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ВВЕДЕНИЕ

Первые данные о том, что синтез миоглобина 
не ограничен лишь типами опухолей, возник-
ших из мышечной ткани, такими как саркома 
и карцинома человека, а происходит и в рако-
вых клетках немышечных органов, появились 
в  1984  году в  работе Смита и  Дэвидсона [1]. 

Хотя затем это было подтверждено исследова-
ниями других авторов, эту экспрессию миогло-
бина в немышечных опухолях долгое время ас-
социировали исключительно с рабдомиоидной 
дифференциацией раковых клеток, а  миогло-
бин рассматривался как маркер рабдомиоидной 
дифференциации раковой ткани [2, 3]. Более 
того, предполагали, что источником миоглобина 

ОБЗОРЫ

УДК 577.3

ЭКСПРЕССИЯ МИОГЛОБИНА ОПУХОЛЕВЫМИ КЛЕТКАМИ  
И ЕГО РОЛЬ В РАЗВИТИИ ЗАБОЛЕВАНИЯ

© 2024 г. Г. Б. Постниковаa, Е. А. Шеховцоваa,*
aИнститут биофизики клетки РАН – обособленное подразделение ФИЦ «Пущинский научный центр биологических 

исследований РАН», Пущино, Московская обл., 142290 Россия 
*e-mail: shekhovtsova.ekaterina@mail.ru

Поступила в редакцию 20.03.2024
После доработки 04.06.2024 
Принята к печати 06.06.2024 

В обзоре рассмотрены имеющиеся в литературе данные об экспрессии миоглобина в различных опу-
холях и клеточных линиях опухолевых клеток немышечной природы и о влиянии на этот процесс 
гипоксии, активных форм кислорода и азота, гормонов, факторов роста, пола и возраста. Проанали-
зированы также данные о влиянии опухолевого миоглобина на процессы, протекающие в клетках – 
окислительный стресс, ингибирование митохондриального дыхания оксидом азота и метаболизм жир-
ных кислот, как в случае собственной эндогенной экспрессии небольших количеств (~ 1 мкМ) мио-
глобина, так и при сверхэкспрессии белка (~ 150 мкМ) посредством встроенного в геном опухолевой 
клетки миоглобинового гена. Сделано заключение, что индуцируемая гипоксией собственная экс-
прессия малых концентраций миоглобина благодаря его способности утилизировать активные формы 
кислорода и азота, которые могут повредить опухолевые клетки, обеспечивает их лучшее выживание, 
способствуя прогрессии опухоли и ее метастазированию. Соответственно, эта экспрессия миоглобина 
связана, как правило, с более агрессивным типом опухоли, плохим прогнозом течения и исхода забо-
левания и может, таким образом, служить «маркером» агрессивного злокачественного образования. 
Напротив, искусственная сверхэкспрессия миоглобина способна значительно ингибировать разви-
тие опухоли и улучшить течение болезни за счет переключения метаболизма раковых клеток с гли-
колиза, характерного для опухоли, на окислительное фосфорилирование, присущее здоровой ткани. 
Сверхэкспрессия миоглобина может, таким образом, быть эффективным терапевтическим средством 
в онкологии.
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Список сокращений: Mb – миоглобин; MbO2 – физиологически активный оксимиоглобин; метMb – окисленный мио-
глобин; NO – оксид азота; Ngb – нейроглобин; Cgb – цитоглобин; HIF‑1/2α – фактор, индуцируемый гипоксией; АФК – 
активные формы кислорода; EGF – эпидермальный фактор роста; VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста; 
CAIX – карбоангидраза IX; GLUT1 – транспортер глюкозы; FASN – синтетаза жирных кислот; рО2 – парциальное давле-
ние кислорода; p50 – значение рО2, при котором Mb оксигенирован наполовину.
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в опухолях немышечной природы, как напри-
мер, рака груди, является окружающая муску-
латура [4].

Проблема была окончательно решена 
в 2009 году, когда экспрессия миоглобина и ми-
оглобиновой мРНК была показана в  различ-
ных клеточных линиях опухолей груди, легких, 
желудка, поджелудочной железы, ободочной 
кишки и  костной ткани, но миоглобин не об-
наруживался ни в линиях здоровых клеток, ни 
в тканевых образцах [5]. На сегодня экспрессия 
миоглобина исследована в самых разнообразных 
опухолях немышечных органов и клеточных ли-
ниях, включая опухоли яичников, простаты, 
почек, легких, головы и  шеи человека, а  так-
же мозга [6–12]. Она обнаруживается в добро-
качественных, и особенно, в злокачественных 
образованиях как при первичной опухоли, так 
и в случае рецидива. Соседняя же с опухолью 
здоровая ткань совсем не содержит или содержит 
очень мало миоглобина. Как и в случае здоровой 
ткани, миоглобин локализован в цитозоле опу-
холевых клеток иногда в виде характерных моза-
ичных структур, однако в некоторых случаях на-
блюдалось его присутствие в мембранах и (или) 
ядрах [10, 12]. Концентрация миоглобина в опу-
холях (~ 1 мкМ) гораздо меньше, чем в мышцах 
(200–300 мкМ). Количество миоглобина оцени-
вали в лизатах опухолевых клеток и/или гисто-
химических срезах опухолевой ткани с помощью 
иммунохимических методов вестерн-блоттинг 
и ELISA с использованием моноклональных ан-
тител к миоглобину с присоединенными к ним 
спектральными (по поглощению и флуоресцен-
ции) или радиоактивными метками. Содержание 
миоглобиновой мРНК определяли количествен-
ным методом ПЦР.

Установлено, что синтез миоглобина в опухо-
лях индуцирован гипоксией, которая является, 
по-видимому, общей природой опухолевых 
клеток [7, 8, 13]. Уже на ранней стадии разви-
тия опухоли ограничивается локальный доступ 
крови, а  в  процессе малигнизации образуют-
ся области с  низким содержанием кислорода 
(очаговая гипоксия) [14]. В этих гипоксических 
участках (очагах) опухоли наблюдаются силь-
ная дезорганизация сосудистой структуры тка-
ни и изменение состояния самих кровеносных 
сосудов (ангиогенез), а клеточный метаболизм 
сдвигается от аэробного дыхания к  гликолизу 
с  образованием лактата и  закислением среды 
(ацидоз) [14]. Гипоксия и переход к гликолизу 
как результат активации онкогенов являются, 
очевидно, преимуществом раковых клеток и не-
обходимы для ракового роста, так как гликолиз 

сохраняется даже при избытке кислорода при 
нормоксии (аэробный гликолиз) [13, 14]. Гипок-
сия и ацидоз снижают цитотоксический эффект 
иммунных клеток, проникающих в опухоль, де-
лая ее иммунорезистентной и  способствуя ее 
прогрессии и метастазированию. Гипоксия яв-
ляется также препятствием для радиационной 
терапии и некоторых видов антираковых препа-
ратов, для фармацевтического эффекта которых 
нужен кислород.

Найдено, что помимо гипоксии на экспрес-
сию миоглобина влияют активные формы кис-
лорода и азота, уровень жирных кислот, гормо-
ны, факторы роста и другие белковые факторы, 
а также пол и возраст [5, 6, 8, 10, 15]. Однако на 
сегодня биологическая функция и физиологиче-
ская роль опухолевого миоглобина до конца не 
выяснены. Согласно одним авторам, экспрес-
сия миоглобина увеличивает скорость проли-
ферации и подвижность опухолевых клеток, что 
способствует лучшему выживанию и  экспан-
сии опухоли [5,7, 9, 12, 16]. В то же время другие 
исследователи показывают, что в присутствии 
миоглобина рост опухолевой ткани уменьшает-
ся, а инвазия и метастазирование ингибируются, 
обеспечивая лучший прогноз течения и исхода 
заболевания [6, 10, 11, 15].

МИОГЛОБИН И ЕГО СВОЙСТВА

Миоглобин сердечной и  скелетных мышц 
позвоночных животных и человека относится 
к большому семейству глобинов, глобулярных 
белков, содержащих в качестве простетической 
группы железопорфириновый комплекс – гем. 
Мономерные и олигомерные мио- и гемоглоби-
ны млекопитающих, рыб, птиц, членистоногих, 
моллюсков, насекомых и  азотфиксирующих 
клубеньков бобовых растений сильно разли-
чаются по первичной аминокислотной после-
довательности, но имеют гомологичную про-
странственную структуру и сходные спектраль-
ные характеристики, обусловленные гемовой 
группой. Последняя встроена в гидрофобную 
полость глобина, где пятым лигандом атома 
Fe служит инвариантный гистидин F-спирали, 
His F8, а шестое лигандное место либо свобод-
но, либо может быть занято внешним лигандом. 
Остальные четыре из шести координационных 
вакансий атома Fe гема постоянно заняты ато-
мами азота порфиринового кольца. Все глоби-
ны способны обратимо связывать газообраз-
ные лиганды О2, СО и NO. Очень важную роль 
в глобинах играет инвариантный дистальный 
гистидин E-спирали, His E7, в гемовой полости, 



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

	 ЭКСПРЕССИЯ МИОГЛОБИНА ОПУХОЛЕВЫМИ КЛЕТКАМИ� 285

который образует водородную связь с  лиган-
дом О2, стабилизируя кислородный комплекс 
ферромиоглобина.

Основная функция миоглобина млекопита-
ющих состоит в  обеспечении кислородом ци-
тохром С-оксидазы митохондрий во время мы-
шечных сокращений, когда доставка О2 кровью 
уменьшается. Особенно велико содержание 
миоглобина в  мышцах высокогорных живот-
ных и морских ныряльщиков (киты, тюлени), 
достигая концентрации 200–300 мкМ. Со вре-
мен работ Хилла и Милликана [17, 18] бытовало 
представление, которое и сейчас еще очень рас-
пространено, о том, что оксимиоглобин (MbO2) 
является пассивным хранителем резервного за-
паса О2 в клетке, «депо кислорода», освобождая 
его при наступлении гипоксии. В  отличие от 
этого, нами было доказано, что отщепление 
кислорода от MbO2 происходит лишь при взаи-
модействии белка с «дышащими» митохондри-
ями, а если MbO2 отделен от митохондрий по-
лупроницаемой мембраной, то никакого отще-
пления кислорода от MbO2 не наблюдается даже 
при очень низких значениях рО2 < 1 мм рт. ст. 
[19]. Детально изучен механизм миоглобин-ми-
тохондриального взаимодействия [20–23] и по-
казано, что MbO2 в процессе дезоксигенации 
связывается с  фосфолипидными участками 
внешней мембраны митохондрий. То есть ми-
оглобин является не пассивным «депо», срод-
ство которого к О2 считалось постоянным, а ак-
тивным переносчиком O2, сродство которого 
к лиганду, как и у других белков-переносчиков, 
регулируется его взаимодействием с мишенью – 
митохондриями, дыхательная активность кото-
рых полностью определяет скорость дезоксиге-
нации MbO2. Новый механизм функционирова-
ния миоглобина, с одной стороны, свободен от 
серьезных противоречий, с которыми сталкива-
ются механизмы «депо кислорода» и «облегчен-
ной диффузии» [24–26], а с другой – позволяет 
объяснить его роль в обеспечении кислородом 
каких-либо важных зависимых от кислорода 
процессов в клетке даже при малых концентра-
циях белка.

Наряду с  функцией связывания кислорода 
в последние годы были открыты и изучены дру-
гие важнейшие свойства миоглобина, которые 
могут иметь физиологическое значение. Найде-
но, что in vitro ферро- и ферримиоглобины могут 
взаимодействовать с супероксид-анионом (О2

–)
и перекисью водорода как конечным продуктом 
его диспропорционирования [27]. Так как актив-
ные формы кислорода (АФК) являются важней-
шим фактором разрушения тканей в процессе 

окислительного стресса, пероксидазная актив-
ность миоглобина может заключаться в устране-
нии АФК и антиоксидантной защите клеток [28].

Показано также, что MbO2 проявляет NO-ди-
оксигеназную активность, окисляя NO до ни-
трата и образуя метMb (уравнение (1)). В связи 
с этим предполагается, что в работающей мышце 
NO может связываться с гемовым центром MbO2, 
предотвращая ингибирование оксидом азота ми-
тохондриального дыхания, и влиять, таким об-
разом, на процесс окислительного фосфорили-
рования [29]. В свою очередь, дезоксиMb(Fe2+), 
как было найдено, способен работать как потен-
циальная нитрит-редуктаза с образованием NO 
и метMb(Fe3+), сдвигая функцию белка от ути-
лизации NO к его образованию (уравнение (2)).

Mb(Fe2+)O2 + NO → метMb(Fe3+) + NO3
–� (1) 

NO2 + дезоксиMb(Fe2+) + H+ → NO +  
+метMb(Fe3+) + OH–� (2)

Показано, что нитрит сам по себе не вли-
яет на дыхание изолированных митохондрий, 
а в присутствии миоглобина он ингибирует ды-
хательную цепь в кардиомиоцитах [30]. Обе роли 
миоглобина в образовании NO и его утилизации 
регулируются уровнем рО2 в  клетке, близким 
к р50 миоглобина [31].

Наконец, хорошо изучена способность раз-
ных лигандных форм этого белка связывать 
жирные кислоты, что позволяет говорить о воз-
можном участии миоглобина в  их транспорте 
и метаболизме [32–34]. При этом показано, что 
безлигандный дезоксиMb и окисленный метMb 
практически полностью теряют способность 
связывать жирные кислоты (связывают их на 
60–70% меньше по сравнению с MbO2).

Следует отметить, что в  животных организ-
мах найдены новые представители глобиново-
го семейства: мономерный нейроглобин (Ngb), 
который вырабатывается в малых количествах 
в  мозге, и  димерный цитоглобин (Cgb), при-
сутствующий практически во всех немышеч-
ных тканях [35–38]. Эти глобины в отличие от 
пятикоординированного мышечного миогло-
бина и  гемоглобина крови содержат шестико-
ординированный гем, где в  качестве шестого 
лиганда атома Fe выступает дистальный His E7 
белка. Несмотря на то что Ngb и Cgb способны 
связывать кислород, они из-за их малой концен-
трации, в  особенности Ngb, по-видимому, не 
играют особой роли в клеточном потреблении 
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кислорода. В  качестве основной своей функ-
ции Ngb и  Cgb, как полагают, имеют антиок-
сидантную защиту клеток, а  не снабжение их 
кислородом.

Оба глобина, Ngb и  Cgb, экспрессируются 
в малых концентрациях порядка 1 мкМ также 
в опухолях. Синтез Ngb наряду с миоглобином 
был исследован в образцах ткани рака легкого 
и панелях раковых клеточных линий [39]. Экс-
прессия Cgb обнаружена в  карциномах груди 
и легких, где сопровождалась уменьшением ро-
ста опухоли [40]. Экспрессия Ngb и Cgb наряду 
с миоглобином и гемоглобином, а также соот-
ветствующих мРНК показана также в плотных 
опухолях и панелях клеток рака груди человека 
[41] и в тканевых образцах и клеточных линиях 
глиобластомы мозга [42]. Как и в случае миогло-
бина, синтез этих глобинов в опухолях индуци-
руется гипоксией и коррелирует с уровнем фак-
торов гипоксии HIF‑1/2.

Интересен тот факт, что и миоглобин в ма-
лых концентрациях может синтезироваться здо-
ровыми немышечными клетками в ответ на ги-
поксию. Представление о  том, что этот белок 
является продуктом исключительно сократи-
тельных мышц, было опровергнуто в 2006 году, 
когда было показано, что устойчивый к гипок-
сии карп Cyprinus carpio содержит миоглобин не 
только в мышцах, но и в других метаболически 
активных тканях, включая, печень, жабры и мозг 
[43]. При этом были найдены два разных транс-
крипта миоглобиновой мРНК, MbI и MbII, ко-
дируемых разными генами, и экспрессия одного 
из них сильно увеличивалась в  условиях дли-
тельного недостатка кислорода.

СИНТЕЗ МИОГЛОБИНА В ОПУХОЛЯХ 

Активация миоглобинового гена при гипоксии, 
присутствие альтернативных промоторов

В панелях опухолевых клеточных линий чело-
века различного типа и локализации (груди, лег-
ких, ободочной кишки, желудка, поджелудочной 
железы, сетчатки глаза) обнаружено содержа-
ние миоглобиновой мРНК, количество которой 
сильно (в 30–1000 раз) отличалось в зависимо-
сти от генетики клеточной линии [5]. Актива-
ция гена миоглобина связана, как отмечалось, 
с гипоксией, наличие которой доказывали с по-
мощью маркера экзогенной гипоксии пимони-
дазола [44]. О гипоксии свидетельствует также 

присутствие в опухолях активатора клеточного 
ответа на гипоксию – белкового фактора HIF 
[45]. Индуцируемые гипоксией гетеродимер-
ные транскрипционные белковые факторы HIF 
(HIF‑1, HIF‑2 и  HIF‑3) инициируют экспрес-
сию транспортера глюкозы, гликолитических 
ферментов и  ингибиторов метаболизма мито-
хондрий и играют ключевую роль в опухолевом 
метаболизме и  онкогенезе [14]. Они содержат 
чувствительную к кислороду α-субъединицу, ко-
торая стабильна при гипоксии в условиях экс-
перимента, но деградирует в  протеосоме при 
нормоксии.

При изучении активации гена миоглобина 
в клетках линии рака груди MDA-Mb‑468 чело-
века под действием факторов HIF‑1/2 было об-
наружено присутствие нескольких транскриптов 
миоглобиновой мРНК, содержащих различные 
5΄-нетранслируемые области, что свидетель-
ствовало о том, что транскрипция гена ведется 
с  разных промоторов [7]. Наряду со стандарт-
ным транскриптом Mb-S, который доминирует 
в сердечной и скелетных мышцах млекопитаю-
щих, авторы обнаружили альтернативный транс-
крипт Mb-A. При нормальном рО2 этого транс-
крипта синтезировалось в 300 раз больше, чем 
Mb-S, а в условиях гипоксии его количество уве-
личивалось еще в 2.2 раза, тогда как содержание 
Mb-S не изменялось. Оба варианта транскрипта 
миоглобиновой мРНК экспрессируются также 
в раковой ткани опухолей груди человека [7]. На 
основании полученных данных был сделан вы-
вод, что Mb-A является специфическим транс-
криптом раковых клеток, и его синтез активи-
руется в условиях гипоксии факторами HIF‑1/2. 
Поскольку при гипоксии в здоровых немышеч-
ных тканях карпа Cyprinus carpio, как отмечалось, 
также наблюдается синтез двух разных миогло-
бинов, возможно, что транскрипт Mb-A не яв-
ляется специфичным лишь для опухолей, а ак-
тивируется под влиянием гипоксии и в здоровой 
ткани.

Позднее при изучении экспрессии миогло-
бина в клеточной линии MDA-Mb‑468 и линии 
рака ободочной кишки DLD‑1 были обнаруже-
ны четыре альтернативных транскрипта миогло-
биновой мРНК, которые синтезируются в ответ 
на гипоксию и транскрибируются с альтернатив-
ных промоторов, отличающихся от промотора 
гена миоглобина [12]. Эти транскрипты миогло-
биновой мРНК были найдены также в клеточ-
ных линиях глиобластомы мозга [42].
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Влияние различных факторов на экспрессию 
миоглобина опухолевыми клетками

Гипоксия, корреляция с факторами HIF‑1/2α 
и маркерами гипоксии. Количество миоглобина 
и  миоглобиновой мРНК в  опухолях коррели-
рует с содержанием О2 в среде и длительностью 
гипоксии, а также с содержанием мРНК и бел-
ков – маркеров гипоксии, синтез которых ре-
гулируется HIF‑1/2 (табл. 1). Согласно данным 
разных авторов, содержание миоглобиновой 
мРНК и белка в опухолевых клетках рака гру-
ди линий MDA-Mb‑231, MDA-Mb‑468 и MCF‑7 
увеличивается в  2–4 раза за сутки при 1% О2 
и еще более возрастает при более длительной ги-
поксии, а также при уменьшении концентрации 
О2 в среде. Значительное увеличение содержа-
ния миоглобиновой мРНК и миоглобина в этих 
линиях клеток рака груди (в 3–7 раз) при дли-
тельной (24–48 ч) гипоксии (1% О2) отмечается 
также в работе Флонта и соавт. [5], а также для 
различных клеточных линий карциномы почек 
[8]. В случае рака легкого увеличение содержа-
ния миоглобиновой мРНК через 48 ч при 1% О2 
сильно различалось для разных клеточных линий 
от 2-кратного для линии COR-L88 до 9-кратно-
го для линии UTB‑182 и совсем не изменялась 
в  клетках линии DMS‑53, также как в  случае 
линии шейной карциномы HeLa (табл. 1). По 
мнению авторов, синтез миоглобина может ре-
гулироваться не только на уровне миоглобино-
вой мРНК, но и на уровне белка, который в этих 
экспериментах не контролировался.

В клетках разных линий рака груди наблюда-
лась естественная корреляция индуцируемой ги-
поксией экспрессии миоглобиновой мРНК и ми-
оглобина с содержанием факторов HIF‑1/2α, тог-
да как в опухолевых клетках рака легкого уровень 
HIF‑1/2α оставался постоянным, не изменяясь 
под влиянием гипоксии (табл. 1). Это может быть 
связано с  нестабильностью фактора HIF‑1/2α 
в  условиях эксперимента, так как содержание 
других маркеров гипоксии, карбоангидразы IX 
(CAIX) и сосудистого эндотелиального фактора 
роста (VEGF), увеличивалось в 10 и 5–6 раз соот-
ветственно. Корреляция экспрессии миоглобино-
вой мРНК и миоглобина с содержанием факторов 
HIF‑1/2α была показана позднее для клеток рака 
мозга [12]. При этом наблюдалась также корреля-
ция с маркерами гипоксии – лактатдегидрогена-
зой и CAIX. Корреляция индуцируемого гипок-
сией синтеза миоглобина с содержанием CAIX, 
VEGF и транспортера глюкозы (GLUT1) иссле-
дована также на разных клеточных линиях рака 
груди, легкого и гепатомы человека (табл. 1).

Активные формы кислорода и азота. АФК, ко-
торые продуцируются митохондриями, играют 
активную роль в формировании окислительного 
стресса в патогенезе опухолей, а также участвуют 
в том числе в качестве сигнальных молекул в раз-
витии патологии [46–48]. На модели клеточной 
линии рака груди человека MCF‑7 показано [5], 
что окислительный стресс, вызываемый добав-
лением перекиси водорода (0.5–1.0  ммоль/л), 
является основным сигналом, который в услови-
ях гипоксии (1% О2) запускает экспрессию ми-
оглобина выше основного уровня (24 нг на 106 
клеток).

В  условиях гипоксии (1% О2) содержание 
миоглобина в раковых клетках линии MCF‑7 
увеличивалось также в присутствии донора NO 
S-нитрозо-N-ацетилпеницилламина (0.1–0.3 
мМ) [5]. Известно, что NO вызывает ингиби-
рование цитохром С-оксидазы митохондрий 
и митохондриального дыхания, стимулируя вы-
работку АФК [49]. Роль NO в развитии рака до 
конца не изучена. С одной стороны, имеются 
данные, что NO в микромолярных концентра-
циях убивает раковые клетки, инициируя апоп-
тоз, а с другой – что при малых концентрациях 
NO может вносить вклад в прогрессию опухо-
ли, усиливать пролиферацию и трансформацию 
раковых клеток [50, 51]. Стабилизируя фактор 
HIF‑1α и мимикрируя гипоксию, NO «запуска-
ет» генетическую программу, которая помогает 
опухоли выживать и расти, в частности, стиму-
лируя ангиогенез [52]. Поскольку и АФК, и NO 
стабилизируют уровень фактора HIF‑1α, их эф-
фект на рост экспрессии миоглобина в опухо-
левых клетках может быть связан с усилением 
гипоксии [53].

Гормоны, факторы роста, пол и возраст. Экс-
прессия миоглобина коррелирует с  синтезом 
стероидных гормонов. Так, на клеточной линии 
рака груди MCF‑7 было показано, что недоста-
ток эстрогена индуцирует выработку миоглоби-
новой мРНК, а эстрогеновая терапия ингиби-
рует ее образование [6]. Аналогично, на клетках 
линии рака простаты LNCaP было показано, что 
недостаток андрогенов способен индуцировать, 
а их назначение подавлять экспрессию миогло-
биновой мРНК [15]. Синтез миоглобина в кле-
точной линии MCF‑7 индуцировался также до-
бавлением эпидермального фактора роста (EGF) 
[5] и VEGF в клеточной линии LNCaP [15].

Корреляция между экспрессией миоглобина 
и возрастом, и полом была обнаружена в кар-
циномах ротовой полости, глотки и  гортани 
[10]. У  более молодых пациентов наблюдали 
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более высокую экспрессию миоглобина, ко-
торая уменьшалась с возрастом, а также была 
более выражена у женщин, чем у мужчин. При 
этом более высокая экспрессия миоглобина де-
тектировалась в ротовой полости и глотке, а бо-
лее низкая – в гортани. Корреляция экспрессии 
миоглобина с возрастом наблюдалась при раке 
груди у женщин, возможно, из-за гормонально-
го уровня у пациенток в периоды пре- или по-
стменопаузы, а  обратная зависимость наблю-
далась в популяции мужчин с раком простаты. 
Не наблюдалось какой-либо связи экспрессии 
миоглобина с полом, возрастом при раке лег-
кого [39].

ВЛИЯНИЕ МИОГЛОБИНА НА ПРОЦЕССЫ, 
ПРОТЕКАЮЩИЕ В ОПУХОЛЕВЫХ 

КЛЕТКАХ

Гипоксия, активные формы кислорода и азота
Поскольку главной функцией миоглобина 

млекопитающих является доставка О2 к  мито-
хондриям, исследовали влияние опухолевого 
миоглобина на снабжение клеток опухоли кис-
лородом. Показано, что в клетках линии рака 
груди MDA-Mb‑468, синтезирующих миогло-
бин, уровень фактора HIF‑1α был существен-
но ниже, чем в клетках этой линии без миогло-
бина, синтез которого блокировали с помощью 

Таблица 1. Влияние гипоксии на экспрессию миоглобина опухолевыми клетками рака груди, рака легкого, 
гепатомы и шейной карциномы человека

Вид опухоли, 
клеточная 

линия
% О2

Время, 
ч

Mb
мРНК 

Mb
белок 

HIF-1/2α 
мРНК

CAIX
мРНК

VEGF
мРНК

GLUT1
мРНК Ссылка

отн. ед.

