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Хиноновые производные трифенилфосфония зарекомендовали себя как эффективные геропротек-
торы и антиоксиданты, предотвращающие окисление компонентов клетки с участием активных 
свободных радикалов – пероксидных (RO2•), алкоксильных (RO•), алкильных (R•), а также актив-
ных форм кислорода (супероксид-анион, синглетный кислород). Наиболее изученными предста-
вителями являются производные пластохинона (SkQ1) и убихинона (MitoQ), которые, помимо 
антиоксидантных свойств, обладают также сильным антибактериальным действием. В настоя-
щей работе мы исследовали антибактериальные свойства других хиноновых производных на 
основе децил-трифенилфосфония (SkQ3, SkQT и SkQThy). Нами показано, что, подобно SkQ1, эти 
соединения в микромолярных концентрациях подавляют рост различных грамположительных 
бактерий, тогда как в отношении грамотрицательных бактерий они не настолько эффективны, 
что обусловлено распознаванием производных трифенилфосфония основной помпой множе-
ственной лекарственной устойчивости  (МЛУ) грамотрицательных бактерий AcrAB-TolC. Обна-
ружена зависимость антибактериального действия SkQ1 от количества бактериальных клеток. 
Важно, что цитотоксическое действие SkQ1 на клетки млекопитающих наблюдается при значи-
тельно более высоких концентрациях, чем антибактериальное, что может объясняться: (1) нали-
чием большого количества мембранных органелл, (2) более низким мембранным потенциалом, 
(3) пространственным разделением процессов генерации энергии и транспорта, (4) разницей в 
составе помп МЛУ. Различия в цитотоксическом действии у разных типов эукариотических кле-
ток, возможно, связаны со степенью развитости мембранных органелл, энергетическим статусом 
клетки и уровнем экспрессии помп МЛУ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антиоксиданты, SkQ1, помпы МЛУ, AcrAB-TolC, бактерии, культуры клеток 
млекопитающих, цитотоксичность, антибиотик, митохондрии.

DOI: 10.31857/S0320972524020033 EDN: XNDQBH

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Бактерии и митохондрии имеют много об-
щего, митохондрии – это клеточные электростан-
ции, генерирующие клеточную энергию в форме 

аденозинтрифосфата  (ATP). Митохондрии, как и 
бактериальные клетки, имеют отрицательный 
мембранный потенциал (–180 мВ) на внутренней 
мембране [1], поэтому положительно заряженные 
соединения накапливаются в митохондриальном 
матриксе и в бактериальных клетках против гра-
диента их концентрации.
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Принятые сокращения: КОЕ  – колониеобразующие единицы; МИК  – минимальная ингибирующая кон-
центрация; МЛУ  – множественная лекарственная устойчивость; МНА  – митохондриально-направленные 
антиоксиданты; SkQs  – используемые в работе «ионы Скулачева»; SkQ1  – 10-(6′-пластохинонил)  децил-три-
фенилфосфоний; SkQ3  – 10-(6′-метилпластохинонил)  децил-трифенилфосфоний; SkQThy  – 10-(2-изопропил-5-
метил-1,4-бензокинонил-6) децил-трифенилфосфоний; SkQT-para – 10-(6-толукинонил) децил-трифенилфосфо-
ний; SkQT – смесь SkQT-para и 10-(5-толукинонил) децил-трифенилфосфония; TPP – трифенилфосфоний.

В 70-х гг. прошлого века группа Владимира Пе-
тровича Скулачева [2–4] предложила использовать 
производные трифенилфосфония  (TPP) как наце-
ленные на митохондрии вещества, у которых TPP 
служит «локомотивом» для транспортировки в ми-
тохондрии. Два десятилетия спустя группа Майкла 
Мерфи  [5–7] применила этот подход к доставке 
антиоксидантного фрагмента в митохондрии, что 
послужило толчком к созданию разнообразных 
молекул на основе производных трифенилфосфо-
ния  [8], в том числе серии «ионов Скулачева»  – 
митохондриально-направленных антиоксидан-
тов (МНА), созданных в рамках «мегапроекта» по 
проникающим ионам для борьбы со старением [9].

МНА на основе производных хинона получи-
ли широкое распространение как в исследовани-
ях роли митохондрий в различных физиологиче-
ских процессах, так и в качестве терапевтических 
средств [10, 11]. Было показано, что, помимо анти-
оксидантного действия, эти соединения проявля-
ют разобщающее действие на митохондриях, кото-
рое проявляется в стимуляции дыхания и падении 
мембранного потенциала митохондрий. Причем 
такое разобщающее действие не обязательно яв-
ляется токсичным для организма, поскольку было 
показано, что в случае патологий, связанных с 
окислительным стрессом, частичное разобщение 
митохондрий обладает защитным действием [12–
15], что может быть связано с зависимостью 
генерации активных форм кислорода  (АФК) от 
мембранного потенциала митохондрий [16]. Пред-
полагаемый механизм разобщающего действия 
SkQ1 (10-(6′-пластохинонил)  децил-трифенилфос-
фоний) на митохондриальной мембране основан 
на его способности взаимодействовать с эндоген-
ными жирными кислотами и облегчать диффузию 
жирных кислот через мембрану за счет электро-
статического взаимодействия анионов жирных 
кислот и катионов SkQ1  [17]. Протонированные 
формы жирных кислот хорошо проникают через 
мембрану, что обеспечивает циклический транс-
мембранный перенос протонов, подобно работе 
обычных протонофоров, таких как 2,4-динитро-
фенол.

