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Разработана методика одновременного раздельного определения β1- и β2-адренорецепторов на ос-
нове радиолигандного анализа с использованием 125I-иодоцианопиндолола, включающая проведе-
ние трех измерений: 1) без лигандов-конкурентов; 2) в присутствии селективного лиганда
ICI 118,551 (0.25 мкМ); 3) в присутствии двух селективных лигандов – ICI 118,551 и CGP 20712 (по
0.25 мкМ каждого). Методика протестирована на модельной системе из двух трансгенных линий
клеток ADL-7A и A2R9 с экспрессией рекомбинантных β1- и β2-адренорецепторов. При соотноше-
нии количества β1-адренорецепторов к β2-адренорецепторам 1 : 10 погрешность измерения состав-
ляет ~15%. Анализ девяти клеточных линий, представляющих различные типы клеток крови, пока-
зал наличие β2-адренорецепторов в клетках Daudi, Raji, Dami, K-562, HL-60, U-937 и THP-1 и их от-
сутствие в Т-лимфоцитарных клетках Jurkat и MOLT-4. β1-Адренорецепторы достоверно
зарегистрированы лишь в клетках THP-1 моноцитарного происхождения. В остальных клетках, за
исключением линии Dami, их количество оказалось ниже порога детекции, оцениваемого на уров-
не 200 молекул на клетку. Измерения, выполненные на мононуклеарных клетках периферической
крови семи здоровых доноров, продемонстрировали присутствие β2-адренорецепторов в диапазоне
1000–2500 молекул на клетку, тогда как содержание β1-адренорецепторов во всех случаях находи-
лось на грани или за гранью порога детекции.
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ВВЕДЕНИЕ
В патогенезе сердечно-сосудистых и бронхо-

обструктивных заболеваний – двух самых рас-
пространенных неинфекционных патологий –
важную роль играют адренергические механиз-
мы. Людям, страдающим этими заболеваниями,
часто необходимо назначение препаратов, воз-
действующих на β1- и β2-адренорецепторы. Ос-
новные мишени β-агонистов и β-блокаторов –
ткани сердца и легких, труднодоступные для ла-

бораторных анализов. Однако в ряде исследова-
ний продемонстрирована высокая степень корре-
ляции (~0.9) между содержанием β-адренорецеп-
торов в лимфоцитах крови и их содержанием в
ткани предсердий [1, 2]. Таким образом, открыва-
ется возможность оценивать процессы, происхо-
дящие в этих тканях под воздействием применяе-
мых в ходе лечения препаратов, наблюдая за ди-
намикой поведения β-адренорецепторов в
клетках периферической крови.

На поверхности лейкоцитов крови в основном
представлены β2-адренорецепторы [3, 4]. Систе-
матических сравнительных измерений содержа-
ния β2-адренорецепторов в клетках крови у паци-

β1 β2

Сокращения: FBS – фетальная бычья сыворотка; PBMC –
мононуклеарные клетки периферической крови.

# Автор для связи: (тел.: +7 (905) 538-25-14; эл. почта:
sur@ibch.ru).
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ентов с сердечно-сосудистыми и бронхообструк-
тивными заболеваниями ранее не проводилось,
поэтому экспериментальные данные о динамике
поведения β2-адренорецепторов при использова-
нии препаратов, воздействующих на адреноре-
цепторную систему, носят фрагментарный, слу-
чайный характер.

Анализ содержания β1-адренорецепторов
весьма затруднен из-за крайне низкой их пред-
ставленности в клетках крови. У большинства
людей содержание β1-адренорецепторов в лейко-
цитах в ~20 раз ниже содержания β2-адреноре-
цепторов [5]. Есть косвенные свидетельства, ука-
зывающие на присутствие β1-адренорецепторов в
моноцитах [6]. Не исключено также, что количе-
ство β1-адренорецепторов на Т-лимфоцитах мо-
жет резко возрастать при некоторых сердечно-со-
судистых патологиях или под влиянием каких-
либо других факторов [5].

