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Cерия проникающих катионов на основе алкильных производных трифенилфосфония (Cn�TPP+), содержа�
щих в структуре линейные углеводородные фрагменты (бутил, октил, децил и додецил), была исследована
в системе выделенных митохондрий, бактерий и липосом. В отличие от ряда производных (сложных эфи�
ров) родамина 19, где наибольшей активностью обладал бутил�родамин, в случае Cn�TPP эффект стимуля�
ции дыхания митохондрий монотонно возрастал с ростом длины алкильного радикала. Тетрафенилфосфо�
ний и бутил�TPP+ оказывали разобщающее действие в концентрации сотен микромолей. Наблюдаемый эф�
фект можно связать с взаимодействием Cn�TPP+ с эндогенными жирными кислотами и индукцией цикли�
ческого процесса их переноса, который приводит к транспорту ионов водорода через мембрану митохонд�
рий. Этот механизм был изучен путем измерения вытекания карбоксифлуоресцеина из липосом под
действием Cn�TPP+. В опытах на бактериях показано, что додецил�ТРР+, децил�ТРР+ и октил�ТРР+, также
как и хинон�содержащий аналог (SkQ1), ингибировали рост грам�положительных бактерий Bacillus subtilis,
причем ингибирующее действие росло с ростом липофильности соединений. Эти катионы не оказывали
токсического действия на рост грам�отрицательной бактерии Escherichia coli. Предполагается, что различие
в токсическом действии на разных бактериях может быть связано с различной проницаемостью бактериаль�
ных оболочек для исследованных трифенилфосфониевых катионов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: проникающие катионы, SkQ1, митохондрии, разобщение, бактерии, цитотоксич�
ность.

Митохондриально�направленные антиокси�
данты получили широкое распространение не
только в исследованиях роли митохондрий в

разных физиологических процессах, но и как
терапевтические средства [1, 2]. Эти соединения
представляют собой конъюгаты какого�либо из�
вестного антиоксиданта (пластохинон, убихи�
нон, витамин Е, ресвератрол) и проникающего
катиона (трифенилфосфония, родамина и др.).
Помимо антиоксидантного действия, эти сое�
динения разобщают окислительное фосфорили�
рование митохондрий, что проявляется в стиму�
ляции дыхания и падении мембранного потен�
циала. Как оказалось, такое разобщающее
действие в ряде случаев может быть не только
нетоксичным для организма, но при патологи�
ях, связанных с окислительным стрессом, час�
тичное разобщение митохондрий приводит к за�
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щитному эффекту [3]. Причиной такого фено�
мена может быть зависимость генерации актив�
ных форм кислорода от потенциала, как это
впервые было показано в работе [4]. Наиболее
вероятный механизм разобщающего действия
SkQ1 (конъюгата пластохинона и трифенилфос�
фония, соединенных через декановый линкер,
рис. 1) сводится к его способности взаимодей�
ствовать с эндогенными жирными кислотами,
что облегчает диффузию анионов жирных кис�
лот через мембрану митохондрий [5]. Это взаи�
модействие носит преимущественно электро�
статический характер, в котором участвует кати�
он SkQ1 и анион жирной кислоты. Поскольку
протонированные формы жирных кислот легко
проникают через мембрану, такое взаимодей�
ствие позволяет осуществлять перенос протона,
как и в случае обычных протонофоров, таких
как 2,4�динитрофенол. Показано, что разобща�
ющее действие SkQ1 и его аналога, не содержа�
щего хинон (C12TPP), на митохондрии сходно
[5]. Предполагалось также, что SkQ1 и его ана�
логи в высоких концентрациях способны прояв�
лять детергентное действие, что, в свою очередь,
может приводить к стимуляции дыхания и сни�
жению потенциала митохондрий [6].

В серии работ с использованием гидрофобных
катионов, полученных на основе родамина 19 и
содержащих углеводородные фрагменты раз�
личной длины, было показано, что разобщаю�
щее действие этих катионов с короткими фраг�
ментами может быть результатом специфичес�
кого взаимодействия с белками�переносчиками
во внутренней мембране митохондрий [7]. Наи�
более активен был бутиловый эфир родамина 19
(C4R1), тогда как более гидрофобные аналоги
родамина 19 (C8R1, C10R1 и C12R1) действова�
ли существенно слабее. В лаборатории Зоратти
было показано, что конъюгаты ресвератрола с
трифенилфосфонием разобщают выделенные
митохондрии или митохондрии в клетках путем
взаимодействия с АТФазой, что сопровождается
индукцией протонной утечки через этот белок
[8]. На это указывает чувствительность индуци�
рованного проникающими катионами разобще�
ния к специфическому ингибитору АТФазы
олигомицину. Совокупность этих данных побу�
дила нас вернуться к вопросу о механизме ра�
зобщающего действия SkQ1, которое, по край�
ней мере, частично может происходить незави�
симо от жирных кислот посредством специфи�
ческого взаимодействия SkQ1 с белками�пере�
носчиками внутренней мембраны митохонд�
рий. Для этого были синтезированы алкильные
производные трифенилфосфония (Cn�TPP+) с
различной длиной углеводородной цепи: н�бу�
тил�, н�октил�, н�децил� и н�додецилтрифенил�

фосфоний (рис. 1). Кроме того, в настоящей ра�
боте мы изучили действие гидрофобных катио�
нов этой серии на бактерии, которое, вслед�
ствие сходных биоэнергетических механизмов
бактерий и митохондрий, может приводить к
разобщению окислительного фосфорилирова�
ния у бактерий и угнетению их роста. Можно
отметить, что ранее показано, что проникаю�
щие катионы растительного происхождения
берберин и пальматин проявляют сильное анти�
бактериальное действие [9, 10]. Кроме того, не�
которые четверичные соли фосфония проявля�
ли антибактериальную активность [11–13]. Та�
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Рис. 1. Структурные формулы катионов SkQ1 и Cn�TPP+
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ДЕЙСТВИЕ АЛКИЛ�ТРИФЕНИЛФОСФОНИЕВЫХ КАТИОНОВ 

ким образом, была поставлена задача изучить
действие соединений ряда Cn�TPP+ на мито�
хондрии и бактерии. Показано в частности, что
Cn�TPP, а также SkQ1, оказывают антибактери�
альное действие на Bacillus subtilis, тогда как бак�
терии E. coli являются устойчивыми по отноше�
нию к Cn�TPP+ и SkQ1. Как разобщающее, так и
токсическое действие в ряду Cn�TPP+ росло с
увеличением длины алкильной цепи, что указы�
вает на отсутствие специфического связывания
этих соединений с белками переносчиками.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Синтез бромидов н�бутилтрифенилфофония
(С4�ТРР+), н�октилтрифенилфосфония (С8ТРР),
н�децилтрифенилфосфония (С10ТРР) и н�доде�
цилтрифенилфосфония (С12ТРР, рис. 1) осущес�
твляли действием соответствующего алкилбро�
мида на трифенилфосфин по методикам, опи�
санным ранее [14].

Все прочие использованные реагенты (если
не указано особо) фирмы «Sigma�Aldrich».

Вытекание карбоксифлуоресцеина из липосом.
Липосомы, нагруженные 5,6�карбоксифлуорес�
цеином («Sigma») в концентрации самотушения,
были приготовлены из общего липида E. coli
(«Avanti Polar Lipids»), суспендированного в 100 мМ
растворе карбоксифлуоресцеина, методом экс�
трузии через поликарбонатный фильтр с диа�
метром пор 100 нм, согласно [15]. Полученные
липосомы отмывали от свободного карбокси�
флуоресцеина пропусканием через колонку с
сефадексом G�50, используя буфер 100 мМ KCl,
10 мМ Тris, pH 7,4. При измерении выхода кар�
боксифлуоресцеина липосомы разбавляли до
конечной концентрации 5 мкг/мл в том же бу�
фере, и флуоресценцию на длине волны 520 нм
(возбуждение 490 нм) измеряли на флуориметре
«Panorama». В конце каждого опыта добавляли
0,1%�ный раствор Тriton X�100 для регистрации
полного выхода карбоксифлуоресцеина. Вели�
чину выхода вычисляли как (Ft–F0)/ /(F100–F0),
где F0 и Ft – значения флуоресценции в началь�
ный и произвольный момент времени, F100 –
значение флуоресценции после полного выхода
карбоксифлуоресцеина, вызванного добавлени�
ем Тriton Х�100.

Митохондрии из печени крыс получали как
описано ранее [16]. 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.

Скорость дыхания митохондрий измеряли по�
лярографически, используя электрод Кларка на

приборе фирмы «Strathkelvin Instruments» (мо�
дель 872) при 25°. Среда инкубации содержала
250 мM сахарозу, 5 мM MOPS�KOH, pH 7,4, 1 мM
EGTA. Концентрация митохондрий составляла
0,6–0,7 мг белка/мл. Поглощение кислорода вы�
ражали в нмоль О2/мин/мг белка.

Мембранный потенциал митохондрий измеря�
ли, используя в качестве индикатора сафранин О
[17]. Среда измерения содержала 250 мM саха�
розу, 5 мM MOPS�KOH pH 7,4, 1 мM EGTA, 5 мМ
сукцинат, 2 мкМ ротенон, олигомицин (1 мкг/мл)
и 15 мкМ сафранин О. Концентрация митохонд�
рий составляла 0,6–0,7 мг белка/мл. Поглощение
измеряли при длинах волн 555 и 523 нм на спект�
рофотометре «Aminco DW�2000» в двуволновом
режиме.

Бактерии растили на LB среде в течение ночи
при 37° на шейкере при 200 об/мин до достижения
оптической плотности 1,5 при 600 нм. Измерение
оптической плотности при 600 нм проводили на
спектрофотометре «Ultrospec 1100 pro» («Amersham
Biosciences»). Для измерения кривых роста бакте�
рий клетки ночной культуры пересевали в све�
жую среду LB, культивировали в течение 5–24 ч
при 37° на шейкере при 200 об/мин периодичес�
ки измеряя оптическую плотность при 600 нм.

Мембранный потенциал бактерий Bacillus sub�
tilis измеряли по флуоресценции потенциал�за�
висимого индикатора DiS�C3�(5) [18]. Клетки
ночной культуры Bacillus subtilis штамм BR151
пересевали в свежую среду LB и подращивали в
течение 2–4 ч до оптической плотности 0,8 при
600 нм. Клетки разводили в 20 раз в буфере 100 мМ
KCl, 10 мМ Tris, рН 7,4. Измерение флуоресцен�
ции при 690 нм (возбуждение 622 нм) проводи�
ли на флуориметре «Панорама флуорат�02»
(«Люмекс», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разобщающее действие алкил�трифенилфос�
фониевых катионов на митохондрии. Ранее было
показано, что добавление микромолярных кон�
центраций SkQ1 или C12�TPP+ к митохондриям
печени крыс и дрожжей приводит к стимуляции
дыхания и сбросу мембранного потенциала [6,
19]. Рис. 2, а показывает пример кинетической
кривой поглощения кислорода митохондриями
печени крысы при добавлении возрастающих
концентраций C8�TPP+. Видно, что после сти�
муляции дыхания под действием примерно сот�
ни микромолей C8�TPP+, дальнейшее повыше�
ние концентрации C8�TPP+ уже не приводит к
стимуляции дыхания. На рис. 2, б показана за�
висимость скорости дыхания митохондрий пе�
чени крысы от концентрации C12�TPP+ и других
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Cn�TPP+ с разной длиной алкильного радикала.
В отличие от эфиров родамина 19, где наиболь�
шей активностью обладал бутиловый эфир, для
Cn�TPP+ разобщающий эффект возрастает с
ростом длины алкильного радикала. В опытах с
тетрафенилфосфонием или C4�TPP+ разобщаю�
щий эффект достигается лишь при высоких
концентрациях. Максимальное разобщение
достигается при относительно низких концент�
рациях длинноцепочечных Cn�TPP+, тогда как
для катиона тетрафенилфосфония и С4�ТРР+

максимальное разобщение митохондрий проис�
ходит при более чем на порядок больших концент�
рациях. В соответствии с этим полумаксималь�

ная действующая концентрация для Cn�TPP+ в
митохондриях уменьшается с ростом длины ал�
кильного фрагмента. На рис. 2, б показано так�
же действие C12�TPP+ в среде инкубации, содер�
жащей альбумин (серая кривая). Видно, что аль�
бумин существенно снижает C12�TPP+�стимули�
рованное дыхание митохондрий.

На рис. 3 представлена зависимость скорос�
ти дыхания митохондрий от концентрации
пальмитата в контроле и в присутствии 5 мкМ
Cn�TPP+. Видно, что Cn�TPP+ стимулируют ра�
зобщающее действие пальмитата, причем эф�
фективность стимуляции растет с ростом числа n,
достигая насыщения при n =10. Эти данные
подтверждают гипотезу о том, что в процесс ра�
зобщения могут быть вовлечены эндогенные
жирные кислоты.

Поскольку катионы ряда Cn�TPP+ должны
легко проникать электрофоретически через ли�
пидные мембраны, то их добавление к митохонд�
риям должно приводить в начальный момент
времени к падению мембранного потенциала и
стимуляции дыхания. В отсутствие взаимодей�
ствия с жирными кислотами, после завершения
процесса накопления катиона внутрь митохонд�
рий, величина потенциала и скорость дыхания
должны восстанавливаться. На рис. 4 приведено
изменение потенциала митохондрий, измерен�
ного с помощью потенциал�чувствительного
зонда сафранина, в ответ на добавление катио�
нов тетрафенилфосфония, C4�TPP+ и C8�TPP+ в
средах без фосфата и в присутствии 1 мМ фос�
фата. В отсутствие фосфата добавление 120 мкМ
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Рис. 2. Зависимость скорости дыхания митохондрий пече�
ни крысы от концентрации проникающих катионов ряда
Cn�TPP+. Субстрат дыхания был сукцинат (5 мМ) в присут�
ствии ротенона (2 мкМ). На панели а дан пример поляро�
графической записи стимуляции поглощения митохонд�
риями кислорода при добавлении возрастающих концент�
раций C8�TPP. Среда инкубации: 250 мM сахарозы, 5 мM
MOPS�KOH, pH 7,4, 1 мM EGTA
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тетрафенилфосфония приводит к падению Δψ,
величина которого далее восстанавливается в
минутной шкале (рис. 4, а, пунктирная кривая).

Аналогичный эффект наблюдается при добавле�
нии 20 мкМ C4�TPP+ и 6 мкМ C8�TPP+ (рис. 4, б
и в, пунктирные кривая). В присутствии фосфа�
та кривая временного спада и восстановления
потенциала не регистрируется, по�видимому, в
силу слишком быстрой кинетики этих процес�
сов (непрерывные кривые). Добавление альбу�
мина (БСА) приводит к частичному восстанов�
лению потенциала, особенно в случае среды с
фосфатом (рис. 4, б и в). Ускорение восстанов�
ления потенциала после добавления проникаю�
щего катиона под действием фосфата наблюда�
лось ранее на примере ионов кальция, которые
хорошо проникают через мембрану митохонд�
рий, используя белок�переносчик [20]. Эффект
был связан с функционированием неэлектро�
генного фосфатного переносчика, который
быстро восстанавливает рН в матриксе, что пре�
пятствует формированию большого градиента рН
на внутренней мембране митохондрий [21]. В
соответствии с этим, на рис. 4 уровень потенци�
ала был выше в присутствии фосфата. Дальней�
шее наращивание концентраций C4�TPP+ или
C8�TPP+ приводит к необратимому падению по�
тенциала даже в присутствии фосфата (рис. 4, б
и в), что можно трактовать как включение меха�
низма разобщения с участием жирных кислот.

Используя ТРР�селективный электрод для
измерения концентрации C4�TPP+ и C8�TPP+ в
растворе, мы измерили поглощение их энерги�
зованными и деэнергизованными митохондри�
ями в зависимости от наличия фосфата в среде
(рис. 5). Видно, что как в случае C4�TPP+, так и
для C8�TPP+, закачка катионов существенно вы�
ше в присутствии фосфата. Также можно отме�
тить существенно большее связывание C8�TPP+

как с деэнергизованными, так и с энергизован�
ными митохондриями. Эффект фосфата можно
связать с тем, что скорость работы протонных
помп во многом определяется градиентом рН на
мембране МХ, который существенно быстрее
снижается в присутствии фосфата.

Разобщающее действие алкил�трифенилфос�
фониевых катионов на Bacillus subtilis. Для изме�
рения мембранного потенциала на клетках
Bacillus subtilis был использован потенциал�
чувствительный краситель DiS�C3�(5). Как из�
вестно, этот катионный краситель накапливает�
ся в бациллах при наличии мембранного потен�
циала (минус внутри) и его флуоресценция гас�
нет вследствие его агрегации [18]. На рис. 6, а по�
казана серия записей флуоресценции красителя
при добавлении возрастающих концентраций
SkQ1. Видно, что субмикромолярные концент�
рации вызывают сравнительно медленное паде�
ние потенциала бацилл, тогда как 5 мкМ SkQ1
вызывают мгновенный сброс потенциала (рис. 6).
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Рис. 4. Влияние тетрафенилфосфония (Ph4P) (панель а),
C4�TPP+ (панель б) и C8�TPP+ (панель в) на потенциал ми�
тохондрий, измеренный с помощью сафранина в среде без
фосфата (пунктирная кривая) и среде с фосфатом (1 мМ
KH2PO4, непрерывная кривая). По оси Y отложена раз�
ность поглощения при длинах волн 555 и 523 нм. Для эне�
ризации митохондрий в среду добавляли сукцинат (5 мМ)
в присутствии ротенона (2 мкМ). Среда инкубации: 250 мМ
сахарозы, 5 мМ MOPS, 1 мМ EGTA, 1 мкМ олигомицина,
рН 7,4, БСА, 0,3 мг/мл альбумина, FCCP, 200 нМ. Концент�
рация митохондриального белка 0,6 мг/мл
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На рис. 6, б приведены кривые падения потен�
циала бацилл при добавлении C12�TPP+, C10�TPP+

и C8�TPP+, причем в этих опытах были подобра�
ны концентрации, которые вызывают достаточ�
но медленное падение потенциала. В случае тет�
рафенилфосфониевого катиона и C4�TPP+ даже
максимально высокая концентрация (100 мкМ)
не вызывала падения потенциала. Для остальных
Cn�TPP+ такими концентрациями оказались 1 мкМ
(C12�TPP+), 2 мкМ (C10�TPP+) и 20 мкМ (C8�TPP+).
Таким образом, по мере роста длины алкильной
цепи в Cn�TPP+ требуется все большая концент�
рация катиона для того, чтобы потенциал на ба�
циллах существенно уменьшился.

Мембранный потенциал необходим бакте�
риям для их нормального метаболизма и его по�
давление должно вызывать токсичность. Это
предположение было проверено на примере из�
мерения кривых роста клеток B. subtilis и E. coli в
контроле и при добавлении проникающих катио�
нов (рис. 7). Действительно, в случае бацилл до�
бавление микромолярных концентраций SkQ1 и

C12�TPP+ приводит к подавлению их роста
(рис. 7, а). В то же время эти концентрации не
замедляли рост E. coli (рис. 7, б). Были также
проведены опыты по изучению влияния SkQ1
на колониеобразующую активность (КОЕ) этих
двух бактерий и также оказалось, что 1 мкМ
SkQ1 уменьшал КОЕ у бацилл в десять раз, тог�
да как такая концентрация SkQ1 практически не
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Рис. 5. Перераспределение C4�TPP+ (панель а) и C8�TPP+

(панель б) между средой и митохондриями в ответ на энер�
гизацию митохондрий при добавлении сукцината (3 мМ) в
присутствии 2 мкМ ротенона и деэнергизации при добав�
лении разобщителя FCCP (0,2 мкМ) в зависимости от при�
сутствия фосфата в среде (2 мМ KH2PO4). Измерения про�
водили TPP+�селективным электродом. Среда инкубации:
250 мМ сахарозы, 10 мМ MOPS, pH 7,4, 3 мМ MgCl2, 1 мМ
EGTA. Концентрация митохондриального белка 0,6 мг/мл
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ресценции DiS�C3�(5). На панели б приведены типичные
кинетические кривые изменения флуоресценции DiS�C3�(5)
при действии таких концентраций Cn�TPP+, которые
приводили к промежуточному действию на потенциал
бактерий, т.е. для каждого соединения меньшие концент�
рации действовали слабее или не действовали совсем, а
большие приводили к быстрому и полному сбросу потен�
циала. На панели а приведено действие грамицидина А,
который полностью сбрасывал потенциал. Среда измере�
ния: 100 мМ KCl, 10 мМ Tris, рН 7,4. Концентрация клеток
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действовала на E. coli (данные не приведены).
На панели в рис. 7 приведена зависимость роста
бактерий B. subtilis от концентрации SkQ1 и сое�
динений ряда Cn�TPP+. Наблюдалось постепен�
ное уменьшение ингибирующих концентраций

Cn�TPP+ по мере роста длины углеводородного
фрагмента соединения. В случае C4�TPP+ ток�
сичность не появлялась даже при концентрации
1 мМ (рис. 7, в, треугольники).

Действие алкил�трифенилфосфониевых кати�
онов на выход карбоксифлуоресцеина из липосом.
Итак, на системе МХ и бактерий действие ряда
Cn�TPP+ росло с увеличением длины углеводо�
родного фрагмента. Это указывает на отсутствие
участия специфического взаимодействия с ка�
кими�либо ферментами в разобщающем эффек�
те. На первый план тогда выходит механизм ра�
зобщения, связанный с участием эндогенных
жирных кислот, который был описан в работе
[5]. Для подтверждения этого механизма мы ис�
следовали действие Cn�TPP+ на выход из липо�
сом анионного красителя карбоксифлуоресцеи�
на (КФ), который, как и жирные кислоты, явля�
ется органическим анионом [15]. Липосомы бы�
ли нагружены КФ в концентрации самотушения
и выход КФ регистрировали по росту флуорес�
ценции. Ранее в этой системе уже были изучены
эффекты C12�TPP и SkQ1, которые вызывали
выход КФ в микромолярных концентрациях
[15]. Из рис. 8 видно, что C10�TPP+ вызывает вы�
ход КФ при концентрациях примерно на поря�
док больших чем C12�TPP+, т.е. это десятки мик�
ромолей. SkQ1 действовал также при несколько
больших концентрациях по сравнению с C12�
TPP+. Эффективность остальных катионов ряда
Cn�TPP+ убывает по мере уменьшения длины уг�
леводородной цепи, однако катион тетрафенил�
фосфония был несколько более активен чем
C4�TPP+. Ранее было показано, что ряд Cn�TPP+

(n = 1–6) вызывает выход анионного красителя
кальцеина из липосом, причем выход красителя
также увеличивался с ростом числа метилено�
вых звеньев в молекуле Cn�TPP+ [22].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Уже в первых работах по изучению действия
проникающих ионов на митохондриях было по�
казано, что проникающие катионы могут сбра�
сывать потенциал и стимулировать дыхание в
силу того, что они проникают через мембрану и
их вход по потенциалу приводит к уменьшению
его величины, что приводит к стимуляции рабо�
ты протонных помп [23]. Этот эффект особенно
ярко проявляется в случае ионов кальция, когда
добавление 100 мкМ этого иона к суспензии
энергизованных МХ приводит к начальному
сбросу потенциала (и стимуляции дыхания) и
далее в секундной шкале (в пределах минуты) к
возврату потенциала к уровню, который был до
добавления кальция (при условии отсутствия
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Рис. 7. Действие SkQ1 и Cn�TPP+ на рост бактерий B. sub�
tilis и E. coli на среде LB, измеренный по поглощению при
длине волны 600 нм. Ингибиторы добавляли в нулевой мо�
мент времени в диапазоне концентраций 0,1–1000 мкМ.
На панели в приведены зависимость поглощения суспен�
зии B. subtilis при 600 нм от концентрации SkQ1 и Cn�TPP+,
измеренная после 5 ч роста
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индукции МХ поры) [20]. Следует отметить, что
время возврата потенциала сильно зависит от
наличия в среде фосфата и резко возрастает при
его отсутствии [20]. Это связано с тем, что во
внутренней мембране МХ есть активно работа�
ющий электронейтральный фосфатный пере�
носчик, который выравнивает рН путем сим�
порта фосфата с протоном. Активация работы
протонных помп при входе внутрь проникаю�
щего катиона приводит к образованию градиен�
та рН на мембране (дополнительному защела�
чиванию матрикса) и соответственно меньшему

уровню запирающего потенциала, поскольку
работа протонных помп МХ зависит от протон�
движущей силы ΔμH+, которая равна сумме Δψ
и ΔрН. Работа фосфатного переносчика возвра�
щает рН матрикса к первоначальному значе�
нию, что способствует возвращению начальной
величины Δψ в силу неизменности ΔμH+.

В отличие от вышеописанного обратимого
уменьшения мембранного потенциала МХ, вы�
сокие концентрации проникающих катионов
вызывают необратимое уменьшение потенциа�
ла и стимуляцию дыхания. В настоящей рабо�
те показано, что разобщающее действие ряда
Cn�TPP+ в митохондриях монотонно растет с уве�
личением длины углеводородного фрагмента. Та�
кая же картина наблюдается на липосомах, где
скорость выхода несущего карбоксильную груп�
пу карбоксифлуоресцеина росла с ростом длины
алкильной цепи Cn�TPP+. Кроме того, разобще�
ние дыхания и сброс потенциала под действием
Cn�TPP+ чувствительны к присутствию жирных
кислот и альбумину в среде. Все это позволяет
сделать вывод об участии цикла жирных кислот
в разобщающем действии Cn�TPP+. При этом
роль катионов Cn�TPP+ сводится к образованию
комплексов с анионами эндогенных жирных
кислот и стимуляции их транспорта через мемб�
рану МХ. Увеличение эффективности разобща�
ющего действия с ростом длины углеводородно�
го фрагмента в ряду Cn�TPP+ может быть связа�
но с увеличением прочности комплекса катиона
с анионом жирной кислоты. Однако молекуляр�
но�динамическое изучение этого взаимодей�
ствия говорит о слабом сродстве между ними, и
такое взаимодействие определяется главным об�
разом электростатическими факторами [5]. По�
казано также, что варьирование длины углево�
дородного фрагмента в ряду Cn�TPP+ не меняет
константы трансмембранной диффузии катио�
на, при этом само сродство к мембране растет с
ростом углеводородного фрагмента [19]. Таким
образом, наиболее вероятный механизм увели�
чения эффективности разобщения Cn�TPP+ при
росте n связан просто с ростом локальной кон�
центрации Cn�TPP+ в мембране и увеличением
вероятности взаимодействия Cn�TPP+ с анио�
ном жирной кислоты, который обладает высо�
кой липофильностью.

Интересно отметить, что максимальная ско�
рость дыхания наблюдалась для C8�TPP+ (рис. 2),
и, хотя C10�TPP+ действовал при более низких
концентрациях, максимальная скорость дыха�
ния в случае этого катиона была ниже. Можно
предположить, что C10�TPP+ и C12�TPP+ могут
ингибировать работу сукцинат�дегидрогеназы,
что и выражается в суммарной меньшей степени
дыхания по сравнению с C8�TPP+.
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Рис. 8. а – Кривые выхода карбоксифлуоресцеина (КФ) из
липосом под действием 5 мкМ SkQ1 и Cn�TPP+, измерен�
ные по флуоресценции на длине волны 520 нм, отнесен�
ной к флуоресценции КФ после добавления Тriton Х�100,
вызывающего полный выход КФ из липосом. Липосомы,
приготовленные из общего липида E. coli, содержали внут�
ри 100 мМ КФ, что является концентрацией самотушения;
б – зависимость доли выхода КФ от концентрации Cn�TPP+,
измеренного на 600 с после добавления проникающего ка�
тиона. Среда измерения: 100 мМ KCl, 10 мМ Tris, рН 7,4.
Концентрация липида 3 мкг/мл
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ДЕЙСТВИЕ АЛКИЛ�ТРИФЕНИЛФОСФОНИЕВЫХ КАТИОНОВ 

В настоящей работе показано также, что
SkQ1 и ряд соединений Cn�TPP+ подавляют рост
бактерий Bacillus subtilis, тогда как рост E. coli не
подавляется. В ряду C4�TPP+ – C12�TPP+ токси�
ческое действие монотонно растет с ростом дли�
ны алкильного радикала. Следует отметить, что
между соединениями серии Cn�TPP+ и катион�
ными поверхностно�активными веществами
(ПАВ) просматривается некоторое структурное
сходство. Как известно, ПАВ проявляют анти�
септическое и антибактериальное действие [24].
Типичным представителем таких ПАВ является
бензалконий: смесь четвертичных аминов на ос�
нове алкилбензилдиметиламмония, в которых
длина алкильного заместителя варьируется от С8

до С18. Измерение действия Cn�TPP+ на потен�
циал бацилл показало, что эти соединения эф�
фективно снижают потенциал, причем ряд эф�

фективности соответствует ряду цитотоксич�
ности. Можно сделать вывод о том, что цито�
токсичность Cn�TPP+ обусловлена способ�
ностью Cn�TPP+ сбрасывать потенциал и тем са�
мым подавлять энергетику бактерий. Причем по
аналогии с МХ, это действие по�видимому обус�
ловлено участием эндогенных жирных кислот.

Авторы выражают благодарность Е.А. Ома�
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A series of alkyl�triphenylphosphonium cations (Cn�TPP) bearing butyl�, octyl�, decyl�, and dodecyl�groups were
synthesized. In contrast to a series of rhodamine 19 alkyl esters exhibiting maximum activity with butyl ester, in the
case of Cn�TPP the effect of stimulation of mitochondrial respiration increased with the length of the alkyl chain.
Tetraphenylphosphonium and butyl�TPP were practically inactive in this system. The uncoupling effect can be relat�
ed to interaction with endogenous fatty acids and the induction of their cyclic shuttling leading to proton transport
across the membrane. This mechanism was verified in a system of carboxyfluorescein leakage from liposomes induced
by Cn�TPP. Dodecyl�TPP, decyl�TPP, and octyl�TPP, as well as quinone�containing SkQ1, inhibited the growth of
the Gram�positive bacterium Bacillus subtilis, the effect being enhanced with the increase in lipophilicity of the com�
pounds. The cations did not suppress the growth of the Gram�negative bacterium Escherichia coli. The difference in
the toxicity towards different bacteria could be attributed to a difference in permeability of the bacterial membranes.

Key words: penetrating cations, SkQ1, mitochondria, uncoupling, bacteria, cytotoxicity


