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Многие ионные каналы локализуются в областях плазматической мембраны, обогащенных холестерином
и сфинголипидами, известных как липидные рафты. Проблема взаимодействия ионных каналов с рафта-
ми является одной из самых малоизученных в современной биологии и физиологии. В настоящей работе
мы исследовали роль липидных рафтов в мембранной локализации кальциевых каналов TRPV5 (transient
receptor potential vanilloid, type 5), обнаруженных нами ранее в Т-клетках человека линии Jurkat. Иммуно-
флуоресцентный анализ клеток показал примембранную локализацию белков TRPV5 и их колокализацию
с липидными рафтами. Уменьшение мембранного холестерина с использованием метил-β-циклодекстри-
на (MбЦД) приводило к уменьшению поверхностной экспозиции каналов и их диффузному распределе-
нию в цитоплазме клеток. Анализ изображений клеток, полученный с помощью иммуноэлектронной
микроскопии выявил локальные скопления белков TRPV5 в виде кластеров в плазматической мембране
клеток. Экстракция мембранного холестерина и разрушение липидных рафтов приводили к исчезнове-
нию кластеров каналов и уходу каналов TRPV5 с плазматической мембраны клеток в цитоплазму. В целом
полученные результаты показали, что локализация кальциевых каналов TRPV5 в виде кластеров в плазма-
тической мембране критически зависит от уровня холестерина и целостности липидных рафтов в Т-клет-
ках линии Jurkat.
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Кальций-проводящие каналы TRP представляют
собой полимодальные ионные датчики, которые,
реагируя на различные физические и химические
раздражители, интегрируют множество сигналов,
поступающих в клетку. Каналы TRP участвуют в по-
давляющем большинстве реакций организма, вклю-
чая зрительную, обонятельную, болевую и темпера-
турную рецепции (Montell et al., 2002; Clapham, 2003;
Flockerzi, 2007). Они задействованы в нейрогенезе,
развитии мозга и синаптической трансмиссии (Ven-
nekens et al., 2012). Ряд каналов TRP участвует в им-
мунитете и обменных процессах организма (Fer-
nandes, 2012). Поэтому неудивительно, что дисфунк-
ции многих каналов суперсемейства TRP приводят к
развитию различных заболеваний (Nilius, 2007).

Являясь интегральными белками, каналы TRP
чувствительны к липидному составу мембраны, в
которую они встроены. До недавних пор считалось,
что липиды играют в клетке только пассивную роль,
являясь простыми строительными блоками для мем-
бран, разграничивая внутриклеточные компартменты
и отделяя внутреннюю среду от внеклеточной среды
клетки. Однако за последние десятилетия возникло
новое понимание роли липидов в жизнедеятельности
клеток. Стало известно, что основные липиды плаз-
матической мембраны, такие, как холестерин и
сфинголипиды могут плотно упаковываться вместе,
образуя микродомены (липидные рафты), участвую-
щие во многих функциональных реакциях клеток
(Simons, Toomre, 2000; Pizzo, Viola, 2003). Известно
участие рафтов в таких процессах, как транспорт
мембранных белков, сборка сигнальных комплек-
сов, передача нервных импульсов, эндо- и экзоци-
тоз, а также регуляция активности ионных каналов

Принятые сокращения: MбЦД – метил-β-циклодекстрин;
FITC-CTB – конъюгат β-субъединицы холерного токсина и
флуоресцентного красителя FITC; TRPV5 – transient receptor
potential vanilloid, type 5.
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(Levitan et al., 2000; Lundbaek et al., 2003; Schengrund,
2010; Sheng et al., 2012).