Несмотря на относительное сходство мито-
хондрий и бактерий, долгое время считалось, что 
МНА, такие как SkQ1, лишены антибактериальных 
свойств [18], однако впоследствии было показано, 
что катионы алкил-трифенилфосфония (CnTPP) 
и SkQ1 оказывают сильное антибактериальное 
действие на грамположительные и грамотрица-

тельные бактерии [19–20]. Оказалось, что наблю-
даемое отсутствие антибактериального действия 
связано с работой основной помпы множествен-
ной лекарственной устойчивости (МЛУ) AcrAB-TolC 
у бактерии Escherichia coli  [20, 21], единственной 
известной помпы МЛУ бактерий, способной отка-
чивать SkQ1 [22].

Бактерицидное действием SkQ1 делает его 
перспективным для использования в клинической 
практике, в частности, для борьбы с инфекциями, 
вызванными грамположительными бактериями, 
например, Staphylococcus aureus, Streptococcus 
mutans или Mycobacterium tuberculosis [22–24].

Другие вещества на основе трифенилфосфо-
ния также обладали антибактериальным дей-
ствием: например, сложный эфир флуоресцеина 
MitoFluo (10-[2-(3-гидрокси-6-оксо-ксантен-9-ил)
бензоил] оксидецил-трифенилфосфоний) [25] или 
конъюгат хлорамфеникола и трифенилфосфония 
CAM-C10-TPP (N-{[(1R,2R)-1,3-дигидрокси-1-(4-нитро-
финил)пропан-2-ил]амино}-11-оксоундецил-три-
фенилфосфоний)  [26]. При этом химерные моле-
кулы сохраняли свойства своих компонентов. Так, 
например, молекула CAM-C10-TPP унаследовала 
от хлорамфеникола способность ингибирования 
синтеза белка на рибосомах, а от алкил-трифенил-
фосфония – способность снижать мембранный по-
тенциал на бактериальной мембране. Конъюгаты 
на основе хинонов, подобные SkQ1 [20], могут про-
являть как антиоксидантные, так и антибактери-
альные свойства, что делает их перспективными 
объектами исследований.

В настоящей работе была поставлена задача 
сравнить действие некоторых производных хино-
на на эукариотические и прокариотические клет-
ки. Было показано, в частности, что почти все про-
изводные проявляют антибактериальное действие 
на грамположительные бактерии, тогда как грам-
отрицательные бактерии E.  coli являются устой-
чивыми, что является результатом работы помпы 
МЛУ AcrAB-TolC. По своему токсическому действию 
на клетки млекопитающих такие производные 
хинонов, как SkQ3 (10-(6′-метилпластохинонил) де-
цил-трифенилфосфоний), SkQT (смесь SkQT-para 
(10-(6-толукинонил) децил-трифенилфосфоний) и 
10-(5-толукинонил)  децил-трифенилфосфония) и 
SkQThy (10-(2-изопропил-5-метил-1,4-бензокино-
нил-6) децил-трифенилфосфоний), незначительно 
отличаются от SkQ1, при этом токсическое дей-
ствие зависит от типа клеток, что может являться 
следствием разного уровня экспрессии помп МЛУ.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Проникающие катионы  (рис.  1) 
были любезно предоставлены компанией НИИ Ми-
тоинженерии МГУ, а их синтез проводился соглас-
но ранее опубликованным методикам [27, 28]. Все 
прочие реагенты, если не указано особо, – фирмы 
«Sigma-Aldrich», США.

Бактериальные штаммы. Стандартные ла-
бораторные штаммы Bacillus subtilis subs. subtilis 
Cohn  1872, штамм  BR151 (trpC2  lys-3 metB10) 
и E. coli Castellani and Chalmers  1919, штамм 
MG1655 (F-  lambda-  ilvG-  rfb-50  rph-1) были ис-
пользованы в работе. S. aureus Rosenbach  1884 
(№  144) и Mycobacterium smegmatis Lehmann and 
Neumann 1899 (№ 377) были получены из коллек-
ции микроорганизмов МГУ.