Рак груди 
человека
MCF-7

MDA-Mb-468

20
1.0
1.0
1.0

72
24
48
72

1.0
3.6 ± 0.5
4.2 ± 0.6
5.0 ± 0.5

1.0
2.3 ± 0.4
3.4 ± 0.1
5.1 ± 0.3

–
–
–
–

1.0
27 ± 12

–
–

–
–
–
–

–
–
–
–

[7]

18.6
1.0

0.1–0.2

16
16
16

1.0± 0.1
1.15 ± 0.11
1.3 ± 0.13

–
–
–

–
–
–

–
–
–

–
–
–

1.0 ± 0.2
1.1 ± 0.1
2.9 ± 0.4

[41]

20
1.0
1.0
1.0

72
24
48
72

–
–
–
–

1.0
1.6 ± 0.4
4.1 ± 0.6
4.6 ±0.7

1.0
2.0 ± 0.3
4.0 ± 0.5
4.2 ±1.3

–
–
–
–

–
–
–
–

–
–
–
–

[7]

21
1.0

72
24

1.0
2.7 ± 0.6

–
–

1.0
1.3 ± 0.8

–
–

–
–

–
– [16]

Рак легкого
COR-L88

HTB-182

DMS-53

20
1.0

48
48

1.0
1.8 ± 0.1

–
–

1.0 ± 0.01
1.1 ± 0.2

1.0
11.0 ±0.01

1.0
60.0 ±0.01

–
–

[39]20
1.0

48
48

1.0
9.0 ± 2.0

–
–

1.0 ± 0.01
0.9 ± 0.01

1.0
10.0 ± 0.1

1.0
6.0 ± 0.01

–
–

20
1.0

48
48

1.0
1.0 ± 0.1

–
–

1.0 ±0.01
1.0 ±0.01

1.0
11 ± 0.1

1.0
5.0 ± 0.01

–
–

Гепатома 
Hep3B

18.6
1.0

0.1–0.2

16
16
16

1.0 ± 0.3
2.0 ± 1.0
1.5 ±0.5

–
–
–

–
–
–

–
–
–

–
–
–

1.0
2.0 ± 0.5
4.0 ± 0.6 [41]

Шейная 
карцинома

HeLa

18.6
1.0

0.1–0.2

16
16
16

1.0 ± 0.05
0.9 ± 0.05
0.8 ± 0.2

–
–
–

–
–
–

–
–
–

–
–
–

1.0
1.8 ± 0.8
3.4 ± 0.6



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

	 ЭКСПРЕССИЯ МИОГЛОБИНА ОПУХОЛЕВЫМИ КЛЕТКАМИ� 289

антисмысловой миоглобиновой мРНК [16]. Это 
могло свидетельствовать о  сдвиге клеточного 
метаболизма в  раковых клетках, синтезирую-
щих миоглобин, в сторону аэробного дыхания. 
Однако более вероятно, что, как и Ngb и Cygb 
в немышечных тканях, опухолевый миоглобин 
выполняет роль, прямо не связанную с запаса-
нием и транспортом О2 [7].

Экспрессия миоглобина, по-видимому, при-
звана защитить раковую клетку от окислитель-
ного стресса благодаря способности белка уда-
лять АФК. Действительно, после блокирования 
синтеза миоглобина в опухолевых клетках линии 
MDA-Mb‑468 уровень АФК в них был значитель-
но выше, чем в контрольных клетках этой линии, 
а обработка их H2O2 приводила к значительному 
увеличению зоны центрального некроза опухоли. 
Обработка клеток линии MDA-Mb‑468, содер-
жащих миоглобин, оксидом азота сопровожда-
лась значительным уменьшением некротических 
участков, что можно объяснить способностью 
MbO2 утилизировать NO. После блокады синтеза 
миоглобина в раковых клетках этой линии размер 
очагов некроза увеличивался, в том числе в усло-
виях нормоксии [16].

Метаболизм жирных кислот
Помимо утилизации активных форм кисло-

рода и азота функция опухолевого миоглобина 
может состоять в регуляции метаболизма жир-
ных кислот [6, 54]. Рост большого количества 
опухолей связан с увеличением синтеза жирных 
кислот. В опухолях груди и простаты человека 
синтез миоглобина коррелирует с экспрессией 
синтетазы жирных кислот (FASN), а ингибиро-
вание FASN уменьшает экспрессию миоглобина 
в клетках рака груди, указывая на то, что мио-
глобин может быть причастен к синтезу жирных 
кислот in vivo в качестве переносчика [6, 54]. Об 
этом же свидетельствуют солокализация миогло-
бина и FASN в цитоплазме, а также тот факт, что 
миоглобин облегчает диффузию жирных кислот, 
которая необходима для липогенеза с участием 
FASN [55].

В большинстве исследований делается вывод, 
что синтезируемый миоглобин является частью 
адаптивной системы опухолей, обеспечивающей 
их прогрессию и метастазирование [5, 7, 9, 12, 16, 
39, 42]. С этим согласуются и результаты наблю-
дений, что экспрессия миоглобина связана с бо-
лее агрессивным клеточным фенотипом и худ-
шим прогнозом течения и исхода заболевания 
у пациентов. Однако имеется и альтернативная 
точка зрения, что экспрессия миоглобина может 

быть связана с ослаблением опухолевого роста 
и лучшим прогнозом течения заболевания, что 
наблюдалось у пациентов при раке груди, про-
статы, карциномах ротовой полости, глотки 
и гортани [6, 10, 11, 15, 56, 57]. В эксперимен-
тах in vitro было также показано, что экспрес-
сия миоглобина в клетках линий MDA-Mb‑231, 
MDA-Mb‑468 и MCF‑7 приводила к блокиров-
ке митотического клеточного цикла при перехо-
де от G1- к S-фазе и ингибированию клеточной 
пролиферации и роста опухоли [11]. Как пола-
гают, ингибирующий эффект экспрессии мио-
глобина может объясняться тем, что, утилизи-
руя активные формы кислорода и азота, он не 
только снимает окислительный стресс и поддер-
живает митохондриальную активность и аэроб-
ный метаболизм, но и выполняет регуляторную 
функцию, предотвращая активацию сигнального 
каскада, необходимого для опухолевого переро-
ждения и роста опухоли [6, 11].

Искусственная модель экспрессии миоглобина 
в опухолях

Функциональная роль экспрессируемого 
раковыми клетками миоглобина изучалась на 
Mb-отрицательных клетках линии карциномы 
легких человека A‑549, в  которые с  помощью 
генной инженерии был введен ген миоглобина 
мыши, что позволило им «дышать» даже в  ги-
поксическом окружении [13]. Содержание ми-
оглобина в раковых клетках этой линии много-
кратно (~ 150 раз) превышало обычно синтези-
рующуюся в опухолях концентрацию порядка 
1 мкМ. Сверхэкспрессия миоглобина не оказы-
вала токсического эффекта на раковые клетки 
линии A‑549. Клетки, экспрессирующие мио-
глобин, росли с той же скоростью, как и клетки 
контрольной линии (табл. 2).

В выращенных в условиях гипоксии клетках 
линии А-MbО2-549 со сверхэкспрессией мио-
глобина увеличивалось потребление кислорода 
(на 37%) и содержание ATP (на 17%), а также су-
щественно (в 2 раза) уменьшалось содержание 
лактата (табл. 2). После инкубации в течение 3 ч 
в условиях снижения концентрации кислорода 
(21, 3, 1 и 0.1% О2) синтезирующие миоглобин 
клетки линии А‑549 обнаруживали существенно 
более низкие уровни HIF‑1α, чем контрольные, 
указывая на то, что миоглобин уменьшает гипок-
сический ответ раковых клеток, увеличивая их 
оксигенацию.

В экспериментальных опухолях легких у мы-
шей миоглобиновой группы, образование кото-
рых было индуцировано введением животным 
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Таблица 2. Влияние сверхэкспрессии миоглобина на свойства опухолевых клеток линии А-549 карциномы 
легких человека [13]

Клеточная линия % О2 (время) Потребление О2,
нмоль/мин/106клеток ATP, отн.ед. Лактат,

мг/106 клеток

А-549
21 (24 ч) 3.0 ± 0.2 8.2 ± 0.1 3.0 ± 0.2

1.0 (24 ч) 1.9 ± 0.1 6.8 ± 0.1 7.0 ± 1.0

А-MbO2-549
21 (24 ч) 3.2 ± 0.4 8.4 ± 0.2 2.6 ± 0.5

1.0 (24 ч) 2.8 ± 0.2 8.0 ± 0.2 4.6 ± 0.6

Таблица 3. Влияние сверхэкспрессии миоглобина на экспериментальные опухоли легких мышей, 
инъецированных клетками линии карциномы легких человека А-549. Показатели были определены через 5 
недель после инъекции [13] 

Клетки инъекции

Среднее 
время 

формиро-
вания 

опухоли, 
дни

Вес 
опухоли, 

мг

рО2 внутри 
опухоли, мм 
рт.ст. (% О2)

HIF-1α*,
отн. ед. AI** PI***

Cпонтанное 
метастазиро-

вание****

Здоровые легкие 
мыши – – 30.9 ± 10.0

(4.1%) – – – –

А-549 6 791 ± 161 5.5 ± 2.7
(0.7%) 73 ± 21 0.163 ± 0.059 0.372 ± 0.028 45.6 ± 1.6

А-MbO2-549 18 163 ± 41 21.6 ± 9.9
(3.0%) 7.0 ± 3.0 0.024 ± 0.018 0.175 ± 0.062 5.2 ± 3.3

A-[His 
F8(Tyr)-метMb]-549 6 1089 ± 321 5.4 ± 2.9

(0.7%) 85 ± 26 – – 77.4 ± 14.4

A-[His F8(Ala)-His 
E7(Ala)-метMb]-549 6 1107 ± 297 5.1 ± 3.1

(0.7%) 71 ± 19 – – 103.2 ± 17.9

* HIF-1α экспрессию измеряли по количеству HIF-1α положительных клеток на поле методом иммунофлуоресценции.

** AI – апоптотический индекс, определяли иммуногистохимически в срезах опухоли с помощью окрашивания очагов 
некроза. 

*** PI–пролиферативный индекс, определяли иммуногистохимически в срезах опухоли с использованием антител против 
митотического маркера Ki67.

**** Измерено по содержанию копий gfp-гена геномной ДНК легких модели мышей.
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клеток линии А-MbО2-549, содержание О2 было 
более, чем в  4 раза выше по сравнению с  кон-
тролем, они содержали почти в  10 раз меньше 
HIF‑1α – положительных и метастатических кле-
ток, чем в контрольной группе (табл. 3). То есть 
сверхэкспрессия миоглобина приводила к умень-
шению инвазии и метастазирования, и в соответ-
ствии с этим существенно замедлялось форми-
рование экспериментальной опухоли и ее рост; 
в этих опухолях также регистрировались более 
низкие по сравнению с контролем пролифера-
тивный и апоптотический индексы (табл. 3).

Способность сверхэкспрессии миоглобина 
ингибировать метастазирование эксперимен-
тальных опухолей была подтверждена так-
же на двух других моделях мышей с  исполь-
зованием клеток линий меланомы человека 
MDA-Mb‑435-HGF и карциномы молочной же-
лезы мыши TSA. Гистологический анализ опу-
холевой ткани мышей, синтезирующей миогло-
бин, показал, что она содержит гораздо меньше 
(в  ~ 7 раз) некротических областей с  недоста-
точным уровнем О2 и лучше дифференцирована, 
напоминая легочную структуру здоровых легких 
мышей. Опухолевая ткань мышей со сверхэкс-
прессией миоглобина сильно отличалась от опу-
холевой ткани мышей контрольной линии, со-
держащей некротические области недифферен-
цированных клеток.

Чтобы проверить, связан ли биологический 
эффект сверхэкспрессии миоглобина только с его 
кислородтранспортной функцией, была иссле-
дована также сверхэкспрессия мутантных форм 
миоглобина, в которых инвариантный прокси-
мальный His F8 был замещен на тирозин, линия 
А-[His F8(Tyr)-метMb]-549, или оба инвариант-
ных остатка, проксимальный His F8 и дисталь-
ный His E7, заменены на аланин, линия А-[His 
F8(Ala)-His E7(Ala)-метMb]-549. Оба мутантных 
миоглобина постоянно находятся в окисленной 
мет-форме (Fe3+) и неспособны связывать кисло-
род. Опухолевые клетки линии рака легких A‑549, 
экспрессирующие мутантные миоглобины, рос-
ли и развивались так же, как контрольные клетки, 
экспрессирующие миоглобин дикого типа, од-
нако они обнаруживали более высокую способ-
ность утилизировать AФК по сравнению с диким 
типом, что согласуется с более высокой перокси-
дазной активностью метMb.

В опытах с использованием химического до-
нора NO опухолевые клетки, экспрессирующие 
первый мутант, проявляли меньшую по срав-
нению с  диким типом способность к  нейтра-
лизации NO в соответствии с тем, что метMb, 

в  отличие от MbO2, не обладает NO-диокси-
геназной активностью. Однако клетки линии 
A‑549, экспрессирующие второй мутантный ми-
оглобин, были так же эффективны в отношении 
утилизации NO, как и клетки дикого типа, под-
тверждая тот факт, что замена дистального His 
E7 неполярной аминокислотой сильно увеличи-
вает сродство метMb к NO [58].

На экспериментальных опухолях мышей in 
vivo никакого ингибирующего эффекта экспрес-
сии мутантных миоглобинов на их рост и мета-
стазирование не наблюдалось (табл. 3), то есть 
этот эффект связан только с кислородтранспорт-
ной функцией миоглобина. Напротив, экспрес-
сия обоих мутантных миоглобинов способство-
вала лучшему росту опухоли и инвазии, так как 
эти белки, неспособные связывать О2, успешно 
защищали раковые клетки от окислительного 
стресса благодаря своей пероксидазной и NO-ди-
оксигеназной активности. Как видно из табл. 3, 
в обоих случаях на ~ 40% увеличивался вес опу-
холи и в 1.5–2 раза возрастало спонтанное ме-
тастазирование по сравнению с  исходным без-
миоглобиновым А‑549 типом опухоли, при этом 
концентрация О2 и уровень HIF‑1α в них прак-
тически не изменялись. Во всех случаях сверхэкс-
прессия миоглобина дикого типа сопровождалась 
подавлением роста экспериментальной опухоли 
и уменьшением метастазирования по сравнению 
с  контролем, в  то время как сверхэкспрессия 
мутантных миоглобинов, неспособных связы-
вать кислород, но сохраняющих пероксидазную 
и NO-диоксигеназную активности, способство-
вала росту и метастазированию опухоли. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данные, полученные при изучении экспрес-
сии миоглобина опухолями, показали, что пе-
роксидазная и NO-диоксигеназная активности 
белка, которые были давно и детально исследова-
ны в химических экспериментах in vitro и рассма-
тривались как возможно имеющие физиологи-
ческое значение, действительно играют важней-
шую роль в физиологии клетки. Это убедительно 
продемонстрировано в опытах по блокированию 
синтеза миоглобина в опухолевых клетках с по-
мощью антисмысловой миоглобиновой мРНК 
[16] и в опытах с мутантными миоглобинами, не-
способными связывать кислород [13].

Активные формы кислорода, супероксид 
анион О2

– и Н2О2 как конечный продукт его дис-
пропорционирования, продуцируются в  про-
цессе окислительного фосфорилирования из-за 
«утечки» электронов из электрон-транспортной 
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цепи. Этот процесс особенно активизируется 
при гипоксии в условиях недостатка конечного 
акцептора электронов О2 для цитохром С-окси-
дазы. Роль миоглобина, таким образом, состоит 
в том, что он предотвращает образование АФК, 
доставляя кислород в нужном количестве в ми-
тохондрии, и в то же время обезвреживает АФК 
благодаря своей пероксидазной активности.

В  биологии рака свободные радикалы кис-
лорода играют двоякую роль: c одной стороны, 
они являются сигнальными молекулами для раз-
вития опухоли, а с другой – повреждают важные 
компоненты опухолевой клетки, приводя к ее 
гибели. Поэтому пероксидазная функция мио-
глобина очень важна для ее выживания и раз-
вития. Оксид азота, ингибируя цитохром С-ок-
сидазу и каталазу, также способствует выработке 
АФК митохондриями, поэтому NO-диоксиге-
назная функция миоглобина также очень важ-
на для клетки. Именно благодаря способности 
миоглобина утилизировать АФК и NO экспери-
ментальные опухоли рака легких у мышей, в ко-
торых имела место сверхэкспрессия мутантных 
миоглобинов, развивались и  метастазировали 
даже лучше, чем в контрольной группе, не со-
держащей миоглобина, и  намного (в  6–7 раз) 
эффективнее, чем при сверхэкспрессии MbO2 
дикого типа, где процессы роста и метастазиро-
вания опухоли ингибировались. Очевидно, что 
экспрессия миоглобина не является единствен-
ным способом обеспечения лучшего выживания 
опухолевых клеток, так как миоглобин синтези-
руется не во всех опухолях и клеточных линиях, 
а в случае однотипных видов опухолей его синтез 
детектируется только у 40–60% пациентов [55].

Поскольку с помощью мутантных миоглоби-
нов убедительно показано, что подавление ро-
ста опухоли связано только с  кислородтранс-
портной функцией миоглобина, благоприятное 
влияние экспрессии малых количеств эндоген-
ного белка на исход заболевания, который в ос-
новном наблюдали в случае гормон-зависимых 
опухолей (грудь, простата), по-видимому, об-
условлен другими факторами, не связанными 
с функциями миоглобина. Рак является слож-
ным многостадийным патологическим состо-
янием, основным характерным признаком ко-
торого является гипоксия, а также связанные 
с гипоксией типичные признаки, такие как ан-
гиогенез, гликолиз, неконтролируемый рост, 
иммунорезистентность, инвазивность и метас-
тазирование. Возможно, что в описанных слу-
чаях благоприятного влияния синтеза собствен-
ного миоглобина на течение и исход заболева-
ния, «миоглобиновой» защиты раковых клеток 

недостаточно, а решающее значение имеют со-
пряженные с экспрессией миоглобина другие 
факторы, возможно, связанные с  гормональ-
ной регуляцией и липогенезом, которые при-
водят к подавлению опухолевого роста, скорее 
всего, из-за продукции избыточного количества 
активных форм кислорода и азота [11, 55].

Таким образом, роль миоглобина в функци-
онировании клетки зависит от характера кле-
точного метаболизма: при аэробном дыхании 
и нормальном рО2 основной является кислород-
транспортная функция миоглобина, а в условиях 
гипоксии, когда концентрация O2 мала и имеет 
место гликолиз, главными становятся его пе-
роксидазная и NO-диоксигеназная активности. 
Поэтому ситуация в здоровых мышечных клет-
ках и опухолевых клетках со сверхэкспрессией 
миоглобина, содержащих большие количества 
белка, и тех клетках, в которых миоглобина мало, 
принципиально различается. В первом случае 
с помощью MbO2 поддерживается митохондри-
альное дыхание и аэробный метаболизм, харак-
терные для здоровой ткани, но не для опухоли, 
что способствует подавлению ее роста. С этим 
согласуется тот факт, что сердечная и скелетные 
мышцы животных, содержащие много миогло-
бина, меньше подвержены опухолевому переро-
ждению по сравнению с другими органами без 
миоглобина.

В случае низкой концентрации миоглобина, 
когда его кислородтранспортная функция неэф
фективна (или малоэффективна), на первый 
план выходят пероксидазная и  NO-диоксиге-
назная активности белка, способные защитить 
клетки от гибели. В  мозге и  почти всех немы-
шечных органах с развитой системой кровенос-
ных сосудов, обеспечивающих бесперебойную 
доставку кислорода, тем не менее, показан син-
тез небольших количеств (порядка 1 мкМ) род-
ственных миоглобину белков, Ngb и Cgb, основ-
ной функцией которых, как полагают, является 
антиоксидантная защита клеток. И миоглобин, 
как отмечалось выше, также присутствует в не-
мышечных органах устойчивых к гипоксии ор-
ганизмов [43, 55].

Индуцируемая гипоксией экспрессия ми-
оглобина в  опухолевых клетках также должна, 
очевидно, способствовать прогрессии опухоли 
и ее метастазированию. Это действительно ха-
рактерно для большого числа исследованных 
опухолей и связано, как правило, с более агрес-
сивным типом опухоли и плохим прогнозом те-
чения и исхода заболевания [5, 7, 9, 12, 16, 39, 
42]. Экспрессия опухолевого миоглобина, таким 
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образом, может служить «маркером» агрессив-
ного злокачественного образования. В  свою 
очередь, сверхэкспрессия миоглобина в опухоли 
способна значительно улучшить течение болез-
ни за счет переключения метаболизма раковой 
клетки с  гликолиза на окислительное фосфо-
рилирование, то есть служить терапевтическим 
средством [59–61].

Вопрос об участии миоглобина в качестве пе-
реносчика в метаболизме жирных кислот в клет-
ке пока остается открытым, хотя данные о его 
совместной локализации с  FASN и  о  том, что 
ингибирование FASN уменьшает экспрессию 
миоглобина в клетках рака груди, могут указы-
вать на такую возможность [6, 54]. Следует от-
метить, что миоглобин был открыт почти сто лет 
назад [17, 18] и, так как он может быть получен 
в больших количествах и легко кристаллизуется, 
был первым белком, пространственная структу-
ра которого была расшифрована с атомарным 
разрешением [62]. Свойства миоглобина деталь-
но изучены с помощью самых разных экспери-
ментальных и теоретических методов физикохи-
мии белков, в том числе новейших современных 
подходов, апробация которых проводится, как 
правило, на миоглобине. И, тем не менее, этот 
белок до сих пор остается интересным объектом 
для исследователей, которые открывают и изу-
чают все новые особенности этого гемопротеи-
на. Поскольку даже при нормоксии миоглобин 
присутствует в немышечных клетках в очень ма-
лых пикомолярных концентрациях (как напри-
мер, концентрация при раке груди составляет 
4 пМ [6]), то, учитывая его способность активно 
взаимодействовать с фосфолипидными мембра-
нами, нельзя исключить возможности его функ-
ционирования в качестве сигнальной молекулы 
для инициации и/или ингибировании каких-ли-
бо клеточных процессов.
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Expression of Myoglobin by Tumor Cells and Its Role in Progression  
of Malignancy
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The review examines available literature data on the expression of myoglobin in various tumors and tumor 
cell lines of non-muscle nature, and the effect of hypoxia, reactive oxygen and nitrogen species, hormones, 
growth factors, gender and age on this process. The inf luence of tumor myoglobin on processes occurring in 
cells – oxidative stress, inhibition of mitochondrial respiration by nitric oxide and fatty acid metabolism is also 
analyzed, both in the case of intrinsic endogenous (ectopic) expression of small amounts (~1 µM) of myoglobin 
and overexpression of the protein (~150 µM) via the myoglobin gene embedded in the tumour cell genome. It 
is concluded that hypoxia-induced intrinsic expression of low concentrations of myoglobin, due to its ability 
to utilise reactive oxygen and nitrogen species that can damage tumour cells, ensures their better survival, 
promoting tumour progression and metastasis. Accordingly, this myoglobin expression is generally associated 
with a more aggressive tumour type and poor prognosis for the course and outcome of the disease, and may 
thus serve as a “marker” of an aggressive malignancy. In contrast, artificial overexpression of myoglobin can 
significantly inhibit tumour development and improve disease course by switching cancer cell metabolism from 
tumour-specific glycolysis to oxidative phosphorylation inherent in healthy tissue. Myoglobin overexpression 
may thus be an effective therapeutic tool in oncology.

Keywords: myoglobin, tumor, hypoxia, oxidative stress, patient survival
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) являются универсальными регуляторами регенеративных 
процессов благодаря способности к паракринному высвобождению регуляторных молекул или заме-
щению погибших клеток путем дифференцировки в соответствующем направлении. Относительно 
недавно был открыт еще один механизм благотворного влияния МСК на поврежденную ткань – пе-
ренос митохондрий в ее клетки в ответ на сигналы стресса. МСК могут передавать митохондрии по 
туннельным нанотрубкам, образующим связующий мост между клетками, через щелевые контакты, 
путем высвобождения в составе внеклеточных везикул или в свободном виде, а также в результате 
полного или частичного слияния с клетками-реципиентами. В поврежденных клетках, получивших 
митохондрии от МСК, восстанавливается нарушенный энергетический метаболизм и уменьшается 
окислительный стресс, что сопровождается повышением выживаемости, а в ряде случаев также уси-
лением пролиферации или изменением дифференцировочного статуса. Восстановление энергетики 
после переноса митохондрий от МСК оказывает благотворное влияние на функциональную актив-
ность клеток-реципиентов и способствует подавлению воспалительных реакций. На моделях повреж-
дения различных органов у экспериментальных животных было неоднократно продемонстрировано, 
что перенос митохондрий из МСК в клетки-мишени вносит значительный вклад в терапевтическую 
эффективность МСК. Поэтому в настоящее время ведется поиск методов, позволяющих усилить про-
цесс донорства митохондрий. Однако необходимо учитывать, что МСК способны передавать мито-
хондрии малигнизированным клеткам, тем самым стимулируя рост опухоли и повышая ее устойчи-
вость к химиотерапии. Эти данные заставляют с осторожностью относиться к перспективам примене-
ния МСК в клеточной терапии, но, с другой стороны, они могут служить основой для поиска новых 
терапевтических мишеней при лечении онкологических заболеваний.

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки, перенос митохондрий, регенерация, опухоли
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ВВЕДЕНИЕ

Мезенхимные стромальные клетки (МСК) на 
протяжении уже более трех десятилетий привле-
кают к себе внимание исследователей как уни-
версальные регуляторы физиологической и ре-
паративной регенерации и перспективный ре-
сурс для клеточных технологий, направленных 
на восстановление функциональности повре-
жденных тканей и органов при широком спектре 

заболеваний. Прорегенеративные эффекты 
МСК связаны главным образом с паракринным 
высвобождением растворимых молекул (факто-
ров роста, цитокинов, хемокинов) и внеклеточ-
ных везикул, стимулирующих выживание и про-
лиферацию клеток, а также модулирующих вос-
паление, ангиогенез и фиброгенез. Кроме того, 
в ряде случаев МСК замещают погибшие кле-
точные элементы ткани, дифференцируясь в со-
ответствующем направлении [1].
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Относительно недавно был открыт еще один 
механизм благотворного влияния МСК на по-
врежденную ткань – перенос митохондрий в ее 
клетки. Являясь главным источником энергии 
для клеток, митохондрии играют фундамен-
тальную роль в активации как катаболических, 
так и  анаболических процессов. В  них про-
исходит окисление пирувата, жирных кислот 
и  аминокислот, в  результате чего электроны 
направляются в электрон-транспортную цепь 
с последующим синтезом ATP. По всей види-
мости, активация функций митохондрий со-
провождается увеличением количества актив-
ных форм кислорода (АФК) и кислородных ра-
дикалов. Кроме того, эти органеллы участвуют 
в биосинтезе белков, липидов и углеводов [2]. 
Очевидно, нарушение их функционирования 
негативно сказывается на жизнеспособности 
клеток, восстановить которую можно путем 
введения митохондрий извне. В экспериментах 
по прямой инъекции митохондриальной массы 
в зону ишемического поражения сердца была 
показана быстрая интернализация экзогенных 
митохондрий кардиомиоцитами и  фибробла-
стами, приводившая к  уменьшению зоны ин-
фаркта и  улучшению функции миокарда [3]. 
Возможность внедрения в  клетки донорских 
митохондрий продемонстрирована также при 
их внутривенном введении крысам, реанимиро-
ванным после остановки сердца. В этом случае 
введенные митохондрии, включившись в клет-
ки мозга, почек и селезенки, улучшали выжи-
ваемость животных и неврологическое восста-
новление [4].