Состав липидов в значительной степени опреде-
ляет структурные и физические свойства плазмати-
ческой мембраны, ее текучесть, кривизну и жест-
кость (Yeagle, 1985), что критически влияет на гей-
тинг ионных каналов (Pucadyil, Chattopadhyay,
2004). На свойства каналов также могут влиять ассо-
циированные с липидными рафтами различные сиг-
нальные белки. Кроме того, некоторые липиды сами
могут выступать в качестве специфических агони-
стов ионных каналов. Важные данные относительно
регулирования функций канала холестерином были
получены при использовании метил-β-циклодекс-
трина (MбЦД) (Heino et al., 2000; Slimane et al., 2001;
Barbuti et al., 2004). Так, экстракция мембранного
холестерина показала, что активность каналов
TRPM8 критически зависит от целостности липид-
ных рафтов, поскольку приводила к значительному
сдвигу порога активации термо-чувствительных ка-
налов TRPM8 в сторону более высоких температур
(Morenilla-Palao et al., 2009). Таким же образом раз-
рушение липидных рафтов путем истощения любого
из главных его компонент фармакологическими ин-
струментами блокировало агонист-зависимую актива-
цию каналов TRPV1 (Szoke et al., 2010). Вход Ca2+ в
клетки прекращался, либо когда холестерин был исто-
щен с помощью MбЦД (Liu et al., 2006; Kilsdonk et al.,
1995), либо когда молекулы сфингомиелина были раз-
рушены сфингомиелиназой (Kobayashi et al., 2006).

Два члена суперсемейства TRP – каналы TRPV5 и
TRPV6 (первоначально известные, как СаТ2 и CaT1,
или ЕСаС1 и ECaC2) были впервые клонированы из
эпителиальных клеток почки кролика и тонкого ки-
шечника крысы (Hoenderop et al., 2001; Peng, Hedi-
ger, 2002). Позднее они были отнесены к подсемей-
ству ванилоидных рецепторов (TRPV) и идентифи-
цированы в клетках других млекопитающих, включая
человека (Nijenhuis et al., 2003). Показано, что эти ка-
налы могут обеспечивать строго дозированное по-
ступление Са2+ и участвовать в активной (ре)абсорб-
ции Са2+ в эпителиальных клетках почек, тонком ки-
шечнике и плаценте (Hoenderop, 2002; Nijenhuis
et al., 2003). Ранее с помощью полимеразной цепной
реакции в реальном времени и Вестерн-блот-анали-
за мы показали экспрессию каналов TRPV5 и TRPV6
в Т-клетках лейкемии человека линии Jurkat (Vas-
silieva et al., 2013).

Кальциевые каналы TRPV5 и TRPV6 являются
конститутивно активными, поэтому избирательная
ассоциация ионных каналов с конкретным липид-
ным микроокружением в мембране может быть кри-
тически необходима для их активации. Несмотря на
это, вопрос о взаимодействии кальциевых каналов
TRPV5 с липидным микроокружением и липидны-
ми рафтами практически не изучен. Ранее с помо-
щью электрофизиологических и иммунофлуорес-
центных методов, а также метода иммуноэлектрон-

ной микроскопии мы показали, что мембранный
холестерин регулирует активность каналов TRPV6 в
T-клетках человека линии Jurkat (Kever et al., 2019).

В настоящей работе мы изучали роль липидных
рафтов в локализации кальциевых каналов TRPV5 в
плазматической мембране Т-клеток лейкемии чело-
века линии Jurkat.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки линии Jurkat получены из Российской

коллекции клеточных культур позвоночных Инсти-
тута цитологии РАН (Санкт-Петербург). Клетки
культивировали при 37°С в среде RPMI 1640, содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки и
0.008% гентамицина при температуре 37°С в атмо-
сфере 5% СО2.

