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Экзогенные рибонуклеазы бацилл могут селективно индуцировать апоптоз злокаче-
ственных клеток. В работе проведен анализ способности рибонуклеазы Bacillus pumilus – 
биназы – индуцировать процессы, приводящие к динамическому нарушению целостности 
мембран клеток аденокарциномы легких человека линии А549. Охарактеризовано влия-
ние фермента в различных концентрациях на состояние цитоплазматической мембраны 
клеток и мембран митохондрий. При помощи методов проточной цитофлуориметрии и 
флуоресцентной микроскопии установлено, что воздействие биназы приводит к наруше-
нию нормального функционирования мембран обоих типов, причем вначале нарушения 
затрагивают мембраны митохондрий. Проведенное исследование позволило выявить и 
визуализировать этапы влияния биназы на мембранные структуры клеток-мишеней и 
подтвердить, что бактериальная РНКаза индуцирует апоптоз клеток-мишеней преиму-
щественно по “внутреннему” (митохондриальному) пути.
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В настоящее время пристальное внимание уде-
ляется биологическим эффектам ферментов-рибо-
нуклеаз (РНКаз), которые могут не зависеть от их 
непосредственных каталитических функций: таким, 
как участие в регуляторных системах клетки, кон-
троль роста кровеносных сосудов, токсичность по 
отношению к клеткам опухолей, защита от вирус-
ных и микробных патогенов. Особый интерес пред-
ставляют РНКазы организмов, филогенетически 
далеких от человека и вследствие этого не подвер-
женных действию ингибитора РНКаз в клетках 
млекопитающих – РНКазы хладнокровных позво-
ночных [1], грибов [2] и бактерий [3]. Благодаря 
наличию селективного цитотоксического действия 
по отношению к злокачественным клеткам РНКаза 
Bacillus pumilus (биназа) может рассматриваться в ка-
честве потенциального противоопухолевого агента. 
Установлено селективное действие биназы на клетки 
карциномы легкого человека линии А549 [4], фиб-
робласты, экспрессирующие онкоген v-Ras [5], 
клетки миелоидного лейкоза [6], клетки рака молоч-
ной железы, в том числе и трижды негативные [7]. 
РНКазы в высоких концентрациях оказывают цито-
токсическое [8, 9] и генотоксическое действие [10], 
а также ингибируют активность Ca-зависимых ка-
лиевых каналов (К

Са-каналов), приводя к апоптозу 
[11]. Ингибирование активности КСа-каналов со-
провождается появлением морфологических марке-
ров апоптоза (вакуолизация цитоплазмы, конденса-
ция и фрагментация хроматина, уменьшение объема 
клеток). Однако в имеющемся массиве данных от-

сутствуют сведения о динамике изменений функ-
ционального состояния клеточных мембран опухо-
левых клеток при действии биназы.

Целью настоящей работы стало выявление этап-
ных изменений состояния цитоплазматической 
мембраны (ЦПМ) и мембран митохондрий клеток 
аденокарциномы легкого линии А549 при обра-
ботке биназой. 

Материалы и методы

Фермент. В работе использовали биназу – гуанил-
специфичную РНКазу Bacillus pumilus (молекуляр-
ная масса 12,3 кДа, pI=9,5, 109 аминокислотных 
остатков) в высоких концентрациях (100–500 мкг/мл), 
для которых ранее было установлено апоптоз-инду-
цирующее действие на ряде линий раковых клеток 
[4, 6, 7]. Биназа была изолирована как гомоген-
ный белок из культуральной жидкости продуцента 
по методике, описанной Дудкиной с соавт. [12]. Ка-
талитическая активность биназы охарактеризована 
ранее по отношению к синтетическим субстратам 
[13] и высокополимерной дрожжевой РНК [10].

Клеточная линия и условия культивирования. 
Клетки карциномы легких человека линии A549 
(Американская коллекция клеточных культур, Ма-
нассас, США) культивировали в среде DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium; Sigma, Германия) 
с 10% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, 
США), 2 мМ глутамина, 100 ед/мл пенициллина и 
100 мкг/мл стрептомицина в атмосфере 5% СО2 при 
температуре 37°C. Клетки с культуральных сосудов 
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собирали согласно описанной ранее методике [14], 
засевали в 96-луночные планшеты (ibidi, Германия) 
по 30 мкл суспензии (106/мл) клеток в лунку. По до-
стижении клетками 70% сомк нутого монослоя в каж-
дую лунку планшета добавляли по 100 мкл свежей 
среды DMEM, затем через определенные интервалы 
времени (0, 4, 8, 24, 48 и 72 ч) добавляли биназу до 
конечной концентрации 500 мкг/мл.

Характеристика повреждений ЦПМ при помощи 
флуоресцентной микроскопии. С целью выявления 
мембрано-повреждающего действия биназы моно-
слои клеток в пробах окрашивали реактивом LIVE/
DEAD (Reduced Biohazard Viability/Cytotoxicity, 
L-7013) по инструкции фирмы-производителя (In-
vitrogen, США). Микроскопические исследования 
проводили на флуоресцентном микроскопе Leica 
DM 6000B (Германия); интенсивность флуорес-
центного сигнала рассчитывали с использованием 
компьютерной программы Leica FW4000.

Цитофлуориметрическая детекция повреждений 
ЦПМ и мембран митохондрий. Параллельно осуще-
ствляли детекцию изменения доли клеток с повреж-
денной ЦПМ и низким мембранным потенциалом 
митохондрий в популяции с помощью двойного 
окрашивания йодидом пропидия (PI) (Sigma, США) 
и потенциал-зависимым красителем йодидом 3,3’-ди-
гексилоксакарбоцианин (DiOC6) (Molecular Probes, 
США) на проточном цитофлуориметре BD FACS-
Canto II (Becton Dickinson, США). РНКазу вносили 
в среду культивирования в конечных концентрациях 
100 и 300 мкг/мл, клетки инкубировали с фермен-
том в течение 24 и 48 ч. По окончании срока инку-
бации среду культивирования отбирали и вносили 
в центрифужные пробирки для предотвращения 
потерь клеток, сохранивших целостность, но уже 
потерявших способность к адгезии. Снятие клеток 
с культуральных планшетов осуществляли трипси-
низацией (0,25% трипсин-ЭДТА; ПанЭко, Россия). 
Объединенные образцы центрифугировали 5 мин 
(300g, комнатная температура), осадок ресуспен-
дировали в 1 мл 0,01 М фосфатно-солевого буфера 
(рН 7,2). Затем вносили в суспензию клеток DiOC6 
в конечной концентрации 50 нМ и выдерживали ее 
20 мин в темноте при температуре 37°С. PI до ко-
нечной концентрации 5 мкг/мл добавляли за 2 мин 
до начала измерений. При анализе цитометриче-
ских данных обсчитывали характеристики флуо-
ресцентного сигнала для не менее чем 2•104 кле-
ток для каждого образца в пяти повторах в каждом 
из трех независимых экспериментов.

Конфокальная лазерная микроскопия. Для более 
подробной визуализации мембранных компартмен-
тов обработанных биназой клеток использовали 
конфокальную лазерную микроскопию с приме-
нением комбинации флуоресцентных красителей 
CellVue Claret Dye (Sigma-Aldrich, США), которые 
позволяют детектировать цитоплазматическую мемб-
рану, и DiOC6. Окрашивание осуществляли соглас-
но рекомендациям производителя, исследование 

проводили на лазерном конфокальном микроскопе 
LSM 780 (Zeiss, Германия).

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистическую обработку данных проводили в про-
грамме Statistica 7.0. Все эксперименты были про-
ведены не менее чем в трех повторах. В качестве 
критерия достоверности различий использовали 
критерий Манна-Уитни (p