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ВХОД Са2+ В ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ МАКРОФАГАХ
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Депозависимый вход Са2+ является универсальным механизмом регулируемого входа Са2+ в клетки эука-
риот. Для выяснения фармакологических характеристик депозависимого входа Са2+, исследовали влия-
ние 2-аминоэтоксидифенил-бората (2-APB) на депозависимый вход Са2+ в перитонеальных макрофагах
крысы, вызываемый ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз тапсигаргином и циклопьязонико-
вой кислотой, а также дисульфидсодержащими иммуномодуляторами глутоксимом и моликсаном. С ис-
пользованием флуоресцентного Са2+-зонда Fura-2AM впервые показано, что в перитонеальных макрофа-
гах крысы, как и в клетках других типов, 2-APB оказывает дозозависимое модулирующее влияние на де-
позависимый вход Са2+. В концентрации 25 мкМ 2-APB вызывает потенциацию входа Са2+, в то время как
в концентрациях 50 и 100 мкМ эффективно подавляет депозависимый вход Са2+ в макрофаги. Кроме того,
полученные данные дополнительно подтверждают, что вход Са2+, индуцируемый глутоксимом или мо-
ликсаном, происходит по депозависимому механизму.
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Депозависимый или “емкостной” вход Са2+,
впервые описанный Джеймсом Патни более тридца-
ти лет назад, является повсеместным механизмом
регулируемого входа Са2+ в клетки эукариот, акти-
вируемым при опустошении внутриклеточных Са2+-
депо (Putney, 1990, 2017). Депозависимый вход Са2+

участвует в регуляции широкого спектра клеточных
процессов (экзоцитоз, экспрессия генов, рост и про-
лиферация клеток и др.) в норме и патологии (Put-
ney, 2011; Prakriya, Lewis, 2015).

Функциональной единицей депозависимого вхо-
да Са2+ является мультимолекулярный белковый
комплекс (store-operated calcium influx complex,
SOCIC), компоненты которого обладают высокой
мобильностью, и взаимодействия между ними жест-
ко регулируются (Vaca, 2010; Moreno, Vaca, 2012).
Основными компонентами комплекса, необходи-
мыми и достаточными для активации депозависи-
мого входа Са2+, являются Са2+-каналы Orai1 в плаз-
малемме и Са2+-сенсор STIM1 в мембране Са2+-депо
(Prakriya, Lewis, 2015). При опустошении Са2+-депо,

STIM1 олигомеризуется, транслоцируется в участки
эндоплазматического ретикулума, расположенные у
плазмалеммы, и прямо взаимодействует с белками
Orai1, вызывая депозависимый вход Са2+ (Nwokonko
et al., 2017; Nguyen et al., 2018; Lunz et al., 2019).

После обнаружения важной роли депозависимых
Са2+-каналов в патогенезе тяжелых заболеваний че-
ловека, таких как тяжелый комбинированный им-
мунодефицит (severe combined immunodeficiency,
SCID), назальный полипоз, ревматоидный артрит,
эктодермальная дисплазия, тромбоз, острый пан-
креатит, аутоиммунные и аллергические заболева-
ния (Shaw, Feske, 2013; Lacruz, Feske, 2015; Feske,
2019) возрос интерес исследователей к разработке
низкомолекулярных блокаторов депозависимых
Са2+-каналов.

Из различных фармакологических модуляторов
депозависимых Са2+-каналов лучше других исследо-
ван 2-аминоэтоксидифенил-борат (2-APB). 2-APB
широко использовался в качестве инструмента ис-
следования механизмов функционирования депо-
зависимых Са2+-каналов (Putney, 2001; Bootman
et al., 2002; Putney, 2010). Показано, что 2-APB моду-
лирует депозависимый вход Са2+ в клетках разных

Принятые сокращения: 2-APB – 2-аминоэтоксидифенил борат, 
[Ca2+]i – внутриклеточная концентрация Са2+.
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типов (Putney, 2010; Jairaman, Prakriya, 2013; Bird,
Putney, 2018).

