
1858

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  12,  с.  1858  –  1872

УДК 577.24

1 НИИ физико�химической биологии имени А.Н.Белозерского, Московский государственный университет
имени М.В. Ломоносова, 119991 Москва, Россия; электронная почта: antonen@genebee.msu.ru

2 Химический факультет Московского государственного университета
имени М.В. Ломоносова, 119991 Москва, Россия

3 Department of Biochemistry, University of Maastricht, Cardiovascular Research Institute Maastricht,
Universiteitssingel 50, 6229 ER, Maastricht, The Netherlands

Поступила в редакцию 07.06.2020
После доработки 22.07.2020

Принята к публикации 25.07.2020

Присоединение липофильных катионов к различным малым молекулам широко используется для получе�
ния митохондриально�направленных соединений, обладающих специфической активностью. В настоящей
работе получена серия производных популярного флуоресцентного красителя 7�нитробенз�2�окса�1,3�диа�
зола (NBD). Согласно ранее полученным данным (Denisov et al., Bioelectrochemistry, 2014), алкильные про�
изводные NBD способны разобщать изолированные митохондрии при концентрациях в десятки микромо�
лей, несмотря на очень высокое значение pKa (~11) диссоциирующей группы. Cинтезировано ряд произ�
водных трифенилфосфония (TPP), связанных с NBD через углеводородные спейсеры различной длины:
C5, C8, C10 и C12 (аналоги mitoNBD). Эти соединения энергозависимо накапливались в митохондриях.
NBD�C10�TPP (C10�mitoNBD) проявлял протонофорную активность на искусственных липидных мембра�
нах (липосомах) и разобщал изолированные митохондрии при микромолярных концентрациях, тогда как
производное с коротким линкером, NBD�C5�TPP (C5�mitoNBD), практически не проявляло протонофор�
ного и разобщающего действия. В согласии с этими данными, C10�mitoNBD был намного более эффектив�
ным, чем C5�mitoNBD, в подавлении роста бактерии Bacillus subtilis. Из изученных аналогов C10�mitoNBD
и C12�mitoNBD проявляли наибольшую антибактериальную активность. Кроме того, C10�mitoNBD оказы�
вал нейропротекторное действие на модели травмы головного мозга крысы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: разобщитель, протонофор, окислительное фосфорилирование, митохондрии, дыха�
ние, мембранный потенциал.
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НОВЫЙ МИТОХОНДРИАЛЬНО�НАПРАВЛЕННЫЙ
ПРОТОНОФОР И АНТИМИКРОБНЫЙ АГЕНТ НА ОСНОВЕ

7�НИТРОБЕНЗО�2�ОКСА�1,3�ДИАЗОЛА (NBD), КОВАЛЕНТНО
СВЯЗАННОГО С ТРИФЕНИЛФОСФОНИЕВЫМ КАТИОНОМ
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ВВЕДЕНИЕ

Протонофорные разобщители окислитель�
ного фосфорилирования привлекают присталь�
ное внимание как перспективные агенты для
создания нейро�, кардио� и нефропротекторных
препаратов, лекарств против рака, диабета,

ожирения и инфекционных заболеваний [1].
Недавно появились работы, указывающие на то,
что низкие дозы разобщителей могут вызывать
перестройку метаболизма клеток, оказываю�
щую защитное действие на их жизнедеятель�
ность [2]. При таком мягком разобщении синтез
АТФ может не только не падать, но даже активи�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МХ – митохондрии; Δψ – мембранный потенциал митохондрий; ТРР+ – катион тетрафе�
нилфосфония; Cn�TPP – алкилтрифенилфосфоний; NBD – 7�нитробенз�2�окса�1,3�диазол; NBD�Cl – 4�хлоро�7�нит�
ро�2,1,3�бензоксадиазол; Cn�mitoNBD – ω�((7�нитро�2,1,3�бензоксадиазол�4�ил)амино)алкил)трифенилфосфоний;
ФКФ – карбонилцианид�n�трифторметокси�фенилгидразон; никлозамид – 2′,5�дихлоро�4′�нитросалициланилид;
BAM15 – N5,N6�бис(2�фторфенил)[1,2,5]оксадиазоло[3,4�b]пиразин�5,6�диамин; КЦХФ – карбонилцианид�м�хлорфе�
нилгидразон; ДНФ – 2,4�динитрофенол; БСА – бычий сывороточный альбумин; TMRE – этиловый эфир тетраметилро�
дамина; ФКС – флуоресцентная корреляционная спектроскопия; ЧМТ – черепно�мозговая травма; МИК – минималь�
ная ингибирующая концентрация.

* Адресат для корреспонденции.
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роваться [2, 3]. Такие данные были получены
при использовании в качестве разобщителей
2,4�динитрофенола (ДНФ), карбонилцианид�п�
трифторметокси�фенилгидразона (ФКФ), ник�
лозамида и BAM15. В последние годы идет по�
иск новых протонофоров, которые бы смогли
заменить традиционные разобщители, снизив
их цитотоксичность. В качестве одного из нап�
равлений такого поиска предлагается использо�
вать катионные разобщители, которые способ�
ны накапливаться в митохондриях по мембран�
ному потенциалу и тем самым должны в мень�
шей степени затрагивать другие мембранные
системы клеток, в частности, плазматическую
мембрану [4–10]. Следует отметить, что соеди�
нения, содержащие децил�трифенилфосфоние�
вые фрагменты, такие как SkQ1 или mitoQ, так�
же способны накапливаться в митохондриях,
деполяризуя их мембрану и стимулируя дыхание
[11], однако они делают это не напрямую, а пос�
редством образования комплексов с жирными
кислотами [12].