Содержание β1- и β2-адренорецепторов обыч-
но измеряют при помощи 125I-меченного лиганда
иодоцианопиндолола, способного одинаково эф-
фективно связываться с обоими типами рецепто-
ров. Присутствие преобладающих количеств β2-ад-
ренорецепторов на лейкоцитах крови – дополни-
тельный фактор, препятствующий определению
минорной фракции β1-адренорецепторов.

Настоящая статья – продолжение работ по мо-
дификации радиолигандного анализа для опреде-
ления β-адренорецепторов в крови индивидуаль-
ных людей [5, 7].

Цель данного исследования – разработка ме-
тодики радиолигандного анализа, позволяющей
проводить одновременное раздельное определе-
ние содержания β1- и β2-адренорецепторов на по-
верхности клеток крови человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кинетические параметры реакции связывания.

Корректная постановка экспериментов по радио-
лигандному анализу подразумевает такой выбор
условий и параметров, при котором реакция свя-
зывания лиганда с рецептором доходит до состо-
яния, близкого к равновесному [8]. На рис. 1
представлена кинетика прямой реакции связыва-
ния 125I-иодоцианопиндолола с трансгенными
клетками ADL-7A и A2R9, экспрессирующими,
соответственно, рекомбинантные β1- или β2-адре-
норецепторы, при температуре 37°С и концентра-
ции лиганда 114 пМ (400000 имп. мин–1 мл–1). Как
можно видеть, 30-минутной инкубации вполне
достаточно для того, чтобы обе кривые связыва-
ния вышли на плато.

Кинетика обратной реакции, определенная
при температурах 25 и 37°С (рис. 2), демонстриру-
ет тот факт, что за время, необходимое для прове-
дения отмывок (~30 мин), потеря связанной ра-
диоактивности за счет диссоциации лиганда хотя
и имеет место, но ее доля невелика – не более 15%
за время манипуляций.

Константы связывания и число рецепторов на
клетку. Константы связывания 125I-иодоциано-
пиндолола с β1- и β2-адренорецепторами (Kd) и
число рецепторов, приходящееся на одну клетку
ADL-7A или A2R9 (величину Bmax), определяли
по графикам Скетчарда (рис. 3). Результаты пред-
ставлены в табл. 1.

Ингибирование селективными лигандами. Ага-
повой с соавт. [7] ранее была продемонстрирова-
на возможность определения β2-адренорецепто-
ров в Т-лимфоцитах по разнице сигналов связы-
вания 125I-иодоцианопиндолола в присутствии и
в отсутствие высокоселективного лиганда-конку-
рента ICI 118,551. Однако попытки непосред-

Рис. 1. Кинетика прямой реакции связывания 125I-иодоцианопиндолола с клетками ADL-7A (а) и A2R9 (б) при 37°С
и концентрации лиганда 114 пМ.
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ственно применить аналогичный подход для
определения β1-адренорецепторов, используя ли-
ганд-конкурент CGP 20712 вместо ICI 118,551, по-
терпели неудачу. Причина заключается в том, что
селективность CGP 20712 не абсолютна: при кон-
центрациях лиганда, в достаточной степени ин-
гибирующих связывание 125I-иодоцианопиндо-
лола с β1-адренорецепторами, имеет место хотя и
небольшое, но заметное ингибирование связыва-
ния 125I-иодоцианопиндолола и с β2-адренорецеп-
торами. А поскольку содержание β2-адреноре-
цепторов в клетках крови в норме на порядок
превосходит содержание β1-адренорецепторов,
возникающая интерференция препятствует вы-
членению и идентификации той части разницы в
сигналах, которая обусловлена присутствием
именно β1-адренорецепторов.

С целью свести к минимуму помехи, обуслов-
ленные присутствием преобладающих количеств

β2-адренорецепторов, мы предложили схему ана-
лиза, включающую три измерения связывания
125I-иодоцианопиндолола с клетками: 1) в отсут-
ствие лигандов-конкурентов; 2) в присутствии
лиганда ICI 118,551 в такой концентрации, кото-

Рис. 2. Кинетика обратной реакции диссоциации 125I-иодоцианопиндолола при 25°С (а) и 37°С (б).
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Таблица 1. Константы диссоциации и содержание
β1- и β2-адренорецепторов в модельных трансгенных
клетках