Иммунофлуоресцентный анализ проводили на
клетках, которые предварительно были посеяны на
стекла, покрытые поли-L-лизином. Клетки инкуби-
ровали 40 мин (при 37°С и 5% СО2) в среде без сыво-
ротки в присутствии и отсутствие (контрольные
клетки) 1% метил-β-циклодекстрина (MбЦД, Sig-
ma-Aldrich). Далее клетки фиксировали в растворе
3.7%-ного параформальдегида и пермеабилизовали
в присутствии 0.25%-ного Tween 20. Затем контроль-
ные и обработанные клетки инкубировали сперва с
первичными антителами (в разведении 1 : 100), вы-
работанными против TRPV5 (H-99, Santa Cruz Bio-
technology, США) в течение ночи (при 4°С), а потом
с вторичными антикроличьими антителами (1 : 200),
конъюгированными с Су3 (Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd, Великобритания) в течение 40 мин (при
37°С). Для визуализации липидных рафтов, богатых
холестерином, использовали специфический маркер
липидных рафтов, β-субъединицу холерного токсина
(5 мг/мл), конъюгированную с FITC (FITC-CTB, Sig-
ma-Aldrich). После окрашивания клеток FITC-CTB
покровные стекла заключали в смолу Vectashield
Mounting Medium (Vector Laboratories, США) и ис-
следовали с помощью конфокального микроскопа
Olympus FV3000 (Olympus Corporation, Япония), ис-
пользуя масляный объектив 60×. Интенсивность
флуоресценции (по меньшей мере 7–15 клеток) в
каждом эксперименте) оценивали с помощью про-
граммы ImageJ (NIH, США) и усредняли. Интенсив-
ность флуоресценции в контрольных и обработанных
клетках сравнивали с использованием стандартного
t-критерия Стьюдента. Данные представлены в виде
среднего значения и его ошибки. Различия считали
достоверными при P < 0.05.

Иммуноэлектронная микроскопия. Контрольные и
обработанные МбЦД клетки фиксировали в раство-
ре PBS, содержащем 2% параформальдегида и 0.5%
глутаральдегида в течение 1 ч, затем обезвоживали в
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спиртах и заливали в акриловую смолу LR-White.
Ультратонкие срезы помещали на никелевые сетки,
покрытые формваровой пленкой. Для иммуноокра-
шивания срезы экспонировали 20 мин в 1%-ном
BSA на PBS, а затем инкубировали в течение 1 ч сна-
чала с первичными (в разведении 1 : 100) анти-
TRPV5 антителами (H-99, Santa Cruz Biotechnology,
США), потом с вторичными (1 : 50) антикроличьими
антителами, коньюгированными с коллоидным зо-
лотом (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
США). В работе использовали коллоидное золото с
размером частиц 10 нм. Срезы клеток, обработанные
антителами, контрастировали уранил-ацетатом и
цитратом свинца и анализировали с помощью элек-
тронного микроскопа Librа-120 (Германия).

Подготовка препаратов мембранных фрагментов
для иммуноэлектронной микроскопии. Использовали
описанную процедуру (Sanan, Anderson, 1991). По-
кровные стекла с предварительно посеянными на
них клетками быстро охлаждали путем погружения в
ледяной буфер (25 мM Hepes, 25 мM KCl, 2.5 мM
Mg(СН3СОО)2) и переворачивали на никелевые сет-
ки с формваровой пленкой, предварительно покры-
тые поли-L-лизином. С помощью резиновой проб-
ки покровные стекла с клетками в течение 20 с при-
жимали к никелевым сеткам. Затем стекла резко
отрывали от никелевых сеток, при этом на сетках
оставались участки плазматической мембраны кле-
ток. Никелевые сетки с остатками клеток аккуратно
промывали в ледяном буфере и фиксировали в 2%-
ном параформальдегиде (10 мин). Затем прикреп-
ленные к сеткам мембраны клеток переворачивали
на капли, содержащие первичные анти-TRPV5 и вто-
ричные (конъюгированные с коллоидным золотом)
антитела (указанные выше) и инкубировали в течение
30 мин. После промывки в PBS образцы фиксировали
в растворе 2%-ного глутаральдегида (1 ч) и оставляли
на ночь отмываться в PBS при 4°С. После этого об-
разцы постфиксировали в 1%-ном OsO4 (10 мин),
промывали буфером и дистиллированной водой. Да-
лее образцы обрабатывали 1%-ным водным раство-
ром таниновой кислоты (10 мин) и окрашивали 1%-
ным уранил-ацетатом (10 мин). После сушки мем-
бранные фрагменты, прикрепленные к сеткам, ана-
лизировали на электронном микроскопе Libra-120
(Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Липидные микродомены в клетках Jurkat оцени-
вали по уровню флуоресцентного свечения конъ-
югата FITC-CTB, который селективно связывается с
ганглиозидом GM1 (одним из маркерных компо-
нентов рафтов). Oкраска ганглиозида GM1 выявила

участки интенсивного свечения на плазматической
мембране Т-клетках линии Jurkat (рис. 1а, в).

