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Многочисленные данные последних 30 лет свидетельствуют о том, что все отделы центральной и
периферической нервных систем (ЦНС и ПНС) от головного мозга, глазной сетчатки и обонятель-
ной луковицы до спинного мозга, ганглиев и энтероглии содержат клетки, соединенные щелевыми
контактами (ЩК). Единичные субъединицы ЩК (белки коннексины) собраны, как правило, в гек-
самерные комплексы или мембранные полуканалы (коннексоны). При этом, когда две контактиру-
ющие клетки соединяются посредством коннексонов в ЩК, разнообразие представленных в них
субъединиц белков коннексинов способствует специфичности и множественности функций в ней-
ронах, астроцитах, в сателлитной и энтеральной глии. Коннексины и ЩК нейронов, объединяя
определенные типы тормозных гиппокампальных и неокортикалькальных нейронных ансамблей,
обеспечивают синхронизацию локальной импульсной и ритмической активности, таламокорти-
кальное проведение, контроль возбуждающих связей, что отражает их важную роль в процессах вос-
приятия, концентрации внимания и консолидации памяти как на клеточном, так и на системном
уровнях. Коннексины макроглиальных клеток повсеместно экспрессируются в головном мозге, а
образуемые ими ЩК обеспечивают метаболическую кооперацию и играют определенную роль в
процессах миграции нейронов при развитии мозга, миелинизации, а также в гомеостазе тканей и
апоптозе. Мутации в генах глиальных коннексинов, а также дефицит этих белков ассоциированы с
такими заболеваниями, как врожденные нейропатии, потеря слуха, кожные заболевания, опухоли
мозга, аутизм. В обзоре обобщены данные многочисленных молекулярных, электрофизиологиче-
ских, фармакологических и морфологических исследований, направленных на прогресс в изучении
физиологического и патофизиологического значения глиальных и нейрональных коннексинов и
ЩК для ЦНС.

Ключевые слова: щелевые контакты, виды коннексинов, астроциты, нейроны
DOI: 10.31857/S0233475521020067

ВВЕДЕНИЕ
Щелевые контакты, или нексусы (gap junc-

tions, nexus), относятся к проводящему типу меж-
клеточных контактов и обеспечивают непосред-
ственный переход из цитоплазмы одной клетки в
цитоплазму другой небольших водорастворимых
молекул с молекулярной массой не более 1.5 кДа
(неорганические ионы, сахара, аминокислоты,
нуклеотиды, витамины и т.д.). Впервые их суще-

ствование было отмечено при изучении уль-
траструктуры нейронов нервной цепочки речно-
го рака в 1953 году [1]. Чуть позже эти структуры
были описаны как одиночные пятислойные пла-
стинки, тесно связывающие мембраны клеток и,
предположительно, участвующие в электриче-
ской проводимости кардиомиоцитов [2]. Первые
свидетельства существования ЩК в ЦНС млеко-
питающих относятся к 1960–1970 годам [3–6].

УДК 576.523

ОБЗОРЫ



84

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

КИРИЧЕНКО и др.

Затем последовало интенсивное изучение их
функциональной значимости с помощью элек-
трофизиологической регистрации токов от пар
соседних нейронов, инъекции флуоресцентных
красителей и оценки их межклеточного распро-
странения, а также ультраструктурные исследо-
вания их локализации в различных отделах ЦНС.
Многочисленные данные последних 30 лет сви-
детельствуют о том, что все отделы центральной и
периферической нервных систем от головного
мозга, глазной сетчатки и обонятельной лукови-
цы до спинного мозга, ганглиев и энтероглии со-
держат клетки, соединенные ЩК [7–9]. Субъеди-
ницы ЩК (белки коннексины) собраны, как
правило, в гексамерные комплексы, или мем-
бранные полуканалы (коннексоны). Пронизывая
билипидные слои мембран двух контактирующих
клеток, коннексоны формируют гексагональную
пору диаметром 1.5 нм. Когда две контактирую-
щие клетки соединяются посредством коннексо-
нов в ЩК, разнообразие представленных в них
субъединиц-коннексинов обеспечивает специ-
фичность и множественность функций в нейро-
нах [10], в астроцитах [11–13], в сателлитной и эн-
теральной глии [14, 15]. Коннексоны соединены
так, что смежные мембраны разделены щелью
шириной 2–4 нм (отсюда термин “щелевой кон-
такт”). Электронная микроскопия позволяет ви-
зуализировать коннексоны ЩК на репликах в ви-
де сотен плотно сгруппированных округлых скру-
ченных розеток, формирующих своеобразные
“бляшки” (plaques) [16, 17].

Клетки ЦНС, соединенные ЩК, могут быть
как глиальными, так и нейрональными. Глиаль-
ные ЩК формируются в основном между клетками
макроглии, способными накапливать полиами-
ны, и обеспечивают метаболическое сопряжение
клеток [18, 19]. ЩК нейронов обеспечивают элек-
тротоническую кооперацию клеток и функцио-
нируют как электрические синапсы [20, 21]. Пока
не существует четкого морфологического под-
тверждения существования ЩК между нейрона-
ми и глиальными клетками. Параллельно с опи-
санными выше исследованиями проводилось
изучение структуры ЩК, их каналов, белков, со-
ставляющих эти каналы, цитоплазматических и
внеклеточных доменов, а также их деградации
для определения возможных механизмов регули-
рования их функционального состояния и меж-
клеточного проведения. Целью настоящего обзо-
ра является описание существующих знаний об
особенностях молекулярной структуры ЩК, со-
ставляющих их белков коннексинов, а также их
функций в ЦНС в результате анализа данных ми-
ровой литературы.

1. ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНОВ 
КОННЕКСИНОВ И ИХ ДОМЕННОЙ 

СТРУКТУРЫ

Согласно современной номенклатуре, разме-
щенной в Глобальной поисковой системе полных
геномов “Entrez Gene”, гены коннексинов разде-
ляются на 5 групп: альфа, бета, гамма, дельта и
эпсилон. В каждой группе нумерация новым ге-
нам присваивалась по мере их описания; напри-
мер, GJA1 является первым описанным коннек-
сином альфа-группы у человека. Этот ген кодиру-
ет коннексин с молекулярной массой 43 кДа
(Сх43). На сегодняшний день в семействе кон-
нексинов насчитывается около 20 индивиду-
альных белков, отличающихся друг от друга по
молекулярной массе и по спектру тканевой экспрес-
сии [22, 23]. В ЦНС млекопитающих обнаружива-
ются коннексин 36 (Сх36), коннексин 45 (Сх45),
коннексин 43 (Сх43), коннексин 30 (Сх30), кон-
нексин 26 (Сх26), коннексин 32 (Сх32) и др. (табл. 1).

Традиционно коннексин имеет краткое обо-
значение для животных “Cx”, а для человека “СХ”,
при этом, гены коннексинов животных обознача-
ются “Gj”, гены коннексинов людей – “GJ”.
Первоначальные представления о доменной
структуре всех генов, кодирующих коннекси-
ны, были довольно простые. Они состояли из од-
ного экзона с расположенным на нем 5′-нетранс-
лируемым регионом и второго экзона с основной
кодирующей частью и 3'-нетранслируемым кон-
цом [24]. Дальнейшее детальное изучение струк-
туры этих генов показало, что их кодирующие
участки могут прерываться некодирующими ин-
тронами, например, у гена Gjd2, кодирующего
Сх36 [25], Gjd4, кодирующего Сх39 [26], Gja10,
кодирующего Сх57 [27].

Последующие молекулярные исследования
продемонстрировали существование у одного
гена коннексина нескольких сплайс-изоформ
транскриптов. К примеру, для гена коннексина
32 у крысы и человека было обнаружено два раз-
ных сплайс-варианта транскриптов [28, 29], а у
коровы и мыши – три [30, 31]. При этом было по-
казано, что большинство этих изоформ появля-
лись за счет 5′-регионов и альтернативного
использования промоторных участков; кодиру-
ющая же часть гена в мРНК оставалась неизме-
ненной. Экспрессия таких изоформ транскрип-
тов является специфичной для различных тканей
и органов. Так, в гепатоцитах и секреторных аци-
нарных клетках поджелудочной железы тран-
скрипция мРНК Сх32 начинается с промотора,
лежащего выше первого экзона, а в Шванновских
клетках ЦНС – с так называемого нервно-специ-
фического промотора, лежащего между первым и
вторым кодирующим экзоном [32]. Существова-
ние таких различных вариантов тканеспецифич-
ных транскриптов у млекопитающих было пока-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ ЩЕЛЕВЫХ КОНТАКТОВ 85

зано для многих коннексинов (Сх40, Сх43, Сх45,
Сх30 и др.), что связывают с особенностью семей-
ства этих генов. В классическом представлении
экспрессия коннексинов во многом регулируется
на уровне транскрипции с вовлечением различ-
ных транскрипционных факторов и эпигенетиче-
ских модификаций, таких как гистонные преоб-
разования или метилирование ДНК [33]. Однако
в литературе отмечены также факторы регуляции
экспрессии на трансляционном уровне, напри-
мер, элементы IRES (internal ribosome entry site –
внутренний сайт для входа в рибосому) или
uORFs (upstream open reading frames – открытые
рамки считывания) в генах коннексина [32].

2. СИНТЕЗ КОННЕКСИНА 
И ЕГО МОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА

Синтез коннексинов является постоянным
динамическим процессом в связи с коротким пе-
риодом их полураспада и необходимостью посто-
янного замещения. Подобно другим мембран-
ным белкам, коннексины синтезируются на мем-
бране эндоплазматического ретикулума (ЭР) с
последующей олигомеризацией, транспортиров-
кой через аппарат Гольджи и встраиванием в
мембрану клетки [34]. Каждая молекула коннек-
сина в виде нестабильного мономера состоит из
четырех гидрофобных трансмембранных спи-
ральных доменов (M1–4), двух экстраклеточных
петель (extracellular loop 1 (EL1) и extracellular loop 2
(ЕL2)), одной цитоплазматической петли (cyto-
plasmic loop (CL)) и N-, С-свободных концевых
доменов молекулы, которые также обозначаются
NT и CT (Т – tail) (рис. 1a).

Олигомеризация, или сборка коннексинов в
гексамерные комплексы, происходит по-разно-
му, в зависимости от вида коннексина. Исходя из
структурной гомологии, коннексины могут быть
разделены на две отдельные группы по процессу
олигомеризации. Коннексины, кодируемые ге-
нами Gjb1–Gjb7 (так называемые β-коннексины,
включая Cx26 и Cx32), следуют более традицион-
ному пути, где полная олигомеризация в гекса-
мерные полуканалы необходима перед транспор-
тировкой из ЭР в аппарат цис-Гольджи [35]. Дру-
гие коннексины (не-β-коннексины Cx43, Cx40,
Cx46) стабилизируются с помощью специфиче-
ского для коннексина мономера и транспортиру-
ются в сеть транс-Гольджи для олигомеризации
на поздних стадиях секреторного пути [36]. После
олигомеризации коннексины приобретают свою
оригинальную структуру в виде комплекса белков
из 6 молекул коннексина – коннексона и достав-
ляются к плазматической мембране для встраива-
ния и сборки в бляшки ЩК [37]. Кристаллогра-
фическое исследование полуканала показало, что
коннексоны имеют положительно заряженный
цитоплазматический вход, воронку, отрицатель-
но заряженный трансмембранный участок и вне-
клеточную полость. В воронке отмечено сужение,
образованное шестью N-концевыми спиралями,
выстилающими стенку канала. Такая структура
канала ограничивает размер проходящей через
него молекулы [38].

Цитоплазматические и внеклеточные домены
молекулы коннексина, встроенного в мембрану,
выполняют различные функции. Например, вне-
клеточные петли молекулы участвуют в обеспече-
нии соединений с коннексинами соседних кле-

Таблица 1. Основные коннексины ЦНС млекопитающих, кодирующие гены и их локализация

Тип коннексина Ген Млекопитающее Хромосома Клетки центральной 
нервной системы

Коннексин 36, Сх36 Gjd2, Группа Дельта 2 Mus musculus (мышь) Хромосома 2 Нейроны центральной 
нервной системы

Коннексин 43,СХ43 GJA1, Группа Альфа 1 Homo sapiens (человек) Хромосома 6 Астроциты, глиальные 
опухоли ЦНС

Коннексин 43,Сх43 Gja1, Группа Альфа 1 Mus musculus (мышь) Хромосома 10 Астроциты
Коннексин 30, СХ30 GJB6, Группа Бета 6 Homo sapiens (человек) Хромосома 13 »
Коннексин 30, Сх30 Gjb6, Группа Бета 6 Mus musculus (мышь) Хромосома 14 »
Коннексин 26, СХ26 GJB2, Группа Бета 2 Homo sapiens (человек) Хромосома 13 Олигодендроциты
Коннексин 62, CX62 GJA10, Группа Альфа 10 » Хромосома 6 Горизонтальные клетки 

сетчатки В-типа
Коннексин 32, СX32 GJB1, Группа Бета 1 » Хромосома 10 Миелинизированные 

Шванновские клетки
Коннексин 47, СX47 GJC2, Группа Гамма 2 » Хромосома 1 Олигодендроциты
Коннексин 31, CX31 GJB3, Группа Бета 3 » Хромосома 1 Дофаминэргические 

нейроны
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ток, в то время как NT- и CT-концы молекулы от-
ветственны за селективность канала для малых
молекул [37]. Длина цитоплазматических петель,
так же как и длина С-доменов, варьирует от кон-
нексина к коннексину. Кроме того, на С-конце
существуют так называемые сайты фосфорили-
рования [39]. Фосфорилирование этих С-конце-
вых участков коннексинов посредством киназ яв-
ляется одним из способов посттрансляционного
изменения этих белков. Посттрансляционная мо-
дификация коннексинов регулирует, в свою оче-
редь, многие важные аспекты их жизненного
цикла, включая синтез, транспортировку, стро-
бирование каналов и межбелковые взаимодей-
ствия [40]. Современные данные позволяют
предположить, что перспективным механизмом
влияния на ЩК и полуканалы может быть имен-
но воздействие на определенные киназы, что поз-
волит управлять продолжительностью жизни
коннексинов, их миграцией к плазматической
мембране, собиранием бляшек полуканалов,
формированием ЩК и проницаемостью поры [41].

Кроме того, взаимодействие С-конца с целым ря-
дом киназ определяет его взаимодействие с дру-
гими белками и таким образом модулирует его
сигнальную функцию.

3. ДЕГРАДАЦИЯ КОННЕКСИНОВ 
И ЩЕЛЕВЫХ КОНТАКТОВ

Период полураспада коннексинов составляет
около 1.5 ч, причем причины такого короткого
периода жизни белка до сих пор не объяснены
[42]. Полуканалы ЩК подвергаются как протеа-
сомной, так и лизосомной деградации с предше-
ствующей интернализацией посредством комби-
нированного эндо/экзоцитозного процесса [43].
Этот процесс происходит путем инвагинации
бляшек ЩК в цитоплазму клетки, отделения от
плазматической мембраны и образования двух-
мембранного кольцевого соединения, или “кон-
нексосомы”, подвергающегося последующей де-
градации [44]. При этом одна из контактирующих
посредством ЩК клеток является донором кон-

Рис. 1. Схематичное изображение молекулы коннексина и щелевого контакта. а – Доменная структура одной молеку-
лы коннексина, встроенной в билипидный слой мембраны. Обозначения: M1–M4 – трансмембранные домены, EL1–
EL2 – внеклеточные петли, CL – внутриклеточная петля, NT – N-конец молекулы, CT – С-конец. б – Агрегация ин-
дивидуальных каналов от 10 до несколько тысяч формирует кластер или бляшку щелевых контактов. Расстояние меж-
ду бляшками порядка 2–3 нм. Каждый коннексон составлен из шести молекул (субъединиц) коннексина. Типы кон-
нексонов щелевых контактов: 1 – гетеромерный гетеротипический, 2 – гомомерный гетеротипический, 3 – гетеро-
мерный гомотипический, 4 – гомомерный гомотипический.

Внеклеточное пространство

Внутриклеточное пространство

EL1 EL2

NT

CL CT

M1 M4M3M2

a

б

1 2 3 4
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нексосомы, которая поглощается другой клет-
кой. Ультраструктурные исследования процесса
деградации коннексосом свидетельствуют о том,
что этот процесс, вероятно, происходит посред-
ством лизосом или аутолизосом, поскольку отме-
чено, что внутри этих органелл пятислойная струк-
тура ЩК “размывается” в некоторых местах [45].
Существует по меньшей мере два вида таких ци-
топлазматических везикул, участвующих в интер-
нализации ЩК: большие и медленно разрушаю-
щиеся везикулы (диаметром порядка 0.5–5 мкм)
и более мелкие, разрушающиеся в течение не-
скольких секунд (диаметром 0.18–0.27 мкм) [46].
Поглощенные таким образом коннексины под-
вергаются рециркуляции и транспортируются ли-
бо обратно в плазматическую мембрану, либо в
аппарат Гольджи [47].

4. ТИПЫ КОННЕКСОНОВ И ИХ СТЫКОВКИ
В процессе олигомеризации коннексоны мо-

гут быть составлены из коннексинов одного вида
(гомомерные коннексоны) или из коннексинов
разных видов (гетеромерные коннексоны). Соот-
ветственно, составленные гомомерными или ге-
теромерными коннексонами ЩК могут быть го-
мотипическими либо гетеротипическими, что за-
висит от состава коннексонов. В литературе
описаны различные сочетания коннексонов и ти-
пы ЩК: гомомерный гомотипический, гетеро-
мерный гомотипический, гомомерный гетероти-
пический, гетеромерный гетеротипический
(рис. 1б). Функциональные свойства (проницае-
мость и селективность для различных молекул и
ионов) у гетеротипических каналов, образован-
ных двумя различными коннексинами, могут от-
личаться от соответствующих свойств гомотипи-
ческих каналов [48]. Например, гетеротипиче-
ские ЩК и их функциональное отличие от
гомотипических ЩК обсуждается в статье Lin с
соавт. [49], в которой было показано, что ЩК же-
лудочков сердца содержат только Сх43, а ЩК
предсердий сердца состоят из Сх40 и Сх43. Ко-
экспрессия этих коннексинов является основной
причиной большинства динамических стробиру-
ющих свойств ЩК предсердий по сравнению с
ЩК желудочков. Эти различия в свойствах ЩК
предсердий и желудочков могут играть опреде-
ленную роль в генезе медленной проводимости
миокарда и аритмий [49].

Механизмы совместимости коннексинов в со-
ставе гетеротипических контактов на настоящий
момент не вполне выяснены/изучены. Теорети-
чески при совмещении двух коннексинов можно
сформировать до 196 вариантов различных кана-
лов. Однако было установлено, что стыковка двух
полуканалов с образованием одного функцио-
нального канала ЩК возможна только между
совместимыми коннексинами; молекулярный

механизм этого процесса неясен. Предполагает-
ся, что в основе механизма стыковки полукана-
лов в единую пору ЩК лежат водородные связи,
нарушение которых является причиной канало-
патий [50]. Наиболее важным элементом молеку-
лы коннексина для селективной стыковки и фор-
мирования функциональных каналов считают
внеклеточный домен E2, а не Е1 [51]. Вместе с тем
стыковка полуканалов конкретной пары коннек-
сонов зависит от предполагаемого числа водород-
ных связей на каждом стыковочном интерфейсе
E2–E2. Изучение кристаллической структуры ка-
нала ЩК показало образование в общей сложно-
сти около 36 водородных связей на шести состы-
кованных внеклеточных доменах E2–E2 [38, 52].
При этом аминокислотные остатки, формирую-
щиеся после стыковки доменов E1–E1 и E2–E2,
могут содержать различные мутации, связанные с
наследственными заболеваниями человека, такими
как нейропатия Шарко–Мари–Тута [53], дис-
плазии, сердечные аритмии, врожденные ката-
ракты, глухота и др. [54–57].

ХАРАКТЕРИСТИКА И ФУНКЦИИ 
КОННЕКСИНОВ В ЦНС

Характеристика экспрессии различных кон-
нексинов в нервной ткани необходима для пони-
мания функциональной значимости создаваемых
ими полуканалов и ЩК. В ЦНС функции и свой-
ства ЩК определены тем, соединяют ли они
нервные или глиальные клетки.

Коннексины нейронов
Коннексин 36 (Cx36). Экспрессия гена Cx36

(как и экспрессия других коннексинов), как пра-
вило, определяется исследователями с помощью
метода гибридизации in situ с РНК-зондами, ре-
портерного гена lacZ и анализа синтезируемого
белка методами вестерн-блот, иммуногистохи-
мии и электронной иммуногистохимии. Функ-
ции коннексина 36 исследуют в основном элек-
трофизиологическими методами на нокаутных и
трансгенных животных. ЩК, состоящие из Cx36,
образуются только гомомерными коннексонами
[58], при этом формируемая ими пора функцио-
нирует с очень низкой проводимостью порядка
10–15 пСм [59]. В качестве основной функции
ЩК, содержащих коннексин 36, исследователи
определяют электрическое сопряжение и синхро-
низацию межклеточной импульсной активности
нейронов.

В раннем постнатальном развитии различные
типы уже дифференцированных нейронов соеди-
няются посредством ЩК. Эта связь не только
позволяет создать сеть клеток с координирован-
ным метаболизмом, но и обеспечивает передачу
нервных импульсов в условиях, когда химические
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синапсы еще не функционируют. Обнаруженные
временные электрические связи между нейрона-
ми обеспечиваются по большей части электриче-
скими синапсами, образованными Сх36 [60]. Ко-
личество ЩК между нейронами резко сокраща-
ется к 18-му дню постнатального развития, в то
время как развитие химических синапсов при-
ближается к взрослым показателям [61]. Во
взрослом мозге млекопитающих Сх36 является
нейрональным коннексином, специфичным для
ЩК между тормозными ГАМКергическими ней-
ронами [62], реже между возбуждающими нейро-
нами [9, 61]. При этом наибольшее количество та-
ких ЩК соединяют дендриты ГАМКергических
нейронов, экспрессирующих кальций-связываю-
щие белки и нейропептиды, например парвальбу-
мин. Морфологические свидетельства существо-
вания таких связей были продемонстрированы в
исследованиях в гиппокампе и четвертом слое не-
окортекса (баррельной коре) [63, 64]. Авторы
этих работ разработали классификацию парваль-
бумин-содержащих быстроспайковых нейронов
по дистальному и проксимальному расположе-
нию ЩК на дендритах этих клеток. Кроме того,
такие типы парвальбумин-содержащих нейронов
содержали в цитоплазме сомы и проксимальных
дендритах таламический везикулярный глутамат-
ный транспортер 2, что указывает на их участие в
прямых таламокортикальных связях. Существо-
вание подобных сетей может свидетельствовать в
пользу того факта, что ЩК, содержащие Сх36,
участвуют в контроле возбуждающих связей,
обеспечивают регулирование таламокортикаль-
ного взаимодействия, обеспечивают синхрониза-
цию как локальной импульсной активности, так
и ритмической активности крупных и малых ней-
ронных ансамблей в гиппокампе и неокортексе
при альфа-, тета -, гамма- и высокочастотных ко-
лебаниях [65, 66]. Предполагается, что некоторые
из этих ритмических колебаний участвуют в про-
цессах восприятия, концентрации внимания и
памяти как на клеточном, так и на системном
уровне. Однако такие нейронные сети, объеди-
ненные ЩК, остаются мало исследованными не
только для большинства областей мозга, но даже
не описаны для всех слоев кортикальной колонки
неокортекса, что, безусловно, должно являться
целью будущих нейрофизиологических и нейро-
морфологических исследований.

Коннексин 45 (Сх45). Исследования экспрес-
сии Сх45 и содержащих этот белок ЩК немного-
численны. Так же как и Сх36, Сх45 относится к
группе белков ЩК нейронов ЦНС, поскольку не
экспрессируется ни в олигодендроцитах, ни в
астроцитах [67]. Высокий уровень экспрессии ге-
на Сх45 отмечается уже во время эмбриогенеза и
в течение первых двух недель постнатального раз-
вития во всех областях мозга. После этого его экс-
прессия ограничивается таламическими структу-

рами, областью СА3 гиппокампа и мозжечком
[67]. Значительное совпадение уровня экспрес-
сии обоих коннексинов развивающихся нейро-
нов (Cх36 и Cх45) в раннем постнатальном разви-
тии позволяет предположить, что в этот период
они играют схожую роль и могут способствовать
функциональной специализации определенных
подтипов развивающихся нейронов.

Во взрослом мозге Сх45 был обнаружен в пи-
рамидных клетках, которые, как известно, фор-
мируют электрические связи, но не экспрессиру-
ют Cx36. Такие клетки были идентифицированы
в неокортексе, гиппокампе (регионы CA1–CA4)
и таламусе [67, 68]. Кроме того, Cx45 экспресси-
руется в нейронах обонятельной луковицы [69] и
в субпопуляциях нейронов оливоцеребеллярной
системы [70]. По аналогии с Сх36, белок Сх45 об-
разует ЩК с довольно низкой проводимостью,
которые чувствительны к изменениям мембран-
ного потенциала и закрываются при гиперполя-
ризации мембраны [71]. При этом существования
гетеротипических ЩК Сх36/Сх45 до настоящего
момента продемонстрировано не было. Предпо-
лагается, что одной из основных функций ЩК,
содержащих Cx45, является синхронизация ос-
цилляторной активности нейронов в диапазонах
гамма-частот [72].

Коннексины глиальных клеток

Межглиальные ЩК наиболее характерны не
для клеток-представителей иммунной системы,
возникающих из мезенxимы – микроглии (мак-
рофагов в ЦНС и ПНС), а для клеток макроглии
(астроцитов, олигодендроцитов, питуицитов, та-
ницитов, Мюллеровских и Бергманновских кле-
ток). Первичная макроглия возникает из экто-
дермы и общего с нервными клетками стволового
предшественника – радиальной глии, которая в
процессе онтогенеза дает как разновидности аст-
роцитов и другой глии, так и нейронов. Во взрос-
лом организме радиальная глия ЦНС представле-
на Мюллеровскими клетками в сетчатке глаза и
глией Бергмана в мозжечке, при этом в других
структурах ЦНС она практически редуцирована.
Тем не менее, все клетки, имеющие происхожде-
ние из радиальной глии, объединяет уникальная
способность накапливать полиамины и осу-
ществлять межклеточный обмен небольшими
молекулами посредством ЩК, содержащих раз-
личные виды коннексинов [18]. Коннексины гли-
альных клеток повсеместно экспрессируются в
ЦНС и ПНС, обеспечивая метаболическую, син-
цитиальную и сигнальную кооперацию, и играют
определенную роль в процессах миграции как са-
мих астроцитов, так и нейронов. Мутации в генах
глиальных коннексинов и их дефицит связаны с
множеством заболеваний [73], одним из которых
является аутизм [74].
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Коннексин 43 (Cx43). В развивающемся мозге
эмбриональные клетки-предшественники ней-
ронов связаны между собой ЩК, содержащими
Cx43 [75]. Кроме того, Cx43 экспрессируется ра-
диальными клетками глии, по которым мигриру-
ют молодые нейроны из вентрикулярной зоны в
слои неокортекса [76]. Cчитается, что Cx43 не об-
разует ЩК, а способствует обеспечению адгезии
нейронов в процессе миграции [77]. Более того,
ключевую и критическую роль в этом процессе
играет цитоплазматический С-концевой домен
Cx43 [75]. Коннексоны, содержащие Cx43, обра-
зуют каналы с умеренной проводимостью, при
этом ЩК, состоящие из Cx43, являются низко-
чувствительными к изменениям мембранного
потенциала и закрываются в ответ на деполяриза-
цию мембраны [71]. Во взрослом мозге Cx43 явля-
ется основным белком, составляющим ЩК аст-
роцитов [78], распространенных повсеместно,
включая кору, подкорковые структуры, гиппо-
камп и другие структуры.

Следует отметить, что при схожих морфологи-
ческих характеристиках нейрональные ЩК, со-
держащие Сх36, и макроглиальные ЩК, содер-
жащие Сх43, имеют различное функциональное
назначение. ЩК между нейронами являются ред-
костью и служат для лавинообразной синхрони-
зации электрических сигналов в небольших кле-
точных ансамблях, в то время как ЩК эктодер-
мальной глии масштабны и необходимы для
организации синцития. Астроцитарный синци-
тий – это трехмерный глиальный каркас в струк-
турах мозга, выполняющий ряд важных функций,
таких как контроль концентраций внеклеточных
ионов и нейротрансмиттеров, а также осуществ-
ление метаболических процессов [79]. Для под-
держания этих функций в синцитии необходи-
мым условием является открытие ЩК, что связа-
но с наличием полиаминов [80]. При этом во
взрослом мозге накопление полиаминов (спер-
мина, спермидина, путресцина, агматина) явля-
ется отличительной особенностью именно астро-
цитов, но не нейронов [81–84]. Уникальная
способность Сх43 поддерживать в открытом со-
стоянии ЩК в синцитии была показана при срав-
нении Сх43 и Сх40 и демонстрации явления бло-
кады полиаминами аминокислотной последова-
тельности (сайта связвания) в N-конце Сх40 [85].
Такие специфические сайты связывания для по-
лиамина спермина не были обнаружены в Сх43
[86]. Более того, в дальнейших исследованиях бы-
ло отмечено, что Сх43 чувствителен к полиами-
нам, которые открывают каналы ЩК, а также,
что наиболее важно для физиологии клеток, по-
лиамины устраняют блокаду этих каналов катио-
нами водорода [87] и кальция [88]. Устранение
катионного блока полиаминами является крити-
чески важным фактором для функционирования
ЩК в глии, поскольку именно подкисление

цитоплазмы и последующее высвобождение
кальция (так называемые кальциевые волны
в астроцитах) является отличительным свой-
ством астроцитарного синцития, но не нейрон-
ных ансамблей.

Накопление полиаминов в глиальных клетках
необходимо не только для поддерживания ЩК
открытыми [89], но и для регуляции калиевых то-
ков в калиевых каналах глии [90]. Известная спо-
собность астроцитов шунтировать друг друга и
объединять единичные клетки в общий синцитий
посредством ЩК позволяет осуществлять недав-
но открытое свойство “астроцитарной изопотен-
циальности” [91]. Суть этого свойства астроцитов
состоит в том, что мембранный потенциал каждой
клетки зафиксирован (стабилизирован) вслед-
ствие контакта с соседними клетками, что позво-
ляет удерживать коллективный мембранный по-
тенциал глиального синцития на уровне –90 мВ,
что на 20–30 мВ ниже нейронального и создает
условия для входа ионов калия в клетки против
концентрационного градиента. Необходимость
такого захвата ионов калия из внеклеточной сре-
ды продиктована накоплением избыточного ка-
лия в межклеточном пространстве при генерации
спайков нейронами. Транспортировка калия в
цитоплазму глии из пространства вокруг нейро-
нов осуществляется с помощью калиевых кана-
лов Kir4.1 (KCNJ10) астроцитов. Следует отме-
тить, что калиевые каналы Kir4.1 (KCNJ10) явля-
ются преобладающими каналами клеток глии и
локализованы исключительно в их мембранах
[92]; более того, многие заболевания ЦНС и ПНС
связывают с нарушением работы именно этих ка-
налов [73, 93]. В то же время деполяризация тако-
го синцития при повышении концентрации
ионов калия при эпилепсии, нейротравме или
ишемии [94] ведет к потере астроцитами способ-
ности устранять избыток калия из межклеточного
пространства, что приводит к инактивации ней-
рональной активности и коме.

Помимо вышеописанного механизма, дина-
мическая регуляция сетей астроцитов, объеди-
ненных ЩК из Сх43, осуществляется путем фос-
форилирования Cx43 протеинкиназами, в том
числе протеинкиназой C (PKC) и тирозинкина-
зой [95]. Фосфорилирование Cx43 снижает про-
ницаемость межклеточных каналов и подавляет
межклеточное сообщение посредством ЩК. При
дефиците белка Cx43 в астроцитах снижается ко-
личество ЩК и распространение кальциевых
волн нарушается [96], что напрямую отражается
на активности нейронов.

Cx43, помимо астроцитов, также был обнару-
жен в большинстве изученных астроцитом чело-
века и в астроглиальном компоненте нейрогли-
альных опухолей. В то время как в глиомах низ-
ких степеней злокачественности (в более чем 60%
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от всех случаев) после проведения иммуногисто-
химии проявлялось сильное мембранное окра-
шивание, в большинстве астроцитом высоких
степеней злокачественности отмечено снижение
типичной мембранной и цитоплазматической
локализации этого белка. Иммуноблотинг проде-
монстрировал наличие нескольких изоформ Cx43
как в контрольных образцах коры, так и в глиомах
низких степеней злокачественности. При этом в
большинстве злокачественных глиом присут-
ствует только одна единственная изоформа Сх43,
соответствующая нефосфорилированной форме.
Повышенное по сравнению с контрольной груп-
пой содержание белка Cx43 было выявлено в ре-
активных астроцитах перифокальной зоны эпи-
лептического очага, а также в перифокальных зо-
нах глиом низких степеней злокачественности.
Возможно, это указывает на существование неко-
его регуляторного пути с участием Cx43 и астро-
глиального синцития в регионах, подверженных
опухолевому росту. В связи с этим существует
предположение о том, что высокая экспрессия ге-
нов коннексинов в глиомах низких степеней зло-
качественности, как и в перитуморальных зонах,
может способствовать возникновению опухоле-
зависимых эпилептиформных ритмов [39].

Коннексин 30 (Сх30). Помимо Сх43, к коннек-
синам астроцитов относятся Cx30 и Cx26 [97].
Уже в первых работах было установлено, что Сх30
появляется в мозге в индивидуальном развитии
значительно позже, чем Сх43 [98]. Первое прояв-
ление экспрессии гена Cx30 отмечается в астро-
цитах серого вещества с различными региональ-
ными закономерностями в развивающемся мозге
ближе к взрослому возрасту. Отличительной чер-
той Сх30 оказалось почти его полное отсутствие в
белом веществе. В подкорковых структурах мозга
содержание этого белка выше, чем в неокортексе
[99]. Наблюдаемые различия в экспрессии Сх30
вполне могут быть связаны с функционировани-
ем нейронных сетей, в работу которых вовлечены
те или иные локальные популяции астроцитов,
экспрессирующих данный белок. Как показали
проведенные нами ранее исследования в коре
мозга и обонятельной луковице, Сх30 в основном
концентрируется в тонких веточках астроцитов
вокруг микрокапилляров и сосудов. В некоторых
ЩК, типичных по ультраструктуре, продукты
иммуногистохимической реакции с антителами к
Сх30 локализованы только в одном из контакти-
рующих отростков. Вероятно, такие ассиметрич-
ные контакты вокруг сосудов образованы двумя
различными коннексинами астроцитов [100].

В экспериментах с нейротоксическим воздей-
ствием было выявлено сильное и специфичное
изменение уровней экспрессии мРНК Cx30 в ре-
активных астроцитах, находящихся в окружении
нейронов, подвергшихся клеточной гибели. Это
указывало на прямое или косвенное вовлечение

этого типа коннексина в апоптотический процесс
нейронов [19, 97]. Также было показано, что му-
тации в Cx30 могут вызывать сенсорную потерю
слуха и различные кожные заболевания [39]. Мы-
ши с дефицитом Cx30 проявляли патологию
внутреннего уха, связанную с увеличением апо-
птоза клеток кохлеарного сенсорного эпителия,
что приводило к отсутствию эндокохлеарного по-
тенциала и прогрессированию потери слуха [101].

Коннексин 26 (Сх26). Сх26 является третьим
(наравне с Сх30 и Сх43) представителем коннек-
синов глиальных клеток. В раннем нейрогенезе
ген Cx26 экспрессируется в ЦНС в клетках лепто-
менингеальной оболочки, а также в астроцитах и
нейронах развивающегося головного и спинного
мозга [19]. Хотя было высказано предположение о
существовании ЩК, содержащих Сх26, связыва-
ющих нейроны и астроциты, морфологических
подтверждений этому найдено не было [102, 103].
В настоящее время существует стойкое мнение о
том, что Cx26 входит в состав гетеротипических
ЩК между астроцитами и олигодендроцитами,
поскольку часто отмечается его колокализация с
Сх43, Сх30 и Сх32 [19]. Существование таких
контактов поднимает вопросы о гетерогенности
глиальных клеток по экспрессии коннексинов, о
более сложном уровне состыковки коннексонов
из гетеротипических комбинаций коннексина,
нацеленной на взаимодействие нейронов и пан-
глиальных сетей.

Врожденные мутации в гене GJB2 коннексина
26 являются основой калечащих синдромов ней-
росенсорной тугоухости, потери слуха и гиперке-
ратоза с аутосомно-рецессивным (DFNB1) и
аутосомно-доминантным типами наследования
(DFNA3) [104, 105]. Эти мутации описаны как
миссенс-мутации, которые приводят к неконсер-
вативной аминокислотной замене, нарушению
функции внеклеточной петли EL1 молекулы
Cx26 и неспособности белка образовывать кон-
нексоны и ЩК. Более того, в литературе все чаще
встречаются случаи сочетания описанного син-
дрома с пороком развития Дэнди Уокера [106], в
связи с чем роль гена GJB2 предполагается и в
других, подобных этому пороку, врожденных за-
болеваниях известной и неизвестной этиологии.

Коннексин 32 (Сх32). Ген белка Cx32 экспрес-
сируется в Шванновских клетках (леммоцитах),
располагающихся вдоль аксонов перифериче-
ских нервных волокон. Сх32 связывает тело клет-
ки Шванна с миелиновой оболочкой и играет
критическую роль в процессе миелинизации.
Кроме того, Сх32 обнаруживается в олигодендро-
цитах и участвует в функциональных процессах,
связанных с этими клетками [107, 108]. ЩК оли-
годендроцитов, содержащие Cx32, в основном
составлены из гетеротипических коннексонов и
обнаружены между олигодендроцитами, между
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олигодендроцитом и астроцитом, а также между
последовательными слоями миелина [19]. Одним
из наиболее известных заболеваний, связанных с
мутацией в гене Cx32, является болезнь Шарко–
Мари–Тута, или наследственная моторно-сен-
сорная нейропатия [53], проявляющаяся гипер-
плазией Шванновских клеток и миелинопатией:
сегментарной димиелинизацией или ремиелини-
зацией. Одним из перспективных направлений
терапии данного наследственного заболевания
может являться доставка вектора с “правильным”
геном GJB1 для последующего встраивания в ге-
ном клеток человека.

Иннексины и паннексины. Коннексины явля-
ются не единственными каналообразующими
белками ЩК. Существует, например, семейство
белков, называемых иннексины (коннексины
беспозвоночных). Гены иннексинов кодируют
белки в ЩК Drosophila, Caenorhabditis elegans, а
также видов Mollusca, Annelida и Platyhelminthes
[109]. При этом белки иннексины образуют
функциональные ЩК [110]. Белки паннексины
(Panx1, Panx2 и Panx3) были открыты Панчиным
в эмбрионе актинии Nematostella vectensis [111].
Эти белки были признаны гомологичными бел-
кам ЩК беспозвоночных [112, 113]. Молекулы
иннексинов имеют мало сходства с коннексина-
ми, за исключением двух консервативных остат-
ков цистеина в их внеклеточных петлях. Однако
некоторые субъединицы коннексина и паннек-
сина удивительно похожи [114]. Функция пан-
нексинов в ЦНС млекопитающих на настоящий
момент остается неясной. Известно, что суще-
ствует четкая экспрессия мРНК Panx1 и Panx2 в
определенных нейронах, включая пирамидные
клетки и интернейроны гиппокампа [113]. Одна-
ко сложно ответить на вопрос, существуют ли
электрические синапсы нейронов позвоночных,
составленные из паннексинов. На настоящий мо-
мент известно, что паннексины играют важную
биологическую роль в качестве составляющих
полуканалов, способствующих высвобождению
ATP и модулирующих межклеточную передачу
кальциевых волн [115].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интерес к изучению структуры, функций,
жизненного цикла ЩК и составляющих их бел-
ков в клетках живых организмов в норме и при
развитии патологий отмечен в течение последних
50 лет, и количество этих исследований продол-
жает возрастать и в настоящее время. Актуаль-
ность исследований этих структур в ЦНС обу-
славливается представлением о том, что объеди-
ненные ЩК клетки могут быть морфологической
основой регуляторных механизмов в мозге, чрез-
вычайно важной для правильной работы неокор-

текса, гиппокампа, таламических ядер и других
структур мозга.

Известно, что среди существующих индивиду-
альных коннексинов, специфичными и наиболее
важными для ЦНС являются коннексины Сх36,
Сх45, Сх43, Сх30, Сх26 и Сх32. Доменная струк-
тура генов коннексинов состоит из двух экзонов,
кодирующие участки которых могут прерываться
некодирующими интронами. Для многих кон-
нексинов, в том числе для коннексинов ЦНС, ха-
рактерно наличие сплайс-изоформ транскрип-
тов, экспрессия которых является специфичной
для различных тканей и органов. Экспрессия
коннексинов может регулироваться как на тран-
скрипционном, так и на трансляционном уров-
нях и является постоянным активным динамиче-
ским процессом клетки из-за короткого периода
жизни как самого белка, так и ЩК. Причины ко-
роткого периода полураспада коннексинов и ЩК
в клетке до сих пор неизвестны. Вновь синтезиро-
ванная молекула каждого коннексина имеет ха-
рактерную структуру с внутриклеточными, вне-
клеточными и мембранными доменами, каждый
из которых выполняет свои специфические
функции. В процессе миграции к плазматической
мембране коннексины претерпевают олигомери-
зацию, или сборку молекул в гексагональную
структуру, – коннексон. При состыковке коннек-
сонов могут образовываться различные типы
щелевых контактов, в том числе в ЦНС: гетеро-
мерные гетеротипические, гомомерные гетероти-
пические, гетеромерные гомотипические, гомо-
мерные гомотипичсеские. Однако механизм
стыковки и принцип совместимости этих полу-
каналов до конца не изучен. Гомотипические и
гетеротипические ЩК могут обладать разными
стробирующими свойствами. Деградация кон-
нексинов в составе ЩК происходит с помощью
эндо/экзоцитозного процесса и образования
коннексосом с последующим разрушением этих
структур в лизосомах или аутолизосомах.

Исследования ЩК ЦНС условно можно раз-
делить на два типа: изучение нейро-нейрональ-
ных ЩК, составленных из Сх36 и/или Сх45, а
также изучение глиа-глиальных ЩК, содержа-
щих основные коннексины макроглии (Сх43,
Сх30, Сх32, Сх26 и др.). Помимо коннексинов,
для ЦНС известно существование и альтернатив-
ных каналообразующих белков ЩК – паннекси-
нов, функция которых на настоящий момент яв-
ляется недостаточно ясной. При схожих морфо-
логических характеристиках нейрональные ЩК,
содержащие Сх36, и макроглиальные ЩК, содер-
жащие Сх43, имеют различное функциональное
назначение. Существование ЩК между нервны-
ми клетками связывают с обеспечением процес-
сов синхронизации как локальной импульсной
активности, так и ритмической активности целых
групп нейронов определенного типа развиваю-
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щегося и взрослого мозга, объединенных этими
контактами. Ансамбли тормозных нейронов,
объединенных электрическими синапсами, были
обнаружены в неокортексе и гиппокампе, однако
остаются неизученными во многих других обла-
стях мозга. Подобные сети нейронов могут играть
важную роль в формировании и консолидации
памяти, обработке пространственно-временнóй,
сенсорной, внутриорганной информации, меха-
низмах восприятия, концентрации внимания и
других когнитивных процессах. Глиа-глиальные
ЩК и коннексины еще при развитии мозга спо-
собствуют адгезии во время миграции нейронов
по тяжам радиальной глии. Во взрослом мозге та-
кие контакты способствуют образованию глиаль-
ных синцитиев, выполняющих ряд важных функ-
ций, например контроль концентрации внекле-
точных ионов и нейротрансмиттеров, а также
осуществлению метаболических процессов и
поддержанию внутриклеточного и внеклеточного
гомеостаза. Кроме того, обеспечивая распростра-
нение калиевых и кальциевых волн в глиальном
синцитии, ЩК и полуканалы напрямую способ-
ны контролировать активность как отдельных
нейронов, так и нейронных сетей. Для осуществ-
ления этих функций в синцитии необходимым
условием является открытие ЩК, что связано с
наличием полиаминов (спермина, спермидина,
путресцина, агматина). Во взрослом мозге накоп-
ление полиаминов является уникальной отличи-
тельной особенностью именно астроцитов, но не
нейронов.

ЩК и коннексины являются объектом иссле-
дований при изучении патогенеза различных за-
болеваний, в том числе распространенных забо-
леваний ЦНС. Существуют врожденные мутации
генов коннексинов, приводящие к наследствен-
ным заболеваниям, таким как потеря слуха, кож-
ные заболевания, нейропатии, ассоциированные
с демиелинизацией, ремиелинизацией и диспла-
зией клеток, аутизм и др. Дальнейший анализ
особенностей молекулярной структуры, физио-
логических и поведенческих функций ЩК и кон-
нексинов может способствовать развитию тар-
гетной терапии коннексин-ассоциированных
заболеваний, в том числе с помощью генной ин-
женерии. Терапевтическое средство должно быть
направлено на исправление поврежденных генов
коннексинов, а также на стимуляцию восстанов-
ления новых белков и ЩК, и обеспечивать персо-
нализированное лечение наследственных заболе-
ваний человека.

Следует отметить большое значение исследо-
ваний экспрессии коннексинов и формирования
ЩК в контексте нейроканцерогенеза. Это иссле-
довательское направление находится в самом на-
чале своего развития. Однако уже первые работы
в этой области позволяют говорить о формирова-
нии нового взгляда на индивидуальную предрас-

положенность к опухолям головного мозга, а так-
же о перспективе новых возможностей в диагно-
стике и лечении неоплазм ЦНС. Различные
сплайс-изоформы коннексинов, потенциальные
регуляторные участки их генов и транскриптов,
домены молекулы коннексина, управление функ-
циональным состоянием ЩК могут послужить
инструментами для поиска и создания новых те-
рапевтических стратегий, основанных на регуля-
ции экспрессии коннексинов и активности щеле-
вых контактов и полуканалов в опухолях голов-
ного мозга человека.

Работа поддержана грантом Министерства на-
уки и высшего образования РФ № БАЗ 0110/20-5-
14АБ, а также грантом Национальныx Институ-
тов Здоровья США-NIH-NINDS № 1R15-NS-
116 478-01.
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Numerous data from the last 20 years indicate that all parts of the mature central nervous system, from the
retina and olfactory bulb to the spinal cord and brain, contain cells connected by gap junctions (GJ). The
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morphological basis of the GJs is a group of joined membrane hemichannels called connexons, the subunit
of each connexon is the protein connexin. In the central nervous system, connexins show specificity and cer-
tain types of them are expressed either in neurons or in glial cells. Connexins and GJ of neurons, combining
certain types of inhibitory hippocampal and neocortical neuronal ensembles, provide synchronization of lo-
cal impulse and rhythmic activity, thalamocortical conduction, control of excitatory connections, which re-
flects their important role in the processes of perception, concentration of attention and consolidation of
memory, both on the cellular and at the system level. Connexins of glial cells are ubiquitously expressed in
the brain, and the GJs formed by them provide molecular signaling and metabolic cooperation and play a cer-
tain role in the processes of neuronal migration during brain development, myelination, tissue homeostasis,
and apoptosis. At the same time, mutations in the genes of glial connexins, as well as a deficiency of these
proteins, are associated with such diseases as congenital neuropathies, hearing loss, skin diseases, and brain
tumors. This review summarizes the existing data of numerous molecular, electrophysiological, pharmaco-
logical and morphological studies aimed at progress in the study of the physiological and pathophysiological
significance of glial and neuronal connexins and GJs for the central nervous system.

Keywords: gap junctions, connexins, astrocytes, neurons
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Латеральное распределение интегральных и периферических белков, а также липидов в плазмати-
ческих мембранах клеток млекопитающих крайне неоднородно. Считается, что в мембранах фор-
мируются различные липид-белковые домены. Домены, обогащенные сфингомиелином и холесте-
рином, называют рафтами. Предполагается, что распределение белков в рафты в большой степени
связано с наличием в их первичной последовательности специфического участка аминокислот, на-
зываемого CRAC-мотивом, отвечающего за связывание холестерина. В настоящей работе взаимо-
действие двух пептидов, содержащих в своей структуре CRAC-мотивы, с мембранами различного
состава исследовалось методом молекулярной динамики. Показано, что среднее число контактиру-
ющих с каждым пептидом липидных молекул пропорционально мольной доле липида в мембране.
Не обнаружено преимущественное взаимодействие с холестерином как пептидов в целом, так и их
отдельных аминокислот или аминокислотных последовательностей. Мы предполагаем, что в ряде
случаев преимущественное латеральное распределение в рафты пептидов и белков, содержащих
CRAC-мотивы, может быть обусловлено амфипатическими свойствами CRAC-мотива, а не специ-
фическим сильным связыванием холестерина.

Ключевые слова: липидная мембрана, упорядоченный домен, CRAC-мотив, молекулярная динамика,
амфипатический пептид
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ВВЕДЕНИЕ

Латеральное распределение интегральных и
периферических белков в плазматической мем-
бране крайне неоднородно [1, 2]. Показано, что
различные белки формируют кластеры размером
10–200 нм [1]. Имеется как минимум два непере-
секающихся типа таких кластеров, различающих-
ся по составу белков, формирующих их [3]. Ины-
ми словами, часть мембранных белков всегда рас-
полагается в кластерах первого типа, а другая
часть – всегда в кластерах второго типа, и белки,
формирующие первый тип кластеров, практиче-
ски никогда не оказываются колокализованы с
белками, формирующими второй тип кластеров.
При обработке клеточных мембран мягким не-
ионным детергентом в низкой концентрации при
низкой температуре (∼4°С) и последующем цен-
трифугировании мембранные белки разделяются
на две фракции, соответствующие двум типам
кластеров [4]. Помимо различия по белковому со-
ставу, фракции различаются также содержанием

липидов: сфингомиелин практически полностью
распределяется во фракцию низкой плотности, в
то время как фракция высокой плотности обога-
щена ненасыщенными липидами [3, 4]. Холесте-
рин, по разным данным, распределяется либо
практически равномерно между фракциями [3, 5],
либо имеет некоторое предпочтение к фракции
низкой плотности [4]. Предполагается, что бел-
ковые кластеры в плазматических мембранах в
действительности представляют собой липид-
белковые домены, составы которых приблизи-
тельно совпадают с составами фракций, получа-
ющимися при центрифугировании; при этом
домены, обогащенные сфингомиелином и холе-
стерином, называются рафтами [6]. Большой ин-
терес к исследованию рафтов связан с тем, что
они оказываются вовлечены в процессы, катали-
зируемые находящимися в них мембранными
белками, причем наличие рафтового окружения
критично для функционирования белков [2, 7, 8].

УДК 577.352
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Малый размер доменов существенно затруд-
няет их исследование в клеточных мембранах. В
модельных чисто липидных мембранах, состав
которых близок к составу наружного монослоя
плазматических мембран, при понижении темпе-
ратуры происходит фазовое разделение, в резуль-
тате которого образуются домены микронных
размеров, которые могут изучаться различными
экспериментальными методами, в том числе оп-
тическими [3, 5, 9–12]. Такие домены также отно-
сительно устойчивы к действию детергента и обо-
гащены сфингомиелином и холестерином; они
используются в качестве модели клеточных раф-
тов [5, 13]. В модельных мембранах было обнару-
жено, что липид в доменах находится в жидко-
упорядоченном (Lo) состоянии, в то время как
окружающая мембрана – жидко-неупорядочен-
ная (Ld) [10–12]. Вследствие различия упорядо-
ченности толщина бислоя доменов больше тол-
щины окружающей мембраны [13]. Домены харак-
теризуются относительно высокими модулями
упругости [14], и в них понижен коэффициент
диффузии [10].

Кластеризация различных белков и липидов в
ограниченной области плазматической мембра-
ны необходима для нормального протекания
жизненно важных клеточных процессов, в част-
ности слияния и деления мембран [15, 16], пере-
дачи клеточных сигналов [17, 18] и т.д. Помимо
нормальных физиологических процессов, такая
организация липид-белковых платформ является
ключевой стадией процессов патологических –
сборки новых вирусных частиц на мембранах
клетки, инфицированной оболочечными вируса-
ми. Экспериментально было показано, что ли-
пидный состав мембраны вирусов гриппа и им-
мунодефицита практически совпадает с липидным
составом рафтовой фазы клеточной мембраны
[19]. Предполагается, что сборка новых вирионов
происходит на доменах жидко-упорядоченной
фазы, в которые должны преимущественно рас-
пределяться вирусные мембранные белки. Таким
образом, эти белки должны обладать к рафтам
выраженным сродством.

В ряде работ высказывалось предположение о
том, что сродство различных белков к обогащен-
ным холестерином доменам плазматических
мембран может обеспечиваться наличием в их
структуре специфических последовательностей
аминокислотных остатков, предположительно
“узнающих” и связывающих холестерин [20], на-
зываемых “CRAC” – cholesterol recognition amino
acid consensus [21]. CRAC-мотивы описываются
общей формулой -L/V-(X)(1-5)-Y/W-(X)(1-5)-
R/K-, где (X)(1-5) обозначает от одного до пяти
остатков любых аминокислот, символ “/” обо-
значает “или”. Такие последовательности были
обнаружены в первичной структуре различных

белков, распределяющихся в рафтовую фазу кле-
точных мембран, в том числе кавеолина, мем-
бранных рецепторов [20, 22], а также белка слия-
ния (гемагглютинина) [23] и матриксного белка
(М1) вируса гриппа [24]. В работе [25] было пока-
зано, что синтетические CRAC-содержащие пеп-
тиды, соответствующие 3, 6 и 13-й α-спиралям
М1-белка, в разной степени модулируют холесте-
рин-зависимое взаимодействие культивируемых
макрофагов IC-21 с 2-мкм частицами. В аналогич-
ных экспериментах было обнаружено, что пептид
RTKLWEMLVELGNMDKAVKLWRKLKR-NH2,
содержащий два CRAC-мотива из 3-й и 6-й α-спи-
ралей М1-белка, значительно и сложным образом
влияет на активность макрофагов IC-21 [26].

В работе [20] было высказано предположение,
что наряду с посттрансляционным липидирова-
нием белков наличие в их структуре аминокислот-
ных последовательностей, связывающих опреде-
ленные липидные компоненты, может обуслав-
ливать распределение белков в мембранные
домены, обогащенные такими компонентами.
В качестве такой аминокислотной последова-
тельности рассмотрен CRAC-мотив на примере
кавеолина-1 и кавеолина-2, относительно кото-
рых было показано, что пальмитирование не яв-
ляется необходимым условием их распределения
в кавеолы, мембрана которых находится в рафто-
вом состоянии [2]. При этом кавеолин-3 не со-
держит CRAC-мотивов, однако, тем не менее,
распределяется в рафты, по-видимому, за счет
пост-трансляционного пальмитирования [20].
На основании полученных экспериментальных
данных в работе [23] была высказана гипотеза о
существенной роли CRAC-мотива в распределе-
нии в жидко-упорядоченную фазу мембраны ге-
магглютинина – белка слияния вируса гриппа.
Однако наблюдаемая в экспериментах “кон-
трастность” распределения холестерина по плаз-
матической мембране, как правило, значительно
ниже, чем белков, ассоциированных с рафтами
[3, 27]. В то же время клеточные домены жидко-
упорядоченной фазы значительно обогащены
сфингомиелином. Это позволяет предполагать,
что CRAC-мотивы могут взаимодействовать так-
же и со сфингомиелином, либо специфическое
взаимодействие CRAC-мотивов с холестерином
может зависеть от наличия сфингомиелина или
других липидов. Насколько нам известно, эти
предположения систематически не проверялись.

В настоящей работе методами молекулярной
динамики (МД) исследовалось взаимодействие
пептидов, содержащих в своей структуре CRAC-
мотивы, с липидными молекулами в мембранах
различного состава. Проведенное моделирование
не позволило выявить у исследуемых пептидов
повышенного сродства к холестерину вне зависи-
мости от наличия в системе сфингомиелина.
Во всех случаях с пептидами взаимодействует 1–
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2 молекулы холестерина, что соответствует
средней концентрации этого липида в системе.
Аналогичные результаты были получены и для
взаимодействия пептидов со сфингомиелином.
Исследование локализации взаимодействующего
с пептидом холестерина также не позволило вы-
явить устойчивых мест связывания – холестерин
взаимодействует с остатками, ориентированны-
ми внутрь мембраны, и не образует долгоживу-
щих комплексов с пептидом. Полученные резуль-
таты позволяют заключить, что наличие в струк-
туре пептида CRAC-мотива само по себе не
является универсальным критерием сильного
специфического связывания этим пептидом хо-
лестерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве тестовых пептидов использова-

лись участки третьей и шестой амфипатических
спиралей матриксного белка М1 вируса гриппа:
пептид p1 = LEVLMEWLKTR, пептид p2 =
= NNMDKAVKLYRKLKR (жирным шрифтом
выделены аминокислоты, образующие CRAC-
мотив), впервые описанные в работе [25] как пеп-
тиды, содержащие CRAC-мотивы и охарактери-
зованные по их влиянию на холестерин-зависи-
мое связывание частиц макрофагами IC-21. Для
каждого из этих пептидов проводились МД-си-
муляции длиной 10 мкс в присутствии липидных
бислоев следующих составов: 1) диолеоилфосфа-
тидилхолин (DOPC), 200 липидов, обозначение
системы – DOPC; 2) DOPC/холестерин (Chol),
180 молекул DOPC, 20 молекул холестерина, обо-
значение системы – DOPC/Chol; 3) DOPC/ди-
пальмитоилсфингомиелин (DPSM), 180 молекул
DOPC, 20 молекул дипальмитоилсфингомие-
лина, обозначение системы – DOPC/DPSM;
4) DOPC/DPSM/Chol, 160 молекул DOPC,
20 молекул DPSM, 20 молекул Chol, обозначение
системы – DOPC/DPSM/Chol.

Сродство пептидов к различным липидам ис-
следовалось методом молекулярной динамики в
крупнозернистом приближении. Расчеты прово-
дились с использованием программы gromacs
2016.3 в силовом поле martini2.2P для расчетов с
поляризованной водой [28]. Для расчетов приме-
нялись видеокарты NVidia GeForce GTX 1080
(AsusTek Computer Inc., Тайвань), позволяющие
рассчитывать приблизительно 0.5 мкс траектории
в сутки. Для системы каждого состава рассчиты-
валась одна траектория длиной 10 мкс. Молеку-
лярные топологии липидов (DOPC, DPSM, Chol)
брались из имеющейся базы данных липидов [29].
МД-симуляции производили при постоянной
температуре (295 К), поддерживаемой с исполь-
зованием термостата Нозе–Гувера [30, 31]. В про-
цессе расчета поддерживали давление (полуизо-
тропая схема подстройки) с использованием

баростата Паринелло–Рамана [32, 33]. Шаг инте-
грирования в процессе МД составлял 10 фс. При
учете дальнодействующих взаимодействий ис-
пользовали параметры, рекомендованные для
выбранного силового поля: ван-дер-ваальсовы
взаимодействия – схема shift с радиусами 0.9/1.2 нм,
электростатические взаимодействия – схема shift
с радиусами 0.0/1.2 нм. Длительность расчетных
траекторий составила 10 мкс. Электростатиче-
ские взаимодействия рассчитывались с использо-
ванием диэлектрической проницаемости среды
мембраны ε = 2.5. Исследуемые системы состоя-
ли из 200 молекул липидов и приблизительно
20000 молекул воды. На первом этапе проведены
расчеты равновесных состояний бислоев. В стар-
товой конфигурации каждого монослоя липиды
распределялись случайным образом на двумер-
ной сетке с шагом 0.8 нм. Два собранных моно-
слоя комбинировались в бислой таким образом,
чтобы расстояние между модельными частицами,
включающими атомы фосфора, различных моно-
слоев вдоль нормали к бислою составляло 3.4 нм.
В полученную систему добавлялась вода. Модель-
ная система уравновешивалась 100 нс. На втором
этапе в водную часть системы добавлялся пептид.
После стартового уравновешивания системы,
при котором минимизировалась энергия в тече-
ние 100 нс при постоянном давлении (полуизо-
тропая схема подстройки) с использованием ба-
ростата Берендсена [34], запускался основной
расчет МД.

Взаимодействие пептидов с липидами оцени-
валось путем регистрации контактов пептид–ли-
пид. Предполагалось, что липид взаимодействует
с пептидом в случае, если расстояние между зер-
нами пептида и липида не превышает заданной
отсечки 0.6 нм. Такие контакты анализировали
для каждого состояния, полученного в ходе МД
с шагом в 0.1 нс. Полученные данные отображали
в двух вариантах. В первом случае отображалось
общее число молекул липида каждого типа, взаи-
модействующих с пептидом. Во втором случае
строили карты интенсивности контактов амино-
кислотных остатков пептида с холестерином.
При наличии сайтов связывания с холестерином
на этих картах должны наблюдаться области, с
которыми холестерин взаимодействует на протя-
жении длительных периодов времени.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 показана зависимость количества

контактирующих с пептидом p1 молекул DOPC
(рис. 1а–1г), DPSM (рис. 1в, 1г) и холестерина
(рис. 1б, 1г) от времени МД. Из рисунка видно,
что среднее количество контактирующих молекул
стабилизируется уже после приблизительно 1 мкс
динамики (рис. 1в) и остается практически неиз-
менным до конца расчетной траектории. Скачок
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числа контактов пептида с липидами при t ≈ 1 мкс
на рис. 1в связан с тем, что исходно пептид поме-
щался в воду вблизи мембраны; при встраивании
пептида в мембрану в момент времени t ≈ 1 мкс
количество контактов пептид–липид резко воз-
растает. Все липидные молекулы были распреде-
лены по мембране практически равномерно и не
образовывали между собой долгоживущих кла-
стеров (данные не показаны). Среднее количе-
ство молекул DPSM и Chol, контактирующих с
пептидом, приблизительно соответствует кон-
центрации (мольной доле) этих липидов в мем-
бране. Действительно, в однокомпонентной мем-
бране из чистого DOPC с пептидом контактирует
в среднем 10 молекул (рис. 1а). В мембранах со-
става DOPC/DPSM и DOPC/Chol мольная доля
DPSM и Chol составляет 100% × 20/(180 + 20) =
= 10%. В этих системах с пептидом контактирует
в среднем также десять молекул, из которых де-
вять молекул DOPC и одна молекула DPSM
(рис. 1в) или Chol (рис. 1б), в соответствии с
мольными долями этих липидов. В мембране со-
става DOPC/DPSM/Chol 160/20/20 мольная доля
DPSM и Chol составляет 10% каждого, а мольная
доля DOPC – 80%. В соответствии с этим, в дан-
ной системе с пептидом p1 находится в контакте в
среднем всего десять молекул, из которых восемь
молекул – DOPC, одна молекула – DPSM и одна
молекула – Chol (рис. 1г). Из полученных данных
можно заключить, что все смоделированные си-
стемы (DOPC; DOPC/Chol; DOPC/DPSM;
DOPC/DPSM/Chol) являются идеальными в том
смысле, что пептид p1 не имеет как предпочти-
тельных (притяжение), так и нежелательных (от-
талкивание) взаимодействий ни с одним из липи-
дов. Все контакты пептида с липидами являются
случайными, и их вероятность пропорциональна
мольной доле липида. Если бы пептид в какой-
либо мере связывал холестерин, то среднее число
контактов пептида с холестерином должно было
бы превышать число контактов, пропорциональ-
ное мольной доле холестерина в мембране при
условии приблизительно равномерного латераль-
ного распределения всех липидов. Например, в
предельном случае очень сильной долгоживущей
связи пептида с одной молекулой холестерина
число контактов в среднем должно быть прибли-
зительно на единицу большим, чем в случае иде-
альной системы.

На рис. 2 для пептида p2 показана аналогичная
зависимость от времени количества контактиру-
ющих липидных молекул: DOPC (рис. 2а–2г),
DPSM (рис. 2в, 2г), Chol (рис. 2б, 2г) в мембранах
различного состава. Скачок числа контактов пеп-
тида с липидами при t ≈ 0.5 мкс на рис. 2а и t ≈
≈ 3 мкс на рис. 2в связан с тем, что исходно пеп-
тид помещался в воду вблизи мембраны; встраи-
вание пептида в мембрану произошло в моменты
времени t ≈ 0.5 мкс и t ≈ 3 мкс соответственно, при

этом количество контактов пептид–липид с ос-
новным липидом (DOPC) резко возросло. Пеп-
тид p2 больше (состоит из большего количества
аминокислотных остатков), чем пептид p1; соот-
ветственно, в мембране из чистого DOPC с пеп-
тидом p2 находится в контакте в среднем прибли-
зительно 12 молекул DOPC (ср. рис. 2а и 1а). Так
же как и в случае пептида p1, моделированные си-
стемы “мембрана + пептид p2” являются идеаль-
ными в том смысле, что среднее число контакти-
рующих с пептидом молекул липидов пропорци-
онально их мольной доле. Действительно, в
мембране состава DOPC/Chol 180/20 мольная до-
ля холестерина составляет 10%; в такой мембране
пептид p2 в среднем контактирует приблизитель-
но с 11 молекулами DOPC и одной молекулой
холестерина (рис. 2б). В мембране состава
DOPC/DPSM 180/20 мольная доля DPSM также
составляет 10%, и пептид p2 находится в контакте
в среднем с приблизительно 11 молекулами DOPC
и одной молекулой DPSM (рис. 2в).

В мембране состава DOPC/DPSM/Chol
160/20/20 мольные доли компонентов составляют
80, 10 и 10% для DOPC, DPSM, Chol соответ-
ственно. При этом в контакте с пептидом p2 в
среднем находятся приблизительно 10 молекул
DOPC, одна молекула DPSM и одна молекула хо-
лестерина, пропорционально мольной доле каж-
дого липидного компонента в мембране (рис. 2г).
Таким образом, пептид p2 не имеет как предпо-
чтительных (притяжение), так и нежелательных
(отталкивание) взаимодействий ни с одним из
липидов.

На рис. 3 показаны диаграммы зависимости от
времени контактов холестерина с аминокислот-
ными остатками пептидов p1 (рис. 3а, 3б) и p2
(рис. 3в, 3г) в мембранах состава DOPC/Chol
(рис. 3а, 3в) и DOPC/DPSM/Chol (рис. 3б, 3г).
Контакт какого-либо аминокислотного остатка с
холестерином в данный момент времени обозначен
на диаграммах вертикальной серой полосой, отсут-
ствие контакта – вертикальной белой полосой.

Из рисунка видно, что холестерин взаимодей-
ствует преимущественно с гидрофобными ами-
нокислотными остатками, ориентированными
внутрь мембраны. При этом ни один из пептидов
не имеет устойчивых мест связывания холестери-
на и не образует с холестерином долгоживущих
комплексов. Из того, что характерное время не-
прерывного нахождения молекулы холестерина
вблизи конкретных аминокислотных остатков
пептидов относительно мало (<0.4 мкс, см. рис. 3),
а среднее число контактирующих с пептидами
молекул холестерина пропорционально мольной
доле холестерина, можно сделать вывод о случай-
ности взаимодействий пептид-холестерин. Из
полученных результатов МД следует, что наличие
в структуре пептида CRAC-мотива не является
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достаточным условием его преимущественного
взаимодействия с холестерином.

Каким образом происходит сортировка мем-
бранных белков между Lo- и Ld-фазами мембра-
ны в настоящее время полностью не выяснено.
В ряде работ [35–40] систематически исследова-
лось латеральное распределение трансмембран-
ного белка LAT (Linker for Activation of T-cells) и
его различных производных и мутантов. Было об-
наружено [39], что предпочтение трансмембран-
ными белками упорядоченной или неупорядо-
ченной фазы определяется тремя особенностями

их химической структуры: 1) пост-трансляцион-
ная модификация белков (присоединение остат-
ков пальмитиновой или миристиновой кислоты)
повышает коэффициент распределения в Lo-фа-
зу; 2) так называемая доступная площадь поверх-
ности трансмембранного домена (ТМД) белка,
которая определяется объемом составляющих его
аминокислот и коррелирует с диаметром ТМД
(меньший диаметр способствует распределению
в Lo-фазу); 3) длина ТМД – увеличение длины на
одну аминокислоту относительно повышает ко-
эффициент распределения в Lo-фазу приблизи-

Рис. 1. Зависимость количества липидов, контактирующих с пептидом p1, от времени в мембранах состава: а – DOPC;
б – DOPC/Chol; в – DOPC/DPSM; г – DOPC/DPSM/Chol. Зависимость количества контактирующих с пептидом мо-
лекул DOPC показана черным цветом; Chol – красным цветом; DPSM – синим цветом.
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тельно на 5% [40]. Показано, что такие изменения
структуры ТМД белка приводят к приблизитель-
но аддитивным изменениям коэффициента рас-
пределения белков между фазами мембраны. Ме-
тодами молекулярной динамики было показано,
что LAT имеет сильное предпочтение к межфаз-
ной Lo/Ld-границе [38]. Рассчитанные зависимо-
сти энергии (потенциал средней силы) от поло-
жения трансмембранного белка относительно
межфазной границы хорошо согласуются с ана-
логичными зависимостями энергии, получаемы-
ми методами континуальной теории упругости

[41, 42]. Однако данные работ [35–40] не позволя-
ют объяснить распределение периферических
белков между фазами мембраны.

Химическая структура CRAC-мотивов определя-
ется общей формулой: -L/V-(X)(1-5)-Y/W-(X)(1-5)-
R/K-, где (X)(1-5) обозначает от одного до пяти
остатков любых аминокислот, символ “/” обо-
значает “или”. Таким образом, CRAC-мотив яв-
ляется амфипатическим, поскольку содержит од-
новременно заряженные (R/K), ароматические
(Y/W) и гидрофобные (L/V) аминокислотные
остатки. Ранее в работах [41, 42] теоретически ис-

Рис. 2. Зависимость количества липидов, контактирующих с пептидом p2, от времени в мембранах состава: а – DOPC;
б – DOPC/Chol; в – DOPC/DPSM; г – DOPC/DPSM/Chol. Зависимость количества контактирующих с пептидом мо-
лекул DOPC показана черным цветом; Chol – красным цветом; DPSM – синим цветом.
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следовалось преимущественное распределение
различных мембранных включений между объ-
емными Lo- и Ld-фазами и межфазной границей.
Было показано, что преимущественное распреде-
ление в область межфазной Lo/Ld-границы харак-
терно для: 1) всех липидных включений, моно-
слой из которых обладает ненулевой спонтанной
кривизной; 2) всех периферических мембранных

включений, как амфипатических, так и преиму-
щественно гидрофобных; 3) трансмембранных
включений, имеющих нецилиндрическую фор-
му, например “песочных часов” или “бочонка”.
Распределение таких мембранных включений на
границу домена всегда приводило к понижению
граничной энергии. Не имели предпочтения к
межфазной границе лишь липидные включения,

Рис. 3. Диаграммы зависимости от времени контактов холестерина с аминокислотными остатками пептидов p1 (а, б)
и p2 (в, г) в мембранах состава DOPC/Chol (а, в) и DOPC/DPSM/Chol (б, г). Контакт аминокислотного остатка с хо-
лестерином в данный момент времени обозначен на диаграммах вертикальной серой полосой, отсутствие контакта –
вертикальной белой полосой.
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монослои которых имеют приблизительно нуле-
вую спонтанную кривизну. Кроме того, в объем-
ную Lo- или Ld-фазу предпочитали распределять-
ся цилиндрические трансмембранные включе-
ния, длина которых приблизительно совпадала с
толщиной липидного бислоя соответствующей
фазы [41]. Таким образом, исходя из результатов
работ [41, 42], любой периферический пептид,
включающий амфипатической CRAC-мотив,
должен иметь сильное предпочтение к межфаз-
ной Lo/Ld-границе. Для этого пептиду не нужно
связываться с холестерином, поскольку движу-
щей силой латерального перераспределения яв-
ляются взаимодействие индуцируемых пептидом
деформаций мембраны, обусловленных амфипа-
тической природой пептида, и деформаций мем-
браны, возникающих на межфазной Lo/Ld-гра-
нице [42, 43]. В трансмембранном пептиде, по-
видимому, должна проявляться тенденция к рас-
положению CRAC-мотива вблизи внешних (по-
лярных) границ мембраны, поскольку в мотив
входят положительно заряженные аминокисло-
ты (R/K). Характеристические аминокислоты
CRAC-мотивов достаточно объемные. Наличие
объемных аминокислот в составе трансмембран-
ного участка вблизи поверхностей мембраны мо-
жет обеспечивать эффективную форму транс-
мембранного пептида в виде “песочных часов”:
большой объем вблизи гидрофильных поверхно-
стей мембраны и малый – в области межмоно-
слойной поверхности. Согласно результатам ра-
боты [41], оптимальное положение трансмем-
бранного пептида, имеющего эффективную
форму “песочных часов”, – вблизи границы Lo-
и Ld-фаз.

Следует отметить, что все рафтозависимые
процессы автоматически являются холестерин-
зависимыми, однако обратное не верно. Соглас-
но теоретическим результатам работ [41, 42], ам-
фипатические пептиды должны преимуществен-
но распределяться на границу рафтов, изменять
их граничную энергию и влиять на свойства ан-
самбля рафтов. Однако амфипатическая природа
пептида не является достаточным условием его
влияния на холестерин-зависимые процессы.
В работе [26] было показано, что пептид, получа-
ющийся объединением пептидов p1 и p2, сильно и
сложным образом влияет на холестерин-зависи-
мую активность клеток. При замене ароматиче-
ских аминокислот в двух CRAC-мотивах на серин
влияние пептида практически исчезает [44], хотя
замена ароматических аминокислот на серин не
изменяет амфипатических свойств пептида.

Ранее в работе [45] исследовалось взаимодей-
ствие с мембранами различного состава двух пеп-
тидов, содержащих CRAC-мотивы, являющихся
частями лейкотоксина LtxA. Исследование про-
водилось методами полноатомной молекулярной

динамики. Был проведен сравнительный анализ
связывания пептидов и изменений их вторичной
структуры с мембранами, состоящими из чистого
димиристоилфосфатидилхолина (DMPC) и сме-
си DMPC/Chol 60 : 40. Показано, что в мембраны
состава DMPC/Chol 60 : 40 оба пептида встраива-
ются глубже, чем в мембраны из чистого DMPC.
При встраивании изменяется вторичная структу-
ра пептидов, и эти изменения также выражены
сильнее в мембранах состава DMPC/Chol 60 : 40.
Однако в данной работе связывание (число кон-
тактов) CRAC-мотивов с холестерином напря-
мую не анализировалось. В принципе, по край-
ней мере, частично наблюдаемые эффекты могут
быть объяснены не специфическим взаимодей-
ствием CRAC-мотивов с холестерином, а измене-
нием интегральных свойств мембраны при добав-
лении холестерина. Встраивание амфипатиче-
ского пептида в мембрану неизбежно приводит к
ее деформации. Энергия возникающих деформа-
ций, в свою очередь, должна влиять на эффектив-
ность встраивания и, возможно, итоговую кон-
формацию пептида. Например, в предельном
случае очень жесткой мембраны энергия дефор-
маций может быть настолько велика, что пептид
вообще не сможет встроиться в мембрану. Из-
вестно, что холестерин влияет на толщину и из-
гибную жесткость мембраны, а также на спонтан-
ную кривизну ее монослоев [13, 14, 46–48]. Эти
параметры определяют энергию деформаций,
возникающих вблизи встроенного в мембрану
амфипатического пептида, и, таким образом, мо-
гут влиять на глубину встраивания. В этом случае
взаимодействие CRAC-содержащего пептида с
мембраной может определяться ее интегральны-
ми свойствами, а не эффективностью или специ-
фичностью связывания пептида с холестерином;
надежно различить эти два механизма представ-
ляется нетривиальной задачей.

В работе [49] методами МД крупнозернистого
приближения анализировались сайты преимуще-
ственного взаимодействия с холестерином серо-
тонинового рецептора, в структуре которого име-
ется семь трансмембранных участков и три
CRAC-мотива. Было обнаружено, что холестерин
в сравнимой степени взаимодействует со всеми
трансмембранными спиралями рецептора, при-
чем даже выявленные сайты преимущественного
взаимодействия контактируют с молекулами хо-
лестерина время, сравнимое со временем занято-
сти других участков трансмембранных спиралей.
При этом холестерин многократно связывается
(приходит в контакт) с такими сайтами и диссо-
циирует от них в течение расчетной траектории
МД. Повышенное время контакта с холестери-
ном было обнаружено только у одного из трех
CRAC-мотивов, причем это время не было мак-
симальным среди выявленных сайтов преимуще-
ственного взаимодействия с холестерином. Харак-
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терное время взаимодействия трансмембранных
спиралей с пальмитоилолеоилфосфатидилхоли-
ном (POPC) в мембране состава POPC/Chol 50 : 50
оказалось сравнимым со временем взаимодей-
ствия с холестерином, причем связывание кон-
кретного сайта с POPC не исключало его одно-
временного связывания с холестерином. Таким
образом, показано, что селективность выявлен-
ных сайтов преимущественного взаимодействия
с холестерином невысока.

В работе [50] методами МД крупнозернистого
приближения моделировалось взаимодействие с
мембранами того же серотонинового рецептора.
Был обнаружен всего 41 сайт преимущественных
контактов с холестерином, из которых лишь два
входили в состав CRAC-мотивов. Количество
контактов каждого сайта с холестерином корре-
лировало с его стерической доступностью для хо-
лестерина, т.е. со степенью погружения сайта в
гидрофобную часть мембраны и его ориентацией.
Для одного из двух сайтов, входящих в состав
CRAC-мотива, селективность по отношению к
связыванию холестерина оказалась чрезвычайно
низкой.

Таким образом, из результатов наших расчетов
и имеющихся литературных данных можно за-
ключить, что наличие в составе белка или пепти-
да CRAC-мотива не является универсальным
критерием его преимущественного взаимодей-
ствия или связывания с холестерином: CRAC-со-
держащие пептиды или участки белков могут как
связывать, так и не связывать холестерин; кроме
того, холестерин может связываться и с не содер-
жащими CRAC-мотивы пептидами или участка-
ми белков [45, 49, 50]. Преимущественное рас-
пределение белков, содержащих в своей структу-
ре CRAC-мотивы, в жидко-упорядоченную фазу
мембраны или на ее границу может определяться
амфипатической природой этой аминокислот-
ной последовательности, которая обеспечивает
определенную молекулярную геометрию пепти-
дов [35–40]. Сильное взаимодействие пептидов,
содержащих CRAC-мотивы, с мембранами, в со-
став которых входит холестерин, помимо специ-
фического взаимодействия CRAC-мотива с холе-
стерином, может также объясняться сильным
влиянием холестерина на интегральные физико-
химические свойства мембраны, от которых, в
свою очередь, зависит характер взаимодействия
пептида с мембраной [41, 42, 51].

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской
Федерации, Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (гранты № 18-04-01363, 20-54-
00041), а также при частичной финансовой под-
держке гранта Президента Российской Федера-
ции (МК-3119.2019.4).
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Interaction of Peptides Containing CRAC Motifs with Lipids
in Membranes of Various Composition
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1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia
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The lateral distribution of integral and peripheral proteins, as well as lipids in the plasma membranes of mam-
malian cells is extremely heterogeneous. It is believed that various lipid-protein domains are formed in mem-
branes. Domains enriched in sphingomyelin and cholesterol are called rafts. It is assumed that the distribu-
tion of proteins into rafts is largely related to the presence in their primary sequence of a specific amino acid
region called the CRAC-motif, which is responsible for cholesterol binding. In this work, the interaction of
two peptides containing CRAC-motifs in their structure with membranes of different compositions was stud-
ied by means of molecular dynamics. It has been shown that the average number of lipid molecules in contact
with each peptide is proportional to the mole fraction of lipid in the membrane. The predominant interaction
of peptides with cholesterol was not observed. In addition, cholesterol did not form long-lived contacts with
any amino acid or amino acid sequence. We suppose that in some cases the predominant lateral distribution
of peptides and proteins containing CRAC-motifs into rafts may be due to amphipathicity of the CRAC-mo-
tif rather than due to specific strong binding of cholesterol.

Keywords: lipid membrane, ordered domains, CRAC-motif, molecular dynamics, amphipathic peptide
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Диаграммы сжатия измерены и проанализированы для монослоев, состоящих из DOPC, POPC,
DMPC, DPPC, DPhPC и DMPS на поверхности растворов ионов (KCl, CaCl2, BeCl2), а также в при-
сутствии полилизина (PLL) или хлорпромазина (CPZ). Упругие свойства монослоев характеризу-
ются площадью молекул липидов, представленной двумя областям, несжимаемой и покрытой мяг-
кой оболочкой, размер которой зависит от латерального давления и коэффициента упругости. Это
предположение хорошо описывает форму диаграмм сжатия липидов, включая липиды с насыщен-
ными углеводородными цепями (DPPC и DMPS) в области, где они проявляют свойства жидких кри-
сталлов (жидкое расширенное состояние, LE). В этой области все липиды демонстрируют линей-
ную связь изменений межфазного Вольта-потенциала с эффективным значением работы сжатия
монослоя. Выбрав за нулевое значение потенциала его величину в точке с латеральным давлением
около 1 мН/м, оценили наклон линейного участка этой зависимости. Ее наклон позволяет иденти-
фицировать различные типы мембраноактивных соединений, влияющих на упругие и электроста-
тические характеристики монослоя. Оказывается, он практически не зависит от pH и ионного со-
става водной субфазы, но уменьшается при адсорбции полипептидов PLL на поверхности
монослоя DMPS. Адсорбция небольших положительно заряженных молекул CPZ на таком моно-
слое приводит к нелинейной зависимости потенциала от работы. Количественное описание этого
отклонения хорошо согласуется с предположением, что молекулы CPZ встраиваются в монослой.
Их вклад в изменение энергии монослоя и Вольта-потенциала определяется количеством внедрен-
ных в него молекул CPZ, которое связано с латеральным давлением зависимостью, аналогичной со-
отношению Больцмана.

Ключевые слова: липидные монослои, диаграммы сжатия, граничный (Вольта) потенциал, работа
сжатия, фазовый переход
DOI: 10.31857/S0233475521020055

ВВЕДЕНИЕ
Среди различных экспериментальных подхо-

дов к изучению структурных изменений клеточ-
ных мембран, инициированных фармакологически
активными соединениями, особое место занима-
ет применение липидных моделей различного ти-
па – липосом, бислойных липидных мембран
(БЛМ), липидных структур на твердых подлож-
ках и монослоев липидов на поверхности водных
растворов. Последние десятилетия накоплен
огромный экспериментальный материал, в котором
доказана эффективность и практическая цен-
ность таких моделей как для исследовательских
целей, так и для широкого спектра практических
медико-биологически приложений. В частности,
многие лекарственные и антибактериальные пре-
параты существенным образом влияют на прони-

цаемость клеточных мембран, опосредованную
структурными изменениями липидного матрикса
клеточных стенок, и во многих случаях приводят
к их разрушению. Поэтому в центре внимания
большинства экспериментальных физико-хими-
ческих исследований является взаимодействие
таких препаратов с фосфолипидами, которые от-
ветственны за изоляцию внутреннего объема кле-
ток от внешней среды и появление локальных
мембранных структур. Физико-химические усло-
вия образования таких структур, а также связан-
ные с ними многообразные медико-биологиче-
ские приложения являются предметом большого
числа оригинальных и обзорных публикаций
(см., например, [1–8]). Не претендуя на подробное
рассмотрение биотехнологических задач, отме-
тим опубликованный недавно обзор [9], в котором

УДК 577.352.26



110

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

ЕРМАКОВ

с достаточной полнотой цитированы оригиналь-
ные исследования молекулярных механизмов,
вовлеченных в гидрофобные и электростатиче-
ские взаимодействия на поверхности липидных и
клеточных мембран, наиболее выраженные при
адсорбции крупных полипептидов.

С точки зрения физической химии липидные
модели предоставляют уникальную возможность
использовать широкий спектр эксперименталь-
ных методов и теоретических моделей для изуче-
ния межфазной границы, образованной гидро-
фобными участками фосфолипидов и их поляр-
ными группами, экспонированными в водный
раствор и участвующими в образовании электри-
ческого двойного слоя. Именно в этом слое про-
исходят основные события, обусловленные ад-
сорбцией ионов и заряженных молекул, в том
числе достаточно крупных, чтобы существенно
повлиять на латеральное взаимодействие фосфо-
липидов в мембране и их фазовое состояние. Зна-
чительные изменения в распределении электри-
ческого поля на межфазной границе липид–вода
обнаруживаются экспериментально с примене-
нием техники плоских бислойных липидных
мембран в сочетании с электрокинетическими
измерениями в суспензии липосом. Этими мето-
дами удается зарегистрировать изменение ди-
польной компоненты граничного потенциала,
которая определяется как разность электрокине-
тического (дзета) потенциала и скачка потенциа-
ла между углеводородной частью мембраны и
объемом внешнего водного раствора. Изменение
дипольного потенциала происходит, например,
при латеральной конденсации липидов, вызван-
ной многовалентными катионами и макромоле-
кулами различной структуры [10, 11]. Дипольный
потенциал проявляет себя как хороший индика-
тор, указывающий на возможность изменений в
структуре липидного матрикса биомембран.
Многие факты, полученные в последние годы,
показывают, что эти изменения существенным
образом влияют на конформационную подвиж-
ность мембранных белков и выполнение ими
важных биохимических функций [12, 13].

Одна из типичных задач в этой области связа-
на с количественной оценкой констант адсорб-
ции неорганических ионов и амфифильных мо-
лекул разного типа на поверхности мембран,
особенно способных встраиваться в липидный
матрикс. К ним относятся катионы с высокой аф-
финностью к липидам, которые организуют мик-
рокластеры анионных липидов [14–17] и тем са-
мым повышают жесткость липидных мембран, а
также ряд анестетиков, психотропные свойства
которых обычно связывают с некоторым “разжи-
жением” клеточных мембран [18–21]. В частно-
сти, использование техники монослоев Ленгмю-

ра позволило авторам работ [22, 23] доказать
встраивание молекул хлорпромазина в монослой
фосфолипидов с разной длиной углеводородных
участков молекул. Однако использованные ими
фосфолипиды при нормальных условиях суще-
ствуют в конденсированном состоянии, тогда как
внедрение посторонних молекул в жидкокри-
сталлическом состоянии может быть намного эф-
фективнее. Кроме того, поскольку молекулы CPZ
в этих условиях привносят в монослой положи-
тельный заряд, электростатические эффекты мо-
гут существенно упростить анализ эксперимен-
тальных данных. Тем не менее приведенные в
этих работах данные электрофоретических изме-
рений выглядят недостаточно убедительными в
этом отношении.

Особый интерес в этой связи представляют
инициированные мембранотропными агентами
изменения в латеральной упаковке липидов, наи-
более заметные вблизи фазового перехода из
жидкоупорядоченного (liquid expanded, LE) в
конденсированное (condensed, LC) состояние ли-
пидных мембран. Как оказалось, в любом состоя-
нии сохраняется связь между приращениями
упругих и электростатических характеристик ли-
пидного монослоя, например, состоящего из мо-
лекул димиристоилпроизводного фосфатидилсе-
рина (DMPS) [24]. Недавно нам удалось оценить
распределение электрического заряда по нормали к
границе вода–воздух в присутствии этого липида
в LE- и LC-состояниях по результатам рентгенов-
ской рефлектометрии в скользящей геометрии [25].
Полученные при этом экспериментальные оцен-
ки были подтверждены численным анализом мо-
лекулярно-динамических симуляций монослоя
этого липида. Хорошее согласие эксперимен-
тальных и расчетных зависимостей распределе-
ния заряда на межфазной границе от латерально-
го давления в монослое позволило установить
молекулярную природу дипольной компоненты
граничного потенциала и интерпретировать диа-
граммы сжатия этого липида и падения потенци-
ала на межфазной границе как следствие частич-
ной дегидратации полярных групп фосфолипида.
Данная работа нацелена на уточнение механохи-
мических и электростатических характеристик
подобных межфазных границ вода–воздух в при-
сутствии монослоя ряда анионных и нейтральных
фосфолипидов в присутствии некоторых биоло-
гически значимых ионов и молекул. Основное
внимание уделяется эмпирическому и количе-
ственному анализу монослоев в жидкокристал-
лическом состоянии как наиболее общему для
фосфолипидов, присутствующих в натуральных
мембранах. В качестве объектов исследования
выбран ряд фосфолипидов, различающихся
структурой углеводородных цепей, которые во
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многом определяют механохимические характе-
ристики монослоя, а также наиболее изученные в
литературе и наших предыдущих работах насы-
щенные липиды DPPC и DMPS, которые демон-
стрируют фазовый переход из LE- в LC-состояние в
диапазоне температур близком к комнатной. Это
обстоятельство заметно упрощает проведение
экспериментов и позволяет оценить возможное
влияние электростатических взаимодействий в
полярной области монослоя на адсорбцию неор-
ганических ионов и заряженных молекул разной
природы. Такие взаимодействия проявляются и в
присутствии на его поверхности заряженного по-
липептида полилизина, который находит приме-
нение во многих медико-биологических прило-
жениях. Предлагается количественная обработка
экспериментальных диаграмм сжатия и скачка
потенциала (Вольта-потенциала) на межфазной
границе, которая позволяет идентифицировать
основные типы влияния мембранотропных аген-
тов на поверхность липидного монослоя – изме-
нение состояния ионизации и гидратации поляр-
ных групп, а также количественно описать уда-
ление амфифильных молекул, встроенных в
полярную область монослоя, при повышении ла-
терального давления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы результаты, получен-

ные при регистрации диаграмм сжатия фосфоли-
пидов разного типа с применением техники мо-
нослоев Ленгмюра. Измерения поверхностного
давления и Вольта-потенциала проводились при
комнатной температуре (18–22°C) при контроле
рН вблизи нейтральных значений на коммерче-
ском оборудовании компании Kibron Inc. (Fin-
land). В ряде случаев использовались результаты,
полученные ранее при измерении на лаборатор-
ном оборудовании, созданном В.Л.Шаповало-
вым и описанном в предыдущих публикациях
[26, 27]. Перед каждым опытом проводилось
сближение барьеров до минимального расстоя-
ния между ними для удаления возможных посто-
ронних поверхностно-активных соединений. Их
отсутствие контролировалось перемещением ба-
рьеров во всем доступном диапазоне, при котором
натяжение (поверхностное давление) фонового
раствора и потенциал не превышали 0.2 мН/м и
10 мВ, соответственно. После нанесения монослоя
липида и удаления растворителя устанавливались
нулевые значения поверхностного давления, ко-
торые отличались от фонового значения не более
чем на 0.5 мН/м. Значение потенциала заметно
зависит от расстояния вибрирующего электрода
от поверхности и случайного положения “доме-
нов” липида разных размеров, существующих на
поверхности до появления сплошного монослоя.

По этой причине установка начального нулевого
значения потенциала не гарантирует совпадения
потенциалов в различных опытах, поэтому изме-
нение потенциала в дальнейшем оценивалось
только после появления заметных изменений по-
верхностного давления в монослое на уровне
1 мН/м. Для формирования монослоя использо-
вались фосфолипиды компании Avanti Polar
Lipids (USA): 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
line (DOPC), 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine
(POPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPPC), 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
line (DPhPC), 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-
pho-L-choline (DMPC) и 1,2-dimyristoyl-sn-glyce-
ro-3-phospho-L-serine (DMPS) – в большинстве
случаев в виде растворов в хлороформе в исход-
ной концентрации 10 мг/мл. Растворы насыщен-
ных липидов DMPS и DPPC готовились из сухих
препаратов, что давало возможность контролиро-
вать количество липида и использовать смесь
(5/1, v/v) хлороформ–метанол (Merck, Germany),
которая делает растворы более однородными при
температурах ниже фазового перехода. Все фос-
фолипиды в концентрации 0.5 мг/мл наносились
с применением шприца Hamilton на поверхность
водного раствора (обычно 10 мМ KCl, если не
указано иное) в тефлоновой ванне MicroTrough
XS (около 12000 мм2) После испарения раствори-
теля в течение 20 мин осуществлялось сжатие мо-
нослоя со скоростью 10 мм2/мин двумя барьера-
ми из полиоксиметилена с одновременной реги-
страцией латерального давления металлической
иглой и Вольта-потенциала с помощью вибриру-
ющего электрода (метод Кельвина). Фоновые
растворы солей, хлорпромазина и полилизина
(poly-L-lysine hydrobromide, PLL) с молекулярной
массой 2500 готовились из реактивов компании
Sigma–Aldrich (USA) в концентрациях, указан-
ных в тексте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Диаграммы сжатия давление–площадь моно-
слоя ряда фосфолипидов приведены на рис. 1а.
Во всех экспериментах латеральное давление
плавно возрастало по мере сближения барьеров, а
монослои из DPPC и DMPS демонстрируют не-
большое “плечо” из-за наличия фазового перехо-
да из жидкого (LE) в конденсированное (LC) со-
стояние. Форма кривых искажается вблизи мак-
симальных значений давления, где происходит
коллапс монослоя, связанный с нарушением ме-
ниска и краевого угла смачивания на границах те-
флоновой ванны. Как показывает опыт, положе-
ние кривых в шкале площадей, но не их форма за-
висит от условий измерения – материала ванны и
барьеров, качества растворителя липида и спосо-
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ба его введения в монослой, способа регистрации
натяжения и т.п. По этой причине количествен-
ный анализ диаграмм сжатия может содержать
плохо контролируемые ошибки. В этом отноше-
нии намного надежнее оказываются относитель-
ные изменения давления и Вольта-потенциала,
которые регистрируются независимыми инстру-
ментами, но синхронно, как это предусматривает
современная техника. Более того, физически бо-
лее оправданным оказывается оценка изменения
потенциала по отношению к энергетическим за-
тратам на сжатие монослоя, которые представле-
ны на рис. 1б и далее двумерным аналогом меха-
нической работы, W, как произведение измерен-
ных в каждом опыте значений давления (мН/м) и
площади (Å2). На всех экспериментальных кри-
вых, приведенных на рис. 1б, имеется начальный
линейный участок, который в случае DPPC и
DMPS соответствует LE-состоянию этих моно-
слоев. Этот участок отражает свойства именно
жидкокристаллического состояния всех моно-
слоев. Его линейность указывает, что по крайней
мере некоторая часть работы, затраченной на
сжатие монослоя, расходуется на заряжение меж-
фазной границы и изменение граничного потен-
циала. Этот факт позволяет количественно свя-
зать механохимические и электростатические ха-

рактеристики монослоя примерно так, как это
было сделано нами ранее в работах [24, 28].

Эмпирический анализ диаграмм удобно про-
вести, опираясь на предположение о линейной
связи относительного приращении площади А и
латерального давления в монослое [29]. Сжатие
монослоя в области давлений, которой на диа-
граммах давление–площадь соответствует “жид-
кий” LE-участок, можно представить как умень-
шение избыточной площади молекул, пропорци-
ональное приращению давления в монослое, P :

(1)

где KP – модуль изотермического латерального
сжатия. A0 – минимальная несжимаемая площадь
липидных молекулы. В общем случае интегриро-
вание уравнения (1) с граничным условием в пре-
деле высоких давлений A → A0 приводит к экспо-
ненциальной зависимости площади от давления.

(2)

Параметрами в уравнении (2) являются мини-
мальная площадь молекулы А0, которая не зави-
сит от приложенного давления как некоторое
жесткое “ядро”, окруженное мягкой “оболочкой”

0

,
P

dA dP
A A K

= −
−

0 exp .e
P

PA A A
K

 = + − 
 

Рис. 1. Диаграммы сжатия монослоя некоторых фосфолипидов на поверхности водного раствора 10 мМ KCl (а) и ре-
зультаты измерения Вольта-потенциала в тех же опытах (б). Ось абсцисс – работа по сжатию монослоя.
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с площадью, равной Ае при нулевом давлении. Ре-
зультаты аппроксимации диаграмм сжатия, пред-
ставленных на рис. 1а, приведены в табл. 1, где
параметры для DPPC и DMPS относятся к на-
чальному участку диаграмм до области фазового
перехода. В последней колонке таблицы приве-
ден наклон линейных участков для этих липидов,
который определяет коэффициент пропорцио-
нальности q = E/W между изменением потенциа-
ла E и двумерным аналогом работы по сжатию
монослоя W. Параметр Р0 отражает значение дав-
ления вблизи начала координат и его небольшие
значения характеризуют достаточно высокое ка-
чество аппроксимации.

Опираясь на отмеченный выше факт линей-
ной связи Вольта-потенциала и работы по сжа-
тию монослоя, полезно сопоставить его с наличи-
ем в субфазе веществ, способных повлиять на
механические и электрические характеристики
монослоев в той области, где поведение липидов
соответствует жидкокристаллическому состоя-
нию. На рис. 2 и 3 приведены результаты измере-
ний для монослоев DPPC и DMPS, полученные
при разном ионном составе водной среды. При
построении обоих рисунков изменения потенци-
ала оценивались как разность его значений и ве-
личины потенциала, измеренной в начале фор-
мирования монослоя, условно отнесенному к
давлению 1 мН/м. Конечно, во всех опытах пол-
ное изменение потенциала по мере сжатия моно-
слоя зависело от типа ионов и концентрации фо-
нового электролита. В случае монослоев из
DMPS это хорошо заметно в серии эксперимен-
тальных кривых, опубликованных нами ранее [26].
В известной степени зависимость полного потен-
циала от концентрации ионов и рН отражает их
влияние на степень ионизации и поверхностный
заряд монослоя DMPS. Примерно так же в опы-
тах с DPPC граничный потенциал зависел от типа
катионов, присутствующих в растворе электро-
лита. Однако в данном контексте нас интересует,
в какой мере заряжение межфазной границы мо-

нослоя на поверхности электролита отражает ра-
боту, затраченную на его сжатие.

(3)

Поскольку все кривые сведены на рисунке к на-
чальной точке, в которой значение потенциала
принято равным нулю, то при построении дан-
ных на рисунках игнорировалось различие ион-
ной силы, рН и тип электролита в субфазе.

Как можно видеть из данных, представленных
на рис. 2 и 3, линейная связь изменений потенци-
ала и работы по сжатию монослоя присутствует
во всех опытах. Этот результат представляется не-
сколько неожиданным, поскольку катионы силь-
но различаются по эффективности взаимодей-
ствия с полярными группами фосфолипидов, а
величина рН влияет на состояние их ионизации.
Более того, хорошо известно, что адсорбция не-
органических катионов, присутствующих в суб-
фазе, отражается на абсолютной величине гра-
ничного потенциала, включая его диффузную и
дипольную компоненты [12, 17]. Однако при па-
раллельном смещении кривых к нулевому на-
чальному значению становится заметно, что ко-
эффициент пропорциональности (наклон линей-
ного участка) практически не зависит от состава
электролита.

Существенно иной результат был получен в
присутствии крупных положительно заряженных
органических молекул, полипептидов на основе
лизина. На рис. 4 приведены данные, полученные
при регистрации изотерм сжатия и потенциала
монослоев DMPS при наличии поликатионов
PLL в разной концентрации. На рисунке пред-
ставлены результаты для значений потенциала,
отнесенных к условному нулевому значению в тех
же координатах, как и на предыдущих. Хорошо
виден линейный участок, наклон которого
уменьшается с увеличением концентрации PLL в
субфазе почти вдвое вплоть до предельно малой

0 exp .e
P

PW A P A P
K

 = + − 
 

Таблица 1. Параметры аппроксимации диаграмм сжатия согласно уравнению (2) для кривых на рис. 1а

Липид А0, Å2 Aе, Å2 P0, мН/м KР, м/мН q = E/W, мВ/(Å2 мН/м)

DOPC 50.4 53.9 0.49 16.8 0.070

POPC 51.1 59.1 0.29 15.9 0.068

DMPC 49 36 0.77 13.4 0.094

DPhPC 97.5 74.5 0.28 15.6 0.038

DPPC (LE) 67.5 17.8 0.26 3.8 0.14

DMPS (LE) 51.8 42.8 1.38 11.37 0.12
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величины, равной 0.06 мВ/(Å2 мН/м). Это значе-
ние соответствует, по-видимому, полному запол-
нению, характерному для адсорбции полилизи-
нов на поверхности липидных мембран из анион-
ных фосфолипидов, включая фосфатидилсерин.
Судя по известным данным электрокинетических
измерений в суспензии липосом из отрицательно
заряженных фосфолипидов, отрицательный дзе-
та-потенциал таких липосом в присутствии поли-
катионов резко уменьшается, меняет знак и
достигает плато при количестве полилизинов,
соизмеримым с количеством липида, присут-
ствующем в суспензии [30–32]. В экспериментах,
результат которых представлен на рис. 4, измене-
ние наклона линейного участка не может быть
отнесено только к изменению поверхностного
заряда, которое, судя по данным рис. 3, практи-
чески не влияет на этот наклон. Уменьшение на-
клона линейного участка в данном случае отража-
ет понижение вклада механохимической работы в
заряжение межфазной границы. Это, возможно,
означает, что присутствие полимерного слоя
удерживает молекулы воды в полярной области
липида, тем самым понижая их влияние на изме-

нение граничного потенциала. Это предположе-
ние основано на результатах молекулярно-дина-
мического анализа изотерм сжатия монослоя
DMPS, проведенного нами ранее в работе [25].
Как следует из этого анализа, основной вклад в
изменение граничного потенциала в области LE
вносят дипольные моменты молекул воды, ассо-
циированных с полярными группами, ориента-
ция и количество которых уменьшается в поляр-
ной области монослоя по мере увеличения лате-
рального давления. Естественно предположить,
что присутствие полилизина на поверхности мо-
нослоя определяется в основном взаимодействи-
ем с липидом лизиновых оснований полимера.
Например, вызванным ими нарушениями в сети
водородных связей между водой и фосфатными
группами молекул липида, как это происходит
при адсорбции отдельных молекул лизина [33].
Это предположение не противоречит данным,
полученными ранее с применением рентгенов-
ской рефлектометрии в присутствии высокомо-
лекулярных форм полилизина [34–36]. Однако
исследования, проводимые в настоящее время в
этом направлении, еще не завершены, и получен-

Рис. 2. Вольта-потенциал монослоев DPPC на поверхности водных растворов указанных электролитов при сжатии
монослоя. Ось абсцисс – работа по сжатию монослоя. Количество экспериментальных точек здесь и далее уменьшено
для ясности изображения.
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ных результатов еще недостаточно для подтвер-
ждения такой интерпретации.

Особый интерес представляют измерения диа-
грамм сжатия в тех случаях, когда присутствую-
щие в субфазе заряженные молекулы способны
встраиваться в монослой. В литературе описаны
исследования с применением монослойной тех-
ники некоторых анестетиков, среди которых наи-
более изучен хлорпромазин и родственные ему
соединения [37]. Количественное описание про-
цесса встраивания молекул CPZ в монослой из
фосфатидилхолинов проведено в работе [22] на
основании смещения диаграмм сжатия в шкале
площадей. Присутствие неорганических катио-

нов заметно влияет на этот процесс, поскольку
молекулы CPZ также несут положительный заряд
в нормальных условиях [23]. Однако ожидаемые в
этом случае электростатические эффекты остава-
лись малоизученными. Предлагаемый выше под-
ход, основанный на прямой регистрации Вольта-
потенциала монослоев из отрицательно заряжен-
ного липида DMPS позволяет получить важные
дополнительные сведения о молекулярном меха-
низме встраивания CPZ.

На рис. 5 приведены экспериментальные зави-
симости латерального давления в монослое DMPS
от площади на молекулу фосфолипида, измерен-
ные при нескольких концентрациях CPZ в фоно-

Рис. 3. Вольта-потенциал монослоев DMPS на поверхности водного раствора 10 мМ KCl при указанных значения рН
по данным работы [26]. Ось абсцисс – работа по сжатию монослоя.
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Таблица 2. Параметры, используемые для аппроксимации данных рис. 4 с применением соотношения (2)

Концентрация CPZ, мкМ А0, Å2 Aе, Å2 P0, мН/м Kp, м/мН

0 51.6 35.1 0.55 10.0
1 61.8 42.9 0.86 18.4

10 60.9 58.6 1.44 24.3
100 72.1 49.4 3.97 21.4



116

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

ЕРМАКОВ

вом электролите. Теоретические кривые построе-
ны по формуле (2) с параметрами, найденными
при аппроксимации экспериментальных данных
и приведенными в табл. 2. Следует отметить, что
аппроксимация этих данных проведена без до-
полнительных условий. Например, не фиксируя
минимальный размер площади “жесткого ядра”
молекул липида A0. В данном случае этот размер
может оставаться неизменным, если полагать,
что посторонние молекулы CPZ включаются
только в “мягкое” окружение липида. Однако та-
кое допущение потребует дополнительных сведе-
ний о структуре комплексов липид–CPZ. Тем не
менее можно заключить, что встраивание моле-
кул CPZ приводит не только к увеличению эф-
фективного размера молекул липида, но и суще-
ственно повышает механическую жесткость
монослоя, а значит, и работу по его сжатию. Об-
ращает на себя внимание участок кривых, отра-
жающий фазовые изменения в монослое, кото-
рый перемещается в область высоких значений
давления. Этот факт заставляет предположить,
что присутствие молекул CPZ в монослое препят-
ствует сближению молекул фосфолипида и обра-
зованию конденсированной LC-фазы. По мере
увеличения давления эти молекулы удаляются из
монослоя, и LC-фаза реализуется.

В контексте приведенных выше результатов
требуется оценить взаимосвязь электростатиче-
ских и механохимических характеристик липида
в присутствии заряженных молекул CPZ. При
этом следует учесть, что молекулы CPZ имеют
рК = 8.6 [38], т.е. в нормальных условиях они
протонированы и несут единичный положитель-
ный заряд, тогда как полярные группы фосфати-
дилсерина ионизованы полностью и имеют сум-
марный единичный отрицательный заряд с рК
около 3.0 (см., например, [39] и результаты элек-
трокинетических измерений в суспензии липо-
сом [10]). Эти факты известны в литературе [18, 40]
и подтверждены нами измерением дзета-потен-
циала липосом из фосфатидилсерина в присут-
ствии хлорпромазина (рис. 6). Электрокинетиче-
ские данные доказывают, что в области нейтраль-
ных рН адсорбция молекул CPZ меняет среднюю
плотность поверхностного заряда липидных мем-
бран и может даже менять ее знак. Измерение
дзета-потенциала позволяет оценить величину
поверхностного потенциала коллоидных частиц
(липосом), а затем связать его с плотностью заря-
да поверхности, учитывая распределение CPZ
между поверхностью и объемом раствора. По-
дробное описание теоретической модели элек-
трического двойного слоя, используемой для ана-
лиза электрокинетических данных, приведено в
обзоре [41]. Здесь ограничимся лишь основными

Рис. 4. Вольта-потенциал монослоев DMPS, измеренный в присутствии полилизина PLL-12 в субфазе с 10 мМ KCl в
концентрации, равной 0, 0.27, 0.66, 3.32 и 26.6 мкг/мл для кривых 1, 2, 3, 4 и 5 соответственно. Ось абсцисс – работа
по сжатию монослоя.
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результатами, полученными при количественном
анализе результатов, представленных на рис. 5–7,
и необходимыми для решения поставленных в
данной работе задач.

Для описания процесса заряжения межфазной
границы работу по сжатию монослоя W прежде
всего следует дополнить оценкой энергии, затра-
ченной на встраивание в него заряженных моле-
кул. Концентрация заряженных молекул хлор-

промазина вблизи поверхности Cs связана с их
объемной концентрацией в субфазе C0 соотноше-
нием Больцмана:

(4)

Поверхностный потенциал φ в этом соотношении
представляет собой падение потенциала вблизи
поверхности в диффузной части граничного по-

0 exp .S
eС C
kT

φ=

Рис. 5. Диаграммы сжатия монослоя DMPS (черные точки) и в присутствии хлорпромазина (светлые точки) в субфазе
10 мМ KCl в концентрации, указанной около кривых в мкМ. Сплошные теоретические кривые построены по уравне-
нию (2) с параметрами, указанными в табл. 2.
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Рис. 6. Зависимость электрокинетического дзета-потенциала липосом из фосфатидилсерина в растворе 10 мМ KCl,
измеренная при увеличении концентрации CPZ в суспензии. Сплошная кривая построена в рамках модели Гуи–Че-
пмена–Штерна с учетом количества адсорбированных на поверхности молекул CPZ, пропорционального их припо-
верхностной концентрации.
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тенциала, который влияет на электрофоретиче-
скую подвижность липосом. Его величина зави-
сит от ионного состава среды и в рамках модели
Гуи–Чепмена–Штерна дает возможность оце-
нить вклад адсорбированных ионов в изменение
поверхностного заряда. При распределении мо-
лекул между липидом и водным раствором по-
верхностная плотность встроенных в бислой мо-
лекул пропорциональна их приповерхностной
концентрации СL = KdCs, где, согласно электро-
кинетическим измерениям, Kd = 0.5 M–1. С другой
стороны, встраиванию молекул в монослой пре-
пятствует поверхностное давление, а приращение
площади, приходящейся на каждую молекулу
фосфолипида, экспоненциально связано с давле-
нием в монослое (2). Встраивание новых молекул
в монослой требует затрат энергии и сопровожда-
ется увеличением давления в монослое. Эта до-
полнительная энергия может быть учтена выра-
жением, аналогичным соотношению Больцмана (4),
в котором концентрация встроенных молекул
CPZ связана с давлением в монослое выражением

(5)

Используя соотношения (4) и (5), нетрудно полу-
чить линейную зависимость диффузной компо-
ненты потенциала φ от давления в монослое:

(6)

 = − 
 

exp .L Ld
P

PC K
K

0

const, const lгд n .е Ld

P d

Ke P
kT K K C

 φ = − + =  
 

Это означает, что величина потенциала при
встраивании положительно заряженных молекул
в монослой с увеличением давления должна сме-
щаться в отрицательном направлении, прибли-
жаясь к его значению для исходного монослоя от-
рицательно заряженных молекул DMPS. В ко-
нечном итоге работа по сжатию монослоя W
описывается выражением:

(7)

Предполагая, как и прежде, что заряжение меж-
фазной границы пропорционально работе, затра-
ченной на сжатие монослоя, экспериментальные
зависимости рис. 7 были аппроксимированы вы-
ражением (8)

(8)

где помимо параметров, определенных ранее и
указанных в табл. 2, использованы дополнитель-
ные параметры N, D, const и , численные значе-
ния которых найдены при аппроксимации дан-
ных и приведены в табл. 3. Изменение концен-
трации CPZ приводит к смещению кривых на
величину, определяемую значением . Посколь-
ку значение потенциала в начале каждого опыта

const .
P

kT PW AP
e K

 = + − + 
 

0

0

exp

const ,
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Рис. 7. Вольта-потенциал монослоя DMPS, измеренный в присутствии CPZ в субфазе 10 мМ KCl в концентрации, ука-
занной около кривых в мкМ. Ось абсцисс – работа по сжатию монослоя. Сплошные теоретические кривые построены по
уравнению (8) с параметрами, указанными в табл. 2 и 3, пунктиром показана область перехода от LE- к LC-состоянию
монослоя после удаления из него молекул CPZ.
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определяется во многом случайными причинами,
то более информативным параметром оказывает-
ся соотношение двух других слагаемых в выраже-
нии (9). Значения N и D определяют, соответ-
ственно, вклад в потенциал упругих характери-
стик монослоя и процесса “выдавливания” из
него заряженных молекул CPZ. Теоретические
зависимости на рис. 7 построены без приведения
значений потенциала к началу координат. Они
достаточно хорошо описывают полученную экс-
периментально взаимосвязь Вольта-потенциала
и энергию монослоя при встраивании в него за-
ряженных молекул в той области, где начальный
наклон кривых несколько уменьшается по мере
сжатия монослоя. Однако затем значения потен-
циала снова возрастают и приближаются к мак-
симальным значениям, характерным для исход-
ного монослоя DMPS. Эта особенность кривых
вблизи точки фазового перехода заметна также у
некоторых кривых рис. 3, где работа по сжатию
монослоя частично убывает при почти неизмен-
ной величине потенциала. Этот факт отражает
повышенную “податливость” монослоя к сжа-
тию, поскольку более конденсированное его со-
стояние оказывается энергетически выгоднее.
А значит, кооперативный процесс фазового пере-
хода и возвращение монослоя в конденсирован-
ное состояние происходит только после удаления
посторонних молекул. Конечно, посторонними
можно считать даже молекулы воды в гидратной
оболочке фосфолипида, которые в какой-то сте-
пени препятствуют сближению молекул фосфо-
липида. Однако в случае заряженных молекул
CPZ этот эффект становится более заметным. Су-
дя по оценкам, сделанным на основании приве-
денной выше модели, участие этих молекул в по-
вышении упругих свойств монослоя и их вклад в
механическую работу его сжатия (параметр D в
табл. 3) остается одинаковым, а доля энергии ла-
терального взаимодействия молекул липидов
(параметр N) убывает по мере увеличения кон-
центрации CPZ в субфазе, поскольку уменьшает-
ся область контакта между молекулами фосфоли-
пидов Конечно, такая интерпретация остается во
многом умозрительной пока не получит незави-

симого экспериментального подтверждения и
подробного анализа подобных систем, симулиро-
ванных методами молекулярной динамики.

Резюмируя приведенные выше факты, можно
утверждать, что взаимосвязь Вольта-потенциала
с механохимическими характеристиками моно-
слоя отражается на его зависимости от работы по
латеральному сжатию липидов, которая может
существенно различаться в LE- и LC-состояниях.
В данной работе основное внимание уделяется
жидкокристаллическому состоянию липидов, ха-
рактерному для большинства фосфолипидов в
биологических мембранах. Как видно из приве-
денных данных, в тех областях площадей и давле-
ний, где состояние липидов остается жидкокри-
сталлическим, наблюдается линейная связь гра-
ничного потенциала и работы по сжатию
монослоев. В тех случаях, когда присутствующие
в водном окружении ионы влияют только на
ионизацию полярных групп и величину поверх-
ностной плотности заряда, эта работа расходуется
на заряжение монослоя одинаковым образом для
всех типов ионов. Адсорбция крупных полипеп-
тидов на основе лизина уменьшает вклад механо-
химических изменений в монослое в заряжение
границы раздела липид–вода, хотя такие пепти-
ды не погружаются в монослой и формируют по-
лимерный слой в области диффузной части элек-
трического двойного слоя. Заряженные органи-
ческие молекулы, способные встраиваться в
липидные мембраны и монослои, приводят к то-
му, что их вклад в механохимические изменения в
монослое убывает по мере его сжатия. В этом слу-
чае нарушается линейная зависимость гранично-
го потенциала от работы по сжатию монослоя,
поскольку существенный вклад в эту работу вно-
сит процесс удаления заряженных молекул. Вы-
ше использовано одно из возможных количе-
ственных описаний таких зависимостей в пред-
положении, что энергия проникновения молекул
в липидный монослой описывается зависимо-
стью от латерального давления, аналогичной по
форме соотношению Больцмана. Однако простая
экспериментальная корреляция изменений Воль-

Таблица 3. Параметры, используемые для аппроксимации данных рис. 7 с применением соотношения (8), до-
полняющие данные табл. 2

Концентрация CPZ, мкМ N D const , мВ

0 55 0 0 –165

1 32 50 14 460

10 14 50 14 390

100 12 50 14 360

0φ
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та-потенциала и работы сжатия монослоя позво-
ляет различать качественно разные варианты вза-
имодействия ионов и молекул с поверхностью
мембран, даже не обращаясь к конкретным моле-
кулярным моделям.

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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Boundary Potential and the Energy of Lipid Monolayer Compression 
at the Liquid Expanded State

Yu. A. Ermakov*
Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: yury.a.ermakov@gmail.com

Compression diagrams were obtained and analyzed for monolayers composed from DOPC, POPC, DMPC,
DPPC, DphPC, and DMPS at the surface of solutions containing KCl, CaCl2, or BeCl2 and in the presence
of polylysine (PLL) or chlorpromazine (CPZ). Elastic properties of monolayers are characterized by the area
of lipid molecules, presented as an uncompressible area with a soft shell, the size of which exponentially de-
pends on the lateral pressure and the coefficient of elasticity. This assumption describes well the shape of the
lipid compression diagrams, including lipids with saturated hydrocarbon chains (DPPC and DMPS) in the
region, where they exhibit liquid crystal properties (liquid expanded state, LE). All lipids show changes in the
interfacial Volta potential in this region; these changes linearly depend on the effective value of the work ap-
plied to compress the monolayer. Choosing for zero value of the Volta potential its magnitude at the point
with a lateral pressure of about 1 mN/m, the slope of linear section of this dependence was estimated. The
slope of this dependence makes it possible to identify the different type of membrane-active compounds af-
fected on the elastic and electrostatic characteristics of the monolayer. It turned out that this slope is practi-
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cally independent of the pH and ionic composition of the aqueous subphase but decreases upon adsorption
of PLL polypeptides on the surface of the DMPS monolayer. The adsorption of small positively charged CPZ
molecules on this monolayer leads to the deviation in the potential vs work dependence from the linear. A
quantitative description of this deviation is in a good agreement with the assumption that CPZ molecules are
incorporated into the monolayer. Their contribution to the change in the energy of the monolayer and the
Volta potential is described at varied CPZ bulk concentration by the amount of incorporated molecules af-
fected on lateral pressure similar to the Boltzmann relation.

Keywords: lipid monolayers, compression diagram, boundary (Volta) potential, work of compression, phase
transition, expanded liquid
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Показано, что электрохромные стириловые красители могут быть использованы как зонды для изу-
чения связывания протонов на поверхности мембраны. Эти красители адсорбируются на мембране
как нейтральные молекулы, обладающие значительным дипольным моментом, из-за чего на грани-
це мембраны с раствором возникает дипольный скачок потенциала. Понижение рН приводило к
исчезновению как этого скачка потенциала, так и флуоресценции связанных с мембраной молекул
красителей di-4-ANEPPS или RН-421. Это объясняется тем, что протонированные молекулы кра-
сителей, образующиеся при низких рН, не способны адсорбироваться на липидных мембранах.
По измеренной в эксперименте зависимости дипольного скачка потенциала от рН сделана оценка
pK красителей, которая составила около 4.5. Десорбция молекул красителей с поверхности липид-
ной мембраны происходила не только при понижении рН в растворе, но и при фотоактивирован-
ном освобождении протонов на поверхности мембраны, вызванном фотолизом молекул Caged-H+ –
2-метокси-5-нитрофенилсульфатом натрия. Это свидетельствует о значительном увеличении кон-
центрации протонов на поверхности липидной мембраны, вызванном этим процессом.

Ключевые слова: липидный бислой, стириловые красители, адсорбция, дипольный потенциал,
поверхностные протоны
DOI: 10.31857/S0233475521020079

ВВЕДЕНИЕ
В последнее время интерес исследователей

привлекает особое состояние протонов на по-
верхности мембраны. Предполагают, что обмен
протонов, связанных на поверхности, с водным
раствором происходит через высокий потенци-
альный барьер. Из-за барьера перемещение про-
тонов в мембране между донором и акцептором
может происходить вдоль ее поверхности, а не че-
рез водный раствор [1]. На этом основаны раз-
личные гипотезы окислительного фосфорилиро-
вания [2]. Ключевой вопрос, ответ на который
позволяет проверить подобные механизмы, со-
стоит в оценке величины потенциального барье-
ра между протонами на поверхности и в воде. Для
выяснения этого вопроса проводились исследо-
вания диффузии протонов вдоль мембраны с
применением флуоресцентных зондов [3–6].
Один из экспериментальных способов обеспе-
чить скачок концентрации протонов на поверх-
ности мембраны основан на применении фотоак-
тивируемых соединений “Caged-H+”, молекулы

которых связаны на мембране и освобождают
протоны при поглощении кванта света [3, 7, 8].
Одно из таких соединений изучалось нами ранее.
Было показано, что при фотоактивации этого со-
единений вспышкой УФ-света происходит изме-
нение емкости мембраны и скачка электростати-
ческого потенциала на ее границе [9]. Были сде-
ланы оценки изменения рН около мембраны,
составляющие менее 0.1 ед. [10], но они представ-
ляются заниженными и, возможно, отражают из-
менение рН не на поверхности, а в неперемеши-
ваемом слое в воде около мембраны Для кор-
ректного изучения связывания протонов на
поверхности мембраны желательно использовать
рН-чувствительный зонд с известными характе-
ристиками. В данной работе исследуется возмож-
ность использования в качестве такого зонда мо-
лекул стириловых красителей di-4-ANEPPS и
RH-421 (рис. 1а). Ранее они использовались нами
как мишени синглетного кислорода, измерение
скорости окисления которых на поверхности
мембраны позволяло оценить эффективность

УДК 577.352
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фотосенсибилизаторов [11]. Оказалось, что ад-
сорбция этих красителей на мембране зависит от
рН [12]. В настоящей работе влияние рН на ад-
сорбцию красителей на липидной мембране изу-
чено более подробно, и показано, что эти краси-
теля могут быть использованы и как pH-зонды,
позволяющие регистрировать скачок концентра-
ции протонов, связанных на поверхности мем-
браны, при фотоактивации “Caged-H+”.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бислойные липидные мембраны (БЛМ) фор-
мировали методом Мюллера–Рудина в тефлоно-
вой ячейке на отверстии диаметром 0.8 мм из рас-
твора дифитаноилфосфатидилхолина (Avanti Po-
lar Lipids, США) в н-декане в концентрации
15 мг/мл. Растворы готовили на дважды дистил-
лированной воде c использованием KCl, лимон-
ной кислоты (Россия), HEPES, Трис и имидазола
(Sigma, США). В экспериментах использовались
стириловые красители di-4-ANEPPS и RH-421

(Sigma-Aldrich, США), а также Caged-H+ – 2-ме-
токси-5-нитрофенилсульфат натрия (MNPS),
синтезированный А.И. Иловайским в Институте
органической химии им. Н.Д. Зелинского РАН.
При освещении БЛМ постоянным светом исполь-
зовали ультрафиолетовый светодиод LED-003W-
48C-000-000LM-EL-P с длиной волны 375 нм и
электрической мощностью 3 Вт (Artleds, Россия).
Caged-H+ добавляли в дальний (по отношению к
источнику света) отсек ячейки. Растворы в обоих
отсеках ячейки непрерывно перемешивались с
помощью магнитной мешалки.

В измерениях использовали хлорсеребряные
электроды с агаровыми мостиками, заполненны-
ми тем же раствором, который находился в ячей-
ке. Разность граничных потенциалов измеряли
методом компенсации внутримембранного поля,
разработанным в [13] (см. также обзоры [14, 15]).
Экспериментальная установка для измерений
этим методом была идентична использованной в
наших предыдущих работах [11].

Рис. 1. а – Структуры di-4-ANEPPS и RH-421. б – Зависимости изменения граничного потенциала БЛМ (сплошные
символы, шкала слева) и флуоресценции липосом (пустые символы, шкала справа) при адсорбции RH-421 (кружки)
или di-4-ANEPPS (треугольники) от рН раствора. Данные для di-4-ANEPPS взяты из [12]. Концентрация RH-421 при
измерении Δϕb составляла 3 мкМ, при измерении флуоресценции – 1 мкМ. Раствор содержал 20 мМ KCl, 2 мМ цит-
рат, 2 мМ HEPES. Зависимость Δϕb от рН получена при добавлении di-4-ANEPPS или RH-421 в раствор с одной сто-
роны мембраны, а HCl или KOH – с двух сторон мембраны. Значения потенциала, нормированные на величины в об-
ласти плато при высоких рН, получены усреднением по результатам не менее трех экспериментов. Кривая проведена

по уравнению  с параметром pK = 4.5.
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Флуоресценцию измеряли на спектрофлуори-
метре “Флуорат-2 “Панорама” (Люмэкс, Россия)
при длине волны возбуждения 500 нм, регистра-
ции – 594 нм. Липосомы готовили из дифитано-
илфосфатидилхолина с помощью экструдера,
используя фильтры с размером пор 100 нм. Кон-
центрация липида составляла 0.2 мг/мл. Флуо-
ресценция красителей в водном растворе в отсут-
ствие липосом не наблюдалась.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования адсорбции стириловых краси-
телей на мембране показали, что она зависит от
рН. Зависимость адсорбции красителей от рН
изучалась двумя методами: по измерению разно-
сти граничных потенциалоа Δϕb на плоских БЛМ

и флуоресценции липосом. Зависимости Δϕb и

флуоресценции от рН в случае di-4-ANEPPS изу-
чались нами ранее [12], а для RH-421 эти зависи-
мости были получены в настоящей работе. Для
удобства сравнения двух красителей потенциалы
нормировались на величины в области плато, на-
блюдавшееся при высоких значениях рН. Полу-
ченные зависимости изображены на рис. 1б.

Известно, что молекулы красителей обладают
значительным дипольным моментом, образован-
ным положительно заряженным атомом азота в
середине молекулы и отрицательно заряженной
сульфогруппой на ее конце (рис. 1а). Они адсор-
бируются на поверхности мембраны в нейтраль-
ном виде, встраиваясь в мембрану гидрофобным
концом молекулы, и создают на ней дипольный
скачок потенциала со знаком плюс внутри мем-
браны [16]. Исчезновение этого потенциала при
уменьшении рН можно объяснить тем, что при
низких рН происходит протонирование второго
атома азота молекулы красителя, из-за чего она
становится положительно заряженной. При этом
гидрофобная область молекулы становится более
полярной, что значительно уменьшает ее срод-
ство к мембране. Протонированные молекулы
красителей в водном растворе были обнаружены
по спектрам поглощения, которые зависели от
рН [17]. 

При уменьшении рН исчезает и флуоресцен-
ция красителей на липосомах, поскольку способ-
ностью к флуоресценции обладают только те мо-
лекулы красителей, которые связаны с липидной
мембраной [12]. Поэтому интенсивность флуо-
ресценции свидетельствует о количестве молекул
красителя, адсорбированных на мембранах липо-
сом. Зависимость интенсивности флуоресценции
от рН приведена на рис. 1б. Как показывает ри-
сунок, флуоресценция обоих красителей при
уменьшении рН исчезала. В целом зависимости
от рН флуоресценции и Δϕb оказались похожи, но

спад флуоресценции происходил при более низ-

ких значениях рН, чем спад Δϕb.. Как можно ви-

деть на рисунке, зависимости Δϕb и флуоресцен-

ции от рН для обоих красителей (di-4-ANEPPS и
RH-421) близки. Совпадение зависимостей
объясняется сходством структур этих красителей.
У обоих красителей имеется два атома азота, один
из которых всегда заряжен, а второй протониру-
ется и становится заряженным при низких рН.
Главное различие структур красителей состоит в
строении ароматических колец: у ANEPPS име-
ется нафталиновое кольцо, а у RH-421 – бензоль-
ное. Это различие, как показывает рис. 1б, не ока-
зывает заметного влияния на зависимость их ад-
сорбции на мембране от рН. По зависимости Δϕb

от рН была проведена оценка рK протонирования
красителей. Ее величина составила около 4.5. Эта
величина оказалась близка к значению, получен-
ному из измерений зависимости от рН спектров
поглощения водных растворов RH-421, которое
составляло около 4.9 [17].

Зависимость адсорбции стириловых красите-
лей от рН позволяет использовать их как зонды
рН на поверхности мембраны. Представлялось
интересным использовать их для оценки измене-
ния рН на поверхности мембраны при фотоакти-
вируемом выделении протонов с помощью

Caged-H+, в качестве которого использовалось
соединение MNPS. Типичная кинетика измене-
ния потенциала представлена на рис. 2. Сначала в
ячейку добавляли MNPS, в результате чего про-
исходило изменение граничного потенциала, вы-
званного адсорбцией анионов MNPS на поверх-
ности мембраны. При освещении мембраны с ад-
сорбированными на ней ионами MNPS кинетика
изменения потенциала была аналогична наблю-
давшейся нами ранее [9]. Как показано в [9], это
изменение потенциала вызвано разрушением
MNPS и протонированием поверхности БЛМ.
Далее в ячейку добавляли di-4-ANEPPS и дожи-
дались окончания адсорбции, о чем свидетель-
ствовало достижение стационарной величины
потенциала. После включения освещения проис-
ходило изменение граничного потенциала с более
сложной кинетикой, чем в отсутствие красите-
лей. В начальный момент после включения света
изменение потенциала было положительного
знака и напоминало изменение потенциала, на-
блюдавшееся в отсутствие di-4-ANEPPS. В даль-
нейшем изменение потенциала происходило в
отрицательную сторону. По амплитуде оно было
близко к величине изменения потенциала, вы-
званного адсорбцией di-4-ANEPPS. Очевидно,
это изменение потенциала связано с уходом мо-
лекул di-4-ANEPPS с поверхности мембраны,
вызванным выделением протонов при освеще-
нии MNPS. При прекращении освещения проис-
ходило частичное восстановление потенциала,
кинетика которого также отличалась от той, что
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была в отсутствие красителей. Потенциал изме-

нялся сначала в отрицательном направлении, за-

тем – в положительном. Начальное отрицательное

изменение потенциала напоминает восстановле-

ние потенциала, наблюдавшееся в отсутствие

di-4-ANEPPS. Оно вызвано, очевидно, адсорб-

цией анионов MNPS и восстановлением равно-

весия протонов на поверхности мембраны [9].

Эти процессы происходят быстрее, чем адсорб-

ция di-4-ANEPPS, которая вызывает медленное

изменение потенциала в положительную сторо-

ну. Это объясняет начальную быструю отрица-

тельную фазу и последующую медленную поло-

жительную фазу изменения потенциала в темно-

те. Аналогичная кинетика изменения потенциала

при освещении с MNPS была получена и с другим

красителем – RH-421.

Кинетика изменения потенциала при освеще-

нии напоминает наблюдавшуюся нами ранее при

разрушении молекул di-4-ANEPPS синглетным

кислородом, образующимся при освещении в

присутствии фотосенсибилизаторов [11, 12], где

для количественной оценки скорости разруше-

ния красителей определяли наклон относитель-

ного изменения потенциала в момент начала

освещения. Аналогичный параметр был исполь-

зован и в настоящей работе. Он определялся как

наклон зависимости от времени медленной фазы

изменения потенциала в момент начала освеще-

ния, нормированный на величину потенциала,

возникающего при адсорбции этих красителей.

Этот параметр оказался пропорционален интен-

сивности освещения (рис. 3).

Поскольку измерения проводились при рН 8,
а заметное уменьшение потенциалов адсорбции
красителей наблюдалось при рН меньше 5
(рис. 1б), можно предположить, что уменьшение
рН на поверхности мембраны при фотолизе
MNPS составляет несколько единиц. Эта величи-
на намного превышает полученную нами ранее в
[10] оценку (0.1 единиц), где изменение рН при
фотолизе MNPS, вызванном вспышкой света,
определяли по изменению потенциала разомкну-
той цепи селективной по протонам мембраны с
пентахлорфенолом. Конечно, сравнение этих
экспериментов не совсем корректно, поскольку в
[10] использовалась вспышка света, а в настоя-
щей работе – непрерывное освещение. Другая су-
щественная причина расхождения этих оценок
состоит в том, что они отражают изменение рН в
разных областях. Оценка, сделанная в работе [10],
отражает изменение рН в воде около мембраны,
поскольку равновесный потенциал мембраны,
селективной по протонам, определяется разно-
стью рН в водных растворах. В настоящей работе
для оценки изменения рН использовались моле-
кулы стириловых красителей, встроенные в мем-
брану, и изменение потенциала происходило при
их протонировании непосредственно в мембра-
не, из-за чего происходила десорбция молекул
красителей в водный раствор.

Таким образом, стириловые красители могут
быть использованы в качестве рН-зондов на по-
верхности мембраны. С их помощью удалось по-
казать, что изменение рН на поверхности мем-
браны при фотоактивируемом фотолизе MNPS
составляет несколько единиц.

Рис. 2. Кинетика изменения разности граничных по-
тенциалов при адсорбции на БЛМ 300 мкМ MNPS и
2 мкМ di-4-ANEPPS и освещении непрерывным све-
том. Моменты включения и выключения света обо-
значены стрелками вверх и вниз с надписями Light и
Dark. Исходный раствор содержал 20 мМ KCl и по
0.2 мМ Трис, HEPES и цитрата, рН 8.0.
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Рис. 3. Зависимость скорости медленного изменения
потенциала в отрицательную сторону в начальный
момент включения освещения от его электрической
мощности. Средние значения скорости определяли
по результатам не менее трех измерений. Исходный
раствор содержал 20 мМ KCl и по 0.2 мМ Трис,
HEPES и цитрата, рН 8.0. С одной стороны мембраны
добавлены 300 мкМ MNPS и 2 мкМ RH-421.
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Styryl Dyes di-4-ANEPPS and RH-421 As Sensors of the Protons 
on the Surface of Lipid Membranes

A. N. Konstantinova1, Yu. V. Kharitonova1, 2, V. Yu. Tashkin1, V. S. Sokolov1, *
1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Moscow, 125047 Russia
*e-mail: sokolovvs@mail.ru

Electrochromic styryl dyes have been shown to serve as sensors of binding of protons on the surface of lipid
membrane. These dyes can adsorb on the membrane as neutral molecules that have considerable dipole mo-
ment, due to which they create the dipole potential drop on the membrane/solution interface. A decrease of
pH led to disappearance of this potential, as well as of the f luorescence of the di-4-ANEPPS or RН-421dyes
molecules bound with liposomes. It was explained by assumption that the dye molecules with bound protons
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lack the ability to adsorb on the membranes. The dependence of the dipole potential on pH measured in the
experiment was used for evaluation of the dye pK, which was about 4.5. The desorption of the dye molecules
from the surface of the lipid membrane was observed not only with a decrease of the solution pH but also
during photoactivated release of protons on the surface of the membrane initiated by photolysis of molecules
of Caged-H+ (2-methoxy-5-nitrophenylsulfate sodium salt). This points to a considerable increase of the
protons concentration on the surface of lipid membrane in this process.

Keywords: lipid bilayer, styryl dyes, dipole potential, adsorption, surface protons
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Изучено влияние метилтриклозана, который является продуктом биодеградации известного проти-
вомикробного агента триклозана, на функциональные параметры митохондрий печени крысы.
Установлено, что метилтриклозан ингибирует активность комплексов II и IV дыхательной цепи
органелл, что может обуславливать снижение скорости потребления кислорода митохондриями в
состоянии 3 и 3UДНФ. Показано, что метилтриклозан увеличивает скорость образования перекиси
водорода митохондриями печени крысы. Продемонстрировано, что метилтриклозан индуцирует
неспецифическую проницаемость внутренней митохондриальной мембраны и мембраны одно-
слойных лецитиновых липосом. Метилтриклозан, в отличие от триклозана, оказывает более
“мягкое” влияние на органеллы и их мембраны, что, как предполагается, связано с молекулярной
структурой данного соединения. В работе обсуждаются возможные механизмы влияния метилтри-
клозана на митохондрии и липосомы.

Ключевые слова: митохондрии печени, метилтриклозан, триклозан, окислительное фосфорилиро-
вание, MPT-пора, липосомы
DOI: 10.31857/S0233475521020080

ВВЕДЕНИЕ
Триклозан (5-хлор-2-(2,4-дихлорфенокси)фе-

нол) (рис. 1а) – синтетический противомикроб-
ный препарат широкого спектра действия. Он ис-
пользуется во многих средствах личной гигиены,
чистящих средствах, медицинском оборудова-
нии, ветеринарии, текстильной промышленно-
сти и производстве пластмасс [1]. Антибактери-
альное действие триклозана связано с подавлени-
ем синтеза жирных кислот путем ингибирования
фермента ENR (редуктаза белка-переносчика
еноил-ацильного радикала), который участвует в

синтезе жирных кислот бактериальной мембраны
[2, 3]. Повышение концентрации триклозана в
окружающей среде вследствие его чрезмерного
использования привело к возникновению рези-
стентности некоторых бактерий к этому препарату.

На сегодняшний день токсическое действие
триклозана широко изучено, в литературе нако-
пилось достаточно информации, описывающей
различные негативные эффекты, индуцирован-
ные триклозаном, – от модуляции гормонально-
го статуса организма до летального исхода [4–13].
Известно, что на клеточном уровне триклозан

УДК 577.352.4

Рис. 1. Структура триклозана (а) и метилтриклозана (б).
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вызывает падение мембранного митохондриаль-
ного потенциала и разобщение процессов дыха-
ния и окислительного фосфорилирования мито-
хондрий млекопитающих и других позвоночных
[14, 15]. Также известно, что данный агент спосо-
бен индуцировать нарушение структуры бислой-
ных липидных мембран, что приводит к их деста-
билизации и последующей пермеабилизации. Та-
кое действие триклозана может приводить к
набуханию митохондрий и выбросу проапопто-
тического белка цитохрома с из органелл [15, 16].

Метилтриклозан (2,4-дихлор-1-(4-хлор-2-ме-
токсифенокси)бензол) (рис. 1б) является продук-
том трансформации триклозана, образующимся
путем аэробной биодеградации последнего [17, 18].
Известно, что метилтриклозан, как и его предше-
ственник триклозан, накапливается в воде, ило-
вых отложениях, рыбе и беспозвоночных орга-
низмах, вблизи очистных сооружений. Данные
по влиянию метилтриклозана на живые организ-
мы достаточно фрагментарны. На сегодняшний
день известно, что метилтриклозан, в отличие от
триклозана, не проявляет антибактериальных
свойств [19]. С другой стороны, метилтриклозан
подобно триклозану способен оказывать токси-
ческое действие на эмбриональное развитие ры-
бок Danio rerio и Paracentrotus lividus [20], влиять на
развитие дождевого червя Eisenia andrei [21] и ока-
зывать токсический эффект на культуру клеток
HepG2 [22].

Молекулярные механизмы токсического дей-
ствия метилтриклозана на клетки эукариотиче-
ских организмов до конца не установлены. Можно
предположить, что метилтриклозан, как и трикло-
зан, способен индуцировать дисфункцию мито-
хондрий и пермеабилизацию клеточных мембран.
Однако действие метилтриклозана, оказываемое
на живые организмы, может быть менее выраже-
но по сравнению с действием триклозана в связи
с заменой гидроксильной группы на метильную в
его структуре (рис. 1). Известно, что подобные
структурные особенности значительно снижают
мембранотропные свойства различных агентов
[23] и в том числе могут оказывать непосред-
ственное влияние на эффекты, вызываемые ме-
тилтриклозаном на фосфолипидные мембраны.
Поэтому в настоящей работе нами исследовано
in vitro влияние метилтриклозана на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
митохондрий печени крысы, активность ком-
плексов дыхательной цепи органелл и продукцию
ими перекиси водорода. Кроме того, нами изуче-
но влияние этого соединения на проницаемость
внутренней мембраны митохондрий, а также
фосфолипидной мембраны искусственных липо-
сом. Полученные в работе данные свидетельству-
ют о том, что метилтриклозан в высоких концен-
трациях вызывает нарушение функциональной
активности комплексов дыхательной цепи мито-

хондрий, а также индуцирует неспецифическую
пермеабилизацию внутренней мембраны орга-
нелл и мембраны однослойных лецитиновых ли-
посом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение митохондрий из печени крыс. Мито-
хондрии выделяли из печени половозрелых крыс
(самцов) линии Wistar (масса 220–250 г) обще-
принятым методом дифференциального центри-
фугирования в соответствии с ранее описанной
методикой [24]. Среда выделения содержала 210 мM
маннитол, 70 мM сахарозу, 1 мM EDTA и 10 мM
HEPES–KOH, pH 7.4. Полученная суспензия ми-
тохондрий содержала 70–80 мг митохондриаль-
ного белка на 1 мл, концентрация которого опре-
делялась методом Лоури [25].

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий. Дыхание митохондрий ре-
гистрировали полярографическим методом при
25°C в термостатируемой ячейке объемом 1 мл с
помощью кислородного электрода типа Кларк и
установки Oxygraph Plus (Hansatech Instruments,
Великобритания) [26]. Среда инкубации содер-
жала 200 мМ сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ янтарную
кислоту (или 2.5 мМ глутамат и 2.5 мМ малат), 5 мМ
КН2РО4, 0.5 мМ EGTA, 2 мМ MgCl2, 10 мМ
HEPES–KOH (рН 7.4) Концентрация митохондри-
ального белка в кювете составляла ~1.3 мг/мл. Сле-
дующие функциональные состояния были опре-
делены: состояние 2 – базальное дыхание мито-
хондрий в присутствии энергетического субстрата;
состояние 3 – дыхание митохондрий в присут-
ствии субстратов, стимулированное добавкой
ADP; состояние 4 – митохондриальное дыхание
после того, как добавленный ADP будет полно-
стью фосфорилирован; состояние 3UДНФ – мак-
симальное дыхание митохондрий в присутствии
разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ). Коэф-
фициент дыхательного контроля определяли как
отношение скорости дыхания в состоянии 3 к
скорости дыхания в состоянии 4.

Оценка активности комплексов дыхательной
цепи митохондрий. Влияние метилтриклозана на
активность комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий печени крыс оценивали спектрофото-
метрически с помощью планшетного спектрофо-
тометра Multiscan Go (Thermo, Финляндия) в
соответствии с протоколом [27, 28]. Для разруше-
ния митохондрий, освобождения индивидуаль-
ных комплексов дыхательной цепи и достижения
их максимальной ферментативной активности
изолированные митохондрии (10–15 мг/мл мито-
хондриального белка) предварительно подверга-
ли трехкратной процедуре замораживания/отта-
ивания при –20/+30°C в гипотоническом буфере,
содержавшем 10 мМ Трис–HCl, pH 7.6. Актив-
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ность комплекса I дыхательной цепи оценивали
при 25°C по эффективности окисления добавлен-
ного NADH суспензией разрушенных митохон-
дрий (0.15 мг/мл), которое определялось по сни-
жению светопоглощения суспензии при длине
волны 340 нм. Активность комплекса II дыха-
тельной цепи оценивали при 37°C по эффектив-
ности восстановления 2.6-дихлорфенолиндофе-
нолята натрия суспензией разрушенных мито-
хондрий (0.2 мг/мл) в присутствии субстрата
окисления сукцината, которое определялось по
снижению светопоглощения суспензии при дли-
не волны 600 нм. Активность комплекса III дыха-
тельной цепи оценивали при 25°C по эффектив-
ности восстановления добавленного цитохрома с
суспензией разрушенных митохондрий (0.1 мг/мл),
которое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм.
Активность комплекса IV дыхательной цепи оце-
нивали при 25°C по эффективности окисления
добавленного цитохрома с (восстановленного в
соответствии c [27]) суспензией разрушенных ми-
тохондрий (0.1 мг/мл), которое определялось по
снижению оптической плотности суспензии при
длине волны 550 нм. Активность комплексов ды-
хательной цепи (в отсутствие и в присутствии ме-
тилтриклозана) регистрировали через 2–3 мин
после начала окислительно-восстановительной
реакции (в нмоль/мин на 1 мг белка).

Образование H2O2 митохондриями печени. Ско-
рость образования H2O2 суспензией митохондрий
печени крыс измеряли с помощью флуоресцент-
ного индикатора Amplex Red на планшетном флу-
ориметре Tecan Spark 10M (Tecan, Швейцария)
при длине волны возбуждения 560 нм и длине
волны излучения 590 нм [26]. Среда инкубации
содержала 210 мM маннитола, 70 мM сахарозы,
5 мM сукцината, 1 мM KH2PO4, 10 мкM EGTA,
1 мкM ротенона и 10 мM HEPES–KOH (pH 7.4),
10 мкМ Amplex Red и пероксидазу хрена
(акт. 1 ед/мл). Концентрация митохондриально-
го белка составляла 0.15 мг/мл. Измерения прово-
дились при 37°C и постоянном перемешивании.
Количество образованной перекиси водорода
рассчитывалось по калибровочной кривой.

Индукция неспецифической проницаемости внут-
ренней мембраны митохондрий. Открытие мито-
хондриальной поры оценивали по набуханию
митохондрий, которое регистрировали по изме-
нению оптической плотности суспензии мито-
хондрий (A540) на планшетном спектрофотометре
Multiscan Go (Thermo, Финляндия). Среда инку-
бации содержала 210 мМ маннитола, 70 мМ саха-
розы, 5 мМ янтарной кислоты, 10 мкМ EGTA,
1 мкМ ротенона, 3 мМ Трис–HCl, pH 7.4. Кон-
центрация митохондриального белка в кювете со-
ставляла ~0.4 мг/мл. Скорость набухания мито-
хондрий (Vmax = ΔА540/мин на 1 мг белка) рассчи-

тывали как изменение оптической плотности
суспензии в течение первых 30 с от начала высо-
коамплитудного набухания.

Электронная микроскопия митохондрий печени
крыс. Для проведения электронной микроскопии
образцы митохондрий фиксировали в течение 2 ч
с использованием 2.5% глутарового альдегида,
предварительно растворенного в среде инкуба-
ции, состоящей из 210 мM маннитола, 70 мM са-
харозы, 5 мM сукцината, 10 мкM EGTA, 1 мкM
ротенона и 10 мM HEPES–KOH, pH 7.4, после че-
го осуществлялась постфиксация 1% тетраокси-
дом осмия. Далее образцы заливали в эпоксид-
ную смолу Epon 812. Микроскопические срезы,
полученные с помощью микротома Leica EM
UC6 (Leica, Германия), окрашивались цитратом
свинца и уранилацетатом, после этого они под-
вергались электронно-микроскопическому ис-
следованию на микроскопе JEM-100B (JOEL,
Япония).

Приготовление однослойных липосом. Липосо-
мы были получены методом экструзии [16]. 7.5 мг
лецитина гидратировали в течение 2 ч при перио-
дическом перемешивании в 0.75 мл буфера, со-
держащего 10 мМ Трис–HCl (pH 7.5), 40 мМ KCl
и 50 мкМ EGTA. Полученную суспензию много-
слойных липосом подвергали 5 циклам заморажи-
вания/оттаивания при температуре –20/+30°C.
На следующем этапе суспензия липосом подвер-
галась экструзии через поликарбонатную мем-
брану (диаметр пор 0.1 мкм) с использованием
микроэкструдера Avanti (Avanti Polar Lipids, США).
Все описанные выше операции (за исключением
процедуры замораживания/оттаивания) прово-
дились при комнатной температуре.

Приготовление липосом, загруженных сульфо-
родамином Б. Липосомы, загруженные сульфоро-
дамином Б (СрБ), готовили из лецитина с исполь-
зованием метода, описанного выше. Отличия за-
ключались в буфере для гидратации, содержащем
50 мМ СрБ вместо 40 мМ KCl, и дополнительной
очистке полученных после экструзии липосом от
внешнего СрБ на колонке, заполненной сефадек-
сом G-50. Для уравновешивания колонки приме-
нялся буфер следующего состава: 10 мM Трис–HCl
(pH 7.5), 50 мкM EGTA и 40 мM KCl.

Измерение выхода сульфородамина Б из липо-
сом. Выход СрБ из липосом оценивали по увели-
чению флуоресценции исследуемой суспензии
однослойных липосом согласно ранее описанно-
му методу [29]. Среда инкубации содержала 40  мM
KCl, 50 мкM EGTA, 10 мM Трис–HCl (pH 7.5).
Изменение уровня флуоресценции измерялось с
использованием спектрофлуориметрической опто-
волоконной системы USB 2000 (Ocean Optics, Inc,
США) (длины волн возбуждения и излучения
флуоресценции – 565 и 586 нм, соответственно).
Выход СрБ из липосом определялся в течение
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5 мин после добавления триклозана и метилтри-
клозана. Уровень СрБ, загруженный в липосомы,
определялся после добавления 0.1% раствора не-
ионного детергента Тритона Х-100.

Статистический анализ. Полученные данные
были проанализированы с использованием про-
грамм GraphPad Prism 7 и Microsoft Excel и пред-
ставлены как средние значения ± ошибка средне-
го (n = 3–7). Статистический анализ проводили с
использованием t-критерия, при этом значимы-
ми считались различия, удовлетворяющие усло-
вию p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метилтриклозан ингибирует дыхание 

митохондрий печени крысы
В настоящей работе изучено влияние метил-

триклозана на дыхание митохондрий печени
крысы в разных функциональных состояниях.
Измерения проводили в присутствии глутамата и
малата – субстратов комплекса I дыхательной це-
пи и сукцината, субстрата комплекса II дыхатель-
ной цепи митохондрий.

В табл. 1 показано влияние различных концен-
траций метилтриклозана на дыхание митохон-
дрий печени крысы, энергизованных глута-
мат/малатом. Установлено, что в концентрациях
5, 10 и 20 мкМ данный агент не оказывает влия-
ния на скорость потребления кислорода мито-
хондриями. Лишь 50 мкМ метилтриклозан вызы-
вает снижение скорости потребления кислорода
при стимуляции дыхания ADP (состояние 3) и
ДНФ (состояние 3UДНФ), не оказывая влияние на
дыхание органелл в состояниях 2 и 4. Также было
установлено, что метилтриклозан достоверно
снижает коэффициент дыхательного контроля (ДК)
только в концентрации 50 мкМ. В то же время

можно отметить, что триклозан уже в концентра-
ции 5 мкМ существенно стимулирует дыхание в
состояниях 2 и 4 и ингибирует дыхание органелл,
стимулированное ADP и ДНФ (состояние 3 и
3UДНФ), тем самым значительно снижая параметр
дыхательного контроля (табл. 1).

При использовании сукцината в качестве суб-
страта дыхания метилтриклозан уже в концентра-
ции 10 мкМ вызывает снижение скорости потреб-
ления кислорода в состоянии 3UДНФ. В концен-
трации 20 мкМ метилтриклозан стимулирует
скорость дыхания митохондрий в состоянии 2, но
при этом подавляет стимуляцию дыхания разоб-
щителем ДНФ (дыхание митохондрий в состоя-
нии 3UДНФ). Метилтриклозан в концентрации
50 мкМ увеличивает скорость потребления кис-
лорода в состояниях 2 и 4 и снижает скорость
дыхания в состояниях 3 и 3UДНФ. Показатель
дыхательного контроля статистически значимо
снижается только при использовании метилтри-
клозана в концентрации 50 мкМ. В то же время
триклозан в концентрации 5 мкМ существенно
увеличивает скорость дыхания в состояниях 2 и 4
и ингибирует дыхание органелл в состояниях 3 и
3UДНФ, что сопровождается значительным сни-
жением параметра дыхательного контроля (табл. 2).

На рис. 2 показано влияние метилтриклозана
на активность комплексов дыхательной цепи ми-
тохондрий печени крыс. Из рисунка следует, что
метилтриклозан не оказывает влияния на актив-
ность комплексов I и III (рис. 2а, 2в). Однако в
концентрации 50 мкМ метилтриклозан статисти-
чески достоверно ингибирует активность ком-
плексов II и IV дыхательной цепи на 10 и 15% со-
ответственно.

Таблица 1. Влияние метилтриклозана и триклозана на параметры дыхания и окислительного фосфорилирования
митохондрий печени крыс, окислящих глутамат и малат

Примечание. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 3). ДК – коэффициент дыхательного контроля (со-
стояние 3/состояние 4).
* Различия между контролем (в отсутствие метилтриклозана или триклозана) и экспериментом (в присутствии метилтрикло-
зана или триклозана) статистически значимы, p < 0.05.

Метилтриклозан, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ

ДК, отн. ед.
нмоль О2/мин на 1 мг белка

0 2.96 ± 0.25 31.74 ± 2.26 5.56 ± 0.45 28.28 ± 1.46 5.72 ± 0.10
5 2.70 ± 0.20 29.91 ± 1.29 5.30 ± 0.30 27.80 ± 0.40 5.65 ± 0.08

10 2.58 ± 0.03 31.00 ± 2.25 5.50 ± 0.40 26.22 ± 0.02 5.64 ± 0.03
20 2.83 ± 0.37 29.63 ± 1.88 5.25 ± 0.15 27.80 ± 2.00 5.45 ± 0.02
50 2.90 ± 0.10 23.64 ± 0.39* 5.15 ± 0.25 22.38 ± 0.42* 4.60 ± 0.30*

5 мкМ триклозан 4.35 ± 0.23* 26.04 ± 0.46* 6.14 ± 0.17* 25.41 ± 0.21* 4.25 ± 0.19*
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Влияние метилтриклозана 
на продукцию H2O2 митохондриями

На рис. 3 продемонстрирована способность
метилтриклозана статистически значимо усили-
вать продукцию перекиси водорода митохондри-

ями. При этом данный эффект является дозоза-
висимым, минимальная действующая концен-
трация составляет 5 мкМ, а максимальный
эффект наблюдается при концентрации этого
агента равной 50 мкМ.

Таблица 2. Влияние метилтриклозана и триклозана на параметры дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния митохондрий печени крыс, окисляющих сукцинат

Примечание. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 3).
* Различия между контролем (в отсутствие метилтриклозана или триклозана) и экспериментом (в присутствии метилтрикло-
зана или триклозана) статистически значимы, p < 0.05.

Метилтриклозан, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ

ДК, отн. ед.
нмоль О2/мин на 1 мг белка

0 12.41 ± 0.26 57.80 ± 0.29 12.50 ± 0.46 69.67 ± 0.49 4.65 ± 0.12
5 13.79 ± 0.93 57.15 ± 1.95 12.98 ± 1.07 71.28 ± 4.50 4.40 ± 0.23

10 13.01 ± 0.81 57.48 ± 0.95 13.09 ± 0.40 62.92 ± 0.33* 4.39 ± 0. 07
20 13.81 ± 0.16* 56.56 ± 1.83 13.60 ± 0.54 58.97 ± 3.59* 4.15 ± 0.29
50 14.13 ± 0.10* 56.77 ± 0.06* 14.92 ± 0.32* 60.80 ± 1.08* 3.81 ± 0.09*

5 мкМ триклозан 17.94 ± 0.32* 50.34 ± 2.05* 17.14 ± 0.71* 56.74 ± 2.02* 2.95 ± 0.24*

Рис. 2. Влияние метилтриклозана на активность комплексов I (а), II (б), III (в) и IV (г) дыхательной цепи митохондрий
печени крыс (в % от контроля). Активность комплексов в контроле, т.е. без добавок (Б.д.), принята за 100%. Концен-
трация митохондриального белка в кювете 0.1–0.15 мг/мл. В отсутствие добавок (Б.д.) активность комплексов I, II, III, IV
составляла 341 ± 18, 449 ± 14, 695 ± 21 и 483 ± 24 нмоль/мин/мг белка соответственно. Добавки: метилтриклозан
(МТРН) в указанных на рисунке концентрациях, 10 мкМ ротенон, 10 мМ малонат, 10 мкг/мл антимицин А (Ант), 300 мкМ
NaCN. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5). * – Различия между контролем (в отсутствие добавок)
и экспериментом (в присутствии метилтриклозана или специфического ингибитора) статистически значимы, p < 0.05.

в
100

80

60

40

20

0
АнтБ. д.

*

%

5 мкМ
МТРН

50 мкМ
МТРН

20 мкМ
МТРН

10 мкМ
МТРН

a

100

80

60

40

20

0
РотенонБ. д.

*

%

5 мкМ
МТРН

50 мкМ
МТРН

20 мкМ
МТРН

10 мкМ
МТРН

б
100

80

60

40

20

0
МалонатБ. д.

*

%

5 мкМ
МТРН

50 мкМ
МТРН

20 мкМ
МТРН

10 мкМ
МТРН

***

г
100

80

60

40

20

0
NaCNБ. д.

%

5 мкМ
МТРН

50 мкМ
МТРН

35 мкМ
МТРН

10 мкМ
МТРН

15 мкМ
МТРН

20 мкМ
МТРН

**
***

*



134

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 2  2021

ТЕНЬКОВ и др.

Метилтриклозан индуцирует пермеабилизацию 
митохондрий печени крыс

Известно, что в концнтрации 10–5 М триклозан
индуцирует пермеабилизацию внутренней мем-

браны митохондрий и однослойных лецитиновых
липосом [16]. В связи с этим была изучена спо-
собность метилтриклозана индуцировать неспе-
цифическую проницаемость митохондрий пече-
ни крысы.

На рис. 4а показано, что добавление 50 мкМ
метилтриклозана к суспензии митохондрий при-
водит к высокоамплитудному набуханию орга-
нелл, которое сопровождается лаг-периодом. В то
же время можно видеть, что триклозан в той же
концентрации индуцирует интенсивное набуха-
ние органелл без лаг-периода (рис. 4а). Показано,
что 50 мкМ метилтриклозан индуцирует макси-
мальное набухание органелл (рис. 4б). Дальней-
шее увеличение концентрации метилтриклозана
приводит к снижению скорости митохондриаль-
ного набухания. В то же время эффект триклозана
дозозависим и достигает максимума при 100 мкМ
этого агента (рис. 4б). Как показано ранее, эф-
фект триклозана проявляется в присутствии цик-
лоспорина А, известного ингибитора MPT-поры
[16]. Набухание митохондрий, индуцированное
метилтриклозаном, также не чувствительно к
циклоспорину А (рис. 4в). Последнее говорит о
том, что механизм набухания в этом случае не

Рис. 3. Влияние различных концентраций метилтри-
клозана (MTPH) на продукцию H2O2 митохондрия-
ми печени крысы. Приведены средние ± ошибка
среднего (n = 5). * – Отличие от контроля (в отсут-
ствие добавок) статистически значимо при р < 0.05.
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Рис. 4. Набухание митохондрий печени крыс в присутствии триклозана и метилтриклозана. а – Изменение оптиче-
ской плотности суспензии митохондрий печени крысы, индуцированное 50 мкМ метилтриклозана (сплошная линия)
и 50 мкМ триклозана (штриховая линия). Стрелкой обозначено время добавки изучаемых агентов. Представлены дан-
ные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. б – Зависимость скорости изменения
оптической плотности суспензии митохондрий печени крыс от концентрации метилтриклозана (сплошная линия) и
триклозана (штриховая линия). Приведены средние значения ± ошибка средней (n = 5). в – Скорость набухания ми-
тохондрий печени крысы, индуцированного 50 мкМ метилтриклозана в отсутствие (Контроль) и в присутствии 1 мкМ
циклоспорина А (ЦсА). Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5).
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связан с образованием белковой MPT-поры. Воз-
можно, в основе процесса лежит образование пор
в липидной фазе внутренней мембраны органелл,
как это показано нами ранее для триклозана [16].

На рис. 5 представлены типичные микрофото-
графии митохондрий печени крыс до и после об-
работки суспензии органелл метилтриклозаном.
Можно видеть, что контрольные митохондрии
обладают плотной структурой матрикса и четко
различимыми кристами. Добавление метилтри-
клозана к митохондриям печени приводит к их
набуханию: происходит увеличение размера ми-
тохондрий, снижение плотности матрикса и по-
теря внешней митохондриальной мембраны.

Метилтриклозан индуцирует пермеабилизацию 
липосомальной мембраны

Поскольку метилтриклозан вызывает цикло-
спорин А-нечувствительное набухание митохон-
дрий, была оценена способность данного агента
индуцировать пермеабилизацию липосомальной
мембраны. Для этого были использованы одно-
слойные лецитиновые липосомы, загруженные
СрБ. Из рис. 6а следует, что добавление 50 мкМ
метилтриклозана к суспензии липосом приводит
к резкому кратковременному увеличению интен-
сивности флуоресценции, что свидетельствует о

выходе СрБ из липосом. На рис. 6б показана зави-
симость выхода СрБ из липосом от концентрации
метилтриклозана. Минимальная действующая
концентрация метилтриклозана составляет 25 мкМ.
При концентрации метилтриклозана 125 мкМ на-
блюдается 90% выброс красителя из липосом.
Стоит обратить внимание, что в этом случае кон-
центрация метилтриклозана в 3 раза выше, чем
концентрация липидов в системе (125 мкМ мети-
лтриклозана против 40–45 мкМ лецитина). Мож-
но отметить, что, как и в предыдущих экспери-
ментах данного исследования, триклозан являет-
ся более эффективным агентом: в концентрации
50 мкМ он индуцирует практически полный вы-
брос красителя из липосом (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе исследовано влияние ме-

тилтриклозана на дыхание и окислительное фос-
форилирование митохондрий печени крысы.
Можно видеть, что данный агент, в отличие от
триклозана, оказывает слабое влияние на дыха-
ние и окислительное фосфорилирование мито-
хондрий. Лишь в концентрации 20 мкМ и более
метилтриклозан способен активировать дыхание
органелл, окисляющих сукцинат в состояниях 2 и
4 и снижать скорость ДНФ-стимулированного
дыхания митохондрий. В этом случае метилтри-

Рис. 5. Микрофотографии митохондрий печени крысы в отсутствие (а) и в присутствии 140 мкМ метилтриклозана (б).
Шкала 1 мкм.

a б
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клозан достоверно снижает коэффициент дыха-
тельного контроля лишь в концентрации 50 мкМ,
в то время как триклозан снижает коэффициент
ДК уже в концентрации 5 мкМ (табл. 1 и 2). При
этом нами установлено, что метилтриклозан, в
отличие от триклозана, не оказывает существен-
ного влияния на активность комплексов дыха-
тельной цепи митохондрий печени крыс. Лишь в
высоких концентрациях (50 мкМ) метилтрикло-
зан незначительно (но статистически достовер-
но) подавляет активность комплексов II и IV ды-
хательной цепи митохондрий (рис. 2). Это инги-
бирующее действие может объяснить подавление
дыхания митохондрий метилтриклозаном.

Ранее мы установили, что триклозан способен
индуцировать дозозависимое набухание мито-
хондрий, не чувствительное к циклоспорину А
[16]. В настоящей работе показано, что метилтри-
клозан также способен индуцировать неспеци-
фическую проницаемость внутренней митохон-
дриальной мембраны и набухание органелл. На-
бухание органелл было продемонстрировано как
в экспериментах по светорассеянию суспензии
митохондрий, так и с помощью электронной
микроскопии. Как и в случае с триклозаном, ме-
тилтриклозан индуцировал циклоспорин А-не-
чувствительное набухание органелл. Данный
факт свидетельствует о том, что пермеабилизую-
щее действие метилтриклозана не связано с ин-
дукцией МРТ-поры во внутренней мембране ми-
тохондрий. При этом эффекты триклозана и ме-
тилтриклозана различаются как подинамике
набухания митохондрий, так и по концентраци-
ям, при которых развиваются эффекты. При до-
бавлении метилтриклозана к суспензии митохон-
дрий набухание запускается после небольшого
лаг-периода (около 10–15 с), а набухание мито-
хондрий, обработанных триклозаном, происхо-
дит без лаг-фазы (рис. 4а) [16]).

Ранее мы установили, что в основе механизма
пермеабилизующего действия триклозана лежит
формирование поры в липидной фазе мембраны
[16]. При высоких концентрациях (более 50 мкМ)
триклозан проявлял детергентное действие [16].
В настоящей работе мы также исследовали влия-
ние метилтриклозана на проницаемость липосо-
мальной мембраны для флуоресцентного зонда
сульфородамина Б. Метилтриклозан подобно
триклозану индуцирует неспецифическую про-
ницаемость липосомальной мембраны. Но по
сравнению с триклозаном этот агент менее эф-
фективен, поскольку индуцирует полный выход
красителя из липосом лишь в концентрации бо-
лее чем 120 мкМ, в то время как триклозан демон-
стрирует подобный эффект при концентрации
50 мкМ (рис. 6а).

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют заключить, что метилтриклозан, как и
триклозан, вызывает комплексное нарушение
функционирования митохондрий. В частности,
метилтриклозан снижает скорость потребления
кислорода митохондриями вследствие ингибиро-
вания активности комплексов II и IV дыхательной
цепи, усиливает продукцию перекиси водорода
органеллами, а также индуцирует пермеабилиза-
цию митохондрий печени крыс и однослойных
лецитиновых липосом, что, по всей видимости,
обусловлено образованием липидных пор.

Следует отметить, что метилтриклозан, в отли-
чие от триклозана, оказывает более “мягкое” вли-
яние на органеллы и их мембраны. Можно пола-
гать, что это связано с их разными химическими
структурами (рис. 1). В процессе биотрансформа-
ции происходит замена гидроксильной группы в
молекуле триклозана на метильную. Подобная
модификация может обуславливать снижение
мембранотропных (разобщающих, пермеабили-
зующих и детергентных) эффектов метилтрикло-

Рис. 6. Влияние триклозана и метилтриклозана на проницаемость мембраны однослойных лецитиновых липосом. а –
Выход СрБ из липосом, индуцированный МТРН (сплошная линия) и ТРН (штриховая линия). Добавки: 50 мкМ
МТРН, 50 мкМ ТРН, 0.1% тритон X-100 (TX100). б – Зависимость выхода СрБ из липосом от концентрации метилтри-
клозана. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5).
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зана [23]. Возможно, подобные перестройки объ-
ясняют разницу и между эффектами, оказывае-
мыми на митохондрии печени и липосомы
триклозаном и метилтриклозаном. Более того,
появление метильной группировки в молекуле
триклозана должно способствовать снижению
токсического действия данного соединения на
живые организмы в целом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (№ 20-015-00124) и гранта президента РФ
для поддержки молодых ученых (МК-61.2019.4).
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Effects of methyltriclosan, a biodegradation product of the antimicrobial agent triclosan, on the functional
parameters of rat liver mitochondria were studied. It was found that methyltriclosan inhibits the activity of
complexes II and IV of the respiratory chain. This causes a decrease in the rate of oxygen consumption by
mitochondria in states 3 and 3UDNP. Methyltriclosan was shown to increase the rate of hydrogen peroxide
production by rat liver mitochondria. In addition, methyltriclosan induces permeabilization of both mito-
chondrial membranes and the liposome membranes. Methyltriclosan, in contrast to triclosan, has a milder
effect on organelles and their membranes. Possible mechanisms of methyltriclosan effects on mitochondria
and liposomes are discussed.

Keywords: liver mitochondria, methyltriclosan, triclosan, oxidative phosphorylation, MPT pore, liposomes
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Изучено влияние глюкокортикоида дефлазакорта на функционирование митохондрий печени
крыс. Показано, что дефлазакорт в концентрациях до 100 мкМ не оказывает влияния на дыхание и
окислительное фосфорилирование митохондрий печени крыс, энергизованных как в присутствии
глутамат/малата (субстраты комплекса I дыхательной цепи), так и сукцината (субстрат комплекса
II дыхательной цепи). Выяснено, что дефлазакорт не влияет на проницаемость внутренней мембра-
ны митохондрий печени, но снижает устойчивость органелл к индукции кальций-зависимой MPT
поры. Кроме того, установлено, что этот глюкокортикоид способен индуцировать снижение уровня
митохондриального NAD(P)H, а также ингибировать продукцию перекиси водорода органеллами.
Обсуждается, как влияние дефлазакорта на функционирование митохондрий может быть связано с
терапевтическими эффектами этого агента.

Ключевые слова: митохондрии печени, глюкокортикоиды, дефлазакорт, окислительное фосфори-
лирование, кальций-зависимая пора, NAD(P)H
DOI: 10.31857/S0233475521020031

ВВЕДЕНИЕ
Природные и синтетические глюкокортикои-

ды влияют на большинство физиологических си-
стем и являются наиболее часто используемыми
агентами для терапии заболеваний различной
этиологии, а также благодаря своим иммуносу-
прессивным свойствам активно используются
при трансплантации органов и тканей. Общепри-
знано, что глюкокортикоиды участвуют в поддер-
жании гиперметаболического состояния в ответ
на стрессовые условия и травмы, что проявляется
в повышении интенсивности метаболизма бел-
ков в скелетных мышцах, глюконеогенеза в пече-
ни, а также в развитии гипергликемии и рези-
стентности к инсулину [1].

Действие глюкокортикоидов в организме в ос-
новном проявляется через глюкокортикоидные
рецепторы. Такие рецепторы обнаружены в мем-
бранах клеток и их ядер, а также на мембранах
митохондрий [2–5]. Известно, что их активация
глюкокортикоидами приводит к запуску внутри-
клеточных сигнальных путей, оказывающих в

том числе значительное влияние на биогенез и
функциональную активность митохондрий [6–9].
Так, показано, что основным эффектом глюко-
кортикоидов является активация ядерных генов,
приводящая к усилению митохондриального
биогенеза и массы органелл [9]. Кроме того, из-
вестно, что глюкокортикоиды оказывают значи-
тельное влияние на экспрессию ядерных генов,
кодирующих белки системы окислительного
фосфорилирования митохондрий, и, таким обра-
зом, влияют на дыхательную активность этих ор-
ганелл [6–8, 10]. Наряду с этим выяснено, что
глюкокортикоиды способны оказывать непо-
средственное влияние на митохондриальную
биоэнергетику, не связанное с участием специа-
лизированных рецепторов. Так, было показано,
что природные и синтетические глюкокортикои-
ды способны ингибировать дыхание изолирован-
ных митохондрий почек и мозга, которое, как
предполагается, обусловлено снижением актив-
ности АТР-синтазы и цитохром-с–оксидазы
[11–13]. Сообщается о способности кортикосте-
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рона подавлять транспорт электронов от NADH к
комплексу I дыхательной цепи в кортикальных
митохондриях [14]. Кроме того, известно, что
глюкокортикоиды оказывают модулирующее
влияние на работу мембранных белков, участву-
ющих в том числе в транспорте ионов кальция в
клетке и митохондриях [15].

В настоящей работе нами изучено влияние
глюкокортикоида дефлазакорта, активно приме-
няемого для коррекции нервно-мышечных забо-
леваний и, в частности, мышечной дистрофии
Дюшенна, на функционирование митохондрий
печени крыс в условиях in vitro. Дефлазакорт (рис. 1)
представляет собой оксазолон-производное глю-
кокортикоида преднизона, обладающее сравни-
мыми с ним противовоспалительными и имунно-
супрессивными эффектами, но менее выражен-
ными побочными эффектами по сравнению с
предшественниками [16, 17]. Дефлазакорт, мета-
болизируясь в печени до активного метаболита –
21-дезацетилдефлазакорта, воздействует на глюко-
кортикоидные рецепторы, что приводит к подавле-
нию высвобождения цитокинов и пролиферации
CD4+ лимфоцитов, но в то же время увеличе-
нию количества CD8+ клеток, что способствует
подавлению иммунного ответа и воспалительных
процессов в мышечной ткани [16, 17]. Показано,
что его использование продлевает двигательную
способность пациентов, страдающих дистрофией
Дюшенна, на срок от 2 до 5 лет и улучшает мы-
шечную силу и сердечно-легочную функцию [17].
Однако его использование, тем не менее, сопро-
вождается побочными эффектами, такими как
синдром Кушинга, эритема, гирсутизм, увеличе-
ние веса, назофарингит, задержка полового со-
зревания и катаракта [18–20].

Ранее нами было показано, что терапия с ис-
пользованием дефлазакорта может быть исполь-
зована для коррекции митохондриальной дис-
функции, характерной для скелетной мускулату-
ры модельных мышей, страдающих дистрофией
Дюшенна [21, 22]. Было предположено, что такое
действие этого агента опосредовано его действи-

ем на глюкокортикоидные рецепторы, активиру-
ющие внутриклеточные сигнальные пути, затра-
гивающие, в том числе, и митохондрии. В то же
время практически ничего не известно о непо-
средственном влиянии дефлазакорта на функци-
онирование митохондрий. Поэтому в настоящей
работе нами изучено влияние этого глюкокорти-
коида на параметры дыхания и окислительного
фосфорилирования митохондрий печени крыс,
проницаемость внутренней мембраны органелл,
а также индукцию Са2+-зависимой митохондри-
альной поры (mitochondrial permeability transition
pore, MPT-поры). Показано, что 1) дефлазакорт
не оказывает влияния на дыхание и окислитель-
ное фосфорилирование митохондрий печени
крыс, а также на активность комплексов дыха-
тельной цепи органелл; 2) дефлазакорт индуци-
рует снижение уровня митохондриального пула
NAD(P)H и оказывает ингибирующее влияние на
генерацию перекиси водорода органеллами;
3) дефлазакорт снижает кальциевую емкость ми-
тохондрий печени и устойчивость органелл к ин-
дукции Са2+-зависимой MPT-поры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий печени крыс. Мито-

хондрии из печени половозрелых самцов крыс
линии Вистар (весом 210–250 г) выделяли мето-
дом дифференциального центрифугирования с
последующим освобождением от эндогенных
жирных кислот с помощью бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА) фракции V в соответствии
с описанной ранее методикой [23]. Среда выделе-
ния содержала 250 мМ сахарозы, 1 мМ EGTA,
5 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Концентрацию белка
митохондрий определяли биуретовым методом, в
качестве стандарта использовали раствор БСА.
Во время проведения эксперимента суспензию
митохондрий (70–80 мг митохондриального бел-
ка в 1 мл) хранили на льду.

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий печени крыс. Дыхание мито-
хондрий регистрировали полярографическим ме-
тодом при 25°C в ячейке объемом 0.5 мл с помо-
щью кислородного электрода типа Кларк и
установки Oxygraph Plus (Hansatech Instruments,
Великобритания) [24]. Среда инкубации содер-
жала 200 мМ сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ КН2РО4,
0.5 мМ EGTA, 2 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES–KOH,
pH 7.4. Применяли следующие концентрации
субстратов и других реагентов: 2.5 мМ малат ка-
лия, 2.5 мМ глутамат калия, 5 мМ янтарная кис-
лота, 0.2 мМ ADP, 50 мкМ 2,4-динитрофенол и
1 мкМ ротенон. Оценивали дыхание митохон-
дрий в основном метаболическом состоянии (т.е.

Рис. 1. Структура дефлазакорта.
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в присутствии экзогенных субстратов или состоя-
ние 2), в состоянии 3 (в присутствии экзогенных
субстратов и ADP), в состояние 4 (после того, как
весь добавленный ADP был израсходован в про-
цессе синтеза АТР), скорость дыхания митохон-
дрий в состоянии 3UДНФ (в присутствии протоно-
форного разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ)
в концентрации 50 мкМ, вызывающей макси-
мальную стимуляцию дыхания). Скорость окис-
ления субстратов выражена в нмоль O2 × мин−1 мг−1

белка митохондрий. Коэффициент дыхательного
контроля (ДК = состояние 3/состояние 4). ADP/O –
стехиометрический коэффициент, показывающий
эффективность окислительного фосфорилирова-
ния. Значение коэффициента ADP/O определяли
пульсовым методом [25]. Концентрация митохон-
дриального белка в ячейке составляла ~1.0 мг/мл.

Оценка активности комплексов дыхательной
цепи митохондрий печени крыс. Влияние дефлаза-
корта на активность комплексов дыхательной це-
пи митохондрий печени крыс оценивали спек-
трофотометрически согласно общепринятым
протоколам [26, 27] с использованием планшет-
ного спектрофотометра Multiskan GO (Thermo,
США). Для разрушения митохондрий, освобож-
дения индивидуальных комплексов дыхательной
цепи и достижения их максимальной фермента-
тивной активности изолированные митохондрии
(10 мг/мл митохондриального белка) предвари-
тельно подвергали трехкратной процедуре замо-
раживания/оттаивания при –20/+30°C в гипото-
ническом буфере, содержавшем 10 мМ Трис–
HCl, pH 7.6. Состав буферов, использованных для
анализа активности индивидуальных комплексов
дыхательной цепи, приведен в работах [27]. Ак-
тивность комплекса I оценивалась при 25°C по
эффективности восстановления 2,6-дихлорфено-
линдофенола разрушенными митохондриями
(50 мкг митохондриального белка/мл), которое
оценивалось по скорости уменьшения оптиче-
ской плотности при 600 нм после внесения 100 мкМ
NADH [26]. Активность комплекса II дыхатель-
ной цепи оценивали при 37°C по эффективности
восстановления 2,6-дихлорфенолиндофенолята
натрия суспензией разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл) в присут-
ствии субстрата окисления сукцината, которое
определялось по снижению светопоглощения
суспензии при длине волны 600 нм после внесе-
ния 50 мкМ децилубихинона. Активность ком-
плекса III дыхательной цепи оценивали при 25°C
по эффективности восстановления добавленного
цитохрома с суспензией разрушенных митохон-
дрий (25 мкг митохондриального белка/мл), ко-
торое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-

сле внесения 100 мкМ децилубихинола. Актив-
ность комплекса IV дыхательной цепи оценивали
при 25°C по эффективности окисления добавлен-
ного цитохрома с (восстановленного в соответ-
ствии с [27]) суспензией разрушенных митохон-
дрий (50 мкг митохондриального белка/мл), ко-
торое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-
сле внесения суспензии разрушенных органелл.
Суммарная активность комплексов I и III оцени-
валась при 25°C по эффективности восстановле-
ния добавленного цитохрома с суспензией разру-
шенных митохондрий (50 мкг митохондриального
белка/мл), что выражалось в снижении поглоще-
ния при длине волны 550 нм после внесения
200 мкМ NADH. Суммарная активность ком-
плексов II и III была оценена при 37°C по эффек-
тивности восстановления добавленного цито-
хрома c суспензией разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл), что выра-
жалось в снижении поглощения при длине волны
550 нм после внесения 50 мкМ цитохрома с
(окисленной формы). Активность комплексов
дыхательной цепи оценивали в течение первых
1–2 мин с начала редокс-реакции (нмоль/мин на
1 мг белка). Влияние дефлазакорта на активность
комплексов дыхательной цепи выражали в про-
центах от средней активности, регистрируемой в
серии контрольных экспериментов.

Оценка разности электрических потенциалов
(Δψ) на внутренней мембране митохондрий. Раз-
ность электрических потенциалов (Δψ) на внут-
ренней мембране митохондрий оценивали по
распределению катиона тетрафенилфосфония
(ТФФ+) через внутреннюю мембрану, концен-
трацию которого регистрировали с помощью
ТФФ+-чувствительного электрода и многока-
нальной электрометрической системы Record
4usb (разработка ИБК РАН, Россия) в кювете
объемом 1.2 мл при 25°C и постоянной аэрации, и
перемешивании [28]. Среда инкубации содержала
210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу, 1 мМ KH2PO4,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. При-
меняли следующие концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глу-
тамат калия, 5 мМ янтарная кислота, 50 мкМ
2,4-динитрофенол и 1 мкМ ротенон. Концентра-
ция митохондриального белка в ячейке составля-
ла ~1.0 мг/мл.

Оценка кальциевой емкости митохондрий пече-
ни крыс. Транспорт Ca2+ через внутреннюю мито-
хондриальную мембрану оценивали спектрофо-
тометрически с помощью индикатора арсеназо III
(3,6-бис-[(2-арсонофенил)азо]-4,5-дигидрокси-
2,7-нафталиндисульфокислота) индикатора при
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675–685 нм с помощью планшетного спектрофо-
тометра Multiskan GO (Thermo, США) при 25°C и
постоянном перемешивании [29]. Среда инкуба-
ции содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу,
1 мМ KH2PO4, 50 мкМ арсеназо III, 10 мкМ
EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Применяли
следующие концентрации субстратов и других
реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат
калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон.
Концентрация митохондриального белка в ячей-
ке составляла ~ 0.5 мг/мл. Для определения спо-
собности митохондрий удерживать Ca2+, 5 мкМ
CaCl2 последовательно добавлялись в реакцион-
ную среду. После нескольких добавлений проис-
ходило увеличение внешней [Ca2+], что указыва-
ло на массивное высвобождение иона из органелл
вследствие открытия кальций-зависимой MPT-
поры. Способность Ca2+ индуцировать открытие
поры в митохондриях выражалась количественно
как кальциевая емкость (КЕ) митохондрий, т.е. то
максимальное количество Ca2+, которое может
быть аккумулировано в матриксе без последую-
щего открытия поры.

Оценка интенсивности набухания митохондрий.
Открытие митохондриальной поры оценивали по
набуханию митохондрий, которое регистрирова-
ли по изменению оптической плотности суспен-
зии митохондрий при длине волны 540 нм (A540)
при постоянном перемешивании и термостати-
ровании при 25°C на планшетном спектрофото-
метре Multiskan GO (Thermo). Среда инкубации
содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу,
1 мМ KH2PO4, 5 мМ сукцинат, 1 мкМ ротенон,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES-KOH, pH 7.4. Кон-
центрация митохондриального белка в ячейке со-
ставляла ~ 0.5 мг/мл. Скорость набухания мито-
хондрий (Vmax = ΔА540/мин на 1 мг белка) рассчи-
тывали как изменение оптической плотности
суспензии в течение первых 30 с от начала высо-
коамплитудного набухания.

Оценка состояния пула NAD(P)H. Автофлуо-
ресценцию NAD(P)H измеряли при длине волны
возбуждения 340 нм и длине волны излучения
450 нм с использованием спектрофлуориметра
Fluorat-02-Panorama (Lumex Instruments, Россия).
Среда инкубации содержала 210 мМ маннитол,
70 мМ сахарозу, 1 мМ KH2PO4, 10 мкМ EGTA,
10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Применяли следую-
щие концентрации субстратов и других реаген-
тов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия,
5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон. Концен-
трация митохондриального белка в ячейке со-
ставляла ~ 0.5 мг/мл. 5 мкМ n-трифторометокси-
карбонилцианидфенилгидразона (FCCP) до-

бавляли в конце измерений, чтобы вызвать
максимальное окисление NAD(P)H.

Оценка скорости образования H2O2 митохон-
дриями печени. Скорость образования Н2О2 изме-
ряли с помощью тест-системы, включающей в се-
бя флуоресцентный индикатор Amplex Red и пе-
роксидазу хрена на планшетном флуориметре
Tecan Spark 10M (Tecan, Швейцария) при длине
волны возбуждения 560 нм и длине волны излуче-
ния 590 нм. Среда инкубации содержала 210 мM
маннитол, 70 мM сахарозу, 5 мM сукцинат, 1 мM
KH2PO4, 10 мкM ЭГTA, 1 мкM ротенон и 10 мM
HEPES–KOH (pH 7.4), 10 мкМ Amplex Red и пе-
роксидазу хрена (акт. 1 ед/мл). Концентрация
митохондриального белка составляла 0.15 мг/мл.
Измерения проводились при 37°C и постоянном
перемешивании. Количество образованной пере-
киси водорода рассчитывалось по калибровочной
кривой. Стандартный раствор H2O2 был приго-
товлен непосредственно в день проведения экс-
перимента; его концентрацию определяли с ис-
пользованием коэффициента молярной экстинк-
ции Е240 = 43.6 M−1 ⋅ см–1.

Статистическая обработка результатов. Дан-
ные были проанализированы с использованием
программ Graph Pad Prizm 5 и Microsoft Excel и
представлены как среднее ± стандартная ошибка
средней. Полученные данные были обработаны
статистически с использованием t-критерия. Для
оценки значимости различий использовался уро-
вень вероятности p < 0.05.

Материалы. Дефлазакорт и другие реактивы,
используемые в работе, были приобретены в Sig-
ma-Aldrich (США). Дефлазакорт растворяли в
ДМСО (10 мМ сток-раствор). В контрольных
пробах к митохондриям добавляли ДМСО в том
же объеме, как в добавках дефлазакорта. Во всех
случаях ДМСО не влиял на исследуемые парамет-
ры митохондрий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние различных стероидов in vitro на функ-

циональную активность митохондрий ранее было
подробно исследовано. В частности, было пока-
зано, что предшественник дефлазакорта, глюко-
кортикоид преднизон, дозозависимо в концен-
трациях 10–100 мкМ и более существенно снижал
скорость дыхания митохондрий печени и почек в
состоянии 3 (ADP-стимулированном) [11, 12, 30, 31].
Подобным эффектом обладали и другие природ-
ные и синтетические глюкокортикоиды (корти-
зон, кортизол, гидрокортизон, преднизолон,
дексаметазон и др.) [12]. Такое действие указан-
ных стероидов сопровождалось существенным
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снижением дыхательного контроля (ДК) и коэф-
фициента ADP/O, что свидетельствовало об угне-
тении функциональной активности органелл.

В настоящей работе мы оценили влияние глю-
кокортикоида дефлазакорта, применяемого для
коррекции мышечной дистрофии Дюшенна, на
параметры дыхания и окислительного фосфори-
лирования митохондрий печени крыс. В табл. 1
представлены результаты, описывающие эффект
дефлазакорта на дыхание митохондрий печени
крыс в разных функциональных состояниях в
присутствии глутамата и малата, субстратов ком-
плекса I дыхательной цепи. Можно видеть, что
дефлазакорт в концентрациях 20–100 мкМ не
влияет на скорости дыхания митохондрий печени
крыс во всех метаболических состояниях (состоя-

ние 2, состояние 3, состояние 4 и состояние
3UДНФ), а также не влияет на параметр ДК и эф-
фективность синтеза ATP, что оценивалось по ко-
эффициенту ADP/O. Аналогичные результаты
получены в присутствии сукцината, субстрата
комплекса II дыхательной цепи митохондрий
(табл. 2), можно видеть, что дефлазакорт и в этом
случае не влияет на параметры дыхания и окисли-
тельного фосфорилирования органелл во всем
диапазоне изучаемых концентраций. В то же вре-
мя другой глюкокортикоид – преднизолон в кон-
центрации 100 мкМ достоверно снижал скорость
ADP-стимулированного дыхания митохондрий
печени и, напротив, увеличивал скорость дыха-
ния органелл в состоянии 4 вне зависимости от
используемого субстрата дыхания (табл. 1 и 2).

Таблица 1. Влияние дефлазакорта и преднизолона на дыхание митохондрий в разных функциональных состоя-
ниях в присутствии глутамата и малата

Примечание. Дыхание митохондрий в состоянии 3 индуцировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного дыха-
ния измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние 3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение ско-
рости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в состоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка сред-
него (n = 3). * – различия между данными опытов (присутствие указанной концентрации преднизолона) и контролем (отсут-
ствие преднизолона) статистически значимы, р < 0.05.

Дефлазакорт, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

0 4.68 ± 0.44 24.01 ± 0.23 5.94 ± 0.30 27.53 ± 1.40 4.08 ± 0.26 2.61 ± 0.11

20 3.89 ± 0.28 21.87 ± 1.33 5.19 ± 0.25 25.48 ± 1.61 4.21 ± 0.05 2.63 ± 0.09

50 4.50 ± 0.49 25.45 ± 0.56 6.17 ± 0.27 30.35 ± 0.71 4.13 ± 0.22 2.64 ± 0.07

100 4.01 ± 0.13 23.94 ± 1.56 6.12 ± 0.64 27.71 ± 0.57 3.94 ± 0.14 2.52 ± 0.13

100 мкМ преднизолон 5.21 ± 0.32 21.75 ± 0.53* 8.26 ± 0.44* 25.41 ± 1.09 2.71 ± 0.16* 2.15 ± 0.08*

Таблица 2. Влияние дефлазакорта и преднизолона на дыхание митохондрий в разных функциональных состоя-
ниях в присутствии сукцината

Примечание. В качестве субстрата дыхания применяли 5 мМ янтарную кислоту. Дыхание митохондрий в состоянии 3 инду-
цировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного дыхания измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние
3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение скорости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в со-
стоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 3). * – различия между данными опытов (при-
сутствие указанной концентрации преднизолона) и контролем (отсутствие преднизолона) статистически значимы, р < 0.05.

Дефлазакорт, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

0 9.44 ± 1.05 45.61 ± 1.98 11.97 ± 0.62 63.41 ± 2.38 3.82 ± 0.17 1.63 ± 0.08

20 7.92 ± 0.65 48.89 ± 3.30 12.84 ± 0.35 65.65 ± 2.92 3.81 ± 0.16 1.61 ± 0.11

50 7.90 ± 0.34 45.47 ± 0.68 11.78 ± 0.22 61.01 ± 0.28 3.86 ± 0.09 1.61 ± 0.05

100 8.96 ± 0.61 47.12 ± 1.12 12.95 ± 0.21 65.04 ± 0.95 3.65 ± 0.09 1.60 ± 0.09

100 мкМ преднизолон 10.17 ± 0.88 37.86 ± 0.92* 15.81 ± 0.52* 57.24 ± 0.78 2.43 ± 0.11* 1.21 ± 0.09*
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Такое действие преднизолона сопровождалось
снижением параметра дыхательного контроля ДК
и коэффициента ADP/O. Это соответствует из-
вестным данным, свидетельствующим об угнета-
ющем влиянии преднизолона на функциональ-
ную активность митохондрий печени [30].

Из данных табл. 3 видно, что дефлазакорт в
концентрации 50 мкМ не оказывает действия на
активность как отдельных комплексов дыхатель-
ной цепи органелл (комплексы I, II, III и IV),
так и суммарную активность комплексов I + III
и II + III, что свидетельствует об отсутствии вли-
яния этого агента на мобильность коэнзима Q
и его доступность для комплексов дыхательной
цепи.

Ранее было показано, что кортикостероиды и,
в частности, предшественник дефлзакорта пред-
низон, оказывают ингибирующее влияние на ак-
тивность комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий и, прежде всего, цитохром с оксидазы
(комплекс IV), которое сопровождается подавле-
нием дыхания органелл [12]. При этом предпола-
гается, что такое действие глюкокортикоидов мо-
жет лежать в основе многочисленных побочных
эффектов этих терапевтических соединений и,
прежде всего, психических расстройств [12]. В на-
шем случае можно отметить, что дефлазакорт, в
отличие от других природных и синтетических
глюкокортикоидов не оказывает влияния на ак-
тивность цитохром с оксидазы и других комплек-
сов дыхательной цепи и ее компонентов. В то же
время следует отметить наши недавние данные,
свидетельствующие о том, что in vivo введение де-
флазакорта модельным мышам, страдающим мы-
шечной дистрофией Дюшенна, приводит к уве-
личению уровня комплексов III и IV в митохон-
дриях скелетных мышц, а также АТР-синтазы [22].
Однако в этом случае можно полагать, что дей-
ствие дефлазакорта обусловлено известной спо-
собностью этих агентов активировать глюкокор-
тикоидные рецепторы и внутриклеточные сиг-
нальные пути, затрагивающие, в том числе,
ядерные гены и гены митохондриальной ДНК,
кодирующие белки комплексов дыхательной це-
пи митохондрий [5]. С другой стороны, введение

этого агента здоровым мышам не приводило к до-
стоверному изменению уровня комплексов дыха-
тельной цепи органелл [22]. Полученные резуль-
таты можно рассматривать как свидетельство того,
что дефлазакорт, в отличие от своего предше-
ственника преднизона, не способен оказывать
прямое влияние на функционирование системы
окислительного фосфорилирования митохон-
дрий. Возможно, что это также обуславливает ме-
нее выраженные психиатрические побочные эф-
фекты, характерные для терапии с использовани-
ем дефлазакорта по сравнению с преднизоном и
другими глюкокортикоидами [16, 17].

Известно, что глюкокортикоиды в концентра-
циях порядка 1 мМ индуцируют набухание мито-
хондрий, что может свидетельствовать о способ-
ности этих соединений влиять на проницаемость
внутренней мембраны органелл [30]. Однако
меньшие концентрации этих агентов не эффек-
тивны [12]. В настоящей работе мы также оцени-
ли влияние дефлазакорта на проницаемость внут-
ренней мембраны митохондрий печени крыс,
которое может быть зарегистрировано по сниже-
нию оптической плотности суспензии органелл,
свидетельствующему об их набухании. Из рис. 2
можно видеть, что дефлазакорт в концентрациях
до 100 мкМ не оказывает влияния на оптическую
плотность суспензии митохондрий печени вне за-
висимости от используемого субстрата дыхания
(глутамат/малат или сукцинат). В этом случае
лишь дальнейшее добавление известного канало-
образующего агента аламетицина индуцировало
высокоамплитудное набухание органелл. Кроме
того, мы изучили влияние дефлазакорта на изме-
нение Δψ на внутренней мембране митохондрий,
которое оценивали по распределению ТФФ+. Как
видно на рис. 3, пульсовое внесение дефлазакорта
к суспензии органелл практически не оказывает
влияния на изменение Δψ на внутренней мембра-
не митохондрий. Лишь в конечной концентрации
100 мкМ дефлазакорт вызывает незначительное
снижение мембранного потенциала органелл,
энергизованных NAD-зависимыми субстратами.
Наряду с этим можно отметить, что дефлазакорт в
концентрациях 50 и 100 мкМ, добавленный к ми-

Таблица 3. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий печени крыс в присутствии 50 мкМ дефла-
закорта (в % от контроля)

Примечание. Активность комплексов в отсутствие дефлазакорта принята за 100%. Приведены средние значения ± стандарт-
ная ошибка среднего (n = 3).

Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV Комплекс I + III Комплекс II + III

100.5 ± 2.5 101.5 ± 3.0 96.5 ± 6.7 97.7 ± 3.3 103.1 ± 1.9 103.3 ± 1.1
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тохондриям печени крыс, энергизованным глута-
мат/малатом, вызывает дозозависимое уменьше-
ние интенсивности автофлуоресценции NAD(P)H,
что свидетельствует о снижение уровня восста-
новленной формы нуклеотидов (рис. 4а). Подоб-
ного не наблюдается при внесении к митохондриям
эквивалентного количества растворителя –
ДМСО (рис. 4а). Аналогичные результаты по-
лучены в случае энергизации митохондрий
сукцинатом – дефлазакорт также индуцировал

дозозависимое уменьшение интенсивности авто-
флуоресценции NAD(P)H, свидетельствующее о
снижении пула восстановленной формы послед-
них (рис. 4б). Стоит отметить, что такое действие
дефлазакорта проявлялось только в присутствии
субстрата окисления и не наблюдалось в случае
неэнергизованных митохондрий (рис. 4в). Кроме
того, в контрольных экспериментах (при внесе-
нии восстановленной формы пиридиновых нук-
леотидов в среду инкубации в отсутствие мито-

Рис. 2. Влияние 50 мкМ дефлазакорта на изменения оптической плотности суспензии митохондрий печени, энерги-
зованных глутамат/малатом (а) и сукцинатом (б). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия
(а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б). Концентрация митохондриального белка в кювете – 0.5 мг/мл. 5
мкг/мл аламетицина (Ала) добавлено в конце каждого эксперимента для оценки максимального набухания органелл.
На каждом из рисунков представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В
каждом случае аналогичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах.
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Рис. 3. Влияние дефлазакорта (ДФК) на мембранный потенциал митохондрий печени крыс, энергизованных глута-
мат/малатом (а) и сукцинатом (б). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтар-
ная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 50 мкМ ДНФ (а, б). На каждом из рисунков представлены данные типичного экспе-
римента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены
еще в двух независимых экспериментах.
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хондрий) выяснено, что дефлазакорт не оказывает
непосредственного влияния на редокс-состояние
пиридиновых нуклеотидов (данные не приведе-
ны). Исходя из этого, можно предполагать, что
дефлазакорт способен активировать митохондри-
альные процессы, требующие участия NAD(P)H.
К таким процессам могут относиться NAD(P)H-
зависимые антиоксидантные системы митохон-
дрий и, в частности, тиол-дисульфидная глутати-
оновая редокс-система и ее ферменты: глутатион-

пероксидаза и глутатионредуктаза, участвующие
в утилизации перекиси водорода, генерируемой,
прежде всего, дыхательной цепью митохондрий
[32]. В этом случае стоит ожидать снижения уров-
ня H2O2 в митохондриях. Действительно, можно
видеть, что дефлазакорт дозозависимо снижает
скорость генерации H2O2 митохондриями как в
присутствии субстратов комплекса I дыхательной
цепи (глутамата/малат), так и субстрата комплек-

Рис. 4. Изменение редокс-состояние пула NAD(P)H в митохондриях печени крыс, энергизованных глутамат/малатом
(а), сукцинатом (б) и в отсутствии субстратов окисления (в) при добавлении 50 мкМ (точечная линия) и 100 мкМ де-
флазакорта (пунктирная линия) или эквивалентного количества растворителя – ДМСО (сплошная линия). Субстраты и
реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 1 мкМ ротенон
(в). Концентрация митохондриального белка в кювете – 0.5 мг/мл. 5 мкМ FCCP добавлено в конце каждого экспери-
мента для оценки максимального окисления пиридиновых нуклеотидов. На каждом из рисунков представлены данные ти-
пичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были
получены еще в двух независимых экспериментах.
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са II дыхательной цепи (сукцинат в присутствии
ротенона) (рис. 5).

Общепризнано, что митохондрии не только
обеспечивают клетку АТР и теплом, но играют
ведущую роль в процессах регуляции ее функций
при участии свободного Ca2+ [33–35]. Известно,
что изолированные митохондрии из различных
органов и тканей животных в энергизованном со-
стоянии обладают способностью аккумулировать
и удерживать Ca2+ в матриксе [34, 35]. Однако при
критической перегрузке матрикса органелл иона-
ми кальция наблюдается индукция неспецифиче-
ской проницаемости внутренней мембраны для
ионов и растворимых в воде веществ с молекуляр-
ной массой до 1500 Да по их градиенту концен-
трации (или открытие митохондриальной поры)
[33–35]. Образование такой поры приводит к на-
рушению энергетических функций митохондрий,
прежде всего синтеза АТР, а также может вызвать
набухание матрикса митохондрий, разрыв внеш-
ней мембраны и, как следствие, выход находя-
щихся в межмембранном пространстве цитохро-
ма c и других, так называемых апоптогенных бел-
ков [33–35]. В связи с этим индукция поры во
внутренней мембране митохондрий рассматрива-
ется как один из факторов гибели клеток при раз-
личных патологических состояниях [33–36].

Известно, что природные и синтетические
глюкокортикоиды способны модулировать внут-
риклеточные потоки ионов кальция [15]. В тоже
время в случае митохондрий действие глюкокор-
тикоидов достаточно специфично. Так было
показано, что дексаметазон в высоких концен-
трациях (до 200 мкМ) ингибирует открытие
кальций-зависимой MPT-поры в митохондриях
печени и почек в экспериментах in vitro [37].
С другой стороны, в подобных эксперименталь-

ных условиях другие глюкокортикоиды (предни-
золон, гидрокортизон и др.) в концентрациях
менее 100 мкМ не оказывали значительного вли-
яния на кальций-зависимое набухание изолиро-
ванных митохондрий почек [12].

В настоящей работе мы также оценили влия-
ние дефлазакорта на эффективность индукции
кальций-зависимой поры в митохондриях печени
крыс. На рис. 6 представлены результаты сравни-
тельного изучения кинетики поглощения Ca2+

митохондриями печени крыс, энергизованными
глутамат/малатом или сукцинатом в инкубируе-
мых в отсутствие и в присутствии дефлазакорта.
Можно видеть, что митохондрии печени крыс,
энергизованные глутамат/малатом, полностью
поглощают Ca2+ при условии добавления CaCl2
8 раз по 10 нмоль на 1 мг белка (рис. 6а, кривая 1)
и удерживают его в матриксе в течение как мини-
мум 10 мин (данные не приведены). В этом случае
только после девятой добавки CaCl2 наблюдается
выход Ca2+ из митохондрий (рис. 6а, кривая 1).
Предварительная инкубация митохондрий в при-
сутствии 20 мкМ дефлазакорта не оказывает су-
щественного влияния на способность митохон-
дрий поглощать ионы кальция (рис. 6а, кривая 2).
Однако внесение дефлазакорта в концентрации
50 и 100 мкМ приводит к тому, что выход кальция
из митохондрий происходит, соответственно, уже
после 8 и 7 добавки CaCl2 в том же количестве
(рис. 6а, кривые 3 и 4). Подобная картина наблю-
дается и в случае митохондрий, энергизованных
сукцинатом (рис. 4б), – предварительная инкуба-
ция органелл с 50 и 100 мкМ дефлазакорта приво-
дит к снижению способности митохондрий по-
глощать ионы кальция.

Способность Ca2+ индуцировать открытие по-
ры в митохондриях можно выразить количе-

Рис. 5. Влияние различных концентраций дефлазакорта на продукцию H2O2 митохондриями печени крысы, энерги-
зованными глутамат/малатом или сукцинатом. Приведены средние ± ошибка среднего (n = 4). * – различия между дан-
ными опытов (присутствие указанных концентраций дефлазакорта) и контролем (отсутствие дефлазакорта) статисти-
чески значимы, р < 0.05.
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ственно как кальциевая емкость (КЕ) митохон-
дрий, т.е. то максимальное количество Ca2+, ко-
торое может быть аккумулировано в матриксе без
последующего открытия поры [34]. Очевидно,
что, исходя из кинетики поглощения Ca2+ (рис. 6а
и 6б), можно определить КЕ митохондрий печени
в отсутствие и в присутствии различных концен-
траций дефлазакорта. Как показано на рис. 6в,
дефлазакорт в концентрации 20 мкМ не оказыва-
ет существенного влияния на этот параметр ми-
тохондрий вне зависимости от субстрата окисле-
ния. В то же время 50 и 100 мкМ дефлазакорта вы-
зывают достоверное снижение КЕ митохондрий
печени крыс по сравнению с контролем.

Другим параметром, позволяющим оценить
влияние дефлазакорта на эффективность индук-
ции Ca2+-зависимой митохондриальной поры,
является регистрация набухания органелл в ответ
на добавку ионов кальция. Известно, что набуха-
ние митохондрий приводит к уменьшению рассе-
ивания проходящего через суспензию света, и это
может быть зарегистрировано как снижение оп-
тической плотности суспензии этих органелл [21].
Как видно на рис. 7а (кривая 1), добавление
60 нмоль на 1 мг белка CaCl2 к митохондриям пе-
чени крыс, инкубируемым в среде с Pi и энергизо-
ванным путем окисления сукцината, приводит к
существенному снижению оптической плотности
суспензии. В то время как в присутствии цикло-
спорина А (ЦсА), ингибитора митохондриальной
MPT-поры, такого эффекта не наблюдается
(рис. 7а, кривая 2). Предварительная инкубация
органелл с дефлазакортом в концентрациях 20, 50
и 100 мкМ приводит к дозозависимому увеличе-
нию эффективности Ca2+-индуцированного на-
бухания органелл (рис. 7а, кривые 3–5), которое
также блокируется ЦсА (рис. 7а, кривая 6). По-
лученные данные суммированы на рис. 7б, где
представлены скорости Ca2+-индуцированного
набухания митохондрий печени крыс в отсут-
ствие и в присутствии дефлазакорта. Можно ви-
деть, что дефлазакорт дозозависимо увеличивает
эффективность Ca2+ как индуктора MPT-поры.
Таким образом, этот глюкокортикоид способен
снижать резистентность органелл к индукции
ЦсА-чувствительной митохондриальной поры.
Стоит отметить, что подобные результаты были
получены нами ранее и в экспериментах in vivo –
терапия с использованием дефлазакорта досто-
верно снижала КЕ митохондрий скелетных
мышц и, соответственно, устойчивость органелл
к индукции кальций-зависимой MPT-поры [22].
Однако в этом случае действие этого агента было
также обусловлено запуском внутриклеточных
сигнальных путей и увеличением экспрессии ге-

Рис. 6. Влияние дефлазакорта (ДФК) на транспорт
кальция в митохондриях печени крыс. а – Поглоще-
ние добавок Са2+ (пульсы по 5 мкМ) митохондриями
печени, энергизованными глутамат/малатом, в от-
сутствие добавок (1) и в присутствии 20 мкМ (2),
50 мкМ (3) и 100 мкМ (4) дефлазакорта. б – Поглоще-
ние добавок Са2+ (пульсы по 5 мкМ) митохондриями
печени, энергизованными сукцинатом, в отсутствие
добавок (1) и в присутствии 20 мкМ (2), 50 мкМ (3) и
100 мкМ (4) дефлазакорта. в – Кальциевая емкость
митохондрий печени крыс в отсутствие (контроль) и
в присутствии различных концентраций дефлазакор-
та. Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ
глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ро-
тенон (б). Концентрация митохондриального белка в
кювете – 0.5 мг/мл. На панелях а и б представлены
данные типичного эксперимента, полученные на од-
ном препарате митохондрий. В каждом случае анало-
гичные результаты были получены еще в трех незави-
симых экспериментах. Панель в – приведены сред-
ние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 4).
* – различия между данными опытов (присутствие
указанных концентраций дефлазакорта) и контролем
(отсутствие дефлазакорта) статистически значимы,
р < 0.05.
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нов, кодирующих белки – предполагаемые ком-
поненты MPT-поры и, прежде всего, изоформы
ADP/ATP-антипортера ANT2 [22]. Можно пола-
гать, что снижение устойчивости митохондрий к
индукции кальций-зависимой поры в присут-
ствии дефлазакорта также может быть связано с
редокс-состоянием пула NAD(P)H. Действитель-
но, известно, что снижение уровня митохондри-
ального NAD(P)H может приводить к уменьше-
нию резистентности органелл к индукции каль-
ций-зависимой MPT-поры [38–40].

Суммируя полученные данные, можно пола-
гать, что действие дефлазакорта в организме, с
одной стороны, может реализовываться через ре-
цепторы и активацию сигнальных клеточных пу-
тей, затрагивающих митохондрии. С другой сто-
роны, этот глюкокортикоид, по всей видимости,
способен оказывать непосредственное влияние
на функционирование митохондриальных фер-
ментов и индукцию кальций-зависимой MPT-
поры.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда № 20-75-10006.
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Effect of Glucocorticoid Deflazacort on Respiration and Calcium-Dependent 
Permeability of Rat Liver Mitochondria
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This study examines the effect of glucocorticoid deflazacort on the functioning of rat liver mitochondria. De-
flazacort at concentrations up to 100 μM has been shown to have no effect on respiration and oxidative phos-
phorylation of rat liver mitochondria, energized both in the presence of glutamate/malate (substrates of com-
plex I of the respiratory chain) and succinate (substrate of complex II of the respiratory chain), and also does
not affect activity of complexes of the respiratory chain of organelles. It was found that deflazacort does not
affect the permeability of the inner membrane of liver mitochondria, but reduces the resistance of organelles
to the induction of calcium-dependent MPT pore. In addition, we have found that this glucocorticoid is able
to induce a decrease in the level of mitochondrial NAD(P)H, as well as inhibit the production of hydrogen
peroxide by organelles. The paper discusses how the effects of deflazacort on mitochondrial function may be
related to the therapeutic effects of this agent.

Keywords: liver mitochondria, glucocorticoids, deflazacort, oxidative phosphorylation, calcium-dependent
pore, NAD(P)H
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В работе исследовали молекулярные механизмы действия дициклогексилсодержащих производных
О-иминоизомочевины, (Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарбамимидоил)оксим циклогексанона (1),
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарбамимидоил)оксим пропан-2-она (2) и (1-(Е)-[(Е)-(N,N'-дицикло-
гексилкарбамимидоил)окси]имино-1-(пиридин-4-ил)этана (3), на модельные липидные мембра-
ны, однослойные везикулы и плоские липидные бислои. Установлено, что все тестируемые произ-
водные не влияют на электрические свойства незаряженных мембран из 1-пальмитоил-2-олеил-sn-
глицеро-3-фосфохолина (ПОФХ), в то время как оксим 2 при концентрации более 0.2 мМ вызывает
рост граничного потенциала отрицательно заряженных мембран из 1-пальмитоил-2-олеил-sn-гли-
церо-3-фосфо-1'-rac-глицерина (ПОФГ) на 40 мВ. Показано, что способность индуцировать утечку
флуоресцентного маркера кальцеина из ПОФХ-липосом при эквимолярном соотношении оксим :
липид уменьшается в ряду 2 > 1 ≈ 3 от 25 до 15%. Соединение 2 высвобождает до 50% всего захвачен-
ного ПОФГ-везикулами кальцеина, а производные 1 и 3 – не более 15%. Обнаруженные отличия
способности соединения 2 вызывать утечку маркера из ПОФХ- и ПОФГ-липосом могут быть объ-
яснены образованием ион-проницаемых пор в ПОФГ-мембранах. Большая эффективность соеди-
нения 2 по сравнению с 1 и 3 обусловлена разупорядочивающим действием производного 2 на ли-
пидные бислои, что подтверждается данными дифференциальной сканирующей микрокалориметрии.
Полученные результаты важны при выборе матрицы для дальнейшей химической модификации
при разработке противораковых препаратов на основе дициклогексилкарбамимидоила.

Ключевые слова: липидные мембраны, липосомы, карбамимидоилы
DOI: 10.31857/S0233475521020043

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на большие успехи в изучении про-
цессов канцерогенеза, в разработке новых высо-
коэффективных лекарственных препаратов и ме-
тодов ранней диагностики различных опухолей,
темпы снижения онкологической летальности до
сих пор не достаточны. По этой причине поиск
новых противораковых средств остается актуаль-
ной задачей современной фармакохимии.

Особый интерес в этой связи представляют ал-
коксиамины. В определенных условиях эти со-

единения способны продуцировать свободные
радикалы, которые могут быть использованы для
индукции окислительного стресса в опухолевых
клетках. В частности, оксимы дициклогексилкар-
бамимидоила могут при температурах выше 80°С
запускать радикальную полимеризацию [1]. Та-
ким образом, встает вопрос о выборе химическо-
го скаффолда, который может быть использован
для дальнейшей модификации оксимов дицикло-
гексилкарбамимидоила с целью снижения темпе-
ратуры образования свободных радикалов при
разработке противораковых препаратов. При вы-
боре стратегии химической модификации также
следует учесть и сведения о биологической актив-
ности близкородственных веществ. В частности,
N,N'-дициклогексил-4-морфолинкарбоксамидин
является селективным блокатором почечных

Список сокращений: ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеил-sn-
глицеро-3-фосфохолин, ПОФГ – 1-пальмитоил-2-олеил-
sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин, ДПФХ – 1,2-ди-
пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфохолин, ДПФГ – 1,2-ди-
пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин.

УДК 577.352.26
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ATP-чувствительных K+-каналов и может быть
использован в качестве перорального калийсбе-
регающего мочегонного средства [2]. Пралидок-
сим, тримедоксим, HI-6, обидоксим и метоксим
(производные пиридинальдоксимов) применя-
ются в качестве антидотов при поражении нервно-
паралитическими ядами и пестицидами, поскольку
реактивируют фосфорилированную ацетилхо-
линэстеразу и используются для восстановления
нервно-мышечной передачи [3]. WIN 64338 явля-
ется первым непептидным антагонистом рецеп-
тора брадикинина В2 [4, 5].

Необходимым этапом на пути создания совре-
менного фармакологического средства является
изучение его взаимодействия с клеточной мем-
браной как первичной мишенью действия любых
экзогенных соединений. При разработке проти-
вораковых препаратов, действующих путем ин-
дукции окислительного стресса, необходимо ис-
ключить возможность влияния пролекарства,
предшественника свободных радикалов, на свой-
ства мембран, а также обеспечить избиратель-
ность действия соединения на опухолевые клетки.

Клеточные мембраны – это сложноорганизован-
ные структуры, поэтому для изучения влияния на
них различных экзогенных соединений во мно-
гих случаях целесообразно использовать модель-
ные системы, плоские липидные бислои и липо-
сомы.

Целью работы являлось исследование меха-
низмов взаимодействия дициклогексилсодержа-
щих производных О-иминоизомочевины с бис-
лойными липидными мембранами. Химическая
структура тестируемых соединений представлена
в табл. 1. Полученные результаты расширяют
представления о влиянии молекул-предшествен-
ников свободных радикалов на свойства модель-
ных и биологических мембран. Эти результаты
имеют важное значение для оценки перспектив
использования этих структурных матриц для
дальнейшей химической модификации дицикло-
гексилсодержащих производных О-иминоизомо-
чевины при разработке противораковых препа-
ратов.

Таблица 1. Физико-химические параметры молекул тестируемых производных

Примечание: Вычисления произведены с помощью программ: * – “СhemAxon”, Chemicalizer; ** – “HyperChem 7.0”, Hypercube.

Агент Химическое название Химическая структура
Коэффициент 
распределения 
октанол/вода*

Заряд 
молекулы 

при рН 7.4*

Дипольный 
момент, Д**

1
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарба-
мимидоил)оксим циклогексанона 5.47 0 1.23

2
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарба-
мимидоил)оксим пропан-2-она 4.09 0 2.19

3
1-(Е)-[(Е)-(N,N'-дициклогексил-
карбамимидоил)окси]имино-1-
(пиридин-4-ил)этан

4.30 0 0.49

NO
N

N
H

NO
N

N
H

NO
N

N
H

N
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали: 1-пальмитоил-2-олеил-

sn-глицеро-3-фосфохолин (ПОФХ), 1-пальмито-
ил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин
(ПОФГ), 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо-
холин (ДПФХ), 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-
фосфо-1'-rac-глицерин (ДПФГ), KCl, KOH,
HEPES, диметилсульфоксид (ДМСО), EDTA,
тритон Х-100, кальцеин, пентан, этанол (Sigma-
Aldrich).

Синтез соединений 1–3. Оксимы 1–3 синтези-
рованы в Университете Марселя совместно с
Санкт-Петербургским государственным педиат-
рическим медицинским университетом согласно
методике [6]. Структура и состав полученных со-
единений были доказаны с помощью масс-спек-
трометрии и высокоэффективной жидкостной
хроматографии.

Формирование плоских липидных бислоев и реги-
страция токов, протекающих через модельные
мембраны. Формирование бислойных липидных
мембран проводили по методу Монтала и Мюл-
лера [7]. Плоские липидные бислои формировали
из ПОФХ или ПОФГ. Эксперименты проводили
при одинаковом ионном составе разделяемых
мембраной водных растворов электролита (0.1 M
KCl, 5 мМ HEPES-KOH, рН 7.4). Тестируемые
соединения 1, 2 и 3 добавляли из раствора в
ДМСО (78 мМ, 104 мМ, 150 мМ соответственно)
в цис-отсек камеры до конечной концентрации
1.5, 1.6 и 2.0 мМ. Для каждой системы “агент–
липидный бислой” было проведено не менее трех
независимых экспериментов (повторов).

Измерения и оцифровку трансмембранных
токов проводили в режиме фиксации потенциала
с помощью усилителя Axopatch 200B и аналого-
цифрового преобразователя Digidata 1440A (Axon
Instrument, США). Для обработки данных ис-
пользовали 8-полярный фильтр Бесселя (Model
9002, Frequency Devices) и частоту фильтрации
1 кГц. Обработку записей трансмембранных то-
ков осуществляли с использованием программ-
ного пакета Clampfit 9.0 (Axon Instruments,
США). Статистический анализ полученных дан-
ных проводили при помощи программы Origin 8.0
(Origin Lab., США).

Оценка изменений электрического потенциала
на границе мембрана/водный раствор. Ионофор
нонактин из раствора в этаноле добавляли в омы-
вающие растворы с обеих сторон ПОФХ- или
ПОФГ-мембраны до конечной концентрации
0.1–1.0 мкМ. Проводимость липидного бислоя (G)
рассчитывали как отношение стационарного
трансмембранного тока, индуцированного ком-
плексом нонактина с ионами калия, к трансмем-
бранному потенциалу, равному 50 мВ. Измене-
ния электрического потенциала на границе мем-
брана/водный раствор при введении тестируемых

производных 1–3 (Δϕd) определяли как описано
ранее в [8, 9]:

(1)

где  и Gm – значения стационарной K+-прово-
димости бислоя, индуцированной нонактином до
и после введения агента.

Проводили независимые эксперименты (4–6)
и определяли среднее значение изменения гра-
ничного потенциала мембран при адсорбции те-
стируемых соединений для каждой из экспери-
ментальных систем (среднее ± SE).

Измерение утечки флуоресцентного маркера
из липидных везикул. Липосомы из ПОФХ или
ПОФГ формировали методом экструзии с ис-
пользованием мини-экструдера производства
Avanti Polar Lipids (США) и заполняли раствором,
состоящим из 35 мМ кальцеина, 10 мМ HEPES,
1 мМ EDTA, pH 7.4, как описано ранее в [10, 11].
В каждый экспериментальный образец вводили
соединение 1, 2 или 3 из исходного раствора в
ДМСО до соотношения липид : агент, равного 1 : 1.
Максимальная утечка кальциена из липосом в
присутствии ДМСО в эквивалентных добавке те-
стируемых соединений концентрациях составля-
ет не более 4%.

Проницаемость одноламеллярных липосом
для флуоресцентного красителя кальцеина опре-
деляли с помощью спектрофлуориметра “Флюо-
рат Панорама-02” (Россия) путем измерения ин-
тенсивности флуоресценции маркера, вытекаю-
щего из липидных везикул при длине волны
возбуждения (490 нм) и эмиссии (520 нм).

Относительную величину утечки красителя из
липосом под действием соединений 1–3 опреде-
ляли как:

(2)

где Ii и I0 – интенсивности флуоресценции образ-
цов при добавлении производных и в их отсут-
ствие соответственно, Imax – интенсивность флу-
оресценции раствора после введения 10 мМ три-
тона X-100 (коэффициент 0.9 введен для учета
разбавления экспериментального образца трито-
ном). Полученные зависимости IF от времени ап-
проксимировали экспоненциальными функция-
ми с параметрами, равными максимальной отно-
сительной утечке (IFmax) и характеристическому
времени (τ).

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия липосом. Гигантские одноламеллярные
липосомы формировали из ДПФХ или ДПФГ в
электрическом поле c помощью прибора Nanion
vesicle prep pro (Германия), как описано в [11, 12].
Концентрация липида в суспензии составляла
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5 мМ. В экспериментальные образцы вводили те-
стируемые соединения 1, 2 или 3 в эквимолярном
соотношении к липиду, а в ячейку сравнения до-
бавляли эквивалентный объем ДМСО. Термо-
граммы липосомных суспензий получали при по-
мощи дифференциального сканирующего мик-
рокалориметра μDSC7 (Setaram, Франция) при
скорости сканирования 0.2°С/мин. Пики на тер-
мограммах характеризовали температурой пред-
перехода (Tp), а также температурой плавления (Tm)
и шириной пика, соответствующего основному
фазовому переходу (ΔTα). Значение минималь-
ной и максимальной температуры при установле-
нии ширины пика основного фазового перехода
определяли по резкому возрастанию и снижению
скорости изменения теплового потока с ростом
температуры.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Введение оксимов 1, 2, 3 в растворы, омываю-
щие ПОФХ-мембраны, до концентрации 1.5, 1.6
и 2.0 мМ соответственно не вызывает изменений
ионной проницаемости бислоев указанного со-

става. Дальнейшее увеличение концентрации ок-
симов приводит к дестабилизации мембран и по-
следующему их разрушению. Замена незаряжен-
ного ПОФХ на отрицательно заряженный ПОФГ
в физиологических условиях сопровождается
снижением пороговой концентрации соедине-
ний: разрыв ПОФГ-бислоев происходит при кон-
центрациях агентов, в 1.5–2.0 раза меньших, чем
в случае ПОФХ-мембран. Стоит отметить, что в
присутствии соединения 2 в концентрации 0.5–
0.8 мМ в омывающем мембраны растворе при
трансмембранном напряжении более 150 мВ на-
блюдаются ступенеобразные флуктуации транс-
мембранного тока, имеющие различную ампли-
туду и в подавляющем большинстве случаев пред-
шествующие полному разрушению бислоев из
ПОФГ. На рис. 1 представлен пример записей по-
добных флуктуаций тока, которые могут быть ре-
зультатом появления под действием соединения 2
в мембране ион-проницаемых дефектов.

В табл. 2 представлены характеристические
параметры влияния тестируемых соединений на
физико-химические свойства липидных бислоев
различного состава. Для установления влияния

Рис. 1. Записи соответствующих образованию ион-проницаемых дефектов флуктуаций трансмембранного тока, ин-
дуцированных соединением 2 в концентрации 0.5 мМ. Мембраны из ПОФГ омываются 0.1 M KCl (рH 7.4). Приложен-
ный трансмембранный потенциал составляет 150 мВ.

5 с
3 пА

0 пА

Таблица 2. Характеристические параметры влияния тестируемых агентов на свойства бислойных липидных
мембран

Примечание: Δϕb(max) – максимальное изменение граничного потенциала бислоя при адсорбции тестируемых соединений;
IFmax – максимальная утечка кальцеина из липосом в присутствии тестируемых соединений при эквимолярном отношении
липид : агент; τ – характеристическое время, описывающее экспоненциальную зависимость оксим-индуцированной утечки
от времени; ΔTp, ΔTm, ΔΔTα – изменение температуры максимума предперехода, температуры плавления и ширины пика,
соответствующего основному фазовому переходу ДПФХ или ДПФГ при эквимолярном отношении липид : агент.
* – Предпереход на термограмме в присутствии оксима не обнаруживается.

Агент Δϕb(max), мВ IFmax, % τ, мин ΔTр, °C ΔTm, °C ΔΔTα, °C

ПОФХ ДПФХ

1 –6 ± 3 18 ± 5 12 ± 4 –5.5 ± 0.8 –1.6 ± 0.2 –0.7 ± 0.2
2 –5 ± 4 25 ± 4 26 ± 7 –* –1.7 ± 0.1 2.8 ± 1.1
3 –4 ± 3 15 ± 3 13 ± 3 –5.8 ± 0.5 –1.1 ± 0.2 –0.6 ± 0.1

ПОФГ ДПФГ

1 –4 ± 2 16 ± 2 11 ± 2 –* –0.4 ± 0.1 –0.3 ± 0.2
2 40 ± 9 50 ± 4 25 ± 4 –* –0.5 ± 0.1 1.9 ± 0.5
3 –3 ± 2 15 ± 3 11 ± 4 –* –0.2 ± 0.1 –0.2 ± 0.1
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тестируемых соединений на электрические пара-
метры была проведена оценка изменения гранич-
ного потенциала модельных липидных мембран
(Δϕb) при добавлении соединений 1–3. Макси-
мальная величина уменьшения граничного по-
тенциала ПОФХ-мембран не зависит от типа ок-
сима и в среднем составляет не более 5 мВ (табл. 2).
Адсорбция соединений 1 и 3 приводит к сходному
незначительному падению граничного потенциа-
ла ПОФГ-мембран (не более 4 мВ), в то время как
введение агента 2 сопровождается более ощути-
мым эффектом – ростом ϕb на 40 мВ (табл. 2).
Граничный потенциал мембраны представляет
собой сумму двух компонент – поверхностного и
дипольного потенциалов. Первая, экранируемая
компонента обусловлена наличием заряда у мем-
бранообразующих или сорбирующихся на бислое
молекул, а вторая, неэкранируемая – специфиче-
ской взаимной ориентацией диполей мембрано-
образующих молекул и воды [13–15]. Учитывая
электронейтральность тестируемых соединений
при рН 7.4 (табл. 1), при их адсорбции можно
ожидать изменения только дипольной компонен-
ты граничного потенциала. Нами оценены вели-
чины дипольных моментов соединений 1, 2 и 3
в вакууме (табл. 1). Среди тестируемых соедине-
ний производное 2 имеет наибольший диполь-
ный момент, что хорошо согласуется с его высо-
кой модифицирующей способностью в отношении
ПОФГ-бислоев. При этом различная эффектив-
ность электронейтрального агента 2 для ней-
тральных и отрицательно заряженных мембран
может указывать на различие его ориентации в
ПОФХ и ПОФГ мембранах.

Проницаемость липосомальных мембран для
кальцеина определяли путем измерения флуорес-
ценции красителя, высвобождаемого из липосом
под действием тестируемых соединений. На рис. 2
представлены временные зависимости высво-

бождения кальцеина из везикул различного со-
става при добавлении соединений 1, 2 и 3. Кине-
тические зависимости высвобождения кальцеина
из липосом под действием тестируемых оксимов
удовлетворительно описываются экспоненци-
альными функциями с параметрами, равными
максимальной относительной утечке (IFmax) и ха-
рактеристическому времени (τ). В табл. 2 пред-
ставлены параметры экспоненциальных функций,
аппроксимирующих полученные временные за-
висимости утечки кальцеина из незаряженных и
отрицательно заряженных липосом в присут-
ствии агентов 1–3 в суспензии при эквимоляр-
ном отношении липид : агент. Из представленных
данных видно, что соединения 1 и 3 способны вы-
свобождать около 15% захваченного ПОФХ-ли-
посомами кальцеина, а производное 2 – около
25% (табл. 2). В случае адсорбции соединений 1
и 3 наблюдается сходный рост проницаемости
ПОФГ-липосом (IFmax составляет около 15%)
(табл. 2). Введение агента 2 в суспензию ПОФГ-
везикул сопровождается большей утечкой флуо-
ресцентного красителя (около 50%) (рис. 2б, табл. 2).
Из табл. 2 видно, что τ не зависит от липидного
состава везикул, а определяется видом оксима:
высвобождение красителя под действием соеди-
нения 2 происходит медленнее, чем утечка, инду-
цированная агентами 1 и 3.

Возрастание в ряду 2 ≤ 3 < 1 десятичного лога-
рифма коэффициента распределения между ок-
танолом и водой (табл. 1) не позволяет объяснить
бóльшую величину IFmax в присутствии оксима 2
по сравнению с 1 и 3 (табл. 2) его бóльшей липо-
фильностью. Кроме того, электронейтральность
производного 2 (табл. 1) не позволяет говорить о
преимущественном взаимодействии этого произ-
водного с отрицательно зараженными мембрана-
ми, что могло бы быть причиной различия IFmax
для ПОФХ и ПОФГ мембран (табл. 2). Причиной

Рис. 2. Временные зависимости высвобождения кальцеина из ПОФХ- (а) и ПОФГ-везикул (б) под действием тести-
руемых производных: 1 (черные кривые), 2 (темно-серые кривые) и 3 (светло-серые кривые). Соотношение липид :
агент составляет 1 : 1.
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различий во влиянии тестируемых агентов на
утечку маркера из липосом может быть измене-
ние трансмембранного распределения латераль-
ного давления в присутствии оксимов. По всей
вероятности, соединение 2 характеризуется бóль-
шим разупорядочивающим действием на липид-
ные бислои по сравнению с 1 и 3, что может быть
связано как с бóльшей глубиной погружения ок-
сима 2 в мембрану, так и с различием в ориента-
ции тестируемых соединений при встраивании в
липидный матрикс. Различная способность ок-
сима 2 вызывать утечку кальцеина из ПОФХ- и
ПОФГ-липосом хорошо согласуется с предполо-
жением о различной ориентации этого производ-
ного в мембранах указанного состава. Кроме то-
го, более выраженное влияние соединения 2 на
ПОФГ-везикулы по сравнению с ПОФХ-липосо-
мами может быть объяснено способностью этого
оксима индуцировать дополнительные транс-
портные пути для кальцеина за счет формируе-
мых им ион-проницаемых дефектов в ПОФГ-
мембранах (рис. 1).

Предположение о различном разупорядочива-
ющем действии тестируемых агентов верифици-
ровали с помощью дифференциальной сканиру-
ющей микрокалориметрии суспензии липосо-
мальных везикул, сформированных из ДПФХ
или ДПФГ. В отсутствие растворителя и тестиру-
емых соединений основные характеристики эн-
дотерм плавления ДПФХ и ДПФГ хорошо согла-
суются с данными литературы [16–19]. Известно,
что ДМСО вызывает рост температуры фазовых
переходов липидов, в частности, увеличивает
температуру предперехода и основного фазового
перехода ДПФХ [20]. Считается, что сдвиг в сто-
рону больших температур является результатом
конденсации и связывания липидов молекулами
ДМСО на поверхности мембраны [21, 22]. Сход-
ные эффекты ДМСО были обнаружены при изу-
чении плотности упаковки дипальмитоилфос-
фоэтаноламиновых, дипальмитоилфосфогли-
цериновых и дипальмитоилфосфосериновых
монослоев [21].

Нами определены эндотермы плавления ДПФХ
и ДПФГ в присутствии разных объемных концен-
траций ДМСО, которые были выбраны с учетом
растворимости тестируемых оксимов. Введение
ДМСО в суспензию липосом до концентраций
20, 0.5 и 3% соответствует содержанию раствори-
теля в пробах при добавлении соединений 1, 2 и 3
до эквимолярного отношения липид : агент. На
рис. 3а–3д представлены термограммы плавле-
ния липидов в присутствии указанных количеств
ДМСО (сплошные линии). Сравнение представ-
ленных на рис. 3б и 3д термограмм с термограм-
мами плавления ДПФХ и ДПФГ в отсутствие рас-
творителя (вставки на рис. 3а, 3г) позволяет за-
ключить, что ДМСО в концентрации 0.5%
практически не влияет на эндотермы плавления

ДПФХ и ДПФГ. Увеличение концентрации
ДМСО до 3% приводит к значительному росту
температуры предперехода ДПФХ и менее выра-
женному увеличению температуры основного
фазового перехода ДПФХ и ДПФГ, что согласу-
ется с литературными данными об увеличении
температуры фазового перехода липидов под дей-
ствием ДМСО. Увеличение концентрации рас-
творителя до 20% приводит к существенной мо-
дификации эндотерм плавления липидов: темпе-
ратура плавления ДПФХ и ДПФГ возрастает,
ширина пиков, соответствующих основному фа-
зовому переходу ДПФХ и ДПФГ, увеличивается,
в случае ДПФГ также наблюдается разделение ос-
новного пика на несколько компонент (рис. 3а, 3б).
Влияние производных 1–3 на эндотермы плавле-
ния мембранообразующих липидов оценивали по
изменению температуры предперехода ДПФХ
(ΔTp), изменению температуры плавления ДПФХ
и ДПФГ (ΔTm) и ширины пика, соответствующего
основному фазовому переходу указанных липи-
дов (ΔΔTα) по сравнению с липосомными сус-
пензиями в присутствии эквивалентных коли-
честв растворителя (табл. 2). При эквимолярном
отношении липид : агент соединения 1 и 3 вызы-
вают значительное падение температуры предпе-
рехода ДПФХ (пик сдвигается влево почти на
6°C), менее существенное уменьшение темпера-
туры плавления (на 1.1–1.6°C) и ширины основ-
ного пика, соответствующего переходу ДПФХ из
риппл-фазы в жидкокристаллическое состояние
(на 0.6–0.7°C) (рис. 3а, 3в, табл. 2). Добавление в
липосомальную суспензию производного 2 при-
водит к исчезновению предперехода, уменьше-
нию температуры плавления ДПФХ (на 1.7°C) и
увеличению ширины основного пика почти на
3°C (рис. 3б, табл. 2). Оксимы 1 и 3 вызывают не-
значительное уменьшение ширины пика, соот-
ветствующего основному фазовому переходу
ДПФГ (изменения не превышают 0.2–0.3°C)
(рис. 3г, 3е), при этом наблюдается и некоторое
уменьшение температуры плавления ДПФГ
(в присутствии оксимов 1 и 3 пик сдвигается вле-
во на 0.4 и 0.2°C соответственно). Как и в случае
незаряженных липосом из ДПФХ, производное 2
вызывает значительный рост ширины основного
пика на термограмме плавления ДПФГ (почти на
2°C) при его сдвиге влево на 0.5°C (рис. 3д, табл. 2).

Анализируя результаты измерения утечки
флуоресцентного маркера из липосом и изучения
термотропного поведения липидов в присутствии
тестируемых агентов, можно отметить следую-
щие закономерности: 1) высвобождение кальцеи-
на из липидных везикул под действием соедине-
ний 1 и 3 не зависит от их состава; 2) способность
агента 2 индуцировать утечку маркера из ПОФГ-
липосом выше, чем везикул из ПОФХ; 3) произ-
водное 2 характеризуется большей эффективно-
стью в отношении увеличения проницаемости
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ПОФХ- и ПОФГ-мембран для кальцеина по
сравнению с оксимами 1 и 3; 4) соединения 1 и 3
вызывают незначительный рост размера коопе-
ративной единицы ДПФХ и ДПФГ в присутствии
ДМСО; 5) размер кооперативной единицы ДПФХ
и ДПФГ под действием оксима 2 существенно па-
дает.

Таким образом, данные о влиянии соединений
1 и 3 на плавление мембранообразующих липи-
дов и утечку флуоресцентного красителя из липо-
сом (табл. 2) свидетельствует об их незначитель-
ном разупорядочивающем действии, которое

обусловлено малым погружением в липидный
бислой. Напротив, соединение 2 характеризуется
выраженным разупорядочивающим действием,
заключающимся в увеличении проницаемости
липидных везикул для кальцеина и падении раз-
мера кооперативной единицы из мембранообра-
зующих липидов, что указывает на значительное
погружение этого оксима в мембрану.

Полученные результаты расширяют представ-
ления о молекулярных механизмах действия те-
стируемых оксимов на свойства модельных ли-
пидных мембран как на первичную мишень

Рис. 3. Термограммы плавления ДПФХ и ДПФГ в присутствии 20 (а, г), 0.5 (б, д) и 3% (в, е) ДМСО (черные сплошные
линии) и соединений 1 (а, г), 2 (б, д) и 3 (в, е) в эквимолярном соотношении к липиду (черные пунктирные линии). На
вставке термограмма плавления ДПФХ (а) и ДПФГ (г) в отсутствие каких-либо растворителей и агентов.
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действия молекул-предшественников свободных
радикалов. Эти результаты имеют значение для
оценки перспектив использования дициклогек-
силсодержащих производных О-иминоизомоче-
вины в разработке противораковых препаратов.
На основании полученных данных можно сделать
заключение о том, что наиболее предпочтитель-
ными матрицами для дальнейшей химической
модификации при разработке противораковых
соединений являются соединения 1 и 3, посколь-
ку они не оказывают выраженного действия на
электрические и эластические свойства липидно-
го матрикса мембран в отличие от производного 2.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-14-00110).
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Effects of Dicyclohexylcarbamimidoyl Oximes on the Properties
of Model Lipid Membranes
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In this work, we have investigated the mechanisms of action of dicyclohexyl containing derivatives of O-imi-
no-isourea: oximes of (E)-O-(N,N'-dicyclohexylcarbamimidoyl)cyclohexanone oxime (1), (E)-O-(N,N'-
dicyclohexylcarbamimidoyl)propan-2-one oxime (2) and (1-(E)-[(E)-(N,N'-dicyclohexylcarbamim-
idoyl)oxy]imino-1-(pyridin-4-yl)ethane (3), on the model lipid membranes, planar lipid bilayers and lipo-
somes. It was found that compounds 1–3 do not affect the electrical properties of uncharged palmitoyloleoyl-
phosphocholine (POPC) membranes, while only derivative 2 at the concentration of 0.2 mM increases the
boundary potential of the negatively charged palmitoyloleoylphosphoglycerol (POPG) bilayers by 40 mV. It
was shown that the ability to induce the leakage of calcein from POPC liposomes at an equimolar oxime : lipid
ratio decreases in the series 2 > 1 ≈ 3 from 25 to 15%. Compound 2 releases up to 50% of the total calcein
captured by POPG vesicles, while derivatives 1 and 3 induce the release of no more than 15%. The observed
differences in the ability of compound 2 to induce calcein leakage from POPC and POPG liposomes can be
explained by the formation of ion-permeable pores in POPG membranes. The higher efficiency of com-
pound 2 in comparison with 1 and 3 is associated with the disordering action of derivative 2 on lipid bilayers,
which is confirmed by the data of differential scanning microcalorimetry. The results obtained are important
for choosing a matrix for further chemical modification in the development of anticancer drugs based on di-
cyclohexylcarbamimidoyl.

Keywords: lipid membranes, liposomes, carbamimidoyls


