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Резюме. Настоящая работа демонстрирует способность монооксида углерода запускать апоп-
тоз клеток линии Jurkat по митохондриальному пути. Нами было показано, что проапоптотическое 
действие CO сопряжено с пермеабилизацией митохондриальных мембран клеток. Одной из причин 
возникновения пор в мембранах митохондрий является дисбаланс белков-регуляторов апоптоза се-
мейства Bcl-2. В нашей работе продемонстрировано снижение экспрессии мРНК и содержания анти-
апоптотических протеинов Bcl-2 и Bcl-xl, а также снижение экспрессии мРНК и повышение содер-
жания проапоптотического белка Bad в клетках линии Jurkat после инкубирования с 50 мкМ донором 
монооксида углерода CORM-2. 
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Carbon monoxide: its role in mitoChondrial pathway of apoptosis induCtion in 

Jurkat CanCer Cells
abstract. This study demonstrates ability of carbon monoxide to trigger mitochondrial pathway of 

apoptosis induction of Jurcat cells. We have shown that proapoptotic action of carbon monoxide is coupled 
to permeabilization of cellular mitochondrial membranes. Imbalance in Bcl-2 family of regulatory proteins 
may be considered among possible reasons of the membrane pore formation. We have shown downregulated 
cl-2 and Bcl-xl mRNA expression and decreased levels of antiapoptotic proteins, along wih decreased mRNA 
expression and increase of Bad proapototic protein level in Jurkat cells following incubation with 50 μm of 
CORM-2, a carbon monoxide donor. (Med. Immunol., 2012, vol. 14, N 4-5, pp 353-358)
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Введение
Монооксид углерода, более известный 

как токсичный газ без цвета и запаха, был при-
знан научной общественностью в качестве пер-
вичного мессенджера спустя четыре года по-
сле открытия сигнальных свойств оксида азота 
[15]. Монооксид углерода является эндогенным 
продуктом деградации гема с участием фермен-
та гемоксигеназы. В низких микромолярных 

концентрациях монооксид углерода участвует 
в регуляции таких физиологических процессов, 
как расслабление гладкой мускулатуры [11], агре-
гация тромбоцитов и активация моноцитов [17], 
участие в передаче нервного импульса и воспри-
ятии болевого сигнала [10], а также в регуляции 
секреции желез желудочно-кишечного тракта 
[9]. Изменение концентрации монооксида угле-
рода было зафиксировано при ряде патологиче-
ских процессов, таких как нейродегенеративные 
заболевания [10], гипертония [11], воспаление 
[7], а также канцерогенез [16]. Развитие выше-
указанных патологических состояний отчасти 
(воспаление) или полностью (канцерогенез, 
нейродегенеративные заболевания) обусловле-
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но дизрегуляцией апоптоза. Последний пред-
ставляет собой механизм удаления избыточных 
или поврежденных клеток. Известно, что смерть-
индуцирующие и жизнеоберегающие сигна-
лы суммируются на уровне митохондриальных 
мембран. Когда летальные стимулы становятся 
преобладающими, через поры пермеабилизации 
из митохондрий в цитозоль выделяются различ-
ные проапоптотические факторы (цитохром с, 
Smac/DIABLO, AIF, эндонуклеаза G). В регуля-
ции формирования митохондриальных пор при-
нимают участие про- и антиапоптотические чле-
ны семейства белков Bcl-2 [2]. 

Монооксид углерода обладает дуалистиче-
ским эффектом в отношении апоптотической 
реакции клеток. Показано как стимулирующее, 
так и ингибирующее действие CO на апоптоз 
гладкомышечных [8], эндотелиальных [4] и эпи-
телиальных клеток [6], а также фибробластов [12] 
и гепатоцитов [19]. Механизмы, за счет которых 
моноксид углерода оказывает описанные эффек-
ты, изучены не полностью. Однако известно, что 
антиапоптотический эффект CO, показанный 
на культуре фибробластов, опосредован актива-
цией гуанилатциклазы [12]. Проапоптотический 
эффект данного газа может быть связан с актива-
цией белка FADD и каспаз-8, -9 и -3 [14]. Извест-
но, что монооксид углерода в концентрациях, 
превышающих физиологические, приводит к об-
разованию активных форм кислорода, блоки-
рованию транспорта электронов в митохондри-
ях и последующему энергетическому коллапсу 
клетки [9]. Данные, касающиеся влияния физио-
логических концентраций монооксида углеро-
да на функциональное состояние митохондрий, 
а также на соотношение про- и антиапоптотиче-
ских белков семейства Bcl-2, отсутствуют. Опре-
деление СО-зависимых мишеней в системе ре-
гуляции данного семейства позволит утверждать 
о наличии специфических механизмов участия 
монооксида углерода в реализации апоптоза.