Локализацию каналов TRPV5 в клетках исследо-
вали с помощью иммунофлуоресцентного окраши-
вания специфическими антителами против TRPV5
(как указано в разделе “Материал и методика”). Как
представлено на рис. 1 иммунореактивность TRPV5
была в основном сосредоточена на плазматической
мембране, а также частично присутствовала во внут-
риклеточном пространстве клеток. Для экстракции
мембранного холестерина и деструкции липидных
рафтов использовали акцептор холестерина МбЦД.
Инкубация клеток с 1% МбЦД не изменила морфо-
логию Т-клеток (рис. 1), но значительно снизила
окрашивание плазматической мембраны по сравне-
нию с контрольными клетками. В клетках, обрабо-
танных деструктором липидных рафтов, наблюдали
более диффузное распределение каналов TRPV5 чем
в контрольных клетках (рис. 1). Как показали резуль-
таты, истощение мембранного холестерина привело к
значительному снижению интенсивности флуорес-
центного сигнала на мембране клеток, окрашенных с
использованием анти-TRPV6 антител, но в то же
время увеличило сигнал от антител, находящихся
внутри клеток (рис. 1).

Визуализация дискретных белков методом имму-
нофлуоресценции является трудно разрешимым во-
просом, учитывая их небольшой размер. Поэтому,
чтобы преодолеть дифракционный предел световой
микроскопии и анализировать пространственное
распределение белков TRPV5 в T-клетках лейкемии
человека использовали электронный микроскоп.
Для электронно-микроскопического анализа пред-
варительно обработанные МбЦД и контрольные
клетки были инкубированы с антителами против
TRPV5, и вторичными антителами, конъюгирован-
ными с золотом (как указано в разделе “Материал и
методика”). Анализ изображений показал, что часть
частиц коллоидного золота (10 нм) индивидуально
распределена по клеточной мембране, тогда как дру-
гие находятся в кластерах размером около 50–100 нм
в непосредственной близости от плазматической
мембраны (рис. 2, I). Наличие скоплений частиц зо-
лота предполагает высокую локальную концентра-
цию молекул TRPV5, что согласуется с нашими
электрофизиологическими (Vassilieva et al., 2013) и
иммунофлуоресцентными данными, которые вы-
явили кластеризацию каналов TRPV5 в плазматиче-
ской мембране клеток (рис. 1). Очень важно, что
распределение золотых частиц различалось в кон-
трольных клетках и обработанных MбЦД. Фактиче-
ски маркировка золотом наблюдалась и в плазмати-
ческой мембране, и в цитозоле контрольных клеток
(рис. 2, I). Однако после истощения мембранного
холестерина с помощью MбЦД, частицы золота ред-
ко обнаруживались на плазматической мембране
клеток. Более того, локальных скоплений частиц зо-
лота, метящих TRPV5, в виде кластеров практически
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не наблюдали в плазматической мембране клеток,
обработанных MбЦД (рис. 2, I).

Чтобы получить дополнительные данные относи-
тельно мембранного распределения каналов TRPV5
в контрольных клетках и клетках с пониженным со-
держанием холестерина, мы модифицировали метод
изоляции фрагментов плазматической мембраны
клеток на никелевых сетках (Sanan, Anderson, 1991).
Для этой цели клетки, закрепленные, с одной сторо-
ны, на никелевой сетке, а с другой – на покровным
стекле, быстро разрывали резким отведением по-
кровного стекла (см. раздел “Материал и методи-
ка”). Цитоплазму с внутриклеточным содержимым

отмывали, а мембранные фрагменты обрабатывали
антителами и далее анализировали с помощью элек-
тронного микроскопа.