В многочисленных экспериментах in vitro и на 
модельных животных МСК продемонстрирова-
ли способность к межклеточному переносу ми-
тохондрий в ответ на сигналы стресса, такие как 
высвобождение из клеток-реципиентов повре-
жденных митохондрий и их компонентов, в част-
ности митохондриальной ДНК, а  также повы-
шенные уровни АФК [5]. Способность к донор-
ству митохондрий показана и для других клеток, 
таких, например, как астроциты, передающие 
их поврежденным нейронам [6], но именно 
МСК с учетом их регенеративного потенциала 
и широких перспектив применения в медицине 
представляют наибольший интерес с этой точки 
зрения. В  настоящем обзоре будут рассмотре-
ны механизмы переноса митохондрий из МСК 
в клетки-реципиенты, влияние этого процесса 
на состояние клеток и тканей и подходы к из-
менению его эффективности в терапевтических 
целях.

МЕХАНИЗМ ПЕРЕНОСА МИТОХОНДРИЙ

Туннельные нанотрубки. Туннельные нано-
трубки (ТНТ) представляют собой ограничен-
ные плазматической мембраной тонкие выросты 
цитоплазмы диаметром 50–1000 нм, образующие 
связующий мост между клетками. ТНТ имеют 
цитоскелет, состоящий в основном из фибрил-
лярного актина и тубулина [7, 8]. Их образова-
ние показано как между однотипными клетка-
ми, например, в культуре почечного эпителия 
[9] или клеток глиобластомы [10], так и  при 
сокультивировании разных клеточных популя-
ций – в частности, МСК с эндотелиоцитами [11–
13], фибробластами [14], кардиомиоцитами [15], 
нейральными стволовыми клетками [16], клет-
ками эпителия роговицы [17] или пульпозного 
ядра межпозвонкового диска [18]. Формирова-
ние ТНТ стимулируется различными стрессовы-
ми факторами, такими как гипоксия, изменение 
pH, воспаление или недостаток питательных ве-
ществ [19]. В эксперименте оно может быть вы-
звано, например, облучением [10], снижением 
концентраций глюкозы и кислорода [11], бакте-
риальным липополисахаридом (ЛПС) [20] или 
такими токсинами, как ротенон [17], зеоцин [9], 
цитарабин [12].

Известны два способа образования ТНТ. 
При одном из них две клетки сближаются и ча-
стично сливаются, после чего расходятся с со-
хранением цитоплазматического мостика, ко-
торый преобразуется в ТНТ. Второй способ, не 
требующий подвижности клеток, – образование 
клеткой-донором выроста, конец которого до-
стигает мембраны клетки-мишени с  последу-
ющим слиянием [21]. На первом этапе этого 
процесса в плазмалемме принимающей клетки 
изменяется пространственное распределение 
молекул фосфатидилсерина, которые высту-
пают в  качестве сигналов для распознавания 
клеткой-донором [11]. Образование ТНТ тре-
бует полимеризации актина и  не происходит 
при ее ингибировании [9, 14, 16, 22]. Показано, 
что в  формировании ТНТ важную роль игра-
ет p53, усиление экспрессии которого в стрес-
сированных клетках ведет к  активации сиг-
нального пути AKT-PI3K-mTOR, следствием 
чего является индукция синтеза белка М-Sec 
[23]. Этот белок способствует появлению вы-
ростов плазмалеммы, впоследствии становя-
щихся ТНТ [24]. Кроме того, в  клетках, ини-
циирующих образование ТНТ, p53 активирует 
каспазу‑3, что приводит к расщеплению белка 
S100A4 и уменьшению его концентрации. Соз-
дающийся при этом градиент концентрации 
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S100A4 – от низкой в  инициирующей клетке 
к  высокой в  клетке-мишени – определяет на-
правление роста ТНТ [25].

ТНТ способны транспортировать между клет-
ками ионы, РНК, транспортные везикулы и ор-
ганеллы, включая митохондрии [9, 15, 19]. В пе-
реносе митохондрий по ТНТ активно участвуют 
малые GTP-азы Miro1 и Miro2, локализованные 
в наружной митохондриальной мембране. Они 
связывают митохондрии с кинезином и динеи-
ном, регулируя их перемещение вдоль микро-
трубочек [26]. Кроме того, белки Miro способ-
ны взаимодействовать с миозином XIX, обеспе-
чивая движение митохондрий вдоль актиновых 
филаментов [19]. При совместном культивиро-
вании МСК со сверхэкспрессией Miro1 с  по-
врежденными клетками наблюдалось усиленное 
формирование ТНТ наряду с увеличением чис-
ла транспортируемых митохондрий [17, 27], тогда 
как нокдаун гена Miro1 в МСК, напротив, пода-
влял перемещение митохондрий [18]. Что же ка-
сается Miro2, то он, по-видимому, играет доми-
нирующую роль в передаче на короткие рассто-
яния и в большей степени, чем Miro1, участвует 
в модуляции связи митохондрий с актиновым 
цитоскелетом [28].

Хотя белки Miro способны обеспечивать 
транспорт митохондрий по ТНТ в  обоих на-
правлениях [19], перенос происходит в основ-
ном из здоровых клеток в поврежденные [11, 18, 
27]. Очевидно, передача функционально нор-
мальных митохондрий из МСК направлена на 
восстановление энергетического статуса при-
нимающих клеток. В  то же время в  условиях 
стресса описано и обратное перемещение ми-
тохондрий через ТНТ от поврежденных клеток 
в МСК для их деградации путем митофагии [29]. 
В этом случае поврежденные митохондрии мо-
гут выступать в качестве сигнала об опасности, 
стимулируя в МСК экспрессию цитопротектив-
ного фермента гемооксигеназы‑1 и биогенез их 
собственных митохондрий для более эффектив-
ной передачи последних клеткам-реципиентам 
[30, 31].

Щелевые контакты. Щелевые контакты об-
разованы коннексонами, состоящими из шести 
идентичных молекул трансмембранного белка 
коннексина и соединяющими цитоплазму двух 
клеток сквозным каналом. У позвоночных из-
вестно более 20 изоформ коннексина, наибо-
лее широко экспрессируемой и тщательно изу-
ченной из которых является коннексин-43 [28]. 
Каналы щелевых контактов позволяют клеткам 
обмениваться ионами (Na+, K+, Ca2+ и другими), 

вторичными мессенджерами (например, ино-
зитол‑3-фосфатом, cAMP, cGMP) и  другими 
малыми молекулами [32]. О возможности пере-
носа митохондрий через щелевые каналы свиде-
тельствуют результаты исследования, в котором 
в легкие мышей, поврежденные ЛПС, вводили 
МСК, после чего наблюдали образование ще-
левых контактов между МСК и альвеолоцитами 
и появление донорских митохондрий в послед-
них. При введении МСК с мутацией в гене кон-
нексина 43, неспособных образовывать функ-
циональные щелевые контакты, передачи мито-
хондрий не происходило [20]. Имеются данные, 
что при ингибировании образования щелевых 
контактов подавляется перенос митохондрий из 
МСК в сокультивируемые с ними клетки – эпи-
телиоциты бронхов [33], нейроны [34, 35], под-
вергнутые различным стрессовым воздействиям 
хондроциты [36], а также в клетки линии А549 
(полученной из карциномы легкого), лишенные 
митохондрий путем обработки бромистым эти-
дием [37]. Показано также, что в костном мозге 
в ответ на введение ЛПС или бактериальную ин-
фекцию увеличивается количество митохондрий 
в кроветворных стволовых клетках, получающих 
их от МСК через щелевые контакты. При этом 
открытие щелевых контактов индуцируется АФК 
посредством активации фосфоинозитид‑3-кина-
зы [38].

Внеклеточные везикулы. Внеклеточные ве-
зикулы представляют собой ограниченные 
двуслойной фосфолипидной мембраной сфери-
ческие образования, содержащие белки, нукле-
иновые кислоты и другие химические и струк-
турные компоненты клетки [39]. Основные их 
типы – это микровезикулы, отпочковывающи-
еся с поверхности клетки и имеющие диаметр 
20–1000 нм, и экзосомы диаметром 40–100 нм, 
имеющие эндосомальное происхождение [40]. 
Слияние мембран везикул с плазмалеммой клет-
ки-мишени позволяет доставлять их содержимое 
в цитоплазму без необходимости непосредствен-
ного межклеточного контакта.

Ряд авторов полагают, что из-за малого раз-
мера экзосомы вряд ли могут переносить целые 
митохондрии между клетками, в то время как 
микровезикулы, сопоставимые по размеру с ми-
тохондриями, вполне подходят для их переноса 
[2, 8]. Однако в некоторых работах все же была 
показана возможность межклеточного переноса 
митохондрий с помощью экзосом [41].

Участие внеклеточных везикул в  перено-
се митохондрий от МСК в  клетки, нуждаю-
щиеся в  восстановлении энергетики, было 
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неоднократно показано экспериментально. 
В частности, в вышеупомянутой работе по вве-
дению МСК мышам с  индуцированным ЛПС 
повреждением легких альвеолоциты получали 
донорские митохондрии не только через щеле-
вые контакты, но и путем поглощения отщепля-
ющихся от МСК микровезикул [20]. Передача 
митохондрий была обнаружена при добавле-
нии полученных от МСК внеклеточных везикул 
к  культивируемым нейронам [35] или хондро-
цитам с  митохондриальной дисфункцией, ин-
дуцированной ротеноном и антимицином [42], 
а также при непрямом сокультивировании МСК 
с лишенными митохондрий клетками А549 [37], 
причем в последнем случае она не происходи-
ла при ингибировании эндоцитоза. У макрофа-
гов, обработанных внеклеточными везикулами 
от МСК, усиливались противовоспалительные 
свойства; о роли митохондрий в этом эффекте 
свидетельствует его отсутствие в случае подавле-
ния окислительного фосфорилирования в  ма-
крофагах или использования везикул от МСК 
с митохондриальной дисфункцией [43]. В то же 
время в условиях окислительного стресса МСК 
могут передавать макрофагам в микровезикулах 
и частично деполяризованные митохондрии, ко-
торые в цитоплазме макрофага восстанавливают 
свою функциональную активность за счет слия-
ния с его собственными митохондриями. Такая 
передача, с одной стороны, повышает выживае-
мость клетки-донора, избавляя ее от поврежден-
ных органелл, с другой – улучшает энергетиче-
ский статус клетки-реципиента [44].

Экзоцитоз и эндоцитоз митохондрий. Резуль-
таты ряда исследований свидетельствуют о воз-
можности высвобождения митохондрий из кле-
ток не только в составе внеклеточных везикул, 
но и в свободном виде, как в поврежденном или 
неактивном состоянии, так и  с  сохранением 
функциональной активности [45]. Митоцитоз 
(митохондриальный экзоцитоз) может служить 
для поддержания митохондриального гомеоста-
за клетки в стрессовых условиях. При этом по-
врежденные митохондрии заключаются в мем-
бранные структуры, называемые миграсомами, 
и  впоследствии удаляются из клетки [46]. Со-
хранение поврежденных митохондрий обуслов-
ливает накопление большого количества АФК, 
и  при таких обстоятельствах клетки склонны 
вытеснять митохондрии в  межклеточное про-
странство. Митохондрии или их компоненты 
также могут быть экструдированы и интернали-
зованы другими клетками без носителя посред-
ством процессов экзоцитоза и эндоцитоза [47]. 
Внеклеточные митохондрии могут выступать 

в качестве сигналов опасности при взаимодей-
ствии с другими клетками, влияя, в частности, 
на активность иммунной системы [45]. Однако 
их энергетическая активность и функциональ-
ность подвергаются сомнению [48], и остается 
неизвестным, происходит ли выброс из МСК 
во внеклеточную среду интактных митохондрий, 
способных восстанавливать биоэнергетику по-
врежденных клеток-реципиентов.

Слияние клеток. Слияние клеток, при кото-
ром временно или постоянно объединяются их 
органеллы и цитоплазматические компоненты, 
у высших эукариот редко происходит в физио-
логических условиях, но может быть индуциро-
вано повреждением или воспалением и вносить 
свой вклад в передачу митохондрий [28]. МСК, 
трансплантированные в организм реципиента, 
способны сливаться с гепатоцитами, нейрона-
ми и  кардиомиоцитами с  образованием мно-
гоядерных клеток [49]. В совместной культуре 
МСК и  кардиомиоцитов обнаружены случаи 
не только полного слияния с  исчезновением 
границ между клетками и  равномерным рас-
пределением митохондрий МСК в цитоплазме 
гибридной клетки, но и частичного, при кото-
ром митохондрии мигрировали через область 
контакта и  локализовались вокруг ядра кар-
диомиоцита [15]. Было показано, что межкле-
точные структуры, образующиеся между МСК 
и  кардиомиоцитами при частичном слиянии 
и обеспечивающие передачу митохондрий, со-
держат микротрубочки и актиновые микрофи-
ламенты [50], что свидетельствует о вероятном 
участии белков Miro в транспорте митохондрий 
по этим структурам. В экспериментах по искус-
ственно вызванному частичному слиянию фи-
бробластов было показано, что эффективность 
переноса митохондрий тем выше, чем короче 
область соединения клеток, однако единичные 
митохондрии могут проходить и через туннели 
длиной 10 мкм [51].

Во многих случаях МСК сочетают несколь-
ко способов донорства митохондрий, при этом 
их соотношение неодинаково для разных кле-
ток. Так, в  исследовании [33] МСК костного 
мозга передавали митохондрии сокультивиру-
емым с ними эпителиальным клеткам бронхов 
через ТНТ, микровезикулы и щелевые контакты, 
а  МСК, выделенные из ткани легкого, – толь-
ко через ТНТ и микровезикулы. Главными пу-
тями переноса митохондрий от высокоочи-
щенных МСК костного мозга к клеткам линии 
А549 являлись внеклеточные везикулы и щеле-
вые контакты [37]. В то же время МСК из пуль-
пы молочных зубов передавали митохондрии 
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эмбриональным стволовым клеткам через ТНТ, 
но не через щелевые контакты или везикулы [52]. 
Следует также отметить, что различные механиз-
мы переноса митохондрий не являются полно-
стью независимыми друг от друга. В частности, 
ТНТ могут соединяться с принимающей клеткой 
через щелевые контакты [2]. Показано также, что 
белок щелевых контактов коннексин-43 играет 
роль в переносе митохондрий как через ТНТ, так 
и с помощью микровезикул [20].

ВЛИЯНИЕ ДОНОРСТВА МИТОХОНДРИЙ  
НА КЛЕТКИ-МИШЕНИ

В  поврежденных клетках, получивших тем 
или иным способом митохондрии от МСК, вос-
станавливается нарушенный энергетический 
метаболизм, о чем свидетельствуют повышение 
мембранного потенциала митохондрий [13, 14, 
16, 18, 22, 34, 53, 54] и активности компонентов 
электрон-транспортной цепи [18, 55], усиление 
потребления кислорода [14, 17, 22, 55] и  про-
дукции ATP [13, 14, 22, 34, 53, 54–55]. При этом 
снижается содержание АФК [14, 18, 22, 54] и уси-
ливается экспрессия антиоксидантных фермен-
тов – супероксиддисмутазы и глутатионперок-
сидазы [53, 54]. Уменьшение окислительного 
стресса сопровождается повышением выживае-
мости клеток [16, 17, 35, 55]. Клетки, получив-
шие митохондрии от МСК, демонстрируют по-
вышенную устойчивость не только к апоптозу 
[11–14, 18, 22, 34, 53, 54, 56, 57], который, как 
известно, может быть индуцирован окислитель-
ным стрессом и деполяризацией мембран мито-
хондрий [22], но и к гибели путем пироптоза [58] 
и ферроптоза [59].

Перенос митохондрий от МСК способен 
стимулировать пролиферацию клеток-мише-
ней. В частности, это было показано для астро-
цитов [27], фибробластов [14], эндотелиоцитов 
[12, 54], теноцитов [22]. Интересно, что и сами 
МСК при сокультивировании с  дифференци-
рованными клетками, такими как гладкие мио-
циты, могут усиливать свою пролиферативную 
активность под влиянием получаемых от них 
митохондрий [60].

По некоторым данным, в определенных ус-
ловиях донорство митохондрий может изме-
нять дифференцировочный статус клетки-ре-
ципиента. Сообщалось, что частичное слияние 
МСК со зрелыми кардиомиоцитами приводит 
к перепрограммированию последних в клетки 
с характеристиками ранних предшественников 
сердечной мышечной ткани, экспрессирующие 
такие маркеры, как GATA‑4, MEF‑2C и Nkx2.5, 

и  теряющие маркеры дифференцированных 
кардиомиоцитов. Перепрограммирование не 
происходило, если МСК были лишены функ-
ционально активных митохондрий путем обра-
ботки бромистым этидием [50]. О способности 
переносимых между клетками митохондрий 
влиять на дифференцировку свидетельствуют 
также результаты эксперимента по сокультиви-
рованию МСК с клетками почечных канальцев. 
В этом случае перенос происходил по ТНТ пре-
имущественно в направлении МСК и вызывал 
приобретение ими фенотипических признаков 
эпителия канальцев [61]. Однако вклад донор-
ских митохондрий в  наблюдаемые изменения 
состояния клеток остается не вполне ясным, так 
как в обеих работах клетки-реципиенты получа-
ли от МСК не только митохондрии, но и другие 
компоненты цитоплазмы.

Восстановление энергетики после переноса 
митохондрий от МСК оказывает благотворное 
влияние на функциональную активность кле-
ток-реципиентов, прежде всего на энергозави-
симые процессы, такие, например, как рост ак-
сонов мотонейронов [56], фагоцитарная актив-
ность макрофагов [43], секреция компонентов 
хрящевого матрикса хондроцитами [53] и  ин-
сулина β-клетками панкреатических островков 
[62]. Многие данные свидетельствуют о том, что 
противовоспалительные и  иммуномодулиру-
ющие эффекты МСК также по крайней мере 
отчасти опосредованы переносом митохон-
дрий как в  поврежденные клетки тканей, так 
и в специализированные клетки иммунной си-
стемы. В частности, было показано, что клетки 
эндотелия почечных клубочков, поврежденные 
высоким уровнем глюкозы, при получении ми-
тохондрий от МСК снижают уровень экспрес-
сии провоспалительных цитокинов [54], макро-
фаги активируются в направлении противовос-
палительного фенотипа М2 [43, 63], T-хелперы 
субпопуляции Th17 уменьшают выработку ин-
терлейкина‑17 [64], а у Т-регуляторных клеток 
усиливается способность подавлять иммунные 
реакции [65, 66].

ЭФФЕКТЫ ПЕРЕНОСА МИТОХОНДРИЙ 
ОТ МСК IN VIVO

Роль донорства митохондрий в  прорегене-
ративных эффектах МСК была неоднократ-
но продемонстрирована на моделях поврежде-
ния различных органов у  экспериментальных 
животных. Так, трансплантация МСК мышам 
с острым поражением легких, индуцированным 
ЛПС, уменьшала выраженность патологических 
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изменений, причем защитный эффект не наблю-
дался при использовании МСК с дисфункцио-
нальными митохондриями [20] или подавлении 
образования ТНТ [13]. На той же модели было 
показано, что воспаление и повреждение легких 
уменьшаются после введения животным макро-
фагов, предварительно прокультивированных 
с внеклеточными везикулами от МСК, содержа-
щими функционально активные митохондрии 
[43]. В случае введения МСК мышам с бактери-
альной пневмонией также наблюдали перенос 
митохондрий в альвеолярные макрофаги, при-
водящий к усилению фагоцитарной активности 
последних, но при ингибировании образования 
ТНТ МСК не оказывали антимикробного дей-
ствия [67].

На модели диабетической нефропатии вве-
дение под капсулу почки выделенных из МСК 
митохондрий улучшало морфологию клеток 
канальцевого эпителия, структуру базальной 
мембраны и щеточной каемки [68], а макрофа-
ги, к которым эти митохондрии были добавлены 
in vitro, при введении животным вызывали сни-
жение уровней провоспалительных цитокинов 
в  сыворотке и  гистологических признаков по-
вреждения почки. Обработка МСК ротеноном, 
нарушающим функции митохондрий, отменяла 
эффект макрофагов [63].

Благотворное действие полученных от МСК 
митохондрий было продемонстрировано и при 
различных повреждениях нервной ткани. У крыс 
с травмой спинного мозга трансплантация в об-
ласть повреждения как МСК, так и  изолиро-
ванных митохондрий улучшала восстановление 
двигательных функций [34]. Уменьшение не-
врологического дефицита было показано и при 
введении МСК животным с  эксперименталь-
ным ишемическим инсультом, причем МСК 
со сверхэкспрессией Miro1, обеспечивающе-
го транспорт митохондрий по ТНТ, оказывали 
более выраженный эффект [27]. При введении 
МСК в стекловидное тело глаза мышей с генети-
чески обусловленной дегенерацией ганглионар-
ных клеток сетчатки улучшались выживаемость 
ганглионарных клеток и функции сетчатки, но 
лишь при наличии в МСК функционально ак-
тивных митохондрий [69].

Имеются также данные о  противовоспали-
тельном эффекте трансплантации МСК крысам 
с  индуцированной коллагеназой тендинопа-
тией ахиллова сухожилия, который предотвра-
щался при подавлении переноса митохондрий 
цитохалазином [22]. О возможном вкладе пере-
носа митохондрий в регенеративные процессы 

свидетельствуют и  результаты экспериментов 
по трансплантации МСК в область химического 
ожога роговицы [17] и в печень мышей с неалко-
гольным стеатогепатитом [70], а также по вве-
дению T-регуляторных клеток, предварительно 
культивированных совместно с МСК, мышам 
с  реакцией трансплантат против хозяина [65]. 
В этих случаях улучшение состояния поврежден-
ных тканей сопровождалось появлением в клет-
ках донорских митохондрий.

ПОДХОДЫ К ПОВЫШЕНИЮ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ДОНОРСТВА 

МИТОХОНДРИЙ

Поскольку перенос митохондрий из МСК 
в клетки-мишени вносит значительный вклад 
в  терапевтическую эффективность МСК, ве-
дется поиск методов усиления этого процесса. 
Повысить эффективность переноса митохон-
дрий возможно путем стимуляции их образова-
ния в клетках-донорах. В частности, МСК могут 
быть обработаны in vitro фармакологическими 
агентами, усиливающими экспрессию AMP-
активируемой протеинкиназы – ключевого ре-
гулятора биогенеза митохондрий [71]. Возможно 
фармакологическое воздействие и на молекуляр-
ные механизмы, обеспечивающие сам процесс 
переноса. Показано, например, что стимуляция 
межклеточной коммуникации через щелевые 
контакты с помощью ретиноевой кислоты при-
водит к увеличению числа митохондрий, пере-
носимых из МСК в культивируемые совместно 
с ними поврежденные нейроны [34]. В соответ-
ствии с данными о роли сигналинга через фак-
тор некроза опухолей-α (TNF-α) в образовании 
ТНТ [58] активация этого пути также приводит 
к усилению межклеточного транспорта митохон-
дрий, что было показано при сокультивировании 
МСК с фибробластами в условиях метаболиче-
ского стресса [72]. Число ТНТ, содержание ми-
тохондрий и интенсивность их передачи стрес-
сированным клеткам увеличивались также при 
обработке МСК антиоксидантами, такими как 
N-ацетил-L-цистеин и 2-фосфо-L-аскорбат [73].

Способность МСК к переносу митохондрий 
можно усилить путем генетической модифика-
ции, в  частности, сверхэкспрессии генов, ко-
дирующих коннексин-43 [74], Miro1 [16, 27, 75], 
а также мембранный гликопротеин CD157, пред-
положительно регулирующий экзоцитоз и  ин-
тернализацию митохондрий [56].

Еще одна стратегия может заключаться в пре-
кондиционировании МСК, предназначенных 
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для трансплантации реципиенту, путем со-
вместного культивирования с  клетками той 
ткани, для лечения которой они предназначены. 
Так, было показано, что после взаимодействия 
с нейронами in vitro, сопровождавшегося пере-
дачей митохондрий, МСК усиливают экспрес-
сию Miro1 и  способность уменьшать повреж-
дение мозга при трансплантации крысам с экс-
периментальным ишемическим инсультом [76]. 
Прекондиционирование МСК различными ци-
токинами, фармакологическими препаратами 
или физическими факторами, призванное сде-
лать клетки более устойчивыми к неблагопри-
ятным условиям патологически измененного 
микроокружения, также рассматривается в ка-
честве способа повышения их эффективности 
в качестве доноров митохондрий. В частности, 
высказываются предположения о целесообраз-
ности трансплантации таких МСК при ассоци-
ированной с ожирением астме, в патогенезе ко-
торой, как известно, играет роль митохондри-
альная дисфункция [77].

Наконец, для терапевтического применения 
могут быть отобраны популяции МСК, облада-
ющие наиболее высокой способностью к донор-
ству митохондрий. Сообщалось, что выделенные 
из костного мозга человека путем сортировки от-
дельных клеток высокоочищенные клоны МСК, 
характеризующихся быстрым размножением 
и высокой степенью функциональной однород-
ности, переносят в клетки-реципиенты больше 
митохондрий, чем несортированные МСК из 
того же источника [37, 78]. Для МСК, получен-
ных из индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток, также была показана повышенная 
по сравнению с МСК из костного мозга эффек-
тивность переноса митохондрий в кардиомиоци-
ты как in vitro, так и в сердце мышей с кардиоми-
опатией, в связи с усиленной экспрессией этими 
клетками Miro1 и их повышенной чувствитель-
ностью к TNF-α [79].

Кроме того, возможна непосредственная 
трансплантация пациенту митохондрий, в том 
числе выделенных из МСК, путем совместной 
инкубации с  его стволовыми клетками, пря-
мой инъекции в пораженный орган, внутриар-
териального, ингаляционного или назального 
введения, доставки в спинной мозг. Точечный 
иммуноферментный анализ (ELISpot), имму-
ноферментный анализ (ELISA), активируемая 
флуоресценцией сортировка клеток (FACS) 
и  мультиплексный анализ показывают отсут-
ствие прямого или косвенного иммунного ответа 
и воспалительных эффектов, связанных с транс-
плантацией митохондрий [80].