Ранее (Курилова и др., 2008, 2011) нами было
впервые показано, что дисульфидсодержащие им-
муномодуляторы глутоксим® (динатриевая соль
окисленного глутатиона с d-металлом в нанокон-
центрации) и моликсан® (комплекс глутоксима и
нуклеозида инозина) (ФАРМА-ВАМ, Санкт-Петер-
бург) увеличивают внутриклеточную концентрацию
Са2+ ([Ca2+]i), вызывая мобилизацию Са2+ из тапси-
гаргинчувствительных Са2+-депо и последующий
депозависимый вход Са2+ в перитонеальные макро-
фаги крыс.

Учитывая важную роль депозависимых Са2+-ка-
налов в функционировании клеток иммунной си-
стемы и для выяснения фармакологических характе-
ристик депозависимого входа Са2+ в макрофагах,
представлялось целесообразным исследовать влия-
ние 2-APB на депозависимый вход Са2+, вызывае-
мый ингибиторами эндоплазматических Са2+-
АТФаз тапсигаргином (Thastrup et al., 1989) и цикло-
пьязониковой кислотой (ЦПК) (Goeger et al., 1988) и
иммуномодуляторами глутоксимом и моликсаном, в
перитонеальных макрофагах крысы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение и культивирование перитонеальных
макрофагов крыс. Эксперименты проводили на куль-
тивируемых резидентных перитонеальных макрофа-
гах крыс линии Wistar. Содержание животных и все
манипуляции выполняли в соответствии с норма-
тивными документами и требованиями Приказа
Минздрава России № 267 от 19.06.03 “Об утвержде-
нии правил лабораторной практики в Российской
Федерации”.

Резидентные макрофаги выделяли из перитоне-
альной полости крыс массой 180–250 г по традици-
онному методу, сразу после выделения клетки имели
сферическую форму (диаметр 10–20 мкм) (Conrad,
1981; Randriamampita, Trautmann, 1987). Суспензию
клеток помещали в бакпечатки с кварцевыми стек-
лами (10 × 10 мм) и культивировали клетки в течение
1–3 сут при 37°С в среде 199 (рН 7.2), содержащей
20% сыворотки крови быка, глутамин (3%), пени-
циллин (100 ед./мл) и стрептомицин (100 мг/мл). Те-
стом на α-нафтилэстеразу подтверждали, что по
меньшей мере 96% клеток в монослоях являлись
макрофагами (Monahan et al., 1981).

Эксперименты проводили при комнатной темпе-
ратуре (22–24°С) через 1–2 сут после начала культи-
вирования клеток. Кварцевые стекла с клетками по-
мещали в экспериментальную камеру, заполненную
физиологическим раствором следующего ионного
состава (мМ): NaCl – 140, KCl – 5, CaCl2 – 1, MgCl2 –
1, и HEPES-NaOH – 5, рН 7.3–7.4. Бескальциевая

среда отличалась тем, что содержала 0 мМ CaCl2 и
1 мМ ЭГТА.

Измерение [Ca2+]i проводили с использованием
флуоресцентного зонда Fura-2AM (Sigma-Aldrich,
США). Макрофаги инкубировали в течение 45 мин в
физиологическом растворе, содержащем 2 мкМ Fu-
ra-2AM, при 22–24°С. Стекла с окрашенными клетка-
ми отмывали физиологическим раствором и перено-
сили в экспериментальную камеру флуоресцентного
микроскопа Leica DM 4000B (Leica Microsystems, Гер-
мания). Возбуждение флуоресценции объекта произ-
водили при длинах волн 340 и 380 нм через объектив
микроскопа. Для выделения соответствующих участ-
ков спектра использовали узкополосные оптические
фильтры. Эмиссию регистрировали при длине волны
510 нм при помощи специализированной видеокаме-
ры Leica DFC340FX. Для управления экспериментом
использовали систему обработки изображения ImageJ
(плагин Micro-Manager 1.4).