Делеционные штаммы ECK3026  (∆tolC), 
ECK0456 (∆acrB), ECK2465 (∆acrD), ECK3253 (∆acrF), 
ECK2071 (∆mdtB), ECK3498 (∆mdtF), ECK0870 (∆macB), 
ECK2680 (∆emrB) и ECK2363 (∆emrY) были любезно 
предоставлены доктором Х. Ники (Национальный 
институт генетики, Япония) [29].

Культивирование микроорганизмов. Бак-
терии растили в среде LB в течение ночи при 30 
или  37 °C на шейкере при 200  об./мин до дости-
жения оптической плотности 1,5 при 600 нм. Из-
мерение оптической плотности при 600  нм про-
водили на спектрофотометре «Ultrospec 1100 pro» 
(«Amersham Biosciences», Великобритания).

Измерение минимальных ингибирующих 
концентраций. Минимальные ингибирующие 
концентрации измеряли методом двойных разве-
дений, согласно протоколу [30], рекомендованному 
Институтом клинических и лабораторных стан-
дартов (CLSI), в жидкой среде Миллера–Хинтона.

TolC – скрининг. Скрининг панели делеци-
онных мутантов TolC-содержащих транспортеров 
проводили согласно ранее опубликованным рабо-
там [20, 21, 31] в среде LB в 96-луночных планше-
тах («Citotest», Китай). Предварительно выбран-
ные концентрации используемых в работе «ионов 
Скулачева» (SkQs) (5, 30 и  50  мкМ) добавляли к 
каждому мутанту, оставляли расти в течение 21 ч 
при 37 °C, и затем измеряли оптическую плот-
ность при 620 нм с использованием планшетного 

Рис. 1. Структурные формулы катионов используемых в работе «ионов Скулачева» (SkQs). Структуры со стрел-
ками означают смесь изомеров, а стрелки указывают положение децил-трифенилфосфония. Звездочкой  (*) 
указано положение децил-трифенилфосфония для соединения SkQT-para
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спектрофотометра Multiskan  FC («Thermo Fisher 
Scientific», США).

Изучение зависимости антибактериального 
действия от количества клеток. Различные объе-
мы культуры B.  subtilis добавляли в свежую сре-
ду LB, содержащую 1 мкМ SkQ1, и инкубировали 
3 ч при 37 °С и 220 об./мин. Измерение оптической 
плотности при 600 нм проводили на спектрофото-
метре «Ultrospec 1100 pro».

Изучение влияния объема инкубируемой 
среды с SkQ1 на выживаемость. Ночную культуру 
бактерий S. aureus разводили до ~15 000 колоние-
образующих единиц (КОЕ) на мл и инкубировали 
3 ч при 37 °C и 220 об./мин в различных объемах 
физраствора с глюкозой (0,9% NaCl, 5 мМ D-глюко-
зы) с 1 мкМ SkQ1, после чего высаживали бактерии 
на LB-агар для определения КОЕ.

Изучение защитного эффекта мертвых кле-
ток. Убитые клетки S. aureus получали прогрева-
нием в течение 90 мин при 65 °С, потерю жизне-
способности бактерий подтверждали высевом на 
LB-агар. Смесь живых и мертвых клеток S. aureus 
в разных пропорциях инкубировали 3 ч при 37 °С 
и 220 об./мин с 0,25 мкМ SkQ1 в физрастворе с глю-
козой, после чего определяли КОЕ для выживших 
бактерий.

Моделирование и докинг. Молекуляр-
ный докинг проводили с помощью программы 
QuickVina 2  [32] в составе программных модулей 
ODDT  [33] для Python. Отсутствие информации 
о сайте связывания и размер белка лишают воз-
можности эффективного сканирования сразу всего 
объема в одном эксперименте. Для решения этой 
задачи весь объем был разбит на 10 пересекающих-
ся ячеек для докинга размером 40 × 40 × 40 Å с цен-
тром, который смещается на 15 Å с каждым шагом. 
Докинг был проведен с избыточным сканировани-
ем пространства с параметром exhaustiveness = 128 
для двух состояний TolC: закрытом (PDB ID: 1ek9) 
и открытом (PDB  ID:  2xmn). Независимые расче-
ты были сделаны по всем трем осям для полного 
покрытия объема TolC. Результаты докинга были 
визуализированы в программе PyMol [34].

Эксперименты с линиями клеток человека 
RKO и MRC5-SV40. Линии клеток карциномы тол-
стой кишки человека RKO (ATCC CRL-2577) и фибро-
бластов MRC5-SV40 (EcACC Cat. No. 84100401) куль-
тивировали в модифицированной среде DMEM с 
добавлением 10%  фетальной телячьей сыворот-
ки (FBS), стрептомицина (100 ЕД./мл) и пеницилли-
на (100 ЕД./мл). Жизнеспособность клеток анали-
зировали с использованием реагента CellTiter-Blue 
(«Promega», США). Клетки высевали в 96-луночные 
планшеты по 10 000 клеток на лунку и культиви-
ровали в течение 24  ч при 37 °С. Клетки обраба-
тывали SkQ1 в течение 17 ч, затем добавляли Cell 
Titer-Blue (20  мкл на  лунку), после чего клетки 

инкубировали в течение 1 ч перед регистрацией 
флуоресценции (ex = 560 нм; em = 590 нм) с помо-
щью флуориметра Fluoroskan Ascent Microplate 
Fluorometer («Thermo Fisher Scientific»).