Распределение частиц золота, маркирующих
TRPV5, в контрольных клетках проиллюстрировано
в виде микрофотографий и количественно представ-
лено на рис. 2, II. Микрофотография показывает,
что частицы золота, маркирующие TRPV5, распре-
делены по одиночке или в виде небольших рассеян-
ных кластеров, которые редко превышают диаметр
100 нм (размер шкалы на рис. 2, II). Среднее число
частиц золота, метящих TRPV5 (посчитанных вруч-
ную), в контрольных клетках, составило 124.9 ± 9.0

Рис. 1. Распределение кальциевых каналов TRPV5 в контрольных и обработанных МбЦД Т-клетках Jurkat, полученное с по-
мощью иммунофлуоресценции. Представлены изображения клеток (слева направо): в проходящем свете, зелёная флуоресцен-
ция FITC-CTB (маркер липидных рафтов), красная флуоресценция TRPV5, окрашенных антителами, меченными Cy3, и сов-
мещение изображений. Шкала – 10 мкм. Внизу гистограмма распределения интенсивности флуоресценции (ИФ) на мембра-
не и в цитоплазме клеток до и после экстракции холестерина с помощью МбЦД соответственно. Сканирование вдоль
диаметра клетки. Видно, что ИФ, соответствующая ганглиозиду GM1 и каналам TRPV5, после обработки клеток МбЦД су-
щественно уменьшается на мембране клеток, а ИФ, соответствующая TRPV5, увеличивается в цитозоле.
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(n = 12) (рис. 2, II). Примерно половина частиц золо-
та распределялась диффузно, а остальные находились
в кластерах, которые чаще всего содержали 2–4 ча-
стицы, реже – до 10 частиц (рис. 2, II). После экс-
тракции мембранного холестерина с помощью
МбЦД в плазматической мембране клеток наблюда-

ли почти 10-кратное снижение числа золотых частиц
(13.0 ± 0.88, n = 11), которые диффузно распределя-
лись по мембране (рис. 2, II). Важно отметить, что в
клетках, обработанных МбЦД, скоплений золотых
частиц в виде кластеров практически не обнаружи-
вали.

Рис. 2. Микрофотографии локализации каналов TRPV5 в клетках Jurkat (I) и их мембранных фрагментах (II) в контроле и по-
сле действия МбЦД. По данным иммуноэлектронной микроскопии. Каналы маркированы специфическими антителами, ко-
ньюгированными с частицами коллоидного золота (10 нм). Участки с частицами золота (стрелки) выделены рамкой (I) или
овалом (II). В контрольных клетках частицы золота локализованы в кластерах на плазматической мембране, после экстрак-
ции холестерина частицы диффузно распределены в клетках (стрелка). На гистограмме (справа) – число частиц золота в кон-
троле и после действия МбЦД; вертикальные отрезки – ошибка среднего, различия достоверны при P < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Избирательная ассоциация ряда ионных каналов
с определенными липидами плазматической мем-
браны и липидными рафтами критически необходи-
ма для регуляции их активности. В настоящей рабо-
те установлена взаимосвязь между локализацией
кальциевых каналов TRPV5 в плазматической мем-
бране Т-клеток лейкемии человека и целостностью
липидных рафтов. С помощью иммунофлуоресцен-
ции и иммуноэлектронной микроскопии показана
колокализация каналов с липидными рафтами. Экс-
тракция мембранного холестерина приводила к де-
струкции липидных рафтов и диффузному распре-
делению каналов в цитоплазме клеток. Полученные
результаты указывают на то, что холестерин крити-
чески необходим для локализации каналов TRPV5 в
плазматической мембране Т-клеток линии Jurkat.
Более того, обнаруженное объединение каналов в
кластеры указывает на важную роль липидных раф-
тов в регуляции активности каналов. Липиды мем-
бранных рафтов могут оказывать влияние на актив-
ность канала либо посредством прямых белково-ли-
пидных взаимодействий, либо путем воздействия на
физические свойства двухслойной мембраны (Mar-
tens et al., 2000; Hering et al., 2003). Кроме того, раф-
ты, по-видимому, могут избирательно рекрутиро-
вать нужные сигнальные молекулы для эффектив-
ной и избирательной передачи сигнала. Прямое
взаимодействие с рафт-ассоциированными белка-
ми, такими, как кавеолин, также может влиять на
функции канала, изменяя ионную проводимость,
или влияя на транспорт каналов и их экспозицию в
плазматической мембране.

Ряд исследований показал, что модуляторами ка-
налов TRP могут быть также липиды различных ме-
таболических путей, включая метаболиты циклоок-
сигеназы, липоксигеназы, фосфолипидов и лизо-
фосфолипидов (Szallasi, Blumberg, 2007; Bang et al.,
2010). Кроме того, на функции ионных каналов мо-
гут влиять сигнальные белки, которые накаплива-
ются в липидных рафтах. Так, в липидных рафтах
был обнаружен ряд рецепторов, связанных с G-бел-
ками, различные классы G-белков, аденилатцикла-
за, протеинкиназа C, синтаза оксида азота, тирозин-
киназы, белки Ras, и митоген-активированные про-
теинкиназы и др. (Patel et al., 2008).

Согласно полученным результатам, липидные раф-
ты регулируют активность каналов TRPV5 в Т-клетках
человека, по-видимому, влияя на их локализацию и
плотность в плазматической мембране. Полученные
данные являются исключительно актуальными, по-
скольку известна ключевая роль липидных рафтов в
рецепторной сигнализации и активации лимфоци-
тов (Montixi et al., 1998; Xavier et al., 1998; Zhang et al.,
1998; Ilangumaran et al., 1999). На Т-клетках было
продемонстрировано участие липидных рафтов в
ранних стадиях стимуляции Т-клеточного рецепто-
ра (Schade, Levine, 2002). Существуют доказатель-

ства участия липидных рафтов в аутоиммунитете.
Некоторые исследования свидетельствую о корре-
ляции между уровнем липидов, формирующих ли-
пидные рафты, и регулированием иммунной систе-
мы (Jury et al., 2007). Есть данные, что сигнальные
процессы в липидных микродоменах Т-клеток здо-
ровых людей и пациентов с такими аутоиммунными
заболеваниями, как системная красная волчанка и
ревматоидный артрит, имеют серьезные различия
(Jury et al., 2004, 2007).

Мы предполагаем, что сигнальные платформы,
образуемые липидными рафтами в Т-клетках, могут
рекрутировать наряду с сигнальными белками и
кальциевые каналы TRPV5, чтобы обеспечить ло-
кальное повышение кальция для выполнения мно-
жества сигнальных функций, включая фосфорили-
рование белков.
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ROLE OF CHOLESTEROL IN MEMBRANE LOCALIZATION OF TRPV5 CALCIUM 
CHANNELS IN HUMAN JURKAT T CELLS
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Many ion channels are localized in areas of the plasma membrane enriched in cholesterol and sphingolipids, known
as lipid rafts. The problem of the interaction of ion channels with lipid rafts is one of the least studied in modern
biology and physiology. Here, we explored the role of lipid rafts in the membrane localization of TRPV5 calcium
channels (transient receptor potential vanilloid, type 5), which we earlier discovered in human T cells line Jurkat.
Immunofluorescence analysis of cells showed the membrane localization of TRPV5 proteins and their colocaliza-
tion with lipid rafts. The membrane cholesterol depletion with methyl-β-cyclodextrin (MbCD) led to a decrease in
the surface expression of channels and their diffuse distribution in the cell cytoplasm. An analysis of cell images ob-
tained by immunoelectron microscopy revealed local aggregation of TRPV5 proteins in the clusters in the plasma
membrane of cells. Extraction of membrane cholesterol and destruction of lipid rafts led to the disappearance of
channel clusters and the dropping of TRPV5 channels out the plasma membrane of cells. In general, the results
showed that the surface expression and localization of TRPV5 calcium channels in the form of clusters in the plasma
membrane is critically dependent on the level of cholesterol and the integrity of lipid rafts in Jurkat T cells.

Keywords: TRPV5 calcium channels, cholesterol, lipid rafts, immunoelectron microscopy, Jurkat T cells
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