Результатом измерений являлось отношение ин-
тенсивностей флуоресценции Fura-2AM при облу-
чении светом с длиной волны 340 нм к интенсивно-
сти флуоресценции при облучении светом с длиной
волны 380 нм (Ratio (F340/F380)), где F340 – интенсив-
ность флуоресценции Fura-2AM, связанного с Са2+,
а F380 – интенсивность флуоресценции Fura-2AM,
не связанного с Са2+, отражающее изменения [Ca2+]i
в клетках во время измерений (Bruce, Elliott, 2000;
Xie et al., 2002). Для избежания фотовыгорания из-
мерения проводили через каждые 20 с, облучая объ-
ект в течение 2 с. В экспериментах применяли объ-
ектив 10× с апертурой 8 мм. Значения [Ca2+]i рассчи-
тывали по уравнению Гринкевича (Grynkiewicz et al.,
1985). Статистический анализ проводили с примене-
нием t-критерия Стьюдента. Данные представлены в
виде среднего и стандартного отклонения. Каждую
регистрацию получали для группы из 40–50 клеток и
на рисунках представлены результаты типичных
экспериментов из 6–7 независимых экспериментов.
Достоверными считали различия при Р ≤ 0.05.

Использованные реактивы: все реактивы приобре-
тали в фирме Sigma-Aldrich, США. Маточные рас-
творы Fura-2AM (1 мМ), ЦПК (10 мМ) и тапсигарги-
на (0.5 мМ) готовили в диметилсульфоксиде. Маточ-
ный раствор 2-APB (25 мМ) готовили в этиловом
спирте. Препараты глутоксим и моликсан предостав-
лялись фирмой ФАРМА-ВАМ (Санкт-Петербург,
Россия). Маточные растворы глутоксима (50 мг/мл) и
моликсана (50 мг/мл) готовили в воде.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние 2-APB на депозависимый вход Са2+, индуци-
руемый ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз.
В контрольных экспериментах мы обнаружили, что
добавление 0.5 мкМ тапсигаргина к макрофагам в
бескальциевой среде, вызывает увеличение [Ca2+]i,
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отражающее мобилизацию Са2+ из внутриклеточных
Са2+-депо (рис. 1а). В среднем увеличение [Ca2+]i во
время фазы мобилизации составило 30 ± 8 нМ (n = 7).
При последующем введении в наружную среду 2 мМ
Са2+ наблюдали депозависимый вход Са2+ в цито-
золь (рис. 1а). В среднем увеличение [Ca2+]i во время
входа Са2+ составило 112 ± 21 нМ (n = 7). Аналогич-
ные результаты мы получили при использовании
10 мкМ ЦПК (рис. 1б). В среднем увеличение [Ca2+]i

во время фазы мобилизации Са2+ из депо, вызывае-
мой ЦПК, составило 31 ± 9 нМ (n = 7), а во время
входа Са2+ – 99 ± 21 нМ (n = 7) (рис. 1б).

Мы впервые обнаружили, что при добавлении
2-APB на фоне развившегося депозависимого входа
Са2+, вызываемого тапсигаргином, действие 2-
APB зависит от его концентрации. В концентрации
25 мкМ 2-APB вызывал значительную потенциацию
входа Са2+ (на 105.2 ± 25.3%, n = 7) (рис. 1а). В то же
время, добавление 2-APB в концентрации 50 или
100 мкМ приводило к подавлению депозависимого
входа Са2+ (рис. 1а). Подавление входа Са2+ при дей-
ствии 50 мкМ 2-APB составило 51.4 ± 14.7% (n = 7), а
в концентрации 100 мкМ – 96.0 ± 18.4% (n = 7).

Сходные результаты мы получили при добавле-
нии 2-APB на развившийся депозависимый вход
Са2+, индуцированный ЦПК (рис. 1б). При воздей-
ствии 25 мкМ 2-APB мы наблюдали потенциацию
входа Са2+ на 116.3 ± 23.7% (n = 7). В случае 50 мкМ
2-APB происходило подавление входа Са2+ на 56.5 ±
± 15.3% (n = 7), а при действии 100 мкМ 2-APB – на
97.1 ± 17.5% (n = 7).