РОЛЬ ДОНОРСТВА МИТОХОНДРИЙ  
В РАЗВИТИИ ОПУХОЛЕЙ

Способность МСК передавать митохондрии 
клеткам-мишеням не только обусловливает их 
благотворное влияние на поврежденные тка-
ни, но и может представлять серьезную пробле-
му в случае онкологических заболеваний. МСК 
способны включаться в строму злокачественных 
опухолей, приобретая характеристики ассоци-
ированных с  раком фибробластов (CAF) [81]. 
Передавая митохондрии малигнизированным 
клеткам, они стимулируют рост и инвазию опу-
холи [82, 83] и повышают ее устойчивость к хи-
миотерапии [84, 85]. Получаемые от МСК ми-
тохондрии оказывают на клетки опухоли те же 
эффекты, что и на любые клетки в стрессовых 
условиях – усиливают энергетический метабо-
лизм [82, 84, 85], снижают уровень АФК [84], 
предотвращают апоптоз [81, 83], стимулируют 
пролиферативную активность [85]. В основе по-
вышения химиорезистентности опухолевых кле-
ток может также лежать перестройка их метабо-
лизма. Так, клетки глиобластомы под действием 
митохондрий из МСК переходят с питания глю-
козой на использование глутамина и усиливают 
синтез пиримидинов и пуринов, что придает им 
устойчивость к противоопухолевому препарату 
темозоломиду, нарушающему синтез ДНК [85].

Эти данные заставляют с определенной осто-
рожностью относиться к перспективам приме-
нения МСК в клеточной терапии, но, с другой 
стороны, они могут служить основой для поиска 
новых терапевтических мишеней при лечении 
онкологических заболеваний. Показано, в част-
ности, что подавление митохондриального пе-
реноса в опухолевые клетки путем различных 
воздействий, направленных на ингибирование 
биогенеза митохондрий в МСК [83], предотвра-
щение полимеризации тубулина [81] или экс-
прессии поверхностного гликопротеина CD38, 
контролирующего образование ТНТ [86], спо-
собно замедлить рост опухоли у  эксперимен-
тальных животных и улучшить их выживаемость.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Донорство митохондрий представляет собой 
сложный процесс, который осуществляется с по-
мощью нескольких механизмов обмена между 
клетками и стимулируется различными фактора-
ми внутренней и внешней среды. Данные много-
численных исследований, полученные как in vitro 
при сокультивировании различных клеточных 
популяций, так и in vivo при экспериментальном 
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повреждении тканей и органов, свидетельствуют 
о том, что антиапоптотические, иммуномодули-
рующие и прорегенеративные эффекты МСК по 
крайней мере отчасти могут быть связаны с пе-
редачей митохондрий поврежденным клеткам, 
хотя соотношение этого механизма с паракрин-
ной продукцией регуляторных факторов остает-
ся не вполне ясным и, вероятно, неодинаково 
в разных ситуациях. Дальнейшего исследования 
требуют такие вопросы, как роль транспортиру-
емых митохондрий в качестве сигнальных орга-
нелл, передающих информацию между клетками, 
молекулярные механизмы, определяющие на-
правление переноса митохондрий, длительность 
сохранения донорских митохондрий в  клет-
ках-реципиентах. Можно надеяться, что деталь-
ное изучение механизмов передачи митохон-
дрий и стимулирующих этот процесс факторов 
позволит углубить понимание биологической 
роли МСК как регуляторов тканевой регенера-
ции, а совершенствование стратегий управления 
межклеточным транспортом митохондрий (его 
усиления для восстановления биоэнергетики 
поврежденных клеток или подавления при он-
кологических заболеваниях) станет основой для 
разработки новых подходов к лечению многих 
патологических состояний. Особенно актуаль-
ным представляется проведение клинических 
исследований для оценки эффективности и без-
опасности применения методов регуляции ми-
тохондриального переноса в клеточной терапии 
различных заболеваний.
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Mitochondrial Donation as a Mechanism of Participation  
by Mesenchymal Stromal Cells in Regenerative Processes

A. D. Krupnova1, D. A. Tsomartova1, E. V. Chereshneva1, M. Yu. Ivanova1, E. S. Tsomartova1,  
T. A. Lomanovskaya1, M. S. Pavlova1, O. V. Payushina1, *

1Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University), 
Moscow, Russia

*e-mail: payushina@mail.ru

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are universal regulators of regenerative processes due to their ability 
to secrete regulatory molecules or replace dead cells through differentiation in the appropriate direction. 
Recently, another mechanism for the beneficial effects of MSCs on damaged tissue has been discovered, 
such as the transfer of mitochondria into its cells in response to stress signals. MSCs can transfer 
mitochondria through tunneling nanotubes that form a communication bridge between cells, through gap 
junctions, by release as part of extracellular vesicles or in free form, and as a result of complete or partial 
fusion with recipient cells. In damaged cells that received mitochondria from MSCs, impaired energy 
metabolism is restored and oxidative stress is reduced, which is accompanied by increased survival, and in 
some cases also increased proliferation or a change in differentiation status. The restoration of energy after 
the transfer of mitochondria from MSCs has a beneficial effect on the functional activity of recipient cells 
and suppresses inflammatory reactions. A significant contribution of the MSC mitochondrial donation to 
the therapeutic efficacy of MSCs has been repeatedly demonstrated in models of damage to various organs 
in experimental animals. This stimulates the search for methods to enhance the process of mitochondrial 
donation. However, it should be taken into account that MSCs are able to transfer mitochondria to 
malignant cells as well, thereby stimulating tumor growth and increasing its resistance to chemotherapy. 
These data make it necessary to evaluate the prospects for the use of MSCs in cell therapy with caution. 
On the other hand, they can serve as a basis for the search for new therapeutic targets in the treatment of 
oncological diseases.

Keywords: mesenchymal stromal cells, transfer of mitochondria, mitochondrial donation, regeneration, 
tumors 
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В настоящее время различные варианты РНК являются одними из наиболее многообещающих и ак-
тивно развивающихся терапевтических средств для лечения опухолей, инфекционных заболеваний 
и ряда других патологий, ассоциированных с нарушением функционирования специфических генов. 
Для эффективной доставки РНК в клетки-мишени применяют различные наноносители, среди ко-
торых можно выделить липосомальные средства доставки на основе катионных и/или ионизируемых 
амфифилов. Катионные амфифилы содержат постоянно протонированную аминогруппу и существу-
ют в виде солей в водной среде. Ионизируемые амфифилы являются новым поколением катионных 
липидов, которые проявляют пониженную токсичность и иммуногенность и подвергаются ионизации 
только в кислой среде внутри клетки. В данной работе нами разработана схема получения и осу-
ществлен синтез новых катионных и ионизируемых амфифилов на основе природных аминокислот 
(L-глутаминовой кислоты, глицина, бета-аланина и гамма-аминомасляной кислоты). На основе по-
лученных соединений в смеси с природными липидами (фосфатидилхолином и холестерином) были 
сформированы катионные и ионизируемые липосомы и определены их физико-химические харак-
теристики: размер частиц, дзета-потенциал, стабильность при хранении. Стабильные в течение 5–7 
суток частицы имеют средний диаметр, не превышающий 100 нм. Дзета-потенциал катионных и ио-
низируемых липосом составляет примерно 30 и 1 мВ, соответственно. Полученные липосомальные 
частицы были использованы для формирования комплексов с молекулами РНК. Такие комплексы 
с РНК были охарактеризованы с помощью атомно-силовой микроскопии, и определена их примени-
мость для транспорта нуклеиновых кислот.

Ключевые слова: ионизируемые аминолипиды, катионные липопептиды, диэфир L-глутаминовой 
кислоты, липосомы, комплексы с РНК, атомно-силовая микроскопия
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ВВЕДЕНИЕ

Липосомы – средства доставки биологически 
активных соединений в клетки. Они могут ин-
капсулировать различные биологически актив-
ные вещества, в том числе генетический матери-
ал, распределяя их в водной среде или в гидро-
фобном бислое в зависимости от их полярности 
[1–3]. Липосомальный транспорт РНК в эука-
риотические клетки уже используется в совре-
менной медицине и ориентирован на лечение 

патологий различного рода путем исправления 
мутаций или дефектов в структуре ДНК, пора-
жения ДНК вирусами и др. [4, 5]. В настоящее 
время такая таргетная доставка препаратов на 
основе синтетических липидов применяется 
для лечения различных заболеваний. Например, 
доставка специфической малой интерфериру-
ющей РНК (миРНК) в клетки вызывает пода-
вление генов матричной РНК (мРНК), ассоци-
ированной с опухолями, тем самым ингибируя 
пролиферацию раковых клеток, предотвращая 
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метастазирование опухоли и индуцируя апоптоз 
раковых клеток [6]. Еще одним примером слу-
жит использование липидных наночастиц в со-
вместной доставке нескольких молекул нуклеи-
новых кислот (например, мРНК CRISPR-Cas9 
и  единой направляющей РНК) для лечения 
транстиретинового амилоидоза [7]. Успешное 
применение в  клинике мРНК-вакцин на ос-
нове липосомальных носителей от компаний 
Pfizer-BioNTech и Moderna против коронавирус-
ной инфекции COVID‑19 продемонстрировали 
их большой потенциал в области создания по-
добных лекарственных средств [8, 9].

На эффективность системы доставки тера-
певтических молекул влияют состав и  физи-
ко-химические свойства липосом, поэтому при 
их разработке важно контролировать такие па-
раметры, как размер частиц, поверхностный за-
ряд, липидный состав, возможность модифика-
ции поверхности липосом и т. д. [10]. В ряде ра-
бот было показано, что включение природных 
и  синтетических липидов с  углеводородными 
цепями длиной С16 и больше повышает эффек-
тивность инкапсуляции гидрофобных лекар-
ственных средств в бислой и увеличивает время 
удерживания лекарственных средств в частице 
[11–13]. Кроме того, подход к  конструирова-
нию липосомальной системы с учетом упомяну-
тых критериев позволяет снизить фоновую ток-
сичность препарата по отношению к здоровым 
клеткам [10]. Токсичность липидов тесно связа-
на со структурой их полярной головной группы, 
поэтому модифицируя их химический состав 
возможно добиться низкой токсичности для ор-
ганизма [14]. Ранее нами было показано, что та-
кой подход к подбору составных компонентов 
липосом позволяет создавать средства доставки, 
эффективные в условиях in vitro [15, 16].

Катионные и ионизируемые липосомы полу-
чают путем комбинации природных фосфоли-
пидов и соответствующих синтетических липи-
дов в составе транспортных систем. Катионные 
липосомы несут постоянный положительный 
заряд на поверхности. Такие липосомы широ-
ко используются в качестве агентов трансфек-
ции, а  также в рецептуре липосомальных вак-
цинных адъювантов благодаря их иммуностиму-
лирующим свойствам [17]. Однако в результате 
электростатических взаимодействий между по-
ложительно заряженной липидной мембраной 
липосомы и отрицательно заряженными моле-
кулами вблизи поверхности клеточных мембран 
катионные липосомы неспецифически прони-
кают в клетки организма. Ионизируемые липо-
сомы, в отличие от катионных и незаряженных 

липосом, протонируются и  депротонируются 
в зависимости от кислотности окружающей сре-
ды [18]. Благодаря их физическим и функцио-
нальным свойствам, они представляются более 
перспективными наноносителями для транспор-
та РНК [19, 20]. В  кровотоке, где рН близок 
к нейтральному, поверхностный заряд таких на-
ночастиц отсутствует, но при попадании внутрь 
клетки в процессе эндоцитоза или межклеточное 
пространство клеток, где рН имеет более низкие 
значения, они способны протонироваться. Та-
кое изменение в структуре липосом повышает 
активность их захвата клетками. Эффекты ио-
низируемых липосом в терапии различных забо-
леваний пока мало изучены, однако появляются 
все больше экспериментальных данных, которые 
свидетельствуют о том, что их применение обе-
спечивает значительные преимущества по срав-
нению с другими типами терапевтических мето-
дов [21–23].

Целью данной работы было разработать схе-
му синтеза, а также получить новые катионные 
и ионизируемые амфифилы на основе природ-
ных аминокислот как составных компонентов 
липосомальных транспортных систем достав-
ки нуклеиновых кислот. На основе синтези-
рованных соединений были сформированы 
липосомы и  изучены их физико-химические 
свойства (размер частиц и  стабильность при 
хранении), а также оценена возможность свя-
зывать молекулы РНК методом атомно-силовой 
микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реактивы, которые применя-
ли в ходе синтеза, коммерчески доступны и были 
использованы без дополнительной очистки: гли-
цин (Sigma-Aldrich), β-аланин (Sigma-Aldrich), 
γ-аминомасляная кислота (ГАМК, Sigma-Aldrich), 
муравьиная кислота (Sigma-Aldrich), формаль-
дегид (Sigma-Aldrich), N-гидроксисукцинимид 
(HONSu, Sigma-Aldrich), 1,3-дициклогексилкар-
бодиимид (DCC, Sigma-Aldrich), 4-диметилами-
нопиридин (DMAP, Sigma-Aldrich), ди-трет-бу-
тилдикарбонат (Boc2O, Sigma-Aldrich), трифто-
руксусная кислота (ТФУК, Biochem, Франция), 
тетрагидрофуран (ТГФ, Химмед, Россия), 
NaHCO3 (Русхим, Россия), Na2SO4 безводный 
(Русхим), фосфатидилхолин (РС, Lipoid S100, 
чистота > 94%, CAS97281–47–5, Германия), хо-
лестерин (Chol, Acros Organics, чистота 95%, 
CAS57–88–5, Бельгия).

1Н-ЯМР-спектры регистрировали в  дей-
терированном хлороформе (СDСl3) на 
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ЯМР-спектрометре «Bruker DPX‑300» с  ра-
бочей частотой 300 МГц. Внутренний стан-
дарт – гексаметилдисилоксан.

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) про-
водили на пластинках с  силикагелем (Silufol, 
Чехия) в  системах растворителей (об/об): (А) 
толуол: этилацетат 1:2, (Б) толуол: этилацетат 
2:1, (В) хлороформ: метанол 10:1. Препаратив-
ную тонкослойную хроматографию проводили 
на силикагеле 60 с размером частиц 2–25 мкм 
(Sigma-Aldrich). Колоночную хроматографию 
проводили на силикагеле 60 с размером частиц 
40–63 мкм (Merck, Германия). Для обнаружения 
пятен веществ на ТСХ использовали следующие 
проявители: 1) вещества, содержащие свободную 
аминогруппу, обнаруживали 3%-ным раствором 
нингидрина с  последующим нагреванием до 
55–75оС; 2) третичные амины проявляли в среде 
реактива Драгендорфа; 3) иные вещества прояв-
ляли в среде паров йода.

Методы. Синтез катионных и ионизируемых 
амфифилов проводили стандартными методами 
пептидной и липидной химии. Методы получе-
ния соединений (1) и 2(а-с) описаны в наших 
предыдущих работах [24] и [25] соответственно.

Дигексадециловый эфир N-[2-(трет-бутокси-
карбониламино)этаноил] L-глутаминовой кислоты 
(3a). К раствору 32 мг (0.18 ммоль) соединения 2a, 
38 мг (0.18 ммоль) DCC и каталитического коли-
чества DMAP в 5 мл безводного хлористого ме-
тилена при перемешивании добавляли раствор 
100 мг (0.17 ммоль) соединения 1 в 5 мл безвод-
ного хлористого метилена. Реакционную смесь 
выдерживали при интенсивном перемешива-
нии в течение 19 ч при 0°C. После завершения 
реакции реакционную массу отфильтровывали 
от выпавшего осадка дициклогексилмочевины, 
а растворитель удаляли в вакууме. Продукт вы-
деляли с помощью препаративной ТСХ в систе-
ме (Б). Выход продукта 3а составил 102 мг (81%). 
Rf (Б) 0.51.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
6.7 Гц, СН3); 1.27 (52H, уш.c, (CH2)13CH3); 1.45 
(9H, c, CCH3); 1.56–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 
1.91–2.09 (2H, м, CHCH2), 2.29–2.50 (2Н, м, 
CH2C=O); 3.64 (0.7Н, т, 6.5 Гц, NHCH2); 3.82 
(2H, дд, 5.2 Гц, NHCH2); 4.08 (4H, дт, 13.6 Гц, 6.8 
Гц, СОOСН2СН2); 4.58–4.68 (1H, м, CH); 5.10 
(1H, уш.с, NHCH).

Дигексадециловый эфир N-[3-(трет-бутокси-
карбониламино)пропаноил] L-глутаминовой кис-
лоты (3b). Раствор смеси соединения 2b 152 мг 
(0.80 ммоль), 93 мг (0.81 ммоль) HONSu и 166 мг 
(0.81 ммоль) DCC в 20 мл ТГФ перемешивали 

при 0°C в  течение 30 мин. Выпавший оса-
док дициклогексилмочевины отфильтровы-
вали, и к фильтрату добавляли раствор 400 мг 
(0.67 ммоль) соединения 1 в 20 мл ТГФ и выдер-
живали при интенсивном перемешивании 5 ч 
при комнатной температуре. После окончания 
реакции ТГФ удаляли в вакууме. Продукт реак-
ции выделяли с помощью колоночной хромато-
графии на силикагеле в системе (А). Выход про-
дукта 3b составил 55 мг (83%). Rf (Б) 0.49.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 
(6Н, т, СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.44 (9H, 
c, CCH3); 1.57–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 
2.41–2.49 (2Н, т, NHCH2CH2); 2.73–3.14 (2Н, 
ддд, CHCH2CH2COO); 3.38–3.48 (2Н, кв, 
NHCH2CH2); 4.04–4.22 (4H, дт, COOCH2); 4.82–

–4.94 (1H, м, CH); 5.17–5.34 (1H, м, OCNHCH); 
6.51–6.63 (1H, д, OCNHCH2).

Дигексадециловый эфир N-[4-(трет-бутокси-
карбониламино)бутаноил] L-глутаминовой кисло-
ты (3с). Реакцию проводили аналогично методу 
получения соединения 3a. Из 131 мг (0.65 ммоль) 
соединения 2с и 320 мг (0.54 ммоль) соединения 
1 получали 84 мг (80%) продукта 3с. Rf (Б) 0.51.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.44 (9H, c, CCH3); 
1.57–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.81 (2H, п, 
CH2CH2CH2) 2.41–2.49 (2Н, т, NHCH2CH2); 
2.73–3.14 (2Н, ддд, CHCH2CH2COO); 3.38–

–3.48 (2Н, кв, NHCH2CH2); 4.04–4.22 (4H, дт, 
COOCH2); 4.82–4.94 (1H, м, CH); 5.17–5.34 (1H, 
м, OCNHCH); 6.51–6.63 (1H, д, OCNHCH2).

Дигексадециловый эфир N-[2-аминоэтано-
ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4a). 
К раствору 20 мг (0.027 ммоль) соединения 3a 
в 2 мл безводного хлористого метилена добавля-
ли 1 мл трифторуксусной кислоты. Реакционную 
смесь перемешивали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре. После окончания реакции растворитель 
с избытком ТФУК удаляли в вакууме, остаток 
растворяли в хлороформе и промывали водой (2 
× 50 мл). Органическую фазу сушили над безво-
дным Na2SO4, растворитель отгоняли в вакууме. 
Выход продукта 4а составил 15 мг (75%). Rf (В) 
0.17.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, 6.7 Гц, СН3); 1.27 (52H, уш.c, (CH2)13CH3); 
1.57–1.71 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.88–2.07 (2H, 
м, CHCH2), 2.30–2.48 (2Н, м, CH2C=O); 3.88 
(2H, с, NH3CH2); 4.10 (4H, дт, 13.6 Гц, 6.8 Гц, 
СОOСН2СН2); 4.58–4.68 (1H, м, CH); 5.12 (1H, 
уш.с, NHCH); 6.73 (0.65Н, уш.д., 6.6 Гц, NHCH2).

ESI–MS: 690.6 [M+K‑2H]–.
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Дигексадециловый эфир N-[3-аминопропано-
ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4b). 
Реакцию проводили аналогично методу получе-
ния соединения 4a. Из 55 мг соединения 3b по-
лучали 21 мг (78%) продукта 4b. Rf (В) 0.18.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.84–0.96 
(6Н, м, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.52–

–1.73 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.77–1.96 (4Н, м, 
CHCH2CH2COO); 2.27–2.49 (2Н, м CH2CONH); 
3.08 (1H, уш.с., NH3) 3.64 (2Н, т, 6.6 Гц, NH3СН2); 
3.96–4.27 (4Н, м, СОOСН2СН2); 3.41–3.54 (2Н, 
м, NHCH2CH2); 4.56–4.68 (1H, м, CH); 5.30 (1H, 
c, OCNHCH).

ESI–MS: 666.6 [M-H]–.
Дигексадециловый эфир N-[4-аминобутано-

ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4c). 
Реакцию проводили аналогично методу получе-
ния соединения 4a. Из 84 мг соединения 3c по-
лучали 30 мг (81%) продукта 4с. Rf (В) 0.20.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.51–1.74 (4Н, 
м, СОOСН2СН2); 1.89 (2H, п, CH2CH2CH2); 
2.42–2.47 (2Н, т, NHCH2CH2); 2.73–3.04 (2Н, 
ддд, CHCH2CH2COO); 3.43–3.55 (2Н, кв, 
NHCH2CH2); 3.95–4.27 (4H, дт, COOCH2); 4.79–

–4.90 (1H, м, CH); 5.26–5.39 (1H, м, OCNHCH); 
6.50 (2H, уш.с., NH2).

ESI–MS: 681.7 [M]+.
Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[2-ами-

ноэтаноил]-L-глутаминовой кислоты (5a). Раствор 
соединения 4a промывали 5%-ным раствором 
NaHCO3 (2 × 50 мл) до pH 7. Органическую фазу 
сушили над безводным Na2SO4 и  растворитель 
отгоняли в вакууме. К 18 мг (0.018 ммоль) полу-
ченного остатка, содержащего первичную амино-
группу, добавляли 1 мл 30%-ного формальдегида 
и перемешивали в течение 5 мин при 0°C. Далее 
в раствору добавляли 1 мл муравьиной кислоты 
и выдерживали при интенсивном перемешива-
нии 5 ч при 100°C. Полученную реакционную 
массу экстрагировали хлороформом (2 × 10 мл). 
Органическую фазу последовательно промыва-
ли 5%-ным раствором NaHCO3 (3 × 10 мл) и во-
дой (2 × 10 мл), после чего сушили на складчатом 
фильтре, смоченном безводным хлороформом. 
Растворитель удаляли на роторном испарителе. 
Получали 22 мг (87%) продукта 5а. Rf (В) 0.71.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.55–1.68 (4H, м, 
COOCH2CH2); 2.12–2.93 (12H, м, (CH3)2NCH2, 
CHCH2CH2); 4.09–4.27 (4H, м, COOCH2CH2); 
4.32–4.43 (1H, м, CH); 6.05 (1H, c, NH).

ESI–MS: 729.7 [M+CH3OH+H]+.

Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[3-ами-
нопропаноил]-L-глутаминовой кислоты (5b). Ре-
акцию проводили аналогично методу получения 
соединения 5a. Из 21 мг (0.032 ммоль) соедине-
ния 4b получали 32 мг (70%) продукта 5b. Rf (В) 
0.72

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.49–1.73 (6Н, 
м, СОOСН2СН2, NHCH2CH2,); 2.09 (6Н, уш.с., 
(CH3)2N); 3.54 (2H, т, 6.6 Гц, COOCH2; 3.64 (2H, 
т, 6.6 Гц, COOCH2); 4.16 (2H, т, 6.4 Гц, NСН2); 
4.22–4.32 (1H, м, CH); 4.76 (1H, c, NHCН).

ESI–MS: 741.7 [M+CH3OH+H]+.
Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[4-ами-

нобутаноил]-L-глутаминовой кислоты (5c). Реак-
цию проводили аналогично методу получения 
соединения 5a. Из 45 мг (0.063 ммоль) 4c полу-
чали 49 мг (50%) продукта 5c. Rf (В) 0.76.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.39 (4Н, м, 
СОOСН2СН2); 1.87–2.08 (8Н, м, NHCH2CH2); 
3.12 (6H, уш.с., (CH3)2N); 4.02–4.20 (4H, м, 
COOCH2); 4.23–4.37 (1H, м, CH); 4.72 (1H, с, 
OCNHCH).

ESI–MS: 755.6 [M+CHOOH+H]+.
Получение липосомальных дисперсий. Синте-

зированные соединения 4a-c и 5a-c (3 мг) и ли-
пиды PC (3 мг) и Chol (1.8 мг) растворяли в сме-
си хлороформ: метанол (1.5:1 об/об) в  кругло-
донной колбе. Растворители медленно удаляли 
на роторном испарителе при 35°C до образова-
ния тонкой липидной пленки на стенках колбы 
и сушили под вакуумом в течение 30 мин. К по-
лученной пленке добавляли 3 мл воды, выдержи-
вали 30 мин при комнатной температуре, после 
чего интенсивно встряхивали при 60°C. Далее 
в ультразвуковой ванне (УЗВ‑1.3 «ПКФ Сапфир») 
получали липосомальную дисперсию с конечной 
концентрацией амфифилов 2.6 мг/мл (3 × 10 мин 
с перерывом 5 мин). В результате были получе-
ны дисперсии с составами катионный/ионизи-
руемый липид: РС: Chol = 5:5:3 масс.%. Процесс 
приготовления дисперсий повторяли минимум 
3 раза. Соотношения липидов выбирали исходя 
из возможности образования стабильных дис-
персий [26, 27].

Определение размера и дзета-потенциала ли-
посом. Распределение частиц по размерам и зна-
чения дзета-потенциала оценивали методом 
фотонно-корреляционной спектроскопии, ос-
нованным на принципах динамического рас-
сеяния света. Измерения проводили на прибо-
ре типа «Zetasizer Nano ZS» (Malvern Panalytical, 
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Великобритания), оснащенном He-Ne-лазером 
мощностью 4 мВт (длина волны 633 нм) при 
25°C. Были оценены значения показателя пре-
ломления и  вязкости для каждого образца су-
спензии липосом. Каждое измерение включало 
3–5 чтений по 10 с. Корреляционные функции 
были проанализированы с использованием про-
граммного обеспечения Dispersion Technology 
Software. Размеры и дзета-потенциал были опре-
делены для трех повторов приготовления липо-
сомальных дисперсий.