Модельные 
клетки

Тип адрено-
рецептора

Kd, пМ

Количество 
молекул 

рецепторов
на клетку 

(Bmax)

ADL-7A β1 40 4.3 × 106

A2R9 β2 16 3.7 × 106

Рис. 3. Графики Скетчарда для связывания 125I-иодоцианопиндолола с клетками ADL-7A (а) и A2R9 (б).
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рая подавляла бы связывание с β2-адренорецеп-
торами почти до нуля; 3) в присутствии обоих ли-
гандов ICI 118,551 и CGP 20712. В условиях, когда
связывание с β2-адренорецепторами практически
блокировано, даже небольшая разница между
вторым и третьим измерениями должна отражать
содержание β1-адренорецепторов в системе. Ра-
зумеется, при расчетах необходимо учесть, что
высокие концентрации ICI 118,551 до определен-
ной степени ингибируют связывание 125I-иодоци-
анопиндолола с β1-адренорецепторами.

В рамках простой линейной модели связыва-
ние 125I-иодоцианопиндолола с клетками, несу-
щими оба типа адренорецепторов, можно предста-
вить в виде суммы трех независимых компонентов:
В0 – фонового связывания, не подверженного вли-
янию селективных лигандов; В1 – специфического
связывания с β1-адренорецепторами; В2 – специ-
фического связывания с β2-адренорецепторами.
Фоновое связывание включает в себя как полно-
стью неспецифическое налипание меченого циано-
пиндолола на поверхность клетки, не вытесняемое
высокими концентрациями немеченого лиганда,
так и специфическое связывание с другими кле-
точными рецепторами, в частности с серотони-
новыми рецепторами [9]. В присутствии
ICI 118,551 (второе измерение) связывание с β1-ад-
ренорецепторами будет ослаблено до уровня k1B1,
а с β2-адренорецепторами – до уровня k2B2, где
коэффициенты k1 и k2 характеризуют уровни
остаточного связывания 125I-иодоцианопиндоло-
ла, соответственно, с β1- и β2-адренорецептора-
ми. В присутствии обоих селективных лигандов
специфическое связывание меченого иодоциано-
пиндолола будет описываться аналогичными ве-
личинами k3B1 и k4B2. В соответствии с формулой
Ченга–Прусоффа [10] коэффициенты k1–k4 зави-
сят как от концентраций лигандов-конкурентов,

так и от концентрации способного к связыванию
125I-иодоцианопиндолола в пробе, поэтому при
проведении измерений эти концентрации долж-
ны быть фиксированы.

Для результатов трех вышеуказанных измере-
ний можно записать систему трех линейных урав-
нений и, зная коэффициенты k1–k4, разрешить ее
относительно неизвестных В0, В1 и В2. При усло-
вии малости доли связавшегося 125I-иодоциано-
пиндолола по отношению к его полному количе-
ству в системе количества адренорецепторов каж-
дого типа далее рассчитываются по приближенным
формулам:

где R1 и R2 – искомые количества β1- и β2-адрено-
рецепторов, K1 и K2 – соответствующие константы
связывания, L – концентрация фракции “bindable”
125I-иодоцианопиндолола в пробе: 400000 (имп.
мин–1 мл–1) или 114 пМ в стандартных условиях
анализа.

Рабочие концентрации селективных лигандов
ICI 118,551 и CGP 20712 – по 0.25 мкМ каждого –
были выбраны на основании анализа кривых ин-
гибирования (рис. 4). Соответствующие коэффи-
циенты k1–k4 приведены в табл. 2.

Модельное смешивание клеток. Тестирование
описанной выше схемы анализа проводили с ис-
пользованием клеток ADL-7A и A2R9, которые
смешивали друг с другом в различных пропорци-
ях. При этом соотношение модельных клеток вы-
бирали так, чтобы имитировать ситуацию, харак-
терную для клеток крови: содержание β1-адрено-
рецепторов существенно ниже содержания
β2-адренорецепторов. Приготовленные смеси
подвергали анализу по предложенной методике и
на основании полученных данных вычисляли,
сколько клеток ADL-7A и A2R9 было в каждой
смеси. Работоспособность методики оценивали

1 1 1 2 2 2R B 1 K L ; R B 1( ) L( )K ,= + = +

Рис. 4. Кривые ингибирования лигандами-конкурентами связывания 125I-иодоцианопиндолола с β1- (а, б) и β2-адре-
норецепторами (в).
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по тому, насколько близки оказывались получен-
ные значения к истинным количествам клеток
обоих типов, использованным при составлении
смесей.