Эксперименты с культурами клеток эпи-
телия почечных канальцев. Первичные куль-
туры клеток почечных канальцев получали из 
почек 5–7-дневных самцов крыс линии Wistar. 
Почки стерильно выделяли, разрезали на мелкие 
кусочки и инкубировали с 0,125%  коллагеназой 
II типа («Gibco», «Thermo Fisher Scientific», США) в 
среде DMEM/F12 без бикарбоната при 37 °C в тече-
ние 15 мин.

После инкубации кусочки почек в растворе 
коллагеназы пипетировали в течение нескольких 
минут, и полученную суспензию центрифугирова-
ли в течение 5 мин при 400 g для осаждения фрак-
ции канальцев. Полученный осадок ресуспенди-
ровали в полной питательной среде, состоящей из 
DMEM/F-12 (1/1), содержащей 10% FBS, 2% амино-
кислот, 1% витаминов и 1% L-глутамина, и высе-
вали в 96-луночный планшет. Клетки культивиро-
вали в инкубаторе в атмосфере 5% CO2. Через 24 ч 
после посева клеток проводили смену культураль-
ной среды для удаления клеточного дебриса. Через 
24 ч добавляли SkQT, SkQ3 и SkQ1 в концентрации 
0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкМ и инкубирова-
ли клетки эпителия почечных канальцев с этими 
веществами в течение 24 ч в полной питательной 
среде. Контрольные клетки инкубировали в той 
же среде без добавления SkQT, SkQ3 и SkQ1. Жиз-
неспособность клеток была оценена с помощью 
стандартного МТТ-теста, для чего культуральную 
среду заменяли на DMEM/F-12 без бикарбоната 
с 5 мг/мл реагента МТТ и инкубировали в течение 
1 ч. Затем среду удаляли и в каждую лунку добав-
ляли по 50  мкл  ДМСО. Поглощение формазана 
измеряли при 540 нм с использованием планшет-
ного спектрофлуориметра Zenyth  3100 («Anthos 
Labtec», Австрия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Антибактериальное действие SkQs. Ранее 
было показано, что добавление микромолярных 
концентраций SkQ1 или C12TPP к бактериям при-
водит к угнетению их роста и бактерицидному 
действию [20, 24]. В табл. 1 показаны измеренные 
нами минимальные ингибирующие концентра-
ции (МИК) для трех грамположительных (B. subtilis, 
S. aureus, M. smegmatis) и одной грамотрицатель-
ной бактерии (E. coli). Для всех исследованных 
нами SkQs были получены сравнимые с SkQ1 зна-
чения  МИК в отношении как грамположитель-
ных бактерий, так и грамотрицательной E. coli. 
Так же, как и в случае с SkQ1, все исследованные 
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Таблица 1. Минимальные ингибирующие концентрации (мкМ)

SkQs B. subtilis S. aureus M. smegmatis E. coli ∆tolC ∆acrB Другие*

SkQ1 1 1 1 35 1 1 35

SkQ3 1 1 1 35 1 1 35

SkQT 2 2 2 35 2 2 35

SkQT-para 1 1 1 35 1 1 35

SkQThy 1 1 1 35 1 1 35

Примечание. Звездочкой  (*) обозначены делеционные мутанты по другим белкам TolC-содержащих помп 
(AcrD, AcrF, MdtB, MdtF, MacB, EmrB и EmrY).

нами SkQs продемонстрировали антибактериаль-
ное действие только в отношении делеционных 
мутантов по генам tolC и acrB, тогда как в отноше-
нии других делеционных мутантов по генам acrD, 
acrF, mdtB, mdtF, macB, emrB и emrY антибактери-
альная активность была сравнима с активностью 
в отношении дикого типа E. coli. Значения МИК 
для всех делеционных мутантов (за исключени-
ем ∆tolC и ∆acrB) были близки в отношении всех 
SkQs, указывая на то, что, как и в случае с  SkQ1,  
все остальные SkQs также откачиваются только 
помпой МЛУ AcrAB-TolC.