Стабильность при хранении. Стабильность ли-
посомальных дисперсий при хранении при ком-
натной температуре оценивали по изменению 
значений показателя оптической плотности при 
длине волны 400 нм в течение 7 дней с момента 
приготовления дисперсий на фотоколориметре 
Экотест‑2020 «Эконикс». В качестве фонового 
значения среды использовали значение оптиче-
ской плотности дистиллированной воды.

Приготовление липосомального комплекса 
с РНК. Стоковый раствор РНК (Type VI from 
Torula yeast) с концентрацией 23 мкг/мл готови-
ли в воде без нуклеаз. Липосомальный комплекс 
с РНК получали при смешивании липосомаль-
ной дисперсии и раствора РНК в итоговом со-
отношении катионный/ионизируемый липид: 
РНК (N:P) = 1:32. В качестве контроля исполь-
зовали раствор РНК без липосом.

Атомно-силовая микроскопия (АСМ). 
АСМ-исследования проводили на микроскопе 
Nanoscope-V (Bruker, США) в режиме прерыви-
стого контакта на воздухе с использованием кан-
тилеверов HA_NC (Типснано, Россия). Частота 
сканирования составляла 2 строки в  секунду 
на изображении 512 × 512 пикселей. Обработку 
АСМ-изображений проводили с помощью про-
граммного обеспечения Фемтоскан (Центр пер-
спективных технологий, Россия).

Для АСМ-исследования молекул РНК 10 мкл 
раствора РНК с концентрацией 12 мкг/мл в рас-
творе 20 мМ NaCl, 1 мM MgSO4 наносили на по-
верхность свежесколотой слюды на 10 мин, за-
тем промывали в деионизованной воде 40 мин 
и высушивали в потоке воздуха.

Для АСМ-исследования липосомальных 
комплексов с РНК всех исследованных образ-
цов 5 мкл раствора комплексов в воде с концен-
трацией 0.5 г/л (по катионному/ионизируемо-
му липиду) наносили на свежесколотую слюду 
на 5 мин, после чего промывали деионизован-
ной водой и высушивали в потоке воздуха. Для 
АСМ-исследования комплексов, содержащих ио-
низируемый липид 5а, процедуру приготовления 

образца также проводили вторым способом: 2 
мкл раствора комплекса с РНК в воде с концен-
трацией 0.01 г/л (по ионизируемому липиду) на-
носили на свежесколотую слюду до полного вы-
сыхания на воздухе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез целевых амфифилов
Лекарственные препараты на основе липо-

сом используются для направленной доставки 
в  клетки организма терапевтических молекул, 
например противоопухолевых агентов или ну-
клеиновых кислот [28, 29]. Известно, что состав 
липосом влияет на эффективность всей системы 
доставки. Среди перспективных компонентов 
липосом можно выделить ионизируемые амфи-
филы, которые повышают уровень трансфекции 
миРНК в раковые клетки in vivo за счет более 
продолжительного циркулирования в кровотоке 
по сравнению с катионными липидами, а также 
за счет стимулирования высвобождения транс-
фицируемого агента из эндосом при понижении 
рН [30].

В  данной работе нами разработана схема 
и осуществлен синтез новых катионных (4а-с) 
и ионизируемых амфифилов (5а-с), содержащих 
в составе полярной головной группы свободную 
аминогруппу или протонируемый в физиологи-
ческих условиях третичный атом азота, соответ-
ственно (схема 1). Полярный блок в  синтези-
рованных структурах представлены алифатиче-
скими аминокислотами, которые различаются 
количеством метиленовых звеньев (от  1 до 3). 
В качестве основы амфифилов выступает L-глу-
таминовая кислота, производные которой спо-
собны обеспечивать уровень трансфекции ну-
клеиновых кислот, сопоставимый с коммерчески 
доступными агентами [16, 24]. Из синтезирован-
ных веществ были получены суспензии липосом 
и изучены их физико-химические свойства.

Гидрофобный блок 1 получали путем сплав-
ления L-глутаминовой кислоты с гексадецило-
вым спиртом в  присутствии пара-толуолсуль-
фокислоты при 130 °С согласно методу, описан-
ному в [24, 25]. Для формирования полярного 
блока амфифилов предварительно синтезиро-
вали Вос-защищенные аминокислоты 2(а-с) 
классическим методом пептидного синтеза 
[31]. Промежуточные продукты 3(a-c) получа-
ли реакцией Boc-защищенных аминокислот 
2(а-с) с дигексадециловым эфиром L-глутами-
новой кислоты 1 в присутствии активирующего 
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агента DCC и нуклеофильной добавки (DMAP 
для 3а и 3с; HONSu для 3b). Защищенные ли-
подипептиды 3(a-c) выделяли из реакционной 
массы с помощью колоночной и/или препара-
тивной тонкослойной хроматографии на си-
ликагеле, а структуры полученных соединений 
подтверждали данными1H-ЯМР-спектроскопии. 
В  спектрах ЯМР присутствовали характерные 
сигналы протонов углеводородных цепей остат-
ков гексадецилового спирта, сигнал, характер-
ный для остатка трет-бутильной группы, а так-
же сигналы протонов углеводородного остова 
аминокислот. Далее проводили удаление Вос-за-
щитной группы действием трифторуксусной 
кислоты в среде безводного хлористого метиле-
на с получением целевых катионных амфифилов 
4(а-с). Для синтеза ионизируемых амфифилов 
5(а-с) трифторацетатные соли липодипепти-
дов 4(а-с) обрабатывали 5%-ным раствором 
NaHCO3 для получения промежуточных продук-
тов, содержащих свободную аминогруппу. Далее 

проводили реакцию метилирования свободных 
аминогрупп полученных соединений по реак-
ции Эшвайлера–Кларка смесью формальдегида 
и муравьиной кислоты [32]. Целевые продукты 
5(а-с) выделяли из реакционной смеси экстрак-
цией хлороформом или препаративной ТСХ на 
силикагеле. Структуры полученных соединений 
подтверждали данными1Н-ЯМР-спектроскопии 
и масс-спектрометрии (см. Дополнительные ма-
териалы). В масс-спектрах присутствовали пики 
молекулярных ионов.

Мембранообразующие свойства 
синтезированных амфифилов

Амфифильные молекулы способны самопро-
извольно упорядочиваться в частицы различной 
формы в  водной среде. Эта форма зависит от 
геометрических параметров молекулы амфифи-
ла, которые можно описать с помощью критиче-
ского параметра упаковки (КПУ) [33, 34]. При 

Схема 1

1

2 (à – ñ)
3 (à – ñ)

4 (à – ñ)5 (à – ñ) à : n = 1

b : n = 2

c : n = 3
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значениях КПУ, близких к 1, наиболее вероятно 
образование амфифилом бислоя. При значениях, 
сильно отличающихся от 1, амфифил будет обра-
зовывать мицеллярные структуры в водной среде. 
Значение КПУ можно рассчитать по формуле:

,

где V/h – площадь поперечного сечения угле-
водородной области молекулы (V – молекуляр-
ный объем углеводородной области молекулы, 
h – максимальная длина углеводородной цепи), 
S – площадь поверхности для размещения по-
лярной головки липида, R1 – радиус основания 

цилиндра, образованного гидрофобной обла-
стью молекулы, R2 – радиус сферы, образован-
ной полярной головной группой.

Для расчета значений КПУ синтезирован-
ных соединений 4(а-с) и 5(а-с) было проведено 
3D-моделирование структур (с учетом и опти-
мизацией возможных конформаций) с  помо-
щью пакета программ «ACD/Labs, 3D Viewer» 
и «HyperChem» (табл. 1) [35, 36]. Полученные 
величины КПУ позволяют предположить, что 
среди катионных амфифилов 4(а-с) только для 
вещества 4с вероятно образование липидного 
бислоя в водной среде, тогда как для соедине-
ний 4а и 4b характерно формирование обратных 

Таблица 1. Результаты расчета значений КПУ амфифилов 4(а-с) и 5(а-с). Цвета атомов в 3D-моделях структур: 
водород – белый, углерод – циановый, кислород – красный, азот – синий

Шифр 3D-модель структуры R1, Å R2, Å КПУ Форма агрегатов

4a 3.98 2.48 2.56 Обратная мицелла

4b 3.99 3.20 1.53 Обратная мицелла

4c 3.99 3.85 1.07 Бислой

5а 3.96 3.02 1.70 Обратная мицелла

5b 3.97 3.79 1.10 Бислой

5c 3.97 3.87 1.05 Бислой
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мицелл. В ряду ионизируемых амфифилов 5(а-с) 
для соединений 5b и 5c наиболее вероятным яв-
ляется образование липидного бислоя в водной 
среде. Для соединения 5а будет характерно обра-
зование обратных мицелл в водной среде.

Из синтезированных соединений были полу-
чены суспензии липосом в смеси с природными 
фосфолипидом фосфатидилхолином (PC) и хо-
лестерином (Chol), способными стабилизиро-
вать коллоидные частицы в агрегаты сфериче-
ской формы. Для этого липиды были взяты в со-
отношении катионный/ионизируемый липид: 
РС: Chol = 5:5:3 масс.%.

Методом динамического рассеяния света 
(ДРС) был определен гидродинамический ради-
ус и оценен диаметр частиц полученных суспен-
зий липосом. Результаты показали, что размеры 
липосом на основе всех синтезированных ве-
ществ не превышают 110 нм. Такие значения на-
ходятся в пределах допустимых значений (до 300 
нм), что может способствовать их эффективно-
му проникновению к целевым мишеням в орга-
низме за счет пассивного нацеливания (табл. 2) 
[37]. Диаметр частиц на основе соединений 4а, 
4b и 5а, которые образуют в растворе агрегаты 
в виде обратных мицелл, практически в 2 раза 
превышает размер частиц на основе соединений 
4c, 5b и 5с, формирующих липидный бислой. 
Наиболее компактными везикулами являются 
липосомы на основе амфифила 4с, средний диа-
метр которых составляет 22.3 нм.

Также методом ДРС были определены значе-
ния дзета-потенциала для полученных агрегатов. 
Средние значения дзета-потенциала катионных 
липосом на основе соединений 4(а-с) оказались 
приблизительно равны 30 мВ, тогда как для ио-
низируемых липидов – около 1 мВ (табл.  2). 

Данные значения согласуются с литературными 
данными, полученными для липосом на основе 
катионных и ионизируемых [38] липидов.

Для полученных агрегатов была изучена ста-
бильность при хранении при комнатной тем-
пературе по изменению оптической плотности 
суспензии (рис. 1). Результаты измерений пока-
зали, что только липосомальные системы на ос-
нове амфифилов 4с, 5а и 5с стабильны в течение 
не менее 7 суток. Показатель оптической плот-
ности для них не менялся в пределах погрешно-
сти измерений (10%). Для остальных суспензий 
наблюдалась агрегация частиц уже на 2–5-е сут-
ки. Нестабильные липосомальные системы не 
рассматривались для дальнейших исследований.
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Рис. 1. Изменение оптической плотности липосо-
мальных суспензий (амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%) 
при хранении при комнатной температуре. Черными 
стрелками обозначены временные точки начала агре-
гации липосом на основе соединений 4а, 4b и 5b.

Таблица 2. Диаметр частиц суспензий липосом (амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%), определенный методом ДРС

Амфифил Диаметр частиц, нм Дзета-потенциал, мВ

4а 101.7 ± 34.9 32.5 ± 2.8

4b 108.4 ± 76.4 30.1 ± 2.7

4c 23.6 ± 7.2 30.8 ± 3.1

5а 95.5 ± 23 1.3 ± 1.0

5b 60.3 ± 27 1.6 ± 0.7

5c 32.4 ± 19 2.1 ± 0.4

Примечание. Погрешность для диаметра частиц отображает возможный разброс размеров частиц в липосомальной дис-
персии, найденный по распределению Гаусса. Погрешность для дзета-потенциала соответствует среднеквадратичному 
отклонению по 5 измерениям.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

	 КАТИОННЫЕ И ИОНИЗИРУЕМЫЕ АМФИФИЛЫ� 317

Исследование методом атомно-силовой 
микроскопии (АСМ)

Форма и размер комплексов, формируемых 
липосомами с нуклеиновыми кислотами, может 
влиять на эффективность проникновения ли-
посомальных систем в клетки организма [39, 40]. 
Для определения морфологии полученных агре-
гатов было проведено исследование их структу-
ры с помощью атомно-силовой микроскопии. 
Для этого формировали комплексы липосом 
(с  составом амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%) 
с  РНК (Type VI from Torula yeast) в  соотноше-
нии катионный/ионизируемый липид: РНК 
(N:P) = 1:32. Полученные комплексы наносили 
на свежесколотую слюду и высушивали на воз-
духе. Изображения интактных молекул РНК, ад-
сорбированных на поверхности слюды, приведе-
ны на рис. 2. Это нитевидные структуры высотой 
около 0.5 нм, имеющие утолщения и ветвления, 
что, скорее всего, является отображением вто-
ричной структуры молекулы.

Типичные АСМ-изображения липосомаль-
ных комплексов с РНК представлены на рис. 3, 
где справа (панели 3в, 3е, 3и) также приведены 
примеры вертикального профиля каждого вида 
комплексов. На образцах 5а и 5с явно наблюда-
ются нитевидные структуры РНК, расположен-
ные внутри или поверх участка, сформирован-
ного молекулами липидов. Свободной РНК, не 
связанной с амфифилами, не наблюдается. Ком-
плексы на основе соединения 4с (рис. 3а-б) на 
поверхности слюды выглядят глобулами высотой 
15–20 нм и диаметром 50–100 нм (вероятно, РНК 
находится внутри этих комплексов). Морфоло-
гия таких частиц соответствует размерам липо-
сом, определенным методом ДРС. Комплексы 
на основе ионизируемого липида 5а (рис. 3г-д) 
представляют полностью плоские, высотой 0.5–
0.6 нм, или частично глобулярные, высотой до 
7 нм, объекты в зависимости от процедуры на-
несения на поверхность слюды. Плоские струк-
туры образуются при наличии стадии промывки 
образца в ходе его приготовления. В этом случае 
как по краям, так и внутри плоского слоя разли-
чимы нитевидные структуры, скорее всего, явля-
ющиеся молекулами РНК. Более высокие струк-
туры образуются, когда образец не промывался 
водой. Можно предположить, что такой вариант 
приготовления образца приводит к лучшему со-
хранению трехмерной формы комплексов ли-
посом с РНК. В этих структурах также можно 
наблюдать нитевидные структуры РНК по пе-
риметру липосом. В результате обоих вариантов 
приготовления образца образуются комплексы, 

существенным образом отличающиеся от липо-
сом без РНК. Это может быть результатом ком-
пактизации амфифильных структур при взаимо-
действии с нуклеиновой кислотой. Комплексы 
на основе амфифила 5с (рис. 3ж-з), для которого 
размер частиц был сопоставим с размером ли-
посом на основе образца 4с, также имеют схо-
жую, но более плоскую морфологию. На данных 
комплексах различимы два уровня: первый вы-
сотой около 6 нм является плоским и образует 
структуры примерно округлой формы диаметром 
от 50 до 200 нм; он может соответствовать ли-
пидному бислою, сформировавшемуся на слюде 
после адсорбции комплекса. Сверху на этом слое 
и внутри него находятся фибриллярные струк-
туры высотой около 4 нм относительно данного 
слоя, которые могут соответствовать молекулам 
РНК, окруженным липидами. По полученным 
результатам видно, что все три синтезированных 
амфифила способны связываться с молекулами 
РНК из раствора. Это является одним из основ-
ных условий применимости липосомальных си-
стем в качестве средств доставки нуклеиновых 
кислот в клетки организма.

Таким образом, в  данной работе были син-
тезированы новые амфифилы на основе ди-
гексадецилового диэфира L-глутаминовой 
кислоты и  алифатических аминокислот (гли-
цин, β-аланин и γ-аминомасляная кислота) как 

Рис. 2. Подборка АСМ-изображений молекул РНК 
(Type VI from Torula yeast), адсорбированных на по-
верхности слюды.
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структурные компоненты катионных/ионизи-
руемых липосом для транспорта нуклеиновых 
кислот в клетки. На основе полученных соеди-
нений были сформированы липосомальные ча-
стицы, средний диаметр которых оказался око-
ло 100 нм. Такое значение размера коллоидных 
частиц находится в пределах допустимого диа-
пазона значений (до 300 нм), что может увели-
чивать их проникающую способность к целевым 
мишеням в организме. Данные по изучению ста-
бильности полученных липосом показали воз-
можность их хранения в течение 5–7 суток при 
комнатной температуре. С  помощью метода 

атомно-силовой микроскопии было показано, 
что полученные липосомальные частицы могут 
связывать и компактизировать молекулы РНК из 
раствора, формируя соответствующие комплек-
сы для доставки нуклеиновых кислот в клетки. 
Таким образом, полученные комплексы имеют 
потенциал для дальнейшего изучения в качестве 
средств доставки терапевтических молекул к ми-
шеням и могут быть использованы для экспери-
ментов in vitro на клеточных культурах.

Вклад авторов. Все авторы внесли эквивалент-
ный вклад в подготовку публикации.
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Рис. 3. а-б, г-д, ж-з – АСМ-изображения комплексов РНК с липосомами на основе 4а (а-б), 5а (г-д) и 5с (ж-з), 
нанесенных на поверхность слюды. в, е, и – Вертикальный профиль поверхности, проведенный вдоль линий на 
соответствующих АСМ-изображениях (б, д, з). Размеры изображений 500 × 500 нм2 (а-б, д, ж-з) и 300 × 300 нм2 (г).
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Cationic and Ionizable Amphiphiles Based on Di-Hexadecyl Ester  
of L-Glutamic Acid for Liposomal Transport of RNA
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Various RNAs are among the most promising and actively developed therapeutic agents for the treatment 
of tumors, infectious diseases and a number of other pathologies associated with the dysfunction of specific 
genes. Some nanocarriers are used for the effective delivery of RNAs to target cells, including liposomes 
based on cationic and/or ionizable amphiphiles. Cationic amphiphiles contain a protonated amino group 
and exist as salts in an aqueous environment. Ionizable amphiphiles are a new generation of cationic lipids 
that exhibit reduced toxicity and immunogenicity and undergo ionization only in the acidic environment of 
the cell. In this work we developed a scheme for the preparation and carried out the synthesis of new cationic 
and ionizable amphiphiles based on natural amino acids (L-glutamic acid, glycine, beta-alanine, and gamma-
aminobutyric acid). Cationic and ionizable liposomes were formed based on the obtained compounds, mixed 
with natural lipids (phosphatidylcholine and cholesterol), and their physicochemical characteristics (particle 
size, zeta potential, and storage stability) were determined. Average diameter of particles stable for 5–7 days 
did not exceed 100 nm. Zeta potential of cationic and ionizable liposomes was about 30 and 1 mV, respectively. 
The liposomal particles were used to form complexes with RNA molecules. Such RNA complexes were 
characterized by atomic force microscopy and their applicability for nucleic acid transport was determined.

Keywords: ionizable aminolipids, cationic lipopeptides, di-ester of L-glutamic acid, liposomes, RNA complexes, 
atomic force microscopy.
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В СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ ДЛИННОХВОСТОГО СУСЛИКА  

Urocitellus undulatus

© 2024 г. Т. П. Кулагинаa, *, И. М. Вихлянцевb, А. В. Ариповскийc, С. С. Поповаb, А. Б. Гапеевa

aИнститут биофизики клетки Российской академии наук – обособленное подразделение ФИЦ «Пущинский 
научный центр биологических исследований Российской академии наук», Пущино, 142290 Россия

bИнститут теоретической и экспериментальной биофизики РАН, Пущино, 142290 Россия
cНаучно-производственная компания «А-БИО»,

Пущино, 142290 Россия
*e-mail: tpkulagina@rambler.ru

Поступила в редакцию 18.03.2024
После доработки 02.05.2024

Принята к печати 06.05.2024

Исследованы сезонные изменения жирнокислотного состава в четырех скелетных мышцах истин-
ного гибернанта якутского длиннохвостого суслика Urocitellus undulatus. Исследования проводили на 
животных четырех экспериментальных групп: летние активные, осенние активные, зимние спящие 
и зимние активные. Обнаружено увеличение общего количества жирных кислот в зимний период 
в четырехглавой мышце бедра (m. vastus lateralis), трехглавой мышце предплечья (m. triceps) и пояснич-
ной мышце (m. psoas). В зимний период наблюдалось уменьшение суммарного количества насыщен-
ных жирных кислот во всех мышцах, включая икроножную (m. gastrocnemius). Увеличение суммарного 
количества мононенасыщенных жирных кислот у зимних спящих животных происходило в четырех-
главой мышце бедра, трехглавой мышце предплечья и в поясничной мышце. У зимних активных жи-
вотных увеличивалось суммарное содержание полиненасыщенных жирных кислот в четырехглавой 
мышце бедра и поясничной мышце. Статистически значимое уменьшение содержания пальмитино-
вой кислоты у спящих и зимних активных сусликов по сравнению с летними и осенними животными 
обнаружено во всех исследованных мышцах. Количество пальмитолеиновой кислоты увеличивалось 
у спящих животных в четырехглавой мышце бедра и поясничной мышце. В трехглавой мышце пред-
плечья количество пальмитолеиновой кислоты повышалось у осенних активных и зимних спящих 
особей. Количество олеиновой кислоты было повышено во всех мышцах у зимних спящих животных 
по отношению к активным осенним животным. Содержание линолевой кислоты возрастало у зимних 
активных сусликов во всех мышцах, кроме икроножной. В осенний период во всех мышцах возраста-
ло количество дигомо-гамма-линоленовой кислоты с уменьшением ее содержания у зимних спящих 
и зимних активных животных до уровня летнего (сезонного) контроля. Полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что большинство изменений жирнокислотного состава имеют одинаковую направ-
ленность во всех четырех исследованных скелетных мышцах длиннохвостого суслика. Обсуждается 
возможная роль сезонных изменений жирнокислотного состава и участия жирных кислот в биохи-
мических процессах в мышечной ткани длиннохвостого суслика.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследование биохимических механизмов ги-
побиоза важно для экспериментальной биоло-
гии и медицины [1, 2]. Зимнеспящие животные 
являются удобной моделью для изучения биохи-
мических процессов, происходящих в организме 

в период подготовки к спячке и во время самой 
спячки. Спячка появилась у  различных видов 
млекопитающих как адаптивная стратегия вы-
живания в суровых зимних условиях окружаю-
щей среды, включая низкие температуры и не-
хватку пищи. Чтобы сохранить энергию в  те-
чение длительного периода зимнего голодания, 
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у впадающих в спячку особей происходит сниже-
ние скорости метаболизма в течение длительных 
периодов глубокого оцепенения, характеризую-
щихся отсутствием физической активности, сни-
жением частоты сердечных сокращений и дыха-
ния, а также снижением температуры тела [3, 4]. 
Состояние гибернации характеризуется биохи-
мическими перестройками, которые включают 
переход от окисления углеводов к  окислению 
липидов. Липиды являются основным энергети-
ческим топливом во время гибернации. В этой 
ситуации триацилглицериды гидролизуются 
из жировых запасов и  жирные кислоты (ЖК) 
высвобождаются в  кровоток [5]. Увеличение 
окисления ЖК во время гибернации поддер-
живается активацией генов и белков в мышцах 
сусликов [6–8]. Скелетные мышцы составляют 
примерно 40% массы тела и обеспечивают около 
30% расхода энергии в состоянии покоя [9]. Это 
основной орган окисления ЖК и углеводов [10]. 
Исследование сезонных изменений содержания 
ЖК, которые участвуют во многих физиологиче-
ских процессах в организме, важно для понима-
ния молекулярных механизмов адаптации мы-
шечной ткани и организма в целом к условиям 
гибернации [11–13].

Целью исследования является определение 
сезонных изменений содержания ЖК в  четы-
рех скелетных мышцах длиннохвостого якутско-
го суслика Urocitellus undulatus: в  икроножной 
мышце (m. gastrocnemius), четырехглавой мыш-
це бедра (m. vastus lateralis), трехглавой мыш-
це предплечья (m. triceps) и поясничной мышце 
(m. psoas). Мышцы задних (m. vastus lateralis, m. 
gastrocnemius) и передних (m. triceps) конечностей 
функционально неактивны в период гибернации 
и претерпевают атрофические изменения, а по-
ясничная мышца m. psoas, предположительно, 
участвует в поддержании позы тела суслика в пе-
риод спячки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на истинном ги-
бернанте длиннохвостом якутском суслике 
Urocitellus undulatus. Животные были отловле-
ны в окрестностях города Якутска (долина реки 
Лена, Якутия) и  содержались в  виварии ИБК 
РАН в индивидуальных клетках при свободном 
доступе к  воде и  пище, естественном освеще-
нии, температуре воздуха 20–21°C и  влажно-
сти 65–70% [14]. В  экспериментах использо-
вали животных обоих полов массой 550–750 г. 
В исследованиях использовали четыре группы 
животных: «Летние активные» (июнь–июль, 

температура тела +38°C, n = 7); «Осенние актив-
ные» (октябрь–ноябрь, температура тела +38°C, 
n = 7); «Зимние спящие» (январь–февраль, глу-
бокое оцепенение, температура сердечной мыш-
цы 1.5–2.0°C, температура тела +4°C, продолжи-
тельность периода гипотермии 5–11 сут, n = 7); 
«Зимние активные» (январь–февраль, нормо-
термия/межбаутная активность, 36–37°C. Жи-
вотных выводили из спячки путем перемещения 
в лабораторную комнату с температурой воздуха 
19.0 ± 1.0°C, взятие материала проводили через 
5–14 ч эутермного состояния после пробужде-
ния, n = 7). Процедура мониторинга и отбора 
животных проводилась сотрудниками лаборато-
рии механизмов природного и искусственного 
гипобиоза (ИБК РАН, рук. лаб. Н.М. Захарова) 
и подробно описана в работе [15]. Спящих жи-
вотных декапитировали с помощью гильотины. 
Активные суслики предварительно подверга-
лись анестезии золетилом (Virbac Sante Animale, 
Carros, Франция) (4 мг/кг, внутримышечно).

Отбирали образцы следующих скелетных 
мышц: m. psoas (поясничная мышца, располо-
жена в латеральной поясничной области между 
позвоночником и краем малого таза, участвует 
в сгибании поясничного отдела позвоночника); 
m. vastus lateralis (четырехглавая мышца бедра, 
латеральная широкая мышца бедра, участвует 
в  разгибании коленного сустава и  перемеще-
нии голени вперед); m. gastrocnemius (икронож-
ная мышца, мышца задней поверхности голени, 
участвует в  сгибании стопы в  голеностопном 
суставе и сгибании конечности в коленном су-
ставе); m. triceps (трехглавая мышца плеча, мыш-
ца-разгибатель задней группы плеча, принима-
ет участие в разгибании предплечья). Образцы 
мышечной ткани замораживали в жидком азоте 
и хранили при –75°C.

