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ВВЕДЕНИЕ

Значительная часть информации поступает в
клетки из окружающей среды путем связывания
различных лигандов (первичных посредников) со
своими рецепторами на плазматической мембра&
не. Активированные таким образом рецепторы
запускают внутри клетки сигнальные каскады,
вызывающие разнообразные клеточные ответы.
Эти реакции могут быть быстрыми и кратковре&
менными, такими как секреция и сокращение,
или существенно более длительными, такими как
движение, пролиферация или апоптоз. Характер&
ной чертой многих рецепторов является исполь&
зование для передачи сигнала вторичных посред&
ников – специальных молекул, сопрягающих
мембранные рецепторы с сигнальными каскада&
ми, расположенными в цитозоле [1]. Другие ре&

цепторы используют для передачи сигнала физи&
ческие белок&белковые взаимодействия и разно&
образные адапторные белки [2]. Однако, как
показывают результаты последних исследований,
они также часто используют вторичных посредни&
ков на отдельных этапах передачи информации. 

Согласно классическому определению, вто&
ричные посредники – это низкомолекулярные
вещества, которые не являются белками, образу&
ются и действуют внутри клеток, и обеспечивают
передачу сигнала от рецептора к мишеням в клет&
ке. Вторичные посредники синтезируются de novo
или хранятся во внутриклеточных депо, выходя в
цитоплазму при активации рецепторов. Концеп&
ция вторичных посредников была заложена более
50 лет назад Тедом Роллом и Эрлом Сазерлендом,
которые описали термостабильный фактор, опо&
средующий действие глюкагона и адреналина на
метаболизм гликогена в клетках печени [3]. Это
эпохальное открытие и сам фактор, позже опреде&
ленный как циклический АМР (cAMP), принесли
Эрлу Сазерленду Нобелевскую премию за 1971 г.
[4]. С тех пор в клетках найдено несколько моле&
кул, классифицированных как типичные вторич&
ные посредники на основании ряда критериев,
сформулированных Э. Сазерлендом 40 лет назад:

1) вторичный посредник действует внутри
клетки;

2) в клетке должен существовать механизм
синтеза и метаболизма вторичного посредника;
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3) вторичный посредник должен имитировать
физиологический эффект рецепторной стиму&
ляции;

4) внутриклеточный уровень вторичного по&
средника должен изменяться при активации ре&
цепторов;

5) в клетке должны существовать специфиче&
ские мишени вторичного посредника;

6) антагонисты действия вторичного посред&
ника должны блокировать эффект активации ре&
цептора.

Эти критерии и по настоящее время остаются
определяющими при рассмотрении новых канди&
датов в число вторичных посредников [4, 5]. С тех
пор критерии были уточнены и дополнены еще
несколькими:

1) в неактивированной клетке концентрация
вторичного посредника низкая;

2) вторичный посредник значительно усили&
вает первичный сигнал;

3) вторичный посредник компартментализован
в клетке, что направляет и ограничивает сигнал. 

Всем перечисленным критериям на сегодняш&
ний день удовлетворяет лишь небольшое число
соединений. Выделяют четыре класса общепри&
знанных вторичных посредников: 

– мембранные липиды и их производные
(фосфоинозитиды, диацилглицерин); 

– циклические нуклеотиды (cAMP, cGMP); 
– ионы (Ca2+); 
– газы (NO, CO). 
В передаче внутриклеточных сигнальных кас&

кадов принимает участие еще много других низ&
комолекулярных соединений, которые пока не
удовлетворяют одному или нескольким критери&
ям. В данном обзоре будет рассмотрен новый пре&
тендент на роль вторичного посредника – перок&
сид водорода (Н2О2). 

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ Н2О2

Н2О2 – это одна из активных форм кислорода
(АФК), к которым относятся химически актив&
ные молекулы, образующиеся при неполном вос&
становлении молекулярного кислорода, в том
числе радикалы кислорода и пероксиды. АФК
очень реакционноспособны из&за наличия сво&
бодных валентностей, образованных неспарен&
ными электронами, либо слабой связи между ато&
мами кислорода, которая может разрываться с
образованием радикалов. АФК, а вместе с ними и
Н2О2, традиционно рассматривались как нежела&
тельные побочные продукты аэробного дыхания,
вызывающие окислительный стресс (рис. 1).
Окислительный стресс считается одной из глав&
ных причин старения [7], предполагается, что он
может играть важную роль в патогенезе болезней

Альцгеймера и Паркинсона, а также шизофрении
и атеросклероза. Однако в норме высокая реак&
ционноспособность АФК используется клетками
иммунной системы для нейтрализации патогенов
в воспалительных процессах. 

Лишь в конце 90&х годов начали появляться
работы о сигнальной функции низких концен&
траций Н2О2 внутри клетки. Пероксид водорода
участвует в регуляции сигнальных ферментов и
транскрипционных факторов. Эта молекула игра&
ет важную роль в клеточной пролиферации [8, 9],
дифференцировке [10], миграции [11] и апоптозе
[12] (см. ниже). Совокупность накопленных к на&
стоящему времени данных свидетельствует о том,
что Н2О2 удовлетворяет большинству критериев
вторичных посредников. 

СИНТЕЗ И МЕТАБОЛИЗМ Н2О2 В КЛЕТКЕ

Как и для всех вторичных посредников, в клет&
ках существуют механизмы синтеза и распада Н2О2.
Они опосредованы сложными белковыми система&
ми и строго контролируются сигнальными систе&
мами клетки и других вторичных посредников. 

Разновидности АФК

К группе АФК относятся молекулы и свобод&
ные радикалы, образующиеся при неполном вос&
становлении молекулярного кислорода до воды
(рис. 2). Кислород, восстановленный одним элек&

троном, образует супероксид&анион&радикал 
Из&за гидрофильности и заряда эта частица не
проникает через клеточные мембраны. Молекула

 нестабильна, она может дисмутировать в
кислород и Н2О2 и кислород. Несмотря на высо&
кий восстановительный потенциал (0.9 В), су&
пероксид&анион&радикал из&за своей анионной
природы и нестабильности взаимодействует
лишь с небольшим числом соединений в клетках.

Вследствие этого вреден не столько сам  как
продукты его дальнейшего восстановления. 

При взаимодействии  со свободными ато&
мами меди, железа или других переходных метал&
лов образуется высокореакционноспособный
гидроксильный радикал OH•.  Он также образует&
ся при взаимодействии Н2О2 с ионами Fe2+. Гид&
роксил&радикал быстро вступает в реакции с
близлежащими молекулами, поэтому имеет очень
короткое время жизни внутри клетки и не рас&
пространяется далеко от места образования. Он
может инициировать радикальные цепные реак&
ции с образованием различных карбоновых пе&
роксильных радикалов ROO•, вызывая повре&
ждение липидов и, как следствие, клеточных
мембран. В клетке не существует ферментатив&
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ных реакций нейтрализации OH• и пероксильных
радикалов ROO•. Их элиминация происходит
только при взаимодействии с белками, липидами,
нуклеиновыми кислотами или внутриклеточными
антиоксидантами. В норме свободные атомы пере&
ходных металлов в клетке практически отсутству&

ют, они входят в состав белков в качестве кофак&
торов и тем самым экранированы от действия
АФК. Таким образом, в физиологических услови&
ях гидроксильный радикал появляется в клетке
крайне редко и едва ли оказывает серьезное дей&
ствие. 

1001 100.10.010.001
[H2O2] внутри клетки, мкМ
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Рис. 1. Концентрационная шкала внутриклеточных эффектов Н2О2 ([6], с изменениями). В физиологическом диапа&
зоне концентраций (от 1 нМ до 0.1–0.5 мкМ) Н2О2 действует как сигнальная молекула, стимулируя миграцию и про&
лиферацию клеток. При повышении концентрации до 1–10 мкМ Н2О2 вызывает остановку деления, которое обычно
восстанавливается и даже ускоряется в случае успешной адаптации к окислительному стрессу. При высоких концен&
трациях (≥10 мкМ Н2О2) окислительный стресс преобладает, адаптация не срабатывает, клетка уходит в апоптоз. Гра&
ницы этих реакций относительны и сильно зависят от типа клеток, условий культивирования и неоднородного рас&
пределения Н2О2 в клетке, что в принципе делает понятие о средней внутриклеточной концентрации Н2О2 малопри&
емлемым.
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Рис. 2. Основные представители АФК, образующиеся при пошаговом восстановлении молекулярного кислорода (О2)

до воды и продукта ее диссоциации ОН–. Черными точками показаны электронные пары, белыми – неспаренные

электроны радикалов. При восстановлении одним электроном О2 превращается в супероксид&анион&радикал 

имеющий один неспаренный электрон.  способен самопроизвольно дисмутировать в пероксид водорода Н2О2 и

синглетный кислород. Эту реакцию в клетке дополнительно катализирует супероксиддисмутаза. В присутствии Fe2+

Н2О2 расщепляется на два крайне активных гидроксил&радикала ОН•, которые могут образовываться и при восста&

новлении  атомами переходных металлов. При дальнейшем восстановлении Н2О2 превращается в воду.
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Супероксид&анион&радикал может спонтанно
и быстро дисмутировать в Н2О2 и синглетный кис&
лород О2. Эта реакция еще более ускоряется су&
пероксиддисмутазами (СОД) [13]. Различные изо&
формы СОД широко представлены в цитоплазме
всех типов клеток, а также вне клеток. Н2О2 – наи&
более стабильная молекула из всех АФК; она обла&
дает относительно большим временем жизни и
способна распространяться на значительные рас&
стояния в водных растворах. В первую очередь
это связано со значительно более низкой реакци&
онной способностью Н2О2 по сравнению с други&
ми представителями АФК. В этой связи некото&
рые исследователи даже не относят Н2О2 к группе
АФК. Например, среди тиоловых групп цистеи&
нов Н2О2 способен окислять лишь те, которые на&
ходятся в особом аминокислотном окружении в
форме аниона [14]. Подробнее об этом будет на&
писано при описании специфических мишеней
Н2О2. Н2О2 хорошо растворим в воде и благодаря
отсутствию заряда хорошо проходит сквозь био&
логические мембраны. В клетках млекопитающих
также возможна облегченная диффузия Н2О2 че&
рез клеточные мембраны при помощи белков ак&
вапоринов [15]. Присутствие аквапоринов позво&
ляет контролировать проницаемость мембран для
Н2О2, однако в клетках какого типа и как осу&
ществляется этот контроль, до конца не понятно.

Таким образом,  в течение короткого времени
после синтеза превращается в Н2О2, который бо&
лее стабилен и способен диффундировать в цито&
плазме и межклеточном пространстве на значи&
тельные расстояния. Другие АФК в нормальных
условиях практически не накапливаются.

Источники АФК в клетке

Первичной АФК, образуемой клеткой, являет&

ся супероксид&анион&радикал  который
быстро преобразуется в Н2О2 под действием СОД.
В свою очередь, Н2О2 вступает в ряд реакций в ка&
честве субстрата и разрушается антиоксидантными
системами клетки. К системам, синтезирующим
АФК, относится электрон&транспортная цепь ми&
тохондрий, семейство мембранных NADPH&окси&
дазных комплексов и ряд других оксидаз.

Электрон�транспортная цепь митохондрий
служит важным источником АФК. Эта последо&
вательность ферментов, объединенных в четыре
крупных комплекса, осуществляет перенос элек&
тронов от NADPH к кислороду, восстанавливая
его до воды. Белки цепи содержат кофакторы,
способные окисляться и восстанавливаться. Они
расположены по возрастанию своего окислитель&
но&восстановительного потенциала [1]. В процес&
се прохождения электронов кофакторы пооче&
редно восстанавливают каждый последующий

O2
–•

O2
–•

,

элемент цепи. АФК могут синтезироваться как при
неполном восстановлении конечного акцептора
электронов – кислорода, так и в случае прерыва&
ния цепи и перехода электрона на растворенный в
матриксе митохондрий кислород [16]. В митохон&
дриях содержатся и другие ферменты, побочным
продуктом которых могут быть АФК [16].

NADPH�оксидазы. Практически все клетки
млекопитающих содержат ферментативные ком&
плексы NADPH&оксидаз (NOX), единственная
функция которых – образование супероксид&

аниона  Гомологи NOX найдены в растениях,
грибах и простейших [17]. Комплексы NOX про&

изводят  путем переноса электрона с внутри&
клеточного NADPH на внеклеточный кислород.
Электрон при этом пересекает мембрану, поэтому

 накапливается вне клетки [18].

Впервые ферменты NOX были открыты в ней&
трофилах. При фагоцитозе макрофагами и ней&
трофилами бактерий или чужеродных частиц [19]
развивается так называемый окислительный
взрыв, представляющий собой обильное выделе&

ние  в просвет фагосомы. Там  взаимодей&
ствует с хлорид&ионами с образованием токсичной
для патогенов гипохлорной кислоты (HClO). Эту
реакцию катализирует фермент миелопероксида&
за [20]. В фагосомах HClO разрушает содержи&
мое, действуя вместе с рядом пептидов и фермен&
тов, разрушающих бактериальную клеточную

стенку [21]. Образование  в нейтрофилах и
других фагоцитирующих клетках осуществляет
изоформа NADPH&оксидазы, получившая назва&
ние NOX2. Долгое время считалось, что синтез

 при окислительном взрыве в фагоцитах – это
единственная функция NADPH&оксидаз. Однако
позже NOX2 обнаружили не только в лейкоцитах,
но и практически во всех клетках организма, а
также открыли и другие изоформы NOX.

К настоящему времени в клетках млекопитаю&
щих обружены семь изоформ NADPH&оксидаз:
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 и
DUOX2 [22, 23]. Все NADPH&оксидазы представ&
ляют собой трансмембранные белки, которые пе&
реносят электроны через клеточные мембраны,
восстанавливая при этом молекулярный кисло&
род до супероксид&анион&радикала или перокси&
да водорода (рис. 3). Каталитические субъедини&
цы всех NADPH&оксидаз обладают шестью
трансмембранными доменами и содержат два ге&
ма. NADPH&оксидазы найдены только в эукарио&
тических клетках, хотя у прокариот известны схо&
жие по строению и функции белки.

Наиболее хорошо изучена основная изоформа
NADPH&оксидаз фагоцитов – NOX2. Она экс&
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прессируется в нейтрофилах и моноцитах, а так&
же, в меньших количествах, практически во всех
других типах клеток. Основу NOX2 составляют
две мембранные субъединицы: p91phox и
p22phox, где аббревиатура phox отражает фагоци&
тарную природу оксидазы (phagocyte oxidase). Три
цитоплазматические субъединицы (p47phox,
p67phox, p40phox) и малый G&белок Rac1 присо&
единяются к ним при формировании холофер&
ментного комплекса [22]. Основная каталитиче&
ская субъединица комплекса, p91phox, состоит из
шести трансмембранных доменов; она содержит
участок связывания NADPH и простетическую
группу FAD в C&концевой, цитоплазматической
части. Ее центральная часть содержит два гема
между третьим и пятым трансмембранными до&
менами. 

От цитоплазматического NADPH электрон
переносится на FAD и далее через два гема на

кислород. Вторая мембранная субъединица,
p22phox, содержит два трансмембранных домена,
она постоянно ассоциирована с каталитической
p91phox. Во время сборки NADPH&оксидазы она
привлекает цитоплазматические субъединицы,
специфически связывая p47phox [22, 23]. 

В неактивном состоянии цитоплазматические
компоненты фагоцитарной NADPH&оксидазы
(p47phox, p67phox и p40phox) образуют комплекс
(рис. 4) [24]. Белок p47phox выступает в качестве
организатора комплекса, а p67phox – в качестве
активатора. Чтобы p47phox могла связаться с
мембранными субъединицами, она должна быть
фосфорилирована протеинкиназой С. Помимо
этого для стабилизации холоферментного ком&
плекса необходимо наличие в мембране вторич&
ного посредника PIP3, который образуется из
PIP2 при действии PI3&киназы, активируемой ре&
цептором. Субъединицы p47phox и p40phox со&
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Рис. 3. Семейство NADPH&оксидаз ([22, 23], с изменениями). Основной компонент, гомологичный gp91phox NOX2 и
обладающий оксидазной активностью, имеет шесть трансмембранных доменов. Он принимает электрон от цитоплаз&
матического NADPH и переносит его на FAD, а затем на гемовые центры (не показаны) и молекулярный кислород на

наружней поверхности мембраны, образуя  В комплексах NOX1&4 с ним связана субъединица р22phox, имеющая

два трансмембранных домена. Остальные компоненты привлекаются в комплексы NOX1&3 из цитоплазмы при акти&
вации их сборки. Считается, что NOX4, связанный с р22phox, конститутивно активен и не требует дополнительных
участников. В активации NOX5 и DUOX1/2 участвуют ионы Са2+, которые связываются с N&концевыми последова&
тельностями “EF&руки” основной субъединицы. DUOX1/2 также содержит пероксидазный домен и образует непо&
средственно Н2О2. Взаимодействие с дополнительным компонентом, DuoxA1/2, фиксирует DUOX1/2 на плазматиче&
ской мембране.
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держат PX&домены (домены, гомологичные
Phox). Так же как и РН&домены (домены плекс&
триновой гомологии) других белков, РХ&домены
связывают преимущественно PIP3, но могут взаи&
модействовать и с фосфатидилсерином, и с неко&
торыми другими липидами [25]. Субъединица
p40phox дополнительно стабилизирует комплекс
в собранном виде, заякоривая его на мембране за
счет связывания с PIP3. 

Независимо от цитоплазматических субъеди&
ниц на мембрану привлекается активированная
(GTP&связанная) форма малого G&белка Rac1.
Rac1 взаимодействует с N&концевым участком
активаторной субъединицы p67phox, что являет&
ся критическим событием в активации NOX2. Та&
ким образом, активация мембранного фермента&
тивного комплекса NOX2 представляет собой
сложный многостадийный процесс, который

строго регулируется и практически не происходит
спонтанно. 

Другие изоформы NADPH&оксидаз изучены
значительно слабее. NOX1 экспрессируется во
многих типах клеток, в том числе в клетках глад&
кой мускулатуры кровеносных сосудов, эндоте&
лии, в остеокластах, нейронах и глиальных клет&
ках, в эпителии кишечника, а также в фибробла&
стах [23]. В клетках NOX1 располагается на
плазматической мембране, особенно в кавеолах
[23]. Субъединичный состав и механизм актива&
ции NOX1 и NOX2 очень похожи. Аналогом ката&
литической субъединицы NOX2, p91phox, являет&
ся белок Nox1 (строчными буквами принято на&
зывать белки&субъединицы, а заглавными –
соответствующие комплексы NADPH&оксидаз).
В качестве активаторной субъединицы, аналога
p67phox, выступает белок NoxA1 (NOX activator);
в качестве организатора сборки комплекса –
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Рис. 4. Механизм активации NOX1&3 на плазматической мембране. Показана активация классической NOX2 путем
сборки комплекса на плазматической мембране (из [24], с изменениями). Считается, что активация NOX1 и NOX3
происходит сходным образом. Сборка запускается как минимум тремя сигналами от активированных рецепторов, ко&
торые приводят к связыванию цитозольных компонентов p40phox, p47phox и p67phox с предсуществующим на мем&
бране комплексом gp91phox и p22phox, образующим флавоцитохром b558. Эти сигналы включают рецептор&зависи&
мую активацию протеинкиназ, действие липидного вторичного посредника PIP3 и факторы обмена гуаниловых нук&
леотидов, активирующие малую GTP&азу Rac. Несколько остатков основной организующей комплекс субъединицы,
p47phox, подвергаются фосфорилированию протеинкиназой С, которая активируется по классическому рецептор&за&
висимому механизму с участием фосфолипазы Сγ (PLCγ) и образуемого ей диацилглицерина и инозитолтрисфосфата,
вызывающего повышение Са2+ в цитоплазме [1]. Возможно, другие рецептор&зависимые протеинкиназы (ПК) также
фосфорилируют p47phox. В результате p47phox переходит из автоингибированного в активное (�) состояние и связы&
вается с b558, привлекая к нему остальные компоненты. Параллельная рецепторная активация Ras белка и PI3&киназы
приводит к локальному образованию PIР3, перемещению на мембрану и активации белков, несущих домен плекстри&
новой гомологии и специфично связывающих 3'&фосфорилированный PIР3. Среди них факторы обмена гуаниловых
нуклеотидов для белка Rac1 (Rac&GEF). Именно активация Rac критична для сборки и активации NOX, что делает
этот процесс полностью рецептор&зависимым. Не исключено, что аналогичный механизм может обеспечивать акти&
вацию NOX 7&доменными рецепторами, связанными с тримерными G&белками. Они также активируют протеинки&
назу С, Ras и PI3&киназу, однако их роль в активации NADPH&оксидаз пока не изучена.
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NoxO1 (NOX organizer – аналог p47phox). Для ак&
тивации NOX1 также требуется включение в него
GTP&связанного Rac1. 

NOX1 регулирует рост и миграцию гладкомы&
шечных клеток [26]. Вдобавок, NOX1 участвует в
регуляции кровяного давления [27]. Мыши, но&
каутированные по NOX1, выживают. У них сни&
жена чувствительность к боли и наблюдается хро&
ническое воспаление нервной системы, что ука&
зывает на функции NOX1 в нервной системе [28].
Как обсуждается ниже, АФК, образуемые NOX1,
участвуют в инактивации внутриклеточных фос&
фатаз и регуляции активности киназных сигналь&
ных каскадов, белков клеточного цикла и ряда
факторов транскрипции [23]. 

NOX3 обнаружена только в эмбриональных
тканях, причем почти исключительно в тканях
внутреннего уха [29]. Про нее очень мало извест&
но; по&видимому, она активируется по механизму,
сходному с NOX1. В фибробластах эта изоформа
не обнаружена.

NOX4 экспрессируется в клетках многих тка&
ней, в том числе гладкомышечных, эндотелиаль&
ных клетках, остеокластах, нейронах и в фиброб&
ластах [23]. Особенно много NOX4 в клетках по&
чечных канальцев [30]. Уровень экспрессии
NOX4 значительно выше, чем всех других изо&
форм NADPH&оксидаз [31]. В клетке эта изофор&
ма NADPH&оксидазы располагается главным об&
разом на цитоплазматической стороне мембраны
эндоплазматического ретикулума [32], а также в
ядре [33]. Активная NOX4 представляет собой ди&
мер Nox4 и р22phox. Никаких активаторных бел&
ков и белков&организаторов, нужных для ее
функционирования, не выявлено [17]. При сверх&
экспрессии Nox4 в модельных системах наблюда&
ли высокий уровень образования АФК в отсут&
ствие всякой стимуляции клеток. Известные ко&
активаторы и регуляторы других изоформ
NADPH&оксидаз не влияют на активность NOX4
[34]. В связи с этим многие исследователи счита&
ют, что активность этой изоформы регулируется
на уровне экспрессии. 

Отсутствие регуляции NOX4 показано исклю&
чительно в модельных системах, когда Nox4 экс&
прессировали в клетках, не содержащих этой изо&
формы. В то же время существует ряд данных,
свидетельствующих о возможности ее быстрой
регуляции. Например, инсулин в течение 5 мин
активирует NOX4&зависимое образование АФК в
фибробластах линии 3Т3&L1 [35]. Этого времени
явно недостаточно для того, чтобы это происхо&
дило за счет повышения уровня экспрессии
NOX4. Вероятно, в клетках, содержащих NOX4,
его активность находится под контролем. Различ&
ные данные указывают на то, что NOX4 каким&то
образом участвует в старении клеток, апоптозе и
выживании клеток, их дифференцировке и ми&

грации [23]. Участие в таком разнообразии кле&
точных реакций и противоположных процессах
клеточной жизни и смерти свидетельствует о ро&
ли NOX4 в регуляции фундаментальных физио&
логических механизмов. 

NOX5 экспрессируется в эмбриональных тка&
нях и матке. Во взрослом организме NOX5 обна&
ружен в T& и B&лимфоцитах, кишечнике и селе&
зенке [36]. В дополнение к доменам, гомологич&
ным p91phox, в ее N&конце находятся Ca2+&
связывающие последовательности “EF&руки”.

Считается, что активация синтеза  происхо&

дит при связывании ионов Ca2+ и не зависит от
цитоплазматических белков&активаторов [37]. 

NADPH&оксидазы группы DUOX (DUOX1 и
DUOX2) по структуре представляют собой даль&
нейшее “усовершенствование” NOX5. Они акти&
вируются ионами Са2+, а образуемые ими вне
клетки АФК сразу используются для модифика&
ций соединительной ткани. Помимо участков,
гомологичных p91phox, и “EF&руки”, эти изо&
формы содержат внеклеточный пероксидазный
домен. Его аминокислотная последовательность
очень близка к последовательности миелоперок&
сидазы пероксисом – фермента, катализирующе&
го взаимодействие Cl– и Н2О2 с образованием ги&
похлорной кислоты. Однако окисление фермен&
тами DUOX1/2 хлорид&ионов не показано [38].
Поскольку именно пероксидазный домен
DUOX1/2 вовлечен в АФК&зависимую модифи&
кацию внеклеточного матрикса [39], скорее всего
эту функцию выполняет Н2О2. В настоящее время

не ясно как DUOX1/2 превращает  в Н2О2, но
известно, что эта оксидаза образует только перок&
сид водорода [40]. Таким образом, можно предпо&
ложить, что DUOX1/2 одновременно служит и
источником АФК, и ферментом, генерирующим
пероксид. 

Системы, разрушающие АФК в клетке

АФК способны взаимодействовать с клеточны&
ми структурами и повреждать их, если накаплива&
ются в клетках в больших количествах (рис. 1).
При этом развивается окислительный стресс, ко&
торый считается причиной старения, а также
многих патологических состояний, таких как бо&
лезни Альцгеймера и Паркинсона, атеросклероз
и другие. Вместе с тем в низких концентрациях и
внутри клетки АФК выступают в качестве сиг&
нальных молекул [23]. Для того чтобы синтезиру&
ющиеся в норме АФК не были токсичными и не
повреждали белки, их образование должно нахо&
диться под жестким контролем многочисленных
антиоксидантных систем. Уровень экспрессии,
активность и внутриклеточная локализация фер&

O2
–•

O2
–•



28

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 29  № 1–2  2012

ТКАЧУК и др.

ментов, входящих в эти системы и разрушающих
АФК, также строго регулируется. 

В эукариотических клетках существует не&
сколько независимых антиоксидантных систем,
которые отчасти дублируют друг друга, отчасти до&
полняют. Среди них выделяют четыре группы: пе&
роксидазы, супероксиддисмутазы, тиоредоксино&
вая и глутатион&глутаредоксиновая системы. 

Пероксидазы – обширная группа ферментов,
восстанавливающих пероксиды до спиртов, в том
числе до воды:

ROOR' + донор электрона (2 e–) + 2H+ 
 ROH + R'OH.

Обычный субстрат пероксидаз – H2O2, но суще&
ствуют и ферменты, восстанавливающие пере&
кисные производные липидов и других органиче&
ских веществ. Кофакторами эукариотических пе&
роксидаз выступают либо гемы, либо остатки
цистеина в активном центре.

К пероксидазам относятся ферменты основ&
ной антиоксидантной системы, разрушающей
H2O2 в цитозоле – пероксиредоксины (Prx) 1 и 2.
Другие изоформы пероксиредоксинов располага&
ются в митохондриях и эндоплазматическом ре&
тикулуме. Prx1 и Prx2 находятся в цитоплазме в
высокой концентрации, они составляют от 0.2 до
1% всех растворимых белков клетки млекопитаю&
щих [41]. В отличие от некоторых антиоксидан&
тов, например аскорбиновой кислоты, перокси&
редоксины способны многократно окисляться и
восстанавливаться. После окисления при взаимо&
действии с H2O2 пероксиредоксины восстанавли&
ваются при участии других тиолов (тиоредокси&
нов и глутатионов) или аскорбиновой кислоты.
Прохождение сигнала от стимулированных ре&
цепторов факторов роста внутрь клетки связано с
накоплением H2O2, которое обеспечивается за
счет локальной инктивации Prx. При этом Prx1
инактивируется в районе плазматической мем&
браны в результате фосфорилирования, а Prx2
окисляется избытком локально образуемого H2O2
[42]. Таким образом, вблизи активного тирозинки&
назного рецептора в цитоплазме появляется зона с
пониженной антиоксидантной активностью. В
этой области накапливается H2O2 [43], который
локально осуществляет сигнальные функции.

Другой фермент, относящийся к пероксида&
зам, это каталаза. В клетках млекопитающих она
находится в пероксисомах. Эти органеллы играют
важную роль в осуществлении окислительно&вос&
становительных реакций при метаболизме таких
соединений, как жирные и желчные кислоты, а
также при инактивации токсических соединений.
Используя образующуюся в пероксисомах H2O2,
каталаза окисляет множество таких субстратов,

как фенолы, муравьиная кислота, формальдегид
и этанол, согласно реакции следующего типа:

H2O2 + R`H2  R`+ 2H2O.

Супероксиддисмутазы катализируют реакцию

дисмутации  с образованием молекулярного
кислорода и H2O2 [13]. В активном центре этих фер&
ментов содержатся переходные металлы. В клетках
эукариот СОД локализуются в цитоплозме, ядре,
митохондриях, пластидах, т.е. практически во всех
компартментах клетки, а также на поверхности кле&
ток и во внешней среде. Большинство NADPH&ок&

сидаз и митохондрии синтезируют  который
при участии СОД конвертируется в H2O2.

Тиоредоксины (Trx) – семейство белков, кото&
рые осуществляют восстановление дисульфид&
ных связей в других окисленных белках, напри&
мер пероксиредоксинах, путем так называемого
дисульфидного обмена. При этом в белке&суб&
страте дисульфидная связь восстанавливается, а в
Trx, наоборот, замыкается. Trx&редуктазы восста&
навливают пул окисленного Trx при участии
NADH [44]. 

Глутатион�глутаредоксиновая система
(GSH&R) во многом дублирует функции тиоре&
доксиновой системы [45]. Глутатион (GSH) пред&
ставляет собой трипептид γ&глутамилцистеини&
лглицин, содержащий остаток цистеина. Глутати&
он окисляется до дисульфида глутатиона (GSSG),
восстанавливая при этом окисленный субстрат.
GSН регенерируется конститутивно активными
глутатионредуктазами, содержащими в активном
центре FAD. Концентрация глутатиона в эукари&
отических клетках очень высока (например, в
клетках печени она превышает 5 мМ), при этом
практически весь глутатион находится в восста&
новленной форме. 

Высокая концентрация и разнообразие анти&
оксидантных систем, находящихся во всех ком&
партментах клеток, и их строгая регуляция обес&
печивают жесткий контроль уровня Н2О2 в цито&
плазме, определяя локальное и кратковременное
функционирование этой молекулы в качестве
вторичного посредника.

ПЕРОКСИД ВОДОРОДА 
КАК СИГНАЛЬНАЯ МОЛЕКУЛА

Физиологические эффекты

Важный критерий вторичного посредника –
имитация эффекта внешней стимуляции при эк&
зогенном добавлении этого соединения или его
мембранопроницаемого аналога к клеткам. По&
скольку пероксид водорода свободно диффунди&
рует через плазматическую мембрану, считается,
что при добавлении экзогенного Н2О2 быстро

O2
–•

O2
–•

,
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устанавливается его равновесие между цитоплаз&
мой и внеклеточной средой. Скорость диффузии
Н2О2 через плазматическую мембрану составляет
от 0.01 до 0.7 см/мин [46]. Эти величины сравни&
мы со скоростью работы пероксидаз и каталаз,
расщепляющих Н2О2 в клетке. Таким образом,
цитоплазматическая концентрация Н2О2 в пер&
вые секунды после добавления примерно в 7–
10 раз ниже внеклеточной [46, 47] (см. рис. 1).
При добавлении высоких концентраций Н2О2
(10–500 мкМ) в клетках активируются механиз&
мы антиоксидантной защиты и репарации повре&
жденных белков и липидов. Если они не справля&
ются, наступают необратимые повреждения
(500 мкМ и более внеклеточного Н2О2), и клетки
входят в апоптоз.

Малые количества Н2О2 (1–10 мкМ) не только
не вызывают заметных повреждений клетки, но и
оказывают митогенный эффект. Так, при добав&
лении к смешанной культуре лимфоцитов 10
мкМ Н2О2 наблюдался значительный рост вклю&
чения Н3&тимидина, маркера пролиферативной
активности клеток [48]. Повышение включения
тимидина отмечали также при введении 1 мкМ
Н2О2 в среду культивирования первичных фиб&
робластов [49]. Добавление 1 мкМ Н2О2 к эпители&
альным клеткам HeLa или фибробластам BHK&21
ускоряло деление клеток [50, 51]. Экзогенный
Н2О2 повышал митотический индекс и выживае&
мость культивируемых миобластов L6C5 [52], а
добавление 1 мкМ Н2О2 ускоряло формирование
трубок первичными эндотелиальными клетками
в модели ангиогенеза in vitro [53]. При этом ката&
лаза или другие антиоксиданты, наоборот, снижа&
ли пролиферацию и ангиогенез [50, 51, 53].

Существует достаточно много эксперимен&
тальных данных о том, что в малых количествах
Н2О2 стимулирует миграцию клеток, хотя моле&
кулярный механизм его действия пока непоня&
тен. Так, Н2О2 участвует в трансэндотелиальной
миграции лимфоцитов [54], вноcящей критиче&
ский вклад в развитие воспалительных реакций.
Генерируемый в зоне острых тканевых поврежде&
ний Н2О2 также вызывает быстрое перемещение в
эту зону лейкоцитов [55]. Похоже, в обоих случа&
ях Н2О2 выступает в роли хемоаттрактанта, на&
правляя движение клеток по градиенту своей
концентрации. Однако пока прямых доказа&
тельств этому нет, и механизм остается неясным,
поскольку маловероятно, что Н2О2 действует как
цитокин, связываясь с поверхностными рецепто&
рами клеток. Скорее всего, Н2О2 проходит сквозь
мембрану и изменяет активность внутриклеточ&
ных сигнальных молекул на переднем крае мигри&
рующих клеток, повышая псевдоподиальную ак&
тивность. Эта гипотеза сейчас активно разрабаты&
вается и находит первые подтверждения. В таких
клеточных моделях, как восстановление экспери&
ментальной раны клеточного монослоя и хемотак&

сис через полупроницаемую мембрану, движение
кератиноцитов ускорялось в присутствии Н2О2
[56], а миграция гладкомышечных клеток подавля&
лась под действием ингибитора NADPH&оксидазы
плазматической мембраны [57, 58].

Экзогенный Н2О2 влияет на активацию внут&
риклеточных процессов, сопутствующих рецеп&
тор&зависимой стимуляции клеток. Так, в эндоте&
лиальных клетках низкие дозы Н2О2 активируют
эндоцитоз, как показано на примере флуорес&
центно меченного декстрана [59]. Н2О2 также ак&
тивирует сигнальные каскады тирозинкиназных
рецепторов. Как и инсулин, внеклеточно добав&
ленный Н2О2 активировал PI3&киназу и ее ми&
шень, киназу Аkt/РКВ, в инсулин&чувствитель&
ных преадипоцитах 3Т3&L1 [60].

Сигнальная функция Н2О2 косвенно подтвер&
ждается тем, что в больших концентрациях и эк&
зогенный, и внутриклеточный Н2О2 вызывают
окислительный стресс, приводя к прямо проти&
воположным клеточным эффектам – подавле&
нию пролиферации и развитию апоптоза [6, 48].
По&видимому, Н2О2 действует в строго контроли&
руемом узком диапазоне физиологических кон&
центраций, превышение которого приводит к ги&
перактивации и гибели клеток, так же как и при
действии классических токсинов, например хо&
лерного и коклюшного, вызывающих неконтро&
лируемое повышение внутриклеточного cAMP.

Рядом авторов было отмечено, что общий
внутриклеточный уровень АФК не изменяется
при добавлении к клеткам небольших, но физио&
логически значимых количеств Н2О2. Burdon и
соавт. [50] показали, что при этом уменьшается
пул GSH. Это свидетельствует о быстром восста&
новлении Н2О2 внутриклеточными антиокси&
дантными системами. Прямые доказательства
крайне высокой активности антиоксидантных
систем клетки получены в нашей лаборатории
при наблюдении за изменением цитоплазматиче&
ского уровня Н2О2 в режиме реального времени
[9]. Добавление к клеткам эпителиальной карци&
номы линии А&431 экстремально высоких кон&
центраций Н2О2 (0.5 мМ) приводило к повыше&
нию внутриклеточного Н2О2 в течение несколь&
ких секунд. Однако весь экзогенный Н2О2
разрушался в течение последующих 1.5 мин. До&
бавленный повторно Н2О2 также быстро входил
внутрь и инактивировался в клетке.

Таким образом, при экзогенном добавлении
весь Н2О2 разрушается в течение нескольких ми&
нут, а его митогенное действие длится несколько
суток. Возникает кажущееся противоречие во
временнo�й динамике уровня Н2О2 и его внутри&
клеточного эффекта. Такое несоответствие может
объясняться, например тем, что за первые мину&
ты Н2О2 запускает внутриклеточный сигнальный
каскад, отвечающий за пролиферативный ответ
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клеток. Далее либо активность этого сигнального
каскада продлевается за счет механизмов обрат&
ной связи в течение времени, необходимого для
эффективного проведения этого сигнала в ядро
клетки, либо экзогенный Н2О2 приводит к акти&
вации его внутриклеточных источников. Другим
возможным объяснением несовпадения времен&
ных характеристик накопления и действия Н2О2 в
клетке может быть отсутствие специфической
связи между Н2О2 и митогенным эффектом, кото&
рый объясняется лишь стрессовым воздействием
окислителя на клетки [61]. Однако результаты
экспериментов, в которых антиоксиданты сни&
жали пролиферацию клеток, свидетельствуют
скорее в пользу специфической роли Н2О2 в реа&
лизации длительных клеточных реакций.

Изменение внутриклеточного уровня Н2О2 
при стимуляции клеток

Пероксид водорода полностью удовлетворяет
критерию вторичного посредника, требующему
изменения его внутриклеточного уровня в ответ
на внешнюю (рецепторную) стимуляцию клетки.
Изменение внутриклеточной концентрации Н2О2
в ответ на стимуляцию тирозинкиназных рецеп&
торов показано как на линиях клеток, так и на
первичных культурах [60, 62]. Однако существую&
щие на тот момент методы детекции Н2О2 не поз&
воляли наблюдать динамические изменения его
концентрации в цитоплазме отдельных клеток.
Появление специфических чувствительных к
Н2О2 биосенсоров на основе флуоресцентных
белков [63] дало возможность наблюдать динами&
ку Н2О2 в режиме реального времени в единичных
клетках и даже в отдельных клеточных компартмен&
тах. Мы показали, что стимуляция клеток HeLa и
эпителиальной карциномы А&431 EGF вызывает
равномерное повышение уровня пероксида водо&
рода в цитоплазме на протяжении 25–30 мин [9].
При этом в разных компартментах клеток дина&
мика накопления Н2О2 была различной. Так,
вблизи эндоплазматического ретикулума кон&
центрация Н2О2 изменялась двухфазно. Первая
фаза достигала максимума обычно к пятой, а вто&
рая – к 25–30 мин [43]. Нельзя исключать, что
различная динамика Н2О2 в разных отделах клет&
ки может быть следствием активации различных
изоформ NOX. В совокупности эти и многие дру&
гие результаты показывают, что Н2О2 в полной
мере удовлетворяет и третьему критерию вторич&
ного посредника.

Специфические мишени и механизм 
действия Н2О2 в клетке

Согласно четвертому классическому крите&
рию, в клетке должны существовать специфиче&
ские мишени вторичного посредника. К настоя&

щему времени идентифицированы несколько
белков&мишеней, регулируемых Н2О2. Н2О2 не
только активирует некоторые ферменты и факто&
ры транскрипции, но и ингибирует многие дру&
гие. Наиболее хорошо изученные мишени дей&
ствия Н2О2 – тирозиновые фосфатазы, гидролизу&
ющие фосфатные группы, связанные с остатками
тирозина многих белков.

Механизм действия Н2О2 заключается в том, что
он окисляет остатки цистеина в активных центрах
белков&мишеней (рис. 5). С Н2О2 взаимодействуют
только ионизированные сульфидные группы, окру&
женные положительно заряженными аминокисло&
тами. Тирозиновые фосфатазы, а также некоторые
другие белки, регулируемые Н2О2, имеют в актив&
ном центре консенсусную последовательность ами&
нокислот Cys&Х&Х&Х&Х&Х&Аrg (где Х – любая ами&
нокислота). Вследствие особого микроокруже&
ния, сульфгидрильная группа каталитического
цистеина имеет низкую константу диссоциации,
и при физиологических значениях рН такой ци&
стеин существует в виде тиолатного аниона, кото&
рый может быть окислен Н2О2 [14, 64]. Для взаи&
модействия с другими остатками цистеина внут&
риклеточных белков окислительной силы Н2О2
оказывается недостаточно, поэтому подавляю&
щее большинство белков клетки не является ми&
шенью Н2О2. 

Фосфорилирование по остаткам тирозина –
ключевое событие в активации тирозинкиназных
рецепторов (RTK). При стимуляции фактором
роста эти рецепторы димеризуются и автофосфо&
рилируются, в результате чего становятся актив&
ными. В отсутствие фактора роста рецептор не
стимулирован, но сохраняет способность к спон&
танному автофосфорилированию [65]. Инакти&
вируется RTK путем дефосфорилирования, в ос&
новном, под действием фосфатазы PTP&1B. Этот
фермент обладает высокой активностью, он
предотвращает случайную активацию рецептора.
При связывании фактора роста киназная актив&
ность рецептора усиливается, а PTP&1B ингиби&
руется образующимся Н2О2 (рис. 5). Уровень фос&
форилирования рецептора резко возрастает, и за&
пускается сигнальный каскад. Стимуляция RTK
ведет к образованию на мембране PIP3, актива&
ции Rac1 и выходу Са2+ в цитозоль с последую&
щей активацией протеинкиназы С. Как отмечено
выше, эти сигнальные молекулы ведут к сборке и
активации вблизи рецептора NADPH&оксидазы.

Образующийся  конвертируется в Н2О2, ко&
торый попадает в цитоплазму и ингибирует фос&
фатазу. Таким образом, NADPH&оксидаза акти&
вируется теми же сигнальными молекулами, ко&
торые регулируют пролиферацию и миграцию
клеток. 

Пероксид водорода усиливает тирозиновое
фосфорилирование не только путем ингибирова&
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ния фосфатаз, он также активирует некоторые
тирозиновые киназы. Прикрепление клеток к
внеклеточному матриксу связано с образованием
Н2О2, окислением и активацией растворимой ти&
розиновой киназы Src. Более того, обработка кле&
ток, содержащих онкогенную форму Src (v&Src),
антиоксидантами, либо мутация по Н2О2&чув&
ствительному цистеину приводит к снижению ак&
тивности Src, инвазивности и способности к суб&
страт&независимому росту [66]. 

Н2О2 регулирует не только активность рецеп&
торов хемоаттрактантов, но и образование друго&
го вторичного посредника, фосфатидилинози&
толтрисфосфата, PIP3. Этот фосфолипид образу&
ется из PIP2 под действием PI3&киназы, которая
фосфорилирует гидроксильную группу по третье&
му положению инозитольного кольца. PI3&киназа
активируется при связывании с активироваными
рецепторами и малой GTP&азой Ras. Обратную ре&
акцию дефосфорилирования PIP3 до PI&4,5&P2 ка&
тализирует фосфатаза PTEN [67]. Показано, что

PTEN может обратимо инактивироваться под
действием Н2О2 путем окисления остатка Cys&124
[68]. PI3&киназный каскад активируется также
при стимуляции преадипоцитов 3Т3&L1 инсули&
ном. Добавление дифенилениодониума (DPI),
ингибитора флавин&содержащих ферментов, к
числу которых относится NOX, ведет к полной
инактивации PI3&киназного каскада. При этом
снижается уровень фосфорилирования серино&
вой киназы Akt/РКВ – дальней мишени PI3&ки&
назы и основного участника этого сигнального
каскада. Внеклеточное добавление Н2О2 на фоне
DPI восстанавливает активность этих ферментов
[60]. К существенному недостатку данной работы
можно отнести то, что авторы добавляли Н2О2 в
концентрации 1 мМ и активация PI3&киназного
сигнального каскада в присутствии DPI и Н2О2
могла быть следствием окислительного стресса.
Тем не менее, и в случае рецепторной фосфатазы,
и в случае фосфатазы PTEN пероксид водорода
выполняет роль основного компонента положи&
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тельной обратной связи, когда один из продуктов
каскада реакций повышает эффективность про&
хождения или продолжительность первичной ре&
акции. 

Действие антагонистов

Четвертый критерий вторичных посредников
гласит, что антагонисты кандидата во вторичные
посредники должны блокировать эффект внеш&
него стимула. Классических антагонистов Н2О2
не существует из&за малого размера молекулы и
принципа действия – не связывания с белком&
мишенью, а его окисления. Функциональными
антагонистами Н2О2 могут быть восстановители
окисленных тиоловых групп (сульфеновой кисло&
ты и дисульфидных связей), а также каталаза, спе&
цифически нейтрализующая Н2О2. К первым от&
носятся дитиотреитол, β&меркаптоэтанол, GSH и
цистеин. Все эти вещества реактивируют тирози&
новые фосфатазы, окисленные Н2О2 [69]. Однако
помимо фосфатаз они восстанавливают дисуль&
фидные связи в цитоплазматических и внеклеточ&
ных белках, что само по себе сильно влияет на
клетки. 

Значительно более распространенным подхо&
дом для обращения эффектов АФК, включая
Н2О2, является использование антиоксидантов.
Избыточная экспрессия антиоксидантных фер&
ментов каталазы и пероксиредоксина, введение
этих белков в клетки, а также добавление в куль&
туральную среду таких антиоксидантов, как N&
ацетилцистеин (NAC), широко используются для
разрушения эндогенно образующегося Н2О2. Од&
нако такие подходы имеют свои недостатки. В
частности, NAC крайне неселективен и не позво&
ляет специфично определить вклад Н2О2 по отно&
шению к другим АФК. Пероксиредоксин взаимо&
действует не только с Н2О2, но также с перокси&
нитритом и липидными пероксидами [70].
Каталаза наиболее избирательно и с высоким
сродством связывает и разрушает Н2О2. Однако и
при ее использовании возникают проблемы. Ка&
талазу можно либо ввести непосредственного в
клетку, либо экспрессировать с использованием
плазмидного вектора. Во втором случае внутри&
клеточный уровень белка, а значит, и антиокси&
дантные свойства, нарастают постепенно в тече&
ние суток. За это время клетка адаптируется к по&
вышению антиоксидантного потенциала, и ее
реакции становятся отличными от реакций кон&
трольных клеток. Поскольку специфические
быстродействующие ингибиторы отсутствуют,
избирательно проследить за действием каталазы
или Н2О2 в одной клетке или клеточной культуре
практически невозможно. 

Эта проблема частично решается с помощью
инъекции или электропорации белка в клетку, где
он начинает действовать немедленно и изменяет

уровень пероксида в цитоплазме, что можно заре&
гестрировать с помощью специальных зондов.
Однако при такой процедуре доставки клетка
значительно повреждается и ее реакции, как пра&
вило, изменяются. Тем не менее, и антиоксидан&
ты, и каталаза широко используются в экспери&
ментах для снижения внутриклеточного уровня
Н2О2 и других АФК. При этом EGF&зависимая
активация тирозинкиназных рецепторов и их
сигнальных каскадов в значительной мере пони&
жается [62].

В качестве традиционного и эффективного, но
косвенного инструмента широко используются
низкомолекулярные ингибиторы ферментов,
синтезирующих Н2О2. Надежных и специфичных
ингибиторов NADPH&оксидаз на сегодняшний
день не существует. Все используемые соедине&
ния имеют серьезные недостатки, основной из
которых тот же – неспецифичность действия.
Благодаря тому, что ингибиторы внутриклеточно&
го образования Н2О2 имеют различные мишени,
общепринято использование нескольких инги&
биторов, что позволяет делать достаточно прием&
лемые выводы. Наиболее активно в качестве ин&
гибиторов NADPH&оксидаз применяют апоци&
нин и DPI. 

Апоцинин (другое название ацетованилон)
[71, 72] препятствует сборке изоформ NADPH&
оксидаз Nox1 и Nox2. Апоцинин представляет со&
бой орто&метокси&замещенный катехол (1&(4&
гидрокси&3&метоксифенил)этанон) – вещество,
близкое по структуре к ванилину, получаемое из
лекарственного растения Коптиса японского (Pi<
crorhiza kurroa). Сам по себе апоцинин не ингиби&
рует сборку NADPH&оксидазного комплекса. Для
превращения апоцинина в активную форму необ&
ходимо его окисление в присутствии пероксидаз.
Это ведет к формированию симметричного диме&
ра – вещества, ингибирующего сборку NADPH&
оксидаз. Восстановленный глутатион и L&цисте&
ин ингибируют процесс димеризации апоцинина
[71]. В бесклеточной модельной системе апоци&
нин практически полностью подавляет образова&

ние  через 2 мин после добавления, что свиде&
тельствует о достаточно короткой лаг&фазе его
ингибиторного действия. Апоцинин – это низко&
аффинный ингибитор [22]. Более того, недавно
была показана возможная роль апоцинина в
транзиторном образовании АФК [73]. Тем не ме&
нее, апоцинин является наиболее активно ис&
пользуемым ингибитором NADPH&оксидаз. Это
связано с тем, что другие существующие ингиби&
торы образования Н2О2 либо еще менее специ&
фичны, либо крайне неудобны в использовании.
Апоцинин предотвращает EGF&индуцируемое
образование Н2О2 в эпителиальных клетках HeLa.
При этом митогенный эффект EGF полностью
исчезает. В то же время апоцинин не изменяет
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уровень пролиферации клеток в отсутствие EGF
[9]. Апоцинин ингибирует также пролиферацию
нейральных клеток&предшественников из гиппо&
кампа [74]. 

DPI – это не специфический, но широко при&
меняемый ингибитор всех NADPH&оксидаз. По&
мимо этих ферментов, DPI ингибирует многие
другие флавин&содержащие ферменты, в том чис&
ле и митохондриальный дыхательный комплекс I
[75]. DPI забирает электрон из цепи переноса
электронов и превращается в радикал, который
ковалентно связывается с простетической груп&
пой, блокируя ее [22]. В связи с крайней неспе&
цифичностью DPI, его эффекты необходимо
проверять с использованием других ингибито&
ров NADPH&оксидаз. Более того, DPI невозмож&
но применять в длительных экспериментах, так
как клетки быстро гибнут из&за ингибирования
дыхательной цепи митохондрий. Поэтому он ис&
пользуется, в основном, для наблюдения кратко&
временных эффектов Н2О2, например, для изуче&
ния регуляции сигнальных каскадов, а также для
проверки работоспособности биосенсоров.

Образование и локализация Н2О2 в клетке

Во внутриклеточной передаче сигнала от мно&
гих рецепторов участвует ограниченный набор
вторичных посредников. При этом число рецеп&
тор&зависимых сигнальных каскадов значительно
больше, и они ведут к специфичным клеточным
ответам. Важным и интересным вопросом совре&
менной биологии является вопрос о том, каким
образом несколько вторичных посредников пере&
дают специфические сигналы от огромного числа
рецепторов. В последние годы стало ясно, что
многие вторичные посредники действуют ло&
кально в различных компартментах [76, 77]. На&
правление прохождения сигнального каскада и
конечный ответ клетки часто зависит от компарт&
мента, в котором активировался данный вторич&
ный посредник.

Как и многие другие вторичные посредники,
Н2О2 действует в клетке локально. Для взаимо&
действия с фосфатазами Н2О2 должен достичь вы&
сокой концентрации, соответствующей уровню
Н2О2 при окислительном стрессе. Однако в норме
на уровне целой клетки этого не происходит бла&
годаря сильным антиоксидантным системам.
Так, Prx2 взаимодействует с Н2О2 с константой
скорости 2 × 107 M–1 c–1, в то время как константа
скорости реакции взаимодействия ключевой ре&
цепторной тирозиновой фосфатазы PTP&1В с
Н2О2 составляет 20 M–1 c–1, а концентрация Prx2 в
клетке превышает концентрацию PTP&1В на два
порядка [78]. Таким образом, согласно кинетиче&
ским расчетам, Н2О2 в клетке не должен взаимо&
действовать с PTP&1В. Кроме того, Н2О2 синтези&
руется с наружной стороны плазматической мем&

браны, и значительная его часть должна
рассеиваться и инактивироваться в межклеточ&
ном пространстве. Тем не менее, PTP&1В окисля&
ется при физиологической стимуляции рецептор&
ных тирозинкиназ [79]. 

Наиболее вероятным объяснением этого про&
тиворечия может быть локальное накопление
Н2О2 до необходимой концентрации вблизи суб&
страта (рис. 6). Хорошо известно, что для актива&
ции многих тирозинкиназных рецепторов необ&
ходима их интернализация после связывания с
лигандом [80]. Также известно, что помимо ре&
цепторов эндосомы содержат и NADPH&оксида&
зы [81, 82]. Исходя их этих данных, была высказа&
на гипотеза о локализованном синтезе и накопле&
нии Н2О2 вблизи эндосом, содержащих и
рецептор, и NOX [78]. Супероксид&анион&ради&
кал, синтезирующийся в просвет эндосомы, кон&
вертируется в Н2О2 не рассеиваясь. Свободно
диффундируя через мембрану, весь Н2О2 выходит
в цитоплазму и окисляет Prx2 в прилегающей об&
ласти клетки. Восстановление Prx2 тиоредокси&
ном происходит сравнительно медленно, в то
время как другая изоформа пероксиредоксина,
Prx1, фосфорилируется тирозинкиназой Src и
инактивируется [42]. Заметим, что Src активиру&
ется фосфорилированием рецепторной тирози&
новой киназой и тем же самым образующимся
Н2О2 [66]. Избыток Н2О2, не разрушенный Prx1/2,
взаимодействует с белками&мишенями, в том
числе с PTP&1В (рис. 6). Местоположение эндо&
сомы в цитоплазме определяет локализацию об&
разуемого Н2О2. Мы проверили гипотезу о ло&
кальной продукции Н2О2 и показали колокализа&
цию Н2О2 и PTP&1B [43]. Оказалось, что при
EGF&зависимой стимуляции эпителиальных кле&
ток Н2О2 синтезируется NADPH&оксидазой, ко&
торая расположена в эндосомах, содержащих ин&
тернализованный рецептор EGF. Около плазма&
тической мембраны уровень Н2О2 практически не
изменяется, свидетельствуя о том, что Н2О2 в
клетке выделяется локально и не распространяет&
ся по всей цитоплазме. В то же время в фибробла&
стах, стимулированных PDGF, Н2О2 появлялся в
основном вблизи плазматической мембраны. В
обоих случаях концентрация Н2О2 повышается
также на мембране эндоплазматического ретику&
лума. В этом компартменте наблюдается двухфаз&
ная кинетика роста концентрации Н2О2, что может
свидетельствовать о первоначальной активации
Nox4, расположенного на эндоплазматическом
ретикулуме, с последующим поступлением Н2О2,
синтезированного на эндосомах. 

Таким образом, Н2О2 образуется и действует
локально в определенных компартментах клетки
при стимуляции рецепторных тирозиновых киназ
факторами роста. Диффузия Н2О2 между ком&
партментами клетки ограничена, что соответ&
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ствует механизму действия известных вторичных
посредников.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Многочисленные данные, накопившиеся к
настоящему времени, свидетельствуют о важной
роли, которую Н2О2 играет как вторичный по&
средник в метаболизме клеток. Однако остается
еще много вопросов, на которые предстоит отве&
тить. Например, нужно понять, почему и в какой

момент функционирования клетки происходит
переход от нормального синтеза сигнального
Н2О2 к окислительному стрессу, какую роль игра&
ет Н2О2 во внутриклеточной передаче сигнала, и
какова сигнальная функция разных изоформ
NOX в разных компартментах клетки. Интерес
вызывают возможность перекрестной сигнализа&
ции Н2О2 и других вторичных посредников, и
участие Н2О2 в регуляции их функций, а также
механизмы активации изоформ NOX, отличных
от NOX2. Эти новые механизмы регуляции синте&
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Рис. 6. Предполагаемый механизм локализации сигнала Н2О2 внутри клеток ([11], с изменениями). Связывание ли&
ганда с поверхностными рецепторами вызывает эндоцитоз и быструю интернализацию активных рецепторов. Благо&
даря преимущественно кавеолярной локализации, рецепторы и NADPH&оксидазы вместе поступают в эндосомаль&
ный компартмент, где рецепторы остаются активными продолжительное время [80]. Они рекрутируют Rac и p47phox
в этот компартмент, которые поддерживают активность NADPH&оксидазного комплекса, пока активны рецепторы.

NADPH&оксидаза синтезирует супероксид&анион внутрь эндосомы, где  конвертируется в Н2О2. В отличие от

 Н2О2 свободно проникает через мембрану в цитоплазму, где основными антиоксидантами, разлагающими

Н2О2, являются пероксиредоксины 1 и 2 (Prx1/2). В то время как Prx1 инактивируется за счет рецептор&зависимого
фосфорилирования по тирозину [42], расположенный вблизи эндосомы Prx2 окисляется под действием поступающей
Н2О2. Поскольку его восстановление происходит достаточно медленно, время жизни Н2О2 увеличивается и возникает
“пристеночный эффект”, позволяющий Н2О2 в высшей степени локально действовать на расположенные поблизости
белки&мишени. 
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за Н2О2 могут быть мишенями для новых лекар&
ственных средств против метастазирования рако&
вых клеток, стеноза и рестеноза сосудов и многих
других заболеваний, связанных с повышением
уровня АФК. 

Работа получила поддержку РФФИ (11&04&
01519&а, 10&04&01561&а, 11&04&12187&офи&м&2011,
а также Министерства образования и науки РФ
(ГК № 16.512.12.2262).
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Hydrogen Peroxide as a New Second Messenger

V. A. Tkachuk, P. A. Tyurin�Kuzmin, V. V. Belousov, A. V. Vorotnikov
1Lomonosov Moscow State University, Faculty of Basic Medicine, Moscow, Russia

2Shemyakin<Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Over the recent years hydrogen peroxide has emerged as a new candidate second messenger. Here we review
current evidence for this simple chemical to meet classic criteria imposed for second messengers as well as
additional ones that have been established since. Hydrogen peroxide accumulates and metabolizes inside cells
changing the level upon activation of cell surface receptors; it targets signaling molecules inside cells via a rel&
evant molecular mechanism and mediates the major responses such as cell migration and proliferation. As yet
unresolved questions remain, such as to where hydrogen peroxide is produced and localizes in cells, and
which signaling pathways it controls to exert physiological effects. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