Докинг SkQ1 в TolC. Полученные нами дан-
ные говорят о важной роли помпы МЛУ AcrAB-TolC 
в бактериальной резистентности для SkQ1 [20–22]. 
Нами была начата работа по моделированию 
процесса взаимодействия SkQ1 с данной помпой. 
На первом этапе были выполнены расчеты моле-
кулярного докинга с компонентом помпы TolC. 
Результаты докинга (рис. 2) позволяют заключить, 

что в целом на внутренней поверхности TolC в 
обоих состояниях (закрытом и открытом) нет явно 
выраженных карманов связывания для SkQ1, тем 
не менее интересная кластеризация состояний 
возникает на входе в помпу в закрытом состоя-
нии, где фосфониевая группа взаимодействует с 
обильно представленными остатками Glu и Asp, 
ароматические кольца образуют стэкинг с тремя 
остатками тирозина, а Asp371 образует водород-
ные связи с хиноном. К  сожалению, оценочные 
функции для ранжирования в результатах докин-
га не позволяют даже примерно оценить аффин-
ность такого связывания. Можно заключить, что 
самым специфическим местом связывания SkQ1 в 
TolC является вход в помпу в закрытом состоянии.

Антибактериальная активность зависит 
от количества клеток. Несмотря на то что SkQ1 
может рассматриваться как антибактериаль-
ный агент или антибиотик, его свойства все же 
отличаются от традиционных антибиотиков.  

Рис. 2. Результаты моделирования докинга SkQ1 во внутреннюю полость TolC в закрытом состоянии. Серым 
представлена структура TolC с отображением элементов вторичной структуры. В виде отображения ковалент-
ных связей разными цветами показаны позы SkQ1
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Таблица 2. Повышение минимальной ингибирующей концентрации  SkQ1 при добавлении экзогенных 
жирных кислот (мкМ)

Кислота Формула Жирная кислота, мкМ МИК SkQ1, мкМ

Миристиновая кислота С14Н28О2 0,5 2–4

Пальмитиновая кислота С16Н32О2 0,5 2–4

Стеариновая кислота С18Н36О2 0,5 2–4

Линолевая кислота С18Н32О2 0,5 2–4

Без добавок 0 1

Примечание. Добавление жирных кислот не влияло на скорость роста популяции B. subtilis.

В  отличие от других антибиотиков, активность 
SkQ1 зависит от количества клеток, что объясня-
ется его липофильностью и протонофороподоб-
ными свойствами, позволяющими ему снижать 
мембранный потенциал бактерий. На  рис.  3,  а 
показаны кривые роста в течение 6 ч при добав-
лении разного количества клеток ночной культу-
ры B.  subtilis в среду с одинаковой концентраци-
ей SkQ1. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что антибактериальное действие липофиль-
ного катиона  SkQ1 снижается при увеличении 
количества клеток, а, следовательно, и мембран/
липидов в них. Таким образом, несмотря на то что 
протонофороподобное действие SkQ1 опосредова-
но свободными жирными кислотами, добавление 
экзогенных жирных кислот может приводить не 
к усилению протонофорного действия, а к защит-
ному действию вследствие конкуренции за SkQ1 

мицелл жирных кислот с бактериальными клет-
ками  [35]. Ранее такой защитный механизм был 
описан для S. aureus, который был устойчив к дап-
томицину за счет снижения активности антибио-
тика посредством выделения во внешнюю среду 
мембранных фосфолипидов, в мицеллы которых 
он встраивается  [36]. В  случае добавления экзо-
генных жирных кислот мы наблюдали защитный 
эффект (табл. 2): МИК увеличивался в 2–4 раза, что 
дополнительно подтверждает зависимость анти-
бактериального действия от количества мембран/
липидов или мицелл. При этом необходимо отме-
тить, что добавление экзогенных жирных кислот 
не оказывало негативного влияния на рост бакте-
риальных клеток без добавления SkQ1.

Защитный эффект популяции мертвых кле-
ток от действия SkQ1. Добавление убитых нагрева-
нием бактерий к живым S. aureus предотвращало 

Рис 3. Антибактериальное действие зависит от числа клеток. а – Зависимость антибактериального действия 
0,5 мкМ SkQ1 от количества клеток B. subtilis. б – Влияние мертвых клеток S. aureus на выживаемость бактерий 
под действием SkQ1. Бактерии в концентрации ~60 000 КОЕ на мл инкубировали 3 ч при 37 оС в физрастворе 
с глюкозой (0,9%  NaCl, 5  мМ  D-глюкозы, 1  мкМ  SkQ1). Контрольные клетки  (К) инкубировали без  SkQ1. При-
ведены относительные результаты выживаемости бактерий  (КОЕ) при инкубации с  0,5  мкМ  SkQ1 в присут-
ствии кратных количеств мертвых бактерий (1 к 1; 1 к 10; 1 к 100; 1 к 1000). Указано среднее значение ± SEM,  
n = 4. * p < 0,01 при сравнении с контролем (К) по непарному t-тесту Стьюдента
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Рис. 4. Выживаемость S. aureus в различных объемах 
среды инкубации с  1  мкМ SkQ1. Бактерии в концен-
трации ~15 000 КОЕ на мл инкубировали 3 ч при 37 °С 
в различных объемах смеси (0,9% NaCl, 5 мМ Д-глюко-
зы, 1 мкМ SkQ1). Приведены результаты выживаемо-
сти бактерий (КОЕ). Указано среднее значение ± SEM, 
n  =  4. *  p  <  0,01 при сравнении с контролем (–SkQ1) 
по непарному t-тесту Стьюдента