Подготовка образцов для хроматографии, 
а также определение состава и содержания ЖК 
в мышцах на аналитическом газовом хромато-
графе описаны ранее [16]. Определяли общее 
количество свободных и связанных ЖК в тка-
нях суммированием количества всех индиви-
дуальных ЖК в  каждом образце и  выражали 
в мкг/мг ткани. Содержание каждой индивиду-
альной кислоты выражали в  процентах от об-
щего количества ЖК в  ткани. Нормальность 
распределения данных оценивали по тесту 
Шапиро–Уилка. Данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартная ошибка. Ста-
тистический анализ проводили с  использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA) и критерия множественного сравнения 
Стьюдента–Ньюмена–Кейлса.



	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

324	 Кулагина и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характерной особенностью скелетных мышц 
являлось статистически значимое увеличение 
общего количества ЖК (в мкг/мг ткани) в зим-
ний период в четырехглавой мышце бедра, трех-
главой мышце предплечья и поясничной мышце 
(табл. 2–4). В икроножной мышце увеличения 
общего количества ЖК не происходило. В зим-
ний период также происходило уменьшение сум-
марного содержания насыщенных жирных кис-
лот (НЖК) во всех мышцах (табл. 1–4). У спя-
щих особей наблюдалось увеличение суммарного 
количества мононенасыщенных жирных кислот 
(МНЖК) в  четырехглавой мышце бедра, трех-
главой мышце предсердия и поясничной мыш-
це (табл. 2–4). В икроножной мышце увеличе-
ния количества МНЖК не происходило (табл. 1). 
Суммарное количество полиненасыщенных жир-
ных кислот (ПНЖК) увеличивалось у зимних ак-
тивных животных в четырехглавой мышце бедра 
(табл. 2) и поясничной мышце (табл. 4). Во всех 
исследованных мышцах наблюдалось статисти-
чески значимое снижение количества пальми-
тиновой кислоты у спящих и зимних активных 
сусликов по сравнению с летними и осенними 
животными (табл. 1–4). Количество пальмито-
леиновой кислоты увеличивалось у спящих жи-
вотных в  четырехглавой (табл.  2), трехглавой 
(табл. 3) и поясничной (табл. 4) мышцах. В трех-
главой мышце предплечья количество этой кис-
лоты увеличивалось также и у осенних активных 
сусликов (табл. 3). В поясничной мышце обнару-
жено статистически значимое увеличение содер-
жания стеариновой кислоты в осенний период 
по отношению к летним, спящим и зимним ак-
тивным животным (табл.  4). Количество олеи-
новой кислоты было повышено во всех мышцах 
у спящих сусликов по отношению к осенним ак-
тивным животным (табл. 1–4). Содержание ли-
нолевой кислоты возрастало у зимних активных 
сусликов во всех мышцах, кроме икроножной 
(табл. 2–4). Увеличение содержания α-линолено-
вой кислоты происходило только в икроножной 
мышце у зимних активных животных (табл. 1). 
Количество дигомо-гамма-линоленовой кислоты 
(ДГЛК) возрастало во всех мышцах в осенний пе-
риод со снижением у спящих и зимних активных 
животных до уровня летних особей (табл. 1–4). 
Содержание арахидоновой кислоты увеличи-
валось в поясничной мышце только в осенний 
период (табл. 4). У спящих и зимних активных 
сусликов наблюдалось статистически значимое 
уменьшение количества ω‑6 докозатетраеновой 
и ω‑6 докозапентаеновой кислот по сравнению 

с летними и/или с осенними животными соот-
ветственно (табл. 1–4). Количество ω‑3 докоза-
пентаеновой кислоты возрастало в икроножной 
(табл. 1), четырехглавой (табл. 2) и поясничной 
(табл. 4) мышцах у осенних активных животных 
по отношению к летним. Содержание ω‑3 доко-
загексаеновой кислоты увеличивалось у осенних 
активных животных только в поясничной мышце 
(табл. 4), тогда как в других скелетных мышцах се-
зонных изменений ее количества не наблюдалось.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Увеличение количества ЖК в  четырехгла-
вой мышце бедра, трехглавой мышце предпле-
чья и поясничной мышце (табл. 2–4) у сусликов 
в  зимний период, вероятно, обусловлено сни-
жением скорости метаболизма, отсутствием фи-
зической активности и снижением температуры 
тела с сопутствующим увеличением энергосбе-
режения [3, 4]. Снижение суммарного количе-
ства НЖК в зимний период в скелетных мышцах 
якутских сусликов, вероятно, связано с тем, что 
мелкие гетеротермные млекопитающие имеют 
тенденцию обогащать свои ткани и мембраны 
ПНЖК перед гибернацией [17, 18]. Полиненасы-
щенные жирные кислоты могут оказывать силь-
ное влияние на спячку и дневное оцепенение 
у  млекопитающих. Было обнаружено, что вы-
сокое содержание ПНЖК в рационе зимнеспя-
щих животных повышает предрасположенность 
к оцепенению, снижает температуру тела, прод-
левает продолжительность приступов оцепене-
ния и замедляет потерю массы во время гибер-
нации. У свободноживущих альпийских сурков 
(Marmota marmota) доля ω‑6 ПНЖК в фосфоли-
пидах мембран увеличивается непосредственно 
перед гибернацией, демонстрируя высокое коли-
чество этих ЖК в фосфолипидах зимой [18]. Се-
рые мышиные лемуры (M. murinus) также преи-
мущественно сохраняют ПНЖК в тканях и мем-
бранах своего тела во время зимнего сезона, что 
выражается в усилении оцепенения в ответ на 
ограничение калорийности [19]. Наши резуль-
таты, свидетельствующие о стабильном содер-
жании ПНЖК в икроножной мышце (табл. 1) 
и трехглавой мышце предплечья (табл. 3) у длин-
нохвостого суслика на протяжении всего годо-
вого цикла, не противоречат выше процитиро-
ванным данным. Полагают, что ω‑6 ПНЖК не 
используются для окисления, а  сохраняются 
в тканях и мембранах гибернантов для увеличе-
ния энергосбережения во время гибернации за 
счет более глубоких и продолжительных перио-
дов оцепенения [17, 18]. Кроме того, некоторые 
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ω‑6 и  ω‑3 ЖК из мембранных фосфолипидов 
являются пулами-предшественниками, которые 
служат субстратами для ферментов эйкозаноид-
ного каскада в большинстве тканей [20]. Обра-
щает на себя внимание сравнительно высокое 
содержание ω‑6 полиненасыщенной линолевой 
кислоты в скелетных мышцах длиннохвостого 
суслика в течение всего годового цикла, а также 
увеличение содержания этой кислоты во всех ис-
следованных мышцах в период зимней активно-
сти (табл. 1–4). Полагают, что гибернанты с вы-
соким уровнем линолевой кислоты могут пре-
дотвращать развитие воспалительных процессов 
посредством активации сигнального механизма 
NF-κB в тканях [21]. Высокое содержание ω‑6 

линолевой кислоты, обнаруженное нами в ске-
летных мышцах длиннохвостого суслика, не со-
провождалось увеличением содержания арахи-
доновой кислоты, предшественником синтеза 
которой она является (табл. 1–4). Увеличение 
содержания арахидоновой кислоты наблюда-
лось только в поясничной мышце у осенних ак-
тивных животных с последующим уменьшением 
содержания этой кислоты до уровня летнего (се-
зонного) контроля (табл. 4). Отсутствие измене-
ний количества арахидоновой кислоты в мыш-
цах спящих и зимних активных животных может 
свидетельствовать о том, что в мышечной ткани 
сусликов не происходит увеличения провоспали-
тельных эйкозаноидов [22, 23].

Таблица 1. Сезонные изменения жирнокислотного состава в икроножной мышце (m. gastrocnemius) сусликов. 
Содержание ЖК представлено в % от их общего количества в ткани

Жирная кислота

Сезонное состояние животных

Летние  
активные

Осенние 
активные

Зимние  
спящие Зимние активные

Пальмитиновая С16:0 15.15 ± 0.79 14.87 ± 0.62 10.49 ± 0.23***а, б 8.16 ± 0.56***а, б

Пальмитолеиновая С16:1 (ω‑7) 3.59 ± 0.65 3.11 ± 0.48 4.80 ± 0.51 5.02 ± 0.39

Стеариновая С18:0 13.17 ± 1.63 14.38 ± 1.07 12.31 ± 0.89 12.22 ± 0.99

Олеиновая С18:1 (ω‑9) 22.90 ± 4.06 18.18 ± 2.04 27.29 ± 1.54**б 25.96 ± 1.81*б

Вакценовая С18:1 (ω‑11) 2.49 ± 0.42 3.15 ± 0.83 3.15 ± 0.12 2.98 ± 0.87

Линолевая С18:2 (ω‑6) 25.44 ± 1.62 27.30 ± 0.64 26.39 ± 1.38 29.78 ± 1.14

α-линоленовая С18:3 (ω‑3) 1.60 ± 0.50 1.59 ± 0.49 2.39 ± 0.79 4.07 ± 0.32**а, б

Дигомо-γ-линоленовая С20:3 (ω‑6) 0.38 ± 0.05 0.71 ± 0.07***а 0.45 ± 0.04**б 0.35 ± 0.04***б

Арахидоновая С24:4  (ω‑6) 9.80 ± 1.58 9.29 ± 0.89 8.37 ± 0.76 8.38 ± 0.88

Докозатетраеновая С22:4 (ω‑6) 0.52 ± 0.08 0.54 ± 0.08 0.24 ± 0.05*а, б 0.22 ± 0.02*а, б

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑6) 1.23 ± 0.35 0.49 ± 0.10 0.33 ± 0.08*а 0.21 ± 0.02**а

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑3) 1.52 ± 0.25 2.79 ± 0.35**а 1.40 ± 0.15**б 1.57 ± 0.21**б

Докозагексаеновая С22:6 (ω‑3) 2.62 ± 0.47 3.21 ± 0.40 2.36 ± 0.22 1.99 ± 0.21

Сумма НЖК 28.32 ± 2.28 29.24 ± 1.00 22.80 ± 0.78 20.38 ± 0.78*а, б

Сумма МНЖК 28.97 ± 4.66 24.44 ± 2.51 35.24 ± 2.03 33.96 ± 2.10

Сумма ПНЖК 42.71 ± 2.85 45.91 ± 2.09 41.93 ± 1.43 46.57 ± 1.71

Количество ЖК, мкг/мг ткани 19.10 ± 2.43 17.64 ± 2.84 23.09 ± 1.78 25.84 ± 1.86

* p < 0.05; ** р < 0.01; *** р < 0.001;а – различия достоверны по отношению к летним животным; б – различия достоверны 
по отношению к осенним животным. n = 7.
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Во всех исследуемых скелетных мышцах 
длиннохвостого суслика в  период осенней ак-
тивности наблюдалось увеличение количества 
ω‑6 ДГЛК. Она образуется в результате метабо-
лизма гамма-линоленовой кислоты (ω‑6, 18:3) 
и может включаться преимущественно в состав 
фосфолипидов клеточных мембран. Механиз-
мы действия ДГЛК на клеточном уровне еще 
недостаточно изучены. Известно, что при акти-
вации клеток мембраносвязанная ДГЛК высво-
бождается под действием фермента фосфолипа-
зы A2 и является субстратом циклооксигеназы‑2 
(CОX‑2) для синтеза простагландинов первой 
серии, обладающих противовоспалительными 
свойствами. Показано, что при введении ДГЛК 

в рацион человека и животных происходило из-
бирательное увеличение синтеза простагланди-
нов, в частности противовоспалительного про-
стагландина Е1. Связываясь через G-белок c 
соответствующими рецепторами простагландин 
Е1 запускает сигнальные механизмы, стимули-
рующие экспрессию ряда генов путем актива-
ции транскрипционных факторов, что оказы-
вает положительные эффекты при ряде заболе-
ваний. Помимо простагландинов серии 1 ДГЛК 
превращается в лейкотриены серии 3, которые 
также обладают противовоспалительными свой-
ствами [24, 25]. На клеточных линиях человека 
и мыши показано, что ДГЛК ослабляет управля-
емую хемокинами миграцию моноцитов, влияет 

Таблица 2. Сезонные изменения жирнокислотного состава в четырехглавой мышце бедра (m. vastus lateralis) 
сусликов. Содержание ЖК представлено в % от их общего количества в ткани

Жирная кислота

Сезонное состояние животных

Летние 
активные

Осенние 
активные Зимние спящие Зимние активные

Пальмитиновая С16:0 16.09 ± 1.00 14.63 ± 0.42 9.33 ± 0.96***а, б 9.56 ± 0.36***а,**б

Пальмитолеиновая С16:1 (ω‑7) 2.75 ± 0.21 3.21 ± 0.32 4.44 ± 0.52**а,*б 3.71 ± 0.17

Стеариновая С18:0 12.78 ± 1.30 14.01 ± 0.47 13.11 ± 1.26 13.66 ± 0.44

Олеиновая С18:1 (ω‑9) 23.38 ± 2.68 18.77 ± 1.13 26.95 ± 1.64*б 22.64 ± 0.78

Вакценовая С18:1 (ω‑11) 2.51 ± 0.42 3.22 ± 0.12 3.08 ± 0.16 3.28 ± 0.19

Линолевая С18:2 (ω‑6) 24.92 ± 0.65 27.86 ± 0.70 27.01 ± 1.30 30.26 ± 1.17**а

α-линоленовая С18:3 (ω‑3) 1.15 ± 0.27 1.97 ± 0.70 1.96 ± 0.57 2.79 ± 0.44

Дигомо-γ-линоленовая С20:3 (ω‑6) 0.36 ± 0.03 0.66 ± 0.07***а 0.43 ± 0.04***б 0.36 ± 0.03***б

Арахидоновая С24:4 (ω‑6) 10.09 ± 0.93 8.67 ± 0.37 9.01 ± 1.23 9.38 ± 0.46

Докозатетраеновая С22:4 (ω‑6) 0.50 ± 0.05 0.60 ± 0.09 0.25 ± 0.05*б 0.34 ± 0.09

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑6) 1.01 ± 0.11 0.41 ± 0.05***а 0.40 ± 0.12***а 0.29 ± 0.04***а

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑3) 1.48 ± 0.16 2.46 ± 0.20**а 1.66 ± 0.23*б 1.81 ± 0.18*б

Докозагексаеновая С22:6 (ω‑3) 2.62 ± 0.35 2.83 ± 0.19 2.46 ± 0.33 2.25 ± 0.15

Сумма НЖК 28.86 ± 2.20 28.64 ± 0.86 22.44 ± 1.09*а,*б 23.21 ± 0.36*а,*б

Сумма МНЖК 28.64 ± 2.83 25.20 ± 1.41 34.47 ± 2.13*б 29.63 ± 0.82

Сумма ПНЖК 42.13 ± 1.10 45.46 ± 0.82 43.19 ± 1.60 47.48 ± 0.84**а,*в

Количество ЖК, мкг/мг ткани 14.48 ± 1.93 15.24 ± 1.47 23.08 ± 2.48*а,*б 22.01 ± 1.47

* p < 0.05; ** р < 0.01; *** р < 0.001; а – различия достоверны по отношению к летним животным; б – различия достоверны 
по отношению к осенним животным; в – различия достоверны по отношению к зимним спящим животным. n = 7.
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на передачу сигналов γ-интерферона, улучшает 
биоэнергетический профиль митохондрий ма-
крофагов [26]. Обнаруженное нами повышен-
ное содержание ω‑6 ДГЛК в четырех скелетных 
мышцах длиннохвостого суслика в период осен-
ней активности возможно связано с изменения-
ми, происходящими в этот период в сократитель-
ном аппарате мышечных волокон. В частности, 
в  скелетных мышцах длиннохвостого суслика 
обнаружены так называемые «fast-to-slow» изме-
нения в изоформном составе основного сокра-
тительного белка миозина, сопровождающиеся 
увеличением доли «медленной» изоформы I тя-
желой цепи этого белка [27].

Обсуждая полученные результаты о содержа-
нии докозатетраеновой и  докозапентаеновой 
кислот, предшественником синтеза которых яв-
ляется арахидоновая кислота, следует обратить 
внимание на уменьшение содержания этих кис-
лот в мышцах суслика в зимний период, в осо-
бенности, в период зимней спячки (табл. 1–4). 
Показано, что ω‑6- и ω‑3-фоpмы докозапентае-
новой кислоты являются сильными ингибитора-
ми индуцированного cфингозилфоcфоpилxоли-
ном спазма гладких мышц сосудов и, в частно-
сти, гладкой мускулатуры коронарной артерии 
человека [28]. Известно также, что уменьшение 
содержания этих кислот может быть следстви-
ем неферментативного окисления, в частности 

Таблица 3. Сезонные изменения жирнокислотного состава в  трехглавой мышце предплечья (m. triceps) 
сусликов. Содержание ЖК представлено в % от их общего количества в ткани

Жирная кислота

Сезонное состояние животных

Летние 
активные

Осенние 
активные Зимние спящие Зимние активные

Пальмитиновая С16:0 15.14 ± 0.50 13.58 ± 0.61 9.63 ± 0.67**а 9.44 ± 0.82**а

Пальмитолеиновая С16:1 (ω‑7) 1.87 ± 0.10 3.31 ± 0.57*а 3.66 ± 0.43*а 2.76 ± 0.39

Стеариновая С18:0 13.83 ± 0.98 13.98 ± 0.92 13.29 ± 0.92 13.80 ± 0.79

Олеиновая С18:1 (ω‑9) 22.96 ± 1.86 19.23 ± 2.22 26.75 ± 1.54*б 21.98 ± 0.70

Вакценовая С18:1(ω‑11) 2.51 ± 0.34 3.15 ± 0.13 3.08 ± 0.19 2.98 ± 0.22

Линолевая С18:2 (ω‑6) 25.68 ± 0.60 29.42 ± 0.79 27.45 ± 1.15 32.45 ± 1.43***а,**в

α-Линоленовая С18:3 (ω‑3) 0.65 ± 0.11 1.68 ± 0.56 2.67 ± 1.14 2.11 ± 0.36

Дигомо-γ-линоленовая С20:3 (ω‑6) 0.39 ± 0.05 0.71 ± 0.08***а 0.46 ± 0.05**б 0.36 ± 0.03***б

Арахидоновая С20:4 (ω‑6) 10.34 ± 0.39 8.22 ± 0.78 8.42 ± 0.85 8.92 ± 0.63

Докозатетраеновая С22:4 (ω‑6) 0.62 ± 0.03 0.55 ± 0.08 0.29 ± 0.06***а,**б 0.27 ± 0.02***а,**б

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑6) 1.29 ± 0.11 0.44 ± 0.05***а 0.43 ± 0.12***а 0.36 ± 0.05***а

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑3) 1.85 ± 0.25 2.54 ± 0.31 1.50 ± 0.16*б 1.81 ± 0.19

Докозагексаеновая С22:6 (ω‑3) 2.53 ± 0.35 2.74 ± 0.37 2.24 ± 0.24 2.01 ± 0.14

Сумма НЖК 28.97 ± 1.11 27.57 ± 1.22 22.91 ± 1.18**а,*б 23.25 ± 0.77**а,*б

Сумма МНЖК 27.34 ± 1.94 25.69 ± 2.77 33.49 ± 1.96*б 27.72 ± 0.87

Сумма ПНЖК 43.35 ± 0.89 46.28 ± 1.83 43.47 ± 1.94 48.29 ± 1.43

Количество ЖК, мкг/мг ткани 13.21 ± 0.98 15.94 ± 2.58 22.49 ± 1.78**а 22.93 ± 1.90**а

* p < 0.05; ** р < 0.01; *** р < 0.001; а – различия достоверны по отношению к летним животным; б – различия достоверны 
по отношению к осенним животным; в – различия достоверны по отношению к зимним спящим животным. n = 7.



	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

328	 Кулагина и др.

докозатетраеновой кислоты, с  последующим 
образованием изопростаноидов. Эти вещества 
являются важными липидными медиаторами 
в  биологических процессах, таких как восста-
новление тканей, свертывание крови, прони-
цаемость кровеносных сосудов, воспаление, 
а также регуляция иммунитета [29]. Показано, 
что в  коронарных артериях крупного рогато-
го скота докозатетраеновая кислота вызывает 
эндотелий-зависимую релаксацию, опосредо-
ванную циклооксигеназой и метаболитами ци-
тохрома Р‑450 [30]. Можно предположить, что 
пониженное содержание вышеуказанных ЖК, 
обнаруженное нами в скелетных мышцах сусли-
ка в период спячки, играет роль в поддержании 

необходимого уровня сократительной актив-
ности гладких мышц сосудов и, таким образом, 
поддержании нужного уровня кровотока в пери-
од гипотермии.

Достоверное снижение количества насыщен-
ной пальмитиновой кислоты во всех исследо-
ванных скелетных мышцах длиннохвостого сус-
лика в зимний период может свидетельствовать 
об одинаковом характере процессов, протекаю-
щих в них. Однако какова конкретная роль этих 
изменений сказать сложно, поскольку пальми-
тиновая кислота участвует во многих процес-
сах, протекающих в организме млекопитающих 
[31–33]. В частности, она может использовать-
ся в качестве энергетического субстрата в цикле 

Таблица 4. Сезонные изменения количества жирных кислот в  поясничной мышце (m. рsoas) сусликов. 
Содержание ЖК представлено в % от их общего количества в ткани

Жирная кислота

Сезонное состояние животных

Летние 
активные

Осенние 
активные Зимние спящие Зимние активные

Пальмитиновая С16:0 14.76 ± 0.70 14.59 ± 0.63 9.50 ± 0.49***а, б 11.49 ± 0.29***а, б,*в

Пальмитолеиновая С16:1 (ω‑7) 3.16 ± 0.41 2.81 ± 0.46 5.24 ± 0.47**а, б 3.99 ± 0.32*в

Стеариновая С18:0 8.32 ± 0.75 13.34 ± 1.12***а 9.69 ± 0.46**б 9.69 ± 0.54**б

Олеиновая С18:1(ω‑9) 31.49 ± 3.03 20.36 ± 2.20**а 34.76 ± 1.14***б 25.72 ± 2.10*в

Вакценовая С18:1(ω‑11) 3.55 ± 0.30 3.40 ± 0.31 4.20 ± 0.12 3.75 ± 0.23

Линолевая С18:2 (ω‑6) 28.09 ± 1.42 29.70 ± 1.17 27.13 ± 1.40 34.34 ± 1.62*а, б,**в

α-Линоленовая (ω‑3) 1.02 ± 0.19 1.17 ± 0.38 1.54 ± 0.60 2.05 ± 0.28

Дигомо-γ-линоленовая С20:3 (ω‑6) 0.26 ± 0.01 0.71 ± 0.05***а 0.33 ± 0.03***б 0.27 ± 0.02***б

Арахидоновая С20:4 (ω‑6) 5.42 ± 1.00 7.76 ± 0.55*а 5.12 ± 0.54*б 5.63 ± 0.37*б

Докозатетраеновая С22:4 (ω‑6) 0.42 ± 0.07 0.59 ± 0.08*а 0.23 ± 0.03**а, б 0.20 ± 0.02***а, б

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑6) 0.71 ± 0.13 0.42 ± 0.06*а 0.35 ± 0.07**а 0.24 ± 0.03**а, б,*в

Докозапентаеновая С22:5 (ω‑3) 1.15 ± 0.17 2.57 ± 0.34***а 0.99 ± 0.11***б 1.29 ± 0.18***б

Докозагексаеновая С22:6 (ω‑3) 1.58 ± 0.28 2.45 ± 0.35*а 1.39 ± 0.17**б 1.36 ± 0.14**б

Сумма НЖК 23.07 ± 1.18 27.93 ± 1.23**а 19.19 ± 0.45*а,***б 21.17 ± 0.72***б

Сумма МНЖК 38.21 ± 3.27 26.56 ± 2.53**а 44.19 ± 1.42***б 33.47 ± 2.17**в

Сумма ПНЖК 38.66 ± 2.57 45.38 ± 2.01 37.08 ± 1.81*б 45.39 ± 1.74*в

Количество ЖК, мкг/мг ткани 19.94 ± 2.57 13.65 ± 1.79 31.86 ± 3.38*а,***б 29.46 ± 2.13**б

* p < 0.05; ** р < 0.01; *** р < 0.001; а – различия достоверны по отношению к летним животным; б – различия достоверны 
по отношению к осенним животным; в – различия достоверны по отношению к зимним спящим животным. n = 7.
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лимонной кислоты. На изолированных сердцах 
сусликов Ричардсона показано, что вклад окис-
ления пальмитата как источника ацетил-КоА 
был значительно выше в сердце животных в пе-
риод гипотермии [34]. Учитывая обнаруженное 
нами уменьшение содержания насыщенной 
пальмитиновой кислоты во всех исследованных 
скелетных мышцах длиннохвостого суслика в пе-
риод гибернации (табл. 1–4), можно предполо-
жить, что эта кислота используется в качестве 
одного из основных энергетических субстратов. 
Хотя в экспериментах на ночных летучих мышах 
(Nyctalus noctu) показано, что в качестве окисли-
тельного топлива как во время их оцепенения, 
так и  во время их пробуждения используется 
в  большей мере линолевая, а  не пальмитино-
вая кислота [35]. Тем не менее, эти данные не 
исключают правомерность высказанного выше 
предположения относительно длиннохвостого 
суслика, поскольку содержание пальмитиновой 
кислоты и  ее роль в  мышечной ткани в  зим-
ний период, по-видимому, отличается у разных 
видов зимнеспящих животных. Так, в  плазме 
и  мышечной ткани бурого медведя доля паль-
митиновой кислоты была значительно выше во 
время зимнего сна по сравнению с летним пери-
одом [36]. Пальмитат также может играть некую 
роль в процессах протеолиза, снижения синтеза 
мышечных белков и активности mTORC1 [37]. 
В частности, показано, что пальмитиновая кис-
лота участвует в развитии стресса эндоплазма-
тического ретикулума, который, в свою очередь, 
запускает запрограммированную гибель клеток 
посредством апоптоза. При этом имеются дан-
ные, полученные на культуре миобластов, что 
активация стресса эндоплазматического ретику-
лума сопровождается не только усилением апоп-
тоза, но и увеличивает образование миофибрилл 
[38]. Учитывая ранее опубликованные данные 
о том, что оборот (turnover) гигантских мышеч-
ных белков активируется в поперечно-полоса-
тых мышцах длиннохвостого суслика в период 
зимней активности [39], можно полагать, что 
пальмитиновая кислота играет некую роль в об-
новлении саркомерных белков и восстановлении 
их сниженного содержания в период спячки.

