (1.23 г, 92%); т. пл. 294–297°C;
1H-ЯМР: 10.93 (с, 1Н), 8.17 (с, 1H), 8.06 (д, J2 8.4,
1H), 7.27 (д, J2 8.4, 1H), 7.06 (с, 1Н), 3.10 (с, 3Н),
2.35 (с, 3Н), 2.31 (с, 3Н), 2.18 (с, 3H); 13C-ЯМР:
169.9, 161.3, 136.3, 135.7, 132.6, 129.2, 128.1, 124.5,
124.4, 123.1, 110.5, 106.3, 26.1, 15.2, 11.1, 8.2; HRMS
(ESI) m/z: найдено М 268.1449; рассчитано для
C16H18N3O+, [M + H]+ 268.1444.

Z-5-((Дифторборанил)аминобензилиден)-2,3-
диметил-3,5-дигидро-4Н-имидазол-4оны. Соответ-
ствующий имидазолон (2 ммоль) растворяли в ди-
хлорэтане (100 мл), к полученному раствору добав-
ляли молекулярные сита (8 г 3Å и 8 г Å) и трибро-
мид бора (8 ммоль). Полученную смесь кипятили в
течение 3 часов (для соединения II перемешивали
при комнатной температуре в течение 96 ч). По-
лученную смесь охлаждали и фильтровали, сита

промывали этиловым спиртом (2 × 10 мл). К полу-
ченному фильтрату добавляли раствор плавиковой
кислоты (40% водный, 4 мл) и перемешивали при
комнатной температуре в течение 30 минут. Смесь
разбавляли этилацетатом (100 мл), промывали вод-
ным раствором карбоната калия (5%, 2 × 50 мл), во-
дой (2 × 50 мл) и насыщенным раствором хлорида
натрия (2 × 50 мл). Полученный раствор сушили
над безводным Na2SO4 и упаривали на роторном
испарителе. Полученный продукт дополнитель-
но очищали методом колоночной хроматографии
(элюент – хлороформ–этиловый спирт, 50 : 1).

Z-5-((4-(Дифторборанил)индолин-5-ил)мети-
лен)-2,3-диметил-3,5-дигидро-4Н-имидазол-4он (III).
Оранжевый порошок (0.1 г, 18%); т. пл. около
300°C с разложением; 1H-ЯМР: 7.41 (с, 1H), 7.25
(д, J2 8.1, 1H), 6.98 (с, 1Н), 6.41 (д, J2 8.1, 1H), 3.61
(т, J2 8.6, 2H), 3.21 (с, 3H), 3.05 (т, J2 8.6, 2H),
2.67(с, 3Н); 13C-ЯМР: 161.9, 159.8, 156.8, 135.4,
133.1, 130.6, 122.8, 120.5, 106.4, 46.1, 27.6, 26.2, 12.5;
HRMS (ESI) m/z: найдено М 290.1277; рассчитано
для C14H15BF2N2O+, [M + H]+ 290.1271.

Z-5-((6-(Дифторборанил)-2,3-диметил-1Н-ин-
дол-5-ил)метилен)-2,3-диметил-3,5-дигидро-4Н-
имидазол-4он (IV). Оранжевый порошок (0.06 г,
10%); т. пл. около 300°C с разложением; 1H-ЯМР:
11.18 (c, 1Н), 7.82 (с, 1H), 7.72 (с, 1H), 7.48 (с, 1H),

Таблица 1. Оптические свойства соединений (III), (IV), (V) и (VI) в ацетонитриле

Соединение Максимум 
поглощения Максимум эмиссии Коэффициент молярного 

поглощения
Квантовый выход 

флуоресценции

(III) 486 549 39000 59%
(IV) 412 480 30000 1%
(V) 487 547 44000 67%
(VI) 515 595 35000 57%

Рис. 1. Нормализованные спектры поглощения (слева) и испускания (справа) соединений (III) (черный) и (IV) (се-
рый) в ацетонитриле.