гибель живых S. aureus от SkQ1, причем чем боль-
ше присутствовало убитых бактерий, тем сильнее 
был выражен защитный эффект (рис. 3, б). Инте-
ресно, что при 1000-кратном избытке мертвых 
бактерий происходила даже стимуляция их роста 
относительно контроля примерно в  2  раза, что 
может объясняться не только сорбцией  SkQ1 на 
мертвых клетках и предотвращением его токсиче-
ского действия, но и наличием в среде инкубации 
метаболитов из мертвых клеток, используемых 

живыми бактериями для роста и размножения 
(некротрофический рост) [37].

Объем среды инкубации влияет на выжи-
ваемость бактерий под действием  SkQ1. При 
инкубации S. aureus с 1 мкМ SkQ1 было обнаруже-
но, что увеличение объема среды инкубации при-
водит к значительному снижению выживаемости 
бактерий (рис. 4), что свидетельствует, по всей ви-
димости, о способности бактерий аккумулировать 
SkQ1 из среды инкубации.

Действие SkQs на эукариотические клетки. 
Хотя, согласно теории [27], митохондрии эукарио-
тических клеток должны накапливать на порядок 
больше SkQs, чем прокариотические клетки, экс-
перименты на различных культурах клеток пока-
зывают, что цитотоксическое действие наступает 
при более высоких концентрациях, чем у прока-
риотических клеток.

SkQT, SkQ3 и SkQ1 оказывали выраженное 
цитотоксическое действие на клетки первичной 
культуры почечных канальцев крыс лишь в кон-
центрации 32  мкМ  (рис.  5,  а), которая более чем 
на 2 порядка превосходит МИК для грамположи-
тельных бактерий и сравнима с МИК для E. coli.

Клетки первичной культуры почечных ка-
нальцев, обработанные SkQT в концентрациях 
0,125–16  мкМ, не показали снижения жизнеспо-
собности по сравнению с контрольной группой. 
Более того, в концентрации 1 мкМ, которая явля-
ется МИК для грамположительных бактерий, SkQT 
увеличивал выживаемость клеток. При инкуба-
ции с SkQ3 наблюдалась тенденция к увеличению 
жизнеспособности клеток вплоть до концентра-
ции 2  мкМ. Однако в концентрации 4  мкМ и бо-
лее SkQ3 уже приводил к некоторому снижению 

Рис. 5. Оценка жизнеспособности клеток млекопитающих при добавлении SkQs. а – Жизнеспособность клеток 
первичной культуры почечных канальцев крыс после добавления SkQs. Клетки инкубировали в течение 24 ч. 
Жизнеспособность клеток определяли с помощью МТТ-теста. б  –  Жизнеспособность клеток карциномы тол-
стой кишки человека RKO и фибробластов MRC5-SV40 после добавления SkQ1. Клетки инкубировали в течение 
17 ч. Жизнеспособность клеток определяли с помощью CellTiter-Blue Reagent («Promega», США)
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жизнеспособности. SkQ1 в концентрации 0,125–
4  мкМ не снижал жизнеспособность клеток пер-
вичной культуры почечных канальцев, а кон-
центрации 0,5 и 1 мкМ улучшали выживаемость 
клеток. Увеличение концентрации выше 8  мкМ 
приводило к снижению жизнеспособности клеток. 
Таким образом, токсичность для клеток первич-
ной культуры была сравнима с наблюдаемой нами 
ранее в отношении иммортализованных раковых 
клеток HeLa [20].

Совсем другая ситуация наблюдалась с клеточ-
ными линиями карциномы толстой кишки челове-
ка RKO и фибробластов MRC5-SV40 (рис. 5, б). Клет-
ки легочных фибробластов человека MRC5-SV40 
также не демонстрировали цитотоксичности при 
концентрации 1 мкМ SkQ1, однако уже к 10 мкМ 
наблюдалось значительное снижение жизне-
способности. Для клеток карциномы RKO уже 
концентрация 1  мкМ  SkQ1 вызывала заметную 
цитотоксичность. При концентрации 10  мкМ 
выживаемость сохранялась на уровне лишь 10%. 
Таким образом, токсичность была значительно 
выше наблюдаемой нами ранее в отношении кле-
ток HeLa [20], что говорит, по-видимому, о разнице 
в метаболизме и в экспрессии генов у этих иммор-
тализованных клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на существенный прогресс в изуче-
нии МНА, механизмы их действия на прокарио-
тические и эукариотические клетки остаются не 
до конца изученными. Так же, как хорошо изучен-
ный МНА – SkQ1, другие хиноновые производные, 
такие как SkQT [38, 39], SkQThy [40, 41], SkQ3 [9, 42], 
обладали ярко выраженными антиоксидантными 
свойствами, однако ни для одного из них антибак-
териальное действие не было продемонстрирова-
но экспериментально.

Все без исключения живые клеточные орга-
низмы имеют в своем составе помпы МЛУ, лока-
лизованные на клеточной мембране. У бактерий 
имеется 6 классов помп, которые подразделяются 
на две большие группы: ATP-зависимые помпы и 
Н+/Na+ градиент-зависимые помпы  [43], поэтому 
было очень вероятно, что какая-то из них может 
распознать  SkQs и начать их откачивать, тем 
самым повышая резистентность бактерий. Тем 
удивительней тот факт, что мы наблюдаем – все 
исследованные нами  SkQs откачиваются един-
ственной помпой, AcrAB-TolC.

Таким образом, если только помпа AcrAB-TolC 
может откачивать  SkQs, то многие грамположи-
тельные бактерии будут чувствительны к  SkQs, 
так как у них подобных помп просто не может 
быть (за исключением, возможно, Negativicutes). 

В  случае грамотрицательных бактерий, у кото-
рых существование подобной помпы возмож-
но, резистентность будет зависеть от наличия 
помпы AcrAB-TolC или схожей помпы, структура 
которой близка к структуре помпы AcrAB-TolC из 
E. coli [22]. В случае эукариот, например дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae, откачка SkQ1 происходит 
за счет работы как минимум нескольких ATP-зави-
симых помп, включая Pdr5 [44].

При этом у эукариот основными помпами МЛУ 
являются ATP-зависимые помпы, так как процесс 
генерации энергии разобщен с процессом транс-
порта веществ и происходит в митохондриях, а не 
на плазматической мембране. Таким образом, сни-
жение мембранного потенциала за счет протоно-
фороподобного цикла SkQ1 приводит к остановке 
работы Н+/Na+ градиент-зависимых помп (таких, 
как AcrAB-TolC, например) у прокариот, но не при-
водит к остановке ATP-зависимых помп у эукариот.

В отличие от прокариот, где есть достаточ-
ная ясность в механизме цитотоксического дей-
ствия SkQ1 и защиты от него, в случае эукариот, 
такой ясности нет. Действительно, теоретически 
митохондрии эукариот должны закачивать на 
порядок больше SkQs, чем бактериальные клетки. 
Разность электрических потенциалов между вне-
клеточной средой и матриксом митохондрий у 
эукариот составляет примерно –240 мВ (~ –60 мВ 
на плазматической мембране и –180 мВ на внут-
ренней мембране митохондрий), тогда как потен-
циал на бактериальной мембране всего –180 мВ. 
Поскольку на плазматической мембране эукари-
от имеется меньший электрический потенциал, 
чем на клеточной мембране бактерий, накопле-
ние  SkQs в цитоплазме эукариотических клеток 
должно быть менее эффективно, чем в бактери-
альных клетках. Необходимо отметить, что работа 
помпы AcrAB-TolC грамотрицательных бактерий 
также всего лишь снижает скорость накопления 
SkQs на внутренней мембране бактерий, что дает 
шанс грамотрицательным бактериям увеличить 
биомассу и за счет клеточного деления уменьшить 
тем самым соотношение SkQs и мембранных фрак-
ций. Наши эксперименты по изучению зависимо-
сти антибактериального действия SkQ1 от количе-
ства клеток и наличия мертвых клеток являются 
подтверждением этого вывода.

Другим механизмом, защищающим эукарио-
тические клетки от токсического действия SkQs, 
является наличие мембранных органелл (внутри-
клеточные вакуоли, аппарат Гольджи, эндоплазма-
тический ретикулум, лизосомы, эндосомы и др.), 
в которых липофильные молекулы  SkQs могут 
временно депонироваться, что также снижает 
скорость накопления  SkQs уже на внутренней 
мембране митохондрий. Наши эксперименты по 
влиянию добавления экзогенных жирных кислот 
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Рис. 6. Схема, иллюстрирующая накопление SkQs в эукариотических и прокариотических клетках, и защитный 
эффект мембранных внутриклеточных органелл, липидных/мембранных мицелл, мертвых клеток из-за депо-
нирования SkQs в них и живых клеток за счет уменьшения соотношения SkQs/мембраны ([27], с изменениями)

на антибактериальное действие  SkQ1 являются 
подтверждением этого вывода. На  рис.  6 пред-
ставлена схема распределения проникающего 
катиона SkQ вне и внутри клеток эукариот (слева) 
и прокариот  (справа). Для определенности мы 
предполагаем на этой схеме, что вне клеток кон-
центрация SkQ составляет 1 пМ, причем внешнее 
пространство представляет бесконечный источ-
ник соединения. Тогда в результате накопления 
по потенциалу в цитоплазме эукариотических 
клеток концентрация составляет 10 пМ, а внутри 
плазматической мембраны – ~100 нМ из-за высо-
кого коэффициента распределения мембрана–вода. 
В случае прокариотических клеток концентрация 
в цитоплазме должна быть 1000  пМ  =  1  нМ. При 
этом в матриксе митохондрий внутри эукариоти-
ческих клеток должно накопиться ~10 нМ SkQ. При 
ограниченном источнике SkQ вне клеток, что дол-
жно быть в реальной ситуации, концентрация SkQ 
внутри митохондрий должна быть ниже  10  нМ 
из-за наличия в клетках других мембранных орга-
нелл, которые должны эффективно накапливать 
гидрофобный  SkQ. Аналогично, мертвые клетки 
и липидные мицеллы вне клетки в реальной 
ситуации будут эффективно накапливать гидро-
фобный SkQ и также снижать концентрацию SkQ 
внутри живых клеток.

Значения Δψ на плазматической мембране и 
внутренней мембране митохондрий принимаются 
равными –60 и –180 мВ соответственно. Коэффици-
ент распределения мембрана/вода для SkQ прини-
мается равным 10 000 : 1 [27].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами результаты позволяют 
заключить, что антибактериальная активность 
SkQs зависит от количества липидных компонен-

тов мембран или мицелл  (рис.  6). Это позволяет 
нам сформулировать несколько основных при-
чин, определяющих повышенную резистентность 
эукариотических клеток, а именно: (1)  наличие 
у эукариотических клеток большого количества 
мембранных органелл (эндоплазматический рети-
кулум, аппарат Гольджи и др.), которые депониру-
ют в себе некоторое количество SkQs; (2) разница 
в потенциале на клеточной мембране у прокариот 
(~180 мВ) и у эукариот (~60 мВ), что обусловливает 
не такое быстрое проникновение SkQs в эукарио-
тическую клетку; (3) пространственное разделение 
у эукариот процессов генерации энергии (мито-
хондрии) и транспорта (клеточная мембрана) в 
отличие от совмещения этих процессов на кле-
точной мембране прокариот; (4) разница в соста-
ве помп МЛУ на мембране эукариот (в основном 
ATP-зависимые помпы) и прокариот (в основном 
Н+/Na+ градиент-зависимые помпы). Совместно 
все эти основные четыре фактора и определяют 
ту повышенную устойчивость эукариотических 
клеток в сравнении с теоретически ожидаемой 
чувствительностью. Разница в чувствительности 
различных типов эукариотических клеток опре-
деляется, по-видимому: (1)  степенью развитости 
мембранных органелл (системы эндосом, аппарата 
Гольджи и др.); (2) энергетическим статусом клет-
ки [45]; (3) уровнем экспрессии помп МЛУ в них.
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Quinone derivatives of triphenylphosphonium have proven themselves to be effective geroprotectors 
and antioxidants that prevent the oxidation of cell components with the participation of active free  
radicals – peroxide (RO2·), alkoxy (RO·), alkyl (R·), as well as reactive oxygen species (superoxide an-
ion, singlet oxygen). The most studied representatives are derivatives of plastoquinone (SkQ1) and 
ubiquinone (MitoQ), which in addition to antioxidant properties also had a strong antibacterial effect.  
Other quinone derivatives based on decyltriphenylphosphonium (SkQ3, SkQT, and SkQThy) have been 
less studied and their antibacterial activity remains undiscovered. In this work, we investigated the anti-
bacterial properties of quinone derivatives based on decyltriphenylphosphonium. We have shown that, 
as in the case of SkQ1, they are effective against various gram-positive bacteria, while they are not so 
effective against gram-negative bacteria. This is associated with their recognition by the main multidrug 
resistance pump of gram-negative bacteria AcrAB-TolC. Moreover, in the case of SkQ1 itself, there is a 
dependence of its action on the number of bacterial cells and the molar amount of the antibiotic itself, 
which distinguishes it from conventional antibiotics. At the same time, the cytotoxic effect on mammali-
an cells is observed in higher concentrations, which suggests the presence of a protective effect caused 
by the separation of the process of energy generation and transport on the cell membrane. Another 
possible explanation could be the different composition of multidrug-resistant (MDR) pumps. The differ-
ence in cytotoxic effects on mammalian cells may be due to different expression profiles of MDR pumps  
in different cell types.

Keywords: antioxidants, SkQ1, MDR pumps, AcrAB-TolC, mammalian cell cultures bacteria, cytotoxicity,  
antibiotic, mitochondria