В данной работе будет предпринята попытка 
оценить влияние проапоптотической концентра-
ции донора монооксида углерода на экспрессию 
генов и содержание соответствующих белков-ре-
гуляторов апоптоза семейства Bcl-2.

Материал и методы
В работе были использованы клетки линии 

Jurkat, представляющие собой иммортализо-
ванные T-лимфоциты (Российская коллекция 
клеточных культур позвоночных Института ци-
тологии РАН, Санкт-Петербург). Клетки ин-
кубировали в течение 24 ч в атмосфере 5% CO2 
при температуре 37 °С в полной питательной 
среде с добавлением донора моноксида углерода 

(CORM-2 (Ru(CO)3Cl2 димер)) («Sigma», USA)) 
в проапоптотической концентрации 50 мкМ. 

Количество апоптотических клеток и клеток 
со сниженным уровнем потенциала митохон-
дриальных мембран (∆ψ) определяли с помо-
щью проточной цитофлуориметрии (Facs CantoII 
[«Beckman Dickenson», США]) с использованием 
наборов «ANNEXIN V FITC» («Abcam», США) 
и «MitoScreen» («BD Pharmigen», США) соответ-
свенно. Полученные результаты выражали в про-
центах (отношение числа клеток, связавших ан-
нексин V на поверхности мембраны, или клеток 
со сниженным митохондриальным трансмем-
бранным потенциалом к общему числу клеток). 

Уровень экспрессии генов bcl-2, bcl-xl и bad 
определяли методом полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (Real-Time PCR). 
Суммарную РНК выделяли из клеток с исполь-
зованием набора реагентов «QIAmp RNeasy mini 
Kit» (QIAGEN, Германия). Процедуру обратной 
транскрипции проводили с использованием 
случайных гексапраймеров и MMuLV-обратной 
транскриптазы («Promega», США). Амплифика-
цию кДНК исследуемых генов, а также анализ 
продуктов амплификации в режиме реально-
го времени проводили на приборе Mini Opticon 
(«BioRad», США) с использованием реакцион-
ной смеси с интеркалирующим красителем SYBR 
Green I («Мolecular Probe», США). В качестве 
референсного гена использовали ген b-actine. 
Результаты выражали в условных единицах (от-
ношение числа циклов амплификации исследу-
емого гена к количеству циклов амплификации 
референсного гена).

Содержание белков bcl-2, bcl-xl и bad опре-
деляли методом вестерн-блот. Равное коли-
чество цельноклеточных лизатов подвергали 
электрофорезу в 10% SDS полиакриламидном 
геле, затем осуществляли перенос белков на ни-
троцеллюлозную мембрану. Далее мембрану бло-
кировали 1% желатином, трижды промывали 
TTBS (20 мМ/л Tris HCl, pH 7,6, 137 мМ/л NaCl, 
и 0,05% Tween 20). Затем мембрану инкубировали 
с первичными антителами (anti-Bcl-XL [«Sigma», 
США], anti-Bad [«Biosource», США], anti-Bcl-2 
[«Biosource», США]) в течение часа. Трижды 
промывали TTBS и добавляли вторичные ан-
титела с пероксидазной меткой («Biosource», 
США). Для визуализации результатов исследо-
вания использовали хемилюминесцентный ме-
тод («NOVEX ECL Chemiluminescent Substrate 
Reagent kit», Invitrogen, США). Количественное 
содержание белков определяли путем подсчета 
интенсивности бенда на рентгеновской пленке 
с помощью программы TotalLab v. 2.01. В каче-
стве стандарта и внутреннего контроля исполь-
зовали белок глицеро-3-фосфат-дегидрогеназу 



355

СО как регулятор апоптоза2012, Т. 14, № 4-5

(«Chemicon», США), выражая содержание ис-
следуемых протеинов как отношение сигнала 
определяемого белка к сигналу белка глицеро-3-
фосфат-дегидрогеназы в исследуемых образцах. 

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием программного обеспечения SPSS 
v.11.0 (SPSS, Chicago, USA). Для каждой выбор-
ки вычисляли средневыборочные характери-
стики. Проверку нормальности распределения 
количественных показателей проводили с ис-
пользованием критерия Шапиро–Вилка. В слу-
чае отсутствия согласия данных с нормальным 
распределением для оценки различий между 
зависимыми выборками применяли непараме-
трический критерий Вилкоксона. Для оценки до-
стоверности различий независимых выборок ис-
пользовали ранговый критерий Манна–Уитни. 
Различия считались достоверными при уровне 
значимости р < 0,05.

Результаты
Оценка числа клеток с апоптотическими при-

знаками и со сниженным митохондриальным транс-
мембранным потенциалом 

Нами было показано, что воздействие 50 мкМ 
донора монооксида углерода в течение 24 ч 
на клетки линии Jurkat приводит к достоверному 
повышению числа апоптотически-измененных 

клеток до 9,6 (8,9-10,1)% по сравнению с ана-
логичными показателями в интактной культуре 
3,5 (2,7-4,2)% (p < 0,05). Оценка числа клеток 
со сниженным митохондиальным трансмембран-
ным потенциалом в культуре клеток линии Jurkat 
после воздействия 50 мкМ CORM-2 установила, 
что значения исследуемого показателя досто-
верно превышали соответствующие параметры 
в интактной культуре [16,4 (15,9-18,5)% и 1,1(0,7-
1,2)% соответственно](p < 0,05) (рис. 1, табл. 1).

Экспрессия мРНК генов белков-регуляторов 
апоптоза и содержание, кодируемых ими протеинов 
семейства bcl-2

В нашем исследовании показано, что добавле-
ние в интактную культуру клеточной линии Jurkat 
50 мкМ CORM-2 приводило к достоверному сни-
жению как уровня мРНК гена Bcl-2, так и содер-
жания кодируемого им белка (рис. 2, табл. 2).

При добавлении в интактную культуру 
Т-лимфобластной лейкемии 50 мкМ CORM-2 
уровень мРНК гена bcl-xl достоверно снижался, 
что сопровождалось статистически значимым 
снижением уровня соответствующего протеи-
на по сравнению с интактной культурой (рис. 2, 
табл. 2).

Воздействие 50 мкМ CORM-2 на клетки ли-
нии Jurkat приводило к достоверному снижению 
уровня мРНК гена bad по сравнению с интактной 

Рисунок 1. Количество клеток со сниженным митохондриальным трансмембранным потенциалом (P3 область)
Примечание. а – интактные клетки линии Jurkat; б – клетки линии Jurkat, инкубированные с 50 мкМ CORM-2 (24 ч).

Таблица 1. КоличесТво аПоПТоТичесКи-измененных КлеТоК линии Jurkat и КлеТоК со сниженным 
миТохондРиальным ТРансмембРанным ПоТенциалом После воздейсТвия 50 мКм доноРа 
монооКсида углеРода, Me (Q1-Q3)

Показатель Интактные клетки линии Jurkat Клетки линии Jurkat после 
воздействия 50 мкМ CORM-2

Число апоптотически-измененных 
клеток, % 3,5 (2,7-4,2) 9,6 (8,9-10,1)*

Число клеток со сниженным мито-
хондриальным трансмембранным 
потенциалом, %

1,1 (0,7-1,2) 16,4 (15,9-18,5)*

примечание. Здесь и далее: * – р < 0,05 по сравнению с интактной культурой.
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Рисунок 2. содержание белков Bcl-2, Bcl-xl, Bad в клетках линии Jurkat до и после воздействия донора монооксида 
углерода

Таблица 2. ЭКсПРессия мРнК генов Bcl-2, Bcl-xl и  Bad в КлеТКах линии Jurkat После воздейсТвия 
50 мКм доноРа монооКсида углеРода Me (Q1-Q3)

Показатель Экспрессия мРНК гена 
bcl-2, усл. ед.

Экспрессия мРНК гена 
bcl-xl, усл. ед.

Экспрессия мРНК гена 
bad, усл. ед.

Интактные клетки линии 
Jurkat

5,84
(5,35-6,12)

9,92
(9,76-13,33)

3,1
(2,47-3,19)

Клетки линии Jurkat по-
сле воздействия 50 мкМ 
CORM-2

2,9
(1,51-4,78)*

3,36
(2,92-3,99)*

1,24
(0,75-1,64)*

культурой, однако уровень соответствующего 
протеина был достоверно выше такового в ин-
тактных клетках (рис. 2, табл. 2).

Обсуждение
Пермеабилизация наружной митохондриаль-

ной мембраны, сопровождающаяся падением по-
тенциала и приводящая к высвобождению мно-
жества проапоптотических белков (цитохром с, 
Smac/DIABLO, AIF, эндонуклеаза G) в цитозоль, 
является центральным событием во внутрен-

нем пути апоптоза. Ведущая роль в последую-
щих проапоптотических изменениях принадле-
жит цитохрому с, который связываясь с Apaf-1 
и формируя комплекс (апоптосому), рекрутирует 
и активирует прокаспазу-9. AIF является мито-
хондриальным эффектором программированной 
клеточной гибели, действующим независимо 
от каспаз [1].

Полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что донор монооксида углерода в концен-
трации 50 мкМ вызывает падение митохондри-
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ального трансмембранного потенциала и ин-
тенсификацию апоптоза клеток линии Jurkat. 
Причиной снижения ∆ψ является образование 
пор в результате взаимодействия белков, секве-
стрированных в наружной и внутренней мито-
хондриальных мембранах (ANT, VDAC, белки 
семейства Bcl-2) [5]. При этом роль связующего 
звена между функциональным состоянием ми-
тохондрий и развитием апоптотической реак-
ции принадлежит протеинам семейства Bcl-2. 
Антиапоптотические члены данного семейства 
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1) локализованы 
в наружной митохондриальной мембране, где 
они предотвращают образование пор за счет свя-
зывания и нейтрализации проапоптотических 
протеинов (Bax, Bak), напротив, индуцирующих 
пермеабилизацию митохондриальных мембран. 
Также существует подкласс проапоптотических 
членов данного семейства (Bim, Puma, Bid, Bad, 
Bik, Bmf, Hrk, Noxa), которые не могут самосто-
ятельно влиять на проницаемость митохондри-
альных мембран, но способствуют гибели клеток 
за счет связывания аниапоптотических белков. 
Баланс соотношения про- и антиапоптотических 
представителей семейства Bcl-2 регулируется 
как на транскрипционном, так и на посттрансля-
ционном уровнях [2]. 

Антиапоптотическая активность белка Bcl-2 
основана на его способности непосредственно 
связывать цитохромом с и вытеснять его из апоп-
тосомы, предотвращая тем самым активацию ка-
спаз. Кроме того, Bcl-2 ингибирует пороформи-
рующую активность проапоптотического белка 
Bax [5]. Возможно, супрессия транскрипции гена 
антиапоптотического белка bcl-2, и как след-
ствие снижение содержания соответствующего 
протеина является механизмом индукции апоп-
тоза за счет монооксида углерода. 

Имеются данные, что другой антиапопто-
тический белок Bcl-XL способен ингибировать 
апоптоз за счет образования неактивного трой-
ного комплекса Bcl-XL, Apaf-1 и каспаза-9, вме-
сто апоптосомы (комплекс цитохром с, Apaf-1 
и каспаза-9) [3]. Полученные нами результаты 
свидетельствуют о том, что проапоптотическая 
концентрация монооксида углерода приводит 
к снижению содержания белков Вcl-xl и Вcl-2, 
действующих в синергизме.

Важным участником в регуляции митохон-
дриального пути апоптоза является белок Bad. 
Известно, что указанный протеин способен ге-
теродимеризоваться с Bcl-xl или Bcl-2, нейтра-
лизуя их протективный эффект и промотируя 
смерть клетки [18]. Возможно, донор монооксида 
углерода способен отменять механизмы, препят-
ствующие адекватной трансляции гена bad в опу-
холевых клетках линии Jurkat, вызывая их апоп-

тоз. Увеличение содержания белка Bad на фоне 
уменьшения экспрессии кодирующего его гена 
наводит на мысль о существовании данного про-
теина в клетках в неактивной форме. При этом 
его высвобождение происходит при воздействии 
на клетку проапоптотического стимула (моноок-
сида углерода).

Таким образом, проапоптотический эффект 
донора внутриклеточного газового трансмиттера 
монооксида углерода опосредован дисбалансом 
в системе белков семейства Bcl-2 (повышени-
ем содержания проапоптотического белка Bad 
и снижением содержания антиапоптотических 
белков Bcl-2 и Bcl-xl).
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