350 400 450 500 550 650600550500450
Длина волны, нм
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3.23 (с, 3Н), 2.73 (с, 3H), 2.50 (с, 1Н), 2.25 (с, 1Н);
13C-ЯМР: 163.6, 162.7, 138.7, 132.9, 131.6, 128.2,
124.5, 124.0, 114.3, 109.4, 106.6, 26.4, 15.0, 12.8, 8.2;
HRMS (ESI) m/z: найдено М 316.1429; рассчитано
для C16H17BF2N3O+, [M + H]+ 316.1427.
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Synthesis and Optical Properties of the Conformationally Locked Indole
and Indoline Derivatives of GFP Chromophore
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We report novel conformationally locked GFP chromophore amino-derivatives containing indole and indo-
line moieties. Optical properties of the obtained compounds were studied. The introduce of the indoline
group allows to shift the absorption and emission maxima to the long-wavelength region and stabilize the
quantum yield of f luorescence. The introduce of the indole group leads to hypsochromic shift and noticeable
decrease of f luorescence intensity.
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Исследована способность некоторых природных и синтетических полимеров служить в качестве
катализатора и темплата для поликонденсации оксида кремния и титана из водорастворимых предше-
ственников тетракис(2-гидроксиэтил)ортосиликата (ТГЭОС) и титан бис(аммоний лактат)дигид-
роксида (ТБАЛДГ). Каталитический потенциал исследованных полимеров оценивали спектро-
фотометрическим методом, а размер, форму и элементный состав образующихся структур опре-
деляли методами сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) и энергодисперсионной
рентгеновской спектроскопии (ЭДС). Показано, что альбумин и полиэтиленимин могут приме-
няться для получения частиц SiO2 и TiO2 соответственно. Такие гомополимеры как поли-D- и по-
ли-L-лилизин эффективно катализируют синтез как кремниевых, так и титановых нанокомпо-
зитных материалов.

Ключевые слова: диоксид кремния, диоксид титана, нанокомпозит, тетракис(2-гидроксиэтил)ортоси-
ликат, титан бис(аммоний лактат)дигидроксид
DOI: 10.31857/S0132342320050218

Наночастицы диоксида кремния и титана при-
меняют в качестве опорных структур для полимер-
ных трансплантов, инертных матриц для катали-
заторов, в системах контролируемого высвобож-
дения биологически активных молекул, а также в
прототипах новейших оптических компонентов
биосенсоров [1, 2]. Разнообразные синтетические
подходы, используемые для получения кремние-
вых и титановых нанокомпозитов часто связаны с
использованием экстремальных значений темпе-
ратуры, pH, давления и др.

Биоминeрализация используется в природе для
построения сложных скелетов организмами из
двух отдаленных таксонов – диатомеями и губка-
ми. Особые белки – силикатеины и силаффины

направляют формирование упорядоченных крем-
ниевых структур на нано- и микрометровом мас-
штабе, создавая конструкции, обладающие выда-
ющимися физическими характеристиками [3]. Как
сами белки, так и белковые и небелковые поли-
меры, разработанные на их основе способны ка-
тализировать биомиметический синтез наноком-
позитных материалов диоксида кремния и титана
в условиях in vitro [4–6]. Однако использованию
таких специализированных биополимеров в тех-
нологическом синтезе биоминералов препятству-
ет их высокая стоимость и сложность получения.

В настоящей работе мы проверили возможность
использования относительно недорогих и доступ-
ных полимеров природного и синтетического про-
исхождения выступать в качестве катализатора и
темплата для поликонденсации диоксида кремния
и титана. При этом в качестве предшественни-
ков были использованы новые водорастворимые
субстраты, тетракис(2-гидроксиэтил)ортосилика-
та (ТГЭОС) и титан бис(аммоний лактат)дигид-
роксида (ТБАЛДГ), которые не требуют предвари-

Сокращения: БСА – бычий сывороточный альбумин;
ЛПЭИ – линейный полиэтиленимин; МГЛ – миоглобин
лошади; ПДЛ – поли-D-лизин; РПЭИ – разветвленный
полиэтиленимин; ПЛЛ – поли-L-лизин; ПХ – пероксидаза
хрена; ТБАЛДГ – титан бис(аммоний лактат)дигидроксид;
ТГЭОС – тетракис(2-гидроксиэтил)ортосиликат.

# Автор для связи: (тел.: +7 (423) 231-04-10; эл. почта:
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тельного гидролиза, отличаются высокой реакци-
онной способностью и биосовместимостью [7, 8].
Поликонденсацию ТГЭОС (ABCR, Германия) и
ТБАЛДГ (Sigma, США) в концентрации 10 мМ
проводили в фосфатно-солевом буфере (pH 7.4),
при комнатной температуре (24°C) в течение 16 ча-
сов при постоянном перемешивании в присутствии
10 мг/мл следующих полимеров: бычий сыворо-
точный альбумин (БСА), пероксидаза хрена (ПХ),
миоглобин лошади (МГЛ), поли-L- и поли-D-ли-
зин (ПЛЛ и ПДЛ соответственно), разветвленный
и линейный полиэтиленимин (РПЭИ и ЛПЭИ со-
ответственно). Первичную оценку эффективно-
сти реакции проводили по возрастанию в раство-
ре количества взвешенных частиц, что выража-
лось в увеличении оптической плотности при
600 нм. Морфологию и состав образованных струк-
тур определяли с помощью электронного сканиру-
ющего микроскопа Merlin (Carl Zeiss, Германия)
с приставкой для энергодисперсионного микро-
анализа.

Такие полимеры как БСА, ПХ, МГЛ, РПЭИ и
ЛПЭИ не проявляли значительной каталитиче-
ской активности в отношении ТГЭОС (рис. 1).
При этом наибольшая эффективность формиро-
вания SiO2 отмечена для БСА, за которым следуют
ПДЛ и ПЛЛ, активность которых уменьшалась в
1.8 и 2.2 раза соответственно, по сравнению с БСА
(рис. 1). В результате реакции образовались сфери-
ческие частицы кремнезема, размер которых варьи-

ровал от 50 нм (ПДЛ) до 1 мкм (БСА) (рис. 2а–2в).
Все синтетические полимеры были способны ин-
дуцировать поликонденсацию ТБАЛДГ, тогда как
белковые матрицы оказались неактивны в отно-
шении этого субстрата. Эффективность поликон-
десации в данном случае убывала в ряду ПЛЛ >
> ПДЛ > РПЭИ > ЛПЭИ (рис. 1). Образовавшие-
ся гибридные полимер-диоксид титановые ком-
позиты представлены сферическими структурами
от 30 нм (ЛПЭИ) до 200 нм (РПЭИ) (рис. 2г–2е).
ЭДС-спектр показывает присутствие характери-
стических линий O, а также Si и Ti в соответству-
ющих образцах (рис. 2). Это доказывает, что по-
лученные нанокомпозитные гранулы состоят из
оксидов кремния и титана. Присутствуют также
пики С – материал подложки и Cr – предвари-
тельно нанесенный проводящий слой.

Морфология частиц, описанных в данной ра-
боте, имеет значительное сходство с частицами SiO2

и TiO2, полученными ранее с использованием био-
полимеров из губок и диатомей [5, 6, 9]. Такой
результат может указывать на наличие универсаль-
ных фундаментальных приниципов биоминерали-
зации и возможности их трансляции в инноваци-
онные синтетические подходы для производства
биомиметических органических и неорганических
гибридных материалов. Описанная способность
доступных полимеров к поликонденсации окси-
дов кремния и титана может быть в дальнейшем

Рис. 1. Сравнение эффективности поликондесации ТГЭОС и ТБАЛДГ под действием природных и синтетических по-
лимеров. Показаны средние значения и стандартные ошибки по результатам трех экспериментов. Разные буквы над
столбцами указывают значимые различия средних значений для каждого из предшественников, P < 0.05 (однофактор-
ный дисперсионный анализ, критерий Фишера).
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испробована для получения упорядоченных на-
ноструктур на различных поверхностях.
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In this report we investigated the ability of some natural and synthetic polymers to serve as a catalyst and a tem-
plate for the polycondensation of silicon and titanium dioxides from their water-soluble precursors – tetrakis(2-
hydroxyethyl)orthosilicate (THEOS) and titanium bis(ammonium lactato)dihydroxide (TiBALDH). The cat-
alytic potential of the studied polymers was estimated spectrophotometrically, and the size, shape and ele-
mental composition of the resulting structures were determined by scanning electron microscopy (SEM) and
energy dispersive x-ray spectroscopy (EDS). It was shown that albumin and polyethyleneimine can be used
to obtain SiO2 and TiO2 particles, respectively. Such homopolymers as the poly-D- and poly-L-lysine effi-
ciently catalyze the synthesis of both silicon and titanium nanocomposite materials.

Keywords: silicon dioxide, titanium dioxide, nanocomposite, tetrakis(2-hydroxyethyl)orthosilicate, titanium
bis(ammonium lactato)dihydroxide