Увеличение суммарного количества МНЖК 
у  зимних спящих животных обусловлено уве-
личением содержания в  этот период пальми-
толеиновой и  олеиновой кислот. Пальмито-
леиновая кислота (16:1, ω‑7) синтезируется из 
пальмитиновой кислоты под действием стеа-
роил-КоА-десатуразы‑1. Эта кислота участвует 
в регуляции многих биологических функций in 
vitro и  in vivo. Она участвует в метаболических 

процессах подавления экспрессии провоспали-
тельных генов, в первую очередь за счет инак-
тивации главного провоспалительного фактора 
транскрипции NF-κB, снижая, таким образом, 
продукцию цитокинов и  предотвращая воспа-
ление тканей [40]. Ее количество определяется 
активностью сигнального пути mTOR, который 
является центральным регулятором липогене-
за на уровне транскрипции [41]. Показано, что 
пальмитолеиновая кислота является положи-
тельным модулятором липолиза белого жира 
посредством механизма, который включает 
увеличение содержания липазы триглицеридов 
жировой ткани и требует активации ядерного 
рецептора PPARα [42]. Показано, что в фосфо-
липидах митохондрий печени тринадцатиполос-
ного суслика (Ictidomys tridecemlineatus) обнару-
жено увеличение содержания пальмитолеиновой 
кислоты в межбаутный период, которое положи-
тельно коррелировало с митохондриальным ды-
ханием [43]. Учитывая эти данные и полученные 
нами результаты, можно предположить, что на-
копление пальмитолеиновой кислоты в мышцах 
длиннохвостого суслика в период гипотермии 
и некоторое ее повышенное содержание в пери-
од зимней (межбаутной) активности может быть 
связано с  ремоделированием фосфолипидов 
мембран митохондрий.

Обсуждая повышенное содержание мононе-
насыщенной олеиновой кислоты в  скелетных 
мышцах якутского суслика в  период зимней 
спячки, следует отметить следующие данные. 
Показано, что увеличение количества олеино-
вой кислоты в рационе желто-соснового бурун-
дука Eutamias amoenus приводило к увеличению 
продолжительности оцепенения (баута спячки), 
а также к снижению температуры тела во время 
оцепенения [44]. Подобные эффекты эта кисло-
та оказывает, по-видимому, и при спячке буро-
го медведя [36]. На мухах (Sarcophaga crassipalpis) 
показано, что олеиновая кислота способствует 
текучести клеточных мембран при низкой тем-
пературе, а также позволяет им сохранять жид-
кокристаллическое состояние при повышении 
температуры [45]. Таким образом, повышен-
ное содержание олеиновой кислоты в мышцах 
длиннохвостого суслика, по всей вероятности, 
имеет важное значение как в период оцепене-
ния, способствуя увеличению продолжительно-
сти баута спячки, так и в период выхода из это-
го состояния, способствуя адаптации клеточных 
мембран к  повышению температуры. Одна-
ко у ехидны Tachyglossus aculeatus (Monotremata) 
в отличие от мелких зимнеспящих млекопита-
ющих после 5 месяцев гибернации количество 
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пальмитолеиновой и  олеиновой кислот сни-
жалось. Вероятно, в  отличие от зимнеспящих 
грызунов впадающие в спячку ехидны в значи-
тельной степени используют МНЖК в качестве 
топлива для зимней спячки [46]. Эти данные 
указывают на различия в способах получения 
энергии у разных видов зимнеспящих животных.

Полученные нами данные свидетельствуют 
о  значительных сезонных изменениях содер-
жания ЖК в скелетных мышцах истинного ги-
бернанта длиннохвостого суслика. Анализ се-
зонных изменений содержания ЖК на основе 
имеющихся литературных данных позволяет го-
ворить о роли ЖК не только в качестве источни-
ков энергии, но и в качестве важных регуляторов 
различных биохимических процессов в период 
гибернации. Результаты данного исследования 
свидетельствуют о согласованности изменений 
количественного содержания ЖК в разных ске-
летных мышцах длиннохвостого суслика, что 
только подтверждает важную роль ЖК в адап-
тации мышечной системы и организма в целом 
к условиям зимней спячки. Однако для более де-
тального выяснения роли индивидуальных ЖК 
в механизмах зимней спячки необходимы даль-
нейшие исследования.
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Seasonal Changes in the Content of Fatty Acids in the Skeletal Muscles of the 
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Seasonal changes in the fatty acid composition in four skeletal muscles of the true hibernant Yakut long-tailed 
ground squirrel Urocitellus undulatus were studied. Measurements were taken on animals of four experimental 
groups: summer active, autumn active, winter dormant, and winter active. An increase in the total amount of 
fatty acids was found in winter in the quadriceps muscle of the thigh (m. vastus lateralis), the triceps muscle 
of the forearm (m. triceps), and the psoas muscle (m. psoas). In all muscles, including m. gastrocnemius, a de-
crease in the total amount of saturated fatty acids was observed in winter. An increase in the total amount of 
monounsaturated fatty acids in winter hibernating animals occurred in the quadriceps femoris muscle, triceps 
muscle of the forearm, and in the psoas muscle. In winter active animals, the total content of polyunsaturated 
fatty acids in the quadriceps femoris and psoas muscles increased. A significant decrease in palmitic acid con-
tent in sleeping and winter active ground squirrels compared to summer and autumn animals was found in all 
muscles studied. The amount of palmitoleic acid significantly increased in sleeping animals in the quadriceps 
femoris and psoas muscles. In the triceps muscle of the forearm. the amount of palmitoleic acid increased in 
autumn active and winter dormant individuals. The amount of oleic acid was increased in all muscles of winter 
hibernating animals relative to active autumn animals. The content of linoleic acid significantly increased in 
winter active ground squirrels in all muscles except the gastrocnemius. In the autumn period the amount of 
dihomo-gamma-linolenic acid also increased in all muscles, with a significant decrease in its content in winter 
sleeping and winter active animals to the level of summer (seasonal) control. The results obtained indicate that 
most changes in fatty acid composition have the same direction in all four studied skeletal muscles of the long-
tailed ground squirrel. Possible roles of seasonal changes in fatty acid composition and the participation of fatty 
acids in biochemical processes in the muscle tissue of the long-tailed ground squirrel are discussed.

Keywords: hibernation, long-tailed ground squirrel, Urocitellus undulatus, skeletal muscles, fatty acids
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Прогестерон регулирует репродуктивные процессы и влияет на многие функции различных нерепро-
дуктивных органов. Его эффекты в организме млекопитающих и человека опосредуется ядерными 
(nPRs) и мембранными рецепторами прогестерона (mPRs). Действие прогестерона через разные типы 
рецепторов существенно различается, а также имеет тканеспецифические особенности. Экспрессия 
известных типов и подтипов рецепторов прогестерона в тканях самцов и самок крыс изучена фраг-
ментарно. Целью нашей работы было изучение экспрессии пяти генов mPRs, а также гена nPRs и 
мембранного компонента рецептора прогестерона PGRMC I в репродуктивных органах и в 17 нере-
продуктивных тканях самцов и самок крыс методом обратной транскрипции с последующей ПЦР 
в реальном времени. В данной работе было показано, что высокий уровень экспрессии гена nPRs у 
крыс обнаруживается не только в репродуктивных органах самок (матка, яичник, молочные железы), 
но и в семенных пузырьках самцов, в мозге и в трахее у обоих полов, в сосудах и в поджелудочной 
железе самок. Самый высокий уровень экспрессии генов mPRs всех субтипов обнаружен в семенни-
ках, а экспрессия гена, кодирующего nPRs, в них практически не выявляется. В печени и селезенке 
самцов и самок крыс также была выявлена экспрессия генов, кодирующих mPRs, а экспрессия гена, 
кодирующего nPRs, была на фоновом уровне. Не выявляется экспрессия генов nPRs, mPRs и мем-
бранного компонента прогестеронового рецептора (PGRMC I) в мышцах, очень низок ее уровень в 
сердце у животных обоего пола. Было показано, что экспрессии мРНК ядерных и мембранных рецеп-
торов у крыс в нерепродуктивных тканях зависит от пола. У самок преобладает транскрипция nPRs 
и трех субтипов mPRs (α, β, δ), а у самцов двух субтипов mPRs (γ, ε). Данные о наличии рецепторов 
прогестерона в тканях, не участвующих в репродукции, подтверждают действие прогестерона на эти 
органы. Высокие уровни мРНК различных рецепторов прогестерона в тканях самцов крыс, таких как 
поджелудочная железа, легкие, почка, трахея, свидетельствуют о важной физиологической роли про-
гестинов не только у самок, но и у самцов, которая пока мало изучена. В работе также обсуждаются 
известные функции рецепторов прогестерона в исследованных тканях.
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ВВЕДЕНИЕ

Прогестерон первоначально был известен как 
половой гормон, регулирующий функции жен-
ских репродуктивных органов и играющий клю-
чевую роль в развитии и сохранении беременно-
сти. Позже выяснилось, что этот гормон влия-
ет на нервные процессы, модулируя поведение, 
эмоции, регулируя нейрогенез, пластичность 

нейронов, миелинизацию, осуществляя нейро-
протекцию [1, 2]. У мужчин прогестерон конт-
ролирует сперматогенез, акросомную реакцию 
и уровень биосинтеза тестостерона [3, 4]. Он 
оказывает действие на иммунную систему, на 
эндокринные клетки, метаболизм жира, ремо-
делинг костной ткани и на широкий спектр дру-
гих нерепродуктивных тканей, регулируя про-
лиферативные процессы и гибель клеток [5–7]. 
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Действие этого гормона тканеспецифично, на 
одни и те же процессы в разных тканях этот гор-
мон может действовать противоположным обра-
зом. Так, на пролиферацию клеток эндометрия 
матки прогестерон действует подавляюще, но 
стимулирует пролиферацию гормончувствитель-
ных клеток молочной железы и клеток нервной 
системы – олигодендроцитов, Шванновских 
клеток [8]. Главным местом синтеза прогесте-
рона у самок млекопитающих является желтое 
тело яичника и плацента, а у самцов – семенни-
ки и кора надпочечников. Классическим спосо-
бом действия этого гормона является активация 
ядерных рецепторов (nPRs) – факторов транс-
крипции, которые непосредственно регулируют 
экспрессию генов мишеней. Позже идентифи-
цированы мембранные рецепторы прогестерона 
(mPRs), которые относятся к adipoQ семейству 
рецепторов (PAQR) и включают mPRα (PAQR7), 
mPRβ (PAQR8), mPRγ (PAQR5), mPRδ (PAQR6) и 
mPRε (PAQR9) [9, 10]. Белки mPRα, β и γ обыч-
но оказывают действие через чувствительные 
к коклюшному токсину ингибиторные G-бел-
ки (Gi), которые подавляют активность адени-
латциклазы, что приводит к снижению уровня 
cAMP. Напротив, mPRδ и ε связаны со стимуля-
торными G-белками (Gs), которые активируют 
аденилатциклазу и увеличивают уровни cAMP 
[10]. В действии прогестерона участвует также 
мембранный компонент прогестеронового ре-
цептора – PGRMC I, который, по-видимому, 
является адаптерным белком для mPRα и других 
рецепторов стероидных гормонов, перенося-
щим их на мембрану клетки [11]. Локализация и 
функции nPRs изучены сравнительно неплохо за 
более чем полувековую историю исследований. 
Роль mPRs в организме, их распределение в тка-
нях, механизм действия исследуются интенсивно 
в последние годы, но эта работа пока далека от 
завершения.

После идентификации mPRs в 2003 году [9] 
было проведено много исследований по изуче-
нию функций этих белков. Было показано, что 
через этот тип рецепторов прогестерон осущест-
вляет регуляцию секреции гонадотропин-рили-
зинг гормона в клетках гипоталамуса и пролак-
тина в лактотрофах гипофиза [12, 13], а также 
глюкагоноподобного пептида 1 в энтероэндо-
кринных клетках, индуцирует созревание ооци-
тов у рыб, стимулирует активность и подвиж-
ность сперматозоидов, регулирует сократитель-
ную активность миометрия [14–16], модулирует 
работу иммунных клеток, в эндотелии сосудов 
регулирует продукцию оксида азота, влияет на 
пролиферацию и метастазирование опухолевых 

клеток [17, 18]. Однако роль этих рецепторов в 
организме изучена мало. Изучение функции мем-
бранных рецепторов прогестерона in vivo затруд-
нено тем фактом, что их экспрессия часто осу-
ществляется в тех же клетках, что и экспрессия 
ядерных рецепторов. В литературе есть примеры 
разнонаправленного действия прогестерона че-
рез эти разные типы рецепторов, например, на 
сократительную активность клеток миометрия 
[16]. Для выявления роли mPRs в живом орга-
низме одним из подходов является использова-
ние селективных лигандов этих рецепторов. Дру-
гим подходом к изучению функции этих белков 
может служить изучение эффектов прогестерона 
в тканях, клетки которых не содержат ядерных 
рецепторов. Действие прогестерона в них мо-
жет быть обусловлено активацией мембранных 
рецепторов. Примером таких клеток являются 
Т-лимфоциты, в которых прогестерон через мем-
бранные рецепторы регулирует продукцию цито-
кинов [5, 19]. Для исследования функций mPRs 
в организме полезно знать распределение рецеп-
торов в разных тканях. Выявление тканей, клет-
ки которых содержат максимальное количество 
mPRs, но не имеют nPRs, позволяет изучать эф-
фекты прогестерона, осуществляемые через аль-
тернативный неклассический сигналинг. Кроме 
того, изучение экспрессии генов mPRs в разных 
тканях позволяет прогнозировать эффективность 
действия селективных лигандов этих рецепторов 
в конкретных органах. Наоборот, эффекты про-
гестерона с малой степенью вероятности ожида-
емы в клетках, где нет экспрессии генов его ре-
цепторов. Экспрессия генов PAQR мало изучена 
в тканях крыс. Исследовалось наличие мРНК 
mPRα и β в селезенке, сердце, легких, почках, пе-
чени, кишечнике и различных отделах головного 
мозга без количественной оценки [20]. Проведе-
на работа по изучению локализации этих рецеп-
торов в разных отделах центральной нервной си-
стемы у самок крыс [20–23], в желтом теле [24] и 
в матке [25]. В связи с этим целью настоящей ра-
боты явилось изучение и количественное сравне-
ние уровня экспрессии генов всех типов рецепто-
ров прогестерона и мембранного компонента в 
20 тканях самцов и самок крыс для последующего 
исследования тканеспецифического и полспеци-
фического действия прогестерона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе образцы тканей получали от 3–5 
самок и самцов крыс Wistar. Животных нар-
котизировали смесью раствора золетила и 
ксилазина (Virbac, Франция, «Ксиланит», 
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ООО «НИТА-ФАРМ», Россия) и подвергали де-
капитации. Образцы тканей поджелудочной же-
лезы, легких, почки, печени, селезенки, надпо-
чечников, сердца, мочевого пузыря, скелетных 
мышц, кожи, желудка, тонкого и толстого ки-
шечника, жировой ткани, сосудов, трахеи, моз-
га, семенника, семенных пузырьков, простаты, 
яичника, матки и молочных желез измельчали 
и гомогенизировали в реагенте TRIzol (Invitro-
gen, США) с использованием гомогенизатора 
тефлон/стекло. Выделение РНК проводили в 
соответствии с протоколом производителя (In-
vitrogen, США). Выделенную РНК обрабатыва-
ли RQ1 RNase-Free DNase (Promega, США). Чи-
стоту РНК подтверждали путем определения оп-
тической плотности (ОП) при поглощении 260, 
280 и 230 нм, и только образцы с соотношением 
260/280 и 260/230 между 1.8 и 2.1 использовали 
в качестве матрицы для синтеза комплементар-
ной ДНК (кДНК). Синтез проводили с помощью 
набора ImProm-II™ Reverse Transcription System 
(Promega, США) согласно инструкции произво-
дителя. Для проверки отсутствия геномной ДНК 
в препаратах использовали «негативные контро-
ли» без добавления обратной транскриптазы. На 
«негативных контролях» при проведении полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) в реальном време-
ни не образовывалось продукта реакции, либо он 
образовывался позже на 10 и более циклов ПЦР, 
чем на соответствующей пробе с синтезирован-
ной кДНК. ПЦР проводили с помощью набора 
с интеркалирующим красителем SYBR Green I 
(Синтол, Россия). В работе использовали прай-
меры, представленные в табл. 1. ПЦР проводи-
лась в следующем режиме: 95°C – 3 мин (общая 
денатурация); 40 циклов: 95°C –10 с; 58°C – 20 с; 
72°C – 40 с. После фазы амплификации были 
сняты кривые плавления с шагом 0.5°C от 72 до 
95°C, что позволило нам подтвердить амплифи-
кацию одного продукта с каждой парой прай-
меров. Специфичность анализа RTqPCR была 
установлена путем секвенирования продукта 
реакции. ПЦР проводили на приборе Bio-Rad 
CFX Manager 3.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc). Ди-
апазон эффективности реакции амплификации 
составлял 95–110% для всех используемых пар 
праймеров. Относительные количества мРНК 
рассчитывали, используя метод 2–ΔΔCt [26] с нор-
мировкой на средние геометрические уровни 
мРНК двух референсных генов – GAPDH и Sdha 
[27]. Для этих генов обнаружилась относительно 
высокая стабильность экспрессии во всех тканях, 
в то время как третий выбранный референсный 
ген Rsp29 оказался нестабилен и был исключен 
из расчетов. В качестве калибратора, на который 

пересчитывались результаты экспериментов, ис-
пользовался образец, представляющий из себя 
смесь РНК всех рассматриваемых тканей самки 
в равных количествах, на которой синтезирова-
лась кДНК. В калибраторе относительный уро-
вень мРНК каждого целевого гена также рассчи-
тывался по отношению к среднему геометриче-
скому уровню транскриптов референсных генов. 
Эти значения использовались для нормирования 
результатов, полученных на образцах изучаемых 
тканей.

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась в программе GraphPad 
Prism 8.4.3 (GraphPad Software Inc.США). Дан-
ные были проанализированы с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа (one-
way ANOVA) тестом Краскела–Уоллиса с по-
правкой на множественные сравнения по Дан-
ну (Dunn's multiple comparisons test). Различия 
считались достоверными при р < 0.05. Значения 
относительных уровней экспрессии целевых ге-
нов в тканях самцов и самок сравнивались при 
помощи критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Самый высокий уровень экспрессии гена, 
кодирующего nPRs (рис. 1) наблюдался в матке. 
Высокий уровень (выше 100% относительно ка-
либратора) был обнаружен у самок в репродук-
тивных органах – в яичниках, в молочных же-
лезах и у самцов – в семенных пузырьках. В не-
репродуктивных тканях высокий уровень мРНК 
nPRs у обоих полов – в мозге и трахее, у самок – 
в сосудах и поджелудочной железе.

Средний уровень транскриптов nPRs (от 10 
до 100% относительно калибратора) обнаружен 
у обоих полов в легких, у самцов в поджелудоч-
ной железе, у самок в почках, мочевом пузыре, 
коже, жировой ткани.

Экспрессия гена PGR, кодирующего nPRs, на 
низком уровне (2–7% относительно калибратора) 
у обоих полов наблюдалась в надпочечниках и же-
лудке. Кроме того, в таком диапазоне экспрессия 
nPRs у самцов выявлялась в ряде органов, в ко-
торых у самок она обнаруживалась в значительно 
более высоких количествах. Это почки, мочевой 
пузырь, кожа и сосуды. Также низкая экспрессия 
nPRs у самцов наблюдалась в простате.

Фоновые уровни мРНК nPRs в нерепродук-
тивных тканях крыс обоих полов были в печени, 
селезенке, в сердце, мышцах, в тонком и толстом 
кишечнике. Семенники и жировая ткань самцов 
также отличались фоновым уровнем мРНК nPRs.
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Статистическая достоверность различий в 
уровне экспрессии мембранных рецепторов и 
PGRMC I в разных тканях приведена в табл. 2 и 3.

Экспрессия гена рецептора mPRα в нерепро-
дуктивных тканях самцов имеет профиль, близ-
кий к профилю самок (рис. 2). Максимальный 
уровень этой экспрессии наблюдался у самцов 
в семенниках, минимальные уровни – у обоих 
полов в сердце, в толстом кишечнике, фоновый 
уровень – в мышцах.

Уровень мРНК mPRβ во многих нерепродук-
тивных тканях преобладал у самок (рис. 3, табл. 
4). В репродуктивных тканях самцов наблюда-
лись очень высокие уровни мРНК этого рецеп-
тора в семенниках и в семенных пузырьках. Са-
мые низкие уровни экспрессии гена рецептора 
mPRβ обнаружены у обоих полов в сердце, над-
почечниках, а у самцов также в печени и жиро-
вой ткани. В мышцах и у самцов, и у самок экс-
прессия гена этого рецептора не выявлялась.

Экспрессия гена рецептора mPRγ в нерепро-
дуктивных органах, наоборот, преобладала в 
ряде тканей самцов, хотя достоверные различия 
обнаружены только в двух органах (рис. 4, табл. 
4). Как и в случае мРНК mPRβ, максимальные 
уровни мРНК рецептора γ выявлены в семен-
никах самцов. Фоновые уровни мРНК mPRγ в 
мышцах, в сердце, в надпочечниках и в печени 
обоих полов.

Ген рецептора mPRδ экспрессируется во мно-
гих тканях самок крыс более интенсивно, чем у 
самцов (рис. 5, табл. 4). Исключением являются 
почки, где уровень мРНК этого рецептора до-
стоверно выше у самцов. Экспрессия в семен-
никах гена рецептора δ довольно умеренная, на 
максимальном уровне она обнаружена у самок в 
жировой ткани, в сосудах, в молочных железах 
и в трахее. Самые низкие, почти фоновые уров-
ни мРНК данного субтипа mPRs наблюдались в 
мышцах и в печени обоих полов.

Таблица 1. Праймеры, использованные для ПЦР в реальном времени

Название 
праймеров  

и рецепторов
Нуклеотидная последовательность праймеров

Размер 
продукта,

п.н.
Номер последовательности 

мРНК в GenBank

GADPH for
GADPH rev

5'-GACATCAAGAAGGTGGTGAAG‑3'
5'-CCTGTTGCTGTAGCCATATTC‑3' 201 NM_017008.4

Sdha for
Sdha rev

5'-TACACCGAATAAGAGCAAAGAAC‑3'
5'-CAGCCAGCACCATAGATACC‑3' 184 NM_130428.1

Rsp29 for
Rsp29 rev

5'-CTGAAGGCAAGATGGGTCAC‑3'
5'-GTCGCTTAGTCCAACTTAATGAAG‑3' 187 NM_012876.2

PAQR5 for
PAQR5 rev

mPRγ

5'-ACTATGGTGCGGTCAATCTC‑3'
5'-TGGAGTTCAAGAAACCTGGAG‑3' 172 NM_001014092.1

PAQR6 for
PAQR6 rev

mPRδ

5'-GTCTCAAGCTGCCTCAACTC‑3'
5'-CGTCTCGTTAGTCATCTGGAAG‑3' 140 NM_001191077.1

PAQR7 for
PAQR7 rev

mPRα

5'-TTCTTGGACTATGTGGGTGTG‑3'
5'-CTTCTGGCTGTACTTGTTGTAG‑3' 174 NM_001415929.1

PAQR8 for
PAQR8 rev

mPRβ

5'-AGTGGCGTTACTACTTCTTCAG‑3'
5'-TGAGGTAAGTGATTGACGACAG‑3' 189 NM_001014099.1

PAQR9 for
PAQR9 rev

mPRε

5'-TTCTACCGCCGCTACTTCTG‑3'
5'-CATAGATGCTGAGGAAGGTGAAG‑3' 142 NM_001271152.2

Pgr for
Pgr rev
nPRs

5'-GGAGGTCGTAAGTTTAAGAAGTTC‑3'
5'-ATGAGCAGGTTGATGAGTGG‑3' 173 NM_022847.2

PGRMC I for
PGRMC I rev

5'-CTAAGGCGATACGATGGAGTC‑3'
5'-GCAGGAGTGAGGTCAGAAAG‑3' 212 NM_021766.2
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Рис. 1. Уровень экспрессии мРНК nPRs в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Рис. 2. Уровень экспрессии мРНК mPRα в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Таблица 2. Достоверные различия относительной экспрессии мРНК мембранных рецепторов прогестерона в 
тканях самцов крысы

Ткань mPRα mPRβ mPRγ mPRδ mPRε PGRMC I

1 – поджелудочная железа 18 18 4, 9, 12, 13

2 – легкие 7, 9, 11, 13 7, 9 18 4, 6, 7, 9, 11, 
12, 13 

7, 9, 13, 14, 
15, 18

3 – почка 18 18, 19 4, 6, 7, 9, 12, 
15 

4, 6, 7, 9, 11, 
12, 13, 20 

6, 9, 11, 12, 
13 7, 9, 13, 15

4 – печень 7, 9, 11, 13 11, 17, 18, 
19 

3, 8, 10, 18, 
20

1, 2, 3, 8, 10, 
18, 19 

6, 9, 10, 11, 
12, 13, 15 

5, 7, 9, 10, 12, 
13, 14, 15, 18 

5 – селезенка 7, 9, 11, 12, 
13, 14, 15 9 18 9 4, 6, 20

6 – надпочечники 9 8, 11, 17, 
18, 19 

3, 8, 10, 18, 
20 2, 3, 8, 19 3, 4, 18 5, 7, 9, 10, 12, 

13, 14, 15, 18

7 – сердце 2, 4, 5, 8, 17, 
18, 20 

2, 8, 11, 17, 
18, 19, 20 3, 8, 10, 18 2, 3, 8, 10, 

18, 19 
2, 3, 4, 6, 8, 
16, 19, 20 

8 – мочевой пузырь 7, 9, 11, 13 6, 7, 9 4, 6, 9, 12 4, 6, 7, 9, 11, 
12, 13 

7, 9, 13, 14, 
15, 18 

9 – мышцы 2, 4, 5, 6, 8, 
16, 17, 18, 20 

2, 5, 8, 11, 
17, 18, 19, 

20 
3, 8, 10, 18 

1, 2, 3, 5, 8, 
10, 14, 16, 17, 

18, 19 
3, 4, 18 2, 3, 4, 6, 8, 

16, 19, 20 

10 – кожа 18 18, 19 4, 6, 7, 9, 12, 
15 4, 7, 9, 12, 13 4, 18 4, 6, 20 

11 – желудок 2, 4, 5, 8, 17, 
18, 20 

4, 6, 7, 9, 
14 2, 3, 8, 19 3, 4, 18 

12 – тонкий кишечник 5, 18 3, 8, 10, 18 1, 2, 3, 8, 10, 
18, 19 3, 4, 18 4, 6, 20 

