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Миозин II типа – основной молекулярный мотор для осуществления актомиозин�зависимых двигательных
процессов в клетках. Фосфорилирование регуляторных легких цепей (РЛЦ) миозина по остатку Ser�19 яв�
ляется необходимым условием для активации гладкомышечного/немышечного миозина II и служит биохи�
мическим эквивалентом их активности. Дополнительное фосфорилирование РЛЦ по Thr�18 повышает
АТP�азную активность миозина II. Для измерения уровня фосфорилирования РЛЦ миозина по Ser�19 или
дифосфорилирования по Thr�18/Ser�19 существует ряд методов, эффективных и надежных при измерениях
в богатых миозином тканях. Однако для немышечных клеток, которые характеризуются низким содержа�
нием миозина II и обычно доступны для исследований в существенно меньших количествах, применение
этих методов ограничено. В этой связи анализ динамики изменения фосфорилирования РЛЦ в многочис�
ленных образцах немышечных клеток становится серьезной задачей, требующей большого количества кле�
ток. Использование фосфоспецифичных антител повышает чувствительность измерений, но позволяет оп�
ределить только относительные уровни фосфорилирования РЛЦ по индивидуальным остаткам. Следова�
тельно, сложно говорить о физиологической значимости наблюдаемых изменений. С целью количествен�
ного измерения уровня фосфорилирования РЛЦ в небольших количествах немышечных клеток мы исполь�
зовали калибровочные стандартные нефосфорилированные и фосфорилированные in vitro РЛЦ в иммуноб�
лоттинге с фосфоспецифическими антителами против РЛЦ после классического электрофореза. В настоя�
щей работе приведено подробное описание данного метода и продемонстрировано его применение для ко�
личественного измерения изменений уровня фосфорилирования РЛЦ в эндотелиальных клетках человека
в ответ на природные агонисты, тромбин и инсулин, а также содержания фосфорилированных РЛЦ в тром�
боцитах человека. Обсуждены преимущества и ограничения описываемого метода в сравнении с другими
методами измерения уровня фосфорилирования РЛЦ в немышечных клетках.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регуляторные легкие цепи миозина, немышечные клетки, фосфорилирование, им�
муноблоттинг, количественное измерение.
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Миозин II типа – универсальный моторный
белок, обеспечивающий многочисленные дви�
гательные реакции эукариотических клеток.

Механическое усилие развивается при взаимо�
действии с актиновыми филаментами в резуль�
тате вызванных гидролизом АТP конформаци�
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онных перестроек миозина II. Немышечный
(NMII) и гладкомышечный миозин II (SMMII)
активируется при фосфорилировании регуля�
торной легкой цепи (РЛЦ) миозина по остатку
Ser�19; дополнительное фосфорилирование Thr�18
повышает АТPазную активность миозина II [1, 2].
Список протеинкиназ, способных фосфорили�
ровать и активировать NMII в клетках, постоян�
но расширяется [3, 4]. Однако в настоящее вре�
мя основными активаторами миозина II в не�
мышечных клетках считаются две протеинкина�
зы: киназа легких цепей миозина (КЛЦМ,
MYLK1) и Rho�ассоциированная протеинкина�
за (ROCK). КЛЦМ является Ca2+�кальмодулин
(КаМ)�зависимой протеинкиназой, узкоспеци�
ализированной в отношении NMII и SMMII [5].
ROCK считается основным Ca2+�независимым
активатором миозина II и входит в сигнальный
путь малой GТPазы RhoA [6, 7]. ROCK прямо
фосфорилирует РЛЦ in vitro и in vivo [6]; более
того, ROCK фосфорилирует регуляторную субъ�
единицу�1 фосфатазы миозина (MYPT1), при�
водя к повышению общего уровня фосфорили�
рования РЛЦ за счет подавления активности
фосфатазы миозина [8].

Для измерения уровня монофосфорилиро�
вания РЛЦ по остатку Ser�19 (Ф�РЛЦ) и дифос�
форилирования по остаткам Thr�18/Ser�19
(ФФ�РЛЦ) разработан ряд методов, включаю�
щих изоэлектрическое фокусирование после
электрофоретической очистки миозина в при�
сутствии пирофосфата [9], ПААГ�электрофорез
в присутствии мочевины и глицерина [10] и ме�
тод Phos�tag (электрофорез в присутствии фос�
фат�связывающей химической субстанции
Phos�tagTM) [11–14]. Эти методы применяются в
различных модификациях, различаются своей
чувствительностью и способностью специфи�
чески идентифицировать участок фосфорили�
рования, а также обычно требуют относительно
большого количества образца и/или трудозат�
ратных манипуляций с образцами. В этой связи
метод, основанный на классическом Ds�Na�
электрофорезе и иммуноблоттинге, может стать
доступным альтернативным подходом для изме�
рения и мониторинга уровня Ф�РЛЦ и/или
ФФ�РЛЦ в немышечных клетках. Несмотря на
то, что метод иммуноблоттинга принято считать
полуколичественным, существуют методологи�
ческие подходы для получения надежных коли�
чественных данных с помощью этого метода
[15, 16].