Влияние 2-APB на депозависимый вход Са2+, инду-
цируемый дисульфидсодержащими иммуномодулято-
рами. В контрольных экспериментах мы обнаружи-
ли, что инкубация макрофагов в течение 20 мин с
глутоксимом (100 мкг/мл) (рис. 2а) или моликсаном
(100 мкг/мл) (рис. 2б) в бескальциевой среде вызы-
вает медленно нарастающее увеличение [Ca2+]i , от-
ражающее мобилизацию Са2+ из внутриклеточных
Са2+-депо. В среднем через 20 мин после добавления
агентов [Ca2+]i увеличивалась от базального уровня,
равного 90 ± 17, до 171 ± 20 нМ (n = 6) для глутоксима
и 177 ± 21 нМ (n = 6) для моликсана. При введении в
наружную среду 2 мМ Са2+ наблюдали дальнейшее
повышение [Ca2+]i, отражающее депозависимый вход
Са2+ в цитозоль (рис. 2). В среднем увеличение [Ca2+]i

во время входа Са2+ составило 336 ± 34 (n = 6) и

Рис. 1. Влияние 2-аминоэтоксидифенил-бората (2-APB) на депозависимый вход Са2+, индуцируемый тапсигаргином
(0.5 мкМ) (а) и циклопьязониковой кислотой (ЦПК, 10 мкМ) (б) в перитонеальных макрофагах крысы. Объяснения к
рис. 1–2: макрофаги стимулировали указанным реагентом в номинально бескальциевой среде, затем вход Са2+ иницииро-
вали введением в наружную среду 2 мМ Са2+; на фоне развившегося входа Са2+ добавляли 25, 50 или 100 мкМ 2-амино-
этоксидифенил бората (2-АPB); F340/F380 – отношение интенсивностей флуоресценции Fura-2AM при длинах волн воз-
буждающего излучения 340 и 380 нм, отн. ед.
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246 ± 31 нМ (n = 6) для глутоксима и моликсана со-
ответственно.

Мы впервые обнаружили, что при добавлении
2-APB на фоне развившегося депозависимого вхо-
да Са2+, вызываемого глутоксимом, эффект 2-APB
зависит от его концентрации. В концентрации
25 мкМ 2-APB вызывал значительную потенциацию
входа Са2+ (на 87.4 ± 19.2%, n = 7) (рис. 2а). В то же
время, добавление 2-APB в концентрации 50 или 100
мкМ приводило к значительному подавлению депо-
зависимого входа Са2+ (рис. 2а). Подавление входа
Са2+ при действии 50 мкМ 2-APB составило 52.5 ±
12.4% (n = 7), а в концентрации 100 мкМ – 87.2 ±
11.7% (n = 7).

Сходные результаты мы получили в опытах с до-
бавлением 2-APB на развившийся депозависимый
вход Са2+, индуцированный моликсаном (рис. 2б).
При воздействии 25 мкМ 2-APB наблюдали потен-
циацию входа Са2+ на 95.3 ± 21.3% (n = 7). При при-
ложении 50 мкМ 2-APB происходило подавление
входа Са2+ на 60.5 ± 13.1% (n = 7), а при воздействии
100 мкМ 2-APB – на 90.2 ± 12.8% (n = 7).

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными, представленными в литературе. Так, показа-
но, что 50 мкМ 2-APB практически полностью по-

давляет депозависимый вход Са2+, индуцируемый
тапсигаргином в макрофагах из костного мозга мы-
ши (Vaeth et al., 2001), амелобластах мыши (линия
LS8) (Nurbaeva et al., 2015) и гладкомышечных клет-
ках легочной артерии крысы (McElroy et al., 2008).
Дозозависимое модулирующее влияние 2-APB на
депозависимый вход Са2+ показано также на клетках
разных типов: B-лимфоцитах цыпленка (линия
DT40) (Prakriya, Lewis, 2001; Ma et al., 2002), клетках
эмбриональной почки человека (линия HEK293)
(De Haven et al., 2008), клетках микроглии крысы
(Ohana et al., 2009), T-клетках линии Jurkat человека
и лейкемических базофилах крысы (RBL-2H3)
(Prakriya, Lewis, 2001). В низких концентрациях
(<30 мкМ) 2-APB потенциирует, в то время как в бо-
лее высоких концентрациях практически полностью
подавляет депозависимый вход Са2+. Полагают, что
в низких концентрациях 2-APB потенциирует депо-
зависимый вход Са2+ путем прямого расширения по-
ры открытых Orai1 каналов (Xu et al., 2016; Ali et al.,
2017). При этом диаметр поры Orai1 каналов увели-
чивается с 3.8 до 4.6 Å. Обнаружено также, что 2-APB
конкурирует со STIM1 за активацию каналов Orai1
(Yamashita et al., 2011). Ингибирование депозависи-
мого входа Са2+ при действии высоких концентра-
ций 2-APB может быть связано с нарушением взаи-