Результаты трех типичных экспериментов
представлены на рис. 5. Эти и другие подобные
эксперименты показали, что если соотношение
β1- и β2-адренорецепторов составляет ~1 : 10, по-
грешность анализа находится в пределах 15%. Ес-
ли же доля β1-адренорецепторов снижается до
1 : 40, то ошибка в их определении может дости-
гать 40%, что превращает результат анализа в ка-
чественную оценку.

Связывание лиганда на суспензионных клеточ-
ных культурах и мононуклеарных клетках крови

здоровых доноров. Разработанная методика была
применена для оценки содержания β1- и β2-адре-
норецепторов в клетках ряда линий, ведущих свое
начало от различных типов клеток крови челове-
ка. Результаты анализа представлены в табл. 3.
Как можно видеть, β2-адренорецепторы практи-
чески не представлены в клетках, происходящих
от Т- и В-лимфоцитов (Jurkat, MOLT-4, Daudi и
Raji), и относительно высоко представлены в
клетках моноцитарного происхождения THP-1 и
U-937. Что касается β1-адренорецепторов, то их
присутствие достоверно выявлено в клетках
THP-1 и под сомнением – в клетках Dami. Для
большинства остальных исследованных клеточ-
ных линий содержание β1-адренорецепторов ока-

Таблица 2. Коэффициенты остаточного связывания 125I-иодоцианопиндолола в присутствии селективных
лигандов-ингибиторов

Лиганды-ингибиторы
β1-Адренорецептор

клетки ADL-7A
β2-Адренорецептор

клетки A2R9

0.25 мкМ ICI 118,551 k1 = 0.76 k2 = 0.032
0.25 мкМ ICI 118,551 + 0.25 мкМ CGP 20712 k3 = 0.11 k4 = 0.032

Рис. 5. Модельное смешивание разных количеств клеток, экспрессирующих β1-адренорецептор (ADL-7A) и β2-адре-
норецептор (A2R9), в разных пропорциях. Три группы столбцов – это результаты трех независимых экспериментов.
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залось ниже порога детекции, который в среднем
можно оценить на уровне 250 молекул на клетку.

Полученные нами данные на культурах сус-
пензионных клеток имеет смысл сопоставить с
результатами аналогичных исследований других
групп авторов. Sager et al. [11] измерили содержа-
ние β2-адренорецепторов в клетках HL-60. Их
данные (~2000 молекул на клетку) по порядку ве-
личины сравнимы с полученным в настоящей ра-
боте значением 4000. В работе Mäki et al. [12] про-
веден радиолигандный анализ содержания β-ад-
ренорецепторов (без дифференциации по типам)
в мембранных фракциях клеток ряда линий, в том
числе HL-60, U-937, K-562 и Raji. Как и следова-
ло ожидать, β-адренорецепторы обнаружены в
клетках HL-60 и U-937, причем в сравнимых ко-
личествах. Однако в клетках K-562 и Raji присут-
ствие β-адренорецепторов авторами не зареги-
стрировано, что расходится с результатами наше-
го исследования. По-видимому, порог детекции в
работе Mäki et al. проходил выше и не позволил
выявить в 5–10 раз меньшие количества β2-адре-
норецепторов, которые, по нашим данным, со-
держатся в этих клетках. Наибольшее число β1- и
β2-адренорецепторов выявлено нами в клетках
моноцитарной линии THP-1. В работах Grisanti
et al. [6] и Talmadge et al. [13] методами имму-
ноблоттинга и радиолигандного анализа также
показано, что клетки THP-1 производят значи-
тельные количества β1- и β2-адренорецепторов.
Таким образом, тестирование разработанной на-
ми методики на клеточных линиях дало результа-
ты, близкие к результатам работ других авторов.