13 – толстый кишечник 2, 4, 5, 8, 17, 
18, 20 17, 18, 19 18 1, 2, 3, 8, 10, 

18, 19 3, 4, 18 2, 3, 4, 6, 8, 
16, 19, 20 

14 – жировая ткань 5, 18 11, 17, 18, 
19 18 9 2, 4, 6, 8, 16, 

20 

15 – сосуды 5, 18 17, 18, 19 3, 10, 18 4, 18 2, 3, 4, 6, 8, 
16, 20 

16 – трахея 9 18 9 7, 9, 13, 14, 
15

17 – мозг 7, 9, 11, 13 4, 6, 7, 9,
13, 14, 15 18 9

18 – семенники
1, 3, 7, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 

15, 19

3, 4, 6, 7, 
9, 10, 13, 

14, 15

1, 2, 4, 5, 6, 
7, 9, 12, 13, 

14, 15, 16, 17
4, 7, 9, 12, 13 

6, 9, 10, 11, 
12, 13, 15, 

19 
2, 4, 6, 8, 20 

19 – семенные пузырьки 18 
3, 4, 6, 7, 
9, 10, 13, 

14, 15 

4, 6, 7, 9, 11, 
12, 13 18 7, 9, 13 

20 – простата 7, 9, 11, 13 7, 9 4, 6 3 5, 7, 9, 10, 12, 
13, 14, 15, 18 

Примечание. Использован однофакторный дисперсионный анализ (one-way ANOVA) с тестом Краскела–Уоллиса с поправ-
кой на множественные сравнения по Данну. Числа в ячейке указывают номера тканей, в которых уровень мРНК данного 
рецептора достоверно отличается (p < 0.05) от уровня мРНК в ткани, приведенной в первом столбце вместе с ее номером.
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Рис. 3. Уровень экспрессии мРНК mPRβ в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Рис. 4. Уровень экспрессии мРНК mPRγ в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Таблица 3. Достоверные различия относительной экспрессии мРНК мембранных рецепторов прогестерона в 
тканях самок крысы

Ткань mPRα mPRβ mPRγ mPRδ mPRε PGRMC I

1 – поджелудочная 
железа 2, 5 7, 9 3, 8, 10, 11, 20 4, 6, 7, 9, 12, 13 3, 4 6

2 – легкие
1, 7, 9, 11, 12, 
13, 15, 18, 19, 

20 
3, 4, 6, 7, 9 8 4, 6, 7, 9, 12, 

13, 18 7, 9, 13

3 – почка 7, 9, 13, 19 2, 5, 8, 17 1, 4, 5, 6, 7, 9,12, 
15, 17, 18, 19 14 1, 6, 8, 10, 11, 12, 

13, 16, 19, 20 7, 9, 12, 13, 15

4 – печень 7, 9, 11, 12, 
13, 19 2, 5, 8, 17 3, 8, 10, 11, 20 1, 2, 8, 10 14, 15, 

16, 17, 19, 20 

1, 6, 8, 10,11, 12, 
13, 14, 15, 16, 

19, 20 

5, 7, 9, 10, 12, 
13, 15, 17, 19 

5 – селезенка
1, 7, 9, 11, 12, 
13, 15, 18, 19, 

20 
3, 4, 6, 7, 9 3, 8, 10, 20 9 4, 6 

6 – надпочечники 7, 9, 13, 19 2, 5, 8, 10, 17, 
18, 20 3, 8, 10, 11, 20 1, 2, 8, 10, 14 3, 4 

1, 5, 7, 9, 10, 
12, 13, 14, 15, 

17, 19, 20 

7 – сердце 2, 3, 4, 5, 6, 8 
14, 16, 17 

1, 2, 5, 8, 10, 
16, 17, 18, 19, 

20 
3, 8, 10, 11, 20 1, 2, 8, 10, 14, 

15, 16, 17, 19, 20 

2, 3, 4, 6, 8, 
11, 14, 16, 18, 

20 

8 – мочевой пузырь 7, 9, 11, 12, 
13, 15, 19 3, 4, 6, 7, 9 

1, 2, 4, 5, 6, 7, 
9, 12, 15, 16, 17, 

18, 19 
4, 6, 7, 9, 12, 13 3, 4, 17 7, 9 

9 – мышцы
2, 3, 4, 5, 6, 
8, 10, 14, 16, 

17, 18 

1, 2, 5, 8, 10, 
15, 16, 17, 18, 

19, 20 
3, 8, 10, 11, 20 1, 2, 5, 8, 10, 14, 

15, 16, 17, 19, 20 

2, 3, 4, 6, 8, 
10, 14, 16, 18, 

20 

10 – кожа 9 6, 7, 9 1, 4, 5, 6, 7, 9, 
12, 15, 17, 18, 19 4, 6, 7, 9, 12, 13 3, 4 4, 6 

11 – желудок 2, 4, 5, 8  1, 4, 6, 7, 9 14 3, 4 7, 9 
12 – тонкий 

кишечник 2, 4, 5, 8, 16 3, 8, 10, 20 1, 2, 6, 10, 14, 
15, 16, 20 3, 4 3, 4, 6, 16, 18 

13 – толстый 
кишечник 

2, 3, 4, 5, 6, 
8, 16, 17 17 1, 2, 8, 10, 14 3, 4 2, 3, 4, 6, 16, 

18 

14 – жировая ткань 7, 9 17 3, 4, 6, 7, 9, 11, 
12, 13, 18, 19 4 6, 7, 9 

15 – сосуды  2, 5, 8 9, 17 3, 8, 10, 20 4, 7, 9, 12 4 3, 4, 6, 16, 18

16 – трахея 7, 9, 12, 13, 19 7, 9 8 4, 7, 9, 12 3, 4 7, 9, 12, 13, 15 

17 – мозг 7, 9, 13, 19 3, 4, 6, 7, 9, 
13, 14, 15, 19 3, 8, 10, 20 4, 7, 9 8, 19 4, 6 

18 – яичник 2, 5, 9 6, 7, 9 3, 8, 10, 20 2, 14 7, 9, 12, 13, 15

19 – матка 2, 3, 4, 5, 6, 
8, 16, 17 7, 9, 17 3, 8, 10, 20 4, 7, 9, 14 3, 4, 17 4, 6 

20 – молочные 
железы 2, 5 6, 7, 9 1, 4, 5, 6, 7, 9, 

12, 15, 17, 18, 19 4, 7, 9, 2 3, 4 6, 7, 9 

Примечание. Использован однофакторный дисперсионный анализ (one-way ANOVA) с тестом Краскела–Уоллиса с поправ-
кой на множественные сравнения по Данну. Числа в ячейке указывают номера тканей, в которых уровень мРНК данного 
рецептора достоверно отличается (p < 0.05) от уровня мРНК в ткани, приведенной в первом столбце вместе с ее номером.
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Рис. 5. Уровень экспрессии мРНК mPRδ в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Рис. 6. Уровень экспрессии мРНК mPRε в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.



	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

342	 Дмитриева и др.

Распределение транскриптов гена mPRε в 
тканях значительно отличается от распределе-
ния транскриптов других мембранных рецепто-
ров, мРНК рецептора ε отсутствует в целом ряде 
тканей (рис. 6). Среди нерепродуктивных это 
поджелудочная железа, надпочечник, желудок, 
тонкий и толстый кишечник, а у самок еще мо-
чевой пузырь и жировая ткань. В репродуктив-
ных тканях фоновые уровни этой мРНК были в 
простате, в матке и молочных железах. Макси-
мальный уровень экспрессии гена mPRε обнару-
живался в семенниках, большие количества – в 
печени и почках и у самцов, и у самок. В четырех 
тканях среди изученных экспрессия гена рецеп-
тора ε достоверно преобладает у самцов (табл. 4).

Экспрессия гена PGRMC I наблюдалась 
практически во всех тканях у самцов и самок 
крыс на среднем уровне со сходным профилем 
распределения транскриптов (рис. 7). Фоно-
вые уровни мРНК PGRMC I были в мышцах и 
сердце обоих полов. Половая дифференцировка 
выявлена в жировой ткани, где уровень мРНК 
у самок выше, и для мышц, где уровень мРНК 
PGRMC I преобладает у самцов.

На рис. 8 суммированы данные по экспрес-
сии всех рецепторов прогестерона и PGRMC I в 
тканях, где экспрессия гена, кодирующего nPRs, 
близка к нулю, а уровень мРНК мембранных ре-
цепторов высок или значителен. Вероятно, дей-
ствие прогестерона в этих тканях опосредуется 
mPRs.

ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение экспрессии генов рецепторов про-
гестерона, а также PGRMC I показало ряд инте-
ресных фактов. Во всех тканях, где достоверно 
обнаруживается мРНК nPRs (на  уровне выше 
1.3% относительно калибратора), обнаруживает-
ся экспрессия гена PAQR7 (mPRα), гена PAQR6 
(mPRδ) и PGRMC I. Экспрессия гена PAQR8 
(mPRβ) выявляется также во всех тканях с мРНК 
nPRs, кроме надпочечника самцов, а экспрес-
сия гена PAQR5 (mPRγ) – кроме надпочечников 
обоих полов. Распределение экспрессии PAQR9 
(mPRε) среди изученных тканей значительно 
отличается от распределения других прогесте-
роновых рецепторов. Экспрессия PAQR9 опре-
деляется только в 7–9 тканях в зависимости от 

Таблица 4. Различия в экспрессии рецепторов в тканях у самцов и самок крыс

Ткань nPRs mPRα mPRβ mPRγ mPRδ mPRε

Поджелудочная железа Самки*** Самки***

Легкие Самки*** Самки** Самцы**

Почка Самцы** Самцы** Самцы*

Печень Самки* Самки***

Селезенка Самки**

Надпочечники Самки*** Самки**

Мочевой пузырь Самки*** Самцы**

Мышцы Самки***

Кожа Самки** Самки* Самки*

Желудок Самки*** Самки*

Тонкий кишечник Самки*** Самки*

Толстый кишечник Самки*** Самки***

Жировая ткань Самки*** Самки** Самки***

Сосуды Самки*** Самки**

Трахея Самцы**

Мозг Самцы*

* p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 – достоверность различий в уровнях мРНК рецептора, преобладающего у данного пола.
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пола. Рекордный уровень мРНК nPRs, как и 
ожидалось, был выявлен в матке. Высокий уро-
вень экспрессии ядерных рецепторов обнаружен 
в других репродуктивных органах самок (яични-
ки, молочные железы) и в мозге животных обо-
их полов. Это – классические органы – мишени 
прогестерона. Такой же высокий уровень мРНК 
nPRs обнаружился неожиданно в трахее самцов 
и самок. Экспрессия mPRs всех субтипов, кро-
ме mPRε, здесь также выявляется. Прогестерон 
ингибирует отложение коллагена и пролифера-
цию фибробластов при заживлении ран после 
операций на трахее, предотвращая стеноз. [28]. 
Однако функции разных типов рецепторов про-
гестерона в этом процессе не изучались. Другие 
эффекты прогестерона в трахее на настоящий 
момент не изучены и являются предметом даль-
нейших исследований. Высокий уровень мРНК 
nPRs в сосудах самок наряду с экспрессией всех 
без исключения mPRs и PGRMC I предпола-
гает важную роль прогестерона в регуляции их 
функций. Прогестерон оказывает благотворное 
влияние на сердечно-сосудистую систему. Он 
снижает артериальное давление, оказывает со-
судорасширяющее и натрийуретическое дей-
ствие [17]. В быстром действии прогестерона на 
сердечно-сосудистую систему показано участие 

mPRα. Прогестерон повышает продукцию ок-
сида азота в эндотелиальных клетках сосудов 
животных и человека, регулируя синтез эндо-
телиальной NO-синтазы. Оксид азота вызыва-
ет расслабление гладкомышечных клеток. Так-
же посредством активации mPRα прогестерон 
снижает внутриклеточную концентрацию ионов 
кальция, ингибируя сокращение гладкомышеч-
ных клеток сосудов [29–31]. В поджелудочной 
железе также обнаружен высокий уровень мРНК 
nPRs, особенно у самок. При этом там экспрес-
сируются и гены мембранных рецепторов, за 
исключением mPRε. В островках Лангерганса 
поджелудочной железы у самцов и самок крыс 
прогестерон вызывал быстрое ингибирование 
стимулируемого глюкозой высвобождения ин-
сулина. Это действие осуществлялось с внеш-
ней поверхности плазматической мембраны, но 
при этом оно не блокировалось обработкой ко-
клюшным токсином (Pertussis Toxin), что исклю-
чает, по мнению авторов, посредничество Gi/Go 
белков. Внутриклеточная концентрацию cAMP 
при этом не менялась, но снижалась внутрикле-
точная концентрация ионов Ca2+. Блокада входа 
Ca2+, по-видимому, является главным механиз-
мом, с помощью которого прогестерон ингиби-
рует высвобождение инсулина под действием 
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Рис. 7. Уровень экспрессии мРНК PGRMC I в органах самцов и самок крыс Wistar (нерепродуктивные ткани, n = 3, 
репродуктивные n = 5). Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение.
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Рис. 8. Уровень экспрессии мРНК mPRs и PGRMC I в печени и селезенке самок и самцов (n = 3) и в семенниках 
крыс Wistar (n = 5). Данные представлены в виде среднее ± стандартное отклонение.



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 4	 2024

	 Распределение рецепторов прогестерона� 345

глюкозы [32]. Нам представляется возможным 
участие mPRs в этом действии прогестерона, по-
скольку известны случаи активации этих рецеп-
торов без изменения концентрации cAMP через 
βγ субъединицы G-белков [33]. В другой работе 
показано, что прогестерон стимулировал проли-
ферацию альфа- и бета-клеток островков Лан-
герганса, а также протоковых и непротоковых 
клеток поджелудочной железы у самцов и самок 
крыс [34].

Практически не была обнаружена мРНК 
nPRs в тканях крыс обоих полов в мышцах, серд-
це, в тонком и толстом кишечнике, в печени и 
селезенке. Семенники и жировая ткань самцов 
также отличались крайне низким содержани-
ем мРНК nPRs. Мышцы практически не со-
держат мРНК ни рецепторов прогестерона, ни 
PGRMC I. В сердце также довольно низкая экс-
прессия мРНК рецепторов и у самок, и у самцов 
(рис. 1–7). В тонком и толстом кишечнике у обо-
их полов выявляется экспрессия всех субтипов 
mPRs и PGRMC I, кроме mPRε на среднем уров-
не. Высокий уровень экспрессии генов mPRs и 
близкий к нулю уровень экспрессии гена nPRs 
наблюдался в печени и селезенке самцов и самок 
крыс, а также – в семенниках самцов (рис. 8). 
По-видимому, прогестерон оказывает свое дей-
ствие в этих тканях через mPRs.

Было показано, что прогестерон изменяет 
экспрессию 472 генов в печени коров. При этом 
обнаружилось высокое сходство действия физи-
ологических концентраций эстрадиола и проге-
стерона в регуляции экспрессии генов в печени, 
на основании чего был сделан вывод о непрямом 
либо о неклассическом пути действия этих сте-
роидов [35]. Наши исследования показали, что 
в печени крыс отсутствуют классические nPRs, 
но обнаруживаются на среднем уровне мРНК 
mPRα и мРНК его адаптерного белка PGRMC I, 
на высоком уровне мРНК mPRε. Интересно, что 
PGRMC I является также адапторным белком и 
для ядерного рецептора эстрогенов β, экспрес-
сия которого значительно повышается в мем-
бранах клеток в его присутствии [11]. Исследо-
вания, проведенные in vitro и in vivo у животных 
и у женщин в постменопаузе, указывают на то, 
что прогестины ингибируют синтез и секрецию 
апоВ‑100 в печени. В результате увеличивает-
ся содержание триглицеридов в секретируемых 
печенью липопротеинах очень низкой плотно-
сти (ЛПОНП). Это в свою очередь может влиять 
на внутрисосудистый липолиз триглицеридов 
ЛПОНП и их плазменный клиренс, посколь-
ку более крупные частицы, богатые тригли-
церидами, более восприимчивы к липолизу 

липопротеинлипазой, чем мелкие частицы [36]. 
Тип рецепторов, опосредующих действие проге-
стинов в описанном эффекте, не исследовался.

Еще одной тканью, где действие прогестерона 
осуществляется, по-видимому, через mPRs, яв-
ляется селезенка. В ряде исследований показано 
действие прогестерона на различные типы им-
мунных клеток селезенки. В дендритных клет-
ках селезенки мышей прогестерон снижал про-
дукцию IL‑12 и ингибировал рост экспрессии 
CD86, MHCII и CCR7 после инфицирования 
вирусом везикулярного стоматита [37]. В дру-
гой работе в CD11c-положительных дендритных 
клетках селезенки мышей прогестерон увеличи-
вал экспрессию MHC–II и CD40, уровни IL‑6 и 
IL‑10, одновременно снижая экспрессию CD54 
и IL‑12, ядерную локализацию NF-kappaB P65. 
Эти данные позволили предположить, что про-
гестерон может способствовать созреванию ден-
дридных клеток селезенки и повышать их спо-
собность взаимодействовать с Т-клетками [38]. 
При изучении действия прогестерона на изоли-
рованных спленоцитах мышей было показано, 
что прогестерон повышал экспрессию CD83 как 
в B-лимфоцитах, так и в Т-лимфоцитах [39]. В 
макрофагах селезенки длительный дефицит про-
гестерона, связанный с концом репродуктивного 
периода жизни, влиял на выработку цитокинов, 
нарушая секреторный баланс провоспалитель-
ных и противовоспалительных факторов. В ма-
крофагах снижалась продукция IL‑1β и повыша-
лась продукция IL‑10. После стимуляции ЛПС 
селезеночные макрофаги крыс с удаленными 
яичниками продуцировали меньше TNF-α и 
больше IL‑10 [40]. В разных типах иммунных 
клеток человека ядерные рецепторы прогестеро-
на практически не выявляются, действие проге-
стинов в этих клетках опосредуется мембранны-
ми рецепторами [5, 19]. Экспрессия нескольких 
субтипов mPRs (α, β, δ, ε) и PGRMC I в селезен-
ке дает основание предполагать их вклад в регу-
ляцию функций иммунных клеток прогестеро-
ном у крыс.

Максимальный уровень экспрессии генов 
mPRs наблюдался в семенниках (рис. 8). Проге-
стерон обладает стимулирующим эффектом на 
активность и подвижность сперматозоидов, ин-
дуцируя увеличение концентрации внутрикле-
точных ионов кальция, вызывающих процесс 
их капаситации в женских половых путях, со-
стоящий из акросомальной реакции и гиперак-
тивации. У ряда млекопитающих и человека по-
казано, что прогестерон регулирует кальциевые 
каналы CatSper в этих клетках, вызывая приток 
ионов кальция в течение 30 с, что в свою очередь 
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активирует аденилатциклазу, вызывая подъем 
уровня cAMP и активацию тирозинкиназ [41, 
42]. В сперматозоидах бесчелюстных и кости-
стых рыб, амфибий и птиц CatSper не обнаружен. 
[43]. У этих позвоночных обнаружен механизм 
активации сперматозоидов прогестинами через 
mPRα, сопряженными с Golf белками, α-субъе-
диницы которых активируют аденилатциклазу, 
повышающую уровень cAMP и Ca2+. Через βγ 
субъединицы Golf белков активируются каска-
ды Egfr/p-Erk и Pi3k/Akt/Pde, также необходи-
мые для увеличения концентрации Ca2+. Все эти 
процессы приводят к гиперподвижности спер-
матозоидов [15]. Показано, что белок mPRα ло-
кализуется на плазматической мембране средин-
ной части сперматозоидов человека и, вероятно, 
участвует в регуляции их подвижности прогесте-
роном. Содержание белка mPRα на мембранах 
сперматозоидов с низкой подвижностью было 
значительно меньше, чем на нормальных под-
вижных сперматозоидах людей-доноров. Обра-
ботка оболочек сперматозоидов прогестином 
вызывала активацию G-белков. Эти результаты 
позволяют предположить, что у людей, как и у 
рыб, mPRα является посредником в стимуляции 
подвижности сперматозоидов прогестинами по-
средством механизма, включающего активацию 
G-белка [44]. У крыс мы обнаружили экспрес-
сию всех пяти субтипов mPRs в семенниках на 
очень высоком уровне, что свидетельствует об их 
важной роли в регуляции функций клеток этого 
органа у данного вида животных.

Были проанализированы половые различия в 
экспрессии рецепторов прогестерона в нерепро-
дуктивных тканях самцов и самок крыс. В табл. 4 
отмечены ткани, где экспрессия того или иного 
рецептора достоверно выше либо у самок, либо у 
самцов на уровне значимости p < 0.05 (критерий 
Манна–Уитни). Экспрессия ядерных рецепторов 
преобладает во многих тканях у самок. В то же 
время экспрессия генов mPRs у крыс делится на 
две группы. Гены mPRα (PAQR7), mPRβ (PAQR8) 
и mPRδ (PAQR6) экспрессируются на более вы-
соком уровне у самок в поджелудочной железе 
(mPRβ, mPRδ), легких (mPRα, mPRδ), печени 
(mPRβ), надпочечниках (mPRβ, mPRδ), коже 
(mPRβ, mPRδ), желудке (mPRα, mPRδ), тонком 
(mPRδ) и толстом кишечнике (mPRδ), жировой 
ткани (mPRα, mPRβ, mPRδ) и сосудах (mPRβ). 
Для гена mPRδ есть исключение, в почках его 
экспрессия выше у самцов. Гены mPRγ (PAQR5) 
и mPRε (PAQR9) экспрессируются на более вы-
соком уровне у самцов в легких (mPRε), почках 
(mPRγ, mPRδ), мочевом пузыре (mPRε), трахее 
(mPRγ), мозге (mPRε).

Половые различия функций многих нерепро-
дуктивных органов, изучаемых в нашей работе, 
описаны в литературе [45]. Часть их может быть 
связана с действием прогестерона через разные 
типы рецепторов в этих тканях. Так, например, 
в мозге показано действие прогестерона через 
mPRs [46]. В литературе есть данные о различии 
эффектов прогестерона в жировой ткани самцов 
и самок крыс. У самцов введение этого гормона 
не влияло на липолиз в адипоцитах, а у самок под 
действием прогестерона снижалась экспрессия 
гена гормон-чувствительной липазы, что приво-
дило к подавлению липолиза [6]. Показаны по-
ловые различия в функционировании мочевого 
пузыря у животных и человека [47]. Часть из них 
связана с действием прогестерона [48, 49]. В поч-
ках крыс экспрессия гена NCC (NaCl–котранс-
портера) и его фосфорилирование зависят от 
пола, а прогестерон способствует фосфорили-
рованию этого белка [50]. Также прогестерон в 
почках снижает выведение калия с мочой [51]. 
Однако пока разнообразие эффектов прогесте-
рона в клетках тканей самцов и самок крыс очень 
мало изучено. Преобладание трех субтипов mPRs 
(α, β, δ) у самок и двух mPRs (γ, ε) у самцов позво-
ляет предположить, что экспрессия генов каждой 
группы регулируется половыми гормонами сход-
ным образом в ряде тканей. Выявление гендер-
ных различий в распределении рецепторов про-
гестерона может служить основой для изучения 
механизмов этой регуляции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе изучена экспрессия генов 
различных типов рецепторов прогестерона и 
PGRMC I в 17 нерепродуктивных и в 3 репро-
дуктивных тканях самцов и самок крыс. Пока-
зано, что мРНК ядерных рецепторов на макси-
мальном уровне наблюдается в репродуктивных 
органах самок, у самцов в семенных пузырьках, в 
нерепродуктивных тканях – в мозге, трахее, под-
желудочной железе и сосудах. Экспрессия мем-
бранных рецепторов представлена во всех изу-
ченных тканях на высоком или среднем уровне, 
за исключением мышц, сердца, надпочечников 
(кроме mPRα) и печени (кроме mPRα и mPRε). 
Наконец, выявлены ткани с почти полным отсут-
ствием ядерных рецепторов и высоким уровнем 
экспрессии mPRs – печень, селезенка и семен-
ники. Эти результаты могут быть использованы 
для разработки стратегии изучения функций 
мембранных рецепторов у крыс in vivo. Очевид-
но, mPRs могут функционировать в качестве 
ключевых модуляторов действия прогестерона 
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при регуляции физиологических функций во 
многих органах у нормальных крыс обоего пола.

Обнаруженные различия в экспрессии разных 
типов рецепторов демонстрируют одну из при-
чин разнообразия тканеспецифического дей-
ствия прогестерона и механизм поддержания за-
висимых от пола эффектов этого гормона в не-
репродуктивных органах млекопитающих.
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Progesterone regulates reproductive processes and affects many functions of various non-reproductive organs. 
Its effects in mammals and humans are mediated by nuclear (nPRs) and membrane progesterone receptors 
(mPRs). The action of progesterone through different types of receptors may differ significantly and has tissue 
specific features. The expression of known types and subtypes of progesterone receptors in the tissues of male 
and female rats has been studied fragmentarily. The purpose of our work was to study the expression of five 
mPRs genes, as well as the nPRs gene and the membrane component of the progesterone receptor PGRMC I 
in the reproductive organs and in 17 non-reproductive tissues of male and female rats using reverse transcrip-
tion followed by real-time PCR. In this study, it was shown that a high level of nPRs gene expression in rats is 
found not only in reproductive organs of females (uterus, ovary, mammary glands), but also in seminal vesicles 
of males, in the brain and trachea of both sexes, in blood vessels, and in the pancreas of females. The highest 
level of expression of mPRs genes of all subtypes was found in the testes, while expression of the gene encoding 
nPRs was practically undetectable in them. Expression of genes encoding mPRs was also detected in the liver 
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and spleen of male and female rats, while expression of the gene encoding nPRs was at background levels. Vir-
tually no expression of nPRs, mPRs, and membrane component of progesterone receptor (PGRMC I) genes 
was detected in muscle, and its level was very low in the heart in animals of both sexes. We found sex-specific 
differentiation of nuclear and membrane receptor mRNA levels in rats in non-reproductive tissues, character-
ized by a predominance of nPRs transcripts and three subtypes of mPRs (α, β, δ) in females and two subtypes 
of mPRs (γ, ε) in males. Data on the presence of progesterone receptors in tissues not involved in reproduction 
confirm the effect of progesterone on these organs. High levels of mRNA for various progesterone receptors in 
the tissues of male rats, such as the pancreas, lungs, kidney, and trachea, indicate an important physiological 
role of progestins not only in females, but also in males, which is still poorly understood. The work also dis-
cusses the known functions of progesterone receptors in the tissues studied.

Keywords: progesterone, membrane progesterone receptors, nuclear progesterone receptors, membrane com-
ponent of progesterone receptor 1, gene expression