В данной работе описан метод количествен�
ного измерения уровня моно� и дифосфорили�
рования РЛЦ миозина с помощью Ds�Na�элект�
рофореза с последующим иммуноблоттингом с
фосфоспецифическими антителами против РЛЦ

и использованием внешних стандартных РЛЦ,
фосфорилированных in vitro. Продемонстриро�
вано применение данного метода для количест�
венного измерения изменений уровня фосфо�
рилирования РЛЦ в эндотелиальных клетках
линии EA.hy926 в ответ на стимуляцию тромби�
ном, вызывающим гиперпроницаемость эндо�
телиального монослоя [17], или инсулином, ока�
зывающим протекторное действие на барьер�
ную функцию эндотелия [18]. С помощью дан�
ного метода также измерен уровень фосфорили�
рования РЛЦ в нестимулированных тромбоци�
тах. В работе обсуждена проблема выбора между
предлагаемым методом и альтернативными ме�
тодами измерения уровня фосфорилирования
РЛЦ миозина в немышечных клетках.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. В работе использовали биохими�
ческие реактивы аналитической степени чисто�
ты, которые приобретали в компаниях «Sigma�
Aldrich», «Calbiochem», «Bio�Rad», «ThermoFisher
Scientific», «Merck», «Enzyme Research South Bend»,
«BD Biosciences» и «Enzo Life Sciences». Для им�
муноблоттинга использовали поливинилиден�
дифлуоридные (PVDF) мембраны («Amersham»,
США) и наборы реактивов для хемилюминесцент�
ной детекции West Pico Chemiluminescent Sub�
strate («Thermo Fisher Scientific», США) или
Clarity Western ECL Substrate («Bio�Rad», США).
В работе применяли следующие первичные ан�
титела: анти�РЛЦ («ProteinTech», кат. № 10324�
1�AP), антитела против фосфо�РЛЦ(Ser�19)
(«Cell Signaling», кат. № 3675), антитела против
дифосфо�РЛЦ(Ser�19/Thr�18) («Cell Signaling»,
кат. № 3674), антитела против глицеральдегид�
фосфатдегидрогеназы (ГАФД) («Sigma�Aldrich»,
кат. № G8795). Вторичные антитела, конъюгиро�
ванные с пероксидазой хрена против иммуногло�
булинов кролика («Sigma�Aldrich», кат. № A0545)
и против иммуноглобулинов G мыши («Abcam»,
кат. № ab97046). В работе использовали тромбин
(«Enzyme Research», США); инсулин («Sigma»,
США), глутатион�сефарозу («Thermo Fisher
Scientific», США), Phos�tag («NARD Ltd.», Япо�
ния). Культуральный пластик приобретали в ком�
паниях «Corning» (США) и «Greiner�bio�one»
(Австрия). Питательную среду Игла в модифи�
кации Дульбекко (ДМЕМ) приобретали у «Пан�
Эко» (Россия); эмбриональную сыворотку быка
(FBS) – у «HyClone» (США). Кодирующая ДНК
РЛЦ человека на основе вектора pGEX4T�1 бы�
ла любезно предоставлена проф. Д.М. Ваттерсо�
ном (D.M. Watterson) из Северо�западного уни�
верситета (Чикаго, США). Тромбоциты челове�
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КАЗАКОВА  и  др.

ка получали в Центре переливания крови Пер�
вого московского медицинского университета
им. И.М. Сеченова (Москва, Россия).

Получение стандартных моно= и дифосфори=
лированных РЛЦ. Кальмодулин (КаМ) выделяли
из мозга быка согласно Gopalakrishna et al. [19].
КЛЦМ и РЛЦ миозина выделяли из мышечных
желудков индейки по протоколам, описанным
Adelstein et al. [20]. Концентрацию КЛЦМ и
РЛЦ индейки определяли по методу Брэдфорд
[21]. Рекомбинантные РЛЦ человека, слитые с
глутатион�S�трансферазой (GST), получали из
трансформированных клеток E. coli (штамм
BL21pLys) после индукции экспрессии внесени�
ем изопропил�β�D�тиогалактопиранозида до
конечной концентрации 1 мМ и 3�часовой ин�
кубации при 37 °C. GST–РЛЦ очищали на ко�
лонке с глутатион�сефарозой в соответствии с
протоколом производителя. GST�tag отщепляли
тромбином (0,77 ед./1 мг GST–РЛЦ, 30 мин, 30 °C)
в буфере, содержавшем 10 мМ восстановленно�
го глутатиона, 50 мМ Tris�HCl, pH 8,0. Реакцию
останавливали внесением диизопропилфторфос�
фата (DFP) до конечной концентрации 1 мкM.
Эффективность расщепления GST–РЛЦ подт�
верждали Ds�Na�электрофорезом, используя РЛЦ
индейки в качестве стандарта. Полученный пре�
парат РЛЦ применяли в работе без дальнейшей
очистки.

Для получения фосфо�РЛЦ(Ser�19) индейки
очищенные РЛЦ (20 мкМ) инкубировали в тече�
ние 20 мин при 30 °C с КЛЦМ (6 нМ) в буфере,
содержавшем 10 мМ 3�(N�морфолино)пропан�
сульфоновой кислоты (MOPS) (pH 7,0), 2 мМ
MgCl2, 100 мМ KCl, 20 мМ NaCl, 1 мМ дитиот�
реитола, 0,5 мМ АТP, 1 мМ CаCl2 и 300 нМ КаМ.
Дифосфо�РЛЦ индейки получали, повышая
концентрацию КЛЦМ до 1,8 мкM и время инку�
бации – до 100 мин. Рекомбинантные фосфо�
РЛЦ(Ser�19) человека получали по описанному
выше протоколу с небольшими модификация�
ми: 60 мин при 37 °C в присутствии 0,5 мкM
КЛЦМ и 1 мкM КаМ. Для получения дифосфо�
РЛЦ человека реакцию проводили в течение
300 мин при 37 °C в буфере, содержавшем 10 мМ
MOPS (pH 7,0), 10 мМ MgCl2, 100 мМ KCl, 20 мМ
NaCl, 2 мМ дитиотреитола, 2 мМ АТP, 5 мМ
CаCl2, 1,5 мкM КаМ и 2 мкM КЛЦМ. Степень
фосфорилирования РЛЦ анализировали элект�
рофорезом в присутствии глицерина и мочеви�
ны (рис. 1, a).