Выполненный аналогичным образом анализ
содержания β1- и β2-адренорецепторов в мононукле-
арных клетках периферической крови (PBMC) семи
здоровых доноров показал (табл. 4), что количе-
ство β2-адренорецепторов в этих клетках варьиру-
ет в диапазоне 1000–2500 молекул на клетку. При-
сутствие β1-адренорецепторов в клетках PBMC ни

у одного из доноров достоверно зарегистрировать
не удалось.

Обсуждение полученных результатов. В настоя-
щее время известны три типа β-адренорецепто-
ров: β1, β2 и β3. В лейкоцитах человека β3-адрено-
рецептор не обнаружен, β2-адренорецептор
встречается практически во всех типах белых кле-
ток крови. Изучению представленности β-адрено-
рецепторов в клетках крови больных и здоровых
людей посвящены многочисленные исследова-
ния [4, 5, 8, 14–17]. Сопоставлять результаты этих
исследований довольно сложно, т.к. анализы
проводились по разным методикам и часто не ве-
рифицировались количественно другими метода-
ми. Несмотря на отсутствие строгой метрологи-
ческой верификации, в некоторых случаях удава-
лось выявить очень интересные и клинически
значимые изменения представленности β2-адре-
норецепторов, связанные с респираторными па-
тологиями [17]. В данной работе количество ре-
цепторов определяли по количеству связавшейся
с клетками радиоактивности в имп./мин на 1 млн

Таблица 3. Содержание β1- и β2-адренорецепторов в клеточных линиях

Клетки Происхождение
Количество молекул рецепторов на клетку

β1-адренорецепторы β2-адренорецепторы

Jurkat Т-лимфоциты <50 <30
MOLT-4 Т-лимфобласты <150 <120
Daudi В-лимфоциты <30 130 ± 20
Raji В-лимфоциты <100 230 ± 60
Dami Мегакариоциты 480 ± 230 250 ± 120
K-562 Гранулоциты <300 480 ± 200
HL-60 Промиелоциты <500 4000 ± 300
U-937 Макрофаги <800 6900 ± 900
THP-1 Моноциты 23000 ± 3000 6200 ± 1800

Таблица 4. Содержание β1- и β2-адренорецепторов в
мононуклеарных клетках периферической крови здо-
ровых доноров

Примечание: в скобках указаны данные для случаев, когда
погрешность измерения превышает полученное значение.

Донор
Количество молекул рецепторов на клетку

β1-адренорецепторы β2-адренорецепторы

1 <200 2370 ± 120
2 (60 ± 60) 1320 ± 60
3 <70 1260 ± 60
4 (140 ± 160) 1890 ± 150
5 <250 1890 ± 170
6 (240 ± 440) 1130 ± 240
7 (220 ± 460) 2030 ± 270
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клеток. Очевидно, прямой пересчет количества
радиоактивного лиганда, связанного с клетками,
в количество рецепторов, экспонированных на
поверхности этих клеток, без учета Kd приводит к
некоторому занижению результатов измерений.
Поэтому данные работы Агаповой с соавт. [17]
следует рассматривать скорее как оценочные.

Тем не менее, анализируя результаты различ-
ных исследований, можно заключить, что содер-
жание β2-адренорецепторов в мононуклеарных
клетках периферической крови варьирует в диа-
пазоне 400–2500 молекул на клетку, что вполне
согласуется и с нашими данными.

В большинстве органов и тканей человека β1-
и β2-адренорецепторы присутствуют совместно,
поэтому актуальна задача их раздельного опреде-
ления. В работе Бундкирхена с соавт. [18] пред-
ставлено одно из возможных решений этой зада-
чи при помощи математического анализа кривых
связывания 125I-иодоцианопиндолола в зависи-
мости от концентраций лигандов-ингибиторов
ICI 118,551 и CGP 20712. Построение таких кри-
вых требует большого объема экспериментально-
го материала, поскольку подразумевает проведе-
ние не менее 40 измерений. Предложенная нами
более простая схема анализа из трех измерений
имеет то преимущество, что для ее выполнения
достаточно ~6 млн клеток, которые можно полу-
чить из 10–20 мл крови.