Одним из подходов к созданию митохондри�
ально�направленных разобщителей является
присоединение к известным разобщителям три�
фенилфосфониевого фрагмента. Так, в нашей
лаборатории был синтезирован и исследован
конъюгат на основе флуоресцеина, названный
mitoFluo [5], который накапливался в митохон�
дриях и вызывал их разобщение в субмикромо�
лярных концентрациях. На моделях патологий
крыс mitoFluo проявлял нейро� и нефропротек�
торное действие [13]. Однако, наряду с выра�
женными положительными свойствами,
mitoFluo обладал некоторыми недостатками, в
частности, довольно низкой фотостабиль�
ностью, свойственной производным флуоресце�
ина [14], а также заметным фотодинамическим
действием [15]. Поэтому мы предприняли по�
пытку создания флуоресцирующего митохонд�
риально�направленного разобщителя на основе
другого, широко применяемого в биохимии и
биофизике, флуорофора – 4�нитробензо�2�ок�
са�1,3�диазола (NBD). Ранее нами было показа�
но, что алкиламино�производные NBD разоб�
щают выделенные митохондрии в концентраци�
ях десятков микромолей [16], несмотря на очень
высокое значение pKa депротонируемой группы
(pKa = 11). В настоящей работе была синтезиро�
вана серия конъюгатов трифенилфосфония с
алкиламиноNBD с различной длиной углеводо�
родного линкера – С5, С8, С10 и С12. Было по�
казано, что в отличие от алкиламиноNBD все
соединения этой серии накапливаются в мито�
хондриях, придавая им способность флуоресци�
ровать в зеленой области спектра. C10�mitoNBD
разобщал митохондрии в микромолярных кон�

центрациях, тогда как соединение с коротким
линкером, C5�mitoNBD, практически не оказы�
вало разобщающего действия. Таким образом,
конъюгирование дециламиноNBD с TPP суще�
ственно снизило разобщающие концентрации
этого производного NBD. C10�mitoNBD ока�
зался сильным антимикробным агентом, подав�
ляя рост бацилл в микромолярных концентра�
циях. Кроме того, C10�mitoNBD проявлял ней�
ропротекторное действие на модели травмы го�
ловного мозга крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали реагенты фирмы
«Sigma�Aldrich» (если не указано особо).

Индукцию тока через плоские бислойные ли�
пидные мембраны (БЛМ) измеряли в тефлоно�
вой ячейке с двумя отсеками, разделенными
тефлоновой перегородкой с отверстием 0,6 мм в
диаметре, на котором формировали мембрану
по методу [17] из фосфолипида дифитанилфос�
фатидилхолина («Avanti Polar Lipids», США) в
концентрации 20 мг на мл декана. Измерения
тока через мембрану осуществляли двумя AgCl�
электродами, погруженными в ячейку по обе
стороны мембраны, используя усилитель OES�2
(«Opus», Россия).

Проницаемость бислойных фосфолипидных
мембран для ионов водорода измеряли на липо�
сомах, нагруженных рН�чувствительным краси�
телем пиранином, как описано в работе [16].
Для приготовления липосом использовали
смесь липидов, состоящую из диолеилфосфати�
дилхолина (DOPC), диолеилфосфатидилглице�
рина (DOPG) и холестерина в пропорции
54 : 13 : 33 (по весу). Раствор липидов в хлоро�
форме был тщательно высушен в токе азота,
следовые остатки растворителя удалены под ва�
куумом. Затем липиды были ресуспендированы
в буфере (100 мM KCl, 20 мM MES, 20 мM
MOPS, 20 мM Tricine, pH 6,0), содержащем
0,5 мМ пиранина. Концентрация липида в раст�
воре составила 10 мг/мл. Смесь интенсивно
встряхивали и замораживали при –20°С. Опера�
цию повторяли три раза. Моноламеллярные ли�
посомы получали методом экструзии через по�
ликарбонатный фильтр с диаметром пор 100 нм,
используя миниэкструдер («Avanti Polar Lipids»,
США). Внелипосомальный пиранин отделяли
пропусканием через колонку с Sephadex G�50,
уравновешенную тремя объемами буфера. Из�
мерения проводили на флуориметре Панорама
Флюорат�02 («Люмэкс», Санкт�Петербург) в ус�
ловиях термостатирования (T = 15°С). Флуорес�
ценцию регистрировали на длине волны 505 нм
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при длине волны возбуждения 455 нм. В конце
каждой записи добавляли K+/H+�обменник
X537A для полного рассеивания градиента про�
тонов. Для предотвращения образования про�
тонного диффузионного потенциала экспери�
менты проводили в присутствии 10 нМ валино�
мицина.

Митохондрии из печени крыс получали как
описано ранее [18]. Полученные митохондрии
суспендировали в среде, содержащей 250 мM са�
харозы, 5 мM MOPS�KOH, pH 7,4, 1 мM EGTA.
Концентрацию белка измеряли биуретовым ме�
тодом, используя БСА в качестве стандарта.

Мембранный потенциал митохондрий измеря�
ли, используя в качестве индикатора сафра�
нин О [19]. Среда измерения содержала 250 мM
сахарозу, 5 мM MOPS�KOH pH 7,4, 1 мM EGTA,
5 мМ сукцинат или 0,1 мМ АТФ, 2 мкМ ротенон
и 15 мкМ сафранин О. Концентрация митохон�
дрий составляла 0,6–0,7 мг белка/мл. Поглоще�
ние измеряли при длинах волн 555 нм и 523 нм
на спектрофотометре Aminco DW�2000 в двувол�
новом режиме.

Дыхание митохондрий измеряли при 25°С по�
лярографическим методом: по уменьшению
концентрации кислорода в среде инкубации с
помощью кислородного электрода типа Кларка
(«Strathkelvin Instruments», UK) с использовани�
ем системного программного обеспечения 782.
Среда инкубации содержала 250 мМ сахарозы,
5 мМ MOPS, 1 мМ EGTA, рН 7,4. Концентрация
митохондриального белка составляла 0,4 мг/мл.

Накопление гидрофобных катионов в митохон�
дриях измеряли электродом, селективным по
катиону тетрафенилфосфония (ТРР+) («НИКО�
Аналит», Россия). 

Прибор для флуоресцентной корреляционной
спектроскопии (ФКС) был описан ранее [20, 21].
С помощью этого прибора изучали энергозави�
симое связывание катионного красителя этило�
вого эфира тетраметилродамина (TMRE) с ми�
тохондриями. Анализировали зависимость сиг�
нала флуоресценции суспензии окрашенных
митохондрий от времени, которые представля�
ли собой записи пиков сигнала разной интен�
сивности, отражающие случайное блуждание
частиц в конфокальном объеме. Общепринятым
способом количественной обработки флуктуи�
рующего сигнала флуоресценции F(t) при ис�
пользовании метода ФКС является вычисление
автокорреляционной функции, а именно:

,

где 〈F(t)〉 – средняя интенсивность флуоресцен�
ции, а δF(t) = F(t) – 〈F(t)〉 – отклонение от сред�

него значения. Как правило, измерение авто�
корреляционной функции применяется для на�
хождения коэффициентов диффузии веществ,
которые оцениваются с применением аппрок�
симации кривой G(τ) теоретическим уравнени�
ем трехмерной диффузии [22, 23]. Однако в слу�
чае таких больших объектов, как митохондрии,
статистически достоверное измерение G(τ)
сталкивается со сложностью, связанной с необ�
ходимостью накопления сигнала за очень боль�
шой промежуток времени. В настоящей работе
измерение G(τ) осуществляли в условиях пере�
мешивания, когда зависимость G от τ определя�
ется скоростью потока жидкости под действием
работы мешалки. G(τ) в условиях перемешива�
ния суспензии митохондрий отражает, помимо
среднего времени нахождения флуоресцирую�
щих частиц в конфокальном объеме, среднее
количество частиц, которые там присутствуют.
Под флуоресцирующими частицами в случае
нашей системы следует понимать свободные
молекулы флуорофоров, а также частицы мито�
хондрий, несущие связанные с ними молекулы
красителя. Для количественной оценки средне�
го числа флуоресцирующих частиц используют
значение величины G(τ) в пределе малых τ.
А именно, при условии суспензии одинаковых
частиц, согласно [22, 23]:

,

где N – среднее число флуоресцирующих частиц
в конфокальном объеме. При связывании мно�
гих молекул красителя с частицами митохонд�
рий происходит уменьшение эффективного
числа частиц в системе [24]. Более подробное
описание этого явления на примере связывания
с липосомами дано в работе [25]. 

Подавление роста бактерий Bacillus subtilis под
действием Cn�mitoNBD. В работе был использо�
ван стандартный лабораторный штамм BR151
(trpC2 lys�3 metB10) Bacillus subtilis subs. sub�
tilis Cohn 1872. Бактериальные клетки выращи�
вали при 30°С в среде LB или среде Мюллера–
Хинтона при встряхивании 140 об/мин. Ночные
культуры бактериальных клеток разводили в
свежей среде LB. 200 мкл бактериальных кле�
точных культур (5 × 105 клеток/мл) инокулиро�
вали в 96�луночные планшеты («Eppendorf AG»,
Германия) и Cn�mitoNBD добавляли в концент�
рациях 0,125–20 мкМ. Клетки оставляли расти
на 20 ч при 30°С. Оптические плотности при
620 нм были получены с использованием план�
шет�ридера Multiskan FC с инкубатором
(«Thermo Fisher Scientific», США). Все экспери�
менты проводили как минимум в трех повторах.
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Минимальные ингибирующие концентрации
(МИК) для Cn�mitoNBD определяли с по�
мощью метода двойных разведений бульона
Мюллера–Хинтона, как рекомендовано Инсти�
тутом клинических и лабораторных стандартов
[26], с использованием готовых панелей. Соеди�
нения разводили в 96�луночном планшете для
микротитрования до конечных концентраций в
диапазоне от 0,125 до 20 мкМ в аликвоте по
250 мл бактериальной суспензии (5 × 105 КОЕ/мл)
с последующей инкубацией при 30°С в течение
21 ч. МИК была определена как самая низкая
концентрация, которая полностью ингибирова�
ла рост бактерий. Рост бактерий наблюдали ви�
зуально наряду с измерениями КОЕ и значений
оптической плотности при 620 нм. Эксперимен�
ты проводили в трех повторах.

Эксперименты с клеточными культурами. Для
изучения внутриклеточной локализации C10�
mitoNBD использовали культуру мезенхималь�
ных стромальных клеток. Клетки культивирова�
ли в DMEM/F�12 1 : 1, содержащем 10%�ную
фетальную телячью сыворотку в инкубаторе
CO2 (5%). Раствор C10�mitoNBD добавляли к
культивируемым клеткам до концентрации
1 мкМ и инкубировали в течение 30 мин при
37°С в среде DMEM/F�12, содержащей 10 мм
Hepes�NaOH. Затем C10�mitoNBD отмывали,
клетки инкубировали в течение 30 мин с зондом
TMRE (200 нМ) при 37°С в среде DMEM/F�12,
содержащей 10 мм Hepes�NaOH. После отмыв�
ки TMRE клетки визуализировали с помощью
инвертированного конфокального микроскопа
LSM700 («Carl Zeiss Inc.», Германия). Анализ
колокализации TMRE и C10�mitoNBD прово�
дили в чашках со стеклянным дном при облуче�
нии лазером с длиной волны 488 нм и 543 нм и
эмиссией, собранной при 510–530 нм и
560–590 нм соответственно. Изображения обра�
батывали с помощью программного обеспече�
ния ImageJ («NIH», США).

Моделирование открытой черепно�мозговой
травмы головного мозга. Крыс анестезировали
внутрибрюшинной инъекцией 12%�ного раство�
ра хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг. Моделирова�
ние черепно�мозговой травмы (ЧМТ) проводи�
ли методом дозированного контузионного пов�
реждения открытого мозга, описанным ранее
[27]. Крысу размещали в стереотаксической ра�
ме, голову фиксировали и проводили разрез ко�
жи вдоль сагиттального шва. Высверливали от�
верстие в теменной и лобной кости черепа с по�
мощью фрезы диаметром 5 мм над левым полу�
шарием в области локализации сенсомоторной
коры, по стереотаксическим координатам 2,5 мм
латерально и 1,5 мм каудально относительно
брегмы. Установку для нанесения травмы разме�

щали таким образом, чтобы боек находился над
твердой мозговой оболочкой. Для нанесения
травмы на боек сбрасывали по направляющим
груз массой 50 г с высоты 10 см. Кожу ушивали
викрилом № 4 и область операции обрабатывали
5%�ным раствором бриллиантового зеленого. Во
время операции и до выхода животного из нар�
коза температуру тела поддерживали на уровне
37 ± 0,5°С с помощью подогреваемого мата и
ректального датчика температуры тела, соеди�
ненного с термореле. Крысы были разделены на
группы (1) ЧМТ (n = 21), (2) ЧМТ + C10�
mitoNBD 0,5 мкмоль/кг (n = 19), (3) ЧМТ + C10�
mitoNBD 1 мкмоль/кг (n = 12). Крысам интрана�
зально (и/н) вводили mitoNBD или физиологи�
ческий раствор (группа ЧМТ) сразу после нане�
сения ЧМТ. Препарат (40 мкл физиологического
раствора, содержащего C10�mitoNBD) в дозе 0,5
или 1 мкмоль/кг, или физиологический раствор
без препарата закапывали по 5 мкл в оба носовых
канала с помощью микропипетки каждые 5 мин
(общее время введения препарата составило
40 мин). Через 7 сут после ЧМТ проводили ис�
следование головного мозга методом магнитно�
резонансной томографии (МРТ) для оценки
объема повреждения, как было описано ранее
[28]. Выживаемость животных оценивали в тече�
ние 7 послеоперационных суток. Неврологичес�
кий статус определяли в тесте «Постановка ко�
нечности на опору» до ЧМТ (базовая линия) и
через 1, 4 и 7 сут после индукции ЧМТ. Тест сос�
тоял из 7 испытаний, оценивающих сенсомотор�
ную интеграцию передних и задних конечностей
в ответ на тактильную, проприоцептивную и
зрительную стимуляцию. Тест оценивали следу�
ющим образом: крыса выполняла испытание – 2
балла; крыса выполняла испытание с промедле�
нием (>2 с) и/или не полностью – 1 балл; крыса
не выполняла испытание – 0 баллов [29].

Статистическую обработку данных проводили
с использованием компьютерной программы
Statistica 12.0 («StatSoft», СШA). Нормальность
распределения признака в выборке оценивали по
W�критерию Шапиро–Уилка. Для оценки ста�
тистической значимости различий в тесте «Пос�
тановка конечности на опору» использовали U
критерий Манна–Уитни. Для оценки статисти�
ческой значимости различий объемов травмы
мозга и интенсивности флуоресценции кальцина
использовали t�критерий Стьюдента. Данные
представлены в виде: среднее + ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Синтез Cn�mitoNBD. Для синтеза митохондри�
ально�направленных разобщителей C8�mitoNBD,
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Рис. 1. а – Схема синтеза соединений Сn�mitoNBD (n = 8, 10, 12); б – схема синтеза  C5�mitoNBD
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C10�mitoNBD и C12�mitoNBD была разработа�
на методика в четыре стадии. Схема синтеза
представлена на рис. 1.

На первой стадии были получены производ�
ные ω�бромалкилтрифенилфосфония (1) реак�
цией соответствующего дибромалкана с трифе�
нилфосфином. Реакцию проводили в двукрат�
ном мольном избытке дибромалкана для заме�
щения только одного брома. Далее по методу
Делепина были синтезированы гидрохлориды
ω�аминоалкил(трифенил)фосфония (3). Для
этого бромалкил�производные (1) обработали
уротропином с последующим разложением со�
ляной кислотой четвертичных солей аммония
(2). Целевые соединения Cn�mitoNBD были по�
лучены по реакции ароматического нуклео�
фильного замещения хлорида в NBD�Cl
действием ω�аминоалкил(трифенил)фосфония,
образующегося in situ при обработке соответ�
ствующего гидрохлорида (3) содой (подробнее
см. Дополнительные материалы). 

Для синтеза соединения с коротким линке�
ром C5�mitoNBD была опробована другая схе�
ма, представленная на рис. 1, б. На первой ста�
дии обработкой NBD�Cl 5�аминопентанолом�1
было синтезировано гидроксипентиламино�
производное 7�нитро�2,1,3�бензоксадиазола
(4). Последующая трансформация гидрокси�
группы в трифенилфосфониевую группу была
осуществлена нагреванием (4) с бромидом три�
фенилфосфония в присутствии трифенилфос�
фина. Соединения Cn�mitoNBD охарактеризо�
вали методами LC�MS и УФ�спектроскопии
(Дополнительные материалы, рисунки S1–S4).
УФ�спектры соединений имели характерные
для NBD�производных максимумы поглощения
при ~340 и ~473 нм.

Измерение pKa. На рис. 2, а приведены спект�
ры испускания флуоресценции C10�mitoNBD
при различных рН в присутствии липосом, при�
готовленных из яичного лецитина. Спектры
имеют максимум флуоресценции при 540 нм
(возбуждение 470 нм). Как видно из рис. 2, а,
при защелачивании происходит снижение сиг�
нала флуоресценции без смещения максимума
флуоресценции. На рис. 2, б приведена рН�за�
висимость интенсивности флуоресценции C10�
mitoNBD при 540 нм. Полученные значения хо�
рошо фиттируются уравнением Гендерсо�
на–Гассельбаха с pKa = 11,3 (черная кривая).

mitoNBD индуцирует ток протонов на плоской
бислойной липидной мембране (БЛМ). Добавле�
ние C10�mitoNBD или C8�mitoNBD к БЛМ в
микромолярных концентрациях индуцировали
флуктуации проводимости мембраны, которые
серьезно мешали изучению индукции ими ста�
ционарного тока через БЛМ. Добавление боль�

ших концентраций указанных соединений при�
водило к нестабильности и разрыву мембраны.
При этом величины наблюдаемых стационар�
ных токов составляли всего несколько пА. До�
бавление жирной кислоты (пальмитата) сущест�
венно повышало величину стационарного тока,
индуцированного C8�mitoNBD, который сос�
тавлял уже несколько десятков пикоампер
(рис. 3, а ). На рис. 3, б приведены вольт�ампер�
ные характеристики тока БЛМ, индуцирован�
ного C8�mitoNBD в симметричных условиях
(кривые 1 и 3) и условиях градиента рН на БЛМ
(кривая 2). Смещение кривой 2 на 35 мВ влево
от кривой 1 говорит о протонном характере то�
ка, индуцированного C8�mitoNBD. Величина
потенциала смещения была заметно меньше та�
ковой (~ 60 мВ), соответствующей уравнению
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Рис. 2. а – Спектры испускания флуоресценции C10�
mitoNBD в присутствии липосом из яичного лецитина при
различных рН (возбуждение при 470 нм); б – рН�зависи�
мость интенсивности флуоресценции при 540 нм и фитти�
рующая кривая для pKa =11,3. Буферный раствор содержал
10 мМ KCl, 10 мМ Tris, 10 мМ MES, 10 мМ β�аланин,
100 нM С10�mitoNBD. Концентрация липида была
10 мкг/мл

а

б
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Нернста для градиента рН 1,0. Эти данные гово�
рят о том, что C8�mitoNBD является слабым
протонофором, однако его протонофорное
действие заметно усиливается в присутствии
жирных кислот. Ранее подобные свойства были
описаны для SkQ1 [12].

Индукция протонной проницаемости на липо�
сомах. Зависимость способности Cn�mitoNBD
оказывать протонофорное действие в зависи�
мости от длины углеводородного линкера была
изучена на липосомах, нагруженных pH�
чувствительным флуоресцентным красителем
пиранином (рис. 3, в). В начале опыта рН в сре�
де и в липосомах был равен 6, то есть градиент
рН на мембране липосом отсутствовал. При
рН 6 пиранин находится преимущественно в
протонированной форме и флуоресцирует сла�
бо. В момент времени, отмеченный стрелкой
(~150 с), в раствор добавлялась аликвота KOH,
так, чтобы рН раствора стал равным 8. При до�
бавлении к суспензии липосом вещества, обла�
дающего протонофорным действием, происхо�
дит повышение pH внутри липосом, что должно
приводить к увеличению флуоресценции пира�
нина. Было показано, что C10�mitoNBD и C8�
mitoNBD при концентрации 200 нМ вызывают
выравнивание рН на липосомах за время около
одной минуты (кривые 2 и 3 на рис. 3, в). Соеди�
нение C5�mitoNBD проявляло гораздо мень�
шую активность (кривая 1 на рис. 3, в). В конце
опыта добавлялся ионофор X537A (K+/H+�об�
менник), который быстро выравнивает рН с
двух сторон мембраны. Контрольные опыты по�
казали, что собственная флуоресценция произ�
водных NBD не вносила вклада в наши измере�
ния при использованных концентрациях. Кро�
ме того, опыты на липосомах, а именно, отсут�
ствие вытекания пиранина из липосом, показа�
ли, что изучаемые соединения не вызывают по�
явления неспецифической проводимости мемб�
раны. Таким образом, C10�mitoNBD и C8�
mitoNBD обладали примерно одинаковой про�
тонофорной активностью на липидных мембра�
нах, тогда как активность C5�mitoNBD была
намного меньше. 

Накопление C10�mitoNBD, C8�mitoNBD и
C5�mitoNBD в митохондриях. Производные
NBD имеют яркую флуоресценцию, что позво�
ляет достаточно просто исследовать их накопле�
ние в митохондриях в зависимости от энергиза�
ции, то есть в зависимости от наличия или отсут�
ствия мембранного потенциала. В настоящей
работе мы использовали метод ФКС, который
ранее применялся нами для изучения накопле�
ния красителей TMRE [20] и сафранина О [30] в
митохондриях. Метод ФКС основан на измере�
нии флуоресценции от малого объема, составля�
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Рис.3. а – Пример записи тока БЛМ в ответ на подачу по�
тенциала 75 мВ в присутствии 4 мкМ C8�mitoNBD; б –
зависимость стационарного тока БЛМ от приложенного
потенциала в симметричных условиях измерения (рН 7,
кривая 1; рН 8, кривая 3) и при наличии градиента рН на
мембране (кривая 2, рН 8 с одной стороны и рН 7, с дру�
гой). БЛМ была сформирована из дифитанилфосфати�
дилхолина с добавлением 10%�ной пальмитиновой кис�
лоты (% от веса липида). Буферный раствор содержал 100
мМ KCl, 10 мМ Tris, 10 мМ MES, 10 мМ β�аланин; в – ин�
дукция протонной проводимости липосом под действием
C10�mitoNBD (кривая 3), C8�mitoNBD (кривая 2) и C5�
mitoNBD (кривая 1, концентрация соединений была 200
нМ). Дана зависимость флуоресценции рН�зонда пира�
нина (возбуждение 455 нм, регистрация 505 нм), нагру�
женного в липосомы, от времени до и после добавления
аликвоты KOH, которая сдвигает рН раствора от 6 до 8. В
конце каждой пробы добавляли K+/H+�обменник X537A
для полного рассеивания градиента рН. T = 15°C. (С цвет�
ными вариантами рис. 3, 4 и 6 можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejour�
nals.ru/journal/biokhsm/).
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ющего по порядку величины ~10–15 литра. Ана�
литическим сигналом для идентификации свя�
зывания C10�mitoNBD являлось изменение
амплитуды автокорреляционной функции
(G(τ)) флуоресценции производных NBD, реги�
стрируемых в этом малом (конфокальном) объ�
еме, аналогично тому, как это было исследовано
для производных родамина 19 [24]. На рис. 4, а,
кривая 1, представлены типичные записи G(τ)
сигнала флуоресценции C10�mitoNBD, добав�
ленного в суспензию митохондрий в отсутствие
экзогенных субстратов дыхания (кривая 1), пос�
ле добавления сукцината на фоне ротенона
(кривая 2) и после добавления разобщителя
КЦХФ (кривая 3). Видно, что в условиях энер�
гизации митохондрий (кривая 2) амплитуда G(τ)
существенно возрастает, что говорит о накопле�
нии красителя в митохондриях, приводящем к
резкому уменьшению в системе числа флуорес�
цирующих частиц. На рис.4, б представлены зна�
чения амплитуды G(τ) для TMRE, C5�mitoNBD,
C8�mitoNBD и C10�mitoNBD в зависимости от
энергизации митохондрий. Эти данные говорят
о способности всех изученных производных
NBD накапливаться в митохондриях энергоза�
висимым образом. Ранее нами было показано,
что в случае алкиламино производного NBD,
лишенного трифенилфосфониевого фрагмента,
NBD�C10, энергизация митохондрий не влияет
на его связывание с мембранами митохондрий
[16].

Для измерения накопления C10�mitoNBD в
митохондриях мы также воспользовались спо�
собностью C10�mitoNBD влиять на потенциал
ТРР+�селективного электрода, подобно самому
тетрафенилфосфонию. На рис. 4, в дано сравне�
ние записи потенциала на ТРР+�электроде от
времени для суспензии митохондрий при добав�
лении ТРР+ или C10�mitoNBD. Видно, что обе
записи имеют одинаковые характерные черты,
говорящие об энергозависимом накоплении
внутри митохондрий обоих соединений. Так,
добавление митохондрий приводит к падению
концентрации катионов снаружи митохондрий
вследствие образования Δψ за счет окисления
эндогенных субстратов. Добавление ротенона
приводит к выбросу катионов, поскольку роте�
нон подавляет комплекс I митохондрий, вызы�
вая уменьшение Δψ. Добавление субстрата
комплекса II сукцината приводит к энергично�
му накоплению катионов. Последующее добав�
ление разобщителя ДНФ, а также ингибитора
комплекса III антимицина А вызывают выход
катионов из митохондрий. Аналогичные данные
были получены также для C5�mitoNBD и C8�
mitoNBD (данные не приведены). Таким обра�
зом, все изученные катионные производные
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Рис. 4. а – Энергозависимое накопление C10�mitoNBD
(100 нМ) в митохондриях печени крысы, измеренное мето�
дом флуоресцентной корреляционной спектроскопии
(ФКС). Даны записи автокорреляционных функций (G(τ))
флуоресценции C10�mitoNBD в присутствии суспензии
митохондрий печени крысы и ротенона (5 мкМ, кривая 1),
после добавления сукцината (5 мМ, кривая 2) и после до�
бавления КЦХФ  (1 мкМ, кривая 3); б – значения ампли�
туды G(τ) для TMRE, C5�mitoNBD, C8�mitoNBD и C10�
mitoNBD в зависимости от энергизации митохондрий.
Среда инкубации содержала 250 мM сахарозы, 2 мМ
MgCl2, 10 мM KH2PO4, 5 мM MOPS�KOH, pH 7,4, 1 мM
EGTA, 1 мг/мл БСА. Концентрация митохондриального
белка была 0,2 мг/мл. Точки данных представляют собой
средние значения ± стандартные отклонения, по меньшей
мере, для трех экспериментов; в – энергозависимое накоп�
ление C10�mitoNBD в митохондриях печени крысы, изме�
ренное ТРР+�селективным электродом. Среда инкубации
содержала 250 мМ сахарозы, 20 мМ MOPS, 0,2 мМ EGTA,
0,5 мг/мл БСА, pH 7,4. Добавки: 3 мкМ C10�mitoNBD или
ТРР+, митохондрии печени крысы (концентрация белка
1 мг/мл), 5 мкМ ротенона, 5 мМ сукцината, 40 мкМ ДНФ,
1 мкМ антимицина А. T = 23°C

а

в

б

3, ротенон + сукцинат + КЦХФ
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NBD накапливались в митохондриях энергоза�
висимым образом.

Влияние Cn�mitoNBD на мембранный потен�
циал и скорость дыхания митохондрий. Мембран�
ный потенциал энергизованных сукцинатом
митохондрий измеряли с помощью потенциал�
зависимого красителя сафранина О, спектр пог�
лощения которого сдвигается вследствие обра�
зования его агрегатов при накоплении в мито�
хондриях. При добавлении C10�mitoNBD наб�
людалось изменение разности оптического пог�
лощения сафранина О при двух выбранных дли�
нах волн (555 нм и 523 нм), что говорит о том,
что C10�mitoNBD снижает мембранный потен�
циал митохондрий в микромолярных концент�
рациях (рис. 5, а). На рис. 5, б представлены ре�
зультаты опытов по влиянию одной и той же
концентрации Cn�mitoNBD (4 мкМ) на мемб�
ранный потенциал митохондрий. Активность
рассматриваемых соединений убывала в ряду:
C10�mitoNBD > C8�mitoNBD > C12�mitoNBD ≈
≈ C5�mitoNBD (рис. 5, б), при этом C5�mitoNBD
был практически неактивен. Контрольные опы�

ты показали, что поглощение исследованных
производных NBD не вносило вклада в оптичес�
кие измерения в условиях, выбранных на рис. 5.

Как известно, деполяризация митохондрий
приводит к увеличению скорости дыхания за
счет облегчения откачки протонов из митохонд�
рий при снижении мембранного потенциала. На
рис. 5, в представлены зависимости скорости
дыхания митохондрий от концентрации ряда со�
единений Cn�mitoNBD. Как и в опытах по изме�
рению мембранного потенциала митохондрий,
наиболее сильным разобщающим действием об�
ладало соединение C10�mitoNBD, хотя отличия
от действия C8�mitoNBD были незначительные.
Ряд активности совпадал с таковым, наблюдае�
мым при измерении мембранного потенциала.

Ранее было показано, что разобщающая спо�
собность алкиламино�производных NBD, таких
как NBD�C8, на митохондриях подавляется 6�
кетохолестанолом [16], подобно тому, как 6�ке�
тохолестанол действовал на разобщающую ак�
тивность ФКФ и КЦХФ [31]. Нами были прове�
дены аналогичные опыты с C10�mitoNBD и C8�
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Рис. 5. а – Действие Cn�mitoNBD c n= 8, 10 на мембранный потенциал митохондрий печени крысы, измеренный по из�
менениям поглощения сафранина О при 555 нм и 523 нм. Митохондрии энергизовали добавлением сукцината (5 мМ) в
присутствии ротенона  (5 мкМ); б – мембранный потенциал митохондрий в присутствии 4 мкМ Cn�mitoNBD (% по от�
ношению к сигналу в контроле); в – зависимости скорости дыхания митохондрий печени крысы от концентрации C8�
mitoNBD, C10�mitoNBD и C12�mitoNBD. Субстрат дыхания – сукцинат. Подробности см. Материалы и методы. Точки
данных представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для трех экспериментов

сукцинат
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mitoNBD по измерению мембранного потенци�
ала митохондрий и оказалось, что 6�кетохолес�
танол не влиял на способность этих соединений
сбрасывать мембранный потенциал (данные не
приведены). Таким образом, присоединение ал�
килтрифенилфосфониевого катиона приводит к
утрате чувствительности разобщающего дей�
ствия алкиламино�производных NBD к 6�кето�
холестанолу.

Внутриклеточная локализация C10�mitoNBD.
Конфокальная микроскопия культивируемых
мезенхимальных стромальных клеток выявила
полную колокализацию C10�mitoNBD с мито�
хондриальным зондом TMRE, при этом окра�
шиваемые структуры морфологически пол�
ностью соответствовали вытянутым нитчатым
митохондриям, характерным для данных клеток
(рис. 6, а и б). Это говорит о том, что C10�
mitoNBD накапливается практически исключи�
тельно в митохондриях, так как в других компа�
ртментах клетки зелёная флуоресценция C10�
mitoNBD не наблюдалась. Важно отметить, что
в клетках с более высокой флуоресценцией C10�
mitoNBD наблюдалась более низкая флуорес�
ценция TMRE (рис. 6, в и г). Поскольку
TMRE добавлялся после инкубации с C10�

mitoNBD, обратная зависимость накопления
TMRE от количества накопившегося C10�
mitoNBD может быть признаком того, что C10�
mitoNBD, накапливаясь в митохондриях, сни�
жает их мембранный потенциал. 

Нейропротекторные свойства С10�mitoNBD.
Известно, что разобщители дыхания и окисли�
тельного фосфорилирования могут иметь ней�
ропротекторные свойства [32, 4, 33, 13]. C целью
оценки нейропротекторных эффектов нами был
выбран C10�mitoNBD, как вещество, обладаю�
щее наиболее выраженными разобщающими
свойствами. Животным моделировали ЧМТ, с
последующей интраназальной инстилляцией
C10�mitoNBD в дозах 0,5 и 1 мкмоль/кг в тече�
ние 40 мин после индукции повреждения. Мор�
фометрический анализ Т2�взвешенных МР�
изображений через 14 суток после моделирова�
ния ЧМТ показал, что в группе не получавших
лечение животных объем повреждения в сред�
нем составлял 78 ± 6 мм3, а у животных, полу�
чивших 0,5 или 1 мкмоль/кг C10�mitoNBD, от�
мечалась тенденция к снижению объема пов�
реждения головного мозга до 70 ± 3,5 мм3
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Рис. 6. Накопление C10�mitoNBD в митохондриях культи�
вируемых стромальных клеток. Флуоресценция C10�
mitoNBD (а) в значительной степени локализуется в мито�
хондриях, что подтверждается колокализацией с митохон�
дриальным красителем TMRE (б). Панели в и г иллюстри�
руют, что чем выше флуоресценция C10�mitoNBD в клет�
ке, тем ниже накопление митохондриального потенциал�
зависимого красителя TMRE Конфокальная микроско�
пия. Масштаб 20 мкм

в г

а б

Рис. 7. Нейропротекторный эффект C10�mitoNBD при
введении сразу после индукции травмы головного мозга у
крыс. а – Репрезентативные T2�взвешенные МР�изобра�
жения были получены на 7�й день после травмы (толщина
среза 0,8 мм). Области повышенного гиперинтенсивного
сигнала соответствуют зоне повреждения/ишемии; б –
объём повреждения оценивали с использованием магнит�
но�резонансной томографии с анализом изображений по
T2�взвешенным МР�изображениям; в – неврологический
статус оценивали с использованием теста «Постановка ко�
нечности на опору». * p < 0,05 по сравнению c группой
«ЧМТ», критерий Манна–Уитни.

а

б

в
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(рис. 7, а, б). Оценка неврологического статуса в
тесте «Постановка конечностей на опору» выя�
вила ярко выраженные нарушения сенсомотор�
ных функций в передних и задних конечностях
крыс группы ЧМТ (рис. 7, в), тогда как до моде�
лирования ЧМТ неврологический статус был
равен 14 баллам, что свидетельствует об отсут�
ствии сенсомоторных нарушений. В группе жи�
вотных, получивших C10�mitoNBD, наблюда�
лось статистически значимое восстановление
сенсомоторных функций на 7 сутки после ин�
дукции травмы (рис. 7, в). Известно, что ЧМТ
вызывает дисфункцию не только головного моз�
га, но и приводит к системным эффектам на ор�
ганизм [34], поэтому одним из критериев тяжес�
ти ЧМТ может являться выживание животных в
послеоперационном периоде, как интегратив�
ный показатель функционирования всех жиз�
ненно важных систем. Выживаемость животных
оценивали в течение 7 суток после ЧМТ. В груп�
пе ЧМТ выживание составило 62%, тогда как в
группах животных, получивших 0,5 или
1 мкмоль/кг C10�mitoNBD, – 74% и 85%
(p < 0,05) соответственно.

Антимикробная активность производных
NBD. Ранее было показано, что производные

алкилтрифенилфосфония обладают выражен�
ной антибактериальной активностью, завися�
щей от длины алкильного хвоста [35, 36]. В нас�
тоящей работе нами было исследовано действие
Cn�mitoNBD на рост грам�положительной бак�
терии B. subtilis при n = 5, 8, 10 и 12 (рис. 8). Ока�
залось, что все исследованные соединения по�
давляют рост бацилл в микромолярном диапа�
зоне концентраций, при этом ингибирующие
концентрации монотонно снижаются при удли�
нении углеводородного линкера. Так, в случае
C8�mitoNBD полное подавление наблюдалось
только при 2 мкМ соединения, для C10�
mitoNBD уже было достаточно 1 мкМ, а для
C12�mitoNBD – 0,5 мкМ (рис. 8). Следует отме�
тить, что наблюдаемые ингибирующие концен�
трации Cn�mitoNBD были примерно такими
же, как для алкил�производных трифенилфос�
фония Cn�TPP, которые изучались ра�
нее [35, 36].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, на основании полученных
данных можно утверждать, что C10�mitoNBD
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Рис. 8. Подавление роста бактерий B. subtilis под действием соединений Cn�mitoNBD. Производные NBD добавляли к
бактериальной культуре (5 × 105 клеток в мл), помещенной в 96�луночные планшеты. Рост оценивали по ежечасно изме�
ряемой во время инкубации оптической плотности при 620 нм с помощью планшетного спектрофотометра Multiskan FC
(«Thermo Fisher Scientific», США). Бактериям давали расти в течение 20 ч при 30°С. Точки данных представляют собой
средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для трех экспериментов

а б

в г
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накапливается в митохондриях и оказывает ра�
зобщающее действие в микромолярном диапа�
зоне концентраций. Такие свойства позволяют
рассматривать C10�mitoNBD как митохондри�
ально�направленный разобщитель, обладаю�
щий способностью к транспорту протонов через
липидные мембраны (протонофорное действие).
Можно предположить, что, несмотря на высо�
кое значение pKa протонируемой группы
(pKa = 11,3, рис. 2), C10�mitoNBD способен
депротонироваться в заметной степени при
нейтральных рН, так что потока такой формы
через мембраны достаточно для поддержания
высокой скорости переноса протона через
мембрану. С другой стороны, протонофорное
действие C8�mitoNBD на БЛМ в большой сте�
пени усиливалось при добавлении жирной кис�
лоты (рис. 2). Поскольку в природных мембра�
нах, как правило, жирные кислоты присутству�
ют в достаточно большой концентрации, можно
предположить, что разобщающее действие C10�
mitoNBD связано с его способностью транспор�
тировать анионы жирных кислот через липид�
ные части мембран. Подобный механизм разоб�
щающего действия был ранее предложен для
других гидрофобных катионов [8, 12].

Наши исследования на плоской БЛМ пока�
зали также, что C10�mitoNBD дестабилизирует
липидную мембрану, проявляя детергентно�по�
добное действие. Ранее было показано, что С12�
TPP может индуцировать неспецифическую
ионную проницаемость на внутренней мембра�
не митохондрий в концентрациях ~10 мкМ [37].
Эти данные говорят о том, что действие высоких
концентраций C10�mitoNBD на митохондриях
или бактериях может также включать индукцию
неспецифической проводимости на внутренней
мембране митохондрий. Поскольку детергент�
ное действие соединений обычно растет с рос�
том длины углеводородной цепочки, то сильное
антибактериальное действие C12�mitoNBD
можно отнести именно к этому механизму. При
этом действие на митохондрии C12�mitoNBD
было заметно слабее, по сравнению с C10�
mitoNBD, на основании чего можно предполо�
жить, что в случае митохондрий основным эф�
фектом mitoNBD была индукция именно про�
тонной проводимости через липидную часть
мембраны.

Известно, что разобщающие белки митохон�
дрий (UCPs) обладают нейропротекторным
действием [38–40]. Аналогичные эффекты были
показаны для митохондриальных разобщителей,
представляющих собой малые молекулы [4, 13,
33, 41–43]. В настоящей работе митохондриаль�
но�адресованный разобщитель C10�mitoNBD
проявлял нейропротекторное действие, снижая

негативные последствия, вызванные ЧМТ, а
именно: выраженность сенсомоторного дефи�
цита и гибель животных. Однако следует отме�
тить, что восстановление сенсомоторных функ�
ций было менее выражено по сравнению с ранее
изученным нами митохондриально�адресован�
ным разобщителем mitoFluo [13], что возможно
связано с неоптимальной дозой C10�mitoNBD,
и дальнейшая работа с другими дозами выявит
более выраженное нейропротекторное действие
C10�mitoNBD.

Сравнивая действие конъюгатов C10�TPP с
NBD (C10�mitoNBD) и флуоресцеином
(mitoFluo), можно заключить, что во всех иссле�
дованных системах mitoFluo действовал в более
низких концентрациях. Это относится как к ра�
зобщающим концентрациям на митохондриях
[5], так и к минимальным ингибирующим кон�
центрациям на бациллах [44]. Кроме того,
mitoFluo оказывал более выраженное нейропро�
текторное действие по сравнению с C10�
mitoNBD [13]. Однако для некоторых приложе�
ний использование NBD�меченого C10�TPP
может иметь свои преимущества перед флуорес�
цеиновым производным, поскольку NBD явля�
ется существенно более фотостабильным флуо�
рофором, по сравнению с флуоресцеином. Кро�
ме того, NBD практически не обладает фотоди�
намическим действием, тогда как mitoFluo ока�
зывал фотодинамический эффект на модели
нейронов моллюсков [15]. Все это позволяет на�
деяться, что в будущем C10�mitoNBD также
найдет свою нишу в ряду биохимических
инструментов воздействия на клетки животных
и бактерий, особенно в плане его способности
накапливаться в митохондриях, придавать им
свойства флуоресцировать и разобщать их в
микромолярном диапазоне концентраций. 

Финансирование. Синтез Cn�mitoNBD, из�
мерение pKa, изучение индукции протонной
проницаемости на липосомах и плоских БЛМ,
исследование влияния Cn�mitoNBD на мемб�
ранный потенциал и скорость дыхания митохон�
дрий, изучение антимикробной активности
производных NBD были осуществлены при фи�
нансовой поддержке Российского научного
фонда (грант 16�14�10025). Измерение накопле�
ния Cn�mitoNBD в митохондриях было прове�
дено при финансовой поддержке РНФ (грант
19�74�00015). Конфокальная микроскопия эука�
риотических клеток с C10�mitoNBD и изучение
нейропротекторного действия C10�mitoNBD на
модели фокальной ишемии головного мозга
крысы были выполнены при поддержке Рос�
сийского научного фонда (грант 19�14�00173).
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Appending lipophilic cations to small molecules has been widely used to produce mitochondria�targeted compounds
with specific activities. In this work, we obtained a series of derivatives of the well�known fluorescent dye 7�nitroben�
zo�2�oxa�1,3�diazole (NBD). According to the previous data [Denisov et al. (2014) Bioelectrochemistry, 98, 30�38],
alkyl derivatives of NBD can uncouple isolated mitochondria at concentration of tens of micromoles despite a high
pKa value (~11) of the dissociating group. Here, a number of triphenylphosphonium (TPP) derivatives linked to NBD
via hydrocarbon spacers of varying length (C5, C8, C10, and C12) were synthesized (mitoNBD analogues), which
accumulated in the mitochondria in an energy�dependent manner. NBD�C10�TPP (C10�mitoNBD) acted as a
protonophore in artificial lipid membranes (liposomes) and uncoupled isolated mitochondria at micromolar concen�
trations, while the derivative with a shorter linker (NBD�C5�TPP, or C5�mitoNBD) exhibited no such activities. In
accordance with this data, C10�mitoNBD was significantly more efficient than C5�mitoNBD in suppressing the
growth of Bacillus subtilis. C10�mitoNBD and C12�mitoNBD demonstrated the highest antibacterial activity among
the investigated analogues. C10�mitoNBD also exhibited the neuroprotective effect in the rat model of traumatic
brain injury.

Keywords: mitochondria, uncoupler, protonophore, membrane potential, respiration, oxidative phosphorylation