Электрофорез и иммуноблоттинг. Электрофо�
рез очищенных белков и клеточных лизатов
проводили по методу Лэммли [22] в 12%�ном
ПААГ. Для разделения фосфорилированных
форм белков гели полимеризовали в присут�
ствии реактива Phos�tag [11]. Электрофорез в

присутствии мочевины и глицерина проводили
по методу Persechini et al. [10]. В частности, об�
разцы растворяли в буфере, содержавшем 20 мМ
Tris�HCl (pH 6,8), 9 M мочевины, 10 мМ дитиот�
реитола и 0,05% бромфенолового синего; элект�
рофорез проводили в камерах «MiniProtean III»
(«Bio�Rad», США) в буфере, содержавшем 4 мМ
Tris и 4,6 мМ глицина (pH 8,6), а также 14 мМ
2�меркаптоэтанола при 330 В в течение 50 мин и
затем при 400 В в течение 240 мин. Гели окраши�
вали красителем Кумасси R�250 или осущест�
вляли электроперенос (300 мА, 1 ч) на фильтры
PVDF по методу Towbin et al. [23] в буфере, со�
державшем 25 мМ Tris и 192 мМ глицина (pH 8,6),
а также 20% этанола. После электропереноса
фильтры инкубировали в течение 20 мин при  25 °C
в 0,25%�ном глутаровом альдегиде для ковалент�
ного связывания белков с фильтром. Для имму�
ноблоттинга фильтры инкубировали в течение
1 ч при 25 °C в Tris�солевом буфере (ТСБ, 20 мМ
Tris�HCl, pH 7,6, 165 мМ NaCl), дополненным
0,05% Твин�20 и 5%�ным обезжиренным моло�
ком, для блокировки сайтов неспецифического
связывания белков. Фильтры отмывали в ТСБ,
последующие инкубации с первичными и вто�
ричными антителами проводили в течение ночи
при 4 °C в ТСБ, дополнительно содержавшем
0,1% бычьего сывороточного альбумина (БСА) и
0,1% NaN3. Использовали следующие рабочие раз�
ведения первичных антител: анти�РЛЦ – 1 : 1000;
антифосфо�РЛЦ(Ser19) – 1 : 2000; антифосфо�
РЛЦ(Ser19/Thr18) – 1 : 2000; анти�ГАФД – 1 : 10 000.
Для повторных окрасок связавшиеся с белками
антитела отмывали по методу Yeung et al. [24].
В частности, после регистрации сигнала фильтры
PVDF трижды отмывали в ТСБ в течение 5 мин
при 25 °C. Связавшиеся антитела отмывали двумя
5�минутными инкубациями в растворе, содер�
жавшем 6 M гуанидина, 20 мМ Tris�HCl, pH 8,0,
0,2% NP�40 и внесенный непосредственно пе�
ред процедурой 0,1 M 2�меркаптоэтанол. Затем
фильтры четыре раза в течение 5 мин при 25 °C,
отмывали в ТСБ, дополнительно содержавшем
0,1% Твин�20, ополаскивали дистиллированной
водой, высушивали на воздухе и хранили при 25 °C
до вторичной инкубации с новыми антителами.
Хемилюминесцентный сигнал регистрировали в
видео�режиме с помощью прибора Fusion SL3500W
(«Vilber Lourmat», Франция). Полученные при
экспозиции разной длительности изображения
обсчитывали с помощью программного обеспе�
чения ImageJ v1.48 (NIH, США).

Клеточные культуры и стимуляция клеток.
Клетки EA.hy926 (АТCC, США) высевали на
покрытые желатином чашки диаметром 35 мм
(для подготовки образцов для электрофореза в
присутствии мочевины и глицерина использо�
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вали чашки диаметром 100 мм) и инкубировали
при 37 °С в атмосфере 5% CO2 в питательной
среде ДМЕМ, дополнительно содержавшей 10%
FBS и антибиотики. Смену питательной среды
проводили каждые два дня. Перед стимуляцией
клетки депривировали в течение 1 ч, используя
ДМЕМ без FBS. Растворы α�тромбина и инсу�

лина готовили непосредственно перед примене�
нием: растворяли в ДМЕМ или 0,1%�ном раст�
воре БСА в фосфатно�солевом буфере (ФСБ) со�
ответственно и использовали в конечной концент�
рации 100 нМ. Влияние тромбина и инсулина на
уровень фосфо�РЛЦ в клетках EA.hy926 анали�
зировали, через 12 и 15 мин соответственно.
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Рис. 1. Количественное измерение уровня Ф�РЛЦ, ФФ�РЛЦ и нефосфо�РЛЦ в лизатах эндотелиальных клеток с исполь�
зованием стандартных РЛЦ в одном иммуноблоттинге. а – Репрезентативные изображения окрашенных Кумасси R�250
гелей после электрофореза в присутствии мочевины и глицерина: верхняя панель – РЛЦ мускульного желудка индейки (1);
Ф�РЛЦ (2); эквимолярная смесь Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ (3); ФФ�РЛЦ (4); нижняя панель – рекомбинантные РЛЦ человека:
эквимолярная смесь нефосфорилированных РЛЦ, Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ (5); нефосфо�РЛЦ (6); Ф�РЛЦ (7); ФФ�РЛЦ (8).
Положение различных форм РЛЦ помечено справа; репрезентативные калибровочные кривые для Ф�РЛЦ (б), ФФ�РЛЦ (в)
и общих РЛЦ (г), полученные на основании денситометрического анализа сигналов от возрастающих количеств смеси
стандартных РЛЦ (заштрихованные маркеры); незаштрихованные маркеры соответствуют сигналам, полученным из ли�
затов эндотелиальных клеток. Над графиками приведены соответствующие изображения репрезентативного иммуно�
блоттинга с эмпирически подобранным нанесением лизатов эндотелиальных клеток и калибровочными стандартными
РЛЦ. Калибровочный график отражает линейный диапазон всей калибровочной кривой, полученный при различных
временах экспозиции и перекрывающий величины сигналов от экспериментальных образцов
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В течение 2 ч после выделения тромбоцитар�
ного концентрата (50 мл) тромбоциты отмывали
в растворе Хэнкса (30 мл) тремя последователь�
ными циклами центрифугирования/взмучива�
ния при 800 g в течение 10 мин при 4 °C.

Количественное определение уровня фосфори=
лирования РЛЦ в клетках. Клетки EA.hy926 куль�
тивировали на чашках диаметром 35 мм до дос�
тижения монослоя. Клетки депривировали и сти�
мулировали 100 нМ тромбином или инсулином.
Через заданные промежутки времени клетки
промывали охлажденным (на льду) ФСБ и лизи�
ровали в 100 мкл двукратного буфера для образ�
цов по Лэммли. Для анализа фосфорилирова�
ния РЛЦ в нестимулированных клетках равные
объемы суспензии тромбоцитов, полученные от
каждого донора, помещали в две пробирки объ�
емом 1,5 мл (конечный объем 0,5–0,7 мл), осаж�
дали центрифугированием при 5000 g в течение
5 мин при 4 °C и лизировали в 200 мкл трехкрат�
ного буфера для образцов по Лэммли. Смесь
стандартных РЛЦ получали путем объединения
нефосфо�, монофосфо� и дифосфо�РЛЦ в мо�
лярном соотношении 60/20/20. Возрастающие
количества стандартных РЛЦ и эмпирически
подобранные объемы клеточных лизатов разде�
ляли в одном ПААГ и осуществляли электропе�
ренос на фильтр PVDF, который затем пооче�
редно инкубировали со всеми первичными ан�
тителами против РЛЦ и соответствующими вто�
ричными антителами после регистрации сигна�
ла и отмывки предыдущей пары антител, как
описано выше. В отдельных экспериментах с
помощью повторной инкубации отмытого
фильтра с вторичными антителами было полу�
чено подтверждение полноты удаления антител
с фильтра: хемилюминесцентный сигнал не де�
тектировался. Количество Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в
клеточных лизатах определяли по стандартным
калибровочным кривым, полученным на осно�
вании сигналов после инкубации с антителами
против Ф�РЛЦ или ФФ�РЛЦ соответственно
(рис. 1, б, в). Общее содержание РЛЦ в образцах
определяли по сигналу, полученному после ин�
кубации с фосфонеспецифическими антитела�
ми против РЛЦ (рис. 1, г). Равномерность внесе�
ния образцов в гель дополнительно контроли�
ровали нормировкой с помощью антител про�
тив ГАФД. Долю фосфо�РЛЦ рассчитывали как
отношение количества фосфо�РЛЦ (нг) к обще�
му количеству (нг) РЛЦ.

Статистическая обработка данных. Объеди�
няли данные из трех независимых эксперимен�
тов; результаты представляли как среднее значе�
ние ± среднеквадратическое отклонение (SD).
Статистически значимыми считали различия
при p < 0,05 по критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Валидация стандартов фосфо=РЛЦ и антител
против РЛЦ. Для измерения уровня фосфо�РЛЦ
в клетках были получены внешние стандартные
фосфо�РЛЦ. Остаток Ser�19РЛЦ служит хорошим
субстратом для КЛЦМ, однако последующее фос�
форилирование Thr�18 требует длительной ин�
кубации и существенного увеличения количест�
ва фермента [25]. Для получения Ф�РЛЦ(Ser�19)
и ФФ�РЛЦ(Thr�18/Ser�19) очищенный из ткани
препарат РЛЦ индейки и рекомбинантные РЛЦ
человека фосфорилировали in vitro очищенной
КЛЦМ. Полноту фосфорилирования РЛЦ под�
тверждали по изменению электрофоретической
подвижности РЛЦ в ПААГ в присутствии мочеви�
ны и глицерина (рис. 1, a). Как видно из рис. 1, а,
очищенный из ткани препарат РЛЦ (верхняя па�
нель, 1) содержит 3% монофосфорилированных
РЛЦ (согласно денситометрическому анализу
геля, окрашенного Кумасси R�250). После ин�
кубации 20 мкМ РЛЦ с 6 нМ очищенной КЛЦМ
в течение 20 мин практически все РЛЦ перехо�
дили в монофосфорилированную форму (рис. 1, a,
верхняя панель, 2). Длительная инкубация РЛЦ
в присутствии высоких концентраций КЛЦМ
приводила к полному переходу РЛЦ в дифосфо�
рилированную форму (рис. 1, a, верхняя панель, 4).
На нижней панели рис. 1, a представлены стан�
дартные рекомбинантные фосфо�РЛЦ человека,
полученные аналогичным образом.

Для валидации фосфоспецифических анти�
тел против РЛЦ лизаты эндотелиальных клеток
EA.hy926 разделяли электрофорезом в присут�
ствии мочевины и глицерина или реактива
Phos�tag и подтверждали, что выбранные для
данной работы антитела против Ф�РЛЦ(Ser�19)
и ФФ�РЛЦ(Thr�18/Ser�19) в иммуноблоттинге
не реагируют с другими фосфоформами РЛЦ,
которые потенциально могли возникать в ответ
на стимуляцию клеток EA.hy926 тромбином или
инсулином (данные не показаны). Кроме того, в
соответствии с ожидаемым результатом, данные
антитела реагировали только с заявленными
производителем фосфоформами стандартных
РЛЦ. Эти эксперименты подтверждают возмож�
ность применения данных антител для монито�
ринга уровня фосфо�РЛЦ миозина в клетках
EA.hy926 при стимуляции тромбином или инсу�
лином.

Основным ограничением при количествен�
ном анализе хемилюминесцентного сигнала при
иммуноблоттинге является узкий диапазон ли�
нейности, обычно не превышающий одного по�
рядка. По причине различий в реакционной
способности различных антител против РЛЦ не
представляется возможным использовать один
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и тот же линейный диапазон для измерения сиг�
налов фосфо�РЛЦ и общих РЛЦ. При опти�
мальных для регистрации экспозициях Ф�РЛЦ
и ФФ�РЛЦ сигнал от общих РЛЦ не достигает
линейного диапазона, тогда как при оптималь�
ных сигналах от общих РЛЦ сигналы, регистри�
руемые с помощью антител против Ф�РЛЦ и
ФФ�РЛЦ, уже выходят из линейного диапазона.
Для преодоления этой проблемы в данной рабо�
те калибровочные стандарты РЛЦ на одном им�
муноблоте проявляли в течение разных перио�
дов времени для получения линейной зависи�
мости хемилюминесцентного сигнала от коли�
чества внесенных стандартных РЛЦ в оптималь�
ном диапазоне нагрузки РЛЦ для определения
уровня фосфо�РЛЦ или общих РЛЦ в экспери�
ментальных образцах, внесенных в тот же гель.
Такой подход позволил измерить абсолютные
значения уровня Ф�РЛЦ, ФФ�РЛЦ и общих РЛЦ
в лизатах эндотелиальных клеток.

Вместе с тем проведенные эксперименты
показали отсутствие необходимости в отдель�
ных иммуноблоттингах для детекции разных
фосфоформ РЛЦ, т.к. все необходимые данные
можно получить из одной мембраны после от�
мывки связавшихся антител и инкубации с ан�
тителами против другой фосфоформы или про�
тив общих РЛЦ. При обработке фильтра PVDF
глутаровым альдегидом после электропереноса
стандартных РЛЦ и исследуемых образцов
мембрану можно использовать в иммуноблот�

тинге с разными антителами не менее трех раз
без потери интенсивности хемилюминесцент�
ного сигнала (рис. 2, а, б). Такой подход позво�
ляет снизить расход экспериментальных образ�
цов и избежать ошибок, связанных с вариация�
ми в нанесении образца в разные гели.

Показатель «стоимость–эффективность» пред�
лагаемого метода возрастает при повторном ис�
пользовании рабочих растворов первичных ан�
тител, которые при хранении при 4 °C в течение
не менее трех месяцев могут быть использованы
для как минимум трех иммуноблоттингов с по�
лучением воспроизводимого хемилюминесце�
нтного сигнала (данные могут быть предостав�
лены по запросу).

Измерение уровня Ф=РЛЦ и ФФ=РЛЦ в эндо=
телиальных клетках EA.hy926, стимулированных
тромбином или инсулином. Для демонстрации
практического применения предложенного ме�
тода измеряли уровень Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в эн�
дотелиальных клетках EA.hy926, стимулирован�
ных природными агонистами, тромбином и ин�
сулином. Как показано на рис. 2, а, базальный
уровень Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ составлял 25,4 ± 4,4%
и 28,8 ± 4,6% соответственно (рис. 2, белые
столбцы). Через 12 мин после стимуляции 100 нМ
тромбином уровень Ф�РЛЦ снижался до 13,7 ±
± 3,9%, тогда как уровень ФФ�РЛЦ возрастал до
52,3 ± 5,7% (рис. 2, заштрихованные столбцы).
Через 15 мин после стимуляции клеток 100 нМ
инсулином уровень Ф�РЛЦ снижался в 2 раза
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Рис. 2. Измеряемые величины уровня Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в эндотелиальных клетках EA.hy926 воспроизводятся после от�
мывки/повторного связывания антител и не зависят от последовательности инкубаций с антителами. Мембраны после
электропереноса последовательно инкубировали с первичными антителами против разных форм РЛЦ, отмывая связав�
шиеся антитела после каждого цикла регистрации хемилюминесцентного сигнала. Представлены средние абсолютные
значения уровня Ф�РЛЦ, ФФ�РЛЦ и НФ�РЛЦ в нестимулированных эндотелиальных клетках EA.hy926 (белые столбцы),
в клетках, стимулированных тромбином (серые столбцы) или инсулином (черные столбцы). Долю НФ�РЛЦ рассчитыва�
ли как разность между общим содержанием РЛЦ (100%) и суммы Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ. Последовательность внесения пер�
вичных антител: Ф�РЛЦ, ФФ�РЛЦ, РЛЦ, Ф�РЛЦ (панель а) или ФФ�РЛЦ, Ф�РЛЦ, РЛЦ, ФФ�РЛЦ (панель б). В обоих
случаях сигналы, полученные в первом цикле, были сравнимы с сигналами, полученными в четвертом цикле. Данные
представлены как средние значения ± SD для трех независимых экспериментов. * Различия с p < 0,05 при сравнении с ба�
зовым уровнем фосфорилирования
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(13,0 ± 3,6%), а уровень ФФ�РЛЦ – в 3 раза
(7,3 ± 2,8%) при сравнении с нестимулирован�
ными клетками (рис. 2, черные столбцы). Как
было отмечено выше, изменение последова�
тельности антител при повторных инкубациях
мембраны не оказывало существенного влияния
на полученные результаты (рис. 2, б), указывая
на то, что потери антигена с фильтров PVDF не
происходит, а также отсутствует необратимое
связывание антител против РЛЦ. 

При использовании стандартных РЛЦ чело�
века значения Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в эндотели�
альных клетках EA.hy926 были сопоставимы со
значениями, полученными при вычислениях с
применением стандартных РЛЦ индейки (дан�
ные не показаны).

Дополнительно был оценен уровень Ф�РЛЦ
и ФФ�РЛЦ в нестимулированных тромбоцитах
человека (два донора). Уровень Ф�РЛЦ составил
<10%, тогда как ФФ�РЛЦ не детектировались.
Эти результаты согласуются с данными, полу�
ченными ранее по включению радиоактивного
фосфата [26].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Фосфорилирование РЛЦ миозина по Ser�19
(Ф�РЛЦ) обеспечивает полную активацию
SMMII и NMII [27], однако часто отмечается
дифосфорилирование по Thr�18/Ser�19 (ФФ�РЛЦ)
[28], которое может продлевать активное состо�
яние миозина благодаря более медленному де�
фосфорилированию РЛЦ [29]. Таким образом,
оценка Ф�РЛЦ и/или ФФ�РЛЦ широко исполь�
зуется как биохимический эквивалент моторной
активности миозина II и его участия в (пато)фи�
зиологических процессах.

Для анализа уровня Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ раз�
работан ряд экспериментальных подходов, нап�
ример, электрофоретическое разделение нефос�
форилированных РЛЦ (НФ�РЛЦ), Ф�РЛЦ и
ФФ�РЛЦ с последующим окрашиванием белко�
выми красителями и денситометрическим ана�
лизом. Для разделения фосфоформ РЛЦ приме�
няют изоэлектрическое фокусирование после
очистки миозина в геле в присутствии пирофос�
фата [9], электрофорез в ПААГ в присутствии
мочевины и глицерина [10] или недавно создан�
ного реактива Phos�tag [11–14]. Классические
варианты этих методов требуют предваритель�
ной очистки миозина, следовательно, относи�
тельно больших количеств исходного образца,
что делает эти методы малопригодными для
анализа фосфорилирования миозина II в немы�
шечных клетках. Повышения чувствительности
измерения можно добиться благодаря использо�

ванию радиоактивного фосфата с последующим
одномерным электрофорезом или двумерным
разделением белков и картированием фосфо�
пептидов [30–32]. Однако такой подход не поз�
воляет точно определить модифицированный
остаток. Масс�спектрометрический анализ поз�
воляет снять это ограничение [12], однако в
этом случае требуются относительные большие
количества исходного образца.

В течение нескольких десятилетий основ�
ным методом выбора для определения уровня
Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в образцах клеток и тканей
был электрофорез в присутствии мочевины и
глицерина. Визуализация фосфоформ РЛЦ с
помощью антител против РЛЦ позволяет рас�
считать относительные количества НФ�РЛЦ,
Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ [33, 34], однако в этом слу�
чае нет уверенности в том, что модифицирован�
ными остатками являются именно Ser�19 и/или
Thr�18, поскольку потенциально фосфатная
группа может быть связана с другим(и) остатка�
ми. В то время как фосфорилирование по Ser�19
и/или дифосфорилирование по Thr�18/Ser�19
считаются основными участками модификации
РЛЦ для активации актомиозинового сокраще�
ния, было показано, что при устойчивом рас�
слаблении гладкой мышцы наблюдается моно�
фосфорилирование РЛЦ по Thr�18 [12]. Более
того, согласно базе данных PhosphoSitePlus
(http://www.phosphosite.org, [35]) в основной
изоформе РЛЦ (RLC2) несаркомерного миози�
на обнаружено порядка десяти участков фосфо�
рилирования, что указывает на возможность об�
разования множественных фосфоформ. Действи�
тельно, одновременное наличие множествен�
ных фосфоформ РЛЦ было продемонстрирова�
но для культивируемых миоцитов матки [13].
Эти результаты свидетельствуют, что при анали�
зе фосфорилирования РЛЦ не следует оставлять
без внимания участки, отличные от Ser�19 и
Thr�18. Следовательно, выводам о физиологи�
ческой значимости фосфорилирования РЛЦ
должна предшествовать валидация участков
фосфорилирования.

Иммунодетекция РЛЦ после электроперено�
са из гелей, приготовленных в присутствии мо�
чевины и глицерина, демонстрирует значитель�
но меньшую чувствительность при сравнении с
иммуноблоттингом после электрофореза в Ds�Na�
ПААГ. Эта проблема не исследована детально,
но, возможно, она связана с менее эффектив�
ным растворением РЛЦ в присутствии мочеви�
ны при сравнении с Ds�Na. В любом случае, для
малых количеств немышечных клеток и мышеч�
ных тканей предпочтительнее проводить имму�
нодетекцию РЛЦ миозина II после классическо�
го Ds�Na�электрофореза [14].
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Предложенный недавно метод разделения
фосфоформ белков с использованием реактива
Phos�tag позволяет объединить высокую чувстви�
тельность иммуноблоттинга и разрешающую
способность электрофореза в присутствии мо�
чевины и глицерина, а также идентифицировать
фосфоформы РЛЦ, содержащие фосфатные груп�
пы у разных аминокислотных остатков. С дру�
гой стороны, подвижность фосфоформ РЛЦ в
геле в присутствии Phos�tag зависит от положе�
ния фосфатной группы в полипептиде [13]. Со�
ответственно, благодаря разрешающей способ�
ности метода Phos�tag выявляется множество
фосфоформ РЛЦ, различающихся комбинацией
фосфорилированных остатков, появление кото�
рых может быть уникально в зависимости от
агониста/стимула и/или типа клеток/тканей.
Для количественных измерений методом Phos�tag
с использованием антител против общих РЛЦ
представляется необходимым соотнести полосы
РЛЦ, содержащие фосфо�Ser�19 и/или Thr�18 с
помощью валидированных фосфоспецифичных
антител.

Следует отметить, что некоторые коммер�
ческие антитела против общих РЛЦ получены с
использованием синтетических пептидов или
рекомбинантных антигенов, включающих ос�
татки Ser�19 и Thr�18. Следовательно, такие ан�
титела потенциально могут быть чувствительны
к фосфорилированию, и их использование мо�
жет привести к неверной трактовке полученных
результатов, в частности, к завышению значе�
ний уровня фосфо�РЛЦ. В то же время есть ука�
зания на то, что ряд антител, заявленных как
фосфо� и сайтспецифичные, могут связываться
также с другими фосфоформами РЛЦ [11–14].
Таким образом, для надежного количественного
измерения уровня фосфорилирования Ser�19 и
Thr�18 важна валидация антител. В предвари�
тельных экспериментах мы подтвердили, что
использованное в данной работе антитело про�
тив общих РЛЦ («ProteinTech», #10324�1�AP)
нечувствительно к фосфорилированию РЛЦ по
Ser�19 или Thr�18/Ser�19. С помощью электро�
фореза в присутствии мочевины и глицерина, а
также электрофореза в присутствии реактива
Phos�tag, мы подтвердили, что использованные
нами фосфоспецифические антитела не связы�
ваются с другими фосфоформами РЛЦ, которые
потенциально могли бы возникать в клетках
EA.hy926 в ответ на стимуляцию тромбином или
инсулином.

При наличии валидированных антител к
фосфо�РЛЦ с помощью электрофореза в Ds�Na�
ПААГ и иммуноблоттинга можно проследить
динамику монофосфорилирования РЛЦ по Ser�19
или дифосфорилирования по Thr�18/Ser�19, но

в своем наиболее распространенном формате
этот подход не позволяет определить стехиомет�
рию фосфорилирования РЛЦ [36]. Однако в
комбинации с внешними стандартами фосфо�
РЛЦ можно относительно легко получить коли�
чественные данные (рис. 1). Согласно нашим
наблюдениям, для воспроизводимого измере�
ния уровня Ф(Ф)�РЛЦ требуется ~105 немышеч�
ных клеток. Согласно результатам, представлен�
ным на рис. 1, б–г, предлагаемый нами метод
позволяет детектировать 0,5–1 нг Ф(Ф)�РЛЦ и
3–5 нг общих РЛЦ в экспериментальном образ�
це. Можно полагать, что чувствительность мето�
да можно увеличить, используя третичные анти�
тела, как описано в работе Takeya et al. [14].

В идеальном случае для наиболее точного
количественного измерения уровня фосфо�РЛЦ
для каждого образца клеток/ткани следует ис�
пользовать стандартные РЛЦ, полученные из
того же вида животных. Однако при использо�
вании стандартных РЛЦ индейки или рекомби�
нантных РЛЦ человека мы не обнаружили су�
щественных различий в измеряемом уровне
фосфо�РЛЦ в клетках человека. Действительно,
консервативность аминокислотной последова�
тельности между этими РЛЦ составляет �98%
(2–3 отличающихся а.о. в зависимости от изо�
формы РЛЦ), кроме того, использование по�
ликлональных антител против общих РЛЦ сво�
дит возможные вариации в определении к зна�
чениям ниже ошибки измерения. В то же время
для РЛЦ из других классов животных, может
потребоваться корректировка метода в зависи�
мости от степени гомологии последовательнос�
ти РЛЦ и относительной реакционной способ�
ности антител против РЛЦ.

С помощью описанного метода был измерен
уровень Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в покоящихся эндо�
телиальных клетках EA.hy926 и проведен анализ
динамики изменений Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в этих
клетках в ответ на тромбин и инсулин. Тромбин
вызывал реципрокное изменение Ф�РЛЦ и
ФФ�РЛЦ (рис. 2), однако через 12 мин после
стимуляции клеток тромбином отмечалось уве�
личение суммарного количества активирован�
ного миозина, т.е. снижение уровня НФ�РЛЦ
при сравнении с нестимулированными клетка�
ми. Этот результат согласуется с данными лите�
ратуры о том, что в эндотелиальных клетках
тромбин вызывает фосфорилирование миозина
с последующим ошариванием, сокращением кле�
ток и развитием гиперпроницаемости [33, 37].
С другой стороны, инсулин снижал уровень Ф�РЛЦ
и ФФ�РЛЦ в эндотелиальных клетках в 2–3 ра�
за (рис. 2). Снижение общего уровня фосфори�
лирования РЛЦ согласуется с наблюдениями о
том, что инсулин усиливает барьерную функ�
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цию эндотелия [18]. Таким образом, проведен�
ные измерения уровня активности миозина II
коррелируют с физиологическими ответами эн�
дотелиальных клеток. Следует особо подчерк�
нуть, что описанный метод количественного
иммуноблоттинга позволяет различить измене�
ния в уровне фосфорилирования РЛЦ в клетках,
например, как с 30 до 60%, так и с 3 до 6%. Фи�
зиологическое значение этих изменений может
быть совершенно различным, но в обоих этих
случаях относительный метод оценки с по�
мощью стандартного иммуноблоттинга выявит
двукратную активацию миозина, что может при�
вести к некорректной интерпретации результатов.

Полученные результаты подтверждают кон�
курентоспособность предложенного метода ко�
личественного анализа уровня фосфорилирова�
ния РЛЦ в немышечных клетках. В таблицу све�
дены преимущества, ограничения и некоторые
практические аспекты для существующих мето�
дов определения уровня фосфорилирования
Ser�19 и/или Thr�18/Ser�19 в немышечных клет�

ках. Как отмечено в таблице, предлагаемый в
настоящей работе метод сочетает высокую
чувствительность и экономичность в отноше�
нии затрат времени и материальных ресурсов,
однако основным недостатком этого метода яв�
ляется необходимость использования стандарт�
ных фосфорилированных РЛЦ, которые, нас�
колько нам известно, в настоящее время не
представлены на коммерческом рынке.

Таким образом, в настоящей работе описан
нетрудоемкий метод количественного измере�
ния уровня Ф�РЛЦ и ФФ�РЛЦ в биологических
образцах с помощью иммуноблоттинга с ис�
пользованием калибровочных стандартных РЛЦ.
Метод позволяет надежно измерять уровень ак�
тивации миозина II в небольших количествах
немышечных клеток и параллельно обрабаты�
вать большое количество образцов при эконом�
ном расходовании дорогих реактивов, использу�
емых для стимуляции клеток и последующего
анализа. Абсолютные величины уровня фосфо�
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Метод

Электрофорез в
присутствии пиро�
фосфата/ИЭФ/ИБ

ПААГ�электрофо�
рез в присутствии
мочевины и глице�
рина/ИБ

Ds�Na�ПААГ�
электрофорез в
присутствии реа�
гента Phos�tag/ИБ

Ds�Na�ПААГ�
электрофорез/ИБ

Примечания

требуется оборудование
и реактивы для ИЭФ,
специальная подготовка
образцов

подготовка образцов
требует больших затрат
времени; электрофоре�
тическое разделение
происходит медленно
(3–4 ч)

стандартное оборудова�
ние для Ds�Na�ПААГ�
электрофореза и ИБ;
подготовка образцов и
манипуляции с Phos�tag
гелями требуют боль�
ших затрат времени;
трудоемкая валидация
фосфоформ РЛЦ

стандартное оборудова�
ние для Ds�Na�ПААГ�
электрофореза и ИБ;
требуются стандарты
фосфорилированных
РЛЦ

Характеристика аналитических методов измерения уровня фосфорилирования РЛЦ миозина II по остаткам Ser�19 и Thr�18/
Ser�19 в немышечных клетках

Неоднозначность
определения

участка фосфо�
рилирования

да

да

да – в случае фос�
фонеспецифичес�
ких антител против
РЛЦ; нет – в случае
валидации белко�
вых полос 
и антител

нет – в случае вали�
дации антител

Тип антител

фосфонеспецифические
антитела против РЛЦ

фосфонеспецифические
антитела против РЛЦ

фосфонеспецифические
антитела против РЛЦ
после предварительной
идентификации белковых
полос с помощью фосфо�
специфических антител
против РЛЦ

фосфоспецифические и
фосфонеспецифические
антитела против РЛЦ

Чувстви�
тельность

низкая

низкая

высокая

высокая

Количество
образца для

анализа

большое

большое

умеренное

небольшое

Обозначения: ИБ – иммуноблоттинг; ИЭФ – изоэлектрофокусирование.
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рилирования РЛЦ в клетках позволяют провес�
ти более надежные связи между активацией ми�
озина и физиологическими ответами клеток при
сравнении с данными об относительном изме�
нении уровня фосфорилирования миозина.
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Myosin II is the main molecular motor in the actomyosin�dependent motility in cells. Phosphorylation of the myosin
regulatory light chain (RLC) at Ser19 is a prerequisite for smooth muscle/non�muscle myosin II activation and serves
as a biochemical equivalent of myosin II activity. Simultaneous phosphorylation at Thr18 further promotes the myosin
II ATPase activity. A number of methods have been developed to measure myosin RLC phosphorylation at Ser19 or
di�phosphorylation at Thr18/Ser19. While these methods are straightforward and robust in myosin�rich muscle tis�
sues, they demonstrate limited applicability in non�muscle cells that have low myosin II content and are usually avail�
able in lesser amounts than muscle tissue. Because of this, dynamic analysis of RLC phosphorylation in multiple
samples of non�muscle cells is difficult and requires large number of cells. The use of phospho�specific antibodies
increases detection sensitivity but allows estimation of only relative levels of RLC phosphorylation at specific residues,
which makes it difficult to estimate the physiologic relevancy of the observed changes in RLC phosphorylation. To
measure RLC phosphorylation in small amounts of non�muscle cells, we used external calibration standards of non�
phosphorylated and in vitro phosphorylated RLC in standard SDS�PAGE and Western blot procedures with phospho�
specific RLC antibodies. Here, we describe the method in detail and demonstrate its application for quantitative mea�
surement of myosin RLC phosphorylation in endothelial cells in response to natural agonists (thrombin or insulin)
and in intact human platelets. We discuss the advantages and limitations of the proposed method vs other approaches
for measuring myosin RLC phosphorylation in non�muscle cells.

Keywords: myosin regulatory light chain, non�muscle cells, phosphorylation, Western blotting, quantitative mea�
surement