Как правило, одновременно с содержанием
рецепторов проводят оценку соответствующих Kd
иодоцианопиндолола. В ряде работ Kd измеряли
на модельных клетках, экспрессирующих тот или
иной тип адренорецепторов [19, 20]. Kd для обоих
типов рецепторов, по-видимому, близки между
собой и заключены в пределах между 17 и 53 пМ.
Похожие значения, 40 пМ для β1-адренорецепто-
ра и 16 пМ для β2-адренорецептора, получены и в
нашей работе.

Вопрос о том, сколько β1-адренорецепторов в
норме содержится в различных типах клеток кро-
ви, на сегодняшний день остается открытым.
Cообщение Смоляковой с соавт. [5] о высоком
уровне β1-адренорецепторов в клетках крови не-
которых пациентов с кардиологическими патоло-
гиями, возможно, связано с какими-то особыми
обстоятельствами и нуждается в дополнительном
экспериментальном подтверждении. Нам уда-
лось лишь показать, что количество β1-адреноре-
цепторов в суммарной фракции мононуклеарных
клеток у семи здоровых людей не превышает
250 молекул на клетку и не может быть достоверно
измерено при помощи предложенной методики.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии клеток и условия культивирования. Ли-
ния клеток ADL-7A была получена нами ранее
[21] путем трансфекции клеток эмбриональной
почки человека НЕК293 (из коллекции Институ-
та экспериментальной кардиологии НМИЦ)
плазмидой pMC4IPW-ADRBopt, кодирующей
оптимизированный ген β1-адренорецептора че-
ловека под контролем промотора ранних генов
цитомегаловируса. Линию клеток A2R9 получали
трансфекцией исходных клеток НЕК293 плазми-
дой pC4IPW-hADRB2-EGFP, кодирующей ген
β2-адренорецептора, соединенного на С-конце с
зеленым флуоресцентным белком, который слу-
жил маркером для идентификации трансфициро-
ванных клонов. Клетки указанных линий культи-
вировали в среде DMEM, содержащей 10%-ную
фетальную бычью сыворотку (FBS), 2 мM L-глу-
тамин, 100 ед./мл пенициллина и 0.1 мг/мл стреп-
томицина (все реактивы Invitrogen, США), в ат-
мосфере 5% CO2 при 37°С.

Для проведения реакции связывания с 125I-иодо-
цианопиндололом клетки снимали с поверхности
флаконов обработкой трипсином, реакцию про-
теолиза останавливали добавлением культураль-
ной среды с 10% FBS, клетки осаждали центрифу-
гированием 15 мин при 1100 об/мин (200 g), два-
жды промывали фосфатно-солевым буферным
раствором (PBS) при комнатной температуре и
суспендировали в PBS до конечной концентра-
ции 101–106 кл./мл (НЕК293) или 106 кл./мл
(ADL-7A, A2R9).

Суспензионные клетки человека линий Raji,
Daudi, Jurkat, K-562, U-937, MOLT-4, Dami, HL-60
и THP-1 из коллекции Института эксперимен-
тальной кардиологии НМИЦ культивировали в
среде RPMI 1640, содержащей 10% FBS, 2 мM
L-глутамин, 100 ед./мл пенициллина и 0.1 мг/мл
стрептомицина. Для проведения радиолигандно-
го анализа клетки осаждали центрифугированием
и дважды промывали PBS, как описано выше.

Мононуклеарные клетки периферической крови
человека (PBMC). Забор крови у добровольцев
проводили в лаборатории Института экспери-
ментальной кардиологии НМИЦ. Венозную
кровь семи здоровых добровольцев собирали в
вакуумные пробирки BD Vacutainer CPT (Becton,
Dickinson and Company, США) и обрабатывали
согласно инструкции производителя. Моно-
нуклеарные клетки переносили в другие пробир-
ки и дважды промывали PBS.