Рис. 2. Влияние 2-аминоэтоксидифенил бората (2-APB) на депозависимый вход Са2+, вызываемый глутоксимом (100 мкг/мл)
(а) или моликсаном (100 мкг/мл) (б) в перитонеальных макрофагах крысы.
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модействия между белками STIM1 и Orai1 (De Haven
et al., 2008; Peinelt et al., 2008; Hendron et al., 2014). В
дальнейшем было показано, что 2-APB может по-
давлять депозависимый вход Са2+, быстро и прямо
ингибируя оба молекулярных участника “емкостно-
го” входа Са2+, Orai1 каналы и STIM1 (Wei et al.,
2016). Кроме того, 2-APB может опосредованно (более
медленно) ингибировать функциональное связывание
STIM1 и Orai1 посредством влияния на STIM1, ослаб-
ляя взаимодействие между STIM1 и N-терминаль-
ным концом канала Orai1 (Wei et al., 2016).

Таким образом, в настоящей работе мы впервые
на перитонеальных макрофагах крысы показали, что
2-APB дозозависимо модулирует (активирует или
ингибирует) депозависимый вход Са2+, вызываемый
ингибиторами эндоплазматических Са2+-АТФаз (тап-
сигаргин, ЦПК) и иммуномодуляторами глутоксимом
и моликсаном. Это комплексное действие 2-APB на
депозависимый вход Са2+ в макрофагах может быть
связано с его влиянием на оба компонента мульти-
белкового комплекса депозависимого входа Са2+, на
белки STIM1 и Orai1.

Полученные данные свидетельствуют о том, что,
как и для клеток других типов, 2-APB является удоб-
ным фармакологическим инструментом для изуче-
ния депозависимого входа Са2+ в макрофагах. Кроме
того, результаты дополнительно подтверждают, что
вход Са2+, индуцируемый глутоксимом или молик-
саном, происходит по депозависимому механизму.
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THE EFFECT OF 2-AMINOETHOXYDIPHENYL BORATE 
ON STORE-DEPENDENT Ca2+ ENTRY IN PERITONEAL MACROPHAGES

L. S. Mileninaa, *, Z. I. Krutetskayaa, **, V. G. Antonovb, and N. I. Krutetskayaa
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Store-dependent Ca2+-entry is a universal mechanism of regulated Ca2+ entry in eucariotic cells. To elucidate the
pharmacological characteristics of store-dependent Ca2+ entry in macrophages, the effect of 2-aminoethoxydiphe-
nyl borate (2-APB) on store-dependent Ca2+ entry, induced by endoplasmic Ca2+-ATPases inhibitors thapsigargin
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and cyclopiazonic acid as well as disulfide-containing immunomodulators glutoxim and molixan, was investigated
in rat peritoneal macrophages. Using Fura-2AM microfluorimetry we have shown that in rat peritoneal macro-
phages, as well as in other cell types, 2-APB modulates store-dependent Ca2+ entry in a dose-dependent manner. At
concentration of 25 μM 2-APB potentiates Ca2+ entry, while at concentrations of 50 and 100 μM it effectively in-
hibits store-dependent Ca2+ entry in macrophages. The results additionally confirm that Ca2+ entry induced by glu-
toxim or molixan occurs via store-dependent mechanism.

Keywords: 2-aminoethoxydiphenyl borate, peritoneal macrophages, store-dependent Ca2+ entry
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