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Аденозиновый рецептор A2B (A2BR) опосредует биологические ответы на внеклеточный аденозин в самых
разнообразных типах клеток. Аденозиндезаминаза (ADA) – фермент, разрушающий аденозин и способный
связываться с аденозиновым рецептором на внешней поверхности клеток. Аденозин регулирует секрецию
ионов хлора пристеночными клетками слизистой оболочки желудка. Тесные функциональные связи между
A2BR и ADA были обнаружены в клетках иммунной системы, но пока неизвестно, происходят ли взаимодей$
ствия этих двух белков в клетках желудочно$кишечного тракта. Цель настоящей работы состояла в том, что$
бы выяснить, коэкспрессируются ли A2BR и ADA на поверхности плазматических мембран секретирующих
кислоту пристеночных клеток слизистой оболочки желудка. Клетки слизистой оболочки были изолирова$
ны после очистки элютриационным центрифугированием, а мембранная фракция была получена центри$
фугированием в градиенте сахарозы. Экспрессию мРНК A2BR анализировали методом ОТ$ПЦР. Поверхност$
ную экспрессию A2BR и ADA изучали методами вестерн$блоттинга, проточной цитометрии и конфокальной
микроскопии. Было установлено, что A2BR и ADA экспрессируются в мембранах пристеночных клеток же$
лудка, и показана высокая степень их колокализации, что особенно заметно в местах контакта поверхнос$
тей пристеночных клеток. Данные, полученные методами конфокальной микроскопии и проточной цито$
метрии, свидетельствуют о тесной ассоциации между A2BR и ADA, что, возможно, непосредственно связа$
но с секреторной функцией железистых клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: аденозиновый рецептор, аденозиндезаминаза, пуриновая сигнализация, клеточные
мембраны, пристеночные клетки слизистой оболочки желудка.

Аденозин – регуляторный метаболит, пури$
новый нуклеозид, регулирующий различные
физиологические процессы. Большое количе$
ство аденозина продуцируется внутри клеток и
секретируется наружу при повреждении тканей
в ответ на метаболический стресс, гипоксию
или ишемию [1]. Клеточными посредниками
аденозина являются специфические аденози$
новые рецепторы, ассоциированные с G$белка$
ми [2].

Среди известных четырех типов аденозино$
вых рецепторов (A1, A2A, A2B и A3) рецептор A2B

(A2BR) изучен менее всех и остается наиболее за$
гадочным, поскольку обладает низким срод$
ством к аденозину (EC50 ~24 мкМ) [2], и до сих
пор обнаружено лишь несколько его специфи$
ческих агонистов. В последнее время рецепторы
этого типа привлекли большое внимание, пос$
кольку была обнаружена их связь с процессами
воспаления и канцерогенеза, а также обсужда$
лась возможность их использования в качестве
мишеней для терапии с привлечением различ$
ных фармакологических препаратов [3]. Осо$
бенно примечательным является то, что при
воспалительной ишемии внеклеточный уровень
аденозина увеличивается до уровня, достаточ$
ного для активации A2BR, а также то, что наблю$
дается транскрипционная регуляция A2BR фак$
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торами, задействованными в воспалительной
гипоксии [4], что предполагает возможное учас$
тие A2BR в процессе контроля воспаления при
гипоксии тканей [5].

Аденозиндезаминаза (ADA) – фермент, при$
сутствующий во внутри$ и внеклеточных компарт$
ментах, который катализирует необратимое де$
заминирование аденозина и превращение его в
инозин. Внеклеточная ADA обладает способ$
ностью взаимодействовать с клеточной поверх$
ностью и является секретируемым экзофермен$
том [6, 7]. Связанная с клеточной поверхностью
ADA (эктоADA) выполняет разнообразные
функции и, помимо деградации аденозина, спо$
собна выступать в качестве дополнительного
стимулятора в некоторых регуляторных процес$
сах, а также функционировать как коммуника$
ционный мостик между клетками [8]. В качест$
ве «якорных» молекул для ADA выступают аде$
нозиновые рецепторы A1, A2 и A2B, а также ши$
роко распространенный белок CD26 (дипепти$
дилпептидаза 4) [9, 10]. С другой стороны, эк$
тоADA принимает участие в модуляции перено$
са сигнала путем взаимодействия с аденозино$
выми рецепторами A1 и A2B [9]. Некоторыми ав$
торами были описаны тесные взаимоотношения
между ADA и A2BR, особенно когда эти два бел$
ка были одновременно экспрессированы на по$
верхности клеток [11, 12].

Ранее было установлено, что аденозин и его
аналоги стимулировали секрецию кислоты изоли$
рованными железами и пристеночными клетками
слизистой оболочки желудка кролика [13–15].
Секреция желудочной кислоты (0,5%$ные HCl,
KCl, NaCl) пристеночными клетками зависит от
выделения ионов Cl– некоторыми типами кле$
ток слизистой желудка; показано, что функция
переноса хлорида регулируется A2BR в других ти$
пах клеток. Известно, что в эпителии кишечни$
ка человека связывание аденозина с A2BR приво$
дит к активации электрогенного выброса ионов
Cl– при воспалении [16]. В клетках эпителия
толстого кишечника A2BR экспрессированы в
люминальных и базолатеральных мембранах,
где они стимулируют секрецию хлоридов [17].
Кроме того, аденозин может воздействовать на
A2BR апикальных мембран, чтобы напрямую
стимулировать секрецию хлорида через посред$
ство особого белка (cystic fibrosis conductance reg$
ulator protein) в клетках мышей линии mIMCD$
K2, являющихся моделью почечных медулляр$
ных собирающих канальцев [18].

Наше исследование ставило своей целью ус$
тановить, экспрессируется ли A2BR на мембра$
нах пристеночных секретирующих кислоту
клетках слизистой оболочки желудка и колока$
лизуется ли он с ADA. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изоляция пристеночных клеток из слизистой
оболочки кишечника кролика. В работе были ис$
пользованы Новозеландские кролики (самцы и
самки) весом 2,5–4 кг. Содержание животных и
все экспериментальные процедуры выполняли в
соответствии с Испанскими (RD 1201/2005) и
Европейскими (2003/65/CE и 2007/526/CE) пра$
вилами работы с лабораторными животными.
Кроликов усыпляли введением анестетика пен$
тобарбитала. Слизистую оболочку желудка по$
лучали, как описано в работе Берглинд и Об$
ринк [19]: желудки перфузировали буфером
PBS, рассекали и соскабливали слизистую.
Клетки слизистой оболочки желудка изолиро$
вали по методу Фрейкланд с соавт. [20] в моди$
фикации Ейдз с соавт. [13]. Пристеночные клет$
ки очищали путем элютриационного центрифу$
гирования, как описано ранее [21]. Жизнеспо$
собность клеток определяли с использованием
трипанового синего (90–95% живых клеток в
препаратах). Функциональную способность
клеток определяли по измерению уровня секре$
ции соляной кислоты в ответ на стимуляцию
10–3–10–7 M гистамином (данные не представлены).

Получение лишенных аденозина плазматичес=
ких мембран проводили по методу Муаллема с
соавт. [22] с некоторыми модификациями.
Клетки (60 × 106 на 1 мл) гомогенизировали в
20 мМ Tris$HCl$буфере (pH 7,4), содержавшем
250 мМ сахарозу, 0,5 мМ ЭДТА, 0,54 мМ дитио$
треитол, 5 мкг/мл леупептина, 15,7 мкг/мл бен$
замидина, в гомогенизаторе Поттера. Суперна$
тант (700 мл) наслаивали на 47%$ную сахарозу и
центрифугировали в бакет$роторе при 100 000 g
в течение 45 мин при 4°. Фракцию плазматичес$
ких мембран собирали с границы раздела фаз,
ресуспендировали в 50 мМ Tris$HCl (pH 7,4) и
центрифугировали при 120 000 g в течение 20 мин
при 4°. Затем мембраны инкубировали с ADA
(2 ед/мл) в течение 1 ч при комнатной темпера$
туре для разрушения эндогенного аденозина. Пре$
парат мембран хранили в том же буфере при –80°.

Иммуноокрашивание: проточная цитометрия и
конфокальная микроскопия. Процедуру окраши$
вания клеток проводили, как описано в работе
Мирабет с соавт. [11]. Нативные пристеночные
клетки (4 × 106 в буфере PBS, рН 7,4) обрабаты$
вали 2%$ным параформальдегидом (w/v) в при$
сутствии 60 мМ сахарозы в течение 15 мин при
комнатной температуре. Клетки промывали бу$
фером PBS, содержавшим 20 мМ глицин, а за$
тем блокировали 1%$ным БСА. Иммуноокра$
шивание проводили с использованием кроличь$
их антител против A2BR человека [11] или против
ADA человека [23]. В качестве вторичных анти$

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  1  2015

151



АРИН  и др.

тел использовали FITC$конъюгированные ан$
тикроличьи IgG («Boehringer Mannheim», Герма$
ния). Первичные антитела были получены и лю$
безно предоставлены проф. Р. Франко из Барсе$
лонского университета (Испания). Проточный
цитометрический анализ выполняли с по$
мощью проточного цитометра EPICS Profile
(«Coulter Corporation», США). Отбор клеточных
субпопуляций проводили путем оценки значе$
ний фронтального (FS) и латерального (SS) све$
торассеяния. Сортировку клеток осуществляли
с помощью оборудования EPICS Profile.

При конфокальной микроскопии клетки
окрашивали так же, как и при проточной цито$
метрии, но для визуализации ADA были исполь$
зованы TRITC$конъюгированные вторичные
антитела («Boehringer Mannheim», Германия).
Клетки были заключены в среду Immuno$Fluore
и сканированы с использованием конфокально$
го сканирующего лазерного микроскопа Leica
TCS 4D, соединенного с инвертированным мик$
роскопом Leitz DMIRBE («Leica Lasertechnik
GmbH», Германия). Анализ колокализации вы$
полняли с использованием программы Multi
Color version 2.0 («Leica Lasertechnik GmbH»,
Германия).

Анализ мРНК методом ОТ=ПЦР. Тотальную
РНК экстрагировали из 1 × 107 клеток с исполь$
зованием Trizol Reagent («Invitrogen», Испания),
кДНК получали путем обратной транскрипции
(SuperScript II RT, «Invitrogen», Испания) в соот$
ветствии с инструкцией производителя. Обнару$
жение мРНК A2BR, кодируемой геном ADORA2B,
выполняли путем детекции конечных продуктов
ПЦР с использованием двух пар праймеров:
5'$CGTTCCATGCCATCAACTG/TTGACATC$
CGTCTGGCAGAGA$3' и 5'$TCGTCAACCC$
CATCGTGTATG/TCCTAGGTGGGCATGTG$
GAA$3' (AY630339) в концентрации 0,6 мкМ.
ПЦР проводили за 40 циклов амплификации
(94° – 30 с, 60° – 1 мин, 72° – 1 мин; далее инку$
бация 72° – 10 мин) с использованием рекомби$
нантной HotStar Taq ДНК$полимеразы
(«Qiagen», Германия), предварительно активи$
рованной в течение 1 мин при 95°. Продукты
амплификации (202 и 251 п.н.) разделяли путем
электрофореза в 1,5%$ном агарозном геле и ок$
рашивали бромистым этидием.

Вестерн=блоттинг и количественное определе=
ние белков. Концентрацию белка определяли по
методу Бредфорд [24] с использованием БСА в ка$
честве стандарта. Ds$Na$электрофорез в 7,5%$ном
ПААГ и иммуноблоттинг A2BR и ADA были про$
ведены на изолированных плазматических
мембранах пристеночных клеток желудка, как
описано в работе Херрера с соавт. [12], с исполь$
зованием 20–25 мкг белка на лунку. Для иденти$

фикации белков были использованы упомяну$
тые выше специфические первичные антитела и
конъюгаты вторичных антител. Гладкомышеч$
ные клетки хомяка линии DDT1 MF$2 (DDT1) и
коммерческий очищенный препарат ADA («ICN
Biomedical Inc.», США) были использованы в
качестве положительного контроля для выявле$
ния A2BR и ADA соответственно. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что аденозин играет важную роль
в работе желудочно$кишечного тракта. Он по$
давляет секрецию желудочной кислоты у морс$
ких свинок [25], собак [26] и крыс [27]. В желуд$
ке мышей аденозин оказывал двойственное
действие на выброс соматостатина: в высокой
концентрации он стимулировал секрецию этого
гормона при посредстве рецепторов A2A, а в низ$
кой – ингибировал, действуя через аденозино$
вые рецепторы A1. Можно считать, что сущест$
вует несколько механизмов модуляции работы
желудочно$кишечного тракта под действием
аденозина [28]. 

Проведенные ранее фармакологические ис$
пытания показали также, что аденозин и неко$
торые его аналоги могут стимулировать секре$
цию кислоты железами и пристеночными клет$
ками слизистой оболочки желудка кролика
[13–15]. В качестве первого шага для выяснения
роли A2BR в регуляции секреции кислоты при$
стеночными клетками желудка мы изучали
экспрессию A2BR в плазматических мембранах
пристеночных клеток слизистой оболочки же$
лудка кролика.

С целью выяснить, экспрессируют ли эти
клетки A2BR, кодируемый геном ADORA2B, мы
воспользовались методом ОТ$ПЦР и проанали$
зировали четыре различных препарата присте$
ночных клеток с использованием двух различ$
ных наборов праймеров. На рис. 1, а (см. цвет$
ную вклейку) продемонстрировано, что все че$
тыре препарата были положительными по край$
ней мере по одному из двух продуктов амплифи$
кации гена ADORA2B (фрагменты 202 и 251 п.н.,
см. раздел «Методы исследования»), хотя в пре$
парате 3 уровень амплификации низкий. Такая
разница могла быть обусловлена особым функ$
циональным состоянием слизистой оболочки
желез.

Для подтверждения предположения о локали$
зации A2BR в плазматических мембранах клеток
мы провели его тестирование методом вестерн$
блоттинга во фракции цитоплазматических
мембран пристеночных клеток желудка кролика.
Как следует из рис. 1, б, иммунореактивный по$
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липептид (45 кДа) присутствовал во всех четырех
исследуемых препаратах мембран. В качестве по$
ложительного контроля использовались гладко$
мышечные клетки DDT1. В литературе имеются
некоторые разногласия по поводу молекулярной
массы A2BR, по данным ряда авторов она состав$
ляет 34,8, 36 или 50 кДа [29–31]. С другой сторо$
ны, слабое окрашивание A2BR может быть связа$
но с тем, что использовались антитела, специ$
фичные для A2BR человека, а не кролика, и их рас$
познавание могло быть только частичным, либо с
тем, что в покоящихся пристеночных клетках не
весь A2BR локализован в мембране [17].

Как было установлено ранее, A2BR является
одним из якорных белков для ADA [9, 10], де$
зактивирующей аденозин путем его превраще$
ния в инозин. Некоторые авторы сообщали о
наличии тесной функциональной взаимосвязи
между этими двумя белками; эктоADA может
взаимодействовать с A2BR, а затем оба белка
экспрессируются на клеточной поверхности [9,
11, 12]. Методом вестерн$блоттинга показано,
что фермент ADA был представлен в препаратах
изолированных цитоплазматических мембран
пристеночных клеток желудка кролика (рис. 2, а;
см. цветную вклейку). Наблюдаемый молеку$
лярный вес (40 кДа) согласуется с литературны$
ми данными [32, 33]. Никаких других вторичных
иммунореактивных полос не было выявлено.

Присутствие A2BR и ADA в цитоплазмати$
ческих мембранах непермеабилизованных
пристеночных клеток анализировали методом
конфокальной микроскопии (рис. 2, б). В изу$
ченных нами клеточных препаратах слизистой
желудка можно было различить клетки двух ти$
пов: пристеночные, несущие на своей поверх$
ности A2BR (зеленый цвет) и ADA (красный
цвет), и зимогенные (chief) клетки, не демон$
стрирующие значительных поверхностных флу$
оресцентных сигналов ни от A2BR, ни от ADA.
Внутриклеточные сигналы обусловлены, по$ви$
димому, спонтанной пермеабилизацией этих
клеток. Примечательно, что уровень экспрессии
A2BR и ADA был наиболее высоким в области
межклеточных контактов как между пристеноч$
ными клетками, так и между пристеночными и
зимогенными клетками. Совмещение обоих
сигналов («merge», желтый цвет) показало, что
колокализация A2BR и ADA наблюдается на по$
верхности пристеночных клеток, тогда как зи$
могенные клетки экспрессировали только ADA.
Цитофлуорограмма, представленная на четвер$
той панели рис. 2, б («colocalization»), показыва$
ет, что области колокализации ADA и A2BR соот$
ветствуют точкам наибольшей интенсивности
флуоресценции, что свидетельствует о тесном
соседстве этих двух белков.

Ранее было высказано предположение, что
ADA может модулировать связывание A2BR$ли$
ганда в других типах клеток. Как и в пристеноч$
ных клетках желудка, уровень экспрессии ADA
и степень колокализации ADA и A2BR выше в
области межклеточных контактов во многих ти$
пах клеток [10, 12]. Предполагаемое участие
ADA в модуляции клеточной адгезии в свобод$
ном иммунном синапсе, возможно, свидетель$
ствует о ее функционировании в качестве мос$
тика между A2BR и другими белками плазмати$
ческих мембран [10]. В соответствии с данными
Пачеко с соавт. [9], ADA, связанная с A2BR на
поверхности дендритных клеток, может взаимо$
действовать с белком CD26 на поверхности T$кле$
ток и стимулировать активацию и пролифера$
цию этих Т$клеток.

Проточный цитометрический анализ отоб$
ражает различия в размерах и морфологии, наб$
людаемые методом трансмиссионной микро$
скопии между клетками разных типов, присут$
ствующими в суспензии клеток слизистой обо$
лочки желудка (рис. 3, а, б; см. цветную вклей$
ку). Пристеночные клетки больше по размеру
[34, 35] и по внешнему виду более гранулиро$
ванные [36], чем другие клетки эпителия желуд$
ка, что, возможно, обусловлено наличием у них
большого количества микроворсинок и присут$
ствием тубуловезикул, что является одной из ос$
новных характеристик этих клеток [37–39]. Зи$
могенные клетки меньше по размеру и неграну$
лированные.

В полученных клеточных препаратах мы об$
наружили две субпопуляции клеток. По размеру
клеток и степени васкуляризации цитоплазмы
субпопуляция R1 содержала пристеночные
клетки, тогда как субпопуляция R2 состояла из
малых пристеночных и зимогенных клеток.
Распределение ADA и A2BR в иммуноокрашен$
ных субпопуляциях клеток R1 и R2 представле$
но на рис. 3, в. На нижней панели показано
распределение аутофлуоресценции этих клеток.
Высокий уровень аутофлуоресценции клеток R1
является характерной чертой пристеночных
клеток и обусловлен содержанием в них боль$
шого количества митохондрий [36, 38]. Однако
зимогенные клетки не демонстрируют высоких
уровней аутофлуоресценции [40], следователь$
но, эти данные подтверждают, что разделение
клеток было сделано в основном в соответствии
с типом клеток. При проведении цитометричес$
кого анализа с использованием только вторич$
ных антител (none) для оценки флуоресценции
при неспецифическом связывании было пока$
зано, что интенсивность эмиссии флуоресцен$
ции составляла 4,5% для иммуноокрашенных
клеток R1 и 39,4% – для R2 (данные не предс$
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тавлены). Эти данные были использованы для
количественного расчета специфического свя$
зывания первичных антител с клеточной поверх$
ностью. Было установлено, что A2BR экспресси$
ровался у 75% клеток R1 и 50% клеток R2, а ADA –
у 35% клеток R1 и только у 5,5% клеток R2.

Итак, мы показали, что покоящиеся присте$
ночные клетки слизистой оболочки желудка
экспрессируют A2BR и ADA. Содержание потен$
циально функциональных A2BR и ADA, ассоци$
ированных с плазматическими мембранами
изолированных пристеночных клеток, достига$
ет максимума в областях межклеточных контак$
тов, где эти белки колокализованы в наиболь$
шей степени. Было бы интересно провести даль$

нейшие исследования для выяснения функцио$
нальной значимости такого соседства этих двух
белков, особенно с точки зрения важности A2BR
в физиологическом процессе секреции кислоты
в желудке.
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The A2B adenosine receptor (A2BR) mediates biological responses to extracellular adenosine in a wide variety of cell
types. Adenosine deaminase (ADA) can degrade adenosine and bind extracellularly to adenosine receptors.
Adenosine modulates chloride secretion in gastric glands and gastric mucosa parietal cells. A close functional link
between surface A2BR and ADA has been found on cells of the immune system but whether this occurs in the gas$
trointestinal tract is unknown. The goal of this study was to know whether A2BR and ADA are coexpressed at the plas$
ma membrane of the acid$secreting gastric mucosa parietal cells. We used isolated gastric parietal cells after purifica$
tion by centrifugal elutriation. The membrane fraction was obtained by sucrose gradient centrifugation. A2BR mRNA
expression was analyzed by RT$PCR. The surface expression of A2BR and ADA proteins was evaluated by Western
blotting, flow cytometry and confocal microscopy. Our findings demonstrate that A2BR and ADA are expressed in
cell membranes isolated from gastric parietal cells. They show a high degree of colocalization that is particularly evi$
dent in the surface of contact between parietal cells. Confocal microscopy data together with flow cytometry analysis
suggest a tight association between A2BR and ADA that might be specifically linked to glandular secretory function.

Key words: adenosine receptor, adenosine deaminase, purine nucleoside signalling, cell membrane, gastric mucosa
parietal cell