Лиганды. В работе использовали следующие
лиганды: цианопиндолол хемифумарат (Bio-
Techne Corporation, США), ICI 118,551 (Sigma-
Aldrich, США) и CGP 20712 (Bio-Techne Corpora-
tion, США).
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125I-иодоцианопиндолол. Радиоактивный изотоп
иода в составе молекулы Na125I (2000 Ки/ммоль) по-
лучали от АО “Радиевый институт им. В.Г. Хло-
пина” (Санкт-Петербург, Россия). Внедрение
атома 125I в молекулу цианопиндолола при помо-
щи хлорамина Т проводили методом Greenwood
et al. [22] с некоторыми модификациями. В реак-
цию мечения брали 1 мкг цианопиндолола хеми-
фумарата и 1 мКи Na125I в 50 мкл 0.2 М калий-
фосфатного буфера, рН 7.0. Реакцию иницииро-
вали добавлением 10 мкл раствора хлорамина Т
(5 мг/мл), инкубировали при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 с, останавливали реакцию до-
бавлением 10 мкл тиосульфата натрия (20 мг/мл).
Смесь выдерживали 5 мин при комнатной темпе-
ратуре, после чего добавляли 1 мкл раствора “хо-
лодного” иодида натрия (6 мг/мл).

Целевой продукт очищали при помощи высо-
коэффективной жидкостной хроматографии на
колонке Диасорб 130 (5 мкм, 4 × 150 мм; Елсико,
Россия) в ион-парном режиме с элюцией в гради-
енте концентрации ацетонитрила 0–90% в
10%-ной уксусной кислоте. Фракции, содержа-
щие 125I-иодоцианопиндолол, объединяли, упа-
ривали досуха, растворяли в 70%-ном этиловом
спирте и хранили при –20°С. Долю радиоактив-
ности во фракции, способной к связыванию с ад-
ренорецепторами (фракция “bindable”), оценива-
ли в предварительных экспериментах с избыточ-
ным количеством клеток ADL-7A или A2R9.

Реакция связывания с 125I-иодоцианопиндоло-
лом. Модельные клетки смешивали с таким рас-
четом, чтобы в 100 мкл суспензии находилось 2 ×
× 105 клеток НЕК293, выполняющих роль носи-
теля, и дозированное число клеток ADL-7A
и/или A2R9, как правило, 100–5000 клеток. В слу-
чае суспензионных клеточных линий использо-
вали от 2 × 105 до 2 × 106 клеток в 100 мкл, клетки
PBMC брали в количестве от 5 × 105 до 106 в
100 мкл суспензии. Для снижения неспецифиче-
ского связывания в суспензию добавляли казеи-
новый концентрат CBC2 (Stereospecific Detection
Technologies, Германия) в разведении 1 : 10.

В пробирки типа эппендорф последовательно
вносили 100 мкл клеточной смеси, 20 мкл PBS,
или 20 мкл 2.5 мкМ раствора селективного лиган-
да ICI 118,551, или 20 мкл смеси 2.5 мкМ
ICI 118,551 и 2.5 мкМ СGP 20712, затем добавляли
80 мкл раствора 125I-иодоцианопиндолола в PBS с
10% CBC2. В стандартных экспериментах коли-
чество радиоактивности во фракции “bindable”
составляло 80000 имп./мин на пробу. Пробирки с
реакционной смесью инкубировали в течение
30 мин при 37°С с перемешиванием на шейкере.

По окончании инкубации пробирки с пробами
центрифугировали 10 мин при 2000 g. Суперна-
тант удаляли, осадок суспендировали в 200 мкл

PBS, центрифугировали 10 мин при 2000 g, после
чего осадок вторично суспендировали в 200 мкл
PBS, центрифугировали 5 мин при 10000 g и уда-
ляли супернатант. Количество связавшейся с
клетками радиоактивности определяли при по-
мощи гамма-счетчика 2470 Wizard2 (Perkin-
Elmer, США) с эффективностью счета 79%. Все
измерения проводили в трех или четырех па-
раллелях. Отклонение от средней величины не
превышало 20%.

В кинетических экспериментах по истечении
времени инкубации для полной остановки реак-
ции связывания в пробы добавляли немеченый
цианопиндолол до 10 мкМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном исследовании разработана и вери-

фицирована методика одновременного раздель-
ного определения β1- и β2-адренорецепторов на
основе радиолигандного анализа с использовани-
ем 125I-иодоцианопиндолола, определен порог
детекции β1-адренорецепторов, обсуждаются ме-
тодологические вопросы сопоставления резуль-
татов анализа. Верификация методики проведена
с помощью модельного смешивания трансгенных
линий клеток ADL-7A и A2R9 друг с другом в раз-
личных пропорциях и последующего раздельного
определения количества β1- и β2-адренорецепто-
ров в получаемых смесях. При соотношении коли-
чества β1-адренорецепторов к β2-адренорецепто-
рам 1 : 10 погрешность измерения не превышает
15%, однако с уменьшением доли β1-адренорецеп-
торов до 1 : 40 ошибка измерения резко возрастает
и может достигать 40%.

По разработанной методике проанализирова-
но содержание β1- и β2-адренорецепторов в девя-
ти клеточных линиях (различных типах клеток
крови), а также в мононуклеарных клетках пери-
ферической крови семи здоровых доноров.

Измерение количества β1- и β2-адренорецеп-
торов в мононуклеарных клетках крови здоровых
доноров, описанное в настоящей статье, выступа-
ет скорее демонстрацией возможности примене-
ния разработанной нами методики и не может
претендовать на серьезные медико-биологиче-
ские заключения вследствие явно недостаточного
количества исследованных образцов крови.

Важным достижением предложенного метода
можно считать возможность использования этого
анализа для индивидуального человека (пациен-
та), что делает метод весьма привлекательным для
прикладных медицинских целей. Однако, учиты-
вая высокую динамику рецепторного аппарата
человека под действием различных факторов (па-
тологии, стресс, лекарственные препараты и
проч.), к получаемым данным надо относиться
осторожно. Видимо, более информативными и
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более корректными с медицинской точки зрения
будут такие исследования по динамике измене-
ний адренорецепторной активности, как ответ на
действие лекарственных препаратов.
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Radiolig and Binding Assay for the Simultaneous Determination 
of β1- and β2-Adrenergic Receptors in Human Blood Cells

A. Y. Shevelev*, N. M. Kashirina**, L. N. Lipatova**, E. V. Yanushevskaya**, M. M. Peklo**,
I. N. Rybalkin*, **, P. N. Rutkevich*, **, O. K. Chusovitina**, N. A. Skoblova***, Yu. S. Skoblov***, #, 

T. N. Vlasik*, **, and K. A. Zykov**, ****
#Phone: +7 (916) 644-30-95; e-mail: sur@ibch.ru

*Framon Joint Stock Company, ul. 3-ya Cherepkovskaya 15A, Moscow, 121552 Russia
**National Medical Research Center of Cardiology, ul. 3-ya Cherepkovskaya 15A, Moscow, 121552 Russia
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In this study, a method for the separate determination of both types of adrenoceptors based on radioligand
binding analysis using 125I-iodocyanopindolol is proposed, comprising three measurements: (1) without
competing ligands, (2) in the presence of selective ligand ICI 118,551 (0.25 μM) and (3) in the presence of
two selective ligands – ICI 118,551 and CGP 20712 (0.25 μM each). The technique was tested on a model
system of two transgenic cell lines ADL-7A and A2R9 with the expression of recombinant β1- and β2-adren-
ergic receptors. If the ratio of the number of β1-adrenergic receptors to β2-adrenergic receptors is 1 : 10, the
measurement error is about 15%. Analysis of 9 cell lines representing different types of blood cells showed the
presence of β2-adrenergic receptors in Daudi, Raji, Dami, K-562, HL-60, U-937 and THP-1 cells and their
absence in Jurkat and MOLT-4 cells. β1-Adrenergic receptors are reliably registered only in THP-1 cells of
monocytic origin. In the remaining cell lines, with the exception of Dami, the number of β1-adrenergic re-
ceptors was found below the detection limit, estimated as 250 molecules per cell. Measurements performed
on the peripheral blood mononuclear cells of seven healthy donors showed the presence of β2-adrenergic re-
ceptors in the range from 1000 to 2500 molecules per cell, while the content of β1-adrenergic receptors in all
cases appeared to be on the border or beyond the detection limit.

Keywords: - and -adrenergic receptors, radioligand binding assay, human cellsβ1 β2
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