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2-Гексадеценаль – ненасыщенный альдегид, образующийся в организме из сфингозин-1-
фосфата (С1Ф) при действии фермента С1Ф-лиазы [1]. Этот альдегид проявляет биологическую 
активность в отношении клеток эмбриональной почки человека HEK293T, цервикальной карци-
номы HeLa, фибробластов мыши NIH3T3 и глиомы крысы С6 [2, 3], вызывая реорганизацию цито-
скелета и индуцируя апоптоз.  

Ранее нами и другими авторами был установлен неферментативный путь образования 2-ГД в 
результате свободнорадикальной деструкции ряда сфинголипидов в условиях оксидативного 
стресса, обусловленного действием γ-, УФ-излучения, а также хлорноватистой кислоты [4, 5]. 
HOCl образуется в галогенирующем цикле миелопероксидазы (МПО), локализованной преимуще-
ственно в нейтрофилах [6]. Эти клетки мигрируют в очаги воспаления, которые формируются при 
травмах, инсульте, инфекционных, нейродегенеративных, онкологических и других заболеваниях, 
осуществляя киллинг чужеродного материала посредством генерации активных форм кислорода и 
хлора (АФКХ), в том числе HOCl [7]. Нами показано, что действие HOCl, продуцируемой в гало-
генирующем цикле миелопероксидазы, на эритроциты человека, клетки глиомы крысы С6 и 
HEK293 индуцирует свободнорадикальную деструкцию сфинголипидов с образованием 2-ГД [8, 
9]. Следовательно, нейтрофилы, являясь источником хлорноватистой кислоты, могут быть мише-
нью для 2-ГД в условиях оксидативного стресса.  

Цель работы: изучить влияние 2-ГД на функциональные свойства нейтрофилов крови здоровых 
людей. 

Материалы. В работе использовали декстран, гистопак-1077, питательную среду RPMI-1640, 
иодида пропидиум (PI), бычий сывороточный альбумин (БСА), люминол, fMLP, Triton Х-100, JC-1 
(5,5′,6,6′-тетрахлоро-1,1′,3,3′-тетраэтил-бензамидозолокарбоцианин йодид), FCCP (карбонилциа-
нид p-трифторометоксифенилгидразон), EGTA (этиленгликоль-бис(β-аминоэтиловый эфир)-
N,N,N′,N′-тетрауксусной кислоты), Micrococcus lysodeikticus («Sigma», США), Fura-2AM, Alexa 
Fluor 532 Phalloidin («Thermo Fisher Scientific», США), набор для определения апоптоза Annexin 
V–FITC («Trevigen», США), компоненты для приготовления фосфатного буферного раствора 
(ФБР) и сбалансированного буферного солевого раствора Эрла (СБСРЭ) («Анализ Х, Беларусь»). 
2-ГД был синтезирован на кафедре органической химии химического факультета БГУ. 

Методы. Нейтрофилы выделяли из крови здоровых людей по стандартной методике [10]. Жиз-
неспособность клеток определяли флуоресцентным методом с использованием иодида пропидиу-
ма (PI, λвозб = 530 нм, λрег = 640 нм) на спектрофлуориметре (СМ 2203 «Солар», Беларусь) [11]. Ге-
нерацию АФКХ изучали методом люминолзависимой хемилюминесценции (ЛюмХЛ) [12], на хе-
милюминометре БХЛ-1 (Минск, Беларусь). Продукцию АФКХ стимулировали добавлением 0,1 
мкмоль/л хемотаксического пептида fMLP. Изменение митохондриального потенциала клеток 
(ΔѰм) оценивали с помощью флуоресцентного зонда JC-1 (λex=490 нм, λem=530 нм, 590 нм) [13]. 
Отношение интенсивностей флуоресценции при 590 и 530 нм (I590/I530) пропорционально ΔѰм. 
Концентрацию ионов несвязанного цитозольного Са2+ ([Ca2+]i) определяли с помощью флуорес-
центного зонда Fura 2-AM (λex=340, 380 нм, λem=510 нм) на спектрофлуориметре (СМ 2203 «Со-
лар», Беларусь). Пробоподготовку и калибровку проводили согласно методике [14]. Концентра-
цию ионов несвязанного цитозольного Ca2+ в клетках С6 и нейтрофилах рассчитывали по уравне-
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нию Гринкевица. Состояние цитоскелета клеток при действии 2-ГД оценивали с помощью Alexa 
Fluor 532 Phalloidin [15]. Апоптоз клеток оценивали с помощью набора Annexin V-FITC Apoptosis 
Detection Kit, согласно методике [16].  

Результаты и обсуждение. С целью определения цитотоксичности 2-ГД нами изучено влияние 
этого альдегида на жизнеспособность нейтрофилов. Методом флуоресценции с использованием PI 
показано, что инкубирование клеток с 2-ГД в диапазоне концентраций 0,35-35 мкмоль/л в течение 
30 мин не приводит к изменению их жизнеспособности. При увеличении концентрации исследуе-
мого альдегида (100 и 350 мкмоль/л) через 30 мин наблюдается незначительное снижение жизне-
способности нейтрофилов до (92,9±2,7) % и (89,4±2,2) % соответственно.  

На рисунке 1 показано влияние 2-ГД в широком диапазоне концентраций на суммарную интен-
сивность ЛюмХЛ стимулированных нейтрофилов. Видно, что инкубирование клеток в течение 30 
мин с 2-ГД в диапазоне концентраций 0,1-3,5 мкмоль/л приводит к росту продукции АФКХ клет-
ками при адгезии. Повышение концентрации 2-ГД до 10 и 35 мкмоль/л вызывает снижение гене-
рации АФКХ на 14,9 % и 33,8 % соответственно. 2-ГД в концентрации 0,035 и 0,1 мкмоль/л не 
оказывает влияния на кислородактивирующую способность клеток при стимуляции fMLP. Инку-
бирование нейтрофилов с 2-ГД в концентрации 0,35 мкмоль/л приводит к увеличению интенсив-
ности ЛюмХЛ на 27,2 %, а повышение концентрации исследуемого альдегида (3,5–35 мкмоль/л) 
вызывает снижение продукции АФКХ клетками на (27,2–36,7) % соответственно. 

 

 
Рисунок 1. – Влияние 2-гексадеценаля на ЛюмХЛ нейтрофилов, стимулированных адгезией  

(серые столбики) и хемотаксическим пептидом fMLP (светлые столбики) 
 
Формирование “респираторного взрыва” в нейтрофилах обусловлено модификацией многочис-

ленных процессов внутриклеточной сигнализации [17]. С целью выявления механизмов влияния 
2-ГД на продукцию АФКХ клетками, нами изучено действие на этот процесс специфических ин-
гибиторов ряда ферментов, участвующих в процессах трансдукции активационного сигнала в 
нейтрофилах при их стимуляции fMLP. С помощью специфических ингибиторов компонентов 
сигнальных путей установлено, что в повышение продукции АФКХ нейтрофилами при действии 
0,35 мкмоль/л 2-ГД вносят вклад НАДФН-оксидаза, МПО, липоксигеназа (ЛО) и JNK-MAПK.  

Генерация АФКХ в нейтрофилах сопряжена с повышением концентрации Са2+ в цитозоле кле-
ток. Увеличение уровня ионов кальция в цитоплазме нейтрофилов необходимо для их активации, 
продукции АФКХ, регуляции процессов гибели и клиренса этих клеток [18]. Увеличение концен-
трации несвязанных ионов кальция в этих клетках может наблюдаться также при запуске апопто-
за. Нами изучено влияние 2-ГД в различных концентрациях на уровень цитозольного кальция в 
нейтрофилах в зависимости от его наличия во внеклеточной среде. Результаты представлены на 
рисунке 2. Видно, что при добавлении 2-ГД к клеткам наблюдается повышение уровня [Ca2+]i как 
в отсутствие, так и в присутствии ионов кальция во внеклеточной среде. Однако, если в отсут-
ствие кальция вне клеток заметное повышение [Ca2+]i в цитозоле по сравнению с контролем (в 1,8 
раза) обнаруживается при концентрации 2-ГД 100 мкмоль/л, тогда как в присутствии внеклеточ-
ного кальция такой же прирост внутриклеточных ионов Са2+ зарегистрирован для 35 мкмоль/л 
этого альдегида. При концентрации 2-ГД 100 и 350 мкмоль/л уровень цитозольного кальция по-
вышается в 3,4 и 4,7 раза соответственно. Следует отметить, что при обработке клеток 0,35 
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мкмоль/л 2-ГД как в присутствии, так и в отсутствие ионов Са2+ во внеклеточной среде, концен-
трация этих ионов в цитозоле не изменяется.  

 
Рисунок 2. – Влияние 2-ГД на концентрацию несвязанных ионов кальция в цитоплазме  

нейтрофилов 
 
Увеличение концентрации цитозольного Ca2+ и одновременное уменьшение продукции АФКХ 

может быть связано с подавлением редокс-активности митохондрий, что в свою очередь может 
свидетельствовать о развитии апоптотического процесса [19]. На рисунке 3 показано влияние 2-ГД 
на величину митохондриального мембранного потенциала нейтрофилов.  

 

 
Рисунок 3. – Влияние 2-гексадеценаля на величину митохондриального мембранного потенциала в 

нейтрофилах 
 
Видно, что добавление 2-ГД (3,5–350 мкмоль/л) к суспензии клеток вызывает снижение мем-

бранного потенциала митохондрий на (25,7–57,3) %. При этом, действие 2-ГД в концентрации 350 
мкмоль/л, сопоставимо с действием известного разобщителя FCCP, что, по-видимому, связано с 
цитотоксичностью этого альдегида в высоких концентрациях. 

Изменение функциональной активности нейтрофилов сопровождается модификацией цитоске-
лета. Мы оценили влияние 2-ГД на состояние актинового цитоскелета при адгезии клеток к по-
верхности стекла. Установлено, что 2-ГД в концентрациях 35 и 0,35 мкмоль/л вызывает реоргани-
зацию цитоскелета нейтрофилов, что выражается в изменении морфологических характеристик и 
перераспределении F-актина.  

На рисунке 4 показано влияние 2-ГД на апоптоз нейтрофилов. Видно, что инкубирование кле-
ток с 0,35 мкмоль/л 2-ГД в течение 4 ч не влияет на апоптотические процессы в этих клетках. В то 
же время, обработка клеток 35 мкмоль/л 2-ГД приводит к снижению количества живых клеток, а 
также клеток в стадии раннего апоптоза до 17,8 % и 11,9 % соответственно. В этом случае основ-
ная часть популяции нейтрофилов 67,7 % находится в стадии позднего апоптоза. С увеличением 
концентрации исследуемого альдегида до 100 мкмоль/л практически все клетки 97,7 % окрашива-
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ются как Annexin V, так и PI, что свидетельствует о переходе клеток в стадию позднего апоптоза. 
Мы полагаем, что отсутствие клеток в стадии некроза, после инкубирования со 100 мкмоль/л 2-ГД 
связано, с потерей некоторого количества клеток в процессе пробоподготовки. Таким образом, 2-
ГД в концентрациях 35 и 100 мкмоль/л усиливает стимулированный адгезией апоптоз нейтрофи 
лов. 

 

.  
Рисунок 4. – Количество погибших нейтрофилов при действии 2-гексадеценаля 

 
Заключение. Таким образом, 2-ГД дозозависимо регулирует функции нейтрофилов. В низких 

концентрациях этот альдегид оказывает праймирующее действие на клетки, что выражается в уве-
личении выхода АФКХ за счет повышения вкладов НАДФН-оксидазы, МПО, ЛО и JNK-MAПK. 
При более высоких концентрациях 2-ГД индуцирует апоптоз, что коррелирует со значительным 
увеличением несвязанных ионов кальция в цитоплазме, уменьшением продукции АФКХ и сниже-
нием митохондриального мембранного потенциала. Оба эти процесса сопряжены с реорганизаци-
ей цитоскелета. 

 
Работа выполнена при поддержке Всемирной организации учёных (World Federation of 

Scientiests).  
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Введение. 2-Гексадеценаль (2-ГД) – ненасыщенный жирный альдегид. В организме человека 

это соединение образуется при необратимом ферментативном расщеплении сфингозин-1-фосфата 
– сфинголипида, регулирующего процессы пролиферации и апоптоза клеток [1]. Ранее нами уста-
новлено, что 2-ГД может образовываться из ряда сфинголипидов неферментативным путем в 
условиях оксидативного стресса, обусловленного действием γ-, УФ-излучения и HOCl в результа-
те свободнорадикальной фрагментации [2].  

Известно, что клетки кожи богаты различными сфинголипидами, такими как церамиды, сфин-
гозин и сфингозин-1-фосфат [3]. Мы предположили, что накопление 2-ГД в результате свободно-
радикальной фрагментации сфинголипидов под действием факторов окружающей среды в 
дермальных фибробластах, которые являются основными компонентами кожи, будет влиять на их 
функционирование. 

В настоящей работе изучено влияние 2-ГД на функции дермальных фибробластов in vitro, а 
именно: на генерацию клетками пероксида водорода, изменение уровня восстановленного глута-
тиона и митохондриального мембранного потенциала, а также на инициирование апоптотических 
процессов. 

Материалы и методы. Фибробласты выделяли методом миграции из эксплантов кожи здоро-
вых доноров в условиях лаборатории и выращивали in vitro в питательной среде ДМЕМ с добав-
лением 10% сыворотки в условиях 100 % влажности и 5 % содержания CO2 при температуре 370С. 
В экспериментах использовали культуры 2-3 пассажей в логарифмической фазе роста. 

Уровень восстановленного глутатиона (GSH) в клетках определяли с помощью флуоресцентно-
го зонда монохлоробимана (MCB, λex = 390 нм, λem = 480 нм). Результаты представлены как отно-
шение уровня GSH в клетках в присутствии 2-ГД к уровню GSH в контрольном образце. Способ-
ность клеток генерировать Н2О2 оценивали с использованием флуоресцентного зонда H2DCFDA 
(2',7'-дихлородигидрофлуоресцеина диацетат). Величину митохондриального мембранного потен-
циала определяли с использованием флуоресцентного зонда JC-1 (λex=490 нм, λem=530, 590 нм). В 
качестве положительного контроля к суспензии клеток добавляли разобщитель дыхательной цепи 




