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Первой стадией выхода зрелых нейтрофильных гранулоцитов из костного мозга в кровь и после-
дующей миграции в очаг воспаления является прикрепление к эндотелию сосудов. Эндо- и эк-
зогенные факторы модифицируют способность клеток к адгезии через рецепторы разного типа, 
включая никотиновые рецепторы ацетилхолина (нАХР). Однако участие нАХР в регуляции ад-
гезии гранулоцитов костного мозга (КМ-гранулоцитов) и роль сигнальных компонентов в дей-
ствии никотина исследованы мало. Целью данной работы явилось изучение роли нАХР разных 
типов в регуляции адгезии КМ-гранулоцитов мыши при остром воспалении. Работа проведена 
на КМ-гранулоцитах мышей линии BALB/c с применением статической адгезионной пробы, 
конфокальной микроскопии, ингибиторного анализа, ПЦР с обратной транскрипцией. Роль 
типов нАХР оценена с помощью селективных антагонистов: 10 нМ α-CTX (α7), 10 нМ GIC и 5 
нМ MII (α3β2), 200 нМ MII (α3β2 и α7), RgIA и Vc1.1 (α9α10). Показано, что количество при-
крепившихся КМ-гранулоцитов, оцениваемое по оптической плотности, не различалось у жи-
вотных с острым воспалением и без него. Никотин (0.01–100 мкМ, 30 мин) значительно усили-
вал адгезию клеток животных контрольной и “воспалительной” групп. Токсины α-CTX, RgIA 
и Vc1.1 усиливали адгезивность клеток мышей обеих групп, как и 200 нМ MII – в контрольной 
группе. В пробах с флуоресцентным мечением показана экспрессия субъединиц α7 и α10 нАХР 
на мембране нативных КМ-гранулоцитов. С помощью ингибиторов обнаружено, что действие 
никотина на адгезию КМ-гранулоцитов опосредовано гетеротримерными G-белками, PKC, PI3K 
и ROCK как в норме, так и при наличии воспаления. В регуляции адгезии КМ-гранулоцитов 
мыши участвуют преимущественно α7 и α9α10 типы нАХР, вклад α3(α6*)β2 незначителен, воз-
можно вследствие низкой экспрессии α3/α6*-субъединиц. Роль α7 нАХР, присутствующих на 
мембране КМ-гранулоцитов конвенционально, в регуляции адгезивности клеток никотином 
усиливается при развитии воспаления в организме. 

Ключевые слова: костный мозг, гранулоцит, никотиновые ацетилхолиновые рецепторы, адгезия, 
воспаление

Список сокращений: нАХР – никотиновый рецептор ацетилхолина; КМ-гранулоциты – грануло-
циты костного мозга; α-CTX – α-кобратоксин (α-cobratoxin); PKC – протеинкиназа С (protein 
kinase C), PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа (phosphatidylinositol 3-kinase); ROCK – Rho-ас-
социированная протеинкиназа (Rho-associated protein kinase); ICAM – молекула межклеточной 
адгезии (intercellular adhesion molecule); VLA – очень поздний антиген (very late antigen), LFA-1 

– связанный с функцией лимфоцитов антиген 1 (lymphocyte function-associated antigen-1); Mac-1 – 
антиген макрофага 1(macrophage-1 antigen); АХ – ацетилхолин; MAPK – митоген-активируемая 
протеинкиназа (mitogen-activated protein kinase); VCAM-1 – васкулярная молекула клеточной 
адгезии 1 (vascular cell adhesion molecule 1); JNK – c-Jun N-концевые киназы (c-Jun N-terminal 
kinases); РТХ – коклюшный токсин (pertussis toxin); OD – оптическая плотность (optical density); 
AF488 – AlexaFluor488. 

DOI: 10.31857/S0233475524020017, EDN: xxhoiw 
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ВВЕДЕНИЕ

Воспалительная реакция организма сопрово-
ждается быстрой активацией полиморфноядерных 
нейтрофильных гранулоцитов (нейтрофилов). 
Они развиваются из полипотентной стволовой 
кроветворной клетки в костном мозге, где прохо-
дят этапы миелоидной дифференцировки. Зрелые 
нейтрофилы выходят в кровеносное русло, обладая 
сформированным цитотоксическим потенциалом 
в виде протеолитических ферментов, цитоток-
сических белков и аппарата для генерации супе-
роксид-анион радикала [1–3]. При повреждении 
ткани или проникновении патогена нейтрофилы 
активируются в течение нескольких минут, ми-
грируют из кровеносного сосуда и скапливаются 
в очаге воспаления, где они реализуют защитные 
функции [4–7]. Прикрепление к эндотелию со-
судов и внеклеточному матриксу является первой 
стадией выхода зрелых нейтрофилов из костного 
мозга в кровь и последующей миграции в очаг ин-
фицирования или повреждения [2, 4]. Механизм 
этого процесса хорошо изучен, установлены ос-
новные адгезионные молекулы и рецепторы [8–13]. 
Кратко “адгезионный каскад” можно представить 
следующим образом: 1) мягкое прикрепление к эн-
дотелию и медленное качение (rolling), что обеспе-
чивается экспрессией L-селектина и активацией 
интегринов; 2) при получении сигнала тревоги 
(например, в виде медиаторов воспаления) ней-
трофил прикрепляется прочно перед последующим 

“просачиванием” через эндотелий и базальную 
мембрану (трансэндотелиальная и периваскуляр-
ная миграция) [9, 13–15]. Прочное прикрепление 
обеспечивается взаимодействием молекул межкле-
точной адгезии (ICAM) на эндотелии с β1- и β2-
интегринами на мембране нейтрофила: VLA (very 
late antigen), LFA-1 (lymphocyte function-associated 
antigen-1, CD11a/CD18) и Mac-1 (macrophage-1 
antigen, CD11b/CD18). Кроме того, молекулы ад-
гезии участвуют в регуляции фагоцитоза и других 
функций нейтрофилов [13, 16]. Нарушение адгези-
онных свойств нейтрофилов критично для многих 
заболеваний с воспалительным компонентом [5, 
9, 13, 14, 16, 17]. Предлагается подход к терапии 
воспалительных заболеваний на основе модуля-
ции адгезии [18].

Адгезивные свойства нейтрофилов модифи-
цируются эндо- и экзогенными факторами че-
рез рецепторы разного типа, в том числе через 
никотиновые рецепторы ацетилхолина (нАХР) 
[15, 19–21]. Среди экзогенных лигандов нАХР 
наиболее распространенным является никотин. 
Первоначально интерес к его действию на клетки 
иммунной системы был связан с курением сигарет, 

тогда как в последнее время большое внимание 
привлекает участие нАХР в воспалительных про-
цессах и болевых реакциях [22–24]. Показано, что 
никотин, как и эндогенный лиганд нАХР ацетил-
холин (АХ), способствовали адгезии моноцитопо-
добных клеток U937 на эндотелиальных клетках 
[25]. В присутствии липополисахарида никотин 
подавлял экспрессию ICAM-1 в моноцитах кро-
ви человека с участием α7 нАХР, NF-κB и p38 
MAPK [26], тогда как в эндотелиальных клетках 
десен, в которых обнаружены субъединицы α5 
и α7, никотин увеличивал экспрессию генов и бел-
ков ICAM-1, что было опосредовано p38 MAPK, 
но не протеинкиназой С (PKC) [27]. У активных 
курильщиков, имеющих высокую концентрацию 
никотина в крови, выявлено изменение экспрес-
сионного профиля адгезивных молекул, приво-
дящее к осложненному течению заболеваний 
с воспалительным компонентом [28]. Никотин 
в концентрации, сопоставимой с уровнем в кро-
ви курильщиков, потенцировал экспрессию гена 
и белка васкулярной молекулы клеточной адгезии-1 
(vascular cell adhesion molecule, VCAM-1) в клетках 
макрофагальной линии RAW264.7 через α7 нАХР 
и сигнальный путь JNK (c-Jun N-концевые кина-
зы) [29]. Также он усиливал перекатывание и ад-
гезию лейкоцитов в микроциркуляторном русле 
головного мозга мышей [30]. Наиболее детально 
изучена регуляция ацетилхолином адгезии керати-
ноцитов, осуществляемая через α3, α7 и α9 нАХР 
при участии фосфолипазы С, Src-тирозиновых 
протеинкиназ, PKC и малых G-белков семейств 
Rac и Rho [31–33]. Эндогенный АХ может вли-
ять на адгезию и миграцию иммунных клеток по 
механизму ауто- и паракринной регуляции [34]. 
Однако участие нАХР в регуляции адгезии гра-
нулоцитов костного мозга и их сигнальные пути 
исследованы мало.

Ранее мы показали, что в нейтрофилах из оча-
га острого воспаления у мыши активация нАХР 
приводила к транзиентному повышению концен-
трации Ca2+ в цитозоле и влияла на генерацию 
активных форм кислорода и адгезию [35]. С помо-
щью селективных антагонистов была обнаружена 
регуляторная роль α7, α3(α6*)β2 нАХР и показана 
экспрессия мРНК субъединиц α2–7, α9, β2–4. 
При сопоставлении нейтрофилов из очага воспа-
ления с гранулоцитами костного мозга (КМ-гра-
нулоцитами) обнаружены различия в экспрессии 
генов субъединиц и в действии лигандов нАХР 
на функции клеток [21]. Отметим, что никотин 
не влиял на адгезию клеток из очага воспаления 
и усиливал адгезию КМ-гранулоцитов, АХ уси-
ливал адгезию в обоих случаях. Было показано 
участие α9-содержащих нАХР в регуляции адгезии 
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КМ-гранулоцитов, но роль других рецепторов не 
рассматривалась. Кроме того, остается неизучен-
ным участие сигнальных компонентов в действии 
никотина на адгезию КМ-гранулоцитов.

Целью данной работы являлось исследование 
роли нАХР разных типов в регуляции адгезии 
гранулоцитов костного мозга мышей с острым 
воспалением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе использованы: перколл, 
зимозан из Saccharomyces cerevisiae, красители 
(акридиновый оранжевый и трипановый синий), 
тирфостин 51, вортманнин, стауроспорин, ко-
клюшный токсин (PTX), Y27632, NucRed (Thermo 
Fisher Scientific, США). Для изоляции и инкубации 
клеток использованы: фосфатно-бикарбонатный 
буфер (PBS, Thermo Fisher Scientific, США); сре-
да RPMI-1640 (ПанЭко, Россия); среда Хенкса, 
содержащая (мМ): 138 NaCl, 6 KCl, 1 MgSO4, 1 
Na2HPO4, 5 NaHCO3, 5.5 глюкоза, 10 Hepes, pH 7.3 
(Sigma-Aldrich). Лиганды нАХР: никотин (Sigma, 
США), α-кобратоксин (α-CTX) и AF488-α-CTX, 
α-конотоксины GIC, MII, RgIA и Vc1.1. AF488-
α-CTX, α-CTX и α-конотоксины были любезно 
предоставлены И.Е. Кашеверовым и Ю.Н. Утки-
ным (ИБХ РАН, Москва).

Животные. Работа проведена на мышах-самцах 
линии BALB/c (21–23 г), приобретенных в питом-
нике филиала “Столбовая” ФГБУН “Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства” России. Все 
эксперименты с лабораторными животными вы-
полнены в соответствии с нормативно-правовым 
актом Министерства здравоохранения РФ № 199-н 

“Об утверждении правил надлежащей лабораторной 
практики”, международно-правовыми нормами, 
указанными  в Европейской конвенции ETS № 123 

“О защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях” 
и руководством по работе с лабораторными жи-
вотными ИБК РАН № 57.30.12.2011. Были взяты 
две группы: 1) животные с острым воспалением, 
вызванным инъекцией суспензии зимозана в рас-
творе Хенкса без Ca2+ (5 мг/мл, 150 мкл в/б); 2) кон-
трольные животные (раствор Хенкса, 150  мкл в/б). 
Животные содержались в конвенциональных усло-
виях и получали питье и корм accesso libero.

Изоляция гранулоцитов из брюшной полости. Че-
рез 15 ч после инъекций суспензии зимозана или 
солевого раствора мышей обездвиживали с помо-
щью цервикальной дислокации, брюшную полость 
промывали раствором Хенкса без Ca2+, суспензию 

центрифугировали, осадок ресуспендировали 
в среде Хенкса без Ca2+ до плотности 107 клеток/мл.

Изоляция гранулоцитов из костного мозга. 
КМ-гранулоциты получали по стандартной ме-
тодике [36, 37]. Большеберцовую, бедренную 
и плечевую кости промывали средой RPMI-1640, 
полученную суспензию наслаивали на градиент 
перколла (78%, 62.5%, 55% в PBS, V/V) и центри-
фугировали (1500g, 35 мин, 7оC). Собирали клет-
ки на границе фаз 62.5–78%, промывали средой 
RPMI-1640, затем PBS. После второй промывки 
и центрифугирования (500g, 10 мин) осадок ресу-
спендировали в среде Хенкса без Ca2+до плотности 
107 клеток/мл.

Количество выделенных зрелых нейтрофилов 
в обоих случаях оценивали по форме ядра при 
окрашивании акридиновым оранжевым. Живые 
клетки составляли около 98% по окрашиванию 
трипановым синим. Изолированные клетки хра-
нили до эксперимента в течение 1 ч при 4оC.

Адгезионную пробу проводили по протоколу, 
описанному ранее [21], в плоскодонном 96-лу-
ночном планшете с TC-обработкой поверхности 
(Eppendorf, США). В каждую лунку помещали по 
270 мкл раствора Хенкса, содержащего 1 мМ Са2+, 
затем в зависимости от задачи в соответствующие 
лунки добавляли: исследуемые лиганды нАХР или 
раствор Хенкса (контроль), токсины или инги-
биторы сигнальных компонентов; после этого 
добавляли по 3×105 клеток. Были использованы: 
0.01–100 мкМ никотин, 10 нМ α-СТХ, 10 нМ GIC, 
5 или 200 нМ MII, 10 нМ стауроспорин, 50 нМ 
тирфостин 51, 10 нМ вортманнин, 140 нМ Y27632. 
Клетки инкубировали в течение 30 мин при 37оC 
или в течение 2 ч с коклюшным токсином (РТХ, 
300 нг/мл). Затем супернатант удаляли, клетки 
фиксировали с помощью 96% C2H5OH (3 ч, 22оC). 
После удаления этанола планшет просушивали 
(14–15 ч, 37оC), и прикрепившиеся клетки окра-
шивали раствором азур-эозина по Романовскому 
(40 мин, 22оC). Планшет трехкратно промывали 
PBS, и клетки лизировали изопропанолом. Коли-
чество прикрепившихся клеток оценивали по оп-
тической плотности (OD) растворов, полученных 
после лизиса, при длинах волн 492 нм (OD492) и 405 
нм (OD405, референсная длина волны) с помощью 
фотометра Infinite F50 (Tecan, Австрия). Определя-
ли ΔOD = OD492 – OD405. Эффекты (относительная 
оптическая плотность, %) никотина, токсинов или 
ингибиторов рассчитывали по отношению ΔOD 
клеток, обработанных никотином или каким-либо 
из агентов, либо антагонистом нАХР и никотином 
совместно, к величине ΔOD интактных клеток, 
принятой за 100%. При совместном использовании 
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никотина и одного из ингибиторов эффект ни-
котина рассчитывали по отношению величины 
ΔOD от клеток, обработанных обоими веществами, 
к величине ΔOD от клеток, обработанных тем же 
ингибитором, принятой за 100%.

Примененный нами метод статической оценки 
адгезии КМ-гранулоцитов имеет ограничения, 
так как он не воспроизводит физиологические 
условия, при которых клетки находятся в условиях 
сдвигового потока. Но считается, что статические 
адгезионные пробы позволяют с высокой произ-
водительностью исследовать прочную адгезию, 
опосредованную β2-интегрином [17].

Связывание меченого α-кобратоксина. 100 мкл 
суспензии КМ-гранулоцитов наносили на круг-
лые покровные стекла (диаметром 25 мм) и ин-
кубировали во влажной камере для прикрепле-
ния (15 мин, 37оC). Стекло с клетками помещали 
в камеру RC-40LP (Warner Instruments, США), 
затем добавляли 400 мкл раствора Хенкса без 
Ca2+ и трижды промывали. Окрашивание клеток 
α-кобратоксином (α-CTX), конъюгированным 
с AlexaFluor488 (AF488-α-CTX), проводили по 
протоколу [38] с модификациями. Клетки инку-
бировали с немеченым α-CTX (500 нМ) во влаж-
ной камере в темноте (1 ч, 23оC), добавляли 50 нМ 
AF488-α-CTX и 5 мкМ NucRed (витальный ядер-
ный краситель), инкубировали в течение 30 мин. 
Контрольная проба содержала немеченый α-CTX.

Флуоресцентное окрашивание α10 нАХР. Имму-
ноцитохимическое окрашивание клеток с помо-
щью меченых антител к субъединице α10 нАХР 
проводили по протоколу [39]. Клетки фиксировали 
4% формальдегидом в PBS (15 мин), трижды про-
мывали PBS, инкубировали с 1% БСА в PBS для 
блокирования дальнейшего неспецифического 
связывания антител (30 мин). Затем инкубиро-
вали в течение 1 ч с первичным поликлональным 
антителом (анти-α10 нАХР) кролика против α10 
нАХР (Abcam, Великобритания) в разведении 1:100, 
трижды промывали PBS. Заменяли PBS на 1% БСА 
в PBS и инкубировали клетки 1 ч со вторичным 
поликлональным антителом козы, меченым AF488 
(AF488-анти-IgG), против IgG кролика (A11034, 
Thermo Fisher Scientific) в разведении 1:100. Часть 
клеток инкубировали без добавки первичного ан-
титела к α10 нАХР, но в присутствии вторичного 
антитела, меченого AF488. Для визуализации ядер 
добавляли 5 мкМ NucRed за 15 мин до окончания 
инкубации. Затем клетки трижды промывали PBS. 
Все процедуры проводили при 22оC.

Для визуализации обеих субъединиц нАХР 
интенсивность флуоресценции регистрировали 
с использованием конфокального микроскопа 

DMI6000 (Leica, Германия) при постоянных на-
стройках мощности источников возбуждающего 
света и усиления сигнала во всех экспериментах 
каждым из методов. Значения пинхола были выбра-
ны 1 Эйри. Далее изображения обрабатывали с по-
мощью программ LAS X (Leica, Германия) и ImageJ 
с поддержкой плагинов Bio-Formats (NIH, США).

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР) была применена для оцен-
ки экспрессии генов в КМ-гранулоцитах мышей 
контрольной группы без инъекций. Суммарную 
РНК экстрагировали из КМ-гранулоцитов, преф-
ронтальной области коры головного мозга и ти-
муса мыши с помощью набора RNeasy Mini Kit по 
протоколу производителя (QIAGEN, Германия). 
Согласно данным базы NCBI в мозге взрослых 
мышей на высоком уровне экспрессируются субъ-
единицы никотиновых рецепторов α3 (Chrna3), 
α7 (Chrna7) и β2 (Chrnb2), тогда как в тимусе – 
α9 (Chrna9) и α10 (Chrna10), поэтому указанные 
ткани были взяты в качестве положительного 
контроля. Измерение концентрации суммарной 
РНК проводили на спектрофотометре NanoDrop 
Spectrophotometer 1000 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Качество РНК оценивали электрофоре-
тически в 1% агарозном геле. Суммарную РНК 
(2 мкг) использовали для проведения реакции 
обратной транскрипции с помощью набора для 
синтеза кДНК RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Fisher Scientific, Литва) по протоколу 
производителя. Образцы с РНК, подвергнутой об-
ратной транскрипции без использования обратной 
транскриптазы, служили отрицательным контро-
лем. Синтезированную кДНК использовали для 
ПЦР с геноспецифичными праймерами (табл. 1). 
ПЦР проводили на ДНК-амплификаторе ДТ-лайт 
(ДНК-Технология, Россия) с использованием на-
бора qPCR-Mix-HS (Евроген, Россия). Реакци-
онная смесь общим объемом 20 мкл содержала 
2 мкл кДНК, 0.4 мкМ каждого праймера, 4 мкл 
5-кратной смеси qPCRmix-HS. Программа ПЦР 
включала начальную денатурацию (1 мин, 94оC), 
затем 35 циклов: 94оC в течение 20 с, 58оC в течение 
30 с и синтез при 72оC в течение 45 с. Продукты 
ПЦР анализировали с помощью гель-электрофореза 
в 3% агарозном геле. Специфику продуктов ОТ-ПЦР 
оценивали по длине молекул ДНК с помощью мар-
кера длин ДНК MassRuler Low Range DNA Ladder 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Статистический анализ. Обработку результатов 
проводили с использованием программы MatLab 
(MathWorks, США). Для сравнения показателей, 
полученных от клеток животных контрольной 
и “воспалительной” групп и подвергшихся раз-
личным воздействиям, использовали тест One 
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Way ANOVA for Ranks с поправкой Холма–Шида-
ка и критерий Манна–Уитни (Rank Sum Test) для 
сравнения результатов внутри каждой из групп 
животных. В таблицах и на рисунках численные 
результаты представлены в виде средних значений 
± стандартная ошибка с указанием количества 
независимых измерений. Различия считались зна-
чимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение количества изолированных клеток. 
Количество зрелых гранулоцитов, изолированных 
из брюшной полости животных, было значительно 
выше при наличии у них острого воспаления, что 
указывает на усиленную миграцию нейтрофилов 
в очаг инфицирования. Из костного мозга мы-
шей с воспалением было выделено существенно 
меньшее количество зрелых гранулоцитов, чем из 
костного мозга контрольных животных (табл. 2). 
Вероятно, это связано с тем, что при развитии 
воспалительного процесса в ответ на введение 
зимозана зрелые нейтрофилы из крови мигрируют 
в очаг воспаления, а их пул в крови пополняется 
за счет клеток костного мозга. В дальнейших экс-
периментах были использованы нейтрофильные 
гранулоциты костного мозга (КМ-гранулоциты).

Параметры адгезии при остром воспалении. Ко-
личество прикрепившихся КМ-гранулоцитов, 
оцениваемое по оптической плотности, у живот-
ных с острым воспалением не отличалось по аб-
солютной величине от такового у контрольных 
животных: средние значения OD492–405 составляли 
0.056 ± 0.008 в контроле (n = 16) и 0.054 ± 0.006 
при воспалении (n = 16), таким образом, разли-
чий в исходном уровне адгезии клеток мышей из 
разных групп не наблюдалось.

Влияние лигандов нАХР на адгезию. Никотин 
(0.01–100 мкМ, 30 мин) в зависимости от кон-
центрации усиливал адгезию КМ-гранулоцитов 

контрольных животных и животных с воспалением 
(табл. 3). В концентрациях 0.01 и 1 мкМ, пример-
но соответствующих уровню никотина в крови 
курильщиков [40, 41], никотин оказывал более 
сильное действие на адгезию клеток животных 
с воспалением, чем клеток контролей. Таким об-
разом, в обеих группах экзогенный никотин по-
тенцировал способность КМ-нейтрофилов к при-
креплению на субстрате. Участие нАХР разного 
типа в регуляции адгезии и действии никотина на 
нее было проверено с использованием известных 
селективных антагонистов нАХР (тип рецептора 
указан в скобках): 10 нМ α-CTX (α7); 10 нМ GIC 
(α3β2); 5 и 200 нМ MII (α3α6*β2 и α7/α3α6*β2 соот-
ветственно); 10 нМ RgIA и 50 нМ Vc1.1 (α9α10) [24, 
42–46]. Исследовано одиночное действие токси-
нов и действие никотина (100 мкМ) в присутствии 
одного из токсинов.

Ранее нами было показано, что в регуляции ад-
гезии нейтрофилов из очага воспаления участвуют 
α3α6*β2, α7 нАХР [35], в КМ-гранулоцитах, кроме 
того, обнаружено участие α9α10 в регуляции дан-
ной функции. В настоящей работе с использова-
нием α-СТХ, GIC и MII (в двух концентрациях) 
исследована роль α3α6*β2 и α7 нАХР в адгезии 
КМ-гранулоцитов контрольных мышей и живот-
ных с воспалением (рис. 1б-1д).

Селективный антагонист α7 нАХР α-СТХ 
(10 нМ) значительно усиливал адгезию нейтро-
филов мышей обеих групп (рис. 1б, два столбца 
слева), что указывает на регуляторную роль α7 
нАХР (с отрицательным знаком). Никотин, при-
мененный совместно с α-СТХ, не влиял на адгезию 
в контрольной группе и существенно блокировал 
ее в группе животных с воспалением, так что ве-
личина их адгезии не отличалась от таковой у ин-
тактных клеток (рис. 1б, столбцы справа). Таким 
образом, в действии никотина на клетки животных 
с воспалением α7 нАХР обеспечивал положитель-
ную связь.

Таблица 1. Перечень праймеров, использованных в работе

Ген (кодируемый 
белок)

Прямой 5’–>3’ Обратный 5’–>3’

Аctb (β-актин) CTTCTTGGGTATGGAATCCTG CTTGATCTTCATGGTGCTAGG

Chrna3 (α3) GAAGCCATCCAAAGTGTGAAG TGTCATCTCTGGCCATCAAG

Chrna7 (α7) CGTGGGCCTCTCAGTGGTCG ACCTGCGCTCAGCTCCACAC

Chrna9 (α9) CAGGTCACGCTCTCCCAG CCGTCATACTGGTCTCGATCC

Chrna10 (α10) GGCAGACACAGACCAGACTC GGTCCCAATGTAGGTAGGCG

Chrnb2 (β2) AGGGCTTGGCTGGGGCTTTC TGGAGCTGGGAGCTGAGTGGT
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Количество прикрепившихся клеток в при-
сутствии 10 нМ GIC не отличалось от количества 
прикрепившихся интактных клеток в обеих груп-
пах (рис. 1в, столбцы слева), тогда как добавление 
никотина усиливало адгезию, но отличий между 
группами выявлено не было, то есть, усиливающее 
действие никотина сохранялось в присутствии 
антагониста α3(α6*)β2 нАХР. Также 5 нМ MII, 
являющийся антагонистом этого типа рецепто-
ров в низкой концентрации, не влиял на адгезию 
клеток контрольных животных и незначительно 
уменьшал ее у животных с воспалением (рис. 1г, 
столбцы слева). При совместном действии 5 нМ 
MII и никотина адгезия усиливалась в обеих груп-
пах (рис. 1г, столбцы справа), как это наблюдалось 
в условиях “никотин + GIC”. Таким образом, GIC 
и 5 нМ MII, примененные как антагонисты α3(α6*)
β2 нАХР, не влияли на адгезию интактных клеток 
и не блокировали действие никотина на нее. Это 
может означать, что указанные рецепторы не уча-
ствуют в регуляции адгезии.

В присутствии 200 нМ MII, действующего как 
антагонист α7 и α3β2 нАХР, наблюдалось усиление 
адгезии контрольных клеток по сравнению с пока-
зателем интактных клеток (рис. 1д, левые столбцы). 

Добавка никотина приводила к значительному 
подавлению адгезии по сравнению с действием 
самого MII (рис. 1д, правые столбцы), что отличает 
данный эффект от действия 5 нМ MII совместно 
с никотином и, вероятно, является следствием 
блокирования α7 нАХР. В случае совместного при-
менения никотина и 200 нМ MII (рис. 1д, столбцы 
справа) в клетках животных с воспалением адге-
зия изменялась в том же направлении, как и при 
совместном действии никотина и α-СТХ (рис. 1б), 
что можно отнести на счет доминирующей роли 
α7 нАХР в регуляции адгезии КМ-гранулоцитов 
при воспалении.

Оба использованных антагониста α9α10 нАХР 
α-конотоксины RgIA и Vc1.1 значительно усилива-
ли адгезию клеток животных обеих групп без зна-
чительного различия между группами (рис. 1е, 1ж, 
столбцы слева в каждом блоке), что указывает на 
отрицательную регуляцию адгезии со стороны этих 
рецепторов. Добавление никотина не изменяло 
значительно адгезивность в их присутствии в клет-
ках животных обеих групп (рис. 1е, 1ж, столбцы 
справа в каждом блоке). При использовании RgIA 
совместно с никотином эффект был слабее в группе 
с воспалением по сравнению с контролем, но он 

Таблица 2. Количество гранулоцитов, выделенных из перитонеального экссудата и костного мозга мышей кон-
трольной группы (Контроль) и мышей с острым воспалением (Воспаление)

Локализация клеток
Изолированные зрелые гранулоциты, шт. ×107

p*
Контроль Воспаление

Брюшная полость
0.23 ± 0.07

n = 11
1.27 ± 0.20 #

n = 17
< 0.001

Костный мозг
3.14 ± 0.26

n = 22
2.36 ± 0.24 #

n = 22
0.021

* – Сравнение количества выделенных зрелых гранулоцитов в контрольной группе и в группе животных с острым 
воспалением, # – значимое различие между показателями в контрольной группе и группе с воспалением.

Таблица 3. Влияние никотина в разных концентрациях на адгезию гранулоцитов костного мозга животных 
контрольной группы (Контроль) и животных с воспалением (Воспаление)

Концентрация никотина, мкМ n Контроль, % Воспаление, %
0 16 100 100

0.01 7 122 ± 8* 164 ± 15*#
0.1 7 148 ± 16* 163 ± 15 *
1 9 140 ± 6* 185 ± 22*#

10 9 141 ± 12* 161 ± 16*
100 16 142 ± 9* 156 ± 11*

*– В каждой группе (Контроль и Воспаление) адгезию в присутствии никотина в различных концентрациях 
выражали в % от значения в его отсутствие, которое принимали за 100%.
# – Отличие от параметра в контрольной группе статистически значимо, р < 0.05.
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не отличался от эффекта самого антагониста, то 
есть и в контроле, и при воспалении никотин не 
действовал при блокировании α9α10 нАХР, что 
указывает на значительную роль этих рецепторов 
в усиливающем действии никотина. Учитывая 
важную роль α7 и α9α10 нАХР в регуляции адгезии 
КМ-нейтрофилов, мы протестировали данные 
клетки на присутствие этих рецепторов на цито-
плазматической мембране (рис. 2, 3).

Визуализация субъединиц α7 и α10 нАХР 
в КМ-гранулоцитах проведена с помощью кон-
фокальной микроскопии. Получено, что в гра-
нулоцитах, которые были идентифицированы 
по окрашенным NucRed полиморфным ядрам, 
наблюдалось свечение в области эмиссии флуорес-
центного зонда AlexaFluor488 (AF488), с которым 
был конъюгирован α-CTX (AF488-α-CTX), что ука-
зывает на связывание AF488-α-CTX с клеточной 
мембраной (рис. 2а, 2б) и конститутивную экспрес-
сию субъединицы α7 нАХР на мембране КМ-гра-
нулоцитов. Для подтверждения специфичности 

флуоресцентного сигнала была измерена флуо-
ресценция клеток, инкубированных с немеченым 
α-CTX, которая не была значительной (данные не 
приводятся).

В другой серии экспериментов использовали 
первичное анти-α10 нАХР и вторичное AF488-ан-
ти-IgG антитела. Было обнаружено интенсивное 
свечение в области эмиссии флуоресцентного 
зонда AF488, что свидетельствует о присутствии 
субъединицы α10 нАХР на цитоплазматической 
мембране КМ-гранулоцитов мыши (рис. 3б). Дан-
ные результаты получены впервые для нативных 
КМ-гранулоцитов.

Участие компонентов внутриклеточной сигнали-
зации в действии никотина на адгезию КМ-грану-
лоцитов. В нервных клетках сигнальные события, 
следующие за связыванием агонистов с нАХР, опо-
средуются катион-проводящим ионным каналом 
[47–50]. В КМ-гранулоцитах, как и в других на-
тивных иммунных клетках, ионотропное действие 

Рис. 1. Влияние лигандов нАХР на адгезию КМ-гранулоцитов контрольных животных и животных с воспалени-
ем. Показано действие 100 мкМ никотина (а) или одного из антагонистов и антагониста совместно с никотином 
на адгезию интактных клеток: 10 нМ α-CTX (б), 10 нМ GIC (в), 5 нМ MII (г), 200 нМ MII (д), 10 нМ RgIA (е) или 
50 нМ Vc1.1 (ж). Одиночное действие токсинов на адгезию КМ-гранулоцитов контрольных мышей и животных 
с воспалением представлено двумя столбцами слева соответственно, действие никотина (100 мкМ) в присутствии 
одного из антагонистов – двумя столбцами справа в каждой группе диаграмм (б–ж); для сравнения показано дей-
ствие никотина на интактные клетки (а). Присутствие или отсутствие вещества обозначены “+” или “–“ соот-
ветственно. * – Значимое отличие от параметра, принятого за 100%; # – отличие эффекта агента в контрольной 
и “воспалительной” группах; & – различие между действием антагониста и совместно антагонист + никотин на 
интактные клетки, p < 0.05.
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Рис. 2. Визуализация субъединицы α7 нАХР на КМ-гранулоцитах. Микрофотографии гранулоцитов костного 
мозга мыши: а, б – флуоресцентные сигналы NucRed и AF488-α-CTX соответственно; в – изображение в видимом 
свете; г – наложение изображений. Примеры гранулоцитов показаны стрелками. Масштабная линейка: 10 мкм.

Рис. 3. Визуализация субъединицы α10 нАХР на КМ-гранулоцитах. Микрофотографии клеток после обработки 
первичным анти-α10 нАХР и вторичным AF488-анти-IgG антителами: а, б – флуоресцентные сигналы NucRed 
и AF488-α-CTX соответственно; в – изображение в видимом свете; г – наложение изображений. Примеры грану-
лоцитов показаны стрелками. Масштабная линейка: 10 мкм.
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лигандов нАХР не зарегистрировано, и сигнали-
зация нАХР остается малоисследованной. Далее 
с использованием специфических ингибиторов 
мы проанализировали участие в регуляции ад-
гезии и действии никотина на нее компонентов 
внутриклеточной сигнализации, таких как гете-
ротримерные G-белки и протеинкиназы (PKC, 
PI3K, тирозиновые протеинкиназы, RhoA-ассо-
циированная протеинкиназа). Первоначально 
было исследовано действие самих ингибиторов 
на адгезию гранулоцитов животных разных групп.

Известно, что в нервных и опухолевых клет-
ках α7 нАХР взаимодействует и передает сигналы 
через гетеротримерные G-белки [51, 52], также 
с участием гетеротримерных G-белков проис-
ходит активация β1–3 интегринов [53]. В наших 
экспериментах коклюшный токсин (PTX), инги-
бирующий белки Gi и G0 [54], усиливал адгезию 
клеток в контрольной группе и не влиял на нее 
при воспалении (рис. 4б). Следует отметить, что 
действие PTX мы наблюдали через 2 ч после его до-
бавки, соответственно в этой серии экспериментов 
действие никотина также продолжалось в течение 
2 ч, при этом в контрольной группе никотин уси-
ливал адгезию, как и при более коротком времени 
аппликации (30 мин), но в группе с воспалением 
длительная инкубация с никотином приводила 
к существенному подавлению адгезии (рис. 4а). 
При совместном применении РТХ и 10 мкМ ни-
котина в клетках контрольных животных также 
наблюдалось усиление адгезии без значительного 
отличия от действия данных веществ по отдельно-
сти (рис. 4б, 4в, черные столбцы). Адгезия клеток 
животных с воспалением в присутствии обоих 
веществ не изменялась по сравнению с адгезией 
интактных клеток (рис. 4в, серый столбец). Таким 
образом, в присутствии РТХ никотин не действо-
вал существенным образом на адгезию КМ-гра-
нулоцитов, что указывает на участие блокируемых 
G-белков (Gi или G0) в действии никотина.

Действие других ингибиторов сигнальной 
трансдукции на адгезию и их влияние на действие 
никотина, как агониста нАХР разного типа, пока-
зано на рис. 5а, 5б соответственно. Стауроспорин 
(10 нМ), действующий в используемой концен-
трации как ингибитор PKC, усиливал адгезию 
КМ-гранулоцитов в обеих группах без различия 
между группами (рис. 5а). Вортманнин (10 нМ), 
ингибитор фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K), 
значительно усиливал адгезию клеток мышей кон-
трольной группы и не изменял ее в группе с вос-
палением, при этом различия в его действии 
между группами были значительными. Тирфо-
стин 51 (50 нМ), ингибирующий тирозиновые 
протеинкиназы, не оказывал заметного действия 

на адгезию клеток животных обеих групп. Y27632 
(140 нМ), блокатор Rho-зависимой протеинкиназы 
(ROCK), усиливал адгезию в контрольной группе 
и существенно не изменял ее в группе с воспалени-
ем, при этом наблюдалось достоверное различие 
между его эффектом в разных группах (рис. 5а). 
Таким образом, PKC, PI3K и ROCK участвуют 
в регуляции адгезии с отрицательным знаком, тогда 
как тирозиновые протеинкиназы слабо вовлечены 
в этот процесс, при остром воспалении отрица-
тельная роль PI3K и ROCK в регуляции адгезии 
значительно ослабляется.

В присутствии 10 нМ стауроспорина никотин 
не оказывал дополнительного усиливающего дей-
ствия на адгезию клеток животных обеих групп 
по сравнению с действием самого ингибитора 
(рис. 5б2). В присутствии тирфостина 51 (50 нМ) 
усиливающее действие никотина на адгезию со-
хранялось в обеих группах мышей (рис. 5б3), тогда 
как никотин не влиял на клетки, обработанные 
вортманнином или Y27632 (рис. 5б4 и 5б5 соответ-
ственно). Таким образом, согласно результатам по 
совместному действию ингибиторов и никотина 
на адгезию КМ-гранулоцитов в ее регуляции через 
нАХР участвуют PKC, PI3K и ROCK как в норме, 
так и при наличии воспалительного процесса.

Экспрессия генов субъединиц нАХР в КМ-гра-
нулоцитах была оценена с помощью ОТ-ПЦР. 

Рис. 4. Влияние никотина и коклюшного токсина 
(PTX) на адгезию КМ-гранулоцитов. Клетки инку-
бировали с никотином, PTX или с обоими вещества-
ми в течение 2 ч. Показано действие: 10 и 100 мкМ 
никотина (а); 300 нг/мл PTX (б); совместно 10 мкМ 
никотина и PTX (в). Обозначения: “+” и “– ” – при-
сутствие или отсутствие вещества соответственно; 

* – отличие от параметра интактных клеток; # – раз-
личие между параметром клеток контрольных жи-
вотных и животных с воспалением; n = 4, p < 0.05.
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Функциональные свойства нАХР, как известно, 
во многом определяются субъединичным соста-
вом рецептора. В КМ-гранулоцитах контроль-
ных животных была выявлена экспрессия генов, 
кодирующих субъединицы α7 и β2, а также под-
тверждена экспрессия генов субъединиц α9 и α10 
(рис. 6). Экспрессия субъединицы α3 в образцах 
клеток от 5 животных не была обнаружена (пример 
приведен на рис. 6), хотя мы ожидали ее увидеть 
по аналогии с нейтрофилами из очага воспаления 
[35]. Полученный результат согласуется с оценкой 
экспрессии субъединицы α3 в КМ-гранулоци-
тах мышей этой линии, данной в работе St-Pierre 
и соавт. [55].

ОБСУЖДЕНИЕ

Основные результаты нашей работы следующие: 
1) никотин (0.01–100 мкМ) значительно усиливал 
адгезию клеток животных контрольной группы 
и животных с воспалительным процессом, тогда 
как при продолжительном воздействии в клетках 
последних никотин подавлял ее, наблюдались 
различия между контрольной группой и груп-
пой с воспалением; 2) согласно действию селек-
тивных антагонистов нАХР в регуляции адгезии 
гранулоцитов костного мозга мыши участвуют 

преимущественно α7 и α9α10 типы нАХР; экс-
прессия субъединиц α7 и α10 нАХР на мембра-
не нативных клеток продемонстрирована экспе-
риментально; 3) при развитии воспалительного 
процесса в организме усиливается роль α7 нАХР, 
которые присутствуют на мембране КМ-грануло-
цитов конвенционально; 4) действие никотина на 
адгезию КМ-гранулоцитов опосредовано гетеро-
тримерными G-белками, PKC, PI3K и ROCK как 
в норме, так и при наличии воспаления.

Известно, что регуляция воспалительного про-
цесса нервной системой происходит с участием 
эндогенных холинергических медиаторов и нАХР, 
локализованных на иммунных клетках. Пред-
ставления о роли центральной нервной системы 
в иммунном ответе на инфицирование, воспа-
ление или повреждение сформулированы в виде 
концепции “холинергического противовоспали-
тельного пути” (или “воспалительного рефлекса”), 
включающей регуляторное влияние эндогенного 
АХ на продукцию провоспалительных цитокинов 
макрофагами и другими клетками врожденной 
иммунной системы через нАХР [56, 57]. Подтверж-
дение данного подхода получено при исследова-
нии заболеваний с воспалительным компонентом 
и на моделях воспалительных процессов у живот-
ных (см., например, [58]). Основной мишенью 

Рис. 5. Действие никотина на адгезию в присутствии ингибиторов компонентов внутриклеточной сигнализации. 
а – Сравнение действия ингибиторов на адгезию КМ-гранулоцитов мышей контрольной группы (черные столбцы) 
и мышей с воспалением (серые столбцы). Эффект каждого из ингибиторов в группах рассчитан по отношению ве-
личины ΔOD от клеток, обработанных одним из ингибиторов, к величине ΔOD от интактных клеток, принятой за 
100%. б – Показаны эффекты: 100 мкМ никотина на интактные клетки (1) и 100 мкМ никотина совместно с 10 нМ 
стауроспорином (2); 50 нМ тирфостином 51 (3), 10 нМ вортманнином (4) или 140 нМ Y27632 (5). Эффект никотина 
в каждой группе рассчитан: а – как отношение величины ΔOD от клеток, обработанных никотином, к величине 
ΔOD от интактных клеток, принятой за 100%; б – как отношение величины ΔOD от клеток, обработанных нико-
тином + один из ингибиторов, к величине ΔOD от клеток, обработанных тем же ингибитором, принятой за 100%. 
Проведено 5–16 независимых измерений. * – Значимое отличие от параметра, принятого за 100%; # – различие 
между параметром клеток контрольных животных и животных с воспалением; & – отличие от эффекта никотина 
на интактные клетки, p < 0.05.
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нейрорегуляции считается α7 нАХР на клетках 
миелоидного происхождения.

Используемая нами модель воспалительной 
реакции имеет системный характер с распростра-
нением на костный мозг, что обнаружено по зна-
чительному уменьшению в нем количества зре-
лых гранулоцитов, тогда как в брюшной полости, 
где находился очаг воспаления, их количество 
существенно возрастало по сравнению с коли-
чеством у контрольных животных (табл. 2). Этот 
факт свидетельствует об усиленной миграции из 
кровеносного русла в очаг воспаления зрелых гра-
нулоцитов, пул которых пополняется из костного 
мозга. Известно, что цитотоксический потенциал 
нейтрофила устанавливается на ранней промиело-
цитарной стадии [59], однако на каждом этапе ми-
грации происходит адаптация фенотипа и функций 
к окружающим условиям с помощью активации 
определенных транскрипционных факторов [60]. 
При изменении условий содержания животных или 
при воспалительном процессе в фенотипически 
гетерогенном пуле КМ-нейтрофилов изменяется 
соотношение незрелых и зрелых клеток [61, 62]. 
В наших экспериментах можно было ожидать, что 
регуляция рецепторных функций лигандами нАХР 
при воспалении изменится.

Адгезия является первой стадией выхода ней-
трофилов из костного мозга в кровь и миграции из 
кровеносных сосудов в очаг микробной инвазии 
или повреждения [2, 4]. Ранее мы показали, что 
никотин и холин усиливали адгезию КМ-грануло-
цитов интактных мышей, и α9α10 нАХР участвуют 

в их действии [21]. Никотин также усиливал адге-
зию клеток мышей, получивших инъекцию раство-
ра Хенкса или суспензии зимозана, вызывающего 
воспаление (табл. 3). При низких концентрациях 
никотина КМ-гранулоциты животных с воспале-
нием реагировали на него значительно сильнее по 
сравнению с клетками контрольных животных. 
При продолжительной инкубации с никотином 
клетки контрольных животных также отвечали 
усилением адгезии, тогда как адгезивные свойства 
клеток животных с воспалением значительно ос-
лаблялись (рис. 4а). Полученные результаты согла-
суются с работами, в которых показано усиление 
адгезии под действием никотина за счет увеличе-
ния экспрессии адгезионных молекул [27–29], что 
представляет опасность для курильщиков особенно 
при воспалительных заболеваниях из-за опасности 
тромбообразования. Однако этот вопрос требует 
дальнейшего изучения, так как существуют и про-
тивоположные данные: в моноцитах перифериче-
ской крови человека никотин подавлял экспрес-
сию ICAM-1 с участием α7 нАХР в присутствии 
липополисахарида как воспалительного агента [26].

Согласно результатам, полученным при ис-
пользовании селективных антагонистов α7, α3β2 
и α9α10 нАХР (рис. 1), в поддержании адгезивных 
свойств интактных КМ-гранулоцитов животных 
обеих групп наиболее значимы α7 и α9α10 нАХР, 
которые, судя по направлению эффекта самих 
антагонистов (α-CTX, 200 нМ MII, RgIA, Vc1.1), 
осуществляют регуляцию адгезии с отрицатель-
ным знаком. Так как происходит конститутивная 

Рис. 6. Пример результата электрофореза продуктов ПЦР в агарозном геле. Показаны синтезированные ампли-
коны субъединиц нАХР α3 (Chrna3), α7 (Chrna7), α9 (Chrna9), α10 (Chrn10), β2 (Chrnb2) и β-актина (Actb) в пробах 
гранулоцитов костного мозга мыши BALB/c (Gr), в образце из головного мозга мыши (Br) и образце из тимуса 
мыши (Th). Тимус и головной мозг мыши взяты в качестве положительного контроля. M – маркер длин ДНК (п. о.).
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экспрессия этих рецепторов на мембране КМ-гра-
нулоцитов (рис. 2, 3), а также экспрессия генов 
их субъединиц, можно предположить, что наряду 
с другими рецепторами они участвуют в обеспече-
нии нейтрофильного гомеостаза в костном мозге 
[63]. Вероятно, что эндогенные АХ и холин, как 
агонисты нАХР, регулируют адгезию гранулоцитов 
к эндотелию сосудов и их миграцию по механизму 
ауто- и паракринной регуляции [34].

При развитии воспаления роль α9α10 нАХР 
незначительно ослаблялась по сравнению с клет-
ками контролей (рис. 1е, 1ж). Согласно нашим 
результатам роль α3(α6*)β2 нАХР в регуляции ад-
гезии КМ-гранулоцитов нельзя интерпретировать 
как значительную, так как α-конотоксины GIC 
и MII (5 нМ), ингибирующие в использованных 
концентрациях указанный рецептор, не влияли 
на адгезию клеток в контроле и слабо модифици-
ровали ее в “воспалительной” группе (рис. 1в, 1г). 
В действии никотина на адгезию участие α3(α6*)β2 
нАХР также не было обнаружено: в присутствии 
GIC и 5 нМ MII эффект никотина сохранялся 
в обеих группах (рис. 1в, 1г). Возможно, что та-
кие результаты объясняются низкой экспрессией 
субъединиц α3 (или α6?) в КМ-гранулоцитах [55]. 
Нами также обнаружен низкий уровень экспрессии 
гена субъединицы α3 (рис. 6). Встает вопрос о типе 
субъединиц, с которыми кооперируется субъедини-
ца β2, экспрессия гена которой довольно высокая 
(рис. 6). Экспрессируемая на довольно высоком 
уровне субъединица β2 может формировать рецеп-
торный тип α4β2, как это показано, в частности, 
в спленоцитах мыши [64]. В наших предваритель-
ных экспериментах обнаружено присутствие мРНК 
субъединицы α4 в некоторых образцах, однако 
требуются детальные исследования формирования 
активного рецептора с ее участием, регулирующего 
функции КМ-гранулоцитов. Следует отметить, что 
уровень мРНК не всегда характеризует изменения 
уровня белка, важную роль в активации рецепто-
ров или ферментов играет посттрансляционная 
модификация белка [65, 66]. Были бы интересны 
эксперименты по определению содержания белка 
данных субъединиц.

Участие сигнальных компонентов в регуляции 
никотином адгезии КМ-гранулоцитов животных 
двух групп мы оценивали с помощью ингибиторов 
в целом, не выделяя отдельный тип нАХР. Соглас-
но полученным результатам PKC, PI3K и ROCK 
участвуют в регуляции адгезии с отрицательным 
знаком, так как их ингибирование приводило 
к усилению адгезии (рис. 5а). Тогда как тирози-
новые протеинкиназы слабо вовлечены в этот про-
цесс. При остром воспалении отрицательная роль 
PI3K и ROCK в регуляции адгезии значительно 

ослабляется (рис. 5а). Никотин не действовал 
в присутствии PTX (рис. 4в), что указывает на 
участие гетеротриметных G-белков в сигнализа-
ции нАХР, активируемых никотином. С учетом 
действия самих ингибиторов на адгезию, полу-
чено, что потенцирование адгезионных свойств 
КМ-гранулоцитов никотином происходит при 
положительной регуляции со стороны PKC, PI3K 
и ROCK (рис. 5б). Роль PKC и PI3K в сигнализации 
β2-интегринов нейтрофилов документирована 
[12], показано их участие в регуляции ацетилхо-
лином адгезии кератиноцитов через α3, α7 и α9 
нАХР [31–33]. Ранее не было описано участие 
указанных сигнальных компонентов в регуляции 
адгезии нейтрофилов лигандами нАХР, в том числе 
никотином.
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Effect of Nicotinic Acetylcholine Receptor Ligands on Adhesive Properties of 
Murine Bone Marrow Granulocytes During Inflammation
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The first stage of mature neutrophil granulocytes leaving the bone marrow into the blood and migration 
to inflammatory center is attachment to vascular endothelium. Disturbance of neutrophil adhesiveness is 
critical for many diseases with inflammatory components. Endo- and exogenous factors modify the cell 
ability to adhere via different receptors, including nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). However, 
the involvement of nAChRs in the regulation of bone marrow (BM) granulocyte adhesion and the role of 
signaling components in the action of nicotine are poorly understood. In this work the role of different 
types of nAChRs in the regulation of murine BM granulocyte adhesion during acute inflammation was 
studied. The study was performed on BM granulocytes of the BALB/c mouse strain using static adhesion 
assay, confocal microscopy, inhibitor assay, and reverse transcription PCR (RT-PCR). The role of nAChR 
types was assessed using selective antagonists: 10 nM α-CTX (α7), 10 nM GIC and 5 nM MII (α3β2), 
200 nM MII (α3β2 and α7), RgIA and Vc1.1 (α9α10). The number of attached BM granulocytes did not 
differ between animals with and without inflammation. Nicotine (0.01–100 µM, 30 min) significantly 
increased cell adhesion in both groups. Toxins (α-CTX, RgIA, Vc1.1) enhanced cell adhesion in both 
groups, as 200 nM MII did in controls. Fluorescence labelling assays showed expression of α7 and α10 
nAChR subunits on cytoplasmic membrane of native BM granulocytes. Using inhibitors, we showed 
that the effect of nicotine on BM granulocyte adhesion was mediated by heterotrimeric G-proteins, 
PKC, PI3K, and ROCK both normally and in the presence of inflammation. α7 and α9α10 nAChRs 
were predominantly involved in regulation of BM granulocyte adhesion, and participation of α3β2 was 
negligible, possibly due to low expression of α3 subunits. In the regulation of cell adhesion by nicotine, 
the development of inflammation in the body enhanced the role of α7 nAChRs, which are conventionally 
expressed on the membrane of BM granulocytes.

Keywords:  bone marrow, granulocyte, nicotinic acetylcholine receptors, adhesion, inflammation
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Толщина липидной мембраны является ее существенной характеристикой. Обычно толщина 
липидного бислоя экспериментально определяется по измерениям его электрической емкости 
в приближении плоскопараллельного конденсатора. Однако мембраны, сформированные из 
смеси липидов либо содержащие деформирующие мембранные включения, латерально неод-
нородны, и для них приближение плоскопараллельного конденсатора, вообще говоря, не вы-
полняется. В настоящей работе были численно рассчитаны поправки к электрической емкости, 
возникающие вследствие деформации липидной мембраны. Показано, что модель плоского кон-
денсатора (или их параллельного соединения), в общем случае, количественно не описывает эти 
поправки вследствие ненулевой тангенциальной компоненты напряженности электрического 
поля. Показано, что относительное отклонение поправок к электрической емкости, рассчиты-
ваемых в различных упрощенных моделях, от точного решения может достигать 50%.

Ключевые слова: липидная мембрана, электрическая емкость, толщина, деформация, плоскопа-
раллельный конденсатор

DOI: 10.31857/S0233475524020023, EDN: xwygac

ВВЕДЕНИЕ

Биологические мембраны являются слабопро-
ницаемыми барьерами для различных веществ. 
Липидные бислои характеризуются чрезвычайно 
малой толщиной (~ 4 нм). При этом их площадь 
может достигать нескольких квадратных миллиме-
тров. Липидные бислои являются основным струк-
турным компонентом биологических мембран. 
Обладая низкой проницаемостью, они позволяют 
клеткам поддерживать состав цитоплазмы, суще-
ственно отличающийся от состава окружающей 
среды, и состав органелл, отличающийся от состава 
цитоплазмы. Толщина липидного бислоя является 
важнейшей его характеристикой, которая, в свою 
очередь, определяет многие физические свойства 
мембраны. В частности, при прочих равных па-
раметрах в липидных бислоях большей толщины 
энергия образования сквозных пор оказывается 
выше [1, 2]. При удлинении гидрофобных цепей, 
составляющих мембрану липидных молекул, воз-
растает модуль изгиба мембраны приблизитель-
но пропорционально третьей степени толщины 
липидного бислоя [3]; величина модуля изгиба, 
в свою очередь, в значительной мере определяет 

энергетику различных мембранных процессов 
[4–7]. Толщина мембраны является также клю-
чевым параметром, определяющим способность 
мембраны к растяжению и продавливанию, ко-
торая существенно влияет на функциональные 
характеристики механочувствительных каналов 
и каналоформеров [8–11].

Экспериментально толщина мембраны может 
измеряться методами рентгеновского рассеяния 
на стопке липидных бислоев. Однако в этом слу-
чае результаты измерений могут искажаться те-
пловыми флуктуациями формы мембран [12, 13]. 
Атомно-силовая микроскопия позволяет опре-
делить толщину липидного бислоя, нанесенного 
на твердую, например, слюдяную подложку. При 
этом между мембраной и подложкой всегда имеется 
водная прослойка, равновесная толщина которой 
зависит от физико-химических параметров взаи-
модействия подложки и мембраны, т. е. толщина 
слоя воды может меняться для различных подложек 
и липидных составов мембран [14, 15].

При известной площади мембраны ее толщина 
может быть оценена из величины ее электриче-
ской емкости [13, 16, 17]. Используемая для таких 
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измерений мембрана может быть единичной (а не 
стопка бислоев) и свободной (не нанесенная на 
подложку). Кроме того, электрические измерения 
весьма точны и производятся относительно быстро, 
что позволяет определять электрическую емкость 
липидных бислоев с высоким временным разреше-
нием. В частности, измерения емкости позволяют 
определять изменение средней толщины липидного 
бислоя, содержащего фотопереключаемые липиды, 
при их обратимом фотопереключении [13]. Такие 
липиды содержат в одной (PhoDAG) или обеих 
(OptoDArG) гидрофобных цепях азобензольную 
группу, которая обратимо цис-транс-изомеризу-
ется под действием видимого света: переход из 
транс- в цис-конформацию происходит при осве-
щении светом с длиной волны 365 нм, а обратный 
переход вызывается светом с длиной волны ~460 
нм [13, 18].

Измеряя электрическую емкость, отнесенную 
к единице площади поверхности мембраны, можно 
получить ее толщину, считая мембрану идеальным 
плоским конденсатором, согласно зависимости 
(здесь и далее используются единицы СГС):

,
4

SC
d

ε
π

=
                                  

(1)

где C – электрическая емкость, ε – диэлектрическая 
проницаемость липидного материала мембраны 
(ε ≈ 2) [16, 17], S – площадь мембраны, d – толщина 
ее гидрофобного слоя, занятого преимущественно 
цепями липидных молекул. Формула (1) записы-
вается в предположениях, что: а) мембрана явля-
ется плоской, б) диэлектрическая проницаемость 
материала мембраны постоянна и равна ε, в) ла-
теральный размер мембраны намного превышает 
ее толщину. Поправки, возникающие вследствие 
конечного латерального размера, подробно описа-
ны, например, в работах [19, 20], в которых развит 
формализм расчета емкостей плоскопараллельных 
конденсаторов конечного размера. В подавляющем 
большинстве практически важных случаев для 
мембран эти поправки должны быть малы, по-
скольку обычно толщина липидной мембраны на 
много порядков меньше ее латеральных размеров.

Диэлектрическая проницаемость материала 
мембраны изменяется от ~ 10 до ~ 2 при движении 
от полярных групп липидной молекулы к концу ее 
гидрофобной цепи [16, 17, 21, 22]. Мы же в настоя-
щей работе сфокусируемся на том, какие поправки 
к емкости вносит отклонение формы мембраны от 
плоской, считая, что мембрана представляет собой 
слой с некоторой постоянной диэлектрической 

проницаемостью. Отклонение формы мембра-
ны происходит, например, вследствие тепловых 
флуктуаций; однако такие флуктуации всегда длин-
новолновые (длина волны намного превышает 
толщину мембраны), что означает, что их вклад 
в емкость небольшой. Существенное отклонение 
формы мембраны от плоскопараллельной пла-
стинки будет происходить при встраивании в мем-
брану различных деформирующих мембранных 
включений: амфипатических и трансмембранных 
пептидов или молекул липида, отличного от ос-
новного липида мембраны по своим физическим 
характеристикам, например, длине или спонтан-
ной кривизне. Примерами таких липидов могут 
служить фотопереключаемые липиды, такие как 
Pho-DAG или OptoDArG: в транс-конфигурации 
эти липиды слабо деформируют мембрану, но 
после освещения мембраны светом определен-
ной длины волны (~ 365 нм) возможен переход 
в цис-состояние, которое характеризуется гораздо 
большей (по абсолютной величине) спонтанной 
кривизной липида и меньшей толщиной [13, 18].

В случае малой поверхностной концентрации 
мембранных включений, т. е. такой концентра-
ции, когда поля индуцируемых ими деформаций 
мембраны практически не перекрываются, ка-
ждому включению можно приписать некоторое 
изменение емкости мембраны ∆C. Практически 
измерения емкости часто проводятся на модельных 
мембранах, связанных с липидным резервуаром, 
формируемых, например, методом Мюллера–Ру-
дина. За счет возможности обмена с резервуаром 
количество липидных молекул в таких мембранах 
не фиксировано. Пусть электрическая емкость 
исходной мембраны без включений была C0. Мы 
предполагаем, что мембранное включение при 
встраивании вытесняет некоторое количество 
липидных молекул в резервуар, и тогда ∆C – это 
разность электрических емкостей участка мем-
браны со встроенным включением и исходного 
участка мембраны, который был вытеснен этим 
включением в липидный резервуар. При низкой 
концентрации включений полная емкость мем-
браны C, содержащей N включений, будет равна:

0 .C C N C= + ∆                                (2)

Для получения липидных бислоев заданной 
толщины могут использоваться мембраны, состоя-
щие из смеси различных липидов [23, 24]. Для двух 
липидных компонентов, измеряя удельную элек-
трическую емкость мембраны, т. е. полную емкость 
и площадь, и используя формулу (1), возможно 
получить зависимость эффективной толщины d 
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липидного бислоя от доли α площади на поверхно-
сти мембраны, занятой одним из липидных компо-
нентов. После этого, считая, что d = 2(αh1 + (1 – α)
h2), где h1 и h2 – толщины липидных монослоев, 
составленных из чистых липидных компонентов, 
возможно оценить толщину h2. Вообще говоря, 
такой подход не является корректным. Прежде 
всего, толщина липидного включения в мембране 
не всегда совпадает с равновесной толщиной мем-
браны, целиком составленной из этого компонен-
та. В частности, в качестве липидного включения 
может быть использован липид, который в чистом 
виде вообще не формирует мембраны, как, напри-
мер, холестерин. Линейное усреднение параметров 
мембраны также некорректно применять для сильно 
неидеальных смесей, например, липидов с насы-
щенными углеводородными цепями и холестерином 
[25]. Кроме того, нет оснований предполагать, что 
емкость C будет зависеть от средневзвешенной по 
концентрациям толщины бислоя d = 2(αh1 + (1 – 
α)h2) согласно соотношению (1). Далее мы пока-
жем, что описанный подход описывает изменения 
емкости лишь качественно, но в общем случае не 
количественно, и дадим количественную оценку 
отклонения в случае деформированной мембраны.

ПОСТАНОВКА И РЕШЕНИЕ ЗАДАЧИ

Введем цилиндрическую систему координат 
Orφz, ось Oz которая перпендикулярна плоскости 
невозмущенной мембраны, а ось Or лежит в пло-
скости межмонослойной поверхности. Липидный 
монослой, расположенный в области z > 0, будем 
называть верхним; величины, относящиеся к нему, 
будем обозначать индексом “u”. Липидный мо-
нослой, расположенный в области z < 0, будем 
называть нижним; величины, относящиеся к нему, 
будем обозначать индексом “d”. Форму поверхно-
сти верхнего и нижнего монослоев будем задавать 
их z-координатами, обозначаемыми функциями 
Hu(r), Hd(r) соответственно. Чтобы не вдаваться 
в подробности того, как именно конкретные типы 
мембранных включений деформируют мембрану, 
рассмотрим модельные деформации мембраны, 
определяемые через функции Hu(r), Hd(r), в виде:
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где h0 – равновесная толщина гидрофобной части 
липидного монослоя в отсутствии включений, 

которая была принята равной 1.45 нм, как для 
монослоя диолеоилфосфатидилхолина (ДОФХ) 
[3, 26, 27]; ∆h – характерная величина изменения 
толщины мембраны вследствие ее деформации 
мембранным включением; σ – характерная лате-
ральная длина, на которой происходит изменение 
толщины мембраны. Для простоты изложения де-
формации считаются зеркально симметричными 
относительно межмонослойной поверхности, а также 
аксиально симметричными. Подобные деформации 
мембраны могут возникать, например, вблизи мало-
го упорядоченного бислойного липидного домена, 
имеющего большую толщину по сравнению с окру-
жающей мембраной (∆h > 0) [28, 29], или вблизи 
проводящего димера каналоформера грамицидина 
А, продавливающего мембрану (∆h < 0) [8, 30]. 
Пусть u(r, z) – потенциал электрического поля 
в мембране. Для u запишем граничную задачу 
Дирихле:
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где ∆ – оператор Лапласа; u0 – величина разности 
электрических потенциалов на мембране. Вели-
чина емкости от u0 не зависит. Тогда электриче-
скую энергию W можно записать как интеграл от 
плотности энергии электрического поля, взятый 
по объему мембраны.
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откуда можно получить емкость мембраны C и от-
клонение емкости ∆C вследствие деформаций 
мембраны.

Задача Дирихле (4) решалась численно с помо-
щью метода конечных элементов в системе вычисле-
ний Mathematica 11.3 (Wolfram Research, Champaign, 
Illinois, USA). Уравнение (4) было записано в цилин-
дрической системе координат, где было учтено, что 
u не зависит от полярного угла φ. Расчетная область 
в координатах (r, z) разбивалась на треугольники 
с площадью, не превышающей 5 ×10–5 нм2. Размер 
расчетной области ограничивался максимальным 
значением r = rmax; в расчетах использовалось rmax  = 

=50 нм. Было проверено, что при используемых 
параметрах уже при rmax > 10 нм  расчетная величина 
∆C практически не зависит от rmax.

Помимо точного решения задачи (4–5) были най-
дены также два решения ∆С1 = С1 – С0 и ∆С2 = С2 – С0, 
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соответствующие часто практически используемым 
приближениям для определения средней толщины 
мембраны по ее электрической емкости [31]. Первое 
приближение соответствует прямому усреднению 
толщины мембраны, т. е. в наших обозначениях
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где угловыми скобками обозначено усреднение по 
всей мембране. Второе приближение соответствует 
усреднению обратной толщины мембраны, что эк-
вивалентно разбиению мембраны на малые участ-
ки площадью dS и суммированию емкостей таких 
участков в приближении плоского конденсатора:
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РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлено численное решение 
задачи Дирихле (4) для ∆h = 0.5 нм, σ = 1 нм. Вид-
но, что линии уровня потенциала не являются 
горизонтальными, что говорит о том, что вблизи 
деформированного участка мембраны возникает 
тангенциальная компонента электрического поля, 
отсутствующая в идеальном плоскопараллельном 
конденсаторе. При этом отклонение линий уровня 
от горизонтальных относительно невелико, что 
в принципе указывает на разумность описанных 
выше приближенных решений.

На рис. 2 представлены зависимости величин 
∆С, ∆С1 и ∆С2 от параметров деформаций мембра-
ны ∆h и σ. Все три зависимости имеют схожий вид, 
что в принципе позволяет обосновать их приме-
нение для качественных предсказаний. Однако 
зависимости отличаются количественно. Таким 
образом, использование приближенных решений 

вместо точного вносит систематическую погреш-
ность при расчете параметров липидных компо-
нентов, исходя из экспериментально измеренной 
емкости мембраны, состоящей из смеси липидов.

Для оценки этой систематической погрешности 
на рис. 3 приведены относительные погрешности 
приближенных методов для разных деформаций 
мембраны, задаваемых величинами ∆h, σ согласно 
соотношениям (3). Из рис. 3 видно, что для боль-
шинства параметров ∆h, σ погрешность не пре-
вышает 10%. При этом приближение ∆С2 в целом 
ближе к точному значению ∆С, чем приближение 
∆С1. Однако имеются области значений параметров 
∆h, σ такие, что погрешность может достигать по-
рядка 50% (рис. 3). Эти параметры соответствуют 
большим деформациям: ∆h ~ ±0.5 нм, т. е. когда 
изменение толщины составляет почти треть тол-
щины мембраны в недеформированном состоянии, 
которые достаточно быстро спадают, σ = 0.5 нм 
(правый нижний и левый нижний углы на рис. 3а 
и 3б), либо, напротив, очень малым деформациям: 
∆h << 1 нм, которые также быстро спадают (сред-
няя нижняя область рис. 3а и 3б). При больших 
величинах σ, которые соответствуют большим 
латеральным размерам деформированной области 
мембраны и соответственно медленному затуха-
нию деформаций, погрешность приближений 
относительно мала, порядка 10%.

Рис. 1. Зависимость нормированного электрического 
потенциала u/u0 от пространственных координат r, z 
в цилиндрической системе координат при ∆h = 0.5 нм, 
σ = 1 нм. Черный контур, граничащий с белыми полями 
сверху и снизу рисунка, соответствует форме поверхно-
стей верхнего и нижнего монослоев мембраны, опреде-
ляемой соотношениями (3).
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ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе была рассчитана электриче-
ская емкость мембраны с уединенным модельным 
дефектом, изменяющим ее локальную толщину 
согласно соотношениям (3). Изменение толщины 
мембраны приводит к тому, что электрическое 
поле, возникающее в мембране при приложении 
разности потенциалов к водным растворам по раз-
ные стороны мембраны, становится неоднородным. 
Вследствие этой неоднородности деформирован-
ную таким образом мембрану, строго говоря, нель-
зя считать плоскопараллельным конденсатором, 
что, в свою очередь, приводит к тому, что нельзя 
простым методом точно рассчитать ее электри-
ческую емкость, не прибегая к решению задачи 
Дирихле для уравнения Пуассона (4). Данная за-
дача имеет точное аналитическое решение лишь 
для малых одномерных отклонений мембраны от 

плоскости, получаемое методами теории функций 
комплексного переменного при рассмотрении 
конформного отображения полосы мембраны 
на деформированную полосу [32]. Однако малые 
отклонения обычно не столь интересны с экспери-
ментальной точки зрения, и, кроме того, деформа-
ция мембраны в эксперименте никогда не является 
одномерной. Вычисленная поправка к емкости 
∆C, возникающая вследствие деформации мем-
браны, сравнивалась с поправками, получаемыми 
в рамках простых моделей (6), (7), в которых мем-
брана рассматривается как идеальный плоский 
конденсатор, ∆C1 (модель усреднения толщины 
(6)), или как параллельное соединение таких кон-
денсаторов, ∆C2 (модель усреднения обратной 
толщины (7)). Было показано, что приближенные 
модели дают результаты, качественно близкие 
к точному решению. Однако модель усреднения 

Рис. 2. Зависимость от ∆h, σ  поправок к электрической емкости, возникающих за счет деформаций мембраны, 
описываемых уравнением (3): а – точное решение ∆С; б – приближенное решение ∆С1 (приближение усредненной 
толщины (6)); в – приближенное решение ∆С2 (приближение усредненной обратной толщины (7)).

Рис. 3. Относительная погрешность приближений: а – приближение усредненной толщины (6); б – приближение 
усредненной обратной толщины (7). Белой прямой ∆h = 0 обозначен разрыв первого рода, возникающий вследствие 
того, что в недеформированной мембране (∆h = 0) поправка к емкости равна нулю (∆C = 0).
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обратной толщины (7) в целом лучше описывает 
деформированную мембрану (ср. рис. 3а и 3б). 
В широком диапазоне значений параметра σ при 
относительно плавном спаде деформаций с боль-
шой характерной латеральной длиной затухания, 
погрешность приближенных методов порядка 
10%. При этом в области больших деформаций 
погрешность возрастает и становится существен-
ной. Таким образом, при определении параметров 
липидного компонента по электрическим измере-
ниям емкости смешанной мембраны погрешность 
получаемых результатов существенно зависит как 
от метода интерпретации, так и от характерных 
параметров деформаций, т. е. фактически от типа 
мембранного включения. Большие по абсолютной 
величине значения ∆h, относительно быстро за-
тухающие в латеральном направлении (малые σ ), 
по всей видимости, должны быть характерны для 
фотопереключамых липидов. В частности, в ра-
боте [13] в мембране состава ДОФХ: OptoDArG 
9:1 изменение емкости при фотопереключении 
составляло ~5.5%, что в линейном приближении 
соответствует изменению толщины монослойно-
го участка OptoDArG приблизительно в 1.5 раза.

Нужно отметить, что приведенный выше рас-
чет относится к модельной деформации. В ра-
ботах [33–38] были рассмотрены мембранные 
включения различного типа: трансмембранные 
и амфипатические пептиды, а также липидные 
включения различного вида. В этих работах было 
показано, что деформации мембраны в общем 
случае не сводятся к простому виду (3). Во многих 
случаях на мембране возникают осцилляции фор-
мы на латеральных расстояниях порядка 3–6 нм 
от мембранного включения; кроме того, дефекты 
не всегда симметричны, как в случае (3). Однако 
даже относительно простой, качественный расчет, 
не вдающийся в подробности конкретного вида 
деформаций мембраны, показывает, что, вооб-
ще говоря, емкость деформированной мембраны 
необходимо вычислять с учетом тангенциальной 
составляющей электрического поля.
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Corrections to the Electrical Capacitance of Deformed Lipid Membrane
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The thickness of the lipid membrane is its substantial characteristics. Usually, the thickness of a lipid 
bilayer is experimentally determined by measuring its electrical capacitance in the approximation 
of a plane-parallel capacitor. However, membranes formed from a mixture of lipids or containing 
membrane-deforming inclusions are laterally inhomogeneous, and for them the plane-parallel capacitor 
approximation generally does not hold. In this work, corrections to the electrical capacitance resulting 
from deformation of the lipid membrane were numerically calculated. It is shown that the model of a 
planar capacitor (or their parallel connections), in the general case, does not quantitatively describe these 
corrections due to the non-zero tangential component of the electric field strength. It is shown that the 
relative deviation of corrections to the electrical capacitance calculated in various simplified models from 
the exact solution can reach 50%.

Keywords:  lipid membrane, electrical capacitance, thickness, deformation, plane-parallel capacitor
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Липидные капли – это органеллы, отвечающие за накопление и расщепление нейтральных жи-
ров в организме человека. Липидные капли имеют монослойную оболочку из фосфолипидов, 
препятствующую их спонтанному слиянию. Слияние липидных капель осуществляется специ-
ализированными белками слияния и регулируется липидным составом монослойной оболоч-
ки. Эффективность слияния определяется энергией, затрачивающейся на локальное сближение 
липидных капель и топологическую перестройку их оболочек. В данной работе слияние монос-
лойных оболочек моделируется в рамках теории упругости мембран. Энергетический барьер на 
слияние рассчитывается при различных условиях, моделирующих возможные составы монослой-
ных оболочек, а также воздействие белков. Результаты расчетов показывают, что высота барьера 
в наибольшей степени зависит от расстояния между липидными каплями, которое определяется 
белками слияния. Липидный состав также влияет на характерное время ожидания слияния и 
может изменять его в несколько десятков раз, что соответствует полученным ранее данным по 
бислойному слиянию.
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ВВЕДЕНИЕ

Эукариотические клетки, как правило, состо-
ят из множества взаимодействующих органелл. 
Это взаимодействие часто осуществляется путем 
контакта и перестройки липидных мембран, окру-
жающих органеллы и выполняющих барьерную 
функцию. Одной из форм процессов перестройки 
мембран является их слияние, т. е. объединение 
материала самих мембран и объемов воды, которые 
они окружают. Слияние мембран необходимо для 
успешного протекания множества биологических 
процессов, таких как экзоцитоз, оплодотворение, 
секреция, синаптическая передача и т. д. [1, 2].

Для осуществления слияния мембранам необхо-
димо сблизиться на небольшое расстояние порядка 
нескольких нанометров и совершить топологиче-
скую реконфигурацию, для чего мембраны долж-
ны быть деформированы. Согласно имеющимся 
представлениям, этот процесс происходит через 
несколько промежуточных метастабильных состо-
яний, разделенных энергетическими барьерами [2, 
3]. Высоты энергетических барьеров определяют 

кинетические параметры слияния, такие как сред-
нее время ожидания слияния, и поэтому являются 
важнейшими физическими величинами. Ключе-
вым метастабильным состоянием является сталк – 
структура, в которой контактные монослои уже 
слились, а дистальные – еще нет [4, 5]. Сталк явля-
ется первой структурой, в которой осуществляется 
физический контакт сливающихся мембран; сталк 
наблюдался в экспериментах по рентгеновскому 
рассеянию на мультислоях, а также в исследова-
ниях методами молекулярной динамики [3, 5]. 
В дальнейшем эволюция системы может идти по 
разным траекториям, на которых системе необхо-
димо преодолеть еще один или два энергетических 
барьера [6–8]. Классическая теория предполагает 
дальнейшее расширение сталка и образование так 
называемой диафрагмы полуслияния – структу-
ры с протяженным бислоем, образованным дис-
тальными монослоями мембран, расположен-
ным в центре между радиально разошедшимися 
слившимися контактными монослоями [9]. Затем 
в диафрагме полуслияния образуется сквозная 



124 МОЛОТКОВСКИЙ

 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ том 41 № 2 2024

эффективность монослойного слияния определя-
ется совместным действием липидной мембраны 
и белков, аналогично классическому случаю. При 
описании бислойного слияния белки рассматри-
ваются как объекты, приводящие к локальному 
изменению упругих свойств мембран или умень-
шающие эффективное расстояние между ними за 
счет механической работы [10, 21, 22]. При этом 
на стадии образования сталка влияние липидной 
компоненты на эффективность слияния является 
ключевым, поскольку для успешного слияния об-
ласть контакта липидных оболочек должна быть 
свободна от белков.

В данной работе разрабатывается теоретиче-
ская модель безбелкового слияния монослойных 
оболочек. В качестве основы используются тео-
ретические модели бислойного и бислой-монос-
лойного слияния [22, 23]. Для расчета деформаций 
применяется теория упругости липидных мембран, 
адаптированная для случая монослоев. Это позво-
ляет рассчитать энергетический барьер на образо-
вание монослойного сталка. В работе исследуется 
зависимость высоты данного барьера от ключевых 
упругих характеристик монослоев и от их липид-
ного состава. Полученные данные сопоставляются 
с результатами для бислойного и монослой-бислой-
ного слияния. Определение высоты энергетическо-
го барьера позволяет также оценить возможность 
протекания безбелкового слияния для липидных 
капель с разным составом оболочки.

ПОСТАНОВКА И РЕШЕНИЕ ЗАДАЧИ

Мы рассматриваем образование монослойного 
сталка в процессе слияния идентичных липидных 
капель путем локального сближения двух моносло-
ев. Считаем, что размеры липидных капель много 
больше характерных размеров области слияния. 
Это позволяет представлять начальное состояние 
системы как два плоских монослоя, разделенных 
водной средой и расположенных на равновесном 
расстоянии H0 друг от друга (рис. 1а). Равновес-
ное расстояние по порядку величины составляет 
несколько нанометров и может уменьшаться до 
1 нм при стягивающем воздействии белков сли-
яния [10]. Глобальное уменьшение расстояния 
между монослоями не выгодно из-за действия 
сил гидратационного отталкивания, поэтому мы 
рассматриваем локальное выпячивание моносло-
ев друг к другу при фиксированном расстоянии 
H0 на удалении от этого выпячивания (рис. 1б). 
Считаем, что выпячивания расположены на рас-
стоянии d симметрично друг относительно друга; 
это позволяет рассматривать только один монос-
лой. Энергия системы в этом случае равна сумме 

пора, и слияние завершается. Различные оценки 
дают для высот барьеров величины в несколько 
десятков kBT (kBT = 4 × 10–21 Дж) [10–12].

Как правило, в слиянии участвуют бислойные 
мембраны, однако в природе существует уникаль-
ный случай слияния монослойных мембран. Этот 
процесс реализуется при взаимодействии так на-
зываемых липидных капель, органелл, используе-
мых для запасания нейтральных жиров. Липидные 
капли имеют монослойную оболочку из фосфо-
липидов, которая предотвращает их спонтанное 
слияние [13]. Считается, что процессы слияния 
липидных капель контролируются специализиро-
ванными белковыми комплексами и определенным 
липидным составом поверхностного монослоя, 
влияющими на высоту энергетического барьера 
слияния. В большинстве случаев перетекание жира 
из одной капли в другую полностью контроли-
руется белковыми комплексами CideA, которые, 
как предполагается, формируют белковые поры 
в монослойных оболочках липидных капель [14]. 
Данный механизм взаимодействия не предпола-
гает объединения липидных оболочек и не явля-
ется слиянием в смысле определения, данного 
выше. В слиянии могут участвовать комплексы 
SNARE (soluble NSF attachment protein receptor), 
которые, как предполагается, удерживают вме-
сте сливающиеся оболочки липидных капель [15]. 
В большинстве работ, исследующих слияние ли-
пидных капель, уделяется мало внимания влиянию 
липидного состава на этот процесс. В некоторых 
работах констатируется увеличение эффективно-
сти слияния липидных капель при модулировании 
их состава, в частности, при увеличении концен-
трации фосфатидной кислоты [16]. Известно, что 
изменение липидного состава влияет на упругие 
характеристики сливающихся бислойных мембран, 
в частности на так называемую спонтанную кри-
визну – параметр, характеризующий равновесную 
форму свободного монослоя [17]. Повышенное 
содержание диолеоилфосфатидилхолина (DOPC), 
имеющего примерно нулевую спонтанную кривиз-
ну, ингибирует слияние. Увеличение доли липидов 
с отрицательной спонтанной кривизной, таких, 
как диолеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE), 
способствует слиянию [3]. Известно, что фосфа-
тидная кислота, увеличивающая эффективность 
слияния липидных капель, имеет отрицательную 
спонтанную кривизну, как и DOPE [18]. Кроме 
того, известно, что в составе оболочек липидных 
капель доминируют липиды DOPC и DOPE [19, 
20], поэтому можно ожидать, что и в случае монос-
лойного слияния состав монослойных оболочек 
также будет иметь значение. Исследования слияния 
бислойных мембран позволяют предположить, что 
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удвоенной упругой энергии монослоя и энергии 
межмонослойного взаимодействия. Образование 
монослойного сталка соответствует случаю d = 0 
(рис. 1в).

Рассмотрим сначала упругую энергию монослоя. 
Она определяется деформациями монослоя и лате-
ральным натяжением σ . Для описания деформа-
ций мы используем энергетический функционал 
Хамма–Козлова [24]. Состояние деформирован-
ного участка липидного монослоя определяется 
векторным полем единичных векторов n, называ-
емых директорами, характеризующими среднюю 
ориентацию липидных молекул. Поле директоров 
задается на так называемой нейтральной поверх-
ности, проходящей внутри монослоя параллельно 
его границе с водой в области сочленения поляр-
ных головок с гидрофобными цепями липидов. На 
этой поверхности деформации поперечного изгиба 
и латерального растяжения/сжатия энергетически 
независимы [24]. Форма нейтральной поверхности 
характеризуется векторным полем ее единичных 
нормалей N. Деформации будем считать малы-
ми и будем вычислять энергию в квадратичном 
приближении. Деформация поперечного изгиба 
характеризуется дивергенцией директора вдоль 
нейтральной поверхности, div(n). Деформация 
наклона характеризуется вектором наклона, ко-
торый для малых деформаций имеет вид t = n – N 
[24]. Энергия деформации W участка монослоя 
площади A при наличии ненулевого натяжения 
σ может быть записана в виде [17]:

( )
0

2 2 2
0div ,

2 2 2
 = + − + + − 
 ∫ t

s s
A

KB BW J J dS Aσ σn t 

  
 (1)

где B и Kt – упругие модули изгиба и наклона соот-
ветственно, Js – спонтанная кривизна монослоя, 
dS – элемент площади поверхности, A0 – площадь 

монослоя в недеформированном состоянии. Для 
описания деформаций монослоя мы вводим си-
стему координат {O, z, r} с осью z, направленной 
перпендикулярно монослою посередине его выпу-
клости, и осью r, направленной перпендикулярно 
оси z так, что она касается нейтральной поверх-
ности монослоя на бесконечности. В предполо-
жении малости деформаций состояние монослоя 
описывается проекциями директора и вектора 
наклона на ось r a(r) и t(r) соответственно, а так-
же расстоянием H(r) от нейтральной поверхности 
до плоскости z = 0. Дивергенция директора при 
этом заменяется на выражение da/dr + a/r. Также 
мы учитываем, что вектор наклона t ≈ n – N [24]; 
это позволяет связать проекцию вектора наклона 
с формой нейтральной поверхности H(r) согласно 
формуле t(r)=a(r)–dH(r) /dr. В результате поверх-
ностная энергия монослоя может быть записана 
в виде [25]:

  = π + + − +   

σ   + − +        
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2 2
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Варьируя функционал 
wdr∫ , мы получаем урав-

нения Эйлера–Лагранжа, описывающие функции 
a(r) и H(r). Решение данных уравнений позволяет 
найти в явном виде функции a(r) и H(r), зави-
сящие от неопределенных коэффициентов. Эти 
коэффициенты определяются из граничных ус-
ловий, задающих геометрию системы и имеющих 
следующий вид:

Рис. 1. Схематичное изображение процесса монослойного слияния. а – Начальное состояние: два плоских мо-
нослоя находятся на расстоянии H0 друг от друга. б – Образование локальных симметричных выпуклостей на рас-
стоянии d. в – Образование монослойного сталка, т. е. плотного контакта мембран друг с другом.
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где d – расстояние между вершинами монослойных 
выпуклостей. Граничные условия (3) означают, что 
решения уравнений должны быть ограничены как 
в нуле, так и на бесконечности. Для удовлетворе-
ния этим условиям мы вводим дополнительный 
параметр – радиус R – и делим рассматриваемую 
систему на две области: от 0 до R и от R до беско-
нечности (рис. 2а).

В первой области вводим функции ai(r) и Hi(r), 
ограниченные в нуле, во второй области – функ-
ции ae(r) и He(r), ограниченные на бесконечности. 
Каждый из этих наборов функций удовлетворяет 
уравнениям Эйлера–Лагранжа, но имеет меньше 
неопределенных коэффициентов в своем составе. 
В явном виде эти функции имеют следующий вид:

( ) ( )
( ) ( )

( )
( ) ( )
( ) ( )

( )

σ

σ

σ

σ

=

= +
σ σ +1

=

= +
σ σ +1

1 1

1 0 2

3 1

3 0 4

,

,

,

.

i

i

e

e

a r c I r

l
H r c I r c

a r c K r

l
H r c K r c

                 

(4)

Здесь σ
σ =



tK
 – безразмерное латеральное на-

тяжение, l = B/Kt,, σ

σ
=

σ +1
r

r
l

, Ij(r) и Kj(r) – мо-

дифицированные функции Бесселя j-го порядка 
первого и второго типа соответственно, с i, i = 1…4 – 
неопределенные коэффициенты. Определенные 

формулой (4) функции непрерывно сшиваются 
на границе двух областей:

( ) ( )
( ) ( )

=

=

,
.

i e

i e

a R a R

H R H R                               
(5)

Совокупность граничных условий (3) и (5) по-
зволяет определить все неопределенные коэффи-
циенты ci. После этого мы интегрируем поверх-
ностную плотность энергии (2) в двух областях 
и в итоге получаем полную упругую энергию мо-
нослоя Wel

1 как функцию R и H0 – d. В явном виде 
данная энергия имеет вид:
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Здесь 1σ

σ
=

σ +
R

R
l .Заметим,  что энергия Wel

1 не 
зависит от спонтанной кривизны Js и от равновес-
ной толщины монослоя. Также мы рассматриваем 
гидратационное отталкивание между мембранами, 
возникающее из-за взаимодействия примембран-
ных слоев воды при субнанометровых расстояниях 
между монослоями. Поверхностная энергия ги-
дратационного отталкивания wh вычисляется на 
основе эмпирического соотношения

( ) 
= ξ − ξ 0 exp ,h h

h

z r
w P

                     (7)

где z(r) – расстояние между мембранами как функ-
ция координаты r, ξh – характерная длина порядка 
0.3 нм, P0 – давление при нулевом расстоянии, 

Рис. 2. Модели промежуточных стадий монослойного слияния. а – Локальные выпуклости радиуса R, находящиеся 
на расстоянии d друг от друга. б – Монослои с гидрофобными дефектами. Расстояние между мембранами при r → ∞ 
равно H0 и не меняется в процессе слияния.
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варьирующее в пределах 100–1000 kBT/нм3 [8, 10]. 
В связи с экспоненциальным убыванием силы оттал-
кивания при увеличении расстояния между мембра-
нами обычно интегрирование ведется по областям 
мембран, соответствующим увеличению расстояния 
между ними на величину ξh. В рассматриваемом 
нами случае эта область определяется радиусом Rh, 
который находится из условия Hi(0) – Hi(Rh) = ξh/2. 
Проведенные нами вычисления показывают, что этот 
радиус мало отличается от радиуса R при доста-
точно больших значениях H0. Это позволяет нам 
еще больше упростить вычисления и проводить 
интегрирование по плоскостям, касающимся ней-
тральных поверхностей в точке r = 0 и отстоящим 
друг от друга на расстояние d. Таким образом, мы 
получаем приближенное значение энергии гидра-
тационного отталкивания Wh:

    
= π ξ − − −    ξ ξ    

02
0 exp exp .h h

h h

Hd
W R P

       
 (8)

Полная энергия системы Wtot
1 равна сумме удво-

енной упругой энергии и энергии гидратационного 
отталкивания: Wtot

1 = 2Wel
1 + Wh. При небольших 

расстояниях d становится энергетически выгодно 
образование локальных гидрофобных дефектов 
на вершинах взаимодействующих выпуклостей 
(рис. 2б). Энергия взаимодействия гидрофобных 
дефектов определяется следующим соотношением:

  
= π σ − −   ξ  

22 1 exp ,p p
p

d
W R

              
(9)

где σp – натяжение на границе вода/масло, ξp – ха-
рактерная длина гидрофобного взаимодействия. 
Поскольку выпуклости заменяются дефектами, 
меняется геометрия системы, что приводит к из-
менению граничных условий. При наличии де-
фектов монослои остаются деформированными 
только в области r > R, при этом граничные усло-
вия имеют вид:
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Решение уравнений (10) относительно коэф-
фициентов c3 и c4 позволяет найти изменившуюся 
энергию деформаций Wel

2:
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Образование дефектов также приводит к разрыву 
непрерывности директора; теперь директор не опре-
делен в области r < R. Это приводит к появлению 
ненулевого вклада в энергию от Гауссовой кривизны. 
Энергия Гаусса монослоя равна WGauss = –πKG.ae(R)2, 
где KG – модуль Гауссовой кривизны, KG < 0, ae(R) – 
значение граничного директора в точке r = R [21]. 
Граничный директор задается коэффициентами c3 
и c4 согласно уравнениям (4). В рассматриваемом 
случае эти коэффициенты находятся из граничных 
условий (10); в соответствии с этим, энергия Гаусса 
для одного монослоя оказывается равна
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Полная энергия системы из двух монослоев 
с взаимодействующими гидрофобными дефектами 
будет равна Wtot

2 = 2Wel
2 +2WGauss + Wh. Как видно 

из формулы (9), гидрофобное взаимодействие 
уменьшается при малых значениях d, что приводит 
к эффективному притяжению монослоев.

Алгоритм расчета. Описанные выше предполо-
жения позволяют найти энергетическую траекто-
рию образования монослойного сталка в процес-
се слияния двух монослоев. Под энергетической 
траекторией понимается некоторая траектория 
вдоль энергетической гиперповерхности в коор-
динатах {R, d}, переводящая систему из начально-
го состояния в состояние сталка. Мы фиксируем 
расстояние H0 между монослоями и рассматриваем 
зависимость энергии системы от наименьшего 
расстояния d между мембранами. В данном слу-
чае параметр d является координатой реакции. 
Монослой может находиться в двух состояниях – 
монослой с выпуклостью или монослой с гидро-
фобным дефектом. При каждом фиксированном 
значении расстояния d находим зависимость энергии 
Wtot

1 выпуклостей от R. Эта энергия имеет минимум, 
соответствующий Rmin ~0.5–1 нм (см. рис. 3а). Мини-
мальная энергия Wmin

1 составляет несколько десятков 
kBT и быстро растет с уменьшением d. Мы находим 
минимальное значение энергии Wmin

1 и соответ-
ствующее ему значение радиуса выпуклости Rmin

1.
Аналогичным образом рассматриваем зависи-

мость энергии монослоев с дефектами Wtot
2 от R при 
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этом же фиксированном значении d (рис. 3б). Эта 
энергия также имеет минимум, соответствующий 
другому значению радиуса Rmin

2; минимальное зна-
чение энергии обозначаем как Wmin

2. Таким образом, 
имеем зависимости энергий Wmin

1 и Wmin
2 от d. Эти 

две зависимости пересекаются при определенном 
значении dopt. При d > dopt энергия системы опреде-
ляется зависимостью Wmin

1, а при d < dopt – зависимо-
стью Wmin

2. В результате получаем энергетическую 
траекторию системы в зависимости от координаты 
реакции d; пример такой траектории показан на 
рис. 4. Высота барьера определяется как разность 
максимальной энергии на траектории и энергии на-
чального состояния. В точке траектории, соответству-
ющей d = 0, образуется монослойный сталк. При этом 
мы пренебрегаем изменением энергии, связанным 
со скачкообразным изменением радиуса системы. 
При малых значениях d энергия системы с гидро-
фобным дефектом достаточно слабо зависит от R 
(см. рис. 3, панель б). Поэтому искомое изменение 
энергии можно оценить в несколько единиц kBT.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы находим зависимость высоты энергетиче-
ского барьера EBarr от состава сливающихся мо-
нослойных оболочек. Описанный выше алгоритм 
позволяет определить энергетический барьер мо-
нослойного слияния, если известны упругие па-
раметры монослоев, параметры гидратационного 
отталкивания и равновесное расстояние H0 между 
монослоями. Изменение состава моделируется 
как добавление DOPE в мембрану, состоящую 
из DOPC. Параметры P0 и ξh экспериментально 
определены для ограниченного набора составов 
мембраны, а именно – для мембран с соотноше-
нием DOPC : DOPE=1:0, 3:1 и 1:1 [26]. Следует 

отметить, что данные параметры получены при 
анализе расстояний между плоскими мембранами 
вплоть до величины 0.9 нм. В нашей работе фор-
мирование контакта между мембранами происхо-
дит при d = 0.5–1 нм, т. е. при несколько меньших 
расстояниях. В этом смысле применение данных 
значений параметров является экстраполяцией. 
В нашем анализе мы рассматриваем именно эти 
составы. Зависимость спонтанной кривизны от 
состава определяется в соответствии с формулой

( )= + −DOPE DOPE DOPE DOPC1 ,sJ c j c j                (13)

где cDOPE – поверхностная доля DOPE в составе 
мембраны; jDOPC и jDOPE – спонтанные кривизны 
DOPC и DOPE соответственно. Также мы учиты-
ваем зависимость модуля изгиба Beff от состава [27]:

( )=
−

+

,
1

1
eff

DOPE DOPE DOPE

B

B
B

Baj c c

k T           
(14)

где a – средняя площадь липидной молекулы, ко-
торую мы в дальнейшем принимаем равной при-
мерно 0.7 нм2, B – модуль изгиба DOPC, равный 
10 kBT [28]. Зависимости величин от липидного 
состава сведены в табл. 1.

Модуль наклона Kt считаем не зависящим от 
липидного состава и равным Kt = 10 kBT/нм2 [30]; 
поверхностное натяжение мембраны задаем рав-
ным σ = 0.05 kBT/нм2. Также от состава не зависит 
длина гидрофобного взаимодействия ξp ≈ 1 нм 
[21]. Модуль Гауссовой кривизны KG определен 
в нескольких работах и варьирует от –3.3 kBT 

Рис. 3. Зависимость полной энергии выпуклостей Wtot
1 (панель а) и энергии дефектов Wtot

2 (панель б) от радиуса R 
при фиксированных значениях расстояния d между монослоями. Красные кривые соответствуют d = 1 нм, синие 
кривые соответствуют d = 0.8 нм, зеленые – d = 0.6 нм. Остальные параметры системы имеют следующие значения: 
H0 = 3 нм, P0 = 800 kBT/нм3, ξh = 0.2 нм, ξp = 1 нм, Js = –0.1 нм-1, KG = –5 kBT,    Kt = 10 kBT/нм2, l = 1 нм, σp = 12.5 
kBT /нм2, σ = 0.05 kBT /нм2.
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до –10 kBT [31–33]. Мы используем две величи-
ны: –5 kBT и –8 kBT и приводим результаты для 
этих значений. Также мы варьируем начальное 
расстояние между монослоями H0 и приводим 
зависимость высоты барьера от H0 для различных 
составов. Результаты расчетов показаны на рис. 5.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами результаты позволяют оце-
нить высоту EBarr энергетического барьера на об-
разование монослойного сталка и провести срав-
нение со случаем классического бислойного сли-
яния. Одним из важных вопросов теории слияния 
является получение зависимости высоты такого 
барьера от состава сливающихся мембран. Извест-
но, что увеличение доли DOPE в составе мембран 
приводит к облегчению слияния и увеличению 
стабильности сталка [34]. Имеющиеся экспери-
ментальные данные по слиянию липидных капель 
также говорят о том, что увеличение доли DOPE 
или фосфатидной кислоты в составе их оболочки  

приводит к увеличению эффективности слияния 
[16]. Наши результаты согласуются с этими предпо-
ложениями. Как видно из рис. 5, увеличение доли 
DOPE на 50% приводит к уменьшению высоты 
барьера примерно на 5kBT, которое становится 
тем больше, чем больше расстояние между мо-
нослоями H0. При этом увеличение H0 с 2 до 4 нм 
приводит к росту высоты барьера в несколько раз, 
с 10 до 30–40 kBT, в зависимости от остальных па-
раметров системы. Таким образом, наши расчеты 
показывают, что изменение состава монослоев 
влияет на эффективность образования сталка зна-
чительно слабее, чем изменение начального рас-
стояния между ними. Этот результат качественно 
соответствует полученным ранее результатам для 
бислойного и бислой-монослойного слияния [23]. 
Он также согласуется с результатами работы [12], 
согласно которым барьер для бислойного слияния 
уменьшается примерно на 3 kBT при увеличении 
доли фосфатидилэтаноламина в составе мембран 
на 50%. В этой же работе показано, что барьер на 
слияние чрезвычайно сильно зависит от рассто-
яния между мембранами и увеличивается в 2 раза 
при двукратном увеличении расстояния. При этом 
следует отметить, что уменьшение барьера даже 
на несколько единиц kBT ощутимо влияет на экс-
периментально регистрируемое время ожидания 
слияния. Так, например, в работе [35] демонстри-
руется, что уменьшение времени ожидания сли-
яния в 35 раз соответствует уменьшению барьера 
на 3.5 kBT. Полученные зависимости позволяют 
объяснить эффективность белок-опосредованного 
слияния липидных капель как результат контроля 
межмонослойного расстояния: эктодомены белков 
слияния, таких как SNARE, удерживают монос-
лои на фиксированном небольшом расстоянии, 
что резко понижает барьер на слияние и делает 
слияние реализуемым за физически адекватное 
время. Варьирование липидного состава позволяет 
более тонко влиять на высоту барьера, дополняя 
влияние белков и ускоряя или замедляя слияние 
в несколько раз.

Таблица 1. Значения параметров, зависящих от липидного состава

Липидный состав DOPC : DOPE=1:0 DOPC : DOPE=3:1 DOPC : DOPE=1:1
Beff, kBT 10 8.3 7.8
Js, нм-1 –0.09 –0.17 –0.25

P0, kBT/нм3 817 151 59
ξh, нм 0.235 0.321 0.368

Примечание. Параметры P0 и ξh взяты из работы [26]; модуль изгиба и спонтанная кривизна определяются в соответствии 
с формулами (13) и (14). При расчетах спонтанная кривизна DOPC принимается равной jDOPC = –0.09 нм-1; спонтанная 
кривизна DOPE  jDOPE = –0.4 нм-1 [29].

Рис. 4. Энергетическая траектория монослойного 
слияния в координатах (H0 – d, W). Начало слияния 
находится слева и  соответствует отсутствию выпу-
клостей, конец траектории находится справа и соот-
ветствует образованию монослойного сталка (d = 0). 
Красным показана равновесная энергия выпуклостей 
Wtot

1; синим показана равновесная энергия монослоев 
с гидрофобными дефектами Wtot

2. Параметры систе-
мы те же, что и на рис. 3.
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Наши результаты показывают, что Гауссова 
кривизна также оказывает значительное влияние 
на высоту барьера; количественно это влияние 
определяется величиной модуля Гауссовой кри-
визны KG. Экспериментально оценить эту вели-
чину достаточно сложно; наиболее достоверные 
результаты были получены путем молекулярно-ди-
намических расчетов [33]. Согласно этим данным, 
отношение KG/B колеблется от –0.86 до –1.05 в за-
висимости от параметров симуляции, таких как 
площадь на головку липида. Данные [32] говорят 
о значении –0.83 для того же соотношения. В то 
же время в некоторых работах используется зна-
чение –0.5 и даже – 0.3 [31]. Кроме того, в работе 
[36] показано, что для мембраны из DOPE мо-
дуль KG составляет –8.3 kBT, а для мембраны из 
DOPC –7.6 kBT. В силу большой неопределенности 
в литературных данных мы взяли два характерных 
значения для модуля KG, чтобы показать степень 
влияния на высоту барьера; при этом зависимость 
KG от состава не рассматривалась. Из приведенных 
на рис. 5 данных следует, что изменение модуля 
Гауссовой кривизны KG с –8 до –5 kBT приводит 
к падению высоты барьера в 1.5 раза. Это говорит 
о большой чувствительности энергии интермедиатов 
слияния к величине KG, что является следствием то-
пологической перестройки в процессе слияния [32].

Результаты нашей работы позволяют оценить 
влияние суммарного числа монослоев в составе 
сливающихся мембран на энергетический профиль 

системы. Ранее нами было показано, что стабиль-
ность сталка повышается при уменьшении этого 
числа с четырех до трех [23]. Проведенные в этой ра-
боте вычисления методом молекулярной динамики 
показывают, что в случае мембран из чистого DOPC 
бислойный сталк является нестабильной структу-
рой, в то время как монослойно-бислойный сталк 
является метастабильной структурой. В случае мо-
нослойно-бислойного слияния барьер на обратный 
переход из состояния сталка в состояние невзаи-
модействующих мембран составляет несколько 
единиц kBT. В настоящей работе демонстрируется, 
что дальнейшее уменьшение числа монослоев при-
водит к возрастанию величины обратного барьера. 
Вне зависимости от состава мембраны, в области 
d < dopt энергия понижается на несколько десятков 
единиц kBT, как показано на рис. 4. Высота пря-
мого барьера также понижается на 15 kBT отно-
сительно бислойного слияния и при H0 ≈ 2–3 нм 
варьирует в интервале 10–25 kBT. Дальнейшая эво-
люция системы после образования монослойного 
сталка должна быть связана с его расширением. 
В отличие от бислойного слияния, расширение 
монослойного сталка приводит сразу к образо-
ванию поры слияния. В работе [25] нами были 
проведены расчеты, описывающие расширение 
сталка в случае монослойно-бислоного слияния. 
Нами была произведена оценка высоты барьера на 
расширение сталка в зависимости от доли DOPE 
в составе мембран; максимальное значение этого 
барьера EMB составляет 10 kBT в случае мембран без 
DOPE. Простые соображения позволяют связать 
с уже рассмотренной моделью случай расширения 
монослойного сталка и получить оценку для его 
барьера. В случае бислойно-монослойного слияния 
бислойная мембрана практически не деформиро-
валась, и образование сталка было связано только 
с деформацией монослоя [25]. Согласно формулам 
(6) и (11), энергия деформаций монослоя квадра-
тично зависит от высоты его подъема относительно 
начального положения. Можно оценить энергию 
на расширение монослойно-бислойного сталка 
как EMB ≈ F(R)∙H0F(R) – функция радиуса сталка. 
В случае монослойного слияния в силу симметрии 
системы мы будем иметь два монослоя, каждый 
из которых поднят на высоту H0/2, поэтому для 
энергии на расширение монослойного сталка EM 
можно будет записать

( ) ( ) 
≈ ⋅ = =  

2 2
0 0 12

2 2 2M MB

H H
E F R F R E ,

т.е. энергия будет уменьшаться в 2 раза. Таким 
образом, для расширения монослойного сталка 

Рис. 5. Зависимость высоты барьера на образование 
монослойного сталка EBarr (kBT) от H0 для монослоев 
разного состава и при разном значении модуля Гауссо-
вой кривизны KG. Красным показаны зависимости для 
монослоев из чистого DOPC, синим – для монослоев 
состава DOPC : DOPE = 3:1, зеленым – для моносло-
ев состава DOPC : DOPE = 1:1. Сплошными линиями 
показаны зависимости для случая KG = –8 kBT, пун-
ктирными линиями – для случая KG = –5 kBT. Значения 
упругих модулей и спонтанной кривизны для монос-
лоев разного состава указаны в табл. 1.
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будет необходима энергия менее 5 kBT, т. е. можно 
считать, что расширение сталка происходит прак-
тически безбарьерно. В этом состоит принципи-
альное отличие слияния монослоев от слияния 
бислойных мембран; в последнем случае процесс 
сложнее и требует преодоления нескольких энер-
гетических барьеров. Различным стадиям слияния 
способствуют липиды с разными характеристиками. 
Так, для облегчения расширения бислойного сталка 
до диаграммы полуслияния предпочтительны липиды 
с отрицательной спонтанной кривизной, а для облег-
чения образования поры слияния – липиды с поло-
жительной спонтанной кривизной [2]. В силу этого 
для повышения эффективности бислойного слияния 
в живых системах бывает необходимо использовать 
белки слияния. В то же время монослойное слияние 
в силу пониженности энергетического барьера и од-
ностадийности может регулироваться только липид-
ным составом без непосредственного участия белков.

В рамках проведенных расчетов были сдела-
ны некоторые упрощающие предположения. Мы 
считаем, что гидратационное отталкивание огра-
ничивается областью выпуклости, т. е. r < R. Такое 
предположение оправдано, если в этой области вы-
сота мембраны H(r) меняется на большую величину, 
чем ξh/2. Поскольку значение ξh мало и составляет 
несколько ангстрем, это условие выполняется для 
большей части рассматриваемых систем, однако 
перестает работать при небольших межмонослой-
ных расстояниях H0 < 1.5–2 нм. Таким образом, 
используемая модель становится неприменимой 
в области малых значений H0. Гидратационным 
отталкиванием при рассмотрении гидрофобных 
дефектов мы полностью пренебрегаем, поскольку 
предполагаем, что их наличие приводит к локаль-
ному разупорядочиванию слоев воды при r > R. Это 
предположение нуждается в дополнительной проверке 
и может приводить к занижению энергии гидро-
фобных дефектов, особенно в области больших 
расстояний H0. Таким образом, сформулированная 
модель наиболее корректно описывает поведение 
системы в узком диапазоне значений H0 примерно от 
2 до 3 нм. Кроме того, предполагается, что переход 
из состояния выпуклости в состояние гидрофобно-
го дефекта совершается безбарьерно. В то же время, 
несмотря на равенство энергий этих состояний, они 
могут отличаться величиной равновесного радиуса, 
т. е. 1 2

min minR R≠ . В дальнейшем мы планируем учесть 
этот недостаток и разработать непрерывную траек-
торию слияния монослойных оболочек.
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Energy Barrier of a Monolayer Stalk Formation during Lipid Droplet Fusion
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Lipid droplets are organelles responsible for the accumulation and breakdown of neutral fats in the human 
body. Lipid droplets have a monolayer shell of phospholipids, which prevents their spontaneous fusion. 
The fusion of lipid droplets is carried out by specialized fusion proteins and is regulated by the lipid 
composition of the monolayer membrane. The efficiency of fusion is determined by the energy needed 
for the local approach of lipid droplets and the topological rearrangement of their monolayers. In this 
work, the fusion of monolayers is modeled within the framework of the theory of membrane elasticity. 
The energy barrier for fusion is calculated under various conditions simulating possible compositions of 
monolayers, as well as the possible effects of proteins. The calculation results show that the height of 
the barrier is most dependent on the distance between lipid droplets, which is determined by the fusion 
proteins. Lipid composition also affects the fusion efficiency and can change it several tens of times, which 
is consistent with previously obtained data on bilayer fusion.

Keywords: lipid membrane, theory of elasticity, membrane fusion, lipid droplet, spontaneous curvature, 
hydration repulsion
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АКТИВНОСТЬ КАЛЬЦИЙ-ЗАВИСИМЫХ ХЛОРНЫХ КАНАЛОВ ANO6
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Белки семейства аноктаминов (ANO) формируют кальций-зависимые хлорные каналы (CaCC) 
и фосфолипидные скрамблазы. Белок ANO6 (TMEM16F), совмещающий в себе функции каль-
ций-зависимой скрамблазы и ионного канала, рассматривается в качестве молекулярной ми-
шени для лечения нарушений свертываемости крови, COVID-19-ассоциированной пневмонии, 
нейродегенеративных заболеваний и других патологий. В качестве потенциального фармаколо-
гического препарата рассматривается CaCCinh-A01, являющийся блокатором каналов семей-
ства ANO. Ранее эффект данного блокатора был исследован с использованием методов оценки 
интегральных токов ионов через мембрану, что не позволяло оценивать активность отдельных 
каналов. Поэтому остается неизвестным, какие характеристики каналов подвержены изменению 
под действием блокатора: вероятность открытого состояния, амплитуда тока через открытый ка-
нал, время жизни открытого состояния канала. Регистрируя одиночные нативные каналы ANO6 
в клетках HEK293, мы показали, что действие блокатора обусловлено уменьшением как ампли-
туды тока через одиночные каналы ANO6, так и их времени жизни, что, в свою очередь, ведет к 
снижению вероятности открытого состояния каналов. Полученные данные позволяют объяснить 
механизм снижения интегрального тока каналов ANO6 при действии блокатора CaCCinh-A01.

Ключевые слова:  CaCCinh-A01, кальций-зависимые хлорные каналы (CaCC), ANO6 (TMEM16F), 
метод локальной фиксации потенциала, регистрация одиночных каналов, клетки HEK293.
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ВВЕДЕНИЕ

Кальций-зависимые хлорные каналы (CaCC) 
участвуют в регуляции множества внутриклеточных 
процессов. Каналы образованы белками семейства 
аноктаминов (ANO). В семействе выделяют три 
гомолога, формирующих CaCC: хлорные каналы 
ANO1 (TMEM16A) и ANO2 (TMEM16B), участву-
ющие в секреции экзокринных желез и работе 
нервной системы, а также белок ANO6, совмеща-
ющий функции ионного канала и фосфолипидной 
скрамблазы [1–3].

Часть установленных функций ANO6, таких 
как слияние клеток при формировании трофоб-
ласта, регуляция активации лимфоцитов, участие 
в коагуляции крови, связаны с его скрамблазной 
активностью [2, 4, 5]. Другие функции, например, 
минерализация костной ткани, связаны с каналь-
ной активностью ANO6 [6]. В последние годы 

интерес к белкам семейства аноктаминов и к дан-
ному белку, в частности, сильно возрос в связи 
с ролью ANO6 во многих патофизиологических 
процессах, в том числе в образовании синцития 
легочной ткани при тяжелом течении COVID-19, 
нарушении свертываемости крови, развитии ней-
родегенеративных заболеваний и в других патоло-
гиях [2, 7–9]. Таким образом, CaCC, в частности 
ANO6, представляют собой важную мишень для 
фармакологических препаратов.

В последние годы был разработан ряд селектив-
ных блокаторов CaCC, среди которых можно выде-
лить вещество CaCCinh-A01. Ингибитор эффективно 
подавляет ток через CaCC ANO1 (IC50 = 7.35 мкМ) 
и ANO6 (IC50 = 10 мкМ) [10, 11]. CaCCinh-A01 свя-
зывается с внеклеточной стороной канала [11]. Ме-
тодами молекулярной динамики было показано, 
что связывание CaCCinh-A01 вызывает переход 
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низкочастотного фильтра Бесселя 2 кГц. Для 
анализа амплитуды тока, вероятности открытого 
состояния каналов и презентации данных запи-
си дополнительно фильтровали при 110 Гц. При 
анализе времени открытого состояния каналов 
дополнительная фильтрация не применялась, при 
этом не учитывались события короче 0.5 мс.

Раствор регистрирующей пипетки содержал: 
105 мМ CaCl2; 10 мМ Tris-HCl, pH 7.4. Расчет кон-
центрации свободного кальция [Ca2+]i проводили 
в программе Max Chelator (Stanford University, США). 
Внутриклеточный раствор с расчетным содержа-
нием свободных ионов кальция 100 нМ [Ca2+]i со-
держал: 130 мМ Cs-глутамат, 3.3 мМ CaCl2, 5 мМ 
MgCl2, 1 мМ MgATP, 10 мМ EGTA, 10 мМ HEPES, 
pH 7.2. Внутриклеточный раствор с расчетным 
содержанием свободных ионов кальция 10 мкМ 
[Ca2+]i содержал: 130 мМ Cs-глутамат, 9.82 мМ 
CaCl2, 5 мМ MgCl2, 1 мМ MgATP, 10 мМ EGTA, 
10 мМ HEPES, pH 7.2. Эксперименты проводи-
лись при комнатной температуре. Сопротивление 
стеклянных микропипеток составляло 7–15 МОм. 
Смена внеклеточного раствора осуществлялась за 
10 с. В течение этого времени регистрация токов 
не производилась.

Для количественной оценки активности кана-
лов использовали величину (NPo), где N – число 
каналов, а Po – вероятность открытого состояния 
канала. NPo = (I)/i, где (I) – среднее значение тока 
через фрагмент мембраны, (i) – амплитуда тока 
через открытый канал. Для анализа использовали 
среднее NPo, измеренное в течение 30-ти секунд-
ного интервала до и после аппликации блокатора.

Статистическая обработка данных. Обработ-
ка данных выполнялась в программе Origin2018 
(Originlab, США) и Clampfit 10.3 (Molecular Devices, 
США). Данные проверяли на нормальность тестом 
Шапиро–Уилка, на равенство дисперсий тестом 
Левена. Для сравнения парных данных использо-
вали односторонний парный тест Стьюдента. Дан-
ные представлены как среднее ± ошибка среднего. 
Различия считались значимыми, если p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Добавление ингибитора CaCCinh-A01 

к  внутриклеточной стороне мембраны клеток 
HEK293 снижает вероятность открытого 

состояния каналов CaCC ANO6
Ранее при изучении эффективности действия 

CaCCinhA01 на активность каналов CaCC проводи-
лись исследования с оценкой интегрального ион-
ного тока без анализа активности одиночных кана-
лов. Нами были описаны электрофизиологические 

канала в закрытое состояние [11]. Данное веще-
ство представляет особый интерес для разработки 
лекарственных препаратов для лечения патофизи-
ологических состояний, связанных с нарушением 
работы каналов CaCC [11, 12].

Блокатор CaCCinh-A01 подавляет активность 
каналов ANO6 не только при добавлении с на-
ружной стороны мембраны, но и при добавлении 
с внутриклеточной стороны [13]. Механизм дей-
ствия блокатора с внутриклеточной стороны на 
настоящий момент является предметом дискуссий.

Подавление интегрального тока через CaCC 
может быть связано со следующими факторами: 
уменьшением вероятности открытого состояния 
канала, времени жизни или амплитуды тока через 
одиночный канал. В настоящий момент неизвестно, 
на какой именно параметр тока одиночных кана-
лов влияет вещество CaCCinh-A01 при добавлении 
с внутриклеточной стороны мембраны.

Ранее мы зарегистрировали одиночные на-
тивные CaCC ANO6 в клетках HEK293 [14, 15]. 
В работе мы использовали эти каналы в качестве 
модельного объекта для изучения влияния приме-
нения CaCCinh-A01 с внутриклеточной стороны 
на активность эндогенных каналов CaCC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная культура. Работа была проведена на 
клетках линии HEK293 из коллекции Институ-
та цитологии РАН (Санкт-Петербург, Россия). 
Клетки культивировались на модифицированной 
Дульбекко среде Игла (DMEM) (Россия, ПанЭко) 
с добавлением 10% эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота, 1% пенициллина, 1% 
стрептомицина и 1% L-глутамина. Клетки пере-
севали на покровные стекла (3 × 3 мм) за 16–48 ч 
до проведения опытов.

Реактивы. Все используемые реактивы произ-
ведены Sigma Aldrich (США). CaCCinh-A01 разво-
дили в DMSO до концентрации 20 мМ, хранили 
при температуре –20oC. Через 3 мес хранения 
при –20oC действие блокатора на активность ка-
налов ANO6 снижалось, вероятно, в связи с де-
градацией блокатора.

Электрофизиологические измерения токов. Токи 
через одиночные каналы регистрировали методом 
локальной фиксации потенциала (patch-clamp) 
в конфигурации inside-out с использованием уси-
лителя Axopatch 200B (Axon Instruments, США). 
Оцифровку данных осуществляли при помощи 
АЦП-ЦАП Digidata 1322A (Axon Instruments, США) 
с частотой дискретизации 5 кГц. Сигнал обра-
батывали при помощи встроенного в усилитель 
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свойства одиночных каналов ANO6 в клетках HEK293 
[14]. Данный подход позволяет нам выявить меха-
низмы подавления интегрального тока блокатором.

Опыты проводили в конфигурации inside-out, 
активируя каналы CaCC ANO6 добавлением 10 
мкМ [Ca2+]i при фиксированном потенциале на 
мембране +40 мВ. При активации каналов ANO6 
мы добавляли 20 мкМ ингибитора CaCCinh-A01 
к внутриклеточной стороне мембраны (рис. 1а). 
Применение блокатора незначительно меняло 
вольт-амперные характеристики одиночных ка-
налов ANO6 (рис. 1б, [14]). Для оценки влияния 
блокатора CaCCinh-A01 на вероятность открытого 
состояния каналов CaCC мы рассчитывали NPo.

NPo каналов CaCC ANO6, активированных 10 мкМ 
[Ca2+]i, составляла 1.30 ± 0.59 (n = 5). После добавле-
ния 20 мкМ ингибитора CaCCinh-A01 значение NPo 
снижалось на 36% до 0.83 ± 0.51 (n = 5) (рис. 1в).

Полученные нами данные отличаются от дан-
ных, опубликованных группой Канцельманна [13]. 
Так, было показано, что CaCCinh-A01 подавлял 

активность каналов эффективнее, чем в нашем 
исследовании – примерно на 70%. Возможное 
отличие в полученных экспериментальных дан-
ных может быть связано как с выбором объекта 
исследований, так и с дизайном эксперимента. 
Группа Канцельманна использовала в качестве 
объекта клетки линии Jurkat и A549. Известно, что 
эффективность CaCCinh-A01 различается в разных 
клеточных линиях [16]. Кроме того, в своей работе 
авторы добавляли блокатор к внутриклеточной 
стороне мембраны только на несколько секунд, 
после чего блокатор отмывали, что приводило 
к восстановлению активности каналов [13]. Мы 
оценивали активность каналов на протяжении 
как минимум 30 с после добавления. Также мы 
использовали раствор с большей концентрацией 
ионов кальция, чем в работе группы Канцельманна.

Таким образом, мы показали, что в наших 
условиях применение блокатора CaCCinh-A01 
с внутриклеточной стороны мембраны приводит 
к снижению вероятности открытого состояния 
каналов ANO6 в клетках HEK293.

Рис. 1. Влияние CaCCinh-A01 на вероятность открытого состояния одиночных каналов ANO6 клеток HEK293. 
Для анализа использовали эксперименты, проведенные в конфигурации inside-out, при потенциале +40 мВ. а – 
Фрагмент записи тока через каналы CaCC ANO6 после добавления 10 мкМ [Ca2+]i и последующей аппликации 20 
мкМ CaCCinh-A01. Расширенные фрагменты записи токов и амплитудные гистограммы указаны под фрагментом 
записи тока. б – Вольт-амперная характеристика каналов CaCC ANO6 после добавления 20 мкМ CaCCinh-A01 
к внутриклеточной стороне мембраны. в – Вероятность открытого состояния каналов CaCC ANO6, активирован-
ных добавлением 10 мкМ [Ca2+]i, в интервалах 30 с непосредственно до (1, черные квадраты) и после применения 
CaCCinh-A01 (2, серые квадраты) (p < 0.05).
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Снижение вероятности открытого 
состояния каналов CaCC ANO6 при действии 
CaCCinh-A01 обусловлено уменьшением времени 

жизни открытого состояния каналов
Снижение вероятности открытого канала может 

быть обусловлено несколькими факторами: либо 
уменьшается время жизни канала, либо канал 
реже открывается. Для оценки влияния ингиби-
тора CaCCinh-A01 на время жизни каналов ANO6 
клеток HEK293 мы сравнивали время открытого 
состояния каналов на промежутках длительно-
стью 8 с до и сразу после добавления блокатора 
(рис. 2а, 2б).

Мы обнаружили, что добавление 20 мкМ 
CaCCinh-A01 уменьшает время жизни каналов 
CaCC ANO6, активированных 10 мкМ [Ca2+]i, на 
34% с 1.43 ± 0.33 мс (n = 4) до 0.94 ± 0.17 мс (n = 4, 
p < 0.05) (рис. 2в).

Снижение времени открытого состояния кана-
лов на 34% коррелировало с уменьшением веро-
ятности открытого состояния каналов (рис. 1в – 
снижение на 36%). Исходя из полученных данных, 
мы можем заключить, что CaCCinh-A01 снижает 
вероятность открытого состояния каналов ANO6 
при добавлении к внутриклеточной стороне мем-
браны, в первую очередь, за счет уменьшения вре-
мени жизни канала в открытом состоянии.

Ингибитор CaCCinh-A01 снижает амплитуду 
тока через одиночные каналы CaCC ANO6
Величина интегрального тока через плазма-

тическую мембрану зависит не только от веро-
ятности открытого состояния и времени жизни, 
но также и от амплитуды тока через каналы. Для 
оценки влияния CaCCinh-A01 на амплитуду тока 
через каналы ANO6 мы сравнили амплитуду тока 
через канал непосредственно перед добавлением 
и сразу после применения ингибитора в конфи-
гурации inside-out.

Амплитуда тока через каналы ANO6 при по-
тенциале +40 мВ, активированные аппликацией 
10 мкМ [Са2+]i, составляла 1.44 ± 0.22 пА (n = 4). 
После добавления ингибитора CaCCinh-A01 ам-
плитуда тока через каналы ANO6 уменьшилась 
на 10%, до 1.29 ± 0.18 пА (n = 4, p < 0.05) (рис. 3).

Таким образом, наши данные позволяют пред-
положить, что подавление интегрального тока 
через каналы ANO6 при воздействии ингибито-
ра связано как с уменьшением времени жизни 
каналов, что приводит к снижению вероятности 
их открытого состояния, так и с изменением ам-
плитуды тока через каналы.

Рис. 2. Влияние CaCCinh-A01 на время жизни открытого состояния одиночных каналов ANO6 клеток HEK293. 
Для анализа использовали эксперименты, проведенные в конфигурации inside-out, при потенциале +40 мВ. а – 
Фрагмент записи тока через одиночные CaCC ANO6, активированные 10 мкМ [Са2+]i. б – Фрагмент записи тока 
через одиночные CaCC ANO6 в присутствии 20 мкМ CaCCinh-A01. Соответствующие гистограммы времени жиз-
ни каналов приведены под фрагментами записи тока. в – Суммарный график, отражающий изменение времени 
жизни одиночных каналов CaCC ANO6 при добавлении 10 мкМ [Са2+]i (1, черные квадраты) и после последующей 
аппликации 20 мкМ CaCCinh-A01 (2, серые квадраты) (n = 4, p < 0.05).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы показали, что при воздействии блокатора 
CaCCinh-A01 с внутриклеточной стороны мембра-
ны клеток HEK293 происходит уменьшение тока 
через каналы ANO6 за счет уменьшения времени 
жизни открытого состояния и амплитуды тока 
через каналы. В свою очередь, уменьшение вре-
мени жизни каналов ANO6 ведет к снижению их 
вероятности открытого состояния. Полученные 
данные объясняют механизмы действия блокатора 
на каналы ANO6.
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The Mechanism of Calcium-Activated Chloride ANO6 Channel Inhibition 
by CaCCinh-A01
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Proteins of the anoctamine family (ANO) form calcium-activated chloride channels (CaCC) and 
phospholilpid scramblases. The ANO6 (TMEM16F) protein, which combines the functions of a calcium-
dependent scramblase and those of an ion channel, is considered as a molecular target for the treatment 
of blood clotting disorders, COVID-19-associated pneumonia, neurodegenerative diseases, and other 
pathologies. CaCCinh-A01, which is a channel blocker of the ANO family, is studied as a potential 
pharmacological drug. Previously, the effect of this inhibitor was studied using methods representing the 
integral ion current through the membrane, which does not allow the properties of single channels to be 
distinguished. Therefore, it remains unknown which characteristics of single channels are sensitive to the 
blocker: channel open probability, the current amplitude, or the dwelling time of the channel open state. 
By registration of single ANO6 channels in HEK293 cells, we showed that the action of the inhibitor 
is due to a decrease in both the current amplitude and the open state dwelling time of single ANO6 
channels, which, in turn, leads to a decrease in their open state probability. Thus, we have characterized 
the mechanism of current reduction through ANO6 channels by the inhibitor CaCCinh A01.

Keywords:  CaCCinh-A01, calcium-activated chloride channels (CaCC), ANO6 (TMEM16F), patch-
clamp, single-channel recording, HEK293 cells
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Одним из факторов риска при инфекции, вызванной SARS-CoV-2, является гиперактивация си-
стемы комплемента, которая может приводить к активации и повреждению эндотелия, тромбозу 
и, в ряде тяжелых случаев, развитию полиорганной недостаточности. Методом количественной 
иммуноцитохимии мы исследовали опсонизацию факторами комплемента С3/С3b эндотелиаль-
ных клеток пупочной вены человека (HUVEC) при воздействии на них плазмы крови пациентов 
с подтвержденным диагнозом COVID-19, чтобы оценить возможность использования данного 
подхода к изучению состояния системы комплемента при COVID-19 ex vivo. Для этих целей были 
использованы FITC-меченые антитела, специфичные к С3с домену факторов С3/С3b. В качестве 
параметров для оценки связывания С3/С3b с клетками были выбраны интегральная интенсив-
ность регистрируемой флуоресценции и число С3/С3b- иммунопозитивных структур. Мы пока-
зали, что при инкубации HUVEC с плазмой больных общее число C3/C3b-иммунопозитивных 
структур, регистрируемых на мембране этих клеток, в 5.8±2.8 раз (mean ± SD, p < 0.001) выше, 
чем при воздействии плазмы здоровых людей. При этом интегральная интенсивность флуорес-
ценции возрастала в 6.3±3.2 раз (mean ± SD, p ≤ 0.0001) по сравнению с контролем. Площадь 
иммунопозитивных структур, регистрируемых после воздействия на клетки плазмы здоровых 
доноров и больных COVID-19 и выбранных для анализа, составляла от 2.2 до 70 мкм2. Иммуно-
позитивные частицы площадью 2.2–10.9 мкм2 после инкубации с плазмой больных COVID-19 
имели более вытянутую форму в сравнении с контролем. Среднее число частиц на клетку состав-
ляло в контроле 0.49 ± 0.06 (mean±SD, n = 6), при инкубации с плазмой больных 2.4 ± 0.4 (mean 
± SD, n = 13 р < 0.001). Анализ распределения частиц по площади показал, что наиболее выра-
женные отличия в количестве C3/C3b-иммунопозитивных структур в сравнении с контролем 
наблюдались среди крупных частиц. Таким образом, мы показали рост уровня опсонизации эн-
дотелиальных клеток факторами комплемента С3/С3b в присутствии плазмы больных COVID-19 
в сравнении с контрольной плазмой. Прирост обусловлен увеличением числа C3/C3b-иммуно-
позитивных структур, в большей степени крупных. Мы предполагаем, что разработанный нами 
подход позволит исследовать роль системы комплемента в повреждении клеток эндотелия сосудов 
у больных COVID-19 на модели ex vivo, а также оценивать уровень активации комплемента в 
плазме больных и эффективность их лечения.

Ключевые слова: комплемент, эндотелиальные клетки, COVID-19, фактор С3, мембраноатаку-
ющий комплекс
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ВВЕДЕНИЕ

Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) 
появилась в 2019 г. в КНР в г. Ухане и в кратчайшие 
сроки распространилась по всему миру. В первые 
два года пандемии общее количество заболев-
ших превысило 700 млн человек, и смертность 
составила 2–3% (https://covid19.who.int/). Борьба 
с этим заболеванием прежде всего была направле-
на на разработку вакцин. С их помощью удалось 
устранить вал заболеваемости и смертности. За-
болеваемость была стабилизирована на низком 
уровне, однако полностью справиться с этим ин-
фекционным заболеванием не удается. Смертность 
в настоящее время от коронавирусной инфекции 
остается достаточно высокой и доходит до 0.5–1%. 
Созданные вакцины оказываются неэффектив-
ными по отношению к новым штаммам вируса 
SARS-CoV-2.

Параллельно с разработкой методов прямой 
защиты от вируса проводятся исследования па-
тогенетических механизмов данного заболевания. 
Одним из критических моментов прогрессиро-
вания COVID-19 является цитокиновый шторм, 
сопровождающийся гиперактивацией компле-
мента [1]. Комплемент – это врожденная система 
иммунной защиты организма, включающая более 
30 белковых факторов [2]. При нормальной работе 
основная функция системы комплемента заклю-
чается в инактивации и удалении чужеродных 
биологических объектов и собственных отмираю-
щих клеток. В случае же гиперактивации объектом 
атаки становятся нормальные клетки организма. 
К числу первых мишеней относится эндотелий 
сосудов. Его повреждение приводит к активации 
системы свертывания крови, секреции фактора 
Виллебранда, тромбозу микрососудов и в тяже-
лых случаях к полиорганной недостаточности 
и смерти больного. Этот патологический процесс 
описан при гемолитико-уремическом синдроме – 
заболевании, вызванном врожденными и приоб-
ретенными дефектами системы комплемента [3].

Многочисленные исследования пациентов 
с COVID-19 подтвердили, что нарушение регу-
ляции комплемента является одним из основных, 
если не главным, патогенетическим фактором это-
го заболевания [4, 5]. По этой причине определение 
функциональной активности системы комплемен-
та у больных может иметь важное значение как для 
более детальной оценки их состояния и подбора 
терапии, так и для прогнозирования течения бо-
лезни. Для оценки активности комплемента про-
водится определение ряда параметров: литической 
активности С5, концентраций фактора С3, ана-
филактических пептидов С3а и С5а, содержания 

в плазме мембраноатакующего комплекса (МАК). 
В состав МАК входят факторы комплемента C5b, 
C6, C7, C8 и С9, поэтому его также обозначают 
аббревиатурой C5b-9. Встраиваясь в мембрану ми-
кроорганизмов и поврежденных клеток организма, 
МАК формирует пору, проницаемую для ионов, 
воды и небольших молекул. Уровень растворенного 
в плазме МАК косвенно отражает его количество на 
поверхности инородных объектов (в данном случае 
на липидной оболочке вируса SARS-CoV-2) и на 
мембране собственных клеток организма.

В настоящей работе для оценки активности 
системы комплемента в плазме крови больных 
COVID-19 был применен уже использованный 
нами ранее подход [6], позволяющий непосред-
ственно исследовать процесс формирования МАК 
на поверхности эндотелиальных клеток. Для этого 
в экспериментах ex vivo эндотелиальные клетки 
(ЭК) из пупочной вены человека (HUVEC – hu-
man umbilical vein endothelial cells) инкубировали 
с плазмой пациентов, больных COVID-19, либо 
с плазмой здоровых людей. Известно, что при 
всех путях активации комплемента к поверхно-
сти атакуемого объекта присоединяется ключе-
вой компонент каскада протеолитических реак-
ций – фактор С3b [2]. Ковалентное связывание 
его с мембраной запускает финальную фазу акти-
вации системы комплемента – протеолиз факто-
ра С5 и формирование МАК. Для визуализации 
связанного с мембраной HUVEC фактора С3b 
были использованы конъюгированные с флуо-
ресцеином антитела, специфичные к фактору С3 
и к его активированной форме С3b. Мы показали, 
что при инкубации HUVEC с плазмой больных 
сорбция C3/C3b на мембране многократно выше, 
чем при инкубации с плазмой здоровых людей. 
Таким образом, наши результаты показывают, что, 
во-первых, при коронавирусной инфекции резко 
усиливается активация комплемента на ЭК кро-
веносных сосудов. Во-вторых, используя данный 
метод оценки состояния системы комплемента ex 
vivo, можно непосредственно определять, каково 
повреждающее действие комплемента на сосуды 
у каждого конкретного больного и какова эффек-
тивность проводимого лечения и применяемых 
лекарственных препаратов. Также данная модель 
может быть использована для исследований пато-
генетических механизмов повреждения эндотелия 
сосудов при COVID-19.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для исследования были выбраны пациенты, 
проходящие лечение в стационаре и отделении 
реанимации и интенсивной терапии (ОРИТ). 
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Критериями отбора были наличие подтвержденной 
методами полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
и иммуноферментного анализа (ИФА) инфекции 
SARS-CoV-2 и вирусной пневмонии, подтверж-
денной компьютерной томографией (КТ). Плаз-
му получали из крови, взятой из локтевой вены 
с антикоагулянтом, содержащим цитрат натрия.

HUVEC выделяли согласно методу, описанному 
ранее [7]. Клетки выращивали в покрытых желати-
ном пластиковых флаконах в среде М199 с солями 
Эрла и 20 мМ HEPES, содержащей 20% фетальной 
телячьей сыворотки (Invitrogen, США). К среде 
добавляли фактор роста эндотелия (300 мкг/мл), 
выделенный из мозга кролика, 100 мкг/мл гепарина 
и смесь антибиотиков (пенициллин со стрептоми-
цином). Использовали клетки ранних пассажей. 
Для пассирования HUVEC применяли аккутазу® 
(Sigma-Aldrich, США).

Для определения связывания фактора С3b 
с клетками их пересаживали в 48-луночный план-
шет. HUVEC трижды отмывали от среды роста фи-
зиологическим солевым раствором (ФСР, pH 7.4), 
содержащим NaCl (145 мМ), KCl (5 мМ), HEPES 
(5 мМ), MgCl2 (1 мМ), СaCl2 (1.2 мМ), глюкозу 
(10 мМ). Далее HUVEC инкубировали 10 мин при 
комнатной температуре в присутствии 100 мкМ 
ADP, трижды отмывали ФСР и инкубировали 
4 ч с плазмой крови, смешанной с ФСР в соот-
ношении 1:2 при 35℃. После инкубации клетки 
отмывали холодным фосфатным солевым буфером 
(PBS – phosphate buffered saline) и фиксировали 
холодным 3% параформальдегидом в течение 25 
мин. Клетки отмывали 3 раза раствором PBS, ин-
кубировали 45 мин с 2% раствором бычьего сыво-
роточного альбумина в PBS и далее в течение ночи 
инкубировали при 4оС с разведенными в 100 раз 
поликлональными FITC-конъюгированными 
антителами, специфичными к С3с-фрагменту 
фактора С3 и C3b и не связывающимися с С3а 
(DAKO, F0201) [8]. Затем клетки отмывали 3 раза 
PBS и инкубировали в растворе ядерного красите-
ля Hoechst 33342 в PBS (2 мкг/мл) 15 мин при 35оC. 
Несвязавшийся краситель отмывали 3 раза PBS. 
Препараты анализировали с помощью флуорес-
центного микроскопа Leica DMI 6000 (Leica, Гер-
мания) с использованием объектива ×10, диодного 
осветителя с длиной волны 488нм и флуоресцентно-
го фильтра L5 ET (Leica, Германия), оснащенного 
камерой. С центрального участка каждой лун-
ки получали 16 снимков не перекрывающих друг 
друга микроскопических полей площадью 1.4 мм2. 
Анализ снимков проводили с использованием 
компьютерной программы Cell Profiler. В рамках 
анализа производилось определение интеграль-
ной интенсивности флуоресценции, числа ядер 

и С3/ С3b-иммунопозитивных частиц площадью 
2.2–70  мкм2, минимального и максимального ди-
аметра Ферета регистрируемых С3/С3b-иммуно-
позитивных частиц. Форму иммунопозитивных 
частиц оценивали по отношению максимального 
диаметра Ферета к минимальному.

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программ Excel 10 и MedCalc 
14.8.1. Каждое значение представляет собой сред-
нее 6 независимых измерений ± стандартное 
отклонение.

Для проверки выборок на нормальность рас-
пределения использовали W-тест Шапиро–Уилка 
(уровень значимости >0.05).

Достоверность различий уровня опсонизации 
С3, а также количества ядер в поле зрения после 
инкубации клеток с плазмой крови здоровых до-
норов и больных COVID-19 (рис. 1) оценивали 
согласно t-критерию Стьюдента для независимых 
выборок, а также однофакторного параметриче-
ского дисперсионного анализа ANOVA.

Среднее число (N) иммунопозитивных структур 
заданного диапазона размеров и среднее значение 
интегральной интенсивности флуоресценции, 
полученные с 16 независимых случайных сним-
ков, сравнивалось между опытной и контрольной 
группами при помощи t-критерия Стьюдента для 
независимых выборок.

Достоверность различий формы С3/С3b-имму-
нопозитивных структур (dFmax/dFmin) среди частиц 
одного размера (мкм2) между контролем и опытом 
(рис. 3) оценивали согласно t-критерию Стьюдента 
для независимых выборок.

Наличие корреляции между интегральной интен-
сивностью флуоресценции и числом выявляемых 
C3/C3b-иммунопозитивных структур проверялась 
путем расчета коэффициента корреляции Пирсона.

Значения p менее 0.05 считались статистически 
значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследований была выбрана группа боль-
ных возрастом от 32 до 81 года с установленным 
диагнозом COVID-19, отягощенным вирусной 
пневмонией и нефрологической патологией разной 
степени тяжести. Данные о больных представлены 
в табл. 1. В качестве контроля была использована 
плазма от 6 здоровых добровольцев в возрасте от 
22 до 68 лет.

За основу теста для определения активности 
комплемента нами был взят подход, разработан-
ный Noris с соавторами [9] для анализа активности 
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системы комплемента в плазме больных атипич-
ным гемолитико-уремическим синдромом (аГУС) 
с некоторыми изменениями [6]. В экспериметах 
исследователей активность системы комплемента 
в плазме крови оценивали по уровню связывания 
C3/C3b с ЭК микрососудов человека (HMEC). 
Вместо культуры иммортализованных клеток 
HMEC-1, которые по ряду свойств (скорости роста, 
чувствительности к плазме) отличаются от натив-
ных эндотелиальных клеток, нами была выбрана 
первичная культура эндотелиальных клеток пупоч-
ной вены человека HUVEC. Опсонизацию клеток 
фактором С3/C3b оценивали двумя способами: по 
интегральной интенсивности флуоресценции и по 
количеству С3/C3b-иммунопозитивных частиц 
в мозаичном кадре.

Предварительно нами был проведен анализ 
динамики накопления С3/С3b на поверхности 
клеток HUVEC во время их инкубации с плазмой 
здоровых доноров и больных COVID-19 в течение 
4 ч. Клетки отмывали от плазмы и фиксирова-
ли через 15 мин, 30 мин, 1, 2, 3 и 4 ч после нача-
ла инкубации с раствором плазмы. Выраженные 
различия в опсонизации клеток HUVEC С3/С3b 
наблюдались уже на 3 ч инкубации и сохранялись 
без значительных изменений вплоть до 4 ч (дан-
ные не представлены). В дальнейшем инкубация 
клеток с плазмой здоровых доноров и больных 
COVID-19 проводилась 4 ч при 37оC.

После инкубации с раствором плазмы в ФСР 
клетки фиксировали, окрашивали и определяли 
интегральную интенсивность флуоресценции, 
как это ранее предлагалось Noris с соавторами 
[9], и число окрашенных антителами к С3/С3b 
структур на клетку. Сравнение опсонизации клеток 
HUVEC фактором комплемента C3/C3b показало, 
что после инкубации клеток с плазмой больных 
COVID-19 (n = 13) количество C3/C3b-иммуно-
позитивных структур возрастало в 5.76±2.79 раз 
(mean ± SD, p < 0.001) по сравнению с контроль-
ной плазмой (n = 6) (табл. 1, рис. 1). Среднее число 
частиц на клетку составляло в контроле 0.49+0.06 
(mean±SD, n = 6), при инкубации с плазмой боль-
ных 2.4±0.4 (mean±SD, n = 13 р < 0.001). Регистри-
руемая интегральная интенсивность флуоресцент-
ного сигнала с антител к С3/С3b после инкубации 
с плазмой больных возрастала в 6.31±3.18 раз (mean 
± SD, p < 0.001) в сравнении с контрольной плаз-
мой (табл. 1). Сопоставление полученных данных 
показало практически полную положительную 
линейную корреляцию между числом С3/ С3b-им-
мунопозитивных структур и интегральной интен-
сивностью флуоресценции (r = 0.985). Из этих 
данных следует, что рост интегральной интенсив-
ности флуоресценции обусловлен увеличением 

количества C3/ C3b-иммунопозитивных структур. 
Подсчет ядер относительно площади сканирования 
не выявил различий в количестве клеток, инкуби-
ровавшихся с плазмой здоровых доноров (254±4.1; 
mean±SD) и плазмой больных COVID-19 (255±2.2; 
mean±SD). Таким образом, можно говорить о том, 
что наблюдаемая разница в связывании С3/С3b не 
была обусловлена гибелью клеток (табл. 1, рис. 1).

Разница в опсонизации клеток HUVEC С3/С3b 
при их инкубации с плазмой здоровых доноров 
и больных COVID-19 может отражать более вы-
сокий уровень активности системы комплемента 
у больных. При этом в основе связывания клетка-
ми С3/С3b из плазмы больных может лежать сразу 
несколько механизмов. Следуя рекомендациям, 
данным Noris с соавторами [9] в описании пред-
лагаемого ими подхода для оценки активности 
системы комплемента в плазме крови, мы также 
проводили предварительную активацию эндоте-
лиальных клеток ADP. Эти авторы показали, что 
предварительная инкубация клеток с ADP вы-
зывает экспонирование на их поверхности P-се-
лектина. Р-селектин синтезируется в эндотели-
альных клетках, накапливается в специальных 
гранулах – тельцах Вейбеля–Паладе – и в случае 
повреждения тканей, развития воспаления и ак-
тивации эндотелия экспонируется на клеточной 
поверхности, обеспечивая адгезию лейкоцитов 
[10]. P-селектин способен связывать С3b, обеспе-
чивая сборку С3-конвертазы альтернативного пути 
системы комплемента [10, 11]. Можно предполо-
жить, что преинкубация клеток HUVEC с ADP 
также вызывает экспонирование P-селектина на 
их поверхности, делая их восприимчивыми к С3b. 
В этом случае разница в связывании C3/C3b обу-
словлена различиями в концентрации активной 
формы С3b в плазме здоровых доноров и больных 
COVID-19. Но также необходимо отметить, что 
в плазме больных коронавирусной инфекцией со-
держится целый комплекс факторов, которые могут 
стимулировать экспонирование P-селектина на 
поверхности эндотелиальных клеток. Их стимули-
рующая экспонирование P-cелектина активность 
может быть выше, чем у ADP. В этой роли могут 
выступать тромбин, гистамин, анафилотоксины 
и провоспалительные цитокины. Ранее было пока-
зано, что тромбин, гистамин, анафилотоксин С5a, 
провоспалительные цитокины IL-3, IL-4, TNFα 
могут активировать эндотелиальные клетки, вы-
зывая экспонирование на их поверхности молекул 
P-селектина [12–17]. В свою очередь, клиниче-
ские исследования показали рост уровня данных 
факторов в плазме больных на фоне заболевания 
COVID-19. Был отмечен рост уровня гистамина, 
как и других медиаторов воспаления, в плазме 
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больных COVID-19 [18]. Есть данные о том, что 
прием блокатора H2-рецепторов гистамина фо-
матидина больными COVID-19 сопровождался 
достоверным снижением риска развития тром-
ботических осложнений и более легким течением 
данного заболевания [18]. Нами, в свою очередь, 
показано, что гистамин увеличивает связывание 
C3/C3b с HUVEC при инкубации их с плазмой здо-
ровых людей [6]. Эти данные свидетельствуют об 
активной роли гистамина в патогенезе инфекции, 
вызванной SARS-CoV-2. Также течение COVID-19 
сопровождается активацией системы свертыва-
ния крови, продуктом функциональной актив-
ности которой является тромбин [19]. У больных 
COVID-19 отмечается существенный рост эндо-
генного тромбинового потенциала [20]. Наконец, 
в процессе исследования роли провоспалительных 

цитокинов в патогенезе COVID-19 был отмечен 
рост уровня IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL-10 и TNFα у больных COVID-19 и установлена 
корелляция между уровнем IL-1β, IL-3, IL-6, IL-8, 
TNFα и тяжестью заболевания [21–24]. Можно 
предположить, что перечисленные выше факторы 
могут усиливать экспонирование P-селектина на 
поверхности клеток HUVEC, создавая тем самым 
дополнительные сайты связывания C3b при дей-
ствии плазмы больных COVID-19 на клетки.

Помимо P-селектина связывание C3/C3b клет-
ками HUVEC может быть опосредовано другими 
белками. В качестве такого белка может выступать 
фактор Виллебранда [25]. Этот сложный гликопро-
теин синтезируется эндотелиальными клетками 
и, так же как P-селектин, накапливается в тельцах 

Таблица 1. Связывание С3/С3b клетками HUVEC: влияние плазмы крови больных COVID-19

Паци-
енты Возраст

Стацио-
нар – 1, 
ОРИТ – 

2

Пнев-
мония, 

КТ

Среднее 
число 
ядер 

в поле 
зрения

Среднее 
число 

структур 
С3/C3b 

на клетку

Средняя 
интегральная 

интенсивность 
флуоресценции, 

ОЕФ

Связывание С3, % от контроля

Количество 
С3/С3b 

структур, %

Интег-
ральная 

интенсив-
ность 

флуорес-
ценции, %

1 81 2 3 243±9 2.2±0.3 16611±3962 453±71 321±78
2 50 1 1 244±7 4.2±0.3 49244±11623 861±108 953±227
3 60 1 2 252±5 1.1±0.1 14433±3477 229±30 279±68
4 68 2 3 251±6 5±0.3 53588±1660 1016±125 1037±34
5 60 1 2 258±4 2.6±0.1 33336±4126 528±57 645±81
6 61 1 2 253±2 3±0.2 35648±5122 620±74 690±100
7 37 1 3 259±7 4.7±0.3 57797±4216 955±119 1118±84
8 32 1 2 264±1 3.4±0.4 43897±5796 699±108 850±113
9 37 1 3 262±7 2.1±0.1 26279±2472 437±48 509±48

10 75 1 1 251±3 1.2±0.1 12439±1654 251±37 241±32
11 58 1 3 267±7 0.5±0.1 6681±2636 104±13 129±51
12 40 1 2 262±9 3.3±0.2 39562±993 665±83 766±20
13 52 1 1 247±10 3.3±0.2 33493±3001 667±81 648±59

Пациенты,
cреднее 54 - - 254±4 2.8±0.4*** 32539±16439*** 576±279*** 631±318***

Контроль
1 23 - - 249±4 0.5±0.01 5110±1384 98±10 99±27
2 24 - - 264±3 0.5±0.02 5373±1871 104±12 104±36
3 19 - - 262±1 0.36±0.02 4372±248 74±9 85±4
4 69 - - 259±9 0.65±0.07 6650±1680 132±19 129±32
5 39 - - 251±3 0.34±0.01 3679±337 69±8 71±7
6 34 - - 237±6 0.62±0.04 5759±1350 126±15 111±27

Контроль,
cреднее 34 - - 255±2 0.49±0.13 5158±1045 100 100

Примечание. ОРИТ – отделение реанимации и интенсивной терапии. КТ – степень поражения легких, опреде-
ляемая на основании компьютерной томограммы. ***р < 0.001.
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Вейбеля–Паладе. В процессе секреции фактор 
Виллебранда подобно Р-селектину экспонируется 
на поверхности ЭК. Перед поступлением в кро-
веносное русло он подвергается расщеплению 
специальным ферментом – металлопротеиназой 
ADAMTS13 на мультимеры различной молеку-
лярной массы. Фактор Виллебранда выполня-
ет две важные функции в системе гемостаза. Он 
обеспечивает связывание тромбоцитов в месте 
повреждения сосуда и формирование тромбоци-
тарного тромба, а также является носителем фак-
тора VIII, защищая его от инактивации. Фактор 
Виллебранда взаимодействует с C3b через три 
своих домена типа A (A1, A2, A3) и инициирует 
активацию альтернативного пути системы ком-
племента, однако сборка активной C5-конвер-
тазы и образование МАК происходят только на 
домене A2 [25]. Приводимые в литературе данные 
говорят о повышенной секреции клетками эндо-
телия фактора Виллебранда при COVID-19 [26]. 
Поскольку фактор Виллебранда имеет с P-селек-
тином общие гранулы депонирования – тельца 
Вейбеля–Паладе, его секреция может запускаться 
теми же факторами. Показано, что тромбин, ги-
стамин, анафилотоксин C5a и IL-6 стимулируют 
секрецию фактора Виллебранда [27–30]. При этом 
важно отметить, что активаторы ЭК стимулируют 

экспонирование P-селектина и секрецию фактора 
Виллебранда с разной эффективностью. В част-
ности, это связано со способностью дифферен-
циально запускать экзоцитоз разных популяций 
телец Вейбеля–Паладе. Так, гистамин, в отличие 
от тромбина, активирует экзоцитоз телец Вей-
беля–Паладе, содержащих P-cелектин и фактор 
Виллебранда, одновременно запуская переме-
щение субпопуляции телец Вейбеля–Паладе, не 
содержащих P-селектин, в центр организации 
микротрубочек [31]. В свою очередь, стабили-
зация связавшегося с P-селектином и фактором 
Виллебранда С3b, источником которого, по всей 
видимости, является плазма, и локальная актива-
ция альтернативного пути системы комплемента 
приводят к образованию и накоплению нового 
С3b, амплификации сигнала и увеличению реги-
стрируемых различий.

Наконец, C3b способен образовывать стабиль-
ные комплексы с другими компонентами плаз-
матических мембран, в том числе с зимозаном 
[32]. Данные комплексы, по-видимому, являются 
результатом гидрофобного взаимодействия и ко-
валентного связывания [32].

Таким образом, наблюдаемые нами отличия 
в связывании C3b клетками HUVEC при их ин-
кубации с плазмой здоровых доноров и больных 

Рис. 1. Связывание С3/С3b клетками HUVEC под воздействием плазмы крови здоровых доноров и больных 
COVID-19. а – Окрашивание клеток антителами к С3/С3b и ядерным красителем Hoechst 33258 после инкуба-
ции с плазмой крови здоровых доноров; б – окрашивание клеток антителами к С3/С3b и ядерным красителем 
Hoechst 33258 после инкубации с плазмой крови больных COVID-1; в – количество ядер в поле зрения после инку-
бации клеток с плазмой крови здоровых доноров и больных COVID-19 (p ≥ 0.8); г – среднее количество С3/ С3b-им-
мунопозитивных частиц на ядро в культуре клеток HUVEC после инкубации с плазмой крови здоровых доноров 
и больных COVID-19 (***p < 0.001).
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COVID-19 могут быть обусловлены как различи-
ями в его концентрации, так и воздействием на 
клетки HUVEC целого комплекса активных био-
логических веществ, присутствующих в высоких 
концентрациях в плазме крови больных.

Также нами были проанализированы разме-
ры и форма С3/С3b-иммунопозитивных частиц, 
выявляемых после инкубации клеток с плазмой 
здоровых доноров и больных COVID-19. Выяв-
ляемые при анализе иммунопозитивные части-
цы имели разный размер. Площадь частиц ва-
рьировала от 2.2 до 72.5 мкм2. Все частицы были 
распределены на группы согласно их площади. 
Видно, что количество частиц малого размера 
значительно превышало число крупных частиц. 
После инкубации HUVEC с плазмой больных 
количество иммунопозитивных частиц выше для 
всех представленных размеров (рис. 2), однако 
различия в группах, включающих небольшие ча-
стицы площадью 2.2–11 мкм2, были менее выра-
жены в сравнении с группами больших размеров. 
Для объяснения этого можно предположить, что 
гиперактивация системы комплемента в плазме 
больных COVID-19 приводит к локальной гене-
рации С3b на мембране, следствием чего является 
образование на поверхности клеток более крупных 
иммунопозитивных частиц.

Для оценки формы нами было использова-
но отношение максимального диаметра Ферета 
к минимальному, или, иными словами, отноше-
ние условной длины к условной ширине объекта, 
имеющего неправильную форму. Было установ-
лено, что иммунопозитивные частицы разного 
размера, регистрируемые в культуре клеток после 
инкубации с плазмой больных и здоровых, раз-
личались по форме (рис. 3). Иммунопозитивные 
частицы площадью 2.2–11 мкм2, образующиеся на 
поверхности HUVEC после инкубации с плазмой 

больных COVID-19, имели более вытянутую форму 
в сравнении с контролем.

Причины выявленной нами гетерогенности 
С3/C3b-иммунопозитивных структур остаются 
невыясненными. Можно предположить, что вы-
явленные различия в форме малых частиц обу-
словлены влиянием плазмы больных на экспо-
нирование дополнительных участков связывания 
C3/C3b и разной локальной активностью систе-
мы комплемента. Так, как уже отмечалось выше, 
в плазме больных COVID-19 повышена концентра-
ция веществ, стимулирующих секрецию фактора 
Виллебранда. Фактор Виллебранда представляет 
собой набор мультимеров разной длины, которая 
определяет их емкость связывания C3b. При этом 
мультимеры фактора Виллебранда в сравнении 
с P-селектином способны связать больше молекул 
C3b и создать больше сайтов активации альтер-
нативного пути комплемента. При связывании 
C3b с гипермультимерами фактора Виллебранда 
возможно формирование иммунопозитивных ча-
стиц вытянутой формы. Помимо присоединения 
к нормальным клеткам, С3b может связываться 
с апоптотическими и некротическими клетками 
и их фрагментами, что необходимо для ускорения 
их фагоцитоза [33]. Как уже было отмечено, мы не 
выявили различий в плотности ядер в культурах 
клеток, подвергшихся воздействию плазмы здо-
ровых доноров и больных COVID-19. Косвенно 
это говорит о том, что плазма больных не привела 
к значимому снижению жизнеспособности клеток 
и их гибели. С другой стороны, нельзя исключить, 
что данный процесс мог быть запущен, но не успел 
вступить в активную фазу в отведенный нами на 
инкубацию период времени.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы установили, что клетки HUVEC способны 
связывать C3/C3b при взаимодействии с плазмой 

Рис. 2. Распределение C3/C3b-иммунопозитивных структур по количеству и площади в культуре клеток HUVEC по-
сле инкубации с плазмой здоровых доноров и больных COVID-19. N – среднее число иммунопозитивных структур за-
данного диапазона размеров в сканируемом поле зрения, полученное с 12 независимых случайных кадров (p ≤ 0.001).
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крови человека. Количество связавшегося C3/C3b 
с мембраной клеток при их контакте с плазмой 
крови больных COVID-19 была в несколько раз 
выше, чем при контакте с плазмой здоровых доно-
ров. Полученные нами данные говорят о том, что 
связывание С3/С3b на поверхности клеток HUVEC 
может отражать уровень активности системы ком-
племента в плазме. Мы предполагаем, что этот 
подход может найти свое применение как способ 
комплексной оценки активности комплемента 
и его повреждающего воздействия на эндотелий 
при COVID-19 и других вирусных заболеваниях, 
сопровождаемых гиперактивацией комплемента 
и развитием тромботических микроангиопатий.
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One of the risk factors for infection caused by SARS-CoV-2 is hyperactivation of the complement system, 
which can lead to activation and damage to the endothelium, thrombosis and, in some severe cases, 
the development of multiple organ failure. Using quantitative immunohistochemistry, we studied the 
opsonization of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) by complement factors C3/C3b when 
exposed to blood plasma from patients with a confirmed diagnosis of COVID-19 in order to evaluate the 
possibility of using this approach to study the state of the complement system in COVID-19 ex vivo. For 
these purposes, FITC-labeled antibodies specific to the C3c domain of factors C3/C3b were used. The 
integral intensity of the recorded fluorescence and the number of C3/C3b-immunopositive structures were 
chosen as parameters for assessing the binding of C3/C3b to cells. We have shown that when HUVEC 
are incubated with plasma from patients, the total number of C3/C3b-immunopositive structures recorded 
on the membrane of these cells is 5.8 ± 2.8 times (mean ± SD, p < 0.001) higher than when exposed to 
plasma from healthy people. In this case, the integrated fluorescence intensity increased by 6.3 ± 3.2 times 
(mean ± SD, p ≤ 0.0001) compared to the control. The area of immunopositive structures recorded after 
exposure to plasma cells from healthy donors and patients with COVID-19 and selected for analysis ranged 
from 2.2 to 70 μm². Immunopositive particles with an area of 2.2–10.9 μm² after incubation with plasma of 
COVID-19 patients had a more elongated shape compared to controls. The average number of particles per 
cell was 0.49 ± 0.06 (mean ± SD, n = 6) in the control, and 2.4 ± 0.4 (mean ± SD, n = 13, p < 0.001) during 
incubation with patient plasma. Analysis of particle area distribution showed that the most pronounced 
differences in the number of C3/C3b-immunopositive structures compared to the control were observed 
among large particles. Thus, we showed an increase in the level of opsonization of endothelial cells by 
complement factors C3/C3b in the presence of plasma from COVID-19 patients in comparison with control 
plasma. The increase is due to an increase in the number of C3/C3b-immunopositive structures, mostly large 
ones. We assume that the proposed approach will allow us to study the role of the complement system in 
damage to vascular endothelial cells in patients with COVID-19 using an ex vivo model, as well as to evaluate 
the level of complement activation in the plasma of patients and the effectiveness of their treatment.

Keywords:  complement system, endothelial cells, COVID-19, factor C3, membrane attack complex
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He-Ne-ЛАЗЕРА НА СОСТАВ И СОДЕРЖАНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ 

И СТЕРИНОВ В ТКАНЯХ КАЛЛУСОВ ПШЕНИЦЫ Тriticum aestivum L.
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Методами хроматомасс-спектрометрии и тонкослойной хроматографии изучено влияние об-
лучения светом He-Ne-лазера на состав и содержание компонентов клеточных мембран в кал-
лусных тканях пшеницы: фосфолипидов (ФЛ) и стеринов. Показано, что облучение каллусов 
светом лазера в дозе 3.6 Дж/см2 приводило к значительным изменениям в содержании этих ком-
понентов. Так, содержание фосфатидилинозита увеличилось в облученных каллусах в 8 раз, фос-
фатидилэтоноламина в 2 раза, содержание фосфатидной кислоты снизилось на 20% от суммы 
ФЛ. Для стеринов установлено, что наиболее существенные изменения облучение вызвало в со-
держании доминирующего в растениях β-ситостерина (увеличение с 1453±170 мкг/г сухого веса 
в необлученном контроле до 2001±111 мкг/г сухого веса через час после воздействия) и за счет 
этого в суммарном содержании стеринов. Анализ полученных результатов позволяет предполо-
жить, что ФЛ и стерины, в первую очередь те, для которых известны регуляторные и сигнальные 
функции, участвуют в реакции растительной ткани на воздействие низкоинтенсивным лазерным 
излучением He-Ne-лазера. Это участие реализуется как стрессовый (неспецифический) ответ на 
интенсивное излучение.

Ключевые слова: фосфолипиды, стерины, He-Ne-лазер, культура ткани, Triticum aestivum L. 
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ВВЕДЕНИЕ

Свет является одним из важнейших факторов 
окружающей среды, определяющих рост, развитие 
и метаболизм растений как в целом растении, так 
и в культуре растительной ткани [1–7]. Наличие 
или отсутствие света, его количество и качество, 
а также периодичность освещения является од-
ним из важнейших факторов, определяющих ме-
таболизм культуры растительной ткани на всех 
стадиях ее развития. Поэтому изучение влияния 
такого источника света, как низкоинтенсивное 
лазерное излучение (НИЛИ) на растения, инте-
ресны как с практической, так и с теоретической 
точек зрения. Важными направлениями таких 
исследований являются количественная оценка 
эффективности воздействия НИЛИ на процессы 
каллусогенеза, морфогенеза и последующей реге-
нерации растения, а также изучение качествен-
ных и количественных биохимических изменений 

в культивируемой ткани, вызванных облучением. 
В отличие от естественного (рассеянного) света 
и излучения светодиодных ламп, широко исполь-
зуемых в агрокультуре, свет лазера является коге-
рентным, монохроматическим, поляризованным 
и узконаправленным. Хотя механизмы влияния 
НИЛИ на растения все еще остаются предметом 
дискуссии, оно достаточно широко используется 
(в настоящее время, наряду со светодиодными 
лампами) для стимуляции процессов роста и раз-
вития в растительной ткани in vivo и in vitro. При 
этом наличие положительного (при определен-
ных условиях) действия НИЛИ на растения, в том 
числе на семена, считается доказанным [6–13]. 
Однако роль физических характеристик излуче-
ния, а также ключевые соединения, участвующие 
в реализации действия света лазера, по-прежне-
му изучены недостаточно. Литературные данные 
и результаты наших собственных исследований 
показывают, что воздействие низкоинтенсивного 
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занимают среди активных участников сигнальных 
сетей липидной природы особое место. Абиотиче-
ские воздействия, такие как низкая или высокая 
температура, интенсивное освещение или дефицит 
воды, запускают фосфолипид-зависимую переда-
чу сигналов, которые контролируют экспрессию 
генных кластеров и включают адаптационные 
процессы [26–30]. Другими словами, ФЛ являются 
важными участниками быстрого ответа растений 
на изменения условий среды [19, 31, 32]. Логично 
предположить, что и сильный свет, в частности 
НИЛИ, также активирует связанные с липидами 
сигнальные сети. Избыточное освещение инду-
цирует стресс в растительных тканях [26, 33–35]. 
Поэтому поглощение квантов света He-Ne-лазера 
при облучении может инициировать не только 
уже показанные ранее реакции растительной тка-
ни (усиление ПОЛ, изменения в конформации 
мембранных белков и т. д.), но также и изменения 
в составе и содержании фосфолипидов.

Вторым важным классом мембранных липидов, 
задействованным во многих клеточных процессах 
и обеспечивающим стабильность мембран расти-
тельной клетки, являются стерины [36, 37]. Так, 
например, стерины играют важную роль в регу-
ляции текучести мембраны и ее проницаемости, 
β-ситостерин и кампестерин являются наиболее 
эффективными соединениями для ограничения 
подвижности фосфолипидных жирных ацильных 
цепей. Кроме того, β-ситостерин и кампестерин, 
в отличие от стигмастерина, снижают проницае-
мость мембран [37]. Изменения в составе стеринов 
являются частью реакции растительных клеток на 
большинство воздействий внешней среды. Поэ-
тому можно думать, что интенсивный свет НИЛИ 
He-Ne-лазера способен оказывать влияние на 
состав и содержание стеринов в тканях каллусов 
пшеницы. Поскольку гликолипидов, являющихся 
основными липидами фотосинтетических мембран 
[26], в тканях каллусов, культивируемых в темноте, 
содержится незначительное количество, то реак-
цию на облучение этого типа липидов в представ-
ляемой работе не рассматривали.

Итак, на основании литературных и собствен-
ных данных целевыми липидами для анализа 
влияния НИЛИ на липидный обмен в каллус-
ной культуре ткани пшеницы T. aestivum были 
выбраны основные компоненты клеточных мем-
бран – первой линии защиты клеток и от стрес-
сирующих воздействий: фосфолипиды и стери-
ны. Каллусы пшеницы нами были использованы 
в качестве объекта исследования в комплексной 
работе по изучению влияния низкоинтенсивно-
го лазерного излучения (НИЛИ) He-Ne-лазера 
на растительные ткани. Представляемая работа 

лазерного излучения на растения и на культуру 
растительной ткани вызывает в ряде случаев реак-
цию, аналогичную стрессовой, особенно на ранней 
стадии ответа на облучение. Нами было проде-
монстрировано усиление процессов перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) в облученных каллусах 
пшеницы [14], разнонаправленное влияние света 
He-Ne-лазера на активность двух гидролитиче-
ских ферментов H+-АТP-азы и пирофосфатазы 
[15], на содержание и структуру липидных ком-
понентов в клетках каллусов пшеницы [16, 17], на 
состав и содержание фотопротекторных соедине-
ний в листьях A. thaliana [18]. Для более глубокого 
понимания путей действия НИЛИ He-Ne-лазера 
и подтверждения стрессовой природы ответа рас-
тительной ткани на облучение необходим анализ 
изменений в составе и содержании ключевых со-
единений, для которых показано участие в стрес-
совых реакциях растительного организма. Такие 
изменения происходят, среди прочего, в составе 
и содержании липидных соединений. Известно, 
что липиды – главные структурные компоненты 
мембран и участники многих сигнальных каска-
дов у растений [19]. Липиды мембран являются 
частью “интерфейса” взаимодействия между клет-
кой и внешней средой и служат субстратами для 
генерации множества сигнальных липидов: фос-
фатидной кислоты (ФК), фосфатидилинозитов, 
сфинголипидов, лизофосфолипидов, оксилипинов, 
N-ацилэтаноламинов, свободных жирных кислот 
(ЖК) и некоторых других [19, 20]. Общеизвестно, 
что суть многих неспецифических реакций орга-
низма на воздействие стрессоров в значительной 
степени сводится к тем изменениям, которые обна-
руживаются в мембранных структурах, в том числе 
в их липидной составляющей [19, 21–23]. По со-
стоянию мембран (увеличение их проницаемости, 
повышение активности процессов перекисного 
окисления липидов, изменение индекса ненасы-
щенности ЖК, качественные и количественные 
изменения в составе липидов и их производных) 
можно, в определенной степени, диагностировать 
состояние растения, находящегося под давлени-
ем неблагоприятных факторов. Поэтому логично 
предположить, что комплексный анализ динами-
ки изменения содержания мембранных липидов 
при действии света лазера может внести ясность 
в понимание механизмов его влияния и, возможно, 
дать новые доказательства стрессового характера 
реакции растений на облучение НИЛИ. Три основ-
ных типа мембранных липидов – это фосфолипиды 
(ФЛ), гликолипиды и стерины [24, 25]. Биосинтез 
и метаболизм сигнальных молекул регулируют-
ся, среди прочего, внешними условиями и бы-
стро активируются при абиотическом стрессе. ФЛ 
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является частью этих исследований [6, 7, 12–15]. 
Мы предположили, что подробный анализ влия-
ния НИЛИ He-Ne-лазера на состав и содержание 
этих, наиболее значимых в отношении реакции 
на различные стрессоры, липидных компонентов 
в тканях каллусов пшеницы может дать важную 
информацию об участии липидов в ответе рас-
тительных тканей в культуре in vitro на облучение 
лазерным светом. Проведенный анализ позволяет 
рассматривать изменения в составе и содержании 
липидов как один из возможных путей действия 
НИЛИ на растительные ткани в культуре in vitro. 
С практической точки зрения такая информация 
может быть полезной для оптимизации условий 
культивирования растений при выборе условий 
освещения (интенсивности, длины волны и пери-
одичности), обеспечивающих получение растений 
с полезными признаками.

Поэтому целью настоящей работы был анализ 
влияния НИЛИ He-Ne-лазера в стимулирующей 
морфогенетические процессы дозе (3.6 Дж/см2) на 
состав и содержание фосфолипидов и стеринов 
в тканях каллусов пшеницы T. aestivum.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экстракция липидов. Для экстракции липидов 
использовали модифицированный метод [38]. На-
веску растительного материала (0.2 г) фиксировали 
в жидком азоте, добавляли 0.001% ионола и расти-
рали до получения гомогенной массы. Затем до-
бавляли 10 мл смеси хлороформ: метанол (1:2 по 
объему), тщательно перемешивали и оставляли на 
30 мин до полной диффузии липидов в раствори-
тель. Раствор переносили количественно в дели-
тельную воронку через фильтр, трижды промывая 
ступку и фильтр той же смесью растворителей. Для 
лучшего расслаивания водной и органической фаз 
добавляли воду. Для анализа суммарных липидов 
и липидов отдельных групп отделяли нижнюю 
хлороформную фракцию. Хлороформ (ос.ч., ста-
билизированный 0.005% амилена) из липидного 
экстракта удаляли под вакуумом с помощью ро-
торного испарителя RVO-64 (Микротехна, Чехия). 
Для контроля экстрагируемости липидов исполь-
зовали не содержащуюся в образце нонадекановую 
кислоту (С19:0), добавляя ее известное количество 
на этапе гомогенизации (выход оценивали в % от 
добавленного).

Фосфолипиды. Для обнаружения и идентифика-
ции ФЛ в растительном материале использовали 
специфические реагенты: для фосфорсодержащих 
компонентов молибденовый синий [39], для липи-
дов, содержащих аминогруппу, – 0.2% раствор нин-
гидрина в ацетоне [40], пластинки проявляли над 

водяным паром кипящей водяной бани. ФЛ коли-
чественно определяли с помощью аналитической 
тонкослойной хроматографии по неорганическому 
фосфору методом Васьковского [39]. Для этого на 
ТСХ-пластинку (Sorbfil ПТСХ-АФ-В, Россия) на-
носили экстракт липидов. Для разделения липидов 
использовали двумерную систему: первое направ-
ление – хлороформ–метанол-28%NH4OH-бензол 
(65:30:10:5), второе направление – хлороформ–
метанол–ацетон–уксусная кислота–вода–бензол 
(70:30:5:4:1:10). После разделения смеси липи-
дов, ФЛ обнаруживали обработкой 10% серной 
кислотой в этаноле с последующим нагреванием 
пластинки до проявления пятен. Силикагель из 
зон, содержащих разделенные ФЛ, переносили 
микрошпателем в жаростойкие пробирки, до-
бавляли в каждую 0.05 мл 72% хлорной кислоты. 
Для холостых проб отбирали силикагель, взятый 
с чистого участка нижней части хроматограммы, 
площадью, равной средней величине площади 
хроматографической зоны. Сжигание проводили 
на песчаной бане при 180–200оC в течение 20 мин. 
После охлаждения в пробирки вносили по 0.45 мл 
рабочего реагента, для получения которого к 5.5 мл 
исходного молибдатного реагента добавляли 26 мл 
1N серной кислоты и доводили объем до 100 мл 
дистиллированной водой. Исходный молибдат-
ный реагент готовили следующим образом: к 10 г 
молибдата натрия добавляли 60 мл 4N HCl, 0.4 г 
гидразина солянокислого добавляли к 14 мл 4N 
HCl, два реактива соединяли и нагревали 20 мин на 
кипящей водяной бане, затем добавляли к холод-
ному раствору 14 мл концентрированной серной 
кислоты и доводили объем до 100 мл дистиллиро-
ванной водой (реактив хранился в посуде из тем-
ного стекла при комнатной температуре). Смесь 
в пробирке тщательно перемешивали с помощью 
шейкера. Пробирки помещали на кипящую во-
дяную баню на 15 мин, охлаждали, силикагель 
удаляли центрифугированием (10 мин при 700 g). 
Количество фосфора в ФЛ определяли по кали-
бровочной кривой, используя для ее построения 
аликвотные части стандартного раствора фосфата 
(Na2HPO4), содержащего от 0.1 до 0.5 мкг фосфора, 
путем измерения величины оптической плотности 
при 815 нм (спектрофотометр УФ-ВИД – Specord 
S100, Analytic Jena, Германия). Для перерасче-
та использовали коэффициенты, которые пред-
ставляют собой отношение молекулярной массы 
каждого ФЛ к атомной массе фосфора. В данном 
исследовании использовали пересчет фосфора 
в ФЛ путем умножения на средний коэффициент 
25. Результаты представлены в мг ФЛ / г сухого 
веса образца.
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Выделение стериновых компонентов. Обнаруже-
ние и выделение стеринов осуществляли с помо-
щью метода тонкослойной хроматографии (ТСХ). 
Фракцию, содержащую суммарные липиды, по-
вторно растворяли в 200 мкл хлороформа и на-
носили тонкой полосой на высокоэффективную 
пластинку Sorbfil ПТСХ-АФ-В (Россия) (сорбент 
силикагель СТХ-1ВЭ, зернение 8–12 мкм, тол-
щина слоя 80–100 мкм), операцию нанесения 
пробы повторяли дважды. Пластину помещали 
в хроматографическую камеру и осуществляли 
хроматографирование элюентом следующего со-
става: гексан–диэтиловый эфир–уксусная кислота 
(80:20:1 v/v/v). По окончании хроматографиро-
вания (когда элюент доходил до края пластины) 
пластину вынимали из камеры и высушивали. 
Для обнаружения стериновых компонентов край 
пластины (0.5 см) обрабатывали 10% раствором 
серной кислоты в этаноле, а затем нагревали до 
110оC. Зоны обнаружения стериновых компонентов 
проявлялись на пластинке розово-голубыми пят-
нами. Рассчитанные значения Rf для свободных 
стеринов (Rf = 0.19) совпадали со значениями Rf 
для стандартных образцов (холестерин, стигма-
стерин, кампестерин (Sigma, США), β-ситосте-
рин (European pharmacopoeia reference standard, 
Франция)) и с табличными значениями. После 
хроматографирования с высушенной необработан-
ной пластины шпателем удаляли сорбент в зонах 
обнаружения стериновых компонентов. Сорбент 
с хроматографической пластины количественно 
переносили в центрифужные пробирки (10 мл) 
и добавляли в них по 1.5 мл хлороформа. Извлече-
ние стериновых компонентов с адсорбента в среду 
хлороформа осуществляли с помощью облучения 
ультразвуком (с частотой 35 кГц и мощностью 
80 Вт, 15 мин), используя ультразвуковую ванну 
(Bandelin Sonorex, Германия). Суспензию адсо-
рбента в хлороформе центрифугировали (5 мин) 
при 3000 об/мин (центрифуга ЦЛК-1, Россия). 
После центрифугирования надосадочный раствор 
переносили в стеклянные флаконы (2 мл). Из по-
лученных растворов упаривали (досуха) хлороформ 
в инертной атмосфере (в токе азота) во избежание 
окисления выделяемых субстанций. Для полноты 
выделения стериновых компонентов к сорбенту, 
оставшемуся в пробирке, добавляли 1.5 мл этила-
цетата и повторяли экстракцию с использованием 
ультразвукового воздействия дважды. К получен-
ным стеринам в качестве внутреннего стандарта до-
бавляли эргостерин (20 мкг) (Sigma, США) – соеди-
нение, не встречающееся в объектах исследования. 
Для получения необходимых для анализа методом 
ГХ–МС (газовой хроматографии–масс-спектро-
метрии) летучих производных стерины подвергали 

модификации – силилированию путем обработки 
N, O-бис-(триметилсилил)трифторацетамидом 
с триметилхлорсиланом (200 мкл) (Fluka, США). 
Силилирование проводили в сушильном шкафу 
(Binder, Германия) в течение 30 мин при 70оC. По-
лученные триметилсилил – производные целевых 
компонентов анализировали с помощью метода 
ГХ–МС.

ГХ–МС‑анализ стеринов. Анализ проводи-
ли с помощью хроматомасс-спектрометра Triple 
Quard, Agilent Technologies (США), в состав которо-
го входят: 1) газовый хроматограф 7890А (колонка 
HP-5MS, 30 м × 250 мкм × 0.25 мкм со стационар-
ной фазой метилполисилоксан) и 2) масс-селек-
тивный детектор 7000 QQQ с трехквадрупольным 
масс-анализатором (в режиме квадруполя). Тем-
пературная программа хроматографирования: при 
70оC – изотерма 1 мин; далее программируемый 
нагрев до 280оC со скоростью 5оC/мин; при 280оC – 
изотерма 5 мин; далее программируемый нагрев до 
300оC со скоростью 20оC/мин; при 300оC – изотерма 
3 мин. Инжектор с делением потока 1:5. Темпе-
ратура инжектора 250оC; температура детектора 
150оС; температура зоны сопряжения хроматографа 
с масс-спектрометром 280оC. Газ-носитель – гелий; 
скорость потока 1 мл/мин. Объем вводимой про-
бы 1 мкл. Хроматограмма образцов – по полному 
ионному току (SCAN). Условия масс-спектроме-
трического детектирования: энергия ионизиру-
ющих электронов 70 эВ; регистрация масс-спек-
тров положительных ионов в диапазоне (m/z) от 50 
до 600 а. е. м. со скоростью 1.9 скан/с. Программ-
ное обеспечение – MassHunter GC/MS Acquisi-
tion B.05.00.412 и Mass Hunter Workstation Software 
Qualitative Analysis Version B.03.01 Build 3.1.346.14 
Service Pack 3 (Agilent Technologies, Inc., США).

Детектирование и количественный анализ сте‑
ринов. Идентификацию компонентного состава 
(качественный анализ) проводили в соответствии 
с базой данных полных масс-спектров (NIST08 
и Wiley7), с учетом фрагментных диагностических 
пиков, присутствующих в масс-спектрах и характе-
ризующих структурные особенности исследуемых 
соединений, а также в соответствии со значениями 
хроматографических времен удерживания (Reten-
tion Time, RT) стандартных образцов. В качестве 
стандартных образцов использовали холестерин, 
стигмастерин, кампестерин и β-ситостерин. Ко-
личественный анализ исследуемых компонентов 
проводили методом внешней калибровки с учетом 
отклика внутреннего стандарта по формуле:
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где ССТЕРИНА – концентрация искомого стерина, 
ССТ – концентрация стандарта, SСТЕРИНА – пло-
щадь искомого стерина, SСТ – площадь стандарта, 
a и b – поправочные коэффициенты.

Статистическая обработка. В таблицах пред-
ставлены средние данные из четырех-пяти био-
логических повторностей и их стандартные от-
клонения. В одну биологическую повторность 
входили 2–3 каллуса. Статистическую обработку 
экспериментальных данных осуществляли с ис-
пользованием пакета статистического анализа 
в среде Microsoft Office Excel 2010. Нормальность 
распределения полученных значений проверяли 
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Статисти-
ческую значимость различий сравниваемых сред-
них значений оценивали с помощью t-критерия 
(p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно из результатов, представленных 
в табл. 1, соотношение абсолютных и относи-
тельных (в %) содержаний основных липидных 
групп в тканях каллусов пшеницы T. aestivum L. 
характерно для нефотосинтезирующих тканей: 
гликолипидов, главных липидов фотосинтетиче-
ского аппарата, содержится существенно меньше, 
чем нейтральных и фосфолипидов.

Влияние НИЛИ на содержание фосфолипидов 
в  каллусах пшеницы

Среди ФЛ в тканях каллусов пшеницы были 
идентифицированы следующие типы: фосфати-
дилхолин (ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭ), 
фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилинозит (ФИ), 
фосфатидилглицерин (ФГ), дифосфатидилгли-
церин (ДФГ), фосфатидная кислота (ФК). Как 
видно из рис. 1, содержание отдельных ФЛ в тка-
нях облученных каллусов заметно отличалось от 
их содержания в тканях контрольных образцов.

Рис. 1. Содержание фосфолипидов в тканях каллусов 
пшеницы (T. aestivum) сразу (а), через 1 (б) и 24 ч (в) по-
сле облучения НИЛИ He-Ne-лазера дозой 3.6  Дж/ см2. 
Приведены средние арифметические величины пяти 
биологических повторностей и их стандартные откло-
нения. Достоверность различий оценивали с помощью 
t-критерия (p < 0.05).

Таблица 1. Абсолютное (мг/г сухого веса) и относительное (%) содержание основных липидных групп в тканях 
каллусов пшеницы Triticum aestivum L.

Тип липидов
Содержание

мг/г сухого веса %

Нейтральные 22.8±1.1 52.6±2.8

Гликолипиды 2.7±0.1 6.2±0.2

Фосфолипиды 17.9±0.8 41.2±1.9
Примечание. В таблице приведены средние арифметические величины четырех биологических повторностей 
и их стандартные отклонения.
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Анализ полученных результатов показал, что 
содержание ФИ в облученных каллусах значитель-
но, в 8 и более раз, превышало содержание этого 
ФЛ в контрольных образцах на протяжении всего 
времени наблюдения. В ранней работе [41] было 
впервые показаны изменения в составе ФИ в ответ 
на гиперосмотический шок. К настоящему време-
ни известно, что содержание этого липида и его 
активных изоформ быстро изменяется как в ответ 
на стрессирующие воздействия, так и в процессах 
эндогенного развития растения [19, 42]. Обнару-
женное нами значительное увеличение его содер-
жания в ответ на облучение НИЛИ He-Ne-лазера 
может служить одним из доказательств стрессиру-
ющего влияния этого излучения на ткани каллусов 
пшеницы. Таким образом, облучение вызвало 
значительное увеличение содержания одного из 
ключевых регуляторных соединений липидной 
природы, что свидетельствует о его участии в ре-
акции растительной ткани на действие НИЛИ.

В отношении фосфатидной кислоты, одного 
из важных сигнальных липидов [17] и ключево-
го посредника в синтезе всех глико- и фосфо-
липидов [19, 30], следует отметить, что в нашем 
объекте она являлась мажорным фосфолипидом, 
так как ее содержание было самым высоким сре-
ди остальных ФЛ в тканях каллусов пшеницы на 
протяжении всего эксперимента. Оно составля-
ло от 40 до 50% от суммарного содержания ФЛ 
в контроле и в облученных каллусах на начальных 
этапах наблюдения. Через сутки после облуче-
ния содержание ФК снизилось в контроле до 30%, 
и еще более значительное снижение наблюдали 
в опыте: до 20% от суммы ФЛ. Снизилось и аб-
солютное содержание ФК. В целом, ее высокое 
относительное содержание может быть связано 
как с видовой специфичностью, так и с фазой 
культивирования. Например, в каллусной куль-
туре яблони Malus sulvestris содержание этого ФЛ 
составляло всего 8.4% от суммарного содержания 
фосфолипидов [43]. Однако в отличие от наших 
образцов, отобранных для анализа на 36-й день 
культивирования, это была долгоживущая куль-
тура – образцы были взяты для анализа на 130-й 
день. Достоверных различий между облученными 
и контрольными образцами по содержанию ФК 
выявлено не было, однако наблюдалась некоторая 
тенденция к увеличению ее содержания сразу по-
сле облучения и через 1 ч. Через сутки после воз-
действия содержание этого ФЛ было достоверно 
ниже в облученных каллусах. Возможно, что это 
связано с расходованием ФК в процессе биосин-
теза других ФЛ, в первую очередь ФИ, содержа-
ние которого в облученных каллусах значительно 
возросло после воздействия НИЛИ. Содержание 

кардиолипина – ДФГ, одного из основных липидов 
внутренней мембраны митохондрий, достоверно 
увеличивалось сразу после облучения. В дальней-
шем, через 1 и 24 ч после воздействия, содержание 
этого ФЛ снизилось и оставалось более низким, 
чем в контроле. Митохондрии называют “сигналь-
ным хабом” внутри растительной клетки. Эти ор-
ганеллы являются частью сложных метаболических 
путей, взаимосвязанных с другими клеточными 
компартментами [44]. Митохондрии считаются 
ключевой органеллой при формировании ответа 
растений на изменения условий внешней среды, 
они входят в первую линию защиты растения от 
стрессирующего воздействия. Поэтому обнару-
женные нами изменения в содержании митохон-
дриального фосфолипида ДФГ после облучения 
НИЛИ, по-видимому, свидетельствуют об участии 
митохондрий в реакции на это воздействие. На 
ранних (0 мин; 5 мин после облучения) этапах 
ответа каллусной ткани на действие света He-Ne-
лазера заметно выросло содержание ФХ – одного 
из основных ФЛ в мембранах эукариот, а также 
содержание ФС, для которого показано актив-
ное участие в реакции растений на абиотические 
стрессоры, например, на солевой стресс [45].

Значительные изменения вызвало облучение 
НИЛИ и в суммарном содержании фосфолипидов 
в тканях каллусов пшеницы (табл. 2).

Этот показатель увеличился на 30% по сравне-
нию с контролем после 5 мин воздействия светом 
лазера и оставался более высоким, чем в необлу-
ченных образцах, по крайне мере, в течение часа 
после облучения. Затем, через сутки после воз-
действия, суммарное содержание фосфолипидов 
в тканях облученных каллусов не отличалось от 
контрольных. Изменения в суммарном содержании 
ФЛ происходили в основном за счет значительно-
го увеличения количества фосфатидилинозита, 
фосфатидилхолина и фосфатидилсерина. Соот-
ношение содержания двух фосфолипидов ФХ/ ФЭ 
используют в качестве параметра, отражающе-
го особенности структуры мембран, связанные 
с их функциональностью. Так, для ламеллярных 
мембранных структур характерны более высокие 
значения соотношения ФХ/ФЭ, в то время как 
снижение этого показателя может указывать на 
формирование гексагональных структур в мем-
бране. Снижение значения ФХ/ФЭ сопровождает 
дегидратацию, увеличение проницаемости мем-
бран, приводящее к нарушению их целостности 
[44]. На первом этапе реакции каллусной ткани 
на облучение этот показатель достоверно увели-
чивался, что, возможно, свидетельствовало о сни-
жении проницаемости мембран. По истечении 
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суток соотношение ФХ/ФЭ было одинаковым 
в опыте и контроле.

В целом, анализ полученных данных показал, 
что облучение каллусной культуры тканей пшени-
цы светом He-Ne-лазера в дозе, стимулирующей 
морфогенетические процессы, вызвало заметные 
изменения в количественном составе и соотноше-
нии содержаний фосфолипидов. В первую оче-
редь, это касалось тех из них, которые активно 
участвуют в процессах адаптации растений к био-
тическим и абиотическим стрессорам. Известно, 
что липиды, в том числе фосфолипиды, не име-
ют специфических полос поглощения в видимой 
области спектра, где излучает гелий-неоновый 
лазер, поэтому логично предположить, что вли-
яние НИЛИ такого лазера на состав и содержа-
ние липидов происходит сходным со стрессовой 
реакцией образом: известно, что при действии 
абиотических стрессоров в растительных тканях 
повышается активность процессов ПОЛ, увеличи-
вается содержание “стрессовых” липидных ком-
понентов: жирных кислот, некоторых стеринов, 
ФИ, ФК, ДФГ [19, 31, 32]. Изменяется и работа 
ферментов биосинтеза липидов. Прямых свиде-
тельств влияния НИЛИ на такие ферменты нет, но 
есть, например, сведения о действии облучения 
на ферменты антиоксидантной защиты, такие 
как аскорбатпероксидаза, пероксидаза, каталаза, 
супероксиддисмутаза, ферменты глутатионового 
метаболизма [46]. Логично предположить, что 
и сильный свет, в частности, НИЛИ также активи-
рует связанные с липидами сигнальные сети. Как 
уже упоминалось выше, избыточное освещение 
индуцирует стресс в растительных тканях [33–35]. 
Поэтому поглощение квантов света He-Ne-лазера 
при облучении может инициировать не только уже 
показанные ранее реакции растительной ткани: 
усиление ПОЛ [14], изменения в составе и содер-
жании жирных кислот [17], но также и изменения 
в составе и содержании липидных компонентов, 
что мы и наблюдали в наших экспериментах, по 
крайне мере, в отношении ФИ, ФК, ДФГ и ФХ 
на разных этапах ответа на облучение.

Влияние НИЛИ на содержание свободных 
стеринов в  каллусах пшеницы

Данные, представленные на рис. 2, показывают, 
что основными стеринами в тканях каллусах пше-
ницы были (по порядку увеличения содержания 
в необлученных образцах) холестерин, стигмасте-
рин, кампестерин и β-ситостерин.

Такое распределение соответствует сведениям 
о содержании преобладающих мембранных сте-
ринов в тканях высших растений [34]. Содержание 
холестерина достоверно не изменялось сразу (0 мин) 
и в течение часа после облучения. Через 4 ч количе-
ство этого стерина увеличилось относительно точки 
1 ч. Более существенные изменения под влиянием 
НИЛИ He-Ne-лазера были обнаружены в содержа-
нии кампестерина: оно значительно снизилось по 
сравнению с контролем и оставалось более низким 
на протяжении времени наблюдения. Количество 
стигмастерина, считающегося стрессовым стерином, 
не имело достоверных различий с необлученным 
контролем, демонстрируя тенденцию к снижению 

Таблица 2. Динамика изменений в суммарном содержании ФЛ и соотношении ФХ/ФЭ в тканях каллусов пше-
ницы после облучения НИЛИ He-Ne-лазера

Контроль 0 мин Контроль 1 ч Контроль 24 ч

∑ФЛ 17.5±1.0* 23.4±1.2* 17.9±0.9* 24.2±1.2* 15.2±1.4 16.9±1.3

ФХ/ФЭ 0.7±0.0* 0.9±0.0* 0.7±0.0* 1.0±0.0* 1.1±0.1 1.1±0.1

Примечание. В таблице приведены средние арифметические величины пяти биологических повторностей и их 
стандартные отклонения. Достоверность различий оценивали с помощью t-критерия (p < 0.05).

Рис. 2. Динамика изменений в содержании свобод-
ных стеринов в тканях каллусов пшеницы (T. aestivum), 
вызванных облучением НИЛИ He-Ne лазера дозой 
3.6  Дж/ см2. Приведены средние арифметические вели-
чины пяти биологических повторностей и их стандарт-
ные отклонения. Достоверность различий оценивали 
с помощью t-критерия (p < 0.05).
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к концу эксперимента. Наиболее значимые изме-
нения облучение вызвало в содержании домини-
рующего в растениях β-ситостерина. Сразу после 
воздействия оно снизилось на 25%, к исходу 1 ч 
наблюдения повысилось на 80% относительно 
необлученного контроля, а затем к концу экспе-
римента этот показатель снизился, но был все еще 
достоверно выше, чем в контрольных образцах. 
Такие колебания в содержании характерны для 
ответной реакции растительной ткани на стрес-
сирующие воздействия. Вероятно, в данном слу-
чае после снижения содержания этого стерина на 
первом этапе реакции на облучение, последующее 
увеличение вызвано активацией его биосинтеза 
в процессе адаптации к воздействию интенсив-
ного света лазера. Это, возможно, объясняется 
участием β-ситостерина в процессах стабилизации 
и восстановления мембран. В пользу этого пред-
положения говорят некоторые литературные дан-
ные. Так, увеличение содержания β-ситостерина 
показано для процесса холодовой адаптации [47] 
и для раневого стресса [48]. За счет повышения 
содержания β-ситостерина с такой же времен-
ной динамикой повышается и общее содержание 
стеринов в тканях облученных каллусов. Следует 
отметить большой разброс величин в результатах 
анализа стеринов. Это обстоятельство позволяет 
говорить лишь о тенденциях в динамике измене-
ний их содержания в реакции на НИЛИ He-Ne-
лазера. О влиянии света на биосинтез стеринов из-
вестно немного. Например, в работе [49] показано 
влияние интенсивности освещения и соотношения 
света и темноты на способность растений Medicago 
sativa к накоплению стеринов: свет инициирует 
накопление мононенасыщенных ∆7-стеринов, 
а темнота – диненасыщенных. Спектры поглоще-
ния стеринов располагаются в ультрафиолетовом 
диапазоне, у них, как и у ФЛ, нет характерных 
полос поглощения в красной области спектра. 
Поэтому возможное влияние НИЛИ He-Ne-лазера 
на содержание этих соединений в каллусной ткани 
может быть связано, вероятно, только с относи-
тельно высокой интенсивностью этого излучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ полученных результатов показал, что 
облучение НИЛИ He-Ne-лазера в стимулирующей 
морфогенетические процессы дозе (3.6 Дж/см2) 
приводило к существенным изменениям в соста-
ве и содержании ФЛ в тканях каллусов пшеницы 
T. aestivum. Характерной реакцией на воздействие 
были изменения в содержании тех ФЛ, для которых 
доказаны регуляторные и сигнальные функции 
и активное участие в ответе растительных тканей 

на стрессоры: ФИ, ФК, соотношения содержаний 
ФХ/ФЭ, ДФГ и ФГ. Наиболее существенные изме-
нения в составе ФЛ каллусных тканей облучение 
вызвало в содержании ФИ, оно было выше в 8 
и более раз по сравнению с необлученным кон-
тролем. ФИ и его производные – это важный класс 
сигнальных липидов, баланс состава и содержания 
которых быстро изменяется в ответ на стимуляцию 
внешними факторами. Они являются предше-
ственниками многих вторичных мессенджеров, 
тем самым оказывая влияние на большинство клю-
чевых клеточных процессов [28]. Другой важный 
сигнальный липид – фосфатидная кислота была 
основным фосфолипидом в каллусных тканях 
пшеницы (40–50% суммы ФЛ). Хотя известно, 
что ФК является активным участником стрес-
совых реакций у растений, однако достоверных 
различий между облученными и контрольными 
образцами по содержанию ФК выявлено не было, 
за исключением тенденции к увеличению ее коли-
чества на раннем этапе ответа на облучение. Мы 
полагаем, что ФК активно расходовалась в био-
синтезе ФИ, содержание которого в облученных 
каллусах значительно возросло после воздействия 
НИЛИ. Заметно увеличивалось на раннем этапе 
ответа каллусной ткани на облучение и содержа-
ние ДФГ, основного ФЛ митохондрий, ключевых 
клеточных органелл при формировании ответа 
растений на изменения условий среды. Изме-
нения в содержании стеринов в тканях каллусов 
пшеницы под влиянием облучения происходи-
ли в основном за счет колебаний в содержании 
β-ситостерина, которое снижалось на первом эта-
пе ответа на облучение, затем, к исходу первого 
часа после воздействия, по-видимому, на этапе 
адаптации тканей к стрессу, вызванному облуче-
нием, значительно увеличивалось. Известно, что 
стерины, обеспечивая структурную целостность 
мембран клеток и клеточных органелл, активно 
участвуют в формировании стрессоустойчивости 
растительных организмов [36, 37]. У стеринов нет 
характерных полос поглощения в красной области 
спектра. Поэтому влияние НИЛИ He-Ne-лазера 
на содержание этих соединений в каллусной тка-
ни может быть связано с относительно высокой 
интенсивностью этого излучения. На справедли-
вость этого предположения указывает характерный 
для стрессового ответа колебательный характер 
изменений в суммарном содержании стеринов 
в облученных каллусах пшеницы.

Итак, по-видимому, интенсивный свет ге-
лий-неонового лазера вызывает в тканях каллу-
сов пшеницы реакцию, сходную со стрессовой. 
Полученные результаты дают основание полагать, 
что липидные компоненты мембран принимают 
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участие в реакции растительной ткани на облу-
чение. Эта реакция выражается в увеличении со-
держания таких фосфолипидов, как ФИ, ФХ, ФС, 
основного липида митохондрий ДФГ, снижении 
содержания ФК и повышении содержания ситосте-
рина на этапе адаптации к воздействию облучения. 
В практическом отношении, полученные сведе-
ния о динамике изменения мембранных липидов 
в каллусной ткани T. aestivum в ответ на облучение 
НИЛИ He-Ne-лазера в стимулирующей процессы 
морфогенеза дозе могут дать возможность целена-
правленно влиять на продукцию липидных ком-
понентов в культуре растительных тканей, а также 
могут быть использованы при выборе оптимальных 
условий освещения для успешного культивирова-
ния растений.

Работа выполнена на оборудовании ЦКП “Био-
аналитика” Сибирского института физиологии 
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Influence of Low‑Intense Laser Radiation He‑Ne Laser on the Composition 
and Content of Phospholipids and Sterols in the Tissue of Wheat (Тriticum 

aestivum L.) Callus Tissues

© 2024 г.    L. V. Dudareva1, E. G. Rudikovskaya1, *, N. V. Semenova1, A. V. Rudikovskii1, 
V. N. Shmakov1
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Using chromatography-mass spectrometry and thin-layer chromatography, the effect of irradiation with 
He-Ne laser light on the composition and content of cell membrane components – phospholipids and 
sterols – in wheat callus tissues was studied. It was shown that irradiation of callus with laser light at 
a dose of 3.6 J/cm2 led to significant changes in the content of these components. Thus, the content 
of phosphatidylinositol increased in irradiated callus by 8 times, phosphatidylethonolamine by 2 times, 
the content of phosphatidic acid decreased by 20% of the sum of phospholipids. For sterols, it was 
established that irradiation caused the most significant changes in the content of β-sitosterol, which is 
dominant in plants (an increase from 1453 ± 170 μg/g of dry weight in the non-irradiated control to 2001 
± 112 μg/g of dry weight 1 h after exposure) and, due to this, in the total content of sterols. Analysis of 
the results obtained suggests that phospholipids and sterols, primarily those for which regulatory and 
signaling functions are known, are involved in the response of plant tissue to exposure to low-intensity 
laser radiation from a He-Ne laser. This participation is realized as a stressful (nonspecific) response to 
intense radiation.

Keywords:  phospholipids, sterols, He-Ne laser, callus tissues, Triticum aestivum L.



160

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2024, том 41, № 2, с. 160–167

УДК 581.11.2:581.573.4

РАЗЛИЧНЫЕ ФОРМЫ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ ИЗ КОРНЕЙ 
ПРОРОСТКОВ ГОРОХА РАЗЛИЧАЮТСЯ ПО ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 

К cAMP И ИОНАМ КАЛЬЦИЯ

© 2024 г.    Л. А. Ломоватскаяа,*, О. В. Захароваа, А. М. Гончароваа, А. С. Романенкоа, 
Т. А. Кишинскаяb

a Сибирский институт физиологии и биохимии растений Сибирского отделения Российской академии наук, 
Иркутск, 664033 Россия

b Байкальский государственный университет, Иркутск, 664002 Россия
*e-mail: LidaL@sifibr.irk.ru

Поступила в редакцию 02.10.2023
После доработки 21.12.2023
Принята к печати 28.12.2023

Установлено, что циклический аденозин монофосфат (cAMP) и ионы кальция (Са2+) способны 
дозозависимо модулировать активность различных форм супероксиддисмутазы (СОД) в клет-
ках корня проростков гороха сорта Рондо. Влияние cAMP на активность СОД исследовали на 
интактных проростках, инкубируя их корни в растворе жирорастворимого аналога cAMP н-ди-
бутирил-cAMP, что приводило к повышению внутриклеточной концентрации cAMP, а общая 
активность СОД, измеряемая в супернатанте, полученном из гомогената корней, возрастала до 
230%. Инкубация аналогичных корней в растворе ингибитора трансмембранной аденилатцикла-
зы сурамина существенно снижала эндогенный уровень cAMP, а активность СОД уменьшалась 
до 40%. В работе проводили ингибиторный анализ СОД: в присутствии 3мМ KCN или 3мМ Н2О2 
активность этого фермента уменьшалась на 40 или 50%. Инкубация проростков в растворе LaCl3 
приводила к снижению общей активности СОД до 73%, ингибиторы незначительно уменьшали 
активность фермента. Предварительная обработка проростов 1мМ EGTA снижала общую актив-
ность СОД до 68%, а ингибиторы фермента не оказывали никакого дополнительного эффекта. 
Влияние недостатка или избытка Са2+ на активность СОД изучали в гомогенате корней пророст-
ков гороха. 100 мМ EGTA снижал активность этого фермента до 81%, а ингибиторы СОД (Н2О2 
и KCN) уменьшали ее активность до 65 и 51% соответственно. Добавление к гомогенату 500 нМ 
CaCl2 незначительно повышало общую активность СОД, при этом KCN немного уменьшал ак-
тивность фермента. Добавление 500 мкМ CaCl2 не изменяло активность СОД, применение на 
этом фоне KCN снижало ее на 30%, а добавление Н2О2 не влияло на активность фермента. Сде-
лан вывод о том, что cAMP оказывает косвенное влияние на активность СОД, тогда как ионы 
кальция, вероятно, воздействуют непосредственно на активный центр молекулы фермента; при 
этом каждая форма СОД отличается по чувствительности к кальцию.

Ключевые слова:  Cu,Zn-СОД, Fe-СОД, Mn-СОД, корень проростков гороха, cAMP, Са2+

DOI: 10.31857/S0233475524020073, EDN: xngoeb

ВВЕДЕНИЕ

Супероксиддисмутаза (СОД) (КФ 1.15.1.1) яв-
ляется первой линией защиты от окислительного 
стресса в живых клетках, катализируя дисмута-
цию супероксидного радикала до молекулярно-
го кислорода и  перекиси водорода. Характер-
ной особенностью этого фермента является 
наличие металлов в составе активного центра. 
У растений этот фермент представлен Cu, Zn-, 
Fe- и Mn-содержащими формами СОД [1]. От-
личительной особенностью растительных СОД 

является множественность изоформ каждой из 
форм, которые локализуются как в  цитозоле, 
так и в органеллах растений [2]. У всех эукарио-
тов регуляция активности СОД может осущест-
вляться на генетическом уровне (транскрипция, 
трансляция) [2, 3]. В этих процессах существен-
ная роль принадлежит внутриклеточным вто-
ричным мессенджерам. В  литературе имеется 
много данных о влиянии различных видов ак-
тивных форм кислорода (АФК) и ионов кальция 
(Са2+) на экспрессию генов СОД в растениях [4, 
5]. Предполагается, что одним из механизмов их 
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в  течение 3 сут в  темноте при 23–25°C. В  ка-
ждом варианте эксперимента использовали по 
10 проростков.

Определение активности различных форм СОД. 
Корни 10 проростков гороха гомогенизировали 
в среде следующего состава: 0.02 М фосфатный 
буфер, рН 7.2; 1 мМ дитиотрейтол; 10 мкг/мл фе-
нилметилсульфонилфторид; 50 мкг/мл гидрок-
симеркурийбензоат; 1 мкг/мл лейпептин. Гомо-
генат фильтровали через капрон и центрифуги-
ровали при 16000g в течение 10 мин (Allegra 64 R). 
Об активности СОД судили по степени тормо-
жения восстановления нитросинего тетразолия 
(НСТ-тест) (Sigma-Aldrich, США) в присутствии 
NADH и феназинметасульфата (ФМС) (Sigma-
Aldrich) [10]. Для этого к  0.1 мл растительно-
го супернатанта добавляли 3.9 мл реакционной 
среды. К контрольному образцу объемом 0.1 мл 
Н2О добавляли также 3.9 мл реакционной среды; 
образцы инкубировали в течение 5 мин при ком-
натной температуре.

Реакционная среда для определения активно-
сти СОД содержала: 3.5 мл 150 мМ Na, К-фос-
фатного буфера (рН 7.8), 0.1 мл 0.01 мМ EGTA, 
0.1 мл 0.186 мМ феназинметасульфата, 0.1 мл 0.4 
мМ нитросинего тетразолия, 0.1 мл 1 мМ NADH.

Содержание бисформазана определяли на 
планшетном спектрофотометре при длине вол-
ны 560 нм. Активность СОД (мкмоль формаза-
на/мг белка/мин) рассчитывали по формуле:

Акт. СОД (мкмоль формазана/мг белка/мин) = 

=
[(Оп контр. – Оп оп.) / t] × V1 × V2 × 103

V3 × ε 560 × m
где Оп контр – оптическая плотность контрольного 
образца; Оп оп. – оптическая плотность опытного 
образца; V1 – суммарный объем реакционной сме-
си, мл;V2 – объем буферной смеси, используемый 
для гомогенизации и экстракции проростков, мл; 
V3 – объем экстракта, вносимый в реакционную 
смесь и используемый для анализа, мл; m – концен-
трация белка, мг/мл; ε 560 – молярный коэффици-
ент экстинкции бисфармазана, 3.98 × 103 M–1 см–1.

Ингибиторный анализ. В супернатант после 
гомогенизации и центрифугирования корней 
добавляли 3мМ KCN или 3мМ Н2О2. В кон-
трольные варианты добавляли аналогичный 
объем воды. Концентрацию белка определяли по 
методу Брэдфорд. Концентрацию cAMP измеря-
ли методом иммуноферментного анализа (ИФА), 
применяя первичные поликлональные антите-
ла к cAMP (Santa Cruz Biotechnology, США) и 

действия может быть активация протеинкиназ, 
фосфорилирующих соответствующие факто-
ры транскрипции [4]. Экспрессия генов и син-
тез новых форм фермента является долгосроч-
ным процессом, направленным на перестройку 
и адаптацию метаболизма в стрессовых услови-
ях [5, 6]. Однако помимо таких способов регу-
ляции вторичные мессенджеры могут оказывать 
воздействие на уже имеющиеся молекулы СОД, 
приводя к активации или ингибированию ее ак-
тивности в течение нескольких минут [7]. Такая 
модуляция активности фермента необходима 
как для регуляции роста и развития растений, 
так и для адаптации к кратковременным стрес-
совым условиям.

По литературным данным, обработка целых 
растений экзогенными ионами кальция может 
приводить к  изменению активности общего 
пула СОД [8]. Механизм этого явления пока не-
известен, но предполагается, что в нем участвует 
кальций-кальмодулин-активируемая протеинки-
наза, т. е. Са2+ оказывают косвенный эффект на 
активность СОД [8]. В то же время в литературе 
отсутствуют сведения о непосредственной роли 
Са2+ в регуляции активности некоторых форм 
СОД у растений. Между тем кальций хорошо из-
вестен как модулятор активности многих видов 
ферментов, непосредственно влияя на их кон-
формационные перестройки.

Известно, что в  регуляции уровня внутри-
клеточного кальция принимает участие вторич-
ный мессенджер аденилатциклазной сигнальной 
системы циклический аденозин монофосфат 
(cAMP) [9]. Вместе с тем участие cAMP в регу-
ляции активности ферментов практически не 
исследовано, помимо его способности активи-
ровать/ингибировать соответствующие проте-
инкиназы/протеинфосфатазы растений [9].

Поэтому целью данного исследования явля-
лось изучение влияния cAMP и ионов кальция 
на активность различных форм СОД в корнях 
проростков гороха.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили проростки 
гороха сорта Рондо. Семена гороха последова-
тельно стерилизовали в течение 30 мин в 94% 
этаноле, 5 мин в 3% пероксиде водорода и 5 мин 
в 5% растворе перманганата калия. На конечном 
этапе отмывали стерильной дистиллированной 
водой и замачивали в воде (56°C) на 4 ч. Затем 
семена проращивали в стерильных чашках Пе-
три на увлажненной фильтровальной бумаге 
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вторичные, меченные пероксидазой хрена (Santa 
Cruz Biotechnology) [11].

Влияние н-дибутирил-cAMP (д-б-cAMP) на 
активность СОД. Корни интактных проростков 
гороха инкубировали 30 мин в 50нМ растворе 
н-бутирил-cAMP (д-б-cAMP).

 (Sigma-Aldrich), затем корни промывали в воде, 
гомогенизировали по вышеприведенной схеме, 
центрифугировали и в супернатанте определяли 
активность СОД. 

Влияние сурамина на активность СОД. Ана-
логичные проростки гороха инкубировали 30 
мин в 800 мкМ растворе сурамина (ингибитора 
трансмембранной аденилатциклазы, Sigma-Al-
drich). Далее эксперимент проводили по той же 
схеме, как и в случае с д-б-cAMP.

Влияние ингибитора неспецифических кальци-
евых каналов LaCl3 и хелатора кальция EGTA на 
активность СОД. Проростки гороха инкубирова-
ли 30 мин в 400 мкМ растворе LaCl3 или в 1мМ 
растворе EGTA. Далее эксперимент проводили 
по той же схеме, как и в случае с д-б-cAMP.

Во всех экспериментах (“д-б-cAMP”, “сура-
мин”, “LaCl3”, “EGTA”) полученные результаты 
сравнивали с контролем, которым служили про-
ростки, инкубированные в воде (контроль, Н2О). 
В каждом варианте эксперимента проводили ин-
гибиторный анализ (с добавлением KCN, H2O2) 
и результаты сравнивали с аналогичными без до-
бавления ингибиторов (контроль I). 

Влияние дефицита/избытка Ca2+ на актив-
ность СОД. К супернатанту, полученному из го-
могената корней проростков, инкубированных 
в воде, добавляли растворы следующих веществ: 
100 мМ EGTA или 500 нМ CaCl2, или 500 мкМ 
CaCl2, инкубировали 10 мин при 23°С, затем на-
гревали 3 мин до 100°С и определяли активность 
СОД. Контролем служили образцы супернатан-
та без добавления EGTA и CaCl2. В каждом ва-
рианте эксперимента проводили ингибиторный 
анализ (с добавлением KCN, H2O2) и результа-
ты сравнивали с аналогичными без добавления 
ингибиторов.

Статистический анализ данных. Эксперименты 
проводили в трех биологических и восьми ана-
литических повторностях. Для оценки статисти-
ческой значимости результатов использовали 
t-критерий. Результаты считали статистически 
значимо различающимися при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для выявления активности отдельных форм 
СОД применяли специфические ингибиторы [2, 
12]: добавление к гомогенату корней 3мМ KCN 
(ингибитора Cu-Zn-СОД) приводило к сниже-
нию общей активности фермента на 70%, тог-
да как инкубация с 3мМ Н2О2 (ингибитором 
Cu-Zn-СОД и Fe-СОД) уменьшала активность 
на 49% (табл. 1).

Влияние cAMP на активность СОД в клетках 
корней гороха исследовали на интактных про-
ростках, инкубируя корни проростков гороха 
в 50нМ растворе н-дибутирил-cAMP, что при-
водило к повышению внутриклеточной концен-
трации cAMP (табл. 2). Инкубация аналогичных 
корней с ингибитором трансмембранной аде-
нилатциклазы сурамином [11] способствовала 
существенному снижению эндогенного уровня 
cAMP (табл. 2).

Во всех вариантах экспериментов изменялась 
активность разных форм СОД. Под воздействием 
н-дибутирил-cAMP общая активность достигала 
230%, добавление к гомогенату ингибиторов СОД 
(Н2О2 и KCN) вызывало уменьшение ее активно-
сти до 180–190% соответственно. На фоне инку-
бации с сурамином общая активность снижалась 
до 40% от контроля, тогда как при дополнитель-
ном применении ингибиторов СОД – до 50–60% 
(рис. 1). Возможно, что увеличение детектируе-
мой активности произошло за счет изменения 
активности Mn-СОД, на которую не действуют 
ингибиторы KCN и пероксид водорода.

Инкубация проростков с 400 мкМ раствором 
LaCl3 приводила к снижению общей активности 
СОД до 73%, 3мМ Н2О2 уменьшали активность 
СОД до 67%, а под влиянием 3мМ KCN ее актив-
ность опускалась до 56% от контроля (контролем 
служил вариант “+LaCl3”) (табл. 1). Предвари-
тельная обработка проростков 1 мМ EGTA при-
водила к снижению общей активности фермента 
на 32%, но ингибиторы не оказывали никакого 
дополнительного эффекта (табл. 1).

Влияние недостатка или избытка ионов каль-
ция на активность СОД изучали в гомогенате 
корней проростков гороха. При добавлении к го-
могенату корней хелатора ионов кальция EGTA 
(100мМ) наблюдалось снижение общей актив-
ности СОД до 81%, при применении ингибито-
ров выявлено еще большее уменьшение активно-
сти – до 65% (в случае применения KCN) и 51% 
(в случае применения Н2О2) (рис. 2). Добавление 
к гомогенату 500 нМ раствора CaCl2 незначи-
тельно повышало общую активность СОД, од-
нако дополнительная обработка KCN снижала 
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активность фермента примерно на 20%, а Н2О2 
не оказывал влияния на этот показатель (рис. 2). 
При добавлении более высокой концентрации 
CaCl2 (500 мкМ) общая активность СОД не из-
менялась (100%), на фоне этого KCN уменьшал 
этот показатель на 30%, а при добавлении Н2О2 
активность фермента оставалась практически 
неизменной (рис. 2).

Сигнальная система растений формируется и 
функционирует за счет взаимодействующих ком-
понентов различных сигнальных путей [13]. Од-
ним из наиболее известных примеров этого яв-
ляется взаимозависимое изменение содержания 
внутриклеточных Са2+ и Н2О2. Считается, что 
концентрация цитозольных Ca2+ регулируется 
АФК, и наоборот, Ca2+ имеют решающее значе-
ние для производства АФК [14, 15]. 

Исследованию растительной СОД посвяще-
но достаточно много работ, в которых этот фер-
мент чаще всего рассматривается как маркер 
стрессовых реакций растений [6, 16]. В связи с 
этим возникает вопрос о том, какие внутрикле-
точные события, например, изменение ионного 
окружения под влиянием вторичных мессендже-
ров могут непосредственно вызывать изменение 
активности СОД. В отдельных работах исследо-
валось влияние экзогенного кальция, применя-
емого в качестве удобрения, на общую актив-
ность исследуемого фермента [17]. В некоторых 

источниках обсуждается взаимосвязь между аб-
сцизовой кислотой, кальцием и активностью 
СОД в растениях кукурузы [18]. Результаты этих 
исследований не дают четкого представления о 
механизмах кратковременной модуляции актив-
ности СОД, в которой могут участвовать вну-
триклеточные сигнальные молекулы. Это важно 
и по той причине, что этот фермент представ-
лен в растениях несколькими формами, которые 
могут обладать индивидуальной чувствительно-
стью к вторичным мессенджерам. Краткосроч-
ное влияние сигнальных молекул на активность 
различных форм СОД может осуществляться как 
в условиях нормального роста и развития расте-
ний, так и под воздействием стрессоров.

Наши эксперименты показали, что все фор-
мы СОД из клеток корней проростков гороха 
реагировали на изменение эндогенного уровня 
cAMP (рис. 1). Согласно результатам ингиби-
торного анализа (табл. 1), при повышении кон-
центрации cAMP в наибольшей степени акти-
вировалась Mn-СОД. Известно, что действие 
вторичного мессенджера аденилатциклазной 
сигнальной системы, cAMP, направлено на ин-
дукцию активности внутриклеточных сигналь-
ных каскадов. В основном, от него зависит акти-
вация соответствующих протеинкиназ, которые 
фосфорилируют специфические белки и фак-
торы транскрипции, передавая таким образом 

Таблица 1. Изменение активности СОД после инкубации интактных корней проростков гороха в 400 мкМ 
LaCl3 или 1 мМ EGTA 

Вариант опыта

Н2О, контроль I 3 мМ Н2О2 (ингибитор Cu, 
Zn-СОД)

3 мМ KCN (ингибитор Cu, 
Zn-СОД и Fe-СОД)

мкМ 
формазана/ 
мг белка/
мин

% к 
контролю

мкМ 
формазана/ 
мг белка/
мин

% к 
контролю I*

мкМ 
формазана/
мг белка/мин

% к 
контролю I*

Контроль, Н2О 0.37 ± 0.02 100 0.19 ± 0.01 51 0.11 ± 0.01 30
400 мкМ LaCl3 0.27 ± 0.01 73 0.18 ± 0.01 67 0.15 ± 0.01 56
1мМ EGTA 0.25 ± 0.01 68 0.17 ± 0.01 68 0.16 ± 0.01 64

* В вариантах экспериментов “LaCl3”, “EGTA” полученные результаты сравнивали с контролем, которым слу-
жили проростки, инкубированные в воде (контроль, Н2О). Результаты ингибиторного анализа (с добавлени-
ем KCN, H2O2) сравнивали с аналогичными экспериментами (“LaCl3”, “EGTA”) без добавления ингибитора 
(контроль I). 
Таблица 2. Влияние 50 нМ н-дибутирил-cAMP и 800 мкМ сурамина на содержание эндогенного cAMP в корне 
проростков гороха 

Вариант опыта cAMP
нмоль/г сыр. веса % к контролю

Н2О, контроль 5.2 ± 0.5 100
д-б-cAMP, 50 нМ 9.8 ± 0.8 188
Сурамин, 800 мкМ 2.2 ± 0.2 42
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информацию в геном. Кроме того, эта сигналь-
ная молекула является регулятором активно-
сти нуклеотид-зависимых кальциевых ионных 
каналов [19]. В литературе показано, что крат-
ковременное и локальное повышение уровня 
эндогенного cAMP приводит к их активации и 
повышению внутриклеточной концентрации 
Ca2+ [19], за которым следует резкое увеличение 
уровня АФК [20]. Таким образом, cAMP напря-
мую не оказывает влияние на ферменты, гене-
рирующие АФК, но участвует опосредованно, 
модулируя уровень эндогенных Ca2+, которые 
могут непосредственно взаимодействовать с ак-
тивными центрами соответствующих фермен-
тов. Очевидно, что такая многоступенчатая вза-
имосвязь вторичных мессенджеров должна быть 
дозозависимой. Подтверждением этому может 
служить дифференцированное ингибирование 
всех форм СОД при уменьшении уровня эндо-
генного cAMP (рис. 1): заметно, что активность 
Mn-CОД в этих условиях снижалась в меньшей 
степени. Согласно литературным данным можно 
предположить, что непосредственной причиной 
изменения активности СОД в клетках корней го-
роха в этих условиях могло быть изменение кон-
центрации эндогенного кальция. В связи с этим 
показательны результаты по изменению актив-
ности всех форм СОД под влиянием неспецифи-
ческого ингибитора кальциевых каналов LaCl3 и 
хелатора кальция EGTA, применяемого в низ-
кой концентрации на интактных корнях про-
ростков (табл. 1). LaCl3, вероятно, блокировал 
выход внутриклеточных Ca2+, что отразилось на 

активности СОД. Применение различных кон-
центраций EGTA на разных моделях (на корнях 
интактных проростков и в гомогенате корней) 
показало существенные изменения в активности 
всех форм СОД, причем в меньшей степени они 
наблюдались в Mn-СОД, что указывает на чув-
ствительность исследуемого фермента к кальцию. 

Ингибиторный анализ не дает точного пред-
ставления о вкладе каждой формы СОД в ее об-
щую активность, однако можно отметить, что все 
формы фермента из корней гороха проявляли раз-
нонаправленную чувствительность к 500 нМ CaCl2, 
которая близка к физиологической у растений: 
активности Cu,Zn-СОД и Fe-СОД незначительно 
снижались, тогда как Mn-СОД повышалась. Уве-
личение концентрации экзогенного кальция на 
три порядка (500 мкМ) оказывало подавляющий 
эффект на все формы СОД, однако на Mn-СОД в 
меньшей степени. Таким образом, можно сделать 
вывод о том, что СОД из клеток корней пророст-
ков гороха является кальций-зависимым фермен-
том, а каждая форма СОД имеет индивидуальную 
чувствительность к Ca2+.

Можно полагать, что дифференцированная 
чувствительность различных форм СОД к каль-
цию является одним из способов тонкой регуля-
ции внутриклеточной сигнализации у растений. 
Это представляется вполне возможным, по-
скольку известно, что наиболее низкий уровень 
Ca2+ наблюдается в цитоплазме (в покое состав-
ляет 100–200 нМ), тогда как во внутриклеточ-
ных компартментах может достигать 1 мМ, как, 
например, в митохондриях [21]. В связи с этим 

Рис. 1. Изменение активности СОД в интактных корнях проростков гороха под влиянием 50 нМ н-дибутирил-cAMP 
или 800 мкМ сурамина. Расчет активности СОД проводили, сравнивая значения СОД, полученные в опытных ва-
риантах (д-б-cAMP, сурамин), со значениями, полученными из корней проростков, инкубированных в воде (кон-
троль). % ингибирования рассчитывали, сравнивая значение “Н2О” и значение СОД, полученное при добавлении 
ингибитора. В опыте сравнивали значение активности СОД (д-б-cAMP или сурамин) со значением, полученным 
в присутствии ингибиторов. *- p < 0.05.
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следует упомянуть локализацию различных форм 
СОД в растительной клетке. Cu,Zn-СОД счита-
ется наиболее широко распространенной фор-
мой и обнаружена в цитоплазме и большинстве 
внутриклеточных органелл [2], Fe-СОД преиму-
щественно локализуется в различных участках 
хлоропластов, тогда как Mn-СОД – в митохон-
дриях и пероксисомах [2]. При этом в большин-
стве органелл расположены компоненты и дру-
гих сигнальных систем, как, например, раство-
римая аденилатциклаза и нуклеотид-зависимые 
кальциевые ионные каналы [22, 23]. Тем самым, 
внутриклеточные органеллы растений выполня-
ют роль сигнальных микродоменов. В частности, 
они участвуют в ретроградной передаче сигнала 
в клетке, в том числе путем генерации Н2О2 [24]. 
Так, в литературе есть сведения о том, что повы-
шенный синтез H2O2 пероксисомами способству-
ет индукции экспрессии генов, определяющих 
адаптацию растений к стрессу и/или толерант-
ности, тогда как пероксид водорода, образуемый 
в хлоропластах, обеспечивает экспрессию генов, 
связанных с синтезом вторичных сигнальных 
молекул [25]. Более того, H2O2, поступающий от 
хлоропластов и пероксисом, модулирует транс-
крипцию генов, участвующих в ретроградной ре-
гуляции сигналинга митохондрий [25]. 

Таким образом, вторичные мессендже-
ры аденилатциклазной и кальциевой сиг-
нальных систем cAMP и Са2+ могут оказывать 

модулирующий эффект на активность СОД из 
клеток корней проростков гороха. Эндогенный 
cAMP действует опосредованно, а Са2+, веро-
ятно, могут дозозависимо взаимодействовать с 
активным центром каждой из форм этого фер-
мента. При этом формы СОД обладают индиви-
дуальной чувствительностью к ионам кальция, 
что позволяет точно передавать и интегрировать 
внутриклеточные сигналы.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией этой статьи.

Источник финансирования. Работа выполне-
на в рамках проекта исследований СИФИБР 
№ 0277-2021-0004. 

Соответствие принципам этики. Настоящая 
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Dvořák P., Krasylenko Y., Zeiner A., Šamaj J., Takáč 
T. 2021. Signaling toward reactive oxygen species-
scavenging enzymes in plants. Front. Plant Sci. 11, 
618835.       
doi 10.3389/fpls.2020.618835

2. Бараненко В.В. 2006. Супероксиддисмутаза в 
клетках растений. Цитология. 48 (6), 465–474.

3. Del Rio L. A., Sandalio L.M., Altomare D., Zilinskas 
B. 2003. Mitochondria and peroxisomal manganese 
superoxide dismutase: Different expression during 
leaf senescence. J. Exp. Bot. 54, 923–933.   
doi 10.3389/fpls.2013.00191

4. Herbette S., Lene C., de Iabrouhe D., Drevet J., 
Roeckel-Drevet P. 2003. Transcripts of sunflower an-
tioxidant scavengers of the SOD and GPX families ac-
cumulate differentially in response to downy mildew 
infection, photohormones, reactive oxygen species, 
nitric oxide, protein kinase and phosphatase inhibi-
tors. Physiol. Plant. 119, 418–428.

5. Zameer R., Fatima K., Azeem F., Hussah I.M. ALg-
waiz H.I.M, Sadaqat M., Rasheed A., Batool R., Shah 
A.N., Zaynab M., Shah A.A., Attia K.A., AlKahtani 
M.D.F., Fiaz S. 2022. Genome-wide characterization 
of superoxide dismutase (SOD) genes in Daucus caro-
ta: Novel insights into structure, expression, and bind-
ing interaction with hydrogen peroxide (H2O2) under 
abiotic stress condition. Front. Plant Sci. 13, 870241. 
doi 10.3389/fpls.2022.87021041

6. Babitha M.P., Bhat S.G., Prakash H.S., Shetty H.S. 
2002. Different induction of superoxide dismutase in 
downy mildew-resistant and -susceptible genotypes of 
pearl millet. Plant Pathol. 51 (4), 480–486.   
doi 10.1046/j.1365-3059.2002.00733.x 

Рис. 2. Влияние EGTA и СаCl2 на активность СОД в го-
могенате из корней проростков гороха. Расчет проводи-
ли, сравнивая значения СОД, полученные в опытных 
вариантах (EGTA, СаCl2) со значениями, полученными 
при добавлении к супернатанту воды (контроль). % ин-
гибирования рассчитывали, сравнивая значение “Н2О” 
и значение СОД, полученное при добавлении ингиби-
тора. В каждом из опытных вариантов проводили инги-
биторный анализ и результаты сравнивали с аналогич-
ными (100 мМ EGTA/500 нМ CaCl2/500 мкМ CaCl2) без 
добавления ингибиторов. *- p < 0.05.

http://doi.org/10.1046/j.1365-3059.2002.00733.x


166 ЛОМОВАТСКАЯ и др.

 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ том 41 № 2 2024

7. Casano L.M., Gomes L.D., Lascano H.R., Gonzales 
C.A., Trippi V.S. 1997. Inactivation and degradation 
of CuZn-SOD byactive oxygen species in wheat chlo-
roplasts exposed to photooxidativestress. Plant Cell 
Physiol. 38, 433–440.     
doi 10.1093/oxfordjournals.pcp.a029186

8. Yan J., Guan L., Sun Y., Zhu Y., Liu L., Lu R., Ji-
ang M., Tan M., Zhang A.C.   2015. Calcium and 
ZmCCaMK are involved in brassinosteroid-induced 
antioxidant defense in maize. Plant Cell Physiol. 56 
(5), 883–896.      
doi 10.1093/pcp/pcv014

9. Blanco E., Fortunato S., Viggiano L., Concetta de 
Pinto M. 2020. Cyclic AMP: A polyhedral signalling 
molecule in plants. J. Mol. Sci. 21, 4862.   
doi 10.3390/ijms21144862

10. Beuchamp I., Fridovich I. 1971. Superoxide dis-
mutase: Improved assays and an assay applicable to 
acrylamide gels. Anal. Biochem. 44, 276–287.   
doi 10.1016/0003-2697(71)90370-8

11. Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S., Filinova N.V., 
Dudareva L.V. 2011. Determination of cAMP in plant 
cells by a modified enzyme immunoassay method. 
Plant Cell Rep. 30, 125–132.    
doi 10.1007/s00299-010-0950-5

12. Ahmed H., Schott E.J., Gauthier J.D., Vasta J.R. 
2003. Superoxide dismutases from the oyster parasite 
Perkinsus marinus: Purification, biochemical charac-
terization, and development of a plate microassay for 
activity. Anal. Biochem. 318, 132–141.   
 doi 10.1016/S0003-2697(03)00192-1

13. Ma Yi, Zhao Y., Robin K. Walker R.K., Berkowitz 
G.A. 2013. Molecular steps in the immune signaling 
pathway evoked by plant elicitor peptides: Ca2+-depen-
dent protein kinases, nitric oxide, and reactive oxy-
gen species are downstream from the early Ca2+ signal. 
Plant Physiol. 163, 1459–1471.    
doi 10.1104/pp.113.226068

14. Choi W.G., Toyota M., Kim S.H., Hilleary R., Gilroy 
S. 2014. Salt stress-induced Ca2+ waves are associated 
with rapid, long-distance root-to-shoot signaling in 
plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111, 6497–6502. 
doi 10.1073/pnas.1319955111

15. Gaupels F., Durner J., Kogel K.-H. 2017. Production, 
amplification and systemic propagation of redox mes-
sengers in plants? The phloem can do it all! New Phy-
tol.214 (2), 554–560.     
doi 10.1111/nph.14399

16. Kunos V., Csépl˝o M., Seress D., Eser A., Kende Z., 
Uhrin A., Bányai J., Bakonyi J., Pál M., Mészáros K. 
2022. The stimulation of superoxide dismutase en-
zyme activity and its relation with the pyrenophora 

teres f. teres infection in different barley genotypes. 
Sustainability. 14 (2597), 1–15.    
doi 10.3390/su14052597

17. Sairam R.K., Vasanthan B., Arora A. 2011. Calcium 
regulates gladiolus flower senescence by influencing 
antioxidative enzymes activity. Acta Physiol. Plant. 33, 
1897–1904.      
 doi 10.1007/s11738-011-0734-8

18. Hu X., Jiang M., Zhang J., Zhang A., Lin F., Tan M. 
2007. Calcium–calmodulin is required for abscisic ac-
id-induced antioxidant defense and functions both up-
stream and downstream of H2O2 production in leaves 
of maize (Zea mays) plants. New Phytol. 173. 27–38. 
doi 10.1111/j.1469-8137.2006.01888.x

19. Jarratt-Barnham E., Wang L., Ning Y., Davies Y.M. 
2021.The complex story of plant cyclic nucleotide-
gated channels. Int. J. Mol. Sci. 22, 874.   
doi 10.3390/ijms22020874

20. Saxena I., Srikanth S., Chen Z. 2016. Cross talk be-
tween H2O2 and interacting signal molecules under 
plant stress response. Front. Plant Sci. 7, 570.   
doi 10.3389/fpls.2016.00570

21. Швартау В.В., Вирыч П.А., Маковейчук Т.И., Арте-
менко А.Ю.3 2014. Кальций в растительных клетках. 
Vìsn. Dnìpropetr. Unìv. Ser. Bìol. Ekol. 22 (1), 19–32.  
doi 10.15421/011403

22. Ломоватская Л.А., Романенко А.С., Криволапо-
ва Н.В., Копытчук В.Н. 2007. Функционирование 

“растворимой” и связанной с мембраной форм 
аденилатциклазы в органеллах растительных кле-
ток при биотическом стрессе. Биол. мембраны. 24 
(5), 363–371.

23. Романенко А.С., Ломоватская Л.А. 2017. Влияние 
экзополисахаридов бактериального возбудителя 
кольцевой гнили на субклеточную локализацию 
регулируемых циклическими нуклеотидами ион-
ных каналов (CNGC) в клетках корней картофеля. 
Биол. мембраны. 34 (3), 231–238.    
doi 10.7868/S0233475517020062

24. Юрина Н.П., Одинцова М.С. 2019. Ретроградная 
сигнальная система хлоропластов. Физиол. расте-
ний. 66 (4), 243–255.     
doi 10.1134/S0015330319040146

25. Sewelama N., Jasperta N., Van Der Kelenc K., 
Tognettic V.B., Schmitza J., Frerigmanne H., Stahlg 
E., Zeierf J., Van Breusegemc F., Maurinoa V.G. 2014. 
Spatial H2O2 signaling specificity: H2O2 from chloro-
plasts and peroxisomes modulates the plant transcrip-
tome differentially. Mol. Plant. 7, 1191–1210.  
 doi 10.1093/mp/ssu070 

http://dx.doi.org/10.1016/S0003-2697(03)00192-1
https://doi.org/10.1073/pnas.1319955111
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gaupels/Frank
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Durner/J%C3%B6rg
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Kogel/Karl%E2%80%90Heinz
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/journal/14698137
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/journal/14698137
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/toc/14698137/2017/214/2
https://doi.org/10.1111/nph.14399
http://dx.doi.org/10.1093/mp/ssu070


 РАЗЛИЧНЫЕ ФОРМЫ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ ИЗ КОРНЕЙ ПРОРОСТКОВ... 167

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ том 41 № 2 2024

Different Forms of Superoxide Dismutase from Pea Seedling Roots Differ in 
Sensitivity to cAMP and Calcium
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It has been established that cyclic adenosine monophosphate (cAMP), a second messenger of the 
adenylate cyclase signaling system, and Ca2+ are able to dose-dependently modulate the activity of various 
forms of superoxide dismutase (SOD) in the root cells of pea seedlings of the Rondo variety. The effect 
of cAMP on SOD activity in pea root cells was studied on intact seedlings by incubating their roots in 
50 nM n-dibutyryl-cAMP, a fat-soluble analogue of cAMP, which led to an increase in the intracellular 
concentration of cAMP. Incubation of similar roots in 800 μM suramin, an inhibitor of transmembrane 
adenylate cyclase, contributed to a significant decrease in endogenous cAMP levels. In each of these 
variants, the SOD activity measured in the supernatant obtained from the root homogenate changed. 
Under the influence of n-dibutyryl-cAMP, the total SOD activity increased to 230%; SOD inhibitors, 
3 mM KCN or 3 mM H₂O₂, added to the homogenate, reduced its activity (180 and 190% of the control, 
respectively). During incubation with suramin, the total activity decreased to 40% of the control value, 
while with the additional use of SOD inhibitors it decreased to 50–60%. Incubation of seedlings in 
400 μM LaCl₃ solution resulted in a decrease in total SOD activity to 73% and in the presence of 3 mM 
KCN, to 56% of the control, and when 3 mM H₂O₂ was added to the homogenate, to 67%. A similar 
incubation of seedlings in 1 mM EGTA led to a decrease in total activity by 32%, and the inhibitors had no 
additional effect. The effect of calcium deficiency or excess on SOD activity was studied in a homogenate 
of pea seedling roots. When a calcium ion chelator, 100 mM EGTA, was added to the root homogenate, 
a decrease in the total SOD activity to 81% was observed; when inhibitors (H₂O₂ or KCN) were added, 
an even greater decrease in SOD activity occurred, up to 65 and 51%, respectively. The addition of 500 
nM CaCl2 to the homogenate slightly increased the total SOD activity; KCN reduced SOD activity by 
approximately 20%, and H₂O₂ had no effect on this indicator. When a higher concentration of CaCl2, 
500 μM, was added, the total activity did not change (100%), in the variant with KCN it decreased by 
30%, and when H₂O₂ was added it remained almost unchanged. We conclude that cAMP most likely 
has an indirect effect on SOD activity, while calcium ions probably act directly on the active site of the 
enzyme molecule; Moreover, each form of SOD differs in sensitivity to calcium.

Keywords:  Cu, Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD, pea seedling root, cAMP, Ca2+
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ОРГАНИЗАЦИЯ РЕЗЕРВНОГО ПУЛА СИНАПТИЧЕСКИХ ВЕЗИКУЛ 
В НЕРВНЫХ ОКОНЧАНИЯХ С УДАЛЕННЫМИ КОМПОНЕНТАМИ 
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Белок эндофилин А, который в геноме млекопитающих кодируется тремя генами – эндофилин А1, 
А2 и А3, участвует в регуляции синаптического цикла на стадиях экзо- и эндоцитоза и присутствует 
в резервном пуле синаптических везикул (СВ), где его функция не ясна. Эксперименты, проведен-
ные in vitro, позволяют предполагать, что посредством SH3-домен-опосредованных взаимодей-
ствий эндофилин А обеспечивает вхождение ряда белков в состав жидкой белковой фазы, органи-
зующей СВ в резервном пуле. Мы исследовали эффект удаления генов эндофилина и одного из 
его партнеров, участвующих в этих взаимодействиях, ‒ динамина, на организацию СВ в синапсах, 
образованных кортикальными нейронами в культуре. Исследования показали, что удаление генов 
эндофилина не приводит к изменениям плотности СВ в резервном пуле. В то же время удаление 
генов динамина 1 и динамина 3 вызывает значительное увеличение плотности везикул. Мы пред-
полагаем, что функции эндофилина в синапсах дополняются другими SH3-домен-содержащими 
белками, которые являются компонентами белковой жидкой фазы резервного пула СВ. 

Ключевые слова: синапс, резервный пул синаптических везикул, разделение жидких фаз, эндо-
филин, динамин, цикл синаптических везикул
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ВВЕДЕНИЕ

Резервный пул синаптических везикул (СВ) – 
специализированный немембранный компартмент 
химического синапса, находящийся на расстоянии 
около 100 нм над активной зоной и содержащий 
везикулы, заполненные нейромедиатором, которые 
используются для синаптической передачи при по-
вышенной активности синапса [1, 2]. Истощение 
запаса СВ в резервном пуле (РП) приводит к невоз-
можности длительного поддержания синаптической 
передачи и к синаптической депрессии. Основным 
структурным компонентом РП является белок си-
напсин, способный при определенных условиях 
переходить из растворимого состояния в состо-
яние жидкой фазы, образуя белковый конденсат, 
включающий в себя СВ [3–5]. В состоянии покоя 
в РП также локализуется ряд эндоцитозных белков 
[6], в частности N-BAR белок эндофилин А [6–8].

Исследования, проведенные с изолированны-
ми белками, показали, что эндофилин способен 
образовать жидкую фазу вместе в синапсином. Его 
присутствие позволяет войти в состав жидкой фазы 
целому ряду других белков, находящихся в РП in 
vivo, таких как интерсектин, динамин и амфифизин 
[9]. Это свойство делает эндофилин кандидатом 
на роль главного регулятора состава жидкой фазы 
и структуры РП. Выполняет ли эндофилин эту 
функцию в живом синапсе, остается неизвестным.

В данной работе мы исследовали эффект удале-
ния генов эндофилина на организацию РП в си-
напсах, образованных кортикальными нейронами 
в культуре, в состоянии покоя.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуры клеток и электронная микроскопия. 
Кортикальные нейроны с тройным нокаутом по 
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Действительно, в синапсах EndoTKO вокруг кла-
стера СВ мы обнаружили клатрин-окаймленные 
везикулы (КВ) (рис. 1в). Преимущественно КВ 
находились на расстоянии до 200 нм от границы 
кластера. Количество КВ в этой зоне составило 
в среднем 24.82 против 2.92 КВ/мкм2 в контроле 
(p < 0.0001, t-тест; рис. 1и). В ряде случаев КВ на-
блюдали в аксоплазме на расстоянии более 1 мкм 
от границы кластера (максимум – 1.44 мкм), далеко 
за пределами зоны эндоцитоза.

Синапсы EndoTKO имели выраженные кластеры 
СВ, включающие везикулы РП (рис. 1в). Площадь 
РП в синапсах EndoTKO была в среднем в 1.6 раза 
меньше, чем в контроле (p = 0.0108, t-тест; рис. 1з), 
что объясняется замедлением эндоцитоза в си-
напсах. Неполное блокирование клатрин-зависи-
мого эндоцитоза, вероятно, является следствием 
частичного дублирования функций эндофилина 
другими белками, такими как интерсектин и амфи-
физин, которые имеют свойство взаимодействовать 
с партнерами эндофилина [13]. Чтобы выяснить, 
повлияло ли отсутствие эндофилина на струк-
туру РП, мы измерили плотность расположения 
СВ в кластерах синапсов EndoTKO и в контроле. 
Статистически значимых различий между этими 
группами выявлено не было (t-тест; рис. 1ж).

Для сравнения мы исследовали плотность рас-
положения СВ в синапсах с двойным нокаутом по 
генам динамина (Dyn1,3DKO). Как и синаптоянин, 
динамины 1,3 взаимодействуют с эндофилином 
в процессе эндоцитоза [8] и необходимы для под-
держания эндоцитоза в центральных синапсах 
[11]. Фенотип Dyn1,3DKO характеризуется мно-
гочисленными инвагинациями пресинаптической 
мембраны, образующими клатрин-окаймленные 
ямки [11, 14], что также наблюдалось в наших экс-
периментах. Размеры РП были значительно умень-
шены (рис. 1д, 1з). Кластеры СВ были обнаружены 
только в отдельных синапсах, а в большинстве 
отсутствовали, что объясняется полной блокадой 
клатрин-зависимого эндоцитоза в отсутствие ди-
намина и неспособностью клатрин-независимых 
механизмов эффективно формировать СВ [11]. 
Плотность везикул в РП оказалась существен-
но выше в синапсах Dyn1,3DKO по сравнению 
с EndoTKO (p < 0.0001) (рис. 1г, 1е, 1ж). Различий 
в средней длине активной зоны в исследованных 
синапсах обнаружено не было (рис. 1к).

ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования последних лет показали, что 
ключевую роль в организации жидкой фазы ве-
зикул РП играет белок синапсин [4, 5]. Наличие 
дополнительных белков в составе РП позволяет 

генам эндофилина А1–3 (EndoTKO; n = 3), с двой-
ным нокаутом по генам динамина 1,3 (Dyn1,3DKO; 
n = 3) и контрольных животных (n = 3) культиви-
ровали согласно описанному ранее протоколу [7, 
10, 11]. Мыши EndoTKO и Dyn1,3DKO получены 
скрещиванием животных с нокаутом отдельных 
генов, как описано ранее [10, 11]. Препараты куль-
тур нейронов были приготовлены в лаборатории 
P. De Camilli (Yale University School of Medicine, 
USA) и любезно предоставлены проф. P. De Ca-
milli. Первичные культуры клеток получали из 
животных на стадии развития P0 в одинаковых 
условиях. Нейроны фиксировали через 2 недели 
in vitro в 1.3% глутаровом альдегиде, приготов-
ленном на 66 мМ натрий-какодилатном буфе-
ре, постфиксировали в 1% OsO4, 1.5% K4Fe(CN)6 
в 0.1M натрий-какодилатном буфере, окрашивали 
в 0.5% уранилацетате, дегидратировали в спиртах, 
заключали в смолу Embed 812 (EMS). Серии из 
5–10 ультратонких 70-нм срезов изготавливали 
на ультратоме Leica UC и помещали на покрытые 
формваром бленды. Срезы контрастировали в 1% 
водном растворе уранилацетата и цитрата свин-
ца, исследовали с помощью трансмиссионного 
электронного микроскопа Jeol-1400 с камерой 
Olympus-SIS Veleta (2048×2048), фотографировали 
на увеличениях ×30000 и ×50000.

Анализ изображений и статистика. Синапсы 
отбирали случайным образом на серийных срезах. 
Для сравнения гомогенных популяций в различ-
ных культурах исследования проводили на асим-
метричных синапсах. Для анализа электронных 
микрофотографий и измерения параметров РП 
использовали ПО Image J. Значения площади РП на 
идентифицированном центральном срезе синапса 
нормализовали к длине активной зоны. На некото-
рых срезах было сложно провести измерение всех 
интересующих структур, например, из-за наклонной 
ориентации плоскости среза. С этим связаны разли-
чия в количестве измерений отдельных параметров 
в графиках. Статистическую обработку данных про-
водили с помощью ПО Prism 9 (GraphPad).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При тройном нокауте по генам эндофилина 
А1–3 (EndoTKO) фенотипическим признаком 
межнейронных синапсов на ультраструктурном 
уровне является наличие клатриновых везикул 
в непосредственной близости от активной зоны 
[10]. Это связано с тем, что основной функцией 
эндофилина при эндоцитозе является привлечение 
(рекрутинг) к мембране везикул фосфоинозити-
дфосфатазы синаптоянина, которая запускает 
процесс снятия клатринового окаймления [10, 12]. 
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менять свойства жидкой фазы, вследствие чего 
может изменяться динамика и организация РП 
при синаптической активности [3]. Так, в иссле-
дованиях in vitro было показано, что жидкая фаза 
СВ и синапсина способна рекрутировать α-си-
нуклеин, что снижает плотность СВ в кластере 
[15]. В гиппокампальных синапсах с тройным 

нокаутом генов α, β, γ-синуклеинов везикулы РП 
кластеризуются плотнее, чем в синапсах дико-
го типа [16]. В отношении эндоцитозных белков, 
находящихся в РП в состоянии покоя и имеющих 
SH3-домены, способные взаимодействовать с си-
напсином, также высказывались предположения, 
что они регулируют восстановление структуры РП 

Рис. 1. Эффекты удаления генов эндофилина и динамина на организацию резервного пула СВ в асимметричных 
синапсах в культуре кортикальных нейронов.
а, в, д – Электронные микрофотографии асимметричных синапсов в контрольной культуре нейронов (а), в куль-
туре нейронов с тройным нокаутом по генам эндофилина (в) и с двойным нокаутом по генам динамина 1 и 3 (д) 
в покое. Зоны, содержащие клатриновые везикулы (в) и клатрин-окаймленные ямки (д), выделены белой рам-
кой и показаны на вставках при большем увеличении. На микрофотографиях б, г, е участки РП, изображенных 
на а, в, д, показаны при большем увеличении. Масштаб для а, в, д: 500 нм; для вставок на в, д: 100 нм; для б, г, е: 
100 нм. Обозначения: а – аксон, д – дендрит, СВ – синаптические везикулы, РП – резервный пул СВ, мх – мито-
хондрия, КВ – клатрин-окаймленные везикулы, КЯ – клатрин-окаймленные ямки, черная стрелка – активная зона. 
ж, з –Плотность (ж) и площадь (з) резервных пулов в контрольных, EndoTKO и Dyn1,3DKO синапсах; площадь РП 
нормализована к длине активной зоны. и – Плотность КВ в зоне 200 нм от границы РП в контрольных и EndoTKO 
синапсах. к – Средняя длина активных зон в исследованных группах. Данные представлены как среднее ± SEM. 
Цифры над столбцами указывают число исследованных синапсов.
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при рекластеризации СВ после синаптической 
активности и необходимы для поддержания этой 
структуры в покое [13].

В недавних исследованиях было показано, что 
эндоцитозный белок эндофилин способен форми-
ровать жидкую фазу совместно с синапсином in 
vitro [9]. Коэкспрессия эндофилина и синапсина 
в COS7 клетках повышала способность смешан-
ной жидкой фазы кластеризовать СВ-подобные 
везикулы и увеличивала площадь таких псевдо-си-
наптических кластеров. Однако какое значение 
имеет эндофилин для поддержания структуры 
РП в живом синапсе, осталось невыясненным [9].

В настоящей работе на кортикальных нейронах 
мы показали, что генетическое удаление эндофи-
линов А1, А2 и А3 в синапсах не нарушает плот-
ность упаковки везикул в РП, что указывает на 
то, что эндофилин и белки, которые включаются 
в резервный пул с его помощью, не оказывают 
существенного влияния на организацию жидкой 
фазы СВ. Неожиданным оказалось значительное 
увеличение плотности везикул в РП при удалении 
динаминов 1 и 3. Возможным объяснением этому 
может быть отсутствие дублирования функций 
динамина при организации жидкой фазы. Для вы-
яснения роли динамина в организации РП нужны 
дальнейшие исследования.
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Organization of the Reserve Pool of Synaptic Vesicles in Nerve Terminals 
Lacking Protein Liquid Phase Components
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Protein endophilin A regulates the synaptic vesicle cycle during exo- and endocytosis, and it is present in the 
reserve pool of synaptic vesicles (SVs), where its function is unknown. In vitro experiments suggest that en-
dophilin via its SH3 domain interactions incorporates several components into the protein liquid phase that 
organizes SVs in the reserve pool. We investigated the effect of deletion of the genes encoding endophilin and 
one of its binding partners, dynamin, on the organization of SVs in living synapses formed by cortical neurons 
in culture. Experiments showed that deletion of endophilin genes does not change the density of SVs in the 
reserve pool. At the same time, deletion of the major dynamins 1 and 3 leads to a significant increase in the 
vesicle density. These results suggest that other SH3-domain-containing proteins, which are components of 
the protein liquid phase, complement the function of endophilin in the SV reserve pool.

Keywords:  synapse, reserve pool of synaptic vesicles, liquid–liquid phase separation, endophilin, dynamin, 
synaptic vesicle cycle
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