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В плазматических мембранах эукариотических клеток возможно образование относительно упоря-
доченных липид-белковых доменов. Домены, обогащенные сфингомиелином и холестерином, на-
зывают рафтами. Характер взаимодействия доменов может оказывать существенное влияние на
процессы, для протекания которых необходима колокализация нескольких мембранных белков.
Толщина упорядоченного липидного бислоя превышает толщину окружающей неупорядоченной
мембраны, поэтому предполагается, что на границе упорядоченных доменов возникают упругие дефор-
мации, направленные на сглаживание скачка толщины бислоя. Характерная длина деформаций состав-
ляет несколько нанометров, и при сближении двух доменов деформации, индуцируемые их границами,
начинают перекрываться, что приводит к эффективному латеральному взаимодействию. В настоящей
работе мы теоретически рассмотрели, каким образом изменяется профиль энергии взаимодействия
упорядоченных доменов при адсорбции на мембрану амфипатических пептидов. Амфипатические
пептиды способны частично встраиваться в мембрану, вызывая в ней упругие деформации. Для
анализа энергии деформаций различных конфигураций упорядоченных доменов и амфипатиче-
ских пептидов использовалась теория упругости липидных мембран. В мембране без пептидов при-
ведение в контакт двух параллельных границ упорядоченных доменов требует преодоления некото-
рого энергетического барьера. Согласно результатам наших расчетов, при наличии в мембране ам-
фипатических пептидов высота этого энергетического барьера возрастает в несколько раз. Таким
образом, амфипатические пептиды должны существенно затруднять слияние упорядоченных доме-
нов и способствовать стабилизации ансамбля нанодоменов.

Ключевые слова: амфипатический пептид, рафт, теория упругости мембран, взаимодействие доменов
DOI: 10.31857/S0233475521030075

ВВЕДЕНИЕ
Плазматические мембраны клеток млекопитаю-

щих латерально неоднородны. Считается, что мем-
бранные белки и липиды образуют домены [1, 2],
причем специфическое липидное окружение необ-
ходимо для правильного функционирования белков
[3, 4]. Домены, обогащенные сфингомиелином и хо-
лестерином, называют рафтами [5]. Типичный ла-
теральный размер клеточных рафтов составляет
10–200 нм в зависимости от метода его определения
[1, 6]. Малый размер рафтов существенно затрудня-
ет их экспериментальное исследование in vivo.

В модельных мембранах, которые не содержат
белков и состав которых близок к липидному со-
ставу наружных монослоев плазматических кле-
точных мембран, при понижении температуры
(например, до комнатной) происходит фазовое
разделение [7] и образуются домены микронных
размеров, обогащенные сфингомиелином и холе-
стерином [8]. Такие домены используются в каче-

стве модели клеточных рафтов. Для их исследова-
ния могут применяться различные, в том числе и
оптические, экспериментальные методы. В мо-
дельных мембранах было установлено, что липиды
в доменах находятся в жидкоупорядоченном (Lo)
состоянии, в то время как окружающая мембрана –
жидконеупорядоченная (Ld) [9]. Толщина бислоя
рафтов на 0.5–1 нм превосходит толщину окру-
жающей мембраны [10, 11]. Кроме того, упорядо-
ченные домены практически всегда бислойны:
если в одном монослое мембраны находится упо-
рядоченный домен, то в противоположном моно-
слое в том же месте также будет находиться упо-
рядоченный домен [12, 13].

Физические причины сохранения малого раз-
мера доменов в клеточных мембранах до сих пор
не установлены. Классическая теория кинетики
фазового разделения в жидкой системе предска-
зывает образование единой упорядоченной мак-
роскопической фазы [14], хотя характерное время
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ее формирования может составлять несколько
часов [15]. При этом для некоторых мембранных
процессов, сопровождающихся колокализацией
нескольких мембранных белков, показано, что до
запуска процесса белки были надежно разделены
пространственно и заведомо не взаимодействова-
ли друг с другом [16, 17]. Предполагается, что ис-
ходно белки располагались в различных мембран-
ных доменах, причем случайное слияние доменов
было исключено. В работе [2] из плазматических
мембран было выделено четыре вида доменов, ха-
рактеризующихся различным липидным и белко-
вым составом. Однако в модельных мембранах,
сформированных из трех основных липидных ком-
понентов плазматических клеточных мембран,
упорядоченные домены, как правило, сливаются
практически при каждом столкновении [18]. Мы
полагаем, что за стабилизацию малых доменов в
клеточных мембранах могут быть ответственны
минорные мембранные компоненты, мольные
доли которых составляют доли или единицы
мольных процентов. В частности, в модельной
системе было показано, что при добавлении ган-
глиозида GM1 в концентрации <1 мол. % средний
размер доменов уменьшается в несколько раз [11,
19]. Согласно теоретической модели работы [11],
ганглиозид GM1 накапливается в узкой полосе на
границе доменов и значительно понижает энер-
гию межфазной Lo/Ld-границы. Данная модель
предсказывает аналогичный эффект для любых
мембранных компонентов с ненулевой спонтан-
ной кривизной; спонтанная кривизна ганглиози-
да GM1 положительна и равна ∼0.25 нм–1 [20]. В
частности, было теоретически показано, что на
границе упорядоченных доменов должны накап-
ливаться амфипатические пептиды, также обла-
дающие положительной спонтанной кривизной
[21, 22].

В настоящей работе мы рассмотрели взаимо-
действие параллельных границ двух упорядочен-
ных доменов, разделенных полосой окружающей
мембраны. Предполагалось, что взаимодействие
опосредовано упругими деформациями мембра-
ны. Профили энергии взаимодействия были рас-
считаны для случаев чисто липидной мембраны и
мембраны, на которую адсорбированы и в кото-
рую частично встроены амфипатические пептиды.
Показано, что в чисто липидной мембране для
приведения границ доменов в плотный контакт
необходимо преодолеть энергетический барьер.
При оптимальном расположении адсорбирован-
ных пептидов относительно границ упорядоченных
доменов высота этого энергетического барьера рез-
ко возрастает. Таким образом, минорные мембран-
ные компоненты с ненулевой спонтанной кри-
визной, помимо понижения энергии межфазной
Lo/Ld-границы, должны также затруднять слия-
ние доменов.

ПОСТАНОВКА ЗАДАЧИ

Функционал упругой энергии. Для расчета энер-
гии деформаций мы рассматриваем мембрану как
непрерывную упругую среду. В латеральном на-
правлении мембрана предполагается жидкой в том
смысле, что работа по квазиравновесному лате-
ральному сдвигу равна нулю. Экспериментально
было установлено, что толщина бислоя Lo-фазы
превышает толщину окружающей Ld-мембраны
на 0.5–1 нм [10, 11]. Предполагается, что на гра-
нице Lo-доменов мембрана деформируется таким
образом, чтобы сгладить этот скачок толщины.
Ранее было показано, что энергия деформаций
минимальна, когда границы Lo-доменов в проти-
воположных монослоях мембраны сдвинуты друг
относительно друга на 2–4 нм [23]. Таким образом,
в окрестности границы домена можно выделить три
зоны: Lo-бислой, Ld-бислой и “гибридный” бислой
между ними шириной 2–4 нм, в котором один мо-
нослой находится в Lo-состоянии, а другой – в Ld.

Малые деформации, характерный простран-
ственный масштаб которых значительно превы-
шает толщину мембраны, как правило, хорошо
описываются с помощью классического функцио-
нала упругой энергии, полученного Хельфрихом
[24]. В рамках подхода Хельфриха мембрана рас-
сматривается как двумерная бесконечно тонкая
пленка, не имеющая какой-либо внутренней струк-
туры. Упругая энергия мембраны полностью опре-
деляется формой поверхности и пропорциональна
квадрату ее геометрической кривизны. В настоя-
щей работе исследуются деформации мембраны,
возникающие на характерных масштабах порядка
нескольких нанометров. В связи с этим необхо-
димо учитывать деформацию наклона липидных
молекул относительно нормали к поверхности
липидного монослоя, характерный масштаб ко-
торой сравним с толщиной мембраны, т.е. со-
ставляет несколько нанометров [23, 24]. В рамках
линейной теории упругости липидных мембран
функционал энергии, учитывающий деформа-
цию наклона, был впервые получен Хаммом и
Козловым [25]. В дальнейшем вывод Хамма–Коз-
лова был пересмотрен в работах [26–28], в которых
было показано, что необходимый учет изменения
толщины монослоев мембраны при деформациях
приводит к дополнительным квадратичным слагае-
мым, не учтенным в функционале Хамма–Козлова.
В данной работе для функционала упругой энер-
гии липидного монослоя мы используем следую-
щее наиболее полное квадратичное выражение [28]:
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В данном функционале векторное поле единич-
ных векторов n, называемых директорами, харак-
теризует среднюю ориентацию гидрофобных це-
пей липидов. Директор считается направленным
от гидрофильной части липидных молекул к гид-

рофобной. Поле векторов наклона 

характеризует отклонение директора от нормали
N к так называемой разделяющей поверхности,
которая проходит внутри липидного монослоя в
области сочленения гидрофильной и гидрофоб-
ной частей липидных молекул. Векторные поля n
и T определены на разделяющей поверхности. В

функционале (1) выражение 

описывает поверхностную плотность деформа-

ции изгиба, а последние три слагаемых, 

, – поверхностную

плотность энергии деформации наклона [27, 28].
Кроме того, мы учитываем приложенное к мем-
бране латеральное натяжение σ0, однако прене-
брегаем вкладом деформации латерального рас-
тяжения–сжатия. Таким образом, формально
расчеты проводятся в приближении kA → ∞, где
kA – модуль латерального растяжения–сжатия.
Допустимость данного приближения подтвер-
ждается экспериментальными данными, согласно
которым в мембранах, содержащих холестерин,
модуль латерального растяжения–сжатия значи-
тельно превосходит модуль наклона (kA  kt), и, та-
ким образом, энергия деформации латерального
растяжения–сжатия должна быть значительно
меньше энергии деформации наклона. При этом мы
рассматриваем взаимодействие доменов Lo-фазы,
которая образуется только в мембранах с высоким
содержанием холестерина (∼20–50 мол. %) [29, 30].

Упругие параметры мембраны. Для получения
количественных результатов, использовались сле-
дующие параметры мембраны: модуль изгиба B
полагался равным 20 kBT и 10 kBT (T = 300 K) для
монослоев Lo-домена и окружающей Ld-мембра-
ны, соответственно [29–32]; спонтанные кривиз-
ны монослоев обеих фаз считались равными нулю;
модуль наклона kt = 50 мН/м ≈ 12 kBT/нм2, исходя
из теоретической оценки работы [25], одинако-
вый для обеих фаз; модуль kc = −5 kBT и модуль
kgr = 3 kBT/нм2, согласно оценке, приведенной в
работе [28], одинаковые для обеих фаз. Латераль-
ное натяжение полагалось равным 0.6 мН/м ≈
≈ 0.125 kBT/нм2 в каждом монослое и одинаковым
в обеих фазах. Гидрофобная толщина монослоев
Lo-домена и окружающей Ld-мембраны полага-
лась равной hd = 1.8 нм и hs = 1.3 нм соответствен-
но [10, 33, 34].

Параметризация системы. Будем считать, что
диаметр Lo-домена значительно превышает харак-
терную длину изменения деформаций мембраны.
Это позволяет пренебречь локальной кривизной
границы домена и считать ее прямой линией, вдоль
которой система обладает трансляционной сим-
метрией. Для определенности рассмотрим гори-
зонтальную мембрану. Введем декартову систему
координат Oxyz. Пусть в недеформированном со-
стоянии мембрана параллельна плоскости Oxy,
ось Ox направлена перпендикулярно границе Lo-до-
мена; ось Oy направлена вдоль границы Lo-домена,
ось Oz перпендикулярна плоскости мембраны; на-
чало координат расположено на границе Lo-домена
в нижнем монослое мембраны. Величины, относя-
щиеся к верхнему и нижнему монослоям, будем
обозначать индексами “u” и “l” соответственно.
Обозначим форму разделяющих поверхностей H, а
форму межмонослойной поверхности – M.
Вследствие трансляционной симметрии системы
вдоль границы домена, энергию деформаций можно
относить к единице длины вдоль границы домена, а
векторные величины, входящие в функционал
упругой энергии, заменить их проекциями на ось
Ox: n → nx = n, N → Nx = N, t → tx = t.

Граничные условия. Для описания системы
мембрана разделяется на зоны, соответствующие
бислойному Lo-домену, бислойной окружающей
мембране и переходному участку между ними, в
котором один монослой находится в Lo-состоя-
нии, а другой – в Ld. На границах зон налагаются
условия непрерывности директоров и разделяю-
щих поверхностей. Помимо этого, считается, что
деформации ограничены и затухают (обращаются
в нуль) вдали от границы домена.

Амфипатический пептид будем располагать в
верхнем монослое мембраны параллельно грани-
це упорядоченного домена. В области монослоя,
занятой пептидом, разделяющая поверхность не
существует. Соответственно, участок нижнего мо-
нослоя напротив пептида находится в условиях, от-
личных от условий, в которых находится монослой
в составе бислоя. Для учета этого различия явно
вводится дополнительная зона мембраны – моно-
слой напротив встроенного амфипатического пеп-
тида. На границах этого монослойного участка ди-
ректор и разделяющая поверхность также считают-
ся непрерывными.

При частичном встраивании в мембрану ам-
фипатического пептида должны раздвигаться в
стороны полярные головки липидов. Это приво-
дит к скачку проекции директора на правой и ле-
вой границах пептида (рис. 1).

Для оценки величины скачка проекций дирек-
тора мы предполагаем, что директоры, характе-
ризующие ориентацию гидрофобных цепей ли-
пидных молекул, ближайших к пептиду, направ-
лены в центр масс гидрофобной части участка

≡ −
⋅
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монослоя, расположенного непосредственно под

пептидом:  =  = , где
h – гидрофобная толщина монослоя в недефор-
мированном состоянии; D – диаметр пептида,
который мы оцениваем приблизительно как диа-
метр α-спирали пептида, D = 1.3 нм; nL и nR – зна-
чения проекций директора на правой и левой гра-
ницах пептида, соответственно. При этом, если
пептид находится частично и в Lo-домене, и в
окружающей мембране, то мы полагаем Δn =

,
где δ является долей диаметра пептида, находя-
щейся в Lo-домене, hs и hd – гидрофобные толщины
монослоев окружающей Ld-мембраны и Lo-домена,
соответственно [22]. Помимо этого граничного
условия, мы учитываем возможность вращения
пептида как целого вокруг его продольной оси,
что налагает условие на z-координаты разделяю-
щей поверхности монослоя на правой и левой гра-
ницах пептида: HR – HL = (1/2)D(nL + nR), где HR и

R Ln n− nΔ ( ) ( )2 22 2D h D+

( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2 2 22 2 1 22d sD h D D h D= δ + + − δ +

HL – z-координаты разделяющих поверхностей
на правой и левой границах пептида, соответ-
ственно (рис. 1) [22].

РЕШЕНИЕ ЗАДАЧИ

Уравнения Эйлера–Лагранжа для переходной
зоны между Lo-доменом и окружающей Ld-мембра-
ной. Выражение для функционала упругой энер-
гии (1) выводится в предположении локальной
объемной несжимаемости гидрофобной части
липидного монослоя [28]. Это предположение
оправдано большой величиной модуля объемно-
го сжатия мембран, сравнимого с модулем объем-
ного сжатия воды [35–37]. Условие локальной
объемной несжимаемости имеет вид: Hu – M =

 и  для верхнего

и нижнего монослоя, соответственно [25]. Ра-
бота против латерального натяжения при де-
формации мембраны может быть записана в виде:

.

Кроме того, с требуемой точностью Nu =
= dHu/dx, Nl = –dHl/dx и, соответственно, выраже-
ния для проекций векторов наклона можно записать

в следующем виде: , .

Подставим Hu и Hl из условий объемной несжи-
маемости в выражения для проекций векторов
наклона, а затем все эти выражения подставим в
функционал упругой энергии бислоя (1). Получа-
ющийся функционал зависит от трех неизвест-
ных функций: nu, nl и M. Варьируя функционал по
этим функциям, мы получаем следующую систе-
му линейных дифференциальных уравнений Эй-
лера–Лагранжа:

2
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Рис. 1. Частичное встраивание амфипатического
пептида в липидный монослой приводит к скачку ди-
ректора на правой (nR) и левой (nL) границах пептида.
При повороте пептида вокруг его продольной оси из-
меняются z-координаты разделяющей поверхности
монослоя на правой (HR) и левой (HL) границах пеп-
тида. D – диаметр пептида; h – толщина гидрофобной
части монослоя.
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где , , , ,
. С помощью линейных преобразований

можно получить изолированное уравнение для nu
вида:

(3)

где Ak – известные коэффициенты, зависящие от
упругих параметров мембраны, которые, однако,
слишком громоздкие для их записи в явном виде.
Уравнение (3) является линейным дифференци-

альным уравнением. Находя его решение в явном
виде, можно определить оставшиеся неизвестные
функции nl и M, подставив решение для nu в си-
стему уравнений (2).

Уравнения Эйлера–Лагранжа для зон Lo-домена
и окружающей Ld-мембраны. Для зон мембраны,
соответствующих бислойному Lo-домену и бис-
лойной окружающей Ld-мембране, можно запи-
сать:  и . Поэтому система
уравнений (2) значительно упрощается:

(4)

где , . Решение первого
уравнения легко находится, но является слишком
объемным для его записи здесь в явном виде. С
помощью линейных преобразований оставшихся
двух уравнений мы получаем следующее изоли-
рованное уравнение для M:

(5)

Явное решение данного уравнения также являет-
ся слишком объемным для того, чтобы быть пред-
ставленным здесь. После подстановки этого ре-
шения в систему (4) находится решение для , и
затем выражаются nu и nl.

Уравнения Эйлера–Лагранжа для участка моно-
слоя под пептидом. Зона под пептидом представ-
ляет собой участок нижнего липидного моно-
слоя, уравнения Эйлера–Лагранжа для которого
имеют следующий вид:

(6)

С помощью линейных преобразований можно
получить изолированное линейное дифференци-
альное уравнение для функции M, которое совпа-
дает с уравнением (5). Подставляя соответствую-
щее решение в систему (6), мы находим решение
для nl.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Деформации мембраны в переходной зоне между
Lo- и Ld-фазами. Рассмотрим структуру переход-
ной зоны между Lo-доменом и окружающей
Ld-мембраной в отсутствие пептида. Глобально-
му минимуму упругой энергии системы соответ-
ствует относительный сдвиг границ упорядочен-
ных монослойных доменов, расположенных в
противоположных монослоях мембраны, на рас-
стояние L0 = 2 нм (рис. 2а); при этом из-за сим-
метрии системы энергия не зависит от знака L0.
При дальнейших расчетах это расстояние фикси-
ровалось и полагалось равным либо L0 = 2 нм, ли-
бо L0 = −2 нм. Вблизи границы домена происхо-
дит изменение гидрофобной толщины бислоя от
2hd в области Lo-домена до 2hs в области Ld-мем-
браны вдали от границы. Кроме того, локальная
эффективная кривизна разделяющих поверхностей
липидных монослоев, характеризующаяся величи-
ной div(n), отлична от нуля только в узкой области
вблизи границы домена (рис. 2б). Отметим, что ха-
рактерная длина затухания деформаций, возникаю-
щих на границе домена, составляет несколько на-
нометров (рис. 2б).
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Рис. 2. Энергия и распределение деформаций вблизи границы упорядоченного домена. а – Зависимость энергии
упругих деформаций мембраны, возникающих на границе Lo-домена с окружающей Ld-мембраной, от относитель-
ного сдвига L границ монослойных упорядоченных доменов, расположенных в противоположных монослоях. Мини-
мум энергии достигается при L = L0 ≈ 2 нм. б – Латеральное распределение эффективной кривизны монослоев, div(n)
(зависимость от координаты x): сплошные зеленая и синяя кривые – в нижнем монослое; штриховые красная и оран-
жевая кривые – в верхнем монослое; зеленая и оранжевая кривые – конфигурация L0 = 2 нм; синяя и красная кривые –
конфигурация L0 = –2 нм. Точка x = 0 соответствует положению границы Lo-домена в нижнем монослое.
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Оптимальное положение амфипатического пеп-
тида относительно границы Lo-домена. Частично
встроенный в мембрану амфипатический пептид
деформирует мембрану вследствие ненулевого
скачка проекции директора на его правой и левой
границах. Характерные длины затухания деформа-
ций, индуцированных амфипатическим пепти-
дом, составляют несколько нанометров. Перекры-
тие деформаций, возникающих вблизи границы
Lo-домена и деформаций, индуцированных ам-
фипатическим пептидом, приводит к эффектив-
ному латеральному взаимодействию границы и
пептида. Согласно расчетам, энергия упругих де-
формаций оказывается минимальна, когда пептид
располагается в Lo-фазе вблизи границы [21, 22]. На
рис. 3а показаны зависимости упругой энергии
системы, отнесенной к единице длины вдоль гра-
ницы домена, от координаты X0 правой границы
пептида для случаев L0 = 2 нм и L0 = −2 нм; точке
x = 0 соответствует положение границы Lo-доме-
на в нижнем монослое. Чтобы найти абсолютную
упругую энергию, необходимо отнесенную к еди-
нице длины вдоль границы домена энергию умно-
жить на эффективную длину пептида в направле-
нии границы домена [38]. Эффективная длина
классических антимикробных пептидов типа ме-
литтина и магаинина составляет 4–6 нм. Таким об-
разом, глубина минимума упругой энергии при оп-

тимальном расположении пептида относительно
границы домена составляет (0.8 – 0.9 kBT/нм) × (4 –
– 6 нм) ≈ 3 – 5.5 kBT, что в несколько раз превосходит
среднюю энергию, приходящуюся на одну поступа-
тельную степень свободы пептида, т.е. 0.5kBT. Из
этого можно заключить, что частично встроенные
в мембрану амфипатические пептиды должны вы-
страиваться вдоль границы Lo-доменов. Форма
мембраны, рассчитанная для оптимальных поло-
жений пептида, показана на рис. 3б.

Взаимодействие Lo-доменов без пептидов. Ранее
[18, 39] в мембране без пептидов было рассмотрено
латеральное взаимодействие границ двух Lo-доме-
нов, разделенных полосой Ld-бислоя, и было пока-
зано, что для приведения границ в контакт и после-
дующего слияния доменов необходимо преодолеть
энергетический барьер высотой ∼0.1–0.2kBT/нм.
Поскольку амфипатические пептиды, как правило,
отталкиваются друг от друга при сильном сближе-
нии [28, 38], можно предположить, что для слияния
Lo-доменов, вдоль границ которых выстроены
амфипатические пептиды в оптимальных поло-
жениях, высота энергетического барьера должна
увеличиваться по сравнению со случаем слияния
доменов в мембране без пептидов.

На рис. 4а показана зависимость упругой
энергии системы от минимального расстояния A
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между Lo-доменами за вычетом энергии при бес-
конечном расстоянии между Lo-доменами (A = ∞).
Из данного графика следует, что для приведения
границ в плотный контакт и последующего слияния
доменов необходимо преодолеть энергетический
барьер, высота которого составляет ∼0.14 kBT/нм.
При сближении Lo-доменов упругая энергия сна-
чала уменьшается и достигает минимума при рас-
стоянии A = 4.5 нм. При дальнейшем сближении
упругая энергия возрастает, достигая максимума
при расстоянии между доменами A = 1.5 нм. На
рис. 4б показана форма мембраны при A = 10 нм.
Рисунок 4 иллюстрирует только случай L0 = −2 нм,
поскольку вследствие симметрии системы зави-
симость упругой энергии от расстояния между
Lo-доменами и форма мембраны совпадают для
случаев L0 = 2 нм и L0 = –2 нм.

Взаимодействие Lo-доменов в случае наличия
амфипатических пептидов на их границах. Рас-
смотрим взаимодействие Lo-доменов в мембране,
в которую частично встроены амфипатические
пептиды. Как следует из рис. 3а, глобальному ми-
нимуму упругой энергии соответствует положе-
ние амфипатического пептида вблизи границы
Lo-домена. Зафиксируем амфипатические пептиды
в оптимальных положениях относительно границ
Lo-доменов в соответствии с рис. 3. Рассмотрим
латеральное взаимодействие двух Lo-доменов,
границы которых полностью заполнены линией
амфипатических пептидов. Зависимость упругой

энергии системы от минимального расстояния A
между Lo-доменами показана на рис. 5а, 5б для
случаев L0 = 2 нм и L0 = –2 нм, соответственно, за
вычетом упругой энергии системы при бесконеч-
ном расстоянии между Lo-доменами (A = ∞).

Из рис. 5 следует, что высота энергетического
барьера, который необходимо преодолеть для
приведения границ доменов в плотный контакт,
значительно повышается в случае, когда вдоль
границ доменов расположены амфипатические
пепитды. В конфигурации L0 = 2 нм высота ба-
рьера составляет 0.56kBT/нм, а в конфигурации
L0 = −2 нм – приблизительно 4.8kBT/нм. В случае
взаимодействия доменов без пептидов, высота
соответствующего энергетического барьера со-
ставляла 0.14kBT/нм.

Приведенная расчетная величина высоты
энергетического барьера слияния доменов в
присутствии пептидов на их границах может
быть несколько завышена, поскольку при расче-
тах положение пептидов относительно границ
доменов считалось фиксированным. Однако мо-
жет оказаться, что при сближении доменов пеп-
тидам будет энергетически выгодно сдвинуться
относительно положения, соответствующего гло-
бальному минимуму энергии на рис. 3а. Тем не
менее, величину этого барьера возможно оценить
снизу. Рассмотрим зависимость упругой энергии
системы от расстояния между пептидами, когда
расстояние между доменами равно нулю, A = 0,

Рис. 3. Оптимальное положение амфипатического пептида относительно границы Lo-домена. а – Зависимости упру-
гой энергии системы от координаты X0 правой границы пептида для случаев L0 = 2 нм (зеленая кривая) и L0 = −2 нм
(красная кривая). б – Форма мембраны при оптимальных положениях амфипатического пептида, соответствующих
глобальным минимумам упругой энергии системы, для случаев L0 = 2 нм (вверху) и L0 = −2 нм (внизу). Пептид пока-
зан темно-серым эллипсом; упорядоченные домены показаны серым цветом; окружающая мембрана показана свет-
ло-серым цветом; пунктирной линией показана межмонослойная поверхность M(x).

aW, kBT/нм

3

2

1

0
1050–5–10

X0, нм

L0 = –2 нм

L0 = 2 нм

б

–5–10 105

z, нм

x, нм

10

L0

–5–10 105

z, нм

x, нм

10

L0



170

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 3  2021

ПИНИГИН и др.

т.е. в случае, когда произошло слияние двух из че-
тырех монослойных доменов. Вычтем из этой за-
висимости величину энергии в глобальном мини-
муме в случае, когда домены находятся далеко

друг от друга (A = ∞), т.е. вычтем удвоенную ми-
нимальную энергию на кривых W(X0) рис. 3а. По-
лучающиеся зависимости энергии от расстояния
между пептидами приведены на рис. 6; при неко-

Рис. 4. Латеральное взаимодействие двух Lo-доменов в мембране без амфипатических пептидов. а – Зависимость пол-
ной упругой энергии системы от расстояния A между Lo-доменами за вычетом энергии при бесконечном расстоянии
между Lo-доменами (A = ∞). б – Форма мембраны при A = 10 нм. Упорядоченные домены показаны серым цветом; окру-
жающая мембрана показана светло-серым цветом; пунктирной линией показана межмонослойная поверхность M(x).
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Рис. 5. Взаимодействие двух Lo-доменов, вдоль границ которых расположены амфипатические пептиды. Амфипати-
ческие пептиды зафиксированы в оптимальных положениях относительно границ Lo-доменов в соответствии с рис. 3.
Зависимость упругой энергии системы от минимального расстояния A между Lo-доменами за вычетом энергии при
A = ∞ для случаев: а – L0 = 2 нм; б – L0 = –2 нм. На вставках на графиках показана форма мембраны при A = 10 нм.
Пептид показан темно-серым эллипсом; упорядоченные домены показаны серым цветом; окружающая мембрана по-
казана светло-серым цветом; пунктирной линией показана межмонослойная поверхность M(x).
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тором расстоянии между пептидами энергия имеет
глобальный минимум. Высота энергетического
барьера слияния доменов в присутствии пептидов
на их границах не может быть ниже, чем величина
энергии в этом глобальном минимуме. Это связа-
но с тем, что высота энергетического барьера на
траектории между начальным (A = ∞) и конеч-
ным (A = 0) состояниями системы, каждое из ко-
торых характеризуется локальным минимумом
упругой энергии по положению пептидов, не мо-
жет быть меньше, чем разница энергий конечно-
го и начального состояний. Эта разница и соот-
ветствует минимумам энергии на графиках рис. 6.

Из рис. 6 следует, что для случая L0 = 2 нм высота
энергетического барьера слияния доменов должна
быть не менее ∼0.53kBT/нм, а для L0 = −2 нм – не
менее ∼1.16kBT/нм. Данные оценки высоты ба-
рьера превосходят в ∼3.8 раза и в ∼8.3 раза высоту
энергетического барьера слияния доменов в мем-
бране без пептидов для конфигураций L0 = 2 нм и
L0 = −2 нм соответственно (рис. 4). Таким обра-
зом, можно заключить, что высота энергетиче-
ского барьера слияния Lo-доменов повышается в
несколько раз в случае, если на мембрану адсор-
бированы амфипатические пептиды.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы рассмотрели латеральное

взаимодействие липидных упорядоченных доме-
нов, опосредованное упругими деформациями мем-
браны, в случае, когда в мембрану частично встрое-

ны амфипатические пептиды. Ранее было показано
[21, 22], что с точки зрения минимизации энергии
деформаций мембраны амфипатическим пепти-
дам выгодно расположиться вблизи границы до-
менов. Это связано с тем, что при частичном
встраивании в мембрану амфипатического пеп-
тида раздвигаются в стороны полярные головки ли-
пидов и индуцируется положительная кривизна
мембраны, т.е. мембрана становится локально вы-
пуклой для наблюдателя, расположенного со сторо-
ны амфипатического пептида. Иными словами, ам-
фипатические пептиды обладают положительной
спонтанной кривизной. Упругая энергия мини-
мальна, когда локальная геометрическая кривиз-
на липидного монослоя совпадает со спонтанной
кривизной, индуцируемой мембранными ком-
понентами. Однако геометрическая кривизна
мембраны, в которой сосуществуют Lo- и Ld-фа-
зы, отлична от нуля лишь в узкой области вблизи
межфазной Lo/Ld-границы (рис. 2б); остальная
часть мембраны – плоская, и кривизна ее поверх-
ности равна нулю. Таким образом, упругая энер-
гия мембраны минимальна, когда амфипатиче-
ские пептиды располагаются вблизи межфазной
Lo/Ld-границы в областях, в которых разделяю-
щие поверхности липидных монослоев локально
выпуклые.

Ранее было показано [18, 39], что в мембране без
пептидов для приведения границ двух Lo-доменов в
контакт и их последующего слияния необходимо
преодолеть энергетический барьер. Кроме того, в
работах [28, 38] было показано, что два амфипа-

Рис. 6. Зависимость упругой энергии системы от расстояния между пептидами при A = 0, за вычетом упругой энергии
системы при A = ∞ для случаев L0 = 2 нм (зеленая кривая) и L0 = −2 нм (красная кривая).
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тических пептида, встроенные в один и тот же мо-
нослой мембраны, отталкиваются на расстояниях
порядка нескольких нанометров. В связи с этим
можно ожидать, что наличие пептидов на границе
Lo-доменов должно приводить к увеличению вы-
соты энергетического барьера процесса слияния
доменов. Действительно, как показывают наши
расчеты, высота барьера увеличивается: в случае
конфигурации L0 = 2 нм высота увеличивается
как минимум в ∼3.8 раза, а в случае L0 = −2 нм –
в ∼8.3 раза. Отметим, что конфигурация границ
доменов L0 = −2 нм наиболее вероятно реализует-
ся в плазматических мембранах клеток млекопита-
ющих. Плазматические мембраны асимметричны
по липидному составу монослоев. Их наружный
монослой относительно обогащен насыщенными
липидами [40], которые преимущественно и фор-
мируют упорядоченные домены [9]. Таким обра-
зом, суммарная площадь упорядоченных доменов
в наружном монослое плазматической мембраны
должна быть больше, чем во внутреннем моно-
слое. В среднем, в каждом бислойном рафте в
плазматической мембране площадь монослойно-
го упорядоченного домена, расположенного в на-
ружном монослое, должна превышать площадь
домена во внутреннем монослое. Амфипатиче-
ские пептиды, как правило, находятся или добав-
ляются снаружи клеток и встраиваются в наруж-
ный монослой плазматической мембраны. Это
соответствует конфигурации L0 = –2 нм, если
считать наружный монослой верхним, а внутрен-
ний – нижним в наших обозначениях.

Увеличение высоты энергетического барьера
слияния доменов может препятствовать образо-
ванию макроскопических доменов в мембране.
Экспериментально было показано [41, 42], что в
результате фазового разделения с образованием
упорядоченной Lo- и неупорядоченной Ld-фаз мо-
гут образовываться либо макроскопические домены
характерного размера порядка нескольких мик-
рометров, либо нанодомены характерного разме-
ра порядка десятков нанометров. В работе [42]
было продемонстрировано, что средний размер
доменов определяется величиной линейного на-
тяжения их границы: макроскопические домены
образуются, только когда линейное натяжение
превосходит приблизительно 0.3 пН ≈ 0.075kBT/нм.
Амфипатические пептиды повышают энергию
межфазной Lo/Ld-границы (ср. рис. 2а и 3а); од-
нако пептиды могут стабилизировать нанодоме-
ны за счет затруднения их слияния (рис. 5), по-
скольку увеличение размера доменов на поздних
стадиях фазового разделения происходит пре-
имущественно за счет их слияния [15].

Амфипатические пептиды в настоящее время
рассматриваются как перспективные антимик-
робные препараты [43, 44]. Показано, что некото-
рые амфипатические пептиды способны адсор-

бироваться на мембранах бактериальных клеток и
вызывать в них образование сквозных пор [44].
Избирательное связывание пептидов с бактери-
альными мембранами обеспечивается, в основ-
ном, различием электрического заряда наружных
монослоев плазматических мембран эукариоти-
ческих и бактериальных клеток: наружные моно-
слои бактериальных мембран имеют отрицатель-
ный заряд, в то время как наружные монослои
мембран эукариотических клеток электрически
нейтральны. В связи с этим, перспективные анти-
микробные пептиды, как правило, несут большой
положительный заряд [43, 44]. Степень избира-
тельности антимикробного пептида характеризу-
ется его антибактериальным и гемолитическим
действием, т.е. соотношением эффективностей
образования пор в мембранах бактериальных и
эукариотических клеток. Низкая гемолитическая
активность подразумевает, что концентрация ад-
сорбирующегося пептида на мембранах эукарио-
тических клеток недостаточна для эффективного
образования сквозных пор. Однако из результа-
тов нашей работы следует, что, даже если амфи-
патический пептид не разрушает мембрану эука-
риотической клетки, он может существенно из-
менять характеристики взаимодействия рафтов.
В работе [45] было показано, что при замене в
рафтообразующей смеси холестерина на его ме-
таболический предшественник, 7-дегидрохолесте-
рин, рафты при столкновениях начинают “слипать-
ся”: они не сливаются и не расходятся на большие
расстояния, образуя протяженные агрегаты круг-
лых доменов. У человека недостаток холестерина
и накапливание 7-дегидрохолестерина вызывает
синдром Смита–Лемли–Опитца [46]. Таким об-
разом, вариация характера взаимодействия раф-
тов может иметь серьезные последствия как на
уровне отдельных клеток, так и на уровне орга-
низма в целом. Насколько нам известно, подоб-
ный побочный эффект, потенциально вызывае-
мый антимикробными пептидами, ранее систе-
матически не исследовался.

В работах [11, 21] было показано, что липиды,
обладающие положительной спонтанной кри-
визной, например ганглиозид GM1, также долж-
ны накапливаться в узкой полосе вблизи межфаз-
ной Lo/Ld-границы. Аналогично полосе амфипа-
тических пептидов, полоса таких липидов должна
индуцировать скачок проекции директора на сво-
ей правой и левой границах, что, в свою очередь,
должно приводить к повышению высоты энерге-
тического барьера, который необходимо преодо-
леть для приведения границ Lo-доменов в плот-
ный контакт. Этот вывод согласуется с экспери-
ментальными данными: в работах [11, 19, 41],
было показано, что наличие ганглиозида GM1 в
мембране стабилизирует нанодомены, по-види-
мому, за счет понижения вероятности их слияния
при столкновениях. Ганглиозиды находятся пре-
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имущественно во внешних монослоях плазмати-
ческих мембран клеток, что соответствует конфи-
гурации L = −2 нм в наших обозначениях.

Таким образом, из результатов наших расчетов
можно заключить, что амфипатические пептиды,
встроенные в монослой липидной мембраны, в
которой сосуществуют домены жидкоупорядо-
ченной и жидконеупорядоченной фаз, должны
существенно затруднять слияние доменов и, тем
самым, стабилизировать ансамбль нанодоменов.

Работа выполнена при частичной поддержке
Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации.
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Interaction of Ordered Lipid Domains in the Presence of Amphipatic Peptides
K. V. Pinigin1, T. R. Galimzyanov1, and S. A. Akimov1, *

1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences,
Moscow, 119071 Russia

*e-mail: akimov_sergey@mail.ru

In the plasma membranes of eukaryotic cells, relatively ordered lipid–protein domains can be formed. The
characteristics of the interaction of domains can have a significant effect on the processes that require the co-
localization of several membrane proteins. The ordered lipid bilayer is thicker than the surrounding disordered
membrane. Therefore, it is expected that elastic deformations arise at the boundary of ordered domains, aiming
at smoothing the jump in bilayer thickness. The typical length of the deformations equals several nanometers,
and, as two domains approach each other, the deformations induced by their boundaries begin to overlap,
thereby leading to the effective lateral interaction. In this work, we theoretically considered the influence of
amphipathic peptides, adsorbed on the membrane, on the interaction energy of ordered domains. Amphi-
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pathic peptides can partially incorporate into the membrane, inducing elastic deformations therein. We used
the theory of lipid membrane elasticity to analyze the deformation energy of various configurations of ordered
domains and amphipathic peptides. In a membrane without peptides, it is necessary to overcome some ener-
gy barrier to bring two parallel boundaries of ordered domains into contact with each other. According to the
results of our calculations, the presence of amphipathic peptides in a membrane leads to a severalfold increase
in the height of this energy barrier. Thus, amphipathic peptides should significantly hinder the fusion of or-
dered domains and thereby contribute to the stabilization of the ensemble of nano-domains.

Keywords: amphipathic peptide, raft, theory of membrane elasticity, domain interaction
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Проведен теоретический анализ поверхностного (дзета) потенциала липосом из анионного фосфо-
липида, кардиолипина, измеренного ранее электрокинетическим методом в присутствии молекул
полилизина разной молекулярной массы и фонового электролита, KCl, в концентрации 10, 40 и
100 мМ. Для аппроксимации экспериментальных зависимостей потенциала от количества полилизина
в суспензии использована теоретическая модель с параметрами, среди которых наиболее физически
значимыми являются толщина полимерного слоя, константа адсорбции и доля занятой полипептидом
поверхности липидных мембран в области насыщения. Найденные значения параметров модели пока-
зывают влияние длины молекул полипептида на структуру полимерного слоя от однородного до не-
равномерно распределенного по поверхности. Заметное снижение эффективности адсорбции при
увеличении ионной силы среды объяснено конформационными перестройками макромолекул на
поверхности и понижением площади, доступной для их адсорбции при насыщении поверхности.

Ключевые слова: липидные мембраны, кардиолипин, адсорбция полилизина, электрофоретическая
подвижность
DOI: 10.31857/S0233475521030051

ВВЕДЕНИЕ
В многочисленных биомедицинских приложе-

ниях все большую роль играют коллоидные сус-
пензии липосом, покрытых полимерным слоем
натуральных и синтетических полиэлектролитов
[1, 2]. В составе липосом, имитирующих поверх-
ность клеточных мембран, обычно присутствуют
анионные фосфолипиды, которые создают отри-
цательный заряд поверхности, характерный для ли-
пидного матрикса биомембран. По этой причине
большое значение для решения биотехнологиче-
ских задач приобретают положительно заряженные
полимеры, поликатионы, и, в частности, линейные
полимеры на основе лизина. Синтетические поли-
катионы и полилизины разной длины и молекуляр-
ной массы находят применение при создании ком-
плексных систем доставки генов и лекарственных
препаратов, антибактериальных средств и анти-
септиков разного типа [3–5]. Ключевую роль в
этих разработках играют сведения о характере ад-
сорбции поликатионов на поверхности, прежде
всего об их электростатических взаимодействиях
с заряженной поверхностью клеток и их липид-
ных аналогах [6–8]. Не менее важным фактором
является и изменение энтропии системы, сопро-

вождающее конформационную перестройку мо-
лекул поликатиона при их связывании с поверх-
ностью [9]. Одним из возможных способов экспе-
риментального изучения таких взаимодействий
являются электрокинетические измерения [10–
12]. Количественное описание результатов таких
измерений осуществляется в рамках теоретиче-
ских моделей различной сложности, развитие ко-
торых можно проследить в течение нескольких
десятилетий [11, 13, 14].

Ранее мы сформулировали модель, включаю-
щую минимальный набор параметров, достаточ-
ных для описания электрокинетических данных с
учетом основных экспериментальных фактов.
Согласно опубликованным в литературе сведени-
ям, при адсорбции полилизинов может происхо-
дить изменение знака заряда липидных мембран
[15, 16], причем отрицательно заряженные липиды
кластеризуются под молекулами адсорбирующего-
ся полимера [17, 18]. В работах [6, 16] исследована
обратимость адсорбции для полимеров с различной
степенью полимеризации, которая становится
практически необратимой при повышении моле-
кулярной массы полимера [16, 19]. Молекулярно-
динамические методы в целом подтверждают эти

УДК 577.352.27
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наблюдения [20, 21] и обнаруживают изменение
конформации цепей поликатиона большой дли-
ны, экспонированных в раствор [22]. Электростати-
ческое взаимодействие поликатионов с поверхно-
стью, безусловно, должно зависеть от состава окру-
жающей среды и, прежде всего, от ионной силы
раствора. В частности, исследования, проведенные
методом Монте-Карло, предсказывают понижение
адсорбционной способности поликатионов при
высокой ионной силе раствора [23]. Очевидно, что
все перечисленные факты и их связь с ионным со-
ставом водного окружения должны найти отра-
жение в изменении параметров теоретической
модели. В данной работе мы демонстрируем эту
связь на примере предложенной нами ранее мо-
дели, в которой участвуют физически значимые
характеристики системы: константа связывания
K, толщина слоя адсорбировавшегося полимера h
и доля площади β0, занятой полимером в насыще-
нии [24]. Следует отметить, что все параметры
модели имеют ясный физический смысл и их зна-
чения могут быть верифицированы другими ме-
тодами, например методом атомно-силовой мик-
роскопии [16].

ОПИСАНИЕ МЕТОДОВ
Нами были использованы экспериментальные

данные по адсорбции полилизинов различной
длины на липосомах из отрицательно заряженно-
го липида кардиолипина (КЛ), частично опубли-
кованные в [15]. В этой работе электрофоретиче-
скую подвижность мультислойных липосом раз-
мером около 0.5 мкм при типичном содержании
липида в суспензии 1 мг/мл фонового раствора

(10, 40 и 100 мМ KCl, pH около 6.5 при температуре
22°С) измеряли методом динамического свето-
рассеяния на оборудовании Zetasizer II (Malvern
Inst., Великобритания) с применением коррелятора
PhotoCor-SP (США). Дзета-потенциал липосом
определялся по результатам измерения электро-
кинетической подвижности в предположении, что
выполняется соотношение Смолуховского. Поста-
новка эксперимента и методов анализа данных
приведена в цитированной работе и обзоре [25].

Для аппроксимации электрокинетических дан-
ных нами была разработана теоретическая модель,
учитывающая особенности адсорбции полиэлек-
тролитов [24]. Не вдаваясь в детали вывода формул,
используемых в модели, приведем здесь основ-
ные ее положения. Во-первых, мы считаем, что ве-
личина дзета-потенциала совпадает с электриче-
ским потенциалом на поверхности мембраны φ.
Мы считаем, что последний представляет собой
сумму двух различных вкладов – потенциала φ1 в
области над адсорбированным полимером и по-
тенциала φ0 в области, свободной от полимера
(см. рис. 1).

Величина электрокинетического потенциала
везикулы φ принимается равной средневзвешен-
ному по площади покрытия поверхности полиме-
ром значению потенциалов φ1 и φ0:

(1)

где с – концентрация полилизина, выраженная в
молярных единицах одиночных звеньев полимера,
а β обозначает долю занятой им площади. Чтобы
исследовать свойства адсорбированного полимера,
необходимо связать потенциалы φ1 и φ0 с поверх-

( ) ( ) ( )( )1 01 ,c c cφ = β φ + − β φ

Рис. 1. Схематическое изображение рассматриваемой системы полимер–липид в растворе электролита с дебаевской
длиной экранирования, равной λ. Потенциал вблизи поверхности над участком мембраны, занятым полимером, обо-
значается φ1, с плотностью заряда σ1. Потенциал над свободным от полимера участком мембраны обозначается φ0, с
поверхностной плотностью заряда σ0. Заряд адсорбированных молекул полимера полагается равномерно распреде-
ленным по толщине слоя h. Объемная плотность заряда обозначается как ρ0.

�

h �0
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ностной плотностью заряда σi в данной области.
Для этого используется модель Гуи–Чепмена:

(2)

где e – заряд электрона, c0 – концентрация элек-
тролита, σi – плотность заряда на разных участках
поверхности. Предполагается, что заряд липида
равномерно распределен по области адсорбции
на мембране с поверхностной плотностью σ0, а
полимер равномерно заряжен с объемной плот-
ностью заряда ρ0 и адсорбируется в виде областей
со средней высотой h (рис. 1). В этом случае плот-
ность заряда на поверхности в области с адсорби-
рованным полимером вычисляется по формуле:

. (3)
Мы учитываем, что в адсорбированном состоя-
нии толщина полимера не может быть ниже опре-
деленного порогового значения h0, например, со-
ответствующему размерам мономера лизина. Мы
принимаем это значение равным примерно 0.5 нм в
соответствии с данными [22]. Для удобства мы
нормируем толщину h на значение h0 и оперируем
в дальнейшем безразмерной величиной d = h/h0.

При построении изотермы адсорбции мы учи-
тываем, что в обычном эксперименте количество
адсорбируемого вещества в растворе фиксирова-
но. Это приводит к понижению концентрации
полимера в экспериментальной ячейке на неко-
торую величину Δc поскольку заметная часть ве-
щества адсорбируется на достаточно большой по-
верхности липосом (десятки см2 при количестве
липида около 1 мг в 1 мл суспензии), величина Δc
пропорциональна доле площади мембран β, заня-
той адсорбированным полимером; параметр G
отражает уменьшение концентрации полимера,
пропорциональное величине β. Подобное пред-
положение было успешно использовано ранее в
работах [25, 26] при анализе адсорбции высоко-
афинных неорганических многовалентных кати-
онов. Коэффициент G может быть записан в сле-
дующем виде [24]:

 , (4)

где Clip – суммарное количество липида, образую-
щего липосомы (в мг/мл раствора); Mcl – моляр-
ная масса КЛ.

Мы предполагаем, опираясь на полученные
ранее экспериментальные данные, что доля пло-
щади β в области насыщения не может быть боль-
ше некоторого фиксированного значения β0, кото-
рое должно зависеть от доли КЛ в составе мембра-
ны, как это обнаруживается в эксперименте [16].
Однако адсорбция полимерных молекул в общем
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случае обратима, а степень обратимости можно ха-
рактеризовать константой связывания K, завися-
щей от размеров полимерной цепи. Таким образом,
кинетическое уравнение адсорбции полипептидов
может быть записано в следующем виде:

. (5)

В стационарных условиях левая часть формулы
(5) равна нулю. Решая уравнение относительно β,
можно получить явный вид изотермы адсорбции
β(c). В итоге после подстановки всех формул в
исходное выражение (1), мы получаем зависи-
мость потенциала φ от концентрации c мономе-
ров полилизина в ячейке и от параметров K, d и
β0. Аппроксимируя экспериментальные данные
полученной функцией φ = φ(c, K, d, β0) мы нахо-
дим зависимость этих параметров от исследуе-
мой характеристики системы – ионной силы.

Для вычисления ошибки в процессе аппрок-
симации экспериментальных данных был ис-
пользован метод наименьших квадратов. Для
оценки доверительного интервала мы используем
метод, применявшийся ранее в работе [27]. Пред-
положим, что имеется Nex экспериментальных то-
чек вида (ci, φi), i = 1, …, Nex. Функция ошибок E,
зависящая от параметров минимизации pj, j = 1,
…, M, определяется по формуле:

(6)

Функция E минимизируется по параметрам pj,
что дает искомые значения параметров модели

. Доверительный интервал для параметров 
находится следующим образом: для каждого из
параметров pj фиксируются все остальные пара-
метры, отвечающие минимуму функции ошибки,
и строится зависимость функции ошибки E( ,

…, , pj, , …, pM) от рассматриваемого пара-

метра в окрестности оптимальных значений .
Доверительным интервалом параметра является
интервал, в котором ошибка изменяется не более
чем на 5% от своего минимального значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ
Нами получены экспериментальные данные

по адсорбции полилизинов различной молеку-
лярной массы на липосомы, составленные из КЛ
при различных значениях ионной силы раствора
(рис. 2). Данные приведены для полилизинов,
длина которых оценивалась по среднему значению
молекулярной массы полилизинов. Эта масса
определялась вискозиметрически согласно пас-
портным данным препаратов, таблица которых
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приведена ранее при публикации оригинальных
экспериментальных данных в [15, 28]. Средняя
степень полимеризации препаратов n = 5, 12, 130
и 1435 указана на рисунке. Измерения были про-
ведены при трех значениях ионной силы раство-
ров KCl – I = 10 мМ; I = 40 мМ; I = 100 мМ.

Как видно из рис. 2, экспериментальные точки
для лизина со средней степенью полимеризации
1400 и 130 практически совпадают вне зависимо-
сти от ионной силы. В силу этого целесообразно
объединить полилизины с n ≈ 130 и с n ≈ 1400 в од-
ну группу, условно называемую длинными поли-
мерами. Полилизины с n = 12 и с n = 5 будут назы-
ваться, соответственно, полимерами средней длины
и короткими. Ранее нами было показано, что
ключевые характеристики полимеров – d, β0 и K –
существенно различаются для полимеров различ-
ной длины [24]. Следуя обозначениям, принятым
в данной работе, характеристики, относящиеся к
длинным полимерам, мы будем обозначать ниж-
ним индексом L, к полимерам средней длины –
индексом M, к коротким полимерам – индексом
S. В данной работе мы исследуем изменение дан-
ных параметров при варьировании ионной силы

I. В дальнейшем параметры, относящиеся к фик-
сированным значениям ионной силы, будем обо-
значать верхним индексом: 10, 40 и 100 для значе-
ний I = 10, 40 и 100 мМ соответственно. В пере-
численных растворах ионная сила определяет
длину экранирования Дебая, равную 3, 1.9 и 1 нм
соответственно. Поскольку размеры липосом су-
щественно превышают дебаевскую длину экра-
нирования, мы в дальнейшем не делаем различия
между значениями дзета и поверхностного потен-
циалов, как это оказывается необходимым в рам-
ках модели электрического двойного слоя Гуи–
Чепмена–Штерна во многих других случаях [25].

Теоретическая модель, используемая для ап-
проксимации данных рис. 2, предлагает три ва-
рьируемых параметра – безразмерную толщину d,
константу связывания K и долю поверхности, за-
нятую полимером в насыщении β0. Каждый из
них в общем случае может зависеть как от ионной
силы, так и от размера полимерной молекулы. Та-
ким образом, имеется восемь значений для каж-
дого из них: , , , , ,

, ,  и аналогичный набор для d и K.
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0( )Lβ 40

0( )Lβ 00
0

1( )Lβ 10
0( )Mβ 00

0
1( )Mβ

10
0( )Sβ 40

0( )Sβ 00
0

1( )Sβ

Рис. 2. Зависимости дзета-потенциала липосом, сформированных из кардиолипина, от концентрации полилизина с
различным средним количеством мономеров в полимерной цепи, измеренные при трех значениях ионной силы фо-
нового раствора. Данные были получены и использованы ранее в работе [15].
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Введение ряда упрощающих предположений поз-
воляет существенно сократить число параметров.
Во-первых, нас интересует изменение при варьи-
ровании ионной силы конформационных харак-
теристик полимеров, определяемых значениями
d и β0, тогда как константа связывания K в боль-
шей степени влияет на кинетику адсорбции и при
достижении равновесных условий оказывается
менее существенной. Кроме того, имеющиеся в
литературе экспериментальные данные указыва-
ют на полиномиальный характер зависимости
константы связывания от ионной силы [18, 29].
По этим причинам мы считаем возможным в пер-
вом приближении пренебречь изменением вели-
чины K при вариации ионной силы. Следователь-
но, количество искомых значений константы
связывания сводится к трем параметрам для по-
лимеров разного размера: KL, KM и KS. Далее со-
гласно результатам работы [23] ортогональный
компонент радиуса гирации, отражающий сред-
нее удаление молекулы полимера от поверхности,
практически не меняется при изменении ионной
силы. В это же время латеральный компонент ра-
диуса гирации, описывающий проекционную
площадь молекулы, меняется значительно силь-
нее. Это позволяет предполагать независимость
от ионной силы толщины d полимера. Таким об-
разом, мы сокращаем число независимых пара-
метров до трех значений толщины адсорбирован-
ного слоя dL, dM и dS.

В итоге мы имеем 14 параметров, используе-
мых для аппроксимации экспериментальных
данных: толщины dL, dM и dS; константы связыва-
ния KL, KM и KS; доли поверхности, занятые поли-

мером в насыщении , , , ,
, , , . Кроме того, количество

и условная концентрация липидов, формирующих
экспонированную в раствор поверхность липосом,
принимается также неизвестным параметром Clip.
Эта концентрация может отличаться от полного ко-
личества липида в суспензии (1 мг/мл), поскольку
некоторая часть липида может участвовать в об-
разовании небислойных структур, либо оставаться
недоступной при адсорбции полимера на внеш-
ней поверхности мультислойных липосом. В про-
цессе минимизации мы накладываем на парамет-
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ры аппроксимации определенные ограничения,
обусловленные общефизическими соображения-
ми. Так, мы полагаем, что толщина адсорбцион-
ного слоя превышает величину h0 вне зависимости
от ионной силы I и степени полимеризации n. Это
означает, что величина d всегда больше единицы.
Учитывая приведенные выше условия, мы прове-
ли аппроксимацию экспериментальных данных,
представленных на рис. 2. Результаты аппрокси-
мации показаны на рис. 3 для значений поверх-
ностного (дзета) потенциала, измеренного при
варьировании концентрации полилизинов мало-
го, среднего и большого размеров.

Полученные параметры позволяют вычислить
условную “емкость” мембран Cp к полимеру дан-
ного типа, т.е. предельное отношение числа заря-
дов полимера к числу зарядов на мембране, когда
следующий полимер уже не может адсорбиро-
ваться. Этот параметр вычисляется по формуле
Cp = β0d. Равновесные значения доли поверхно-
сти β0 и произведения β0d в зависимости от длины
Дебая λ представлены на рис. 4.

Данные по константе связывания K и безразмер-
ной толщине d в зависимости от размера полимер-
ной цепи приведены в табл. 1. Равновесное значе-
ние параметра Clip равно Clip = 0.16 ± 0.02 мг/мл, что
указывает на то, что лишь 16% используемого ли-
пида формирует поверхность везикул, экспони-
рованную в основной раствор.

ОБСУЖДЕНИЕ

Большинство моделей, описывающих электро-
кинетические эксперименты, оперируют усреднен-
ными характеристиками, такими как количество ад-
сорбированного вещества или средний поверхност-
ный заряд [11, 30]. В ряде случаев это приводит к
искаженным результатам, особенно при изучении
адсорбции поликатионов [31] – использование мо-
дели Гуи–Чепмена приводит к заниженным изме-
нениям дзета-потенциала при добавлении полика-
тионов в раствор. Возникает необходимость опреде-
лить минимальный набор физических параметров,
наиболее подходящий для анализа таких систем.
Исходя из результатов, полученных нами ранее ме-
тодом атомно-силовой микроскопии [16], мы пред-
ложили вместо количества адсорбированного веще-

Таблица 1. Равновесные значения параметров минимизации – константы связывания K (М–1) и безразмерной
толщины d – для полимеров с разной длиной цепи

Параметр
Полилизин

длинный средний короткий

K, М–1 >2 × 105 (1.6–6.3) × 104 (0.4–1.6) × 104

d 8 ± 1 7.5 ± 1.8 1.05 ± 0.03
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Рис. 3. Зависимости потенциала φ на мембране от концентрации мономеров лизина в растворе c для случаев длинного
(а), среднего (б) и короткого (в) полимеров. Кривые и экспериментальные точки, соответствующие ионной силе
10 мМ, выделены красным, ионной силе 40 мМ – синим, ионной силе 100 мМ – фиолетовым цветом.
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ства ввести две независимые характеристики – долю
поверхности β0, занятую полимером в насыщении, и
толщину полимерного слоя h. Эти параметры поз-
воляют провести более полный анализ электроки-
нетических экспериментов.

В данной работе нами проведена аппроксимация
экспериментальных данных, измеренных при раз-
личных значениях ионной силы раствора. Получен-
ные результаты позволяют сделать ряд важных вы-
водов о поведении системы в этих условиях. Во-пер-
вых, мы видим существенное различие в поведении
пентализина (самый короткий полимер) и поли-
меров с большей степенью полимеризации (сред-
ний и длинный полимеры). Как следует из рис. 4,
степень заполнения поверхности полимером, т.е.
доля поверхности β0, занятая коротким полимером в
насыщении, в 2 раза превосходит аналогичный по-
казатель для среднего и длинного полимеров и мало
отличается от 100%. При этом толщина слоя пента-
лизина совпадает с минимальной толщиной h0
равной 0.5 нм и соответствующей полностью рас-
правленной полимерной цепочке. Толщина же слоя
для средних и длинных полимеров в несколько раз
превосходит h0, что вкупе с малым значением β0 (по-
рядка 0.3–0.4) говорит об отличии конформации
крупных полимеров от конформации олигоме-
ров. В то время как пентализин занимает практи-
чески всю доступную поверхность однородным
слоем, крупные полимеры образуют на поверхно-
сти многослойные кластеры. На это указывает
сходство поведения пентализина при адсорбции
со случаем моно- и двухвалентных ионов, в отли-

чие от крупных полимеров. Наиболее наглядно
такое различие демонстрируется при анализе
“емкостей” мембраны по различным полимерам,
представленным на рис. 4б. Видно, что “емкость”
по пентализину мало отличается от единицы, что
указывает на его адсорбцию в один слой. В то же
время значение “емкости” для среднего и круп-
ного полимера составляет от 2.5 до 3.5 в зависи-
мости от длины полимерной цепи и ионной силы.
Этот факт согласуется с экспериментальным на-
блюдением за перезарядкой поверхности липо-
сом. Полученные нами значения соответствуют
экспериментальным данным, опубликованным в
работе [32] для поливинилпиридина. Для длинного
полимера при ионной силе I = 10 мМ значение ем-
кости составляет около Cp ≈ 2. Таким образом, при
количественном анализе адсорбции коротких по-
лимеров, в том числе при варьировании ионной
силы раствора, допустимо использовать модель
адсорбции малых ионов, основанную на теории
электрического двойного слоя Гуи-Чепмена-Штер-
на [26]. В то же время можно считать доказанным,
что в случае длинных полимеров необходимо учи-
тывать образование кластеров полимер–липид с
физическими характеристиками, зависящими от
длины макромолекулы. Следует отметить различие
в константах связывания в описанных случаях, ко-
торое указывает на появление признаков необра-
тимой адсорбции полимеров с большой степенью
полимеризации n. Эти закономерности находят-
ся в согласии с полученными нами ранее резуль-
татами [15, 16, 24].

Рис. 4. Зависимость равновесной доли поверхности β0 (а) и емкости Cp (б) от длины Дебая в фоновом растворе для по-
лимеров с разной длиной цепи. Синим цветом показаны результаты для длинных полимеров; красным – для полиме-
ров средней длины; зеленым – для коротких полимеров.
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Проведенный нами количественный анализ
указывает на некоторое понижение “емкости”
мембраны Cp к среднему и длинному полимерам
(рис. 4б) с ростом ионной силы раствора I, обу-
словленное уменьшением доли поверхности β0,
занятой в насыщении (рис. 4а). Это говорит о по-
нижении эффективности адсорбции крупных по-
ликатионов и в целом подтверждается как экспе-
риментальными данными [15], так и результатами
молекулярно-динамических расчетов [23]. Наши
расчеты показывают, что в случае больших полиме-
ров понижение эффективности адсорбции является
следствием не только изменения в окружающем
растворе электролита (длины Дебая), но также обу-
словлено локальными затруднениями при связыва-
нии молекул полимера с поверхностью. Такой же
вывод был сформулирован в работе [23] в кон-
тексте изменения конформации адсорбирую-
щейся молекулы. Авторы с применением методов
молекулярной динамики (Монте Карло) показали,
что, начиная с некоторого значения ионной силы,
электростатические взаимодействия между моле-
кулами полимера и поверхностными зарядами за-
метно экранируются ионами раствора, в резуль-
тате чего конформационная перестройка, сопро-
вождающая связывание молекул с поверхностью,
становится энергетически невыгодной. Такая за-
кономерность становится более выраженной с
увеличением степени полимеризации n, т.е. с уве-
личением длины полимерной цепи. Полученные
нами результаты полностью согласуются с этим
выводом.

Резюмируя вышесказанное, мы приходим к
двум важным выводам.

1. Конформация и расположение адсорбиро-
ванных на поверхности мембран крупных поли-
меров и олигомеров существенно различаются. Так,
пентализин занимает практически всю доступную
поверхность однородным тонким слоем, а крупные
полимеры образуют на поверхности неоднородные
локальные структуры. Можно считать доказанным,
что в случае длинных полимеров необходимо учи-
тывать образование кластеров полимер–липид с
физическими характеристиками, зависящими от
длины макромолекулы.

2. Увеличение ионной силы приводит к пони-
жению удельной “емкости” мембраны, особенно
ярко выраженному в случае крупных полимеров.
Понижение “емкости” отражает необходимость до-
полнительных энергетических затрат для конфор-
мационной перестройки больших полимерных мо-
лекул при связывании их с поверхностью мембраны.
У коротких полимеров такие перестройки весьма
незначительны в силу их малых размеров, и потому
вызванные ими эффекты становятся менее замет-
ными.

Следует отметить, что в нашем анализе мы ис-
пользовали ряд упрощающих предположений и
игнорировали некоторые важные свойства систе-
мы. Не учтена возможная зависимость константы
связывания и толщины адсорбционного слоя от
ионной силы. Степень ионизации полимера f (т.е.
доля заряженных мономеров в составе полимера)
полагалась близкой к единице и не зависящей от
состава раствора (ионной силы). Если в растворах
с ионной силой в 10 мМ это можно считать доказан-
ным [20], то повышение ионной силы должно при-
водить к некоторому изменению степени иониза-
ции полимера, определяющего привносимый им
заряд на поверхность. Заметим также, что все ис-
пользованные здесь экспериментальные данные
были получены на чистом кардиолипине. Это
обстоятельство не позволяет оценить эффект
кластеризации заряженного липида в мембранах
смешанного состава под адсорбирующимся по-
лимером, описанный в работе [9], а также вероят-
ное изменение конформации адсорбирующихся
полимерных молекул при уменьшении доли от-
рицательно заряженной компоненты в составе
мембраны. При анализе экспериментальных дан-
ных мы считали, что значения поверхностного и
дзета-потенциалов практически совпадают. При
высоких ионных силах это условие может не вы-
полняться. Более того, при дальнейшем развитии
модели мы планируем оценить возможное смеще-
ние плоскости скольжения по мере заполнения по-
верхности полимерными молекулами и то влияние,
которое оно оказывает на величину равновесных па-
раметров при изменении ионной силы.

На интерпретацию экспериментальных дан-
ных может также оказывать влияние флокуляция
липосом под действием адсорбирующихся поли-
катионов, т.е. формирование поликомплексов
поликатионов и липосом, приводящее к образо-
ванию соответствующих агрегатов различной ве-
личины и формы. Однако эффект флокуляции
может быть заметным только в области малых по-
верхностных потенциалов, когда заряд поверхно-
сти также мал (см., например, обзоры [33, 34]).
Это можно наблюдать по зависимости размера
частиц от концентрации полимера, описанной в
работе [35]. Из приведенных в данной работе ре-
зультатов можно заключить, что флокуляция, во-
первых, обратима, а во-вторых, существенна только
вблизи точки нулевого заряда. В наших экспери-
ментах подобные потенциалы в основном наблюда-
ются только в случае пентализина, добавленного в
максимальной концентрации. Поскольку аппрок-
симация данных проводится совместно по всем на-
борам данных, мы считаем, что вносимая в результа-
те неучтенного эффекта флокуляции ошибка не
должна оказывать существенного влияния на по-
лученные результаты.
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Безусловно, основные выводы, сделанные при
теоретическом анализе электрокинетических кри-
вых, следует сопоставить не только с данными моле-
кулярно-динамических симуляций липид-пептид-
ных систем, но подтвердить их структурными
методами, например, с применением малоугло-
вого рентгеновского рассеяния. Определенный
успех в этом отношении оказался возможен в по-
следние годы с применением высокоэффективных
источников синхротронного излучения [36]. Суще-
ственное развитие и проверку корректности ис-
пользованного нами теоретического подхода мы
ожидаем, в первую очередь, при анализе электро-
кинетических данных, полученных в суспензии
липосом варьируемого состава.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской
Федерации (тема №АААА-А19-119010990119-9), а
также проекта РФФИ № 19-04-00242-а.
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Influence of Ionic Strength on Adsorption of Polypeptides on Lipid Membranes: 
Theoretical Analysis

R. Yu. Molotkovsky1, *, T. R. Galimzyanov1, 2, and Yu. A. Ermakov1

1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
2National Research Technological University MISiS, Moscow, 119049 Russia

*e-mail: rodion.molotkovskiy@gmail.com

A theoretical analysis of the effect of the ionic strength of a solution on the surface (zeta) potential of lipo-
somes formed by an anionic phospholipid (cardiolipin) with adsorbed polycations has been carried out. Ex-
perimental data were previously obtained by the electrokinetic method in the presence of polylysine mole-



186

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 3  2021

МОЛОТКОВСКИЙ и др.

cules of different molecular weights and a supporting electrolyte KCl at concentrations of 10, 40, and
100 mM. To approximate the experimental dependencies of the potential on the amount of polylysine in the
suspension, we used a theoretical model with parameters, among which the most physically significant are
the thickness of the polymer layer, the adsorption constant, and the fraction of the surface of lipid membranes
occupied by the polypeptide at the saturation. The obtained values of the model parameters demonstrate the
effect of the length of the polypeptide molecules on the structure of the polymer layer varying from homoge-
neous to clustered distribution over the surface. A noticeable decrease in the efficiency of adsorption with an
increase in the ionic strength of the solution is explained by the conformational rearrangements of the mac-
romolecules on the surface and a decrease in the area of the surface available for their adsorption upon the
saturation.

Keywords: lipid membranes, cardiolipin, polylysine, adsorption, electrophoretic mobility



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2021, том 38, № 3, с. 187–198

187

ИНДУКЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ КЛЕТОК Chara, 
СВЯЗАННЫЕ С ОБМЕНОМ МЕТАБОЛИТОВ МЕЖДУ ХЛОРОПЛАСТАМИ 

И ПОТОКОМ ЦИТОПЛАЗМЫ
© 2021 г.   А. А. Булычев*

Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
биологический факультет, Москва, 119991 Россия

*e-mail: bulychev@biophys.msu.ru
Поступила в редакцию 26.01.2021 г.

После доработки 02.02.2021 г.
Принята к публикации 03.02.2021 г.

Индукционные изменения флуоресценции (Фл) хлорофилла в растениях связаны с фотосинтетиче-
ским переносом электронов, генерацией градиента протонов и образованием углеводов в цикле
фиксации СО2. Реакции фотосинтеза сопровождаются также выведением фотопродуктов из осве-
щенных хлоропластов и их переносом на дальние расстояния. Обмен метаболитов через оболочку
хлоропластов осуществляют переносчики, которые активны на свету и теряют активность в темно-
те. Инактивация светозависимых транспортеров оболочки прерывает дальнюю передачу сигналов в
клетках харовой водоросли, выявляемую по изменениям Фл в ответ на освещение удаленного участка
клетки. Показано, что темновая адаптация нарушает поступление метаболитов из потока цитоплазмы в
затененные хлоропласты, но оказывает сравнительно слабое влияние на экспорт метаболитов из осве-
щенных пластид. Установлено, что индукционные кривые Фл существенно различаются при освеще-
нии или затемнении препарата за пределами фотометрируемой области. Амплитуда медленных из-
менений Фл при низкоинтенсивном освещении всего междоузлия Chara была значительно больше,
чем при узкопольном освещении зоны измерения Фл. Результаты говорят о том, что медленное на-
растание Фл в индукционный период в клетках харовых водорослей определяется не только фото-
синтетической активностью исследуемого участка, но и взаимодействиями между анализируемой
областью и соседними частями клетки. При остановке движения цитоплазмы под действием цито-
халазина D локальное и общее освещение вызывали примерно равные индукционные изменения
Фл, что говорит о разобщении дальних взаимодействий. Результаты показывают, что поток жидко-
сти не только переносит метаболиты от освещенных к затененным частям клетки, но и облегчает
экспорт фотометаболитов из хлоропластов в цитоплазму.

Ключевые слова: Characeae, флуоресценция хлорофилла, течение цитоплазмы, цитохалазин D,
транспортеры оболочки хлоропластов, дальний транспорт
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ВВЕДЕНИЕ
Индукционные кривые флуоресценции (Фл)

хлорофилла (Хл) у фотосинтезирующих объектов
(O-J-I-P-S-M-T переходы) обычно рассматривают
в связи с переносом электронов, образованием
электрохимического градиента протонов на тила-
коидных мембранах и активностью цикла фикса-
ции СО2 [1, 2]. Кроме того, фотосинтез включает
перенос субстратов и метаболитов через мембраны
оболочки хлоропластов, а также дальний транспорт
ассимилятов, однако сведения о влиянии этих про-

цессов на Фл Хл единичны [3–5]. В листьях расте-
ний быстрые стадии индукционной кривой Фл
(O-J-I-P-S) малочувствительны к трансмембранно-
му обмену метаболитов и их латеральному пере-
мещению, поскольку оболочка пластид и межкле-
точные барьеры затрудняют эти процессы. Вместе
с тем обмен метаболитов и их дальний перенос мо-
гут сказываться на параметрах Фл при длительном
освещении (S-M-T переходы). Эти переходы разви-
ваются в течение минут после начала освещения и
регулируются как редокс состоянием хинонного
акцептора QA, так и процессами нефотохимическо-
го тушения, которые включают изменения баланса
энергии возбуждения, поглощаемой фотосисте-
мами I и II [2]. В основе S-M-T переходов у выс-
ших растений, водорослей и цианобактерий, по-

Сокращения: ЛСИ – локальный световой импульс, ЛФО –
локальное фоновое освещение, ОИФ – область измерения
флуоресценции, ОФО – общее фоновое освещение, Т –
темновая экспозиция, Фл – флуоресценция, Хл – хлоро-
филл.

УДК 577.352.4
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видимому, лежат разные процессы, которые оста-
ются недостаточно охарактеризованными.

Стадия возрастания флуоресценции S-M у ци-
анобактерий и водорослей Chlamydomonas в ин-
тервале от нескольких секунд до 100 с обусловлена
переходами фотосинтетического аппарата из со-
стояния 2 в состояние 1, при котором преимуще-
ственное возбуждение фотосистемы I сменяется
преобладающим возбуждением фотосистемы II
(ослабление тушения qT), а последующее сниже-
ние M-T в диапазоне до 1000 с отражает усиление
нефотохимического тушения [6–8]. В зеленых
растениях переходы S-M-T в значительной степе-
ни определяются изменениями фотохимического
тушения [2].

Особый интерес в плане изучения природы
медленных стадий индукционных кривых Фл
представляют изолированные гигантские (разме-
ром 5–10 см) междоузлия харовых водорослей, в
которых отсутствуют межклеточные барьеры, а
дальние коммуникации облегчены благодаря ин-
тенсивному (со скоростью до 100 мкм с–1) круговому
течению цитоплазмы. Активность хлоропластов у
этих водорослей при неравномерном ступенча-
том освещении может зависеть от таких процес-
сов, как экспорт фотопродуктов в цитоплазму, их
удаление из прилегающих к органеллам слоев и
извлечение метаболитов из цитоплазмы в строму
после их доставки от соседних частей клетки.

О наличии дальних взаимодействий и лате-
рального переноса фотометаболитов между хло-
ропластами можно судить по флуоресценции Хл на
ограниченных участках препарата при варьирова-
нии световых условий за пределами анализируемой
площади. Например, квантовая эффективность фо-
тосистемы II на микроучастках междоузлия Chara
была существенно выше при локальном освеще-
нии анализируемой зоны, чем при общем осве-
щении всей клетки светом той же интенсивности
и того же спектрального состава [9, 10]. При этом
величина нефотохимического тушения (NPQ)
была ниже при освещении объекта узким свето-
вым лучом, чем при широкопольном освещении.
Эти различия объясняли большей доступностью
субстрата (СО2) при отсутствии существенной
конкуренции между хлоропластами в узкой зоне
освещения и облегченным удалением продуктов
метаболизма. Дальний перенос метаболитов в меж-
доузлиях Chara лежит в основе изменений фактиче-
ского и максимального выхода Фл (F ' и , соот-
ветственно) при освещении участков клетки, рас-
положенных вдали (на расстояниях до 6–10 мм)
от зоны измерения [11–13]. При отсутствии даль-
них взаимодействий параметры Фл Хл на измеря-
емом участке не зависят от условий освещения
окружающих областей [5, 14]. Сравнение индук-
ционных кривых Фл Хл при локальном и общем
освещении представляет еще один способ оценки

m'F

роли дальнего транспорта в регуляции фотосин-
теза [15].

Участие потока цитоплазмы в дальних взаимо-
действиях можно выявить с помощью ингибиторов
актина, которые замедляют и полностью останав-
ливают течение цитоплазмы без нарушения меха-
низма фотосинтеза [16]. В клетках Characeae тяжи
актина прикреплены к внутренней поверхности
одиночного слоя неподвижных хлоропластов, рас-
положенных в периферическом слое цитоплазмы
[17]. На границе между хлоропластами и эндо-
плазмой скорость течения достигает наибольших
значений [18]. Тесный контакт хлоропластов с
наиболее быстрыми струями потока обеспечива-
ет распространение веществ из освещенных обла-
стей в затененные участки в условиях неравно-
мерного освещения. Другим, не менее важным
фактором является быстрый обмен метаболитов
между стромой пластид и цитоплазмой. Такой
трансмембранный обмен осуществляют светоза-
висимые транслокаторы оболочки, главными из
которых являются “малатный клапан” и перенос-
чик триозофосфатов [19–21]. Оба переносчика
отвечают за выведение избытка NADPH из стро-
мы, поскольку при линейном потоке электронов
образование NADPH превышает потребности, ли-
митируемые синтезом АТР. Эти транслокаторы
активны на свету и постепенно (за время от десят-
ков секунд до нескольких минут) теряют актив-
ность после перехода к темноте [22, 23]. Исполь-
зуя различные варианты инкубации объекта на
свету и в темноте, можно оценить роль светозави-
симых транспортеров оболочки в дальней переда-
че метаболического сигнала.

Дистанционная передача восстановленных со-
единений (NAD(P)H, триозофосфаты) включает
стадию их экспорта в зоне образования, латераль-
ный перенос вдоль неподвижного слоя хлоропла-
стов, поступление метаболитов из цитоплазмы в
строму затененных пластид и последующие био-
химические и физико-химические реакции, при-
водящие к восстановлению пластохинона и воз-
растанию флуоресценции Хл [24, 25]. В этой цепи
событий транслокаторы оболочки осуществляют
как экспорт метаболитов в цитоплазму (на на-
чальном этапе), так и их перенос в обратном на-
правлении (на конечных участках). В настоящее
время отсутствуют сведения о том, совпадают или
различаются стадии экспорта и импорта метабо-
литов по чувствительности к действию света. Для
ответа на этот вопрос важно использовать ло-
кальное подведение лучей к начальному и терми-
нальному участку цепи передачи сигнала.

В данной работе показано, что индукционные
кривые Фл в клетках харовых водорослей вклю-
чают медленные (в минутном диапазоне) стадии,
которые чувствительны к транспорту фотомета-
болитов через мембраны оболочки хлоропластов
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и к распространению метаболитов с потоком ци-
топлазмы. Установлено, что выведение фотопро-
дуктов из хлоропластов начинается сравнительно
быстро после включения света, тогда как для их
поступления из цитоплазмы в строму пластид не-
обходимо длительное (>40 c) фоновое освещение.
Результаты указывают на то, что стадии медлен-
ного нарастания и последующего спада (S-M-T пе-
реходы) в индукционной кривой Фл интернодаль-
ных клеток Chara сопровождаются изменениями
состава цитоплазмы в связи с обменом метаболитов
через мембраны оболочки хлоропластов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культуру Chara australis, полученную из лабо-

ратории профессора Ilse Foissner (Salzburg Univer-
sity), выращивали в стеклянных сосудах при рас-
сеянном комнатном освещении. Изолированные
междоузлия главной оси (диаметр ~0.9 мм, длина
3–6 см) и боковых побегов (диаметр 0.6–0.7 мм,
длина 1–1.5 см) помещали в искусственную прудо-
вую воду, содержащую 0.1 мМ KCl, 1.0 мМ. NaCl и
0.1 мМ CaCl2. В среду добавляли NaHCO3 до рН 7.

Опыты проводили при температуре 19–23°С.
Скорость течения цитоплазмы измеряли с помо-
щью секундомера, наблюдая в микроскоп за
движением отдельных частиц. Время пробега
фиксированного расстояния (950 мкм) опреде-
ляли последовательно для пяти частиц и находи-
ли среднее значение скорости движения. В зави-
симости от температуры скорость варьировала на
разных клетках от 65 до 100 мкм с–1 при стандарт-
ной ошибке среднего ≤1.5 мкм с–1.

Выход флуоресценции Хл измеряли на микро-
участках клеток (диаметр ~ 100 мкм) с помощью
инвертированного микроскопа Axiovert-25 CFL
(Zeiss, Германия) в сочетании со специализиро-
ванным флуориметром Microscopy-PAM (Walz,
Effeltrich, Германия). Установка для измерений
описана ранее [15, 25]. Слабый модулированный

измерительный свет от синего светодиода флуо-
риметра Microscopy-PAM проходил по оптиче-
скому пути микроскопа и возбуждал Фл Хл (F '),
которую регистрировали при низкоинтенсивном
фоновом освещении. Сигнал от фотоумножителя
обрабатывали в программе WinControl-3 (Walz),
оцифровывали с интервалом ~51 мс аналого-циф-
ровым преобразователем PCI-6024E (National In-
struments, США) и записывали на компьютер.

В начале опытов интернодальную клетку выдер-
живали при общем фоновом освещении (ОФО).
Свет от верхнего осветителя микроскопа проходил
через стеклянный фильтр (СЗС-22, λ < 580 нм) и
нейтральный стеклянный фильтр, который ослаб-
лял плотность потока фотонов до ~10 мкмоль м–2 с–1.
Низкая интенсивность ОФО достаточна для под-
держания активности светозависимых ферментов
и дальней передачи сигнала, но исключает образо-
вание энергозависимого нефотохимического туше-
ния.

Способность клеток к дальней передаче метабо-
лического сигнала и поступление фотометаболитов
в хлоропласты-акцепторы оценивали по изменени-
ям F ' в области измерения флуоресценции (ОИФ)
после воздействия локального светового импуль-
са (ЛСИ) на участок, отстоящий от ОИФ вверх по
течению цитоплазмы на 1.5–3 мм (рис. 1). После
лаг-периода, достаточного для опосредованной
циклозом доставки метаболитов в ОИФ, наблю-
дали переходное возрастание F '. Для подведения
ЛСИ использовали кварцевое оптоволокно (диа-
метр 400 мкм) и контролируемый компьютером
светодиодный источник белого света (плотность
потока фотонов ~500 мкмоль м–2 с–1).

Локальное фоновое освещение (ЛФО) области
измерения F ' и окрестных участков осуществляли
с помощью гибкого многоволоконного световода
длиной 10 см и диаметром оптического пучка 2 мм
[15]. Один конец оптического кабеля проходил
через светозащитный экран; на него падал свет от
верхнего осветителя микроскопа. Другой конец

Рис. 1. Схема приложения локального светового импульса (ЛСИ) относительно зоны локального фонового освеще-
ния (ЛФО) и области измерения флуоресценции. Луч от оптоволокна направлен в горизонтальной плоскости, а ло-
кальное фоновое освещение – вертикально. Стрелкой показано направление течения цитоплазмы параллельно рядам
неподвижных хлоропластов в плоскости измерения флуоресценции.

ЛСИ Область ЛФО

Оптоволокно

Зона
фотометрии
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кабеля был направлен на клетку сверху. Положение
торца оптического кабеля относительно ОИФ в го-
ризонтальной плоскости и по вертикальной оси
регулировали с помощью микроманипулятора при
наблюдении в микроскоп. Интенсивности лучей,
падающих на исследуемую область клетки при
двух конфигурациях освещения, – ЛФО и ОФО –
отличались незначительно, о чем говорят близкие
измеряемые значения F ' для этих эксперимен-
тальных условий.

На рис. 1 схематично показаны область подведе-
ния локального светового импульса, область изме-
рения флуоресценции, зона воздействия ЛФО, а
также направление течения цитоплазмы. Индукци-
онные изменения флуоресценции измеряли после
предварительной адаптации клетки к темноте (Т) в
течение 5 мин. В различных вариантах опытов за-
писывали индукционные изменения F ' при следу-
ющих изменениях световых условий: Т → ОФО,
Т → ЛФО, а также ЛФО → ОФО.

На рисунках представлены усредненные кине-
тические кривые изменений F ', полученные при
3–6-кратном воспроизведении в репрезентатив-
ных опытах на отдельных клетках. В каждой серии
опытов использовали не менее четырех клеток.
Количество измерений (n) указано в подписях к
рисункам. Отклонения от средних значений обо-
значают стандартные ошибки измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Лимитирующая светозависимая стадия

в дальней передаче сигнала
На рис. 2 показаны изменения флуоресценции

Хл, вызываемые приложением локального свето-
вого импульса к отдаленному участку клетки, в
зависимости от предварительных световых усло-
вий. Кривая 1 отражает стандартную ответную
реакцию F ' в условиях стационарной фоновой
подсветки всей клетки. Переходное возрастание
F ' обусловлено доставкой в строму восстановите-
лей, распространяемых с потоком цитоплазмы
[11]. Поступление в строму NADPH и триозофос-
фатов замедляет отток электронов из электрон-
транспортной цепи фотосинтеза и вызывает по-
мимо этого нефотохимическое восстановление
пластохинона [25]. Оба фактора приводят к вос-
становлению хинонного акцептора QA и к вре-
менному возрастанию флуоресценции F '.

Как видно из записи 2, дистанционная переда-
ча сигнала между хлоропластами временно исче-
зает после предварительного выдерживания всей
клетки в темноте в течение 5 мин. Об этом гово-
рит отсутствие пика F ' в интервале времени до 100 с.
Хотя клетка находилась на фоновом свету в тече-
ние 40 с от момента завершения темновой адапта-
ции до приложения локального светового им-
пульса, ответная реакция F ' на ЛСИ полностью

отсутствовала. Изменения F ', развивающиеся в
более поздний период и достигающие пика при
t ≈ 150 c от начала записи (t ≈ 190 c от момента воз-
обновления фонового освещения), отражают за-
держанную стадию индукционной кривой, вы-
званную общим освещением. Начало этой стадии
совпадает с восстановлением дальней передачи
сигналов. Долгая задержка S-M-T изменений F '
связана с низкой интенсивностью фонового света
(12.5 мкмоль квантов м–2 с–1). Точно такой же ин-
дукционный переход можно наблюдать при
включении фонового освещения без воздействия
ЛСИ. Эти опыты говорят о том, что дальняя сиг-
нализация нарушается при темновой инактива-
ции ферментов, входящих в транспортеры обо-
лочки. Однако из этих данных нельзя решить, на-
рушается ли экспорт метаболитов в зоне яркого
освещения или же их поступление из цитозоля в
строму в слабо освещенных участках клетки. Для
ответа на этот вопрос применяли комбинирован-
ную предобработку, помещая в темноту всю клет-
ку, за исключением небольшого участка в области
измерения F '. На область измерения F ' и окрест-
ные участки направляли узкий луч (локальное
фоновое освещение), который по интенсивности
и спектральному составу не отличался от общего
фонового освещения.

Из записи 3 видно, что после темновой инкуба-
ции всей клетки, за исключением области измере-
ния F ', одновременное включение локального све-
тового импульса и общего фонового освещения
вызывало ответную реакцию с двумя пиками F '.
Первый пик представлял собой реакцию на ЛСИ,
а второй – реакцию на ОФО. В отличие от опыта,
представленного записью 2, в котором локальный
импульс не вызывал сдвигов F ' даже после 40 с экс-
позиции всей клетки на фоновом свету, в записи 3
ответная реакция F ' возникала даже при одновре-
менном включении локального импульса и ОФО.
Амплитуда ответной реакции на ЛСИ после пре-
добработки, поддерживающей активность свето-
зависимых ферментов в зоне измерения, зача-
стую была больше, чем в контрольных условиях
при стационарном ОФО. Результаты показывают,
что экспорт фотометаболитов из хлоропластов-
доноров при переходе темнота–свет начинается
намного раньше, чем их поступление в хлоропла-
сты-акцепторы. Длительность латентного перио-
да на конечных участках сигнальной цепи при
экспозиции хлоропластов на фоновом свету со-
ставляла не менее 40–50 с.

Латентный период фотоактивации
импорта метаболитов

Различия в лаг-периодах выведения фотомета-
болитов из хлоропластов-доноров и их поступле-
ния в хлоропласты-акцепторы могут потенциаль-
но определяться высокой интенсивностью ЛСИ и,
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соответственно, низкой интенсивностью фоно-
вого освещения в зонах расположения этих орга-
нелл. В связи с этим были проведены опыты без
приложения ЛСИ, в которых измеряли индукци-
онные изменения Фл после переноса адаптиро-
ванной к темноте клетки на слабый фоновый свет.
Перед каждой записью хлоропласты-акцепторы пе-
реводили в состояние либо с неактивными транс-
портерами оболочки (после выдерживания всей
клетки в темноте в течение 5 мин), либо в активное
состояние (выдерживание в темноте всей клетки, за
исключением области измерения Фл, которая
оставалась экспонированной локально на фоновом
свету). Соответствующие условия опыта обознача-
ли для краткости Т → ОФО (переход от темноты к
общему фоновому освещению) и ЛФО → ОФО
(переход от локального фонового освещения зо-
ны измерения флуоресценции к общему фоново-
му освещению).

На рис. 3а показаны изменения Фл Хл, вы-
званные переходом от темноты к ОФО после двух
вариантов предварительной обработки. В первом
случае (кривая 1) все междоузлие было преадап-
тировано к темноте в течение 5 мин. Во втором
случае (кривая 2) в темноту помещали всю клетку,

за исключением зоны измерения Фл, которая
оставалась в зоне ЛФО. Предполагали, что первый
вариант предобработки инактивировал светоза-
висимые ферменты, ассоциированные с трансло-
каторами оболочки, а второй поддерживал свето-
зависимые системы в области измерения Фл в ак-
тивном функциональном состоянии.

Индукционная кривая 1 на рис. 3а получена
при переходе Т → ОФО; она аналогична кривой 2
на рис. 2, за исключением того, что в данных опытах
отсутствовало удаленное воздействие локального
импульса света. При помещении клетки на слабый
фоновый свет наблюдали пик F ' при t ~ 200 c. Кри-
вая 2 на рис. 3а, наблюдаемая при переходе ЛФО →
→ ОФО, имеет аналогичную форму, что может
показаться неожиданным, поскольку анализиру-
емая область при таком переходе оставалась на
свету того же спектрального состава и неизмен-
ной интенсивности. Это означает, что основная
часть изменений F ' при переходе ЛФО → ОФО
обусловлена влиянием метаболитов, продуцируе-
мых за пределами зоны измерения. Как видно из
рис. 3б, локальное фоновое освещение области
измерения после предварительной адаптации к
темноте всего междоузлия (переход Т → ЛФО)

Рис. 2. Изменения флуоресценции F ' в ответ на локальное приложение 30-с импульса белого света (ЛСИ; 500 мкмоль м–2 с–1)
на расстоянии 1.5 мм от зоны измерения F ' при разной предыстории освещения междоузлия. 1 – Стандартная ответная ре-
акция F ' при стационарном фоновом освещении всей клетки (12.5 мкмоль квантов м–2 с–1); штриховые линии отмечают на-
чало и конец ЛСИ. 2 – Отсутствие ответной реакции F ' на ЛСИ при общем фоновом освещении (ОФО) после 5-мин инку-
бации в темноте; регистрация F ' включена через 40 с после начала ОФО; пик F ' при t ≈ 150 c от начала записи (t ≈ 190 c от мо-
мента включения ОФО) отражает задержанный индукционный переход S-M-T, вызванный ОФО. 3 – Ответная реакция F '
на удаленное локальное освещение после 5 мин затемнения всей клетки, за исключением области измерения F ', которая
оставалась на фоновом свету; начало регистрации F ' совмещено с моментом помещения клетки на фоновый свет; вторая
волна изменений F ' отражает индукционный переход, вызванный общим освещением. Представлены усредненные записи
для n = 6, полученные в типичном опыте на одной клетке.
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вызывало лишь незначительные сдвиги флуорес-
ценции Хл в исследуемом диапазоне.

Сходная форма кривых 1 и 2 (рис. 3а) и незна-
чительный сдвиг Фл при локальном освещении
фотометрируемого участка (рис. 3б) указывают на
то, что переходные изменения F ' хлоропластов-
акцепторов в области измерения Фл вызваны
влиянием фотопродуктов, доставляемых с пото-
ком жидкости от хлоропластов-доноров после
перехода от темноты к общему фоновому осве-
щению.

Пик на индукционной кривой F ' в предвари-
тельно освещенных хлоропластах (кривая 2) до-

стигался раньше, чем в неактивных, адаптиро-
ванных к темноте хлоропластах (кривая 1). Бо-
лее короткий латентный период на кривой 2 и
сдвиг (~50 с) между фронтами нарастания F ' на
кривых 1 и 2, вероятно, обусловлены разным
функциональным состоянием светозависимых пе-
реносчиков в зоне наблюдения после темновой
адаптации и предварительного освещения. В слу-
чае, когда светозависимые транспортеры оболоч-
ки были активны (кривая 2), они обеспечивали
быструю доставку восстановителей из потока ци-
топлазмы в строму пластид. Если же транслокато-
ры оболочки были исходно неактивны вслед-
ствие темновой адаптации, то доставка восстано-

Рис. 3. Медленные индукционные изменения флуоресценции при неактивном и активном функциональном состоя-
нии светозависимых ферментов в области измерения. а – Индукционные кривые флуоресценции при переходах: 1 –
от темноты к общему фоновому освещению (Т → ОФО); 2 – от локального фонового освещения зоны измерения к
общему фоновому освещению (ЛФО → ОФО). Момент времени t = 0 соответствует включению ОФО. Представлены
усредненные кривые и стандартные ошибки для n = 4. б – Индукционные изменения Фл при локальном освещении
области измерения фоновым светом (переход Т → ЛФО), n = 3.
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вителей из потока цитоплазмы начиналась
позднее, после периода фотоактивации транс-
порта.

Слабые изменения F ' при локальном освеще-
нии области измерения флуоресценции (рис. 3б)
указывают на то, что восстановительные эквива-
ленты не накапливаются в хлоропластах в данных
условиях опыта. Их эффективное удаление из
стромы обусловлено двумя факторами. С одной
стороны, экспорт метаболитов не требует долгой
световой экспозиции (см. описание в тексте к
рис. 2), а с другой – поток цитоплазмы быстро
удаляет выводимые продукты из окружения хло-
ропластов. Данные, представленные на рис. 3, ука-
зывают на участие светозависимых транспортеров
оболочки и микрофлуидных потоков в развитии
медленных изменений флуоресценции (S-M-T пе-
реходы) у харовой водоросли.

Изменения индукционной кривой
флуоресценции при остановке циклоза

На рис. 4 показаны изменения Фл Хл на мик-
роучастках междоузлия Chara, вызванные свето-
выми воздействиями двух типов. Одно из них
(кривые 1) состояло в локальном приложении
30-секундного импульса белого света на расстоя-
нии 1.5 мм от области измерения флуоресценции
в условиях постоянного фонового освещения
всей клетки. Это воздействие позволяло визуали-
зировать передачу сигналов от хлоропластов-до-
норов к хлоропластам-акцепторам, находящимся
на слабом фоновом свету. В параллельных опытах
всю клетку освещали слабым фоновым светом
после предварительной 5-минутной адаптации
междоузлия к темноте и наблюдали медленные
(S-M-T) индукционные изменения Фл (кривые 2).
Измерения обоих типов выполняли в контроль-
ных условиях при активном течении цитоплазмы
(а), после остановки потока под действием цито-
халазина D (б) и после восстановления потока,
спустя 1 ч после начала отмывания клетки от ци-
тохалазина D (в).

Скорость течения цитоплазмы в нативной
клетке составляла 92 мкм с–1. Как видно из рис. 4а
(кривая 1), приложение локального светового им-
пульса в момент времени t = 0 вызывало переходное
увеличение F ' при постоянных световых условиях в
области измерения. Эти переходные изменения F '
отражают передачу метаболического сигнала и его
доставку к рецепторным хлоропластам. Добавление
цитохалазина D в концентрации 25 мкМ приводило
в течение 5 мин к остановке течения цитоплазмы и
устраняло переходные изменения F ', вызванные
локальным импульсом света (рис. 4б, кривая 1).
Действие цитохалазина D обратимо снималось
после промывания клетки свежей средой.

Кривые 2 на рис. 4 изображают изменения
Фл Хл, вызванные общим фоновым освещением
адаптированного к темноте междоузлия в отсут-
ствие и в присутствии цитохалазина D. В необра-
ботанной клетке задержанная волна F ' появля-
лась после периода задержки ~ 130 с, достигала
пика при t ≥ 200 с и затем снижалась до исходного
уровня F '. При остановленном течении цитоплаз-
мы в присутствии цитохалазина D задержанная
волна F ', индуцированная слабым фоновым осве-
щением, развивалась после более короткого пери-
ода задержки; пик F ' и возврат к исходному уров-
ню достигались раньше, чем в необработанной
клетке. Амплитуда волны F ' была, как правило,
меньше, чем в контроле.

После отмывания клетки искусственной пру-
довой водой в течение ≥1 ч латеральная передача
метаболитов восстанавливалась (рис. 4в, кривая 1).
Скорость течения возрастала до исходного значе-
ния 92 мкм с–1, а пик волны F ', вызванной слабым
фоновым освещением всей клетки, смещался к
исходной позиции (при t ≈ 210 с). Обратимое дей-
ствие цитохалазина D на сигналы F ' двух типов го-
ворит о том, что задержанный пик Фл Хл в период
индукции фотосинтеза чувствителен к латеральной
передаче фотометаболитов. При быстром течении
цитоплазмы в интактной клетке поток постоянно
омывает хлоропласты, что ускоряет удаление вос-
становительных эквивалентов из стромы пластид
и замедляет развитие пика флуоресценции F '.
Прекращение оттока метаболитов с поверхности
пластид после остановки течения цитоплазмы за-
медляет экспорт восстановительных эквивален-
тов из хлоропластов, способствуя более быстрому
накоплению восстановителей в строме за счет
внутренних процессов, что отражается в ускорен-
ном подъеме F ' в индукционный период.

Влияние локального и общего освещения
на F ' при остановке циклоза

Остановка движения цитоплазмы кардинально
меняла ответную реакцию F ' на локальное освеще-
ние анализируемой области (переход Т → ЛФО).
Как видно из рис. 5а (кривая 1) и как показано
также на рис. 3б, переход Т → ЛФО вызывал сла-
бые изменения F ' при активном течении цито-
плазмы. Вместе с тем после остановки циклоза
такое же локальное освещение вызывало пере-
ходное возрастание F ' (рис. 5а, кривая 2). По-ви-
димому, остановка течения затрудняет отток вос-
становительных эквивалентов из освещенных
хлоропластов, приводя к их накоплению в строме
и восстановлению пластохинона и хинонного ак-
цептора QA.

На рис. 5б показаны изменения F ', вызывае-
мые в отсутствие циклоза при смене локального
освещения анализируемого участка на общее фоно-
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Рис. 4. Цитохалазин D прерывает дальнюю передачу сигнала между пространственно удаленными хлоропластами (1)
и ускоряет S-M-T переход на индукционной кривой флуоресценции (2). Кривые 1 представляют изменения F ' на сла-
бом фоновом свету в ответ на приложение локального импульса белого света (30 с, 500 мкмоль м–2 с–1) на расстоянии
1.5 мм от зоны измерения F '; кривые 2 изображают индукционные изменения F ', вызванные переносом клетки на фо-
новый свет после 5 мин темновой адаптации. а – Контроль в отсутствие ингибиторов; б – при остановке течения ци-
топлазмы в присутствии 25 мкМ цитохалазина D; в – после восстановления циклоза в той же клетке, отмытой от ин-
гибитора. Усредненные кинетические кривые рассчитаны для n = 3–5.
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вое освещение (ЛФО → ОФО, кривая 1), а также
при общем освещении клетки (переход Т → ОФО,
кривая 2). Из сравнения кривых 2 на рис. 5а и 5б

видно, что при отсутствии движения цитоплазмы
локальное и общее освещение вызывают пример-
но равные ответные реакции F ' с положением пи-

Рис. 5. Медленные индукционные изменения флуоресценции клеток Chara, вызванные локальным и общим освеще-
нием до и после остановки течения цитоплазмы под действием 25 мкМ цитохалазина D (CD). а – Индукционные из-
менения F ' при локальном освещении анализируемого участка после 5-мин темновой адаптации в контрольных усло-
виях и при подавлении циклоза цитохалазином D. 1 – при переходе от темноты к локальному фоновому освещению
(Т → ЛФО) в условиях быстрого течения цитоплазмы (90 мкм с–1, контроль); 2 – то же после прекращения потока в
присутствии цитохалазина D. б – Изменения F ' в клетках с неподвижной цитоплазмой (в присутствии 25 мкМ цито-
халазина D) при переходе от темноты к общему фоновому освещению (Т → ОФО) и при переходе от локального фо-
нового освещения области регистрации F ' к общему освещению (ЛФО → ОФО). Усредненные кинетические кривые
рассчитаны для n = 2–6.
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ка при t ≈ 160–170 c. В условиях подавления цик-
лоза переход от локального к общему фоновому
освещению (ЛФО → ОФО) не оказывал влияния
на F ' (рис. 5б, кривая 1) в отличие от сильной ответ-
ной реакции F ' на аналогичное воздействие при
нормальном течении цитоплазмы (рис. 3а, кривая 2).
Полученные результаты существенно дополняют
представления о роли движения цитоплазмы в
изменениях Фл Хл при локальном и общем осве-
щении клетки.

ОБСУЖДЕНИЕ
В индукционной кривой флуоресценции зеле-

ных растений и водорослей выделяют быстрые и
медленные стадии, причем о природе задержан-
ного нарастания флуоресценции (S-M) известно
гораздо меньше, чем о мультифазном нарастании
O-J-I-P [2]. У харовых водорослей наблюдаемый
пик F ' обусловлен ослаблением фотохимического
тушения qP [8], а используемая низкая интенсив-
ность света исключает развитие существенного
нефотохимического тушения. Эти особенности
говорят о том, что индукционные изменения Фл
в минутном диапазоне у харовых водорослей воз-
никают иначе, чем в цианобактериях и у Chlam-
ydomonas [6–8]. Результаты данной работы показы-
вают, что нарастание флуоресценции S-M у харо-
вых водорослей происходит при участии дальних
взаимодействий, опосредованных течением ци-
топлазмы. Об участии дальнего транспорта гово-
рят сильные отличия индукционных кривых F '
при освещении клеток междоузлий узким лучом
и широким световым потоком (ср. рис. 3а и 3б).
Дальние взаимодействия включают перенос фо-
тометаболитов через мембраны оболочки хлоро-
пластов при участии активируемых светом транс-
портеров (рис. 3) и латеральный перенос этих ме-
таболитов с потоком цитоплазмы (рис. 4, 5а).

Полученные результаты показывают, что пере-
ходное возрастание выхода флуоресценции F ' в ми-
нутном интервале при низкоинтенсивном освеще-
нии связано с дальним переносом фотометаболитов
(восстановительные эквиваленты, триозофосфа-
ты). Перенос метаболитов из ярко освещенной
области в зону слабой фоновой подсветки прояв-
ляется в переходном возрастании F ' в связи с по-
ступлением восстановителей в строму, которое
стимулирует фотохимическое и нефотохимическое
восстановление хинонного акцептора QA [25]. В
случае, когда размер донорной области ограни-
чен диаметром оптоволокна (400 мкм в данной
работе), ответные изменения F ' проявляются в
виде узкой полосы (рис. 4, кривые 1). В случае об-
щего освещения клетки размер донорной области
расширяется; поэтому ответная реакция F ' прояв-
ляется в виде широкой и, как правило, асимметрич-
ной полосы (рис. 3а). Форма индукционной кривой
F ' должна зависеть от динамики обмена метаболи-

тами между хлоропластами и цитозолем в период
после включения света, а также от размера осве-
щаемой площади и от расстояния, на которое пе-
ремещаются вещества в потоке цитоплазмы. Сле-
дует отметить, что латеральный перенос можно
индуцировать не только интенсивным лучом, но
и светом низкой интенсивности [11].

При подавлении латерального переноса веществ
цитохалазином D индукционные изменения S-M-T
претерпевали изменения, но не исчезали (рис. 4).
В этих условиях переходы от темноты к общему и
локальному фоновому освещению (Т → ОФО и
Т → ЛФО) вызывали примерно равные ответные
реакции F ' (рис. 5), тогда как при быстром тече-
нии цитоплазмы ответные реакции на эти воздей-
ствия существенно различались (рис. 3). Эти и дру-
гие полученные в работе данные говорят о том, что
после остановки циклоза индукционные измене-
ния S-M-T зависят от динамики содержания вос-
становителей (NADPH) в строме, определяемой
только внутренними процессами в хлоропластах,
и не включают стадии дальнего транспорта и по-
глощения фотометаболитов из цитоплазмы. В от-
личие от этого, нормальное течение цитоплазмы
обеспечивает свободный отток метаболитов, пре-
пятствуя накоплению избытка NADPH в строме,
что проявляется в слабых изменениях F ' при ло-
кальном освещении области измерения (рис. 3б).
Можно предполагать, что в нормальных условиях
переход S-M в минутном интервале в значитель-
ной степени зависит от содержания восстанови-
телей в текущей цитоплазме.

Результаты работы выявили, что экспорт мета-
болитов из освещенных хлоропластов начинается
сравнительно быстро, тогда как поступление фо-
тометаболитов из цитоплазмы в строму пластид
развивается лишь после долгого (~50 с) латентно-
го периода. Представляется вероятным, что оба
процесса – экспорт и импорт метаболитов – опо-
средованы общими транслокаторами оболочки, а
различное время задержки определяется величи-
ной и направлением градиента редокс-агентов
или других участников цикла переноса. Высокое
содержание NADPH в строме освещенных хлоро-
пластов и низкое содержание восстановительных
эквивалентов в цитозоле [26, 27] могут способство-
вать более раннему началу экспорта метаболитов.
По данным [27], содержание NADPH в строме хло-
ропластов арабидопсиса достигает максимального
уровня в течение 120–150 с освещения. Примерно
такое же время характерно для достижения пика
флуоресценции F ' при нарушении цитохалази-
ном D экспорта и оттока редокс-метаболитов из
освещенных хлоропластов (рис. 5). Эти данные
косвенно подтверждают предположение о том,
что переход S-M флуоресценции при нарушении
дальних внутриклеточных связей обусловлен из-
менением редокс-статуса стромы. В клетках с
быстрым движением цитоплазмы редокс-состоя-
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ние стромы хлоропластов в значительной степе-
ни контролируется обменом метаболитов между
цитозолем и стромой. Таким образом, остановка
течения цитоплазмы нарушает не только стадию
латерального переноса метаболитов, но и стадию
экспорта метаболитов из локально освещаемых
хлоропластов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 20-54-12015).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследования.
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Induction Changes of Chlorophyll Fluorescence in Chara Cells Related 
to Metabolite Exchange between Chloroplasts and Cytoplasmic Flow

A. A. Bulychev*
Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: bulychev@biophys.msu.ru

Induction changes in chlorophyll f luorescence (Fl) are associated with photosynthetic electron transfer, gen-
eration of a proton gradient, and carbon metabolism in the CO2 fixation cycle. The reactions of photosynthe-
sis are also accompanied by the outflow of photoproducts from illuminated chloroplasts and their long-dis-
tance transport. The exchange of metabolites across the chloroplast envelope membranes is carried out by
transporters that are active in the light and cease to operate in darkness. Inactivation of light-dependent en-
velope transporters in Chara cells interrupts spatial signaling manifested as a transient Fl rise in response to
illumination of a distant cell area. The dark adaptation was found to down-regulate the entry of metabolites
from the streaming cytoplasm into shaded chloroplasts, without substantial retardation of the metabolite ex-
port from illuminated plastids. Fluorescence induction curves were found sensitive to illumination or dark-
ening of the sample area residing outside the analyzed photometric region. The overall low-intensity illumi-
nation of the Chara internode caused significantly larger Fl changes than a similar narrow-field illumination
of the Fl detection area. The results indicate that a slow increase in Fl during the induction period in charac-
ean cells results not only from photosynthetic activity of chloroplasts in the examined cell region but also from
interactions between the analyzed and neighboring cell areas. When the cytoplasmic streaming was arrested
by cytochalasin D, similar induction changes were induced by local and global illumination, indicating a dis-
ruption of long-range interactions. The results suggest that the liquid f low not only carries metabolites from
illuminated to shaded cell parts but also facilitates the export of photometabolites from chloroplasts to the cy-
toplasm.

Keywords: Characeae, chlorophyll f luorescence, cytoplasmic streaming, cytochalasin D, chloroplast enve-
lope transporters, long-distance transport
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РОЛЬ ЭКСТРАКЛЕТОЧНОГО Са2+ В РЕГУЛЯЦИИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ
И КОНФОРМАЦИИ ГЕМОГЛОБИНА В ЭРИТРОЦИТАХ
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Установлено, что снижение концентрации экстраклеточного Ca2+ ([Ca2+]out) увеличивает поверх-
ностный заряд мембраны эритроцита, что сопровождается изменением конформации гема и глоби-
на, а также перераспределением гемоглобина в клетке (снижение величины оптической разности
хода луча (ОРХ) цитоплазмы и содержания примембранного гемоглобина). Установлено, что при
варьировании [Ca2+]out с 10–3 до 10–6 М морфология эритроцита практически не меняется, ζ-потен-
циал возрастает с –15.4 ± 0.2 до –14.5 ± 0.3 мВ (при [Ca2+]out от 10–3 до 5 × 10–4 М), а величина ОРХ
цитоплазмы клетки снижается. Уменьшение [Ca2+]out до 10–6 М меняет конформацию гема, а также
распределение гемоглобина в эритроците: происходит снижение симметричных колебаний боковых
СН-групп пиррольных полуколец и увеличение валентных колебаний винильных групп гемопорфи-
рина и сродство гема к лигандам. При этом не меняется вероятность нахождения гема в плоской кон-
формации, но снижается жесткость его белкового окружения. При варьировании [Ca2+]out с 10–3 до
10–4 М наблюдается изменение конформации глобина: снижение упорядоченности СН-групп ами-
нокислот глобина, увеличение плотности упаковки глобина, а также полярности окружения глоби-
на. При инкубации эритроцитов в среде, содержащей [Ca2+]out = 10–6 М, максимальная величина
интенсивности комбинационного рассеяния (КР) гемоглобина эритроцитов (полосы КР-спектра
1375 см–1 и 1580 см–1) выявлена в центре клетки и в 2.6 раза меньше, чем у эритроцитов, инкубиро-
ванных в среде, содержащей [Ca2+]out = 10–3 М.

Ключевые слова: комбинационное рассеяние, гемоглобин, эритроцит, экстраклеточный Ca2+

DOI: 10.31857/S0233475521030099

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что для плазматической мембраны

эритроцита характерно наличие фиксированных
поверхностных зарядов молекул липидов и бел-
ков, формирующих поверхностный потенциал и
характер распределения ионов и молекул воды
[1]. В основном поверхностный потенциал эрит-
роцита обусловлен зарядом карбоксильных групп
N-ацетилнейраминовой кислоты сфинголипида
и ионизируемых групп гликофорина и снижает-
ся при воздействии на клетку нейраминидазы. С
помощью спектроскопии комбинационного
рассеяния (КР) установлено, что при варьирова-
нии экстраклеточного рН от 4.82 до 9.70 меняет-
ся константа диссоциации комплекса моно-
мер/димер гемоглобина (Гб) в клетке. Предпо-
лагается, что при нейтральном экстраклеточном
рН, молекулы Гб локализованы в примембран-
ном пространстве клетки или связаны с мембра-

ной, в то время как при низком pH значительная
часть Гб локализована в центральной области
клетки [2].

Известно, что изменение поверхностного за-
ряда цитоплазматической мембраны эритроцита
связано с ОН-группами тирозина ряда белков
мембраны, например, белка полосы 3 (БП3) [3].
Изменение поверхностного потенциала на цито-
плазматической стороне мембраны сопровожда-
ется активацией внутриклеточных фосфолипаз,
что меняет упорядоченность жирнокислотных
хвостов мембранных липидов, снижая долю при-
мембранного Гб [4–6]. Важную роль в регуляции
изменений заряда на цитоплазматической по-
верхности мембраны эритроцита выполняет
внутриклеточный Са2+ ([Са2+]in). Например, по-
вышение [Ca2+]in активирует Ca2+-зависимые K+-
каналы и приводит к гиперполяризации мембра-

УДК 577.336
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ны [7]. Отметим, что из всех ионов цитоплазмы
клетки (Ca2+, Mg2+, K+, Na+ и Cl–) только Ca2+

специфически связывается с клеточными белками,
поскольку K+, Na+ и моновалентные анионы фор-
мируют слабые комплексы с протеинами вслед-
ствие большого радиуса и небольшого заряда.

В настоящее время активно обсуждается во-
прос о роли структурных изменений цитоплазмы
эритроцита (“краудинг”) в регуляции объема и
гемодинамики эритроцитов в сосудах [8–13]. Из-
вестно, что морфология эритроцита зависит от
Ca2+-зависимых изменений молекул спектрина и
актина цитоскелета, формирующих комплекс с
мембраной эритроцита. Так, α- и β-цепи триме-
ров спектрина способны к самопроизвольной аг-
регации в тетрамеры и формированию комплек-
сов c актином, которые связываются c белком по-
лосы 4.1 и гликофоpином с БП3 плазматической
мембраны. Спектрин связывается с помощью ан-
киpина, контролируя таким образом как долю
примембранного Гб (Гбпм), так и механические
свойства мембраны эритроцита [14, 15]. Отметим,
что N-конец молекулы БП3 содержит анионные
центры для формирования комплексов с гли-
цеpальдегид-6-фоcфатдегидpогеназой, альдола-
зой, каталазой Гбпм [15–18].

Возможно, что [Ca2+]out-зависимые изменения
поверхностного заряда на внутренней поверхности
мембраны эритроцита регулируют формирование
комплекса БП3 и Гб и эффективность переноса
кислорода, которое обусловлено деполяризацией
мембраны [19]. Предполагается, что при изменении
[Ca2+]out происходит формирование кластеров от-
рицательно заряженных остатков сиаловых кис-
лот на поверхности мембраны эритроцита, что
увеличивает количество свободных ОН-групп ти-
розина БП3 [3, 20].

В связи с этим цель работы заключалась в ис-
следовании изменения морфологии, поверхност-
ного потенциала, а также распределения и кон-
формации гема и глобина Гб в эритроцитах при
варьировании экстраклеточного Са2+.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили отмытые от

форменных элементов крови эритроциты, выде-
ленные из крови здоровых доноров (n = 10, воз-
раст 20–40 лет). Кровь отбирали из кубитальной
вены в вакуумные пробирки (Vacuette, РФ) и хра-
нили при 4°С в течение 3 ч после забора крови. В
качестве антикоагулянта использовали гепарин
(20–50 ед/мл крови). Выделение эритроцитов
проводили центрифугированием крови при 1500 g
в течение 5 мин при 4°C (Laborfuge 400R, Thermo
Scientific, США). Полученный супернатант отде-
ляли, а осадок отмывали в физиологическом рас-
творе Аллена, содержащем 145 мМ NaCl, 5 мМ

KCl, 4 мM Na2HPO4, 1 мM NaH2PO4, 1 мМ MgSO4,
5 мМ глюкозы с добавлением СаСl2 10–6, 10–5, 10–4,
5 × 10–4 или 10–3 М (Sigma, США), рН 7.4. Выде-
ленную суспензию эритроцитов (Ht = 40%) хра-
нили при 4°С и использовали в эксперименте в
течение 3 ч после выделения.

Выделение Гб из суспензии эритроцитов про-
водили следующим образом: к суспензии эритроци-
тов добавляли фосфатный буфер (4 мМ Na2HPO4,
1 мМ NaH2PO4, 1 мкМ СаСl2, рН 7.4) в десяти-
кратном объеме, после чего суспензию тщательно
перемешивали и центрифугировали при 6000 g в те-
чение 10 мин при температуре 4°С. Супернатант от-
деляли и хранили при 4°С. Образец использовали
в течение 3 ч после выделения.

Исследование конформации гема и глобина ге-
моглобина проводили методом спектроскопии
комбинационного рассеяния. Сигнал КР цито-
плазматического Гб регистрировали с помощью
конфокального микроскоп-спектрометра NTEG-
RA-SPECTRA (NT-MDT, РФ) в диапазоне 1000–
3000 см–1, с шагом измерения 0.8 см–1, регистратор –
ССD-детектор с Пельтье-охлаждением до –50°C
(объектив 5× с апертурой 0.15, решетка 600 штр/мм),
мощность лазера на образце составила 3 мВт, длина
волны возбуждения 532 нм, время регистрации
одного спектра – 15 с. Измерения проводили при
комнатной температуре. Для регистрации спек-
тров КР Гб и суспензии эритроцитов образец по-
мещали в гематокритный капилляр (Агат-Мед,
РФ) и регистрировали по три спектра в разных
точках капилляра. Количество повторов измере-
ний каждой тестируемой концентрации Ca2+ – не
менее 12.

Распределение амплитуды КР в клетке проводи-
ли с одиночных клеток, размещенных на по-
кровном стекле, при помощи конфокального
микроскопа-спектрометра NTEGRA-SPECTRA
(NT-MDT, РФ) в диапазоне 1000–3000 см–1, с ша-
гом измерения 0.8 см–1 (объектив 20× с апертурой
0.45, решетка 600 штр/мм), длина волны возбужде-
ния 532 нм, время получения одного изображения –
10 мин. Количество измеренных клеток – 12.
Спектры КР обрабатывали в программе Origin2017
(OriginLab Corporation, США). Обработка сигна-
ла включала в себя вычитание базовой линии и
сглаживание спектров.

Для анализа изменений конформации гема и
глобина молекулы гемоглобина использовали ве-
личины соотношений интенсивностей полос
спектра КР [21–24]:

I1172/I1375 – групповые колебания связей полу-
колец пиррола в гемопорфирине, зависит от бел-
кового окружения глобина возле гемопорфирина
(характеризует выраженность симметричных и ас-
симетричных колебаний пиррольных полуколец);
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I1580/I1375 – вклад симметричных колебаний
пиррольных колец к валентным колебаниям свя-
зей винильных групп, характеризует способность
гемоглобина выделять лиганды (в том числе O2);

I1640/I1375 – вклад колебаний метиновых мости-
ков к симметричным колебаниям пиррольных ко-
лец, характеризует конформационные изменения
гема;

I2850/I2880 – вклад симметричных колебаний по
отношению к несимметричным колебаниям ме-
тиленовых групп аминокислот, характеризую-
щий плотность упаковки белка;

I2930/I2850 – вклад колебаний симметричных
концевых метиновых групп к симметричным ко-
лебаниям метиленовых групп аминокислот, ха-
рактеризующий изменение полярности окруже-
ния аминокислот глобина;

I2880/I2930 – вклад колебаний водородных связей
метиленовых групп аминокислот глобина, характе-
ризующий конформационную подвижностью бел-
ка. При увеличении параметра увеличивается упо-
рядоченность аминокислот и плотность упаковки
аминокислот.

КР-спектроскопия в поляризованном свете. Для
выявления изменений упорядоченности молеку-
лярных колебаний связей гема и глобина КР реги-
стрировали в условиях с различными положения-
ми плоскости поляризации лазера относительно
образца [25, 26]. Для этого образцы размещали на
покровном стекле и регистрировали сигнал от
одиночных эритроцитов (для СЭ) или от раствора
Гб. Регистрацию спектров КР в поляризованном
свете проводили на КР-спектрометре WITec alpha
300 (Zeiss, Германия) в диапазоне 200–3100 см–1 с
шагом измерения 0.3 см–1 (объектив 20× с аперту-
рой 0.45, решетка 1800 штр/мм), мощность лазера на
образце – 7мВт, длина волны возбуждения 532 нм,
время регистрации сигнала – 5 с. Поляризацию
осуществляли с помощью установки поляризато-
ра (ThorLabs, США) под углом поляризации 0 и
90 градусов в специальное отверстие. Измерения
проводили при комнатной температуре. Количе-
ство повторов измерений каждой тестируемой
концентрации Сa2+ – не менее 12.

Регистрация изменений ζ-потенциала. Для реги-
страции изменений ζ-потенциала плазматической
мембраны эритроцита суспензию эритроцитов
(Нt = 40%) разводили в 1000 раз в буфере Аллена с
соответствующей концентрацией Са2+. Экспери-
мент проводили в термостатируемой кювете с зо-
лотыми электродами (Malvern, РФ) при 25°С,
время адаптации образца к температуре – 100 с,
количество измерений 100). Количество повторов
измерений каждой тестируемой концентрации
Сa2+ – не менее 12. Обработку результатов ζ-по-
тенциала проводили с помощью программного
обеспечения Malvern и MS Excel.

Изменения морфологии эритроцита и оптиче-
ской разности хода (ОРХ) луча света цитоплазмы
эритроцита регистрировали методом лазерной
интерференционной микроскопии (ЛИМ). По-
сле 10-минутной инкубации суспензии эритро-
цитов (5 мкл) в 1 мл буфера с тестируемой концен-
трацией Ca2+ добавляли 20 мкл 25% глутарового
альдегида и инкубировали в течение 60 мин при
25°C [27]. Далее пробы центрифугировали (при
5000 g в течение 3 мин), к осадку добавляли 2 мл
дистиллированной воды, ресуспендировали (Vortex,
BioSan, Латвия) и повторяли процедуру. Суспен-
зию фиксированных эритроцитов наносили на
предметное стекло с зеркальным покрытием и
регистрировали топографию распределения ве-
личины ОРХ цитоплазмы клетки с помощью ла-
зерного интерференционного микроскопа (ЛИМ,
ВНИИОФИ, РФ) на базе микроинтерферометра
Линника МИИ-4 (ЛОМО, РФ) с объективом 30×
(NA = 0.65), с мощностью лазера на объекте ме-
нее 2 мВт (λ = 650 нм). Размер регистрируемого
кадра составлял 195 × 145 мкм. Для анализа полу-
ченных изображений использовали ПЗС видеока-
меру VS-415U (NPK Videoscan, РФ) с размером мат-
рицы 6.5 × 4.83 мм и разрешением 782 × 582 точек.
Общее время регистрации составляло 10 с. Коли-
чество измеренных клеток – не менее 180. Для
восстановления фазового изображения использо-
вали программу WinPhast (ВНИИОФИ, РФ), а для
реконструкции изображений – программы FIJI
(ImageJ, США) и Origin2017 (Microcal Inc., Origin-
Lab Corporation, США) [28, 29]. Реконструкция
позволяла анализировать изменения величины
ОРХ цитоплазмы эритроцита (средняя фазовая
высота эритроцита) и площади клетки [30–33].

Для оценки статистической значимости резуль-
татов использовали t-критерий. Результаты считали
достоверно различающимися при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе исследовали изменения морфологии,

состояние цитоплазмы эритроцита (ОРХ) и кон-
формации внутриклеточного гемоглобина при
варьировании экстраклеточного Ca2+ ([Са2+]out.).
Установлено, что при снижении [Са2+]out с 10–3 до
10–6 М морфология эритроцита практически не
меняется, но уменьшается величина ОРХ цито-
плазмы эритроцита (рис. 1а, 1б, табл. 1). Исследуя
характер распределения величины интенсивности
КР гемоглобина в эритроците (рис. 1в, полосы
КР-спектра 1375 и 1580 см–1), установлено, что
при инкубации эритроцитов в среде с 10–6 М
[Ca2+]out величина интенсивности КР гемоглоби-
на эритроцитов в 2.6 раза ниже, чем у эритроци-
тов, инкубированных в среде с 10–3 М [Са2+]out, а
максимальная величина интенсивности сигнала
выявлена в области ближе к краю клетки при 10–3 М
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[Са2+]out и в центре клетки при с 10–6 М [Са2+]out.
Итак, при уменьшении [Са2+]out, форма эритро-
цита практически не меняется, но наблюдается
изменение локализации сигнала КР гемоглобина
в клетке, что, вероятно, свидетельствует о пере-
распределении Гб в цитоплазме и десорбции мем-
браносвязанного Гб. Отметим, что при старении
эритроцита также выявлено перераспределение Гб в
цитоплазме: увеличение доли примембранного
Гб и снижение поверхностного заряда мембраны
[34]. В связи с этим исследовали изменения величи-
ны ζ-потенциала мембраны и конформации гема и
глобина эритроцита при варьировании [Са2+]out.
Установлено, что при уменьшении [Са2+]out с 10–3

до 10–6 М ζ-потенциал возрастает с –15.4 ± 0.2 до
–14.5 ± 0.3 мВ и при более низких концентрациях
не меняется (рис. 2а). Отметим, что изменения

величин ζ-потенциала эритроцитов согласуются
с данными литературы [35, 36].

В следующей серии экспериментов при сни-
жении [Ca2+]out с 10–3 до 10–6 М обнаружено, что
изменения в КР-спектре внутриклеточного Гб
наблюдаются в области 1355–1700 см–1 (рис. 2б).
Установлено, что уменьшение [Ca2+]out до 10–6 М
приводит к изменению конформации гема и гло-
бина: снижение симметричных колебаний боко-
вых СН-групп пиррольных полуколец (I1375/I1127)
и увеличение вклада валентных колебаний ви-
нильных групп гемопорфирина (I1580/I1550) и срод-
ства к лигандам (I1375/I1580). Отметим, что при этом не
меняется вероятность нахождения гема в плоской
конформации (I1640/I1127), но снижается жесткость
его белкового окружения (I1170/I1127). При снижении
[Са2+]out с 10–3 до 10–4 М происходит увеличение

Рис. 1. 2D-распределение и фазовый профиль величины ОРХ эритроцитов при 10–6 М [Ca2+]out (a) и 10–3 М [Ca2+]out
(б). На фотографии представлено изображение эритроцита, полученное методом ЛИМ. По оси абсцисс отложена дли-
на скан-линии. Данные представлены как величина фазового профиля, усредненная по 180 клеткам (черная линия) ± SE
(SE – стандартная ошибка, серая линия). в – соотношение интенсивностей полос КР-спектра в эритроците при кон-
центрациях при 10–6 и 10–3 М [Са2+]out. На фотографии указан срез, по которому проводили расчеты соотношений.
Столбцы соответствуют величине скан-линии с шагом 0.625 нм.
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плотности упаковки глобина (I2850/I2880) и полярно-
сти окружения глобина (I2930/I2850), а также сни-
жение упорядоченности СН-групп аминокислот
глобина, что может быть связано с изменением
поверхностного заряда мембраны и присоедине-
нием молекул Гб к мембране (I2880/I2930) (рис. 3).
Отметим, что изменения в спектре КР в области ва-

лентных колебаний аминокислот 2800–3000 см–1

КР-спектра характерны только для глобина Гб,
так как при данном режиме регистрации КР (воз-
буждение с длиной волны 532 нм) в области 2800–
3100 см–1 КР от белков и липидов мембраны эрит-
роцита не регистрируется [10, 22]. Отметим, что
при снижении [Ca2+]out изменения конформации

Таблица 1. Изменения площади клетки (Sср) и распределения Гб (ОРХ) в эритроците при изменении [Са2+]out

[Ca2+], M Sср, мкм2 ОРХ, нм ОРХ/S ОРХцентр/ОРХкрай

10–6 45.50 ± 0.46 131.56 ± 0.65 2.92 ± 0.05 0.038 ± 0.016

10–5 44.52 ± 0.96 134.44 ± 0.57 3.30 ± 0.05 0.072 ± 0.027

10–4 44.62 ± 0.47 133.86 ± 0.69 3.12 ± 0.07 0.025 ± 0.026

10–3 44.86 ± 0.60 138.06 ± 0.80 3.13 ± 0.06 0.012 ± 0.007

Рис. 2. а – Изменение величины ζ-потенциала мембраны эритроцита при изменении [Са2+]out; б – спектры КР эрит-
роцитов (нормированные на полосу 1280 см–1) в области, характеризующей колебания в геме (1000–1700 см–1) и гло-
бине (2800–3000 см–1).
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глобиновой части Гб в эритроците начинаются
при [Ca2+]out 10–5 М, а изменения конформации
гема – при [Ca2+]out 10–6 М (рис. 3). Вероятно, из-
менения конформации как гемовой, так и глоби-
новой части внутриклеточного Гб при снижении
[Ca2+]out до 10–4 М связаны частично с изменени-
ем поверхностного заряда (ζ-потенциал) мембра-
ны (на 6%), но в большей степени с увеличением
мембранного потенциала (на 25%).

В связи с выявленным различием в распреде-
лении Гб в клетке при снижении [Ca2+]out (рис. 1)
в следующей серии экспериментов с помощью
КР-спектроскопии в поляризованном свете ис-
следовали наличие упорядоченности в распреде-
лении Гб (гомогенное или негомогенное распре-
деление Гб различных областях клетки) [37].
Установлено, что амплитуда характерных полос
КР-спектра при перпендикулярной (I⊥) и парал-
лельной поляризации (I||) различна. При сниже-
нии [Ca2+]out с 10–3 до 10–6 М изменения в спектре
КР Гб в эритроците в поляризованном свете вы-
явлены в области 1355–3000 см–1 (рис. 4). Уста-
новлено, что при [Ca2+]out = 10–3 М при регистра-

ции КР в плоско поляризованном свете вклад
симметричных колебаний боковых СН-групп
пиррольных полуколец (I1375/I1127) и способность
Гб выделять лиганды (отношение симметричных
валентных колебаний пирролов к валентным ко-
лебаниям винильных групп) (I1375/I1580) увеличи-
вается, а вклад валентных колебаний винильных
групп гемопорфирина (I1580/I1550) и полярность
окружения глобина (I2930/I2850) по сравнению с
контролем уменьшается. При регистрации КР в
перпендикулярно поляризованном свете умень-
шение [Ca2+]out с 10–3 до 10–6 М не влияло на вклад
симметричных колебаний боковых СН-групп
пиррольных полуколец (I1375/I1127) и полярность
окружения глобина (I2930/I2850), хотя менялся
вклад валентных колебаний винильных групп ге-
мопорфирина (I1580/I1550). Таким образом, с помо-
щью поляризации КР, были выявлены измене-
ния структуры молекулы (что отражается в ори-
ентации/вкладе определенных групп) или ее
олигомеризации при изменении [Ca2+]out (рис. 4).

Известно, что важнейшими компонентами
внешнего монослоя мембраны эритроцитов яв-
ляются незаряженный фосфотидилхолин (около

Рис. 3. Соотношения интенсивностей полос КР-спектра гема и глобина гемоглобина, измеренные от суспензии эрит-
роцитов. Данные представлены как среднее ± SE (* p ≤ 0.05 относительно [Ca2+]out = 10–3 М).
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28%) и отрицательно заряженные сфинголипиды
(сфингомиелин, составляющий около 26% от
всех липидов) с N-ацетилнейраминовой кисло-
той, а также гликопротеин (гликофорин). В мем-
бране гликофорин распределен неравномерно
(локализован как на внешней, так и на внутрен-
ней поверхности плазматической мембраны) и
содержит большое количество отрицательно за-
ряженных групп сиаловой кислоты. Известно,
что при старении эритроцита величина поверх-
ностного потенциала мембраны эритроцита сни-
жается на 7 мВ (с –30.2 до –23.2 мВ) что соответ-
ствует 2.5 × 106 электронным зарядам или 4 × 1013

кулонов на поверхности мембраны эритроцита
[1, 36]. Нами установлено, что снижение [Ca2+]out
увеличивает поверхностный заряд, и это сопровож-
дается изменением конформации гема и глобина, а
также его олигомеризацией (за счет снижения упо-
рядоченности цитоплазмы и десорбции примем-
бранного Гб). Обратимое связывание Гб с мембра-
нами может быть адаптивной реакцией, направлен-
ной на стабилизацию липидного бислоя мембран
и/или регуляцию его упруго-механических свойств,
и осуществляется за счет электростатических вза-
имодействий Гб с БП3 [38, 39]. Известно, что
NH2-терминальный участок БП3 имеет гибкий
анионный сегмент и может входить в катионную
центральную полость дезоксигемоглобина (дГб),
которая значительно сужается при связывании O2
(это снижает сродство O2 к Гб). Предполагается,
что при связывании молекулы кислорода измене-
ния конформации гема и расположения близле-
жащих к гему аминокислот дГб (например, лизина)

увеличивают плотность отрицательного заряда в
центральной полости дГб, способствуя смещению
анионного сегмента в БП3 [10].

Вероятно, снижение [Ca2+]out меняет конфор-
мацию гема и расположения близлежащих к гему
аминокислот дГб (например, лизина) и локализа-
цию анионного сегмента БП3 за счет увеличения
мембранного потенциала и поверхностного заряда.
Этот процесс сопровождается десорбцией мем-
браносвязанного оксигемоглобина (оГб), дГб и
последующей олигомеризацией цитоплазмати-
ческого оГб, что меняет кислородтранспортные
свойства эритроцита.

Исследование выполнено при финансовой
РФФИ (№ 20-34-90073, для С.О.В.) и РНФ
(№ 19-79-30062, для М.Г.В. и Б.Н.А), а также
Междисциплинарной научно-образовательной
школы Московского университета “Молекуляр-
ные технологии живых систем и синтетическая
биология”.
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The Role of Extracellular Ca2+ in Regulating the Distribution
and Conformation of Hemoglobin in Erythrocytes

O. V. Slatinskaya1, N. A. Brazhe1, S. N. Orlov1, and G. V. Maksimov1, 2, *
1Lomonosov Moscow State University, Biological Department, Moscow, 119892 Russia

2National University of Science and Technology “MISiS”, Moscow, 119049 Russia
*e-mail: gmaksimov@mail.ru

It was found that a decrease in the concentration of extracellular Ca2+ ([Ca2 +]out) leads to an increase in the
surface charge of the membranes of human red blood cells (RBC), which is accompanied by a change in the
conformation of heme and globin, as well as a decrease in the ordering of the cytoplasm and the content of
membrane hemoglobin. It was found that in the range of [Ca2 +]out from 10–3 to 10–6 M, the morphology of
RBC remains almost unchanged. With a decrease in [Ca2 +]out from 10–3 to 5 × 10–4 M ζ-potential increases
from –15.4 ± 0.2 to –14.5 ± 0.3 mV and the value of the mean phase height (OPD) of the cell cytoplasm de-
creases. At [Ca2 +]out = 10–6 M, the maximum value of the Raman intensity of intracellular hemoglobin (Ra-
man spectra bands of 1375 and 1580 cm–1) is 2.6 times lower than that recorded at [Ca2+]out = 10–3 M and is
observed in the center of the cell. A decrease of [Ca2+]out to 10–6 M leads to a change in the conformation of
hemoglobin heme in RBC: a decrease in the symmetric vibrations of the side CH-groups of pyrrole rings and
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an increase in the stretching vibrations of the vinyl groups of hemoporphyrin and the affinity of heme for li-
gands. At the same time, the probability of a f lat conformation of heme does not change, but the rigidity of
protein environment decreases. A decrease of [Ca2+]out from 10–3 M to 10–6 M causes changes in the globin
conformation: a decrease in the ordering of the CH-groups of globin amino acids, increase in the globin
packing density, as well as the polarity of the globin environment is observed. On the basis of these observa-
tions we suggest that a decrease in [Ca2+]out changes the conformation of the heme and the location of the
amino acids dHb close to the heme (for example, lysine) and the localization of the protein band 3 anionic
segment due to an increase in the membrane potential and surface charge that leaves the cationic central cav-
ity of dHb. This process is accompanied by desorption of membrane-bound oxyHb and subsequent oligom-
erization of cytoplasmic oxyHb, which changes the oxygen transport properties of the erythrocyte.

Keyword: Raman spectroscopy, hemoglobin, conformation, erythrocyte, red blood cells, extracellular calcium
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Дислипидемию и гипергликемию можно рассматривать как причину и следствие развития сахарно-
го диабета 2 типа (СД2Т). Эти состояния связаны с образованием малонового диальдегида (МДА) и
метилглиоксаля (МГО), которые представляют собой результат перекисного окисления липидов
биологических мембран и окислительных превращений глюкозы. Сравнение эффектов МДА и
МГО на эндотелиальные клетки пупочной вены человека, выполненное в данной работе, показало,
что МДА, в отличие от МГО, нарушает барьерную функцию эндотелия, активацию инсулином PI3-
киназного каскада и синтеза оксида азота (NO). МДА подавлял активацию протеинкиназы В (Akt)
и эндотелиальной NO-синтазы (eNOS), но не затрагивал активацию субстрата инсулинового ре-
цептора (IRS). Полученные результаты свидетельствуют о том, что МДА может вносить вклад в дис-
функцию эндотелия на ранних этапах развития СД2Т.

Ключевые слова: малоновый диальдегид, метилглиоксаль, инсулиновый каскад, NO, HUVEC, эндо-
телиальный барьер
DOI: 10.31857/S0233475521030087

ВВЕДЕНИЕ

Ожирение и дислипидемия выступают ведущи-
ми факторами риска развития инсулиновой рези-
стентности и сахарного диабета 2 типа (СД2Т) [1, 2].
Предполагается, что дисфункция сосудистого эн-
дотелия может связывать ожирение и ранние па-
тологические процессы СД2Т с развитием сер-
дечно-сосудистых осложнений [3, 4]. При ожи-
рении и СД2Т уровень циркулирующих
свободных жирных кислот (СЖК) значительно

повышен и сосудистый эндотелий первым ис-
пытывает контакт с СЖК. В результате развива-
ется липотоксичность, окислительный стресс и
возникают воспалительные реакции в эндоте-
лии сосудов [5–7]. При этом нарушается актива-
ция инсулином рецепторного каскада, включа-
ющего субстрат инсулинового рецептора (IRS),
PI3-киназу, протеинкиназу В (Akt) и эндотели-
альную NO-синтазу (eNOS); падает синтез NO и
усиливается вазоконстрикция [8–11].

Окислительный стресс и воспалительные ре-
акции связаны с появлением в стенке сосуда ак-
тивных форм кислорода (АФК), малонового ди-
альдегида (МДА) и продуктов окислительного
превращения глюкозы, таких как метилглиоксаль
(МГО) [7, 12–14]. Повышенный уровень МДА ха-
рактерен для пациентов с СД2Т [15–17] и сердеч-
но-сосудистыми заболеваниями [18, 19]. МДА яв-
ляется продуктом перекисного окисления липидов,
которое усиливается при окислительном стрессе и

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; МГО –
метилглиоксаль; МДА – малоновый диальдегид; СД2Т –
сахарный диабет 2 типа; СЖК – свободная жирная кисло-
та; ТЭС – трансэндотелиальное электрическое сопротив-
ление; DAF – 4-амино-5-метиламино-2',7'-дифторфлюо-
ресцеин; EBM – базовая питательная среда культивирова-
ния эндотелиальных клеток; EGM – питательная среда
культивирования эндотелиальных клеток; eNOS – эндоте-
лиальная NO-синтаза; HUVEC – эндотелиальные клетки
пупочной вены человека (human umbilical vascular endothe-
lial cells).

УДК 57.023
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продукции избыточных АФК [20]. В отличие от
МДА причиной накопления МГО, глиоксаля и
3-дезоксиглюкозона служит высокий уровень
глюкозы и других углеводов в крови [21]. Несмотря
на то, что для СД2Т характерны как гиперлипиде-
мия, так и гипергликемия, повышение уровня
СЖК характерно для первичного ожирения, как
основного фактора риска развития СД2Т [22].

Ранее мы обнаружили, что МДА влияет на ци-
тоскелет и целостность эндотелиального барьера,
вызывая дисфункцию модельного эндотелия че-
ловека EA.hy926 [23]. Однако остался невыяснен-
ным вопрос, влияет ли МДА на активность инсу-
линового каскада, синтез NO и эндотелиальный
барьер первичного сосудистого эндотелия чело-
века. В данной работе мы провели сравнение пря-
мых эффектов МДА и МГО на активность инсу-
линового каскада и синтез NO в эндотелиальных
клетках пупочной вены человека (HUVEC). Мы
обнаружили, что, в отличие от МГО, МДА нару-
шает барьерную функцию покоящегося эндоте-
лиального монослоя, активацию инсулином Akt,
eNOS и синтеза NO. По-видимому, МДА не на-
рушает активацию инсулинового рецептора и его
непосредственной мишени, белка IRS. Получен-
ные результаты согласуются с гипотезой о том,
что МДА может вносить вклад на ранних этапах
развития дисфункции эндотелия при СД2Т и
ожирении, в то время как действие МГО реализу-
ется на его более поздних стадиях, связанных с
хронической гипергликемией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Общелабораторные реактивы, же-
латин, 1,1,4,4-тетраэтоксипропан (для получения
МДА путем кислотного гидролиза) и МГО приоб-
ретали у фирмы Sigma-Aldrich (США) и использо-
вали, как описано ранее [23]. Стандартизированная
базовая питательная среда для культивирования
эндотелиальных клеток (EBM), стандартизиро-
ванная питательная среда с факторами роста эн-
дотелиальных клеток, содержащая 3.5 мМ глюкозы
(EGM-2MV) и карнитин приобретали у фирмы
Lonza (Швейцария). Пенициллин и стрептоми-
цин – у фирмы Gibco (США). Для нормировки
общего белка в образцах для иммуноблотинга ис-
пользовали набор реактивов BCA Protein Assay
Kit (ThermoFisher Scientific, США). В работе ис-
пользовали следующие первичные антитела фирмы
Cell Signaling (США): фосфо-IRS1 (Y612, #3203),
фосфо-Akt (Thr308, #9275), фосфо-Akt (Ser473,
#4060), Akt (#4691). Антитела против фосфо-eNOS
(Ser1177, #612392) приобретали у фирмы BD Bio-
sciences (США), антитела против винкулина

(#ab18058) у фирмы Abcam (США), антитела против
белков, модифицированных МДА (клон 12E7) или
МГО (клон 6D8) были описаны ранее [23]. Ис-
пользовали вторичные, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена, антитела козы против антител
кролика (Cell Signaling, #7074) и антитела кроли-
ка против антител мыши (Sigma, #A9044).

Культивирование HUVEC. Эндотелий из вены
пупочного канатика человека выделяли путем об-
работки ткани коллагеназой. Выделенные клетки
высаживали на покрытые желатином чашки петри и
культивировали в среде Игла, модифицированной
по способу Дульбекко (DMEM), содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки, 200 мкг/мл фактора
роста эндотелия, 50 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл
стрептомицина и 5 ед/мл гепарина. При дости-
жении конфлюэнтности клетки пересевали с ис-
пользованием 0.05% раствора трипсина. В экс-
периментах использовали клетки 2–3 пассажа,
особенности условий культивирования указаны в
соответствующих разделах.

Проницаемость монослоя HUVEC. Для оценки
проницаемости измеряли трансэндотелиальное
электрическое сопротивление монослоя HUVEC
(ТЭС). Клетки культивировали в атмосфере 5%
CO2 при 37°С в питательной среде EGM-2MV, до-
полнительно содержавшей 2 мМ глутамина, 50 мкМ
карнитина, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл
стрептомицина. Клетки высаживали на покры-
тые 0.2–1.0% раствором желатина золотые элек-
троды в 8-луночные планшеты 8W1E и измеряли
ТЭС в режиме реального времени с помощью
прибора ECIS-z (Applied Biophysics, США). Пита-
тельную среду ежедневно заменяли на свежую до
формирования монослоя и последующей стаби-
лизации в течение 24 ч. Перед внесением МДА
или МГО питательную среду удаляли и инкуби-
ровали клетки в течение 2 ч при 37°C в растворе
Хенкса.

Измерение NO. Клетки HUVEC высаживали в
96-луночные планшеты с прозрачным дном и за-
темненными стенками (μclear black, F-bottom,
Greiner Bio-One, Австрия), покрытые 0.2% жела-
тином, и культивировали в среде EGM-2MV, как
указано выше. Для измерения NO к клеткам вно-
сили 2 мкМ DAF-FM диацетата в присутствии
1 мМ пробенецида (оба – Invitrogen, США) и 15 мМ
HEPES в базовой питательной среде EBM и сти-
мулировали клетки 100 нМ инсулином (Novo Nor-
disk, Дания). Флуоресценцию DAF регистрировали
с помощью микроскопа AxioVert 200M (Zeiss, Гер-
мания), оборудованного высокоскоростной каме-
рой AxioCam HSm с CCD-матрицей с охлаждением.
Перед внесением DAF-FM определяли фоновые
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значения флуоресценции (Fb), после внесения –
начальное значение (F0), затем добавляли инсулин
или растворитель и измеряли флуоресценцию (F) в
тех же полях зрения, где и Fb и F0, с интервалом в
10 мин и минимальными временами экспозиции
во избежание эффектов выгорания. Для каждой
точки регистрировали 4 различных поля зрения.
Накопление NO рассчитывали по изменению
флуоресценции DAF, используя формулу (F –
‒ Fb)/(F0 – Fb), в линейном участке зависимости
повышения флуоресценции от времени инкубации
клеток с инсулином (как правило, 30 или 40 мин).
Полученные значения нормализовали к средним
значениям флуоресценции в контроле без добавок.

Иммуноблотинг. Монослой HUVEC выращи-
вали в покрытых 0.2% желатином 6-луночных
планшетах как описано выше. Клетки стимули-
ровали 100 нМ инсулина без предварительной де-
привации от сыворотки. Клетки промывали охла-
жденным на льду раствором Хенкса и лизировали
в 2-кратном буфере для образцов по Лэммли, до-
полнительно содержавшем коктейль ингибито-
ров протеаз и фосфатаз (ThermoFisher Scientific,
США). Клеточную ДНК разрушали механически,
пропуская образец 5 раз через иглу 30G, образцы
прогревали при 60°C в течение 25 мин, центрифу-
гировали при 16000 g при 4°C в течение 10 мин.
Иммуноблотинг и регистрацию хемилюминесцен-
ции проводили, как описано ранее [23], с исполь-
зованием набора реагентов Clarity ECL reagents
(Bio-Rad, США) и системы для визуализации Fu-
sion-SL 3500WL (Vilber Lourmat, Франция). Мем-
браны блокировали 5% раствором обезжиренно-
го молока (для анти-МДА антител) или 0.2% рас-
твором казеина (I-Block™, Fisher Scientific, США)
(для анти-МГО антител) в трис-солевом буфере с
добавлением 0.1% Tween-20 (TBST) и окрашива-
ли антителами, растворенными в 1% растворе
обезжиренного молока в TBST.

Статистическая обработка данных. Данные
анализировали с помощью критерия Стьюдента и
представляли как средние ± стандартное откло-
нение (SD). Различия считали статистически до-
стоверными при значениях p < 0.05. Все экспери-
менты проводили не менее трех раз с 3–4 парал-
лельными измерениями.

РЕЗУЛЬТАТЫ
МДА и МГО модифицируют разные белки в клет-

ках HUVEC. Чтобы подтвердить функциональность
МДА и МГО и различие их белков-мишеней в
клетках HUVEC, мы использовали антитела 12Е7 и
6D8, избирательно реагирующие с белками, моди-
фицированными МДА или МГО, соответственно.

Иммуноблотинг лизатов HUVEC, обработанных
100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО, выявил различ-
ные наборы модифицируемых белков (рис. 1). В
контрольных клетках был обнаружен некий фо-
новый сигнал, который значительно усиливался
после обработки клеток МДА или МГО. Перекрест-
ного взаимодействия антител не наблюдалось. Эти
результаты означают, что в клетках HUVEC имеют-
ся разные мишени прямого действия МДА и МГО.

МДА, но не МГО, нарушает эндотелиальный
барьер и стимулированный инсулином синтез NO в
клетках HUVEC. Измерение ТЭС показало, что
прямое воздействие МДА (100 мкМ) ведет к быстро-
му повышению проницаемости монослоя HUVEC,
которое усиливалось с течением времени; в то же

Рис. 1. МДА и МГО модифицируют различный набор
белков в клетках HUVEC. Клетки были обработаны
100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО в течение 4 ч, как
показано внизу, лизированы и проанализированы с
помощью иммуноблотинга, как обозначено сверху.
Показаны репрезентативные мембраны из трех неза-
висимых экспериментов.
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время МГО (100 мкМ) такого действия не оказы-
вал (рис. 2а). При этом использованная концен-
трация МДА соответствует максимальным значе-
ниям, а концентрация МГО в 40 раз превышает
максимальные значения, достигаемые в сосудистой
системе [23]. При измерении через 4 ч инкубации в
присутствии 100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО сти-
мулированный инсулином синтез NO нарушался
только под действием МДА (рис. 2б и 2в). Эти на-
блюдения согласуются с нашими ранее получен-
ными данными о нарушении барьерной функции
культивируемых эндотелиальных клеток EA.hy926
под действием МДА [23].

МДА, но не МГО, подавляет активацию eNOS
инсулином. В клетках эндотелия ключевую роль в
инсулиновом сигнальном каскаде в направлении
синтеза оксида азота играют IRS, Akt и eNOS
(рис. 3а). Чтобы выяснить влияние МДА и МГО

на активность инсулинового каскада мы оценили
уровень активирующего фосфорилирования этих
белков в клетках HUVEC. Как видно из рис. 3б и
3в инсулин вызывал фосфорилирование IRS по
Tyr-612. Этот остаток распознается регуляторной
субъединицей PI3-киназы, связывание которой
активирует этот фермент. Аналогично инсулин
повышал уровень фосфорилирования остатка
Thr-308 в активационной петле Akt (рис. 3б и 3г),
а также остатка Ser-473, расположенного в гидро-
фобной последовательности фермента и необхо-
димого для максимальной активации Akt (рис. 3б
и 3д). Инсулин также стимулировал фосфорили-
рование eNOS по остатку Ser-1177, участвующему
в активации NO-синтазы (рис. 3б и 3в), и усили-
вал синтез NO (рис. 2б и 2в). МГО (100 мкМ) су-
щественно не влиял на активацию инсулинового
каскада. Следует отметить, что при инкубации

Рис. 2. Влияние МДА и МГО на проницаемость монослоя и синтез NO в клетках HUVEC. а – МДА (100 мкМ) снижает
сопротивление эндотелиального барьера в отличие от МГО (100 мкМ). Значения ТЭС нормированы по базовым зна-
чениям ТЭС, которые составляли 12 кОм; стрелкой обозначено время добавления МДА / МГО. Показаны репрезен-
тативные результаты из 5 независимых экспериментов, p < 0,01 для МДА против контроля. б, в – МДА (100 мкМ) в
отличие от МГО (100 мкМ) блокирует синтез NO в ответ на стимуляцию клеток инсулином. б – Изменения флуорес-
ценции DAF в клетках (средние значения ± SD, * p < 0.05 в сравнении с контролем без обработки клеток, n = 3); усло-
вия обработки клеток указаны внизу. в – Репрезентативные изображения, иллюстрирующие изменения флуоресцен-
ции DAF в клетках после стимуляции и использованные для количественного анализа, приведенного на панели б.
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клеток с МДА (100 мкМ) активация IRS сохраня-
лась (рис. 3в), но степень фосфорилирования Akt
и eNOS не увеличивалась (рис. 3б). Это значит,
что МДА, скорее всего, не влияет на активацию
инсулиновых рецепторов, но прерывает передачу
сигнала на последующих за IRS этапах, по-види-
мому, на участке PI3-киназа > PDK1 (см. рис. 3а).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе мы показали, что МДА наруша-
ет эндотелиальный барьер, инсулиновый сигналь-
ный каскад и синтез NO в клетках сосудистого эн-

дотелия. В то же время МГО, накопление которого
связывают с нарушениями углеводного обмена (ги-
пергликемией) при СД2Т, не вызывает существен-
ных изменений ни барьерной функции HUVEC, ни
активности инсулинового каскада, ни синтеза
NO. Учитывая, что максимальные концентрации
МГО, обнаруженные in vivo, примерно в 40 раз
ниже использованных [23], представляется мало-
вероятным, что МГО может прямо влиять на эн-
дотелиальный барьер и инсулиновый каскад при
СД2Т. Обнаруженные нами различия по влия-
нию МДА и МГО на сосудистый эндотелий со-
гласуются с точкой зрения о том, что дислипиде-

Рис. 3. Влияние МДА и МГО на фосфорилирование белков инсулинового сигнального каскада в клетках HUVEC. а –
Схема активации синтеза оксида азота (NO) за счет передачи сигнала от рецептора инсулина (mTorC2 – второй ком-
плекс mTOR, PIP3 – фосфатидилинозитол-3,4,5-трисфосфат, PDK1 – фосфоинозитид-зависимая киназа-1). б – Ре-
презентативные мембраны лизатов клеток HUVEC, стимулированных 100 нМ инсулином после инкубации в присут-
ствии 100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО, после окраски антителами, специфичность которых указана слева. в–е – Ста-
тистический анализ результатов, представленных в б. Показаны средние значения ± SD из трех независимых
экспериментов. Условия инкубации обозначены в нижней части панелей.
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мия и/или ожирение могут быть более значимы
для дисфункции эндотелия и нарушения инсули-
новой сигнализации при развитии сердечно-со-
судистых осложнений на начальных этапах раз-
вития СД2Т.

Считается, что МДА возникает в результате дей-
ствия АФК на полиненасыщенные жирные кисло-
ты в составе биологических мембран [20]. Однако
есть данные о том, что и насыщенные СЖК также
могут приводить к образованию МДА. В частности,
мы обнаружили, что длительная инкубация первич-
ного эндотелия HUVEC с пальмитатом, типичным
представителем СЖК, приводит к индукции мито-
хондриальных АФК и накоплению МДА (данные
не представлены). Несмотря на отсутствие ясного
понимания механизма, который связывает высо-
кий уровень внешнего пальмитата с образованием
МДА внутри клеток, сходные наблюдения были
сделаны в работах с макрофагами [24], сосудисты-
ми [25] и гладкомышечными клетками человека
[26]. Кроме того, обнаружена выраженная корре-
ляция между уровнем МДА в крови и весом тела у
пациентов с СД2Т [27]. Совокупность этих дан-
ных свидетельствует о наличии связи между по-
вышенным уровнем СЖК и уровнем МДА.

Конститутивная активность eNOS и генера-
ция NO играют важную роль в поддержании ба-
рьерной функции микрососудов [27–32], а также
базовой барьерной функции культивируемого
эндотелия [33, 34]. Активность eNOS регулирует-
ся взаимодействием с различными белками, на-
пример, кавеолином-1 и Ca2+-кальмодулином, а
также фосфорилированием и внутриклеточной
локализацией eNOS [32]. Инсулин усиливал ба-
рьерные свойства эндотелия микрососудов, акти-
вируя PI3-киназу и синтез NO [35], и препятство-
вал их нарушению под действием окислительного
стресса [36]. В связи с этим мы исследовали влия-
ние МДА и МГО на активность инсулинового
каскада и синтез NO в клетках HUVEC. МДА, но
не МГО, подавлял активирующее фосфорилиро-
вание ключевых компонентов инсулинового каска-
да, в том числе eNOS по остатку Ser-1177 (рис. 3), и
подавлял стимулируемый инсулином синтез NO
(рис. 2). В то же время сохранялась стимуляция
инсулином фосфорилирования IRS, что указыва-
ет на сохранение активности инсулинового ре-
цептора. Кроме того, МДА подавлял только реак-
ции на стимуляцию инсулином, но существенно
не влиял на базовую активность инсулинового кас-
када и базовый синтез NO. Учитывая неспецифиче-
ское воздействие МДА на клеточные белки, можно
предполагать, что его эффект не ограничивается по-
давлением активации eNOS, но может затрагивать
активность и других белков-мишеней, в том чис-

ле белков межклеточных контактов. Для их иден-
тификации нужны дальнейшие исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (проект № 19-15-00361) в части, касающей-
ся экспериментов с измерениями проницаемости
эндотелия, и РФФИ (проект № 18-315-00377) в
остальной работе. Авторы выражают благодар-
ность Т.Н. Власик и Е.Е. Ефремову за предостав-
ление антител против белков, модифицирован-
ных МДА или МГО.
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Malondialdehyde but Not Methylglyoxal Impairs Insulin Signaling, 
NO Production, and Endothelial Barrier
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Dyslipidemia and hyperglycemia portray “cause-and-consequence” of type 2 diabetes mellitus (T2DM).
They are linked to malondialdehyde (MDA) and methylglyoxal (MGO) generation that results from mem-
brane lipid peroxidation and oxidative glucose conversions. We compared the effects of exogenous MDA and
MGO on human umbilical vein endothelial cells and found that MDA, but not MGO, impairs insulin acti-
vation of PI3-kinase pathway, NO production, and endothelial barrier capacity. MDA abolished insulin ac-
tivation of Akt and eNOS but not that of insulin receptor substrate (IRS). These results substantiate the hy-
pothesis that MDA may be involved in endothelial dysfunction as the early event in the development of
T2DM.

Keywords: malondialdehyde, methylglyoxal, insulin signaling, NO, human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC, endothelial barrier
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Доставка кислорода в тканевые микрорайоны зависит не только от сосудистых факторов, но и от самих
эритроцитов – транспортеров дыхательных газов. Хотя влияние газотрансмиттеров на микрореологию
клеток крови сомнений не вызывает, имеющиеся данные касаются преимущественно эффектов оксида
азота (NO) на эластичность мембраны эритроцитов. Существенно меньше информации об эффектах
H2S, и совсем отсутствуют данные о сигнальной роли монооксида углерода (СО) в микрореологии
эритроцитов. Таким образом, целью данной работы было изучение микрореологических ответов
эритроцитов на действие СО. Микрореологические характеристики эритроцитов исследовались в
контроле и в присутствии донора СО CORM-3 в сочетании с рядом ингибиторов, включая ингиби-
тор растворимой гуанилатциклазы ODQ, ингибитор NO-синтетазы L-NAME и блокатор Са2+-зави-
симых калиевых (KCа) каналов ТЕА. Регистрировали индекс деформируемости эритроцитов (ИУЭ)
и показатели их агрегации (ПАЭ) в контроле и после инкубации с препаратами. Кроме того, ис-
пользовали восстановленные тени эритроцитов, для которых оценивали изменение деформируемо-
сти под действием указанных соединений. В присутствии CORM-3 эритроциты демонстрировали
увеличение ИУЭ на 9% (p < 0.01). Прирост ИУЭ теней эритроцитов под влиянием донора СО соста-
вил 10% (p < 0.01). В этих условиях ПАЭ снижался на 41% (p < 0.01). Блокирование KСа-каналов с
помощью ТЕА проявлялось в существенном подавлении СО-зависимого увеличения ИУЭ и полностью
устраняло влияние СО на агрегацию эритроцитов. При ингибировании NO/cGMP сигнального пути с
помощью ODQ и L-NAME микрореологические эффекты CORM-3 не проявлялись. Таким образом, ре-
зультаты исследования свидетельствуют о том, что СО способен положительно влиять на микрореоло-
гические характеристики эритроцитов, повышая их эластичность и деформируемость и угнетая их
способность к агрегации. Регуляторные эффекты СО могут реализоваться при участии KСа-каналов
и NO/cGMP сигнального каскада.

Ключевые слова: эритроциты, деформируемость, агрегация, газотрансмиттеры, монооксид углеро-
да, растворимая гуанилатциклаза, Са2+-зависимые K+-каналы
DOI: 10.31857/S0233475521030063

ВВЕДЕНИЕ

Наряду с оксидом азота и сульфидом водоро-
да, монооксид углерода – еще один эндогенно ге-
нерируемый биологический газ [1]. Главный путь
образования CO включает гемоксигеназу, кото-
рая вместе с NADPH-цитохром Р450–редукта-

зой, расщепляет гемовое кольцо в гемопротеинах
на биливердин, CO и железо [2]. В последнюю де-
каду проведенные исследования выявили многие
аспекты эндогенной продукции и физиологических
функций монооксида углерода. Была показана важ-
ная роль СО в функциях иммунной, сердечно-сосу-
дистой, дыхательной, репродуктивной, пищевари-
тельной системах [1, 3]. В кровеносной системе эн-
догенно генерируемый СО может эффективно
расслаблять гладкие мышцы сосудов [4–6]. Важ-
но заметить, что для эффективной тканевой пер-
фузии важен не только сосудистый компонент
адаптации, но и оптимальная микрореология
эритроцитов – транспортеров кислорода [7]. На
уровне обменных капилляров, лишенных мы-
шечных элементов и, следовательно, существен-

Сокращения: СО – монооксид углерода; CORM-3 –
CO Releasing Molecule 3, трикарбонилхлор(глицинат) ру-
тения (II); KCa-каналы – кальций-зависимые калиевые
каналы; L-NAME – метиловый эфир N-нитроаргинина;
ODQ – 1H- [1, 2, 4]оксадиазоло[4,3-a]хиноксалин-l-он;
ТЕА – тетраэтиламмоний; р-ГЦ – растворимая гуанилат-
циклаза; cGMP – циклический гуанозин-5′-монофосфат;
ИУЭ – индекс удлинения эритроцитов; ИУтЭ – индекс
удлинения теней эритроцитов; ПАЭ – показатель агрега-
ции эритроцитов.

УДК 612.1:591.11:577.353
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ного изменения диаметра [8], деформируемость
эритроцитов является критической характери-
стикой потока и, следовательно, определяет эф-
фективность доставки кислорода в ткани [7–9].
Одним из важнейших факторов изменения де-
формируемости эритроцитов является их мем-
бранная эластичность [10]. Газотрансмиттеры по
аутокринному или паракринному механизмам
могут оказывать регуляторное влияние на эти
микромеханические свойства эритроцитов. Так,
например, донор NO нитропруссид натрия повы-
шал деформируемость эритроцитов и уменьшал
их агрегацию [11–13]. Таким же эффектом обла-
дает и гидросульфид натрия, донор H2S [14]. Как
в случае NO, H2S выраженно ингибирует агрега-
цию тромбоцитов [15, 16]. Что касается СО, то
практически нет данных о его влиянии на эла-
стичность мембран эритроцитов и их микрорео-
логию в целом. В свете вышесказанного целесо-
образно было исследовать влияние СО на микро-
реологические характеристики эритроцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы цельной крови (9 мл) здоровых доно-
ров (n = 36) получали венопункцией в вакуумные
пробирки (вакутайнеры с EDTA). Проведение ис-
следования одобрено местным этическим комите-
том Ярославского государственного педагогиче-
ского университета (протокол № 2 от 13.02.2020 г.).
Получено информированное согласие всех субъ-
ектов в соответствии с рекомендациями Хель-
синкской декларации (Хельсинкская декларация
WMA об этике. Принципы медицинских иссле-
дований с участием людей, с поправками, вне-
сенными 64-й Генеральной Ассамблеей WMA,
Форталеза, Бразилия, октябрь 2013 г.). Эритроциты
отделяли от плазмы центрифугированием (15 мин,
3000 об/мин), трижды отмывали в изотоническом
растворе хлорида натрия и ресуспендировали в
буферном растворе (138 мМ NaCl, 3 мМ KCl, 1 мМ
K2SO4, 7.5 мМ Na2HPO4, 1 мМ MgSO4, 5 мМ глю-
козы, pH 7.4). Поскольку эндотелиальная NO-
синтаза является кальций-зависимым фермен-
том, то в среду инкубации эритроцитов добавля-
ли CaCl2 до его конечной концентрации 150 мкМ.
Осмолярность составляла 300 мОсм/л (определя-
ли на осмометре Fogel ОМ-801, Германия). При
исследовании агрегации эритроцитов для ее сти-
мулирования добавляли к буферному раствору
декстран-200 (10% ХАЕС-стерил, компания Fre-
senius Kabi, Германия) в соотношении 7 : 3 по объ-
ему. При этом осмолярность полученной смеси не
изменялась. Суспензию эритроцитов делили на не-
сколько аликвот и клетки инкубировали при 37°С в
течение 30 мин с каждым из соединений:

1) донором СО – CORM-3 (15, 50 и 100 мкМ);

2) с блокатором Са2+-зависимых калиевых ка-
налов ТЕА (50 мкМ);

3) с ингибитором растворимой гуанилатцик-
лазы ODQ (0.5 мкМ);

4) с ингибитором NO-синтазы L-NAME
(200 мкМ).

В каждом опыте в качестве контроля использо-
вали суспензию эритроцитов, инкубируемых в тече-
ние 30 мин при 37°С в буферном растворе без добав-
ления указанных выше препаратов. В опыте и в кон-
троле проводилось по 20 параллельных измерений
микрореологических характеристик эритроцитов и
их теней. Все препараты и соединения получены от
фирмы Sigma-Aldrich (США). Их растворяли со-
гласно указаниям производителя либо в DMSO,
либо в дистиллированной воде. Все эксперимен-
ты проводили в течение 4 ч после взятия крови.
Тени эритроцитов готовили по методу Доджа [17].
Эритроциты разрушали осмотическим шоком. Для
этого к 1 мл клеток добавляли 7 мл охлажденной ди-
стиллированной воды (при температуре 4°С) с по-
следующей отмывкой в фосфатном буфере. Затем
концентрат теней инкубировали в фосфатном
буфере с добавлением 30% декстрана-200 (соот-
ношение буфера и декстрана 7 : 3 по объему).
Суспензию восстановленных теней эритроцитов
делили на несколько аликвот, добавляли соответ-
ствующие препараты и после инкубации в тече-
ние 30 мин при 37°С регистрировали их деформи-
руемость в проточной микрокамере.

Исследование агрегации и деформируемости.
Степень агрегации эритроцитов определяли с помо-
щью агрегометра Myrenne M1 (Германия), который
дает возможность получить четыре индекса агрега-
ции при низких (3 с–1) и высоких (600 с–1) скоростях
сдвига (индексы агрегации: М5, М10, М15 и М110, со-
ответственно). Кроме того, процесс агрегации и
форму клеток контролировали с помощью пря-
мой микроскопии. Поскольку все четыре индекса
агрегации, которые регистрируются агрегомет-
ром Myrenne M1, изменялись однонаправленно и
примерно одинаково, то для анализа использова-
ли только индекс М5. В тексте, на рисунках и в
таблицах они обозначены как показатели агрега-
ции эритроцитов.

Для оценки мембранной вязкоэластичности
эритроцитов определяли индекс удлинения эрит-
роцитов и их восстановленных теней в проточной
микрокамере, где создавали постоянное течение
суспензии эритроцитов (Hct = 0.5%). В микрока-
меру подавали давление, которое создавало на-
пряжение сдвига 0.54 Н/м2 и вытягивало клетки
(или их восстановленные тени), прикрепленные
ко дну камеры. Адгезия клеток происходила
спонтанно. На основе измерения длины (L) и ши-
рины (W) вытянутых потоком клеток рассчиты-
вали показатель деформируемости эритроцитов:
ИУЭ = L/W (отн. ед.) [18].
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Статистическая обработка. Статистическую об-
работку результатов проводили с использованием
программы Statistica 6.0. Проверку выборочного
распределения проводили с помощью теста Шапи-
ро–Уилка. Значимость различий определяли с
помощью t-критерия Стьюдента. Гипотезу о вза-
имосвязи данных проверяли с помощью корреля-
ции Спирмена. За уровень статистически значи-
мых различий принимали изменения при p < 0.05
и p < 0.01. Данные в таблицах и тексте представле-
ны как М ± m (среднее ± стандартная ошибка
среднего).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Изменение микрореологии эритроцитов
после их инкубации с донором СО CORM-3

После инкубации эритроцитов с CORM-3 при-
рост ИУЭ при разных концентрациях препарата со-
ставил 6–9% (с 1.94 ± 0.03 до 2.05 ± 0.03 отн. ед. при
концентрациях донора СО 15 и 100 мкМ и до 2.11 ±
± 0.02 отн. ед. при концентрации 50 мкМ; p <
< 0.01). Таким образом, несколько более выра-
женные изменения ИУЭ были зарегистрированы
при концентрации CORM-3 50 мкМ (с 1.94 ± 0.02
до 2.11 ± 0.03 отн. ед., p < 0.01; рис. 1а).

Это было подтверждено и на тенях эритроци-
тов (рис. 1б). При этом увеличение их деформиру-
емости при концентрации донора СО 50 мкМ до-
стигло 10% (с 1.84 ± 0.02 до 2.02 ± 0.03 отн. ед.,
p < 0.01). Важно заметить, что одним из основных
факторов изменения деформируемости эритро-
цитов в целом является эластичность их мембран
[10] (наряду с цитоплазматической вязкостью, вели-
чина которой в основном зависит от концентрации
гемоглобина) [19]. Поскольку при приготовлении
теней эритроцитов гемоглобин удалялся из клеток
и заменялся изотоническим раствором с посто-
янной вязкостью, то, следовательно, изменение
общей деформируемости теней зависело только

от микромеханических свойств мембраны, и из-
меряемые величины могут характеризовать мем-
бранную эластичность эритроцитов.

Дозозависимые изменения агрегации эритро-
цитов при их инкубации с CORM-3 тоже свиде-
тельствовали о большей эффективности донора
СО при его концентрации 50 мкМ (рис. 2).

При этой концентрации снижение ПАЭ состави-
ло 41% (с 4.92 ± 0.38 отн. ед. в контроле до 2.51 ±
± 0.22 отн. ед. после инкубации с донором СО, p <
< 0.01).

Изменение микрореологии эритроцитов
после их инкубации с CORM-3 и ТЕА

В качестве основной молекулярной мишени
для действия СО в клетках рассматривают KCa-ка-
налы, которые блокируются ТЕА [20]. В этой серии
опытов было установлено, что CORM-3 повышал
ИУЭ интактных клеток на 8% (р < 0.01), а снижение
агрегации составило 37% (табл. 1, р < 0.05). ТЕА
(50 мкМ) уменьшал влияние CORM-3 на дефор-

Рис. 1. Относительные изменения деформируемости интактных эритроцитов (а) и их восстановленных теней (б) после
инкубации с CORM-3 в разных концентрациях: 1 – 15, 2 – 50, 3 –100 мкМ. * – Отличие от контроля статистически
значимо (p < 0.01).
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Рис. 2. Относительные (в % от контрольного значе-
ния) изменения агрегации эритроцитов после их ин-
кубации с CORM-3 в концентрациях: 1 – 15, 2 – 50,
3 –100 мкМ. * – Отличие от контроля статистически
значимо (p < 0.01).
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мируемость эритроцитов, но не устранял его полно-
стью (табл. 1). Однако если сравнить ответы эритро-
цитов на CORM-3 и на сочетание ТЕА + CORM-3,
то разница в изменениях ИУЭ в первом случае со-
ставила 8% и была достоверной (р < 0.01), а во вто-
ром – 2% (р > 0.05) и статистически незначима. Что
касается второй микрореологической характери-
стики эритроцитов, их агрегации, то ТЕА полно-
стью устранял снижение ПАЭ, происходящее под
влиянием CORM-3 (табл. 1).

На микрореологической модели теней эритро-
цитов были получены данные, свидетельствующие о
полном подавлении эффекта донора СО на дефор-
мируемость (рис. 3). Хотя после инкубации теней
эритроцитов только с CORM-3 наблюдался досто-
верный, на 8% прирост деформируемости (р < 0.01).
Однако если в среду инкубации теней был добав-
лен ТЕА, то донор СО практически не изменял мем-
бранную эластичность и индекс деформируемости

отличался от уровня контроля менее чем на 1%
(1.80 ± 0.03 отн. ед. – контроль; 1.95 ± 0.03 отн. ед. –
CORM-3 и 1.81 ± 0.02 отн. ед. – ТЕА + CORM-3).

Изменение микрореологии эритроцитов после их 
инкубации с CORM-3, ингибиторами растворимой 

гуанилатциклазы ODQ и NO-синтазы L-NAME

Известно, что NO- и CO-индуцированные из-
менения клеточных функций в основном опосреду-
ются растворимой гуанилатциклазой и cGMP-за-
висимыми сигнальными/регуляторными процес-
сами [21]. Мы проверили предположение о том, что
микрореологические ответы эритроцитов могут
быть связаны сигнальной системой NO-cGMP. Бы-
ло найдено, что при ингибировании р-ГЦ с помо-
щью ODQ (0.5 мкМ) практически полностью
устранял эффект донора СО. Это было подтвер-
ждено на двух моделях: в опытах с деформируе-
мостью эритроцитов и при регистрации их агре-
гации (табл. 2).

Если ингибировать активность NO-синтетазы
с помощью L-NAME (200 мкМ), то, как и при
воздействии на р-ГЦ, полностью устраняется
микрореологический эффект CORM-3 (табл. 3).
Более того, под влиянием отдельно L-NAME аг-
регация эритроцитов даже возрастала на 16%, и
добавление CORM-3 не устраняло повышения
ПАЭ (табл. 3).

Необходимо заметить, что замена цитоплазмы
в эритроцитах на раствор Рингера в их восстанов-
ленных тенях должна привести к удалению р-ГЦ.
Однако это не изменило микрореологические от-
веты на CORM-3 и на одновременное воздей-
ствие ODQ + CORM-3. Так, например, добавле-
ние в среду инкубации ингибитора р-ГЦ полно-

Таблица 1. Изменение микрореологических характеристик эритроцитов после их инкубации с CORM-3, блока-
тором кальций-зависимых калиевых каналов, ТЕА по отдельности и при их одновременном добавлении (M ± m,
n = 20)

* Отличия от значений в контроле статистически значимы (р < 0.05).
** Отличия от значений в контроле статистически значимы (р < 0.01).

Показатель Контроль CORM-3 ТЕА ТЕА + CORM-3

ИУЭ, отн.ед. 1.93 ± 0.01 2.08 ± 0.02** 1.96 ± 0.03 1.97 ± 0.03
ПАЭ, отн.ед. 4.56 ± 0.18 2.87 ± 0.16* 4.88 ± 0.28 4.65 ± 0.32

Рис. 3. Относительные (в % к контролю) изменения
деформируемости восстановленных теней эритроци-
тов после их инкубации с CORM-3 и в сочетании с
блокатором Са2+-зависимых калиевых каналов ТЕА.
* – Отличие от контроля статистически значимо (p <
< 0.01).
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Таблица 2. Изменение микрореологических характеристик эритроцитов после их инкубации с донором СО
(CORM-3), ODQ по отдельности и при их одновременном добавлении (M ± m, n = 20)

* Отличия от значений в контроле статистически значимы (р < 0.05).
** Отличия от значений в контроле статистически значимы (р < 0.01).

Показатель Контроль CORM-3 ODQ ODQ + CORM-3

ИУЭ, отн. ед. 2.00 ± 0.01 2.10 ± 0.01** 1.96 ± 0.01 2.00 ± 0.02
ПАЭ, отн. ед. 4.05 ± 0.22 2.83 ± 0.15* 4.12 ± 0.28 4.08 ± 0.32



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 3  2021

ВЛИЯНИЕ ГАЗОТРАНСМИТТЕРА МОНООКСИДА УГЛЕРОДА 221

стью устраняло прирост деформируемости теней
эритроцитов (рис. 4а).

Сходный результат был получен при инкуба-
ции теней эритроцитов с L-NAME и при совмест-
ном воздействии L-NAME + CORM-3. Прирост
деформируемости под влиянием CORM-3 на 9%
(p < 0.01) устранялся добавлением ингибитора
NOS (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Донор монооксида углерода, например
CORM-3, высвобождает молекулы СО, что обес-
печивает доставку контролируемых количеств
СО для регуляции работы биологических систем
[22]. Результаты данного исследования показали,
что CORM-3 заметно повышает эластичность
мембран эритроцитов и их деформируемость в це-
лом. Вместе с выраженным снижением агрегации
это может существенно сказываться на перфузии
тканей [7, 8]. Изменение мембранной эластичности
теней эритроцитов под влиянием донора СО было
достоверно большим, и разница относительно кон-
троля составила 0.143 ± 0.01 отн. ед., тогда как у ин-
тактных клеток прирост ИУЭ был равен 0.100 ±
± 0.01 отн. ед. Это различие в 0.043 отн. ед. было
статистически достоверным (р < 0.05). Разница в
мембранной эластичности может быть обусловлена
тем, что имеющийся в интактных эритроцитах ге-

моглобин связывает выделившийся из CORM-3 СО
как сигнальную молекулу [23], чего не происхо-
дит в тенях клеток с удаленной цитоплазмой и ге-
моглобином.

В качестве одной из основных молекулярных
мишеней для CO в клетках рассматривают
KСа-каналы [4]. Когда CO взаимодействует с ге-
мом, это приводит к увеличению связывания Ca2+

с каналом, причем и CO может напрямую воздей-
ствовать на активность KCa-каналов, связываясь в
нескольких центрах [20]. При блокировании этих
каналов с помощью TEA происходило существен-
ное уменьшение эффективности действия СО на
деформируемость эритроцитов и их теней и полное
устранение его снижающего агрегацию влияния.
Важно заметить, что CO активирует KCa-каналы не
только на интактных клетках, а также в изолиро-
ванных фрагментах плазматической мембраны.
Это происходит в условиях, когда цитозольные
сигнальные белки отсутствуют, а киназы неак-
тивны, свидетельствуя о прямом действии СО на
KCa-каналы [24]. Кроме того, СО, так же как и
NO, способен стимулировать р-ГЦ, тем самым
повышая уровень cGMP в клетках. Это ведет, на-
пример, к вазодилатации и угнетению агрегации
тромбоцитов [1, 25, 26]. Вполне вероятно, что в
эритроцитах используются оба этих сигнальных
пути для реализации эффектов СО.

Таблица 3. Изменение микрореологических характеристик эритроцитов после их инкубации с донором СО
(CORM-3), L-NAME по отдельности и при их одновременном добавлении (M ± m, n = 20)

** Отличия от значений в контроле статистически значимы (р < 0.01).

Показатель Контроль CORM-3 L-NAME L-NAME + CORM-3

ИУЭ, отн. ед. 1.95 ± 0.03 2.09 ± 0.02** 1.95 ± 0.03 1.96 ± 0.03

ПАЭ, отн. ед. 4.50 ± 0.34 3.85 ± 0.29** 5.22 ± 0.42 4.91 ± 0.84

Рис. 4. Относительные (в % к контролю) изменения деформируемости восстановленных теней эритроцитов после их
инкубации с CORM-3 и в сочетании с ODQ (а) и CORM-3 в сочетании L-NAME (L-N). * – Отличие от контроля ста-
тистически значимо (p < 0.01).
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Наряду с вышеприведенными данными об эф-
фекте блокирования KCa-каналов, ингибирова-
ние р-ГЦ с помощью ODQ сопровождалось прак-
тически полным устранением микрореологиче-
ских ответов эритроцитов и их теней на CORM-3.
Анализ выраженного снижения агрегации под
влиянием донора СО позволяет предполагать, что
изменение этой микрореологической характери-
стики эритроцитов реализуется через активацию
р-ГЦ с последующим снижением внутриклеточной
концентрации Са2+ [1]. Известно, что поступление
Са2+ в эритроциты и/или тромбоциты сопровож-
дается выраженным приростом агрегации этих
клеток [15, 27]. Тогда как блокирование его входа
или связывание во вне- или внутриклеточной среде
хелаторами, напротив, ингибирует агрегацию
эритроцитов [28].

Интересно заметить, что и при инкубации те-
ней эритроцитов с CORM-3 на фоне ингибитора
р-ГЦ также не было выявлено прироста деформи-
руемости. Имеются данные о том, что СО может
ингибировать образование NO в клетках, и эти га-
зотрансмиттеры могут проявлять уникальные взаи-
модействия [29]. Действительно, при ингибирова-
нии ключевого фермента образования оксида азота
NO-синтазы с помощью L-NAME устранялись по-
ложительные микрореологические эффекты доно-
ра СО. Более того, сам ингибитор (L-NAME) замет-
но повышал агрегацию эритроцитов. Известно, что
активация NOS связана с системой кальций-каль-
модулин [30], и нарушение их взаимодействия под
влиянием L-NAME может способствовать повы-
шению концентрации свободного Са2+ в эритро-
цитах и, как следствие этого, – усиление агрега-
ции [28, 31].

Таким образом, получены данные о положи-
тельном влиянии донора монооксида углерода на
микрореологические свойства эритроцитов. Был
выявлен умеренный, но статистически достовер-
ный прирост мембранной эластичности, под-
твержденный как в микрореологических ответах
интактных эритроцитов, так и их восстановленных
теней. Донор СО значительно снижал агрегацию
эритроцитов. Что касается молекулярных мишеней,
то результаты опытов позволяют заключить, что эф-
фекты СО могут реализоваться как через активацию
KCa-каналов, так и при участии NO/cGMP сиг-
нального пути.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ и БРФФИ в рамках научного
проекта № 20-515-00019 Бел_а.
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Effects of Carbon Monoxide on Microrheology 
and Elasticity of Erythrocyte Membranes

A. V. Muravyov1, *, I. A. Tikhomirova1, S. V. Bulaeva1,
E. P. Petrochenko1, and Yu. V. Malysheva1

1Ushinski State Pedagogical University, Yaroslavl, 150000 Russia
*e-mail: alexei.47@mail.ru

Oxygen delivery to tissue microregions depends not only on vascular factors, but also on the erythrocytes –
transporters of respiratory gases. Although the influence of gas transmitters on the microrheology of blood
cells is not in doubt, the available data mainly concern the effects of nitric oxide (NO) on the elasticity of the
erythrocyte membrane. There is much less information on the effects of H2S, and there are no data at all on
the signaling role of carbon monoxide (CO) in erythrocyte microrheology. The aim of this work was to study
microrheological responses of erythrocytes to CO. The microrheological characteristics of erythrocytes were
studied in control conditions and in the presence of the CO donor CORM-3 in combination with a number
of inhibitors, including the soluble guanylate cyclase inhibitor ODQ, the inhibitor of NO synthase L-NAME,
and the blocker of Са2+-dependent potassium (KCа) channels TEA. Erythrocyte deformability index (EDI)
and aggregation index of erythrocytes (AIE) were recorded in control conditions and after the incubation with
these componds. Besides, changes in microrheology induced by these preparations in recovered erythrocyte
ghosts were evaluated. In the presence of CORM-3, erythrocytes showed an increase in EDI by 9% (p < 0.01).



224

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 3  2021

МУРАВЬЕВ и др.

The increase in EDI in erythrocyte ghosts caused by the CO donor was 10% (p < 0.01). Under these condi-
tions, AIE decreased by 41% (p < 0.01). Blocking KCa channels by TEA resulted in a significant suppression
of the CO-dependent increase in EDI and completely eliminated the effect of CO on erythrocyte aggregation.
Inhibition of the NO-associated signaling pathway by ODQ and L-NAME eliminated the microrheological
effects of CORM-3. The obtained results indicate that CO is able to positively influence the microrheological
characteristics of erythrocytes by increasing their elasticity and deformability and inhibiting their ability to ag-
gregate. The regulatory effects of CO can be realized with the participation of KCa channels and the NO/cGMP
signaling cascade.

Keywords: erythrocytes, deformability, aggregation, gas transmitters, carbon monoxide, soluble guanylate cy-
clase, Ca2+-activated K+ channels
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Распознавание вкусовых молекул обеспечивается специализированными рецепторами, функцио-
нирующими на рецептирующей апикальной мембране вкусовых клеток, обращенной во вкусовую
пору. Вкусовая трансдукция завершается кодированием сенсорной информации в форме стимул-
зависимого выброса афферентного нейротрансмиттера, стимулирующего вкусовой нерв. Основ-
ным нейромедиатором периферической вкусовой системы является ATP. Синаптическая передача
во вкусовых клетках типа II основана не на каноническим Са2+-зависимом экзоцитозном механиз-
ме секреции, а обеспечивается Са2+-независимым выбросом ATP через ATP-проницаемые ионные
каналы базолатеральной мембраны. Этот процесс изучался на уровне одиночных клеток типа II, и
был выявлен ряд закономерностей секреции ATP. Между тем, при исследовании стимул-зависимо-
сти выброса ATP на уровне одиночных клеток или изолированных вкусовых почек практически не-
возможно стимулировать только апикальную мембрану клеток. Поэтому в таких экспериментах су-
ществует вероятность неспецифических эффектов вкусовых соединений. Для исследования секре-
ции ATP вкусовыми клетками в условиях физиологически адекватной стимуляции нами разработан
экспериментальный подход, основанный на использовании экспериментальной камеры, представ-
ляющей собой модификацию камеры Уссинга. Камера состояла из двух перфузируемых отсеков,
между которыми зажимался и плотно изолировался фрагмент языкового эпителия, содержащий
желобоватый вкусовой сосочек. Вкусовые стимулы подавались через верхний отсек, в который бы-
ла обращена наружная часть эпителия. Базальная часть вкусовых почек была обращена в нижний
отсек, заполняемый люциферин-люциферазной смесью для детекции выброса ATP. Данный под-
ход впервые позволил в режиме реального времени наблюдать выброс ATP вкусовыми клетками в
ответ на стимуляцию вкусовыми веществами, доступными только для апикальной мембраны.

Ключевые слова: вкусовой рецепторный эпителий, секреция ATP, люциферин-люциферазный метод
DOI: 10.31857/S023347552103004X

ВВЕДЕНИЕ

Вкусовые рецепторные клетки типа II являются
основными хемосенсорными клетками вкусовой
почки, специализирующимися в распознавании
горького, сладкого и аминокислот. Эти клетки экс-
прессируют гептаспиральные вкусовые рецепторы
(G-protein coupled receptor, GPCR), формирующие
два подсемейств T1R и T2R. Эти рецепторы и со-
пряженные сигнальные системы функционируют
на апикальной мембране, которая экспонирована
во вкусовую пору и выполняет функцию рецеп-
ции вкусового стимула. Согласно современным
представлениям [1], трансдукция вкусового сиг-
нала во вкусовых клетках типа II включает следу-
ющие основные внутриклеточные события. При
связывании молекул вкусовых веществ вкусовые

GPCR сопрягаются G-белком с фосфолипазой
PLCβ2, которая катализирует гидролиз фосфоли-
пида PIP2, производя два вторичных медиатора:
растворимый IP3 и липидный DAG. Далее IP3

стимулирует выброс депонированного Са2+ при
участии IP3-рецептора (тип III). Стимул-зависимое
повышение внутриклеточного Са2+ обеспечива-
ет активацию Са2+-зависимых катионных каналов
TRPM5 базолатеральной мембраны и генерацию
деполяризующего рецепторного потенциала.
Последний стимулирует потенциал-зависимые
Na+-каналы, инициируя генерацию серии потен-
циалов действия и выброс афферентного нейроме-
диатора ATP [1–4].

Внутриклеточный Ca2+ выступает в роли вто-
ричного посредника при передаче сенсорного сиг-
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нала и в других сенсорных клетках. Так, в нейро-
нах вомероназального органа GPCR феромонов
сопряжены с PLСβ2 (или PLCβ4), и в процессе
трансдукции происходит IP3-зависимый выброс де-
понированного Са2+, ключевым является DAG-за-
висимый вход наружного Са2+ через DAG-акти-
вируемые катионные каналы TRPC2 [5]. Хотя в
данном случае именно фосфоинозитидный кас-
кад обеспечивает сопряжение рецепторов феро-
монов с клеточным ответом, как и во вкусовых
клетках, считается, что во вкусовой трансдукции
Са2+-сигнализация обеспечивается за счет выброса
депонированного Са2+ при пренебрежимо малом
вкладе входа наружного Са2+ [1, 4]. Поскольку вы-
деление индивидуальных вкусовых клеток сопря-
жено с достаточно жесткими ферментативными и
механическими воздействиями, можно думать, что
сохранение функциональности апикальной мем-
браны, включая функциональность Ca2+-проница-
емых ионных каналов, не идентифицированных до
настоящего времени, представляет собой одну из
проблем физиологии вкусовых клеток. С этой точки
зрения представляется целесообразным выполнять
исследования вкусовой трансдукции с использова-
нием не только препаратов диссоциированных вку-
совых почек, но и более интегральных препаратов, в
которых рецептирующая мембрана и ассоцииро-
ванные молекулярные структуры более сохранны и
функциональны.

Один из таких препаратов был описан в работе
[2], в которой для исследования секреции АТР
использовалась камера Уссинга [6] для анализа
секреции АТР фрагментами языкового эпителия,
содержащих либо желобоватый, либо листовид-
ный вкусовой сосочек. Базолатеральная сторона
эпителия располагалась в резервуаре с буферным
раствором, который после стимуляции собирал-
ся, смешивался с люциферин-люциферазым реа-
гентом и анализировался на люминометре. Эта
методика позволила статистически продемон-
стрировать рост выброса ATP фрагментами эпи-
телия со вкусовыми почками в ответ на однократ-
ную стимуляцию смесью горьких веществ по
сравнению с фрагментами без вкусовой ткани [2].
Тем не менее, такой подход фактически лишен
внутреннего контроля по схеме контроль-воздей-
ствие-контроль. В данной работе мы модифици-
ровали описанный выше подход и устранили ука-
занный недостаток, обеспечив мониторинг сек-
реции ATP в режиме реального времени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение вкусового эпителия языка мыши, со-
держащего желобоватый вкусовой сосочек, про-

водилось по стандартной методике [3]. Смесь
ферментов (1.1 мг/мл коллагеназы Б, 1.2 мг/мл
диспазы II, 0.2 мг/мл эластазы (Worthington,
США), 0.5 мг/мл ингибитора трипсина (Sigma–
Aldrich, США) в растворе, содержащем (мМ):
130 NaCl, 10 KCl, 1 СаCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES,
10 глюкозы (pH 7.8), инъецировалась под эпите-
лий изолированного языка. Затем язык инкуби-
ровался 35 мин в бескальциевом растворе, содержа-
щем (мМ): 120 NaCl, 20 KCl, 0.7 СаCl2, 1.1 MgCl2,
1 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES, 10 глюкозы (pH 7.4).
После инкубации эпителий подрезался и отделял-
ся от мышечной ткани. Участок эпителия языка с
желобоватым сосочком помещался в физиологи-
ческий раствор, содержащий (мМ): 135 NaCl,
5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 HEPES, 10 глюкозы
(pH 7.4), и затем крепился в камере Уссинга так,
чтобы апикальная часть эпителия была обращена
в верхний отсек камеры.

Мониторинг выброса ATP вкусовыми клетками
осуществлялся в модифицированной камере Ус-
синга [6], которая состояла из двух перфузируемых
отсеков, между которыми зажимался и плотно изо-
лировался фрагмент языкового эпителия, содер-
жащего желобоватый вкусовой сосочек. Раствор
для перфузии апикальной стороны эпителия со-
держал (мМ): 50 NaCl, 20 KCl, 4 CaCl2, 0.5 MgCl2,
5 HEPES (pH 7.6) [8]. Нижняя ячейка заполнялась
физиологическим раствором, содержащим 10 мкМ
калиевой соли люциферина и 0.1 мкг/л рекомби-
нантной люциферазы (Sigma–Aldrich, США). Хе-
милюминесценция люциферин-люциферазной
смеси регистрировалась микрофотометром
Model 814 (PTI, США), работающим в режиме
счета фотонов и подключенным к компьютеру
через интерфейсный модуль BrightBox (PTI,
США). Фотоответы регистрировались и анали-
зировались с помощью программного обеспече-
ния Felix32 (PTI, США). Полученные данные
обрабатывались в программе SigmaPlot 11 (Systat
Software, США).

Эксперименты проводились при комнатной
температуре (23–25°C). Соли, HEPES и вкусовые
стимулы приобретались у фирмы Sigma–Aldrich.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Эксперименты проводились с использовани-

ем экспериментальной камеры, представляющей
собой модификацию камеры Уссинга [6], которая
широко использовалась, например, для измере-
ния транспорта ионов, питательных веществ и ле-
карств через эпителиальные ткани [7], а также для
анализа выброса гормонов тканями двенадцати-
перстной кишки [8]. Разработанная нами камера
монтировалась на микрофотометре и состояла из
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двух независимо перфузируемых отсеков, между
которыми плотно фиксировался эпителий. На-
ружная часть эпителия, а значит и апикальные
участки мембран вкусовых клеток, была экспо-
нирована в верхний отсек камеры. Перед началом
регистрации в течение 30–40 мин производилась
непрерывная перфузия обоих отсеков камеры
апикальным и физиологическим растворами со-
ответственно, для восстановления ткани после
механических воздействий, связанных с закреп-
лением ее между отсеками. После периода релак-
сации препарата, нижний отсек заполнялся лю-
циферин-люциферазной смесью, что, как правило,
позволяло наблюдать стабильную базальную хеми-
люминесценцию низкого уровня, видимо, вызван-
ную спонтанным окислением люциферина. Кон-
струкция камеры и система перфузии обеспечи-
вала минимальное гидростатическое давление на
эпителий и позволяла в процессе регистрации
производить быструю, без гидравлического уда-
ра, смену раствора в верхнем отсеке над апикаль-

ной стороной эпителия. Это обеспечивало отсут-
ствие артефактов, связанных с механическими воз-
мущениями эпителия, которые могли вызывать
выброс ATP из эпителиальной ткани, и позволяло
выполнять серию аппликаций на одном препарате.
Для предотвращения паразитной засветки во время
экспериментов камера с фотометром располага-
лись в светонепроницаемом боксе, установлен-
ном в затемненном помещении. В начале каждой
регистрации герметичность камеры с закреплен-
ным эпителием и целостность последнего прове-
рялись краткой (15–20 с) подачей раствора 100 нМ
ATP в верхний отсек камеры. При наличии по-
вреждений или неплотной фиксации эпителия в
камере это приводило к быстрому проникнове-
нию ATP в нижний отсек и вызывало большой по
амплитуде хемилюминесцентный сигнал. В таких
случаях эксперимент останавливался, и в камере
монтировался новый вкусовой эпителий.

Поскольку в желобоватом вкусовом сосочке
доминируют горько-чувствующие вкусовые клет-

Рис. 1. Регистрация хемилюминесцентного сигнала люциферин-люциферазной смеси в нижнем отсеке камеры. а, б –
On-line регистрация сигнала, обусловленного выбросом ATP вкусовым эпителием при кратковременной аппликации
на апикальную поверхность эпителия 1 мМ октаацетат сахарозы (СОА) (а) и 10 мМ гидрохлорида хинина (б). Время и
продолжительность аппликаций указаны линиями над экспериментальной кривой, моменты замены смеси люцифе-
рин-люциферазы в нижнем отсеке камеры указаны стрелками под экспериментальной кривой. в – Регистрация хеми-
люминесцентного сигнала при подаче раствора люциферин-люциферазы с известными концентрациями ATP; время
и продолжительность подач раствора люциферин-люциферазы в нижний отсек камеры указаны линиями над экспе-
риментальной кривой. г – Калибровочная диаграмма, отражающая средние пиковые значения уровня хемилюминес-
ценции в нижнем отсеке.
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ки, в описываемых экспериментах использова-
лись вещества, вызывающие горький вкус, в част-
ности – гидрохлорид хинина (10 мМ) и октаацетат
сахарозы (1 мМ). Стимуляция эпителия проводи-
лась путем кратковременной (30–50 с) смены кон-
трольного раствора в верхнем отсеке камеры на рас-
твор, содержащий горькое соединение в требуемой
дозе. Аппликация вкусовых стимулов приводила к
выбросу ATP эпителием и генерации хемилюми-
несцентного сигнала в нижнем отсеке камеры
(рис. 1а, 1б). Интервал времени между подачей
вкусового стимула и максимумом хемилюминес-
центного ответа люциферин-люциферазной сме-
си составил 30–100 с. После восстановления базо-
вого уровня хемилюминесценции производилась
смена смеси люциферин-люциферазы в нижнем
отсеке камеры (стрелки на рис. 1а, 1б), чтобы при
последующих регистрациях избежать падения
амплитуды ответов вследствие снижения концен-
трации активных реагентов люциферин-люци-
феразной смеси.

Для количественной оценки эффективной
концентрации ATP, выделенного эпителием при
стимуляции, после завершения каждого экспери-
мента проводились калибровочные измерения. Для
этого поочередно осуществлялась отмывка нижнего
отсека физиологическим раствором с последующим
заполнением раствором люциферин-люцифера-
зы с известной концентрацией ATP (рис. 1в). По
пиковым значениям уровня хемилюминесцен-
ции строилась калибровочная диаграмма как
функция средней концентрации ATP в нижнем
отсеке (рис. 1г). Согласно полученным при калиб-
ровочных измерениях результатам при данных
условиях регистрации и составе люциферин-лю-
циферазной смеси, минимальная регистрируемая
средняя концентрация ATP составила приблизи-
тельно 0.1 нМ. Основываясь на калибровке (рис. 1г),
эффективная концентрация ATP, достигавшаяся
в нижнем отсеке камеры за счет секреции нуклео-
тида желобоватым сосочком в ответ на трехкрат-
ную вкусовую стимуляцию 10 мМ гидрохлорида
хинина (рис. 1а) составила около 24, 14 и 3 нМ; и
в случае 1 мМ октаацетата сахарозы (рис. 1б) – 15,
8, 3 нМ.

Разработанная нами методика мониторинга
выброса ATP вкусовым эпителием путем регистра-
ции хемилюминесценции в режиме реального
времени с помощью модифицированной цирку-
ляционной камеры Уссинга обеспечила доста-
точно высокую чувствительность регистрации,
соответствующую эффективной концентрации ATP
порядка 0.1 нМ (при соотношении сигнал/шум рав-
ном 1), и позволила регистрировать серию выбро-
сов ATP одним препаратом, стимулируемым по-
следовательной аппликацией кратковременных

горьких стимулов. Методика позволяла сохранять
жизнеспособность вкусовой ткани и ее способ-
ность отвечать на горькие вещества в течение
длительного (до 2 ч) эксперимента, хотя при этом
наблюдалось постепенное снижение (рандаун)
амплитуды ответов (рис. 1а, 1б), возможно, из-за
истощения запаса ATP в клетках и/или снижения
эффективности каскада трансдукции и механизма
секреции. В дальнейшем данная методика может
быть использована для анализа физиологических
эффектов различных соединений, включая вкусо-
вые вещества и модуляторы активности вкусовых
GPCR.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
№ 20-04-01035 (рук. О.А. Рогачевская).
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Ex Vivo Monitoring of Stimulus-Dependent ATP Secretion by Taste Cells
A. A. Khokhlov1 and O. A. Rogachevskaja1, *
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Recognition of taste molecules in the taste pore is performed by special receptors in the apical membrane of
taste cells, which provide coding of sensory information in the form of a stimulus-dependent release of an af-
ferent neurotransmitter that stimulates the taste nerve. The main neurotransmitter of the peripheral gustatory
system is ATP. At the cellular level, it has been shown that stimulus-dependent ATP secretion by type II cells
is a non-canonical Ca2+-independent release through ATP-permeable ion channels located in the basolateral
membrane. In single cell experiments it is practically impossible to stimulate only the apical membrane of
cells; however, this is feasible when registering the activity of the taste epithelium due to the physical isolation
of the apical and basolateral parts. We used a modernized Ussing chamber providing an opportunity to stim-
ulate separately the apical part of taste cells exposed to the upper cell of the chamber and to detect ATP se-
creted from the basal part of the epithelium into the lower cell of the chamber filled with a mixture of luciferin
luciferase. The developed experimental scheme allowed on-line recording of a series of ATP release by the
taste epithelium in response to stimulation of the apical part of the epithelium with bitter taste substances.

Keywords: taste epithelium, ATP secretion, luciferin luciferase assay
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dopsis. J. Cell Sci. doi 10.1242/jcs.062703

Если работы, которые цитировались как в печати,
были опубликованы на момент получения кор-
ректуры, авторы должны внести необходимые ис-
правления в список литературы.

Сокращения и аббревиатуры. Стандартные со-
кращения, рекомендованные комиссией по биохи-
мической номенклатуре IUPAC-IUB (Eur. J. Bio-
chem. 1977, 74 (1), 1–6), могут быть использованы
непосредственно. Нестандартные сокращения хи-
мических соединений, сокращения общего харак-
тера разрешается вводить лишь в случае многократ-
ного употребления. Их следует ввести (в скобках)
при первом же использовании сложного словосоче-
тания в основном тексте статьи, например: актив-
ные формы кислорода (АФК).

Аббревиатуры или формулы химических соеди-
нений, употребляемые как прилагательные, пишут-
ся через дефис: ИК-спектроскопия, ЖК-состоя-
ние, Na+-форма, ОН-группа, но группа ОН.

Размерности отделяются от цифры пробелом
(100 кПА, 77 К), кроме градусов, процентов и про-
милле: 90°, 20°С (для градусов Цельсия 20°С, а не
20°), 45%, 10‰. Дробные размерности: 58 Дж/моль,
10 моль/л. Для более сложных размерностей до-
пускается использование степеней, в том числе
отрицательных; символы различных размерно-
стей должны быть отделены пробелом: 9.8 м/c2 или
9.8 м с–2, 37 Дж моль–1 град–1. Единообразие напи-
сания размерностей в рукописи является обяза-
тельным.

При перечислении, а также в числовых интер-
валах размерность приводится лишь для послед-
него числа (10–30 Дж/моль, 22–25°С), за исклю-
чением угловых градусов (5°–10°, а не 5–10°).
Размерности переменных пишутся через запятую
(Е, кДж/моль).

Специальные символы и цифры. Для печати спе-
циальных символов (греческие буквы, математи-
ческие символы, графические символы и т.п.)
следует использовать функцию Insert Symbol в ре-
дакторе Microsoft Word. Десятичные доли в числах
отделяются точкой (3.14, а не 3,14).

Репринты. После выхода журнала издатель-
ство высылает авторам бесплатно PDF-файлы
русской и английской версии статьи.

Адрес редакции: 117997, Москва, ул.Миклухо-Ма-
клая, 16/10, Институт биоорганической химии РАН,
корп. 32, комн. 411, редакция журнала Биологиче-
ские мембраны. Телефон редакции: 8(499)724-80-89.
E-mail: biomembranes2010@gmail.com.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
Сокращения часто употребляемых слов и терминов

ПРИЛОЖЕНИЕ 2
Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий химических соединений

БЛМ Бислойные (бимолекулярные) липидные н. Нормальный (раствор)
мембраны

втор- Вторичный ОЕ Оптическая единица
ВЭЖХ Высокоэффективная жидкостная ПААГ Полиакриламидный гель

хроматография

ГЖХ Газожидкостная хроматография п. о. Пары оснований
ед. акт. Единица активности т. п. о. Тысяча пар оснований
ИК Инфракрасный т. кип. Температура кипения
КД Круговой дихроизм т. пл. Температура плавления
КР Комбинационное рассеяние трет- Третичный
КССВ Константа спин-спинового взаимодействия ТСХ Хроматография в тонком слое
ME Международная единица УФ Ультрафиолетовый
м-, о-, п- мета-, орто-, пара- ЭПР Электронный парамагнитный резонанс
н Нормальный (изомер) ЯМР Ядерный магнитный резонанс

ДНК Дезоксирибонуклеиновая кислота FAD Флавинадениндинуклеотид
ДНКаза Дезоксирибонуклеаза FCCP Карбонилцианид-4-трифторметокси-

фенилгидразон
РНК Рибонуклеиновая кислота FMN Флавинмононуклеотид
РНКаза Рибонуклеаза GA Грамицидин A
Трис Трис(оксиметил)аминометан Gpp(NH)p Гуанозин-5'-(β,γ-имидо)трифосфат
ADP Аденозин-5'-дифосфат HEPES 4-(2-Гидроксиэтил)-1-пипера- 

зинэтансульфоновая кислота
AMP Аденозин-5'-фосфат MES 2-(N-морфолино)этансульфоновая 

кислота
сАМР Аденозин-3',5'-циклофосфат MOPS 3-(N-морфолино)пропансульфоновая 

кислота
ANS 1-Анилинонафталин-8-сульфонат NAD, NAD+, 

NADH
Никотинамидадениндинуклеотид и его 
окисленная и восстановленная формы

АТР Аденозин-5'-трифосфат NADP, 
NADP+, 
NADPH

Никотинамидадениндинуклеотид- 
фосфат и его окисленная
и восстановленная формы

АТР-аза Аденозинтрифосфатаза Pi Неорганический фосфат

СССР Карбонилцианид-м-хлорфенилгид-
разон

PPi Неорганический пирофосфат

СМ-целлюлоза Карбоксиметилцеллюлоза poly(A) (3'-5')Поли(адениловая кислота)
Con А Конканавалин А POPOP 1,4-Бис[2-(5-фенил)оксазолил]бензол
DCC N,N'-дициклогексилкарбодиимид PPO 2,5-Дифенилоксазол
DEAE-целлюлоза Диэтиламиноэтилцеллюлоза SDS Додецилсульфат натрия
EDTA Этилендиаминтетрауксусная кислота TAPS 3-{[2-Гидрокси-1,1-бис(гидрокси-

метил)этил]амино}-1-пропансульфо-
новая кислота

EGTA Этиленгликольбис(β-аминоэтиловый 
эфир)-N,N'-тетрауксусная кислота
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3
Символы для некоторых физических и химических величин и единицы их измерения

а 1/12 массы чистого изотопа 12С.
б Не °К.
в Англ. “absorbance” – поглощательная способность.
г Термин “экстинкция” употреблять не рекомендуется.

Символ Величина Единица измерения

m Масса г, мг, мкг и т.д.
М Молекулярная масса Даа (дальтон)
Мr Относительная молекулярная масса безразмерная
сB или [В] Концентрация вещества В М (моль/л), мМ и т.д.
n Количество вещества моль, нмоль, мкмоль и т.д.
s Коэффициент седиментации S (cвeдбepг, 10–13 с)
Т Термодинамическая температура Кб (кельвин)
t Температура по Цельсию °С
Е Энергия Дж или кал (4.1868 Дж)
Р Давление Па (паскаль), или атм (101325 Па), или 

мм рт. ст. (133.2 Па)
I Ионная сила М, мМ и т.д.
I Интенсивность излучения безразмерная
А Поглощениев (–lgI/I0) безразмерная

ε Молярный коэффициент поглощенияг М–1 см–1

λ Длина волны нм
Le Радиоактивность (излучательная способность) Бк (беккерель, с–1) или Ки (3.7 × 1010 Бк)
t Время с (не сек), мин, ч (не час), сут (не сутки)
V Объем дм3 (л), см3 (мл), мкл и т.д.
K Константа равновесия моль/л
Km Константа Михаэлиса М, мМ
Ks Субстратная константа То же
Ki Константа ингибирования »
k Константа скорости с–1 или М–1 с–1

kкат Каталитическая константа c–1

v Скорость превращения моль/с
V или Vmax Максимальная скорость моль л–1 с–1

h или nH Коэффициент Хилла безразмерный
U Напряжение В (вольт)
I Сила тока А (ампер)
С Емкость Ф (фарада)
R Сопротивление Ом
G Проводимость См (сименс)

Градиент электрохимического потенциала В (вольт)

Δψ Разность электрических потенциалов на мембране В (вольт)
Е, или Vm, или Δϕ Мембранный потенциал В (вольт)

+ΔμH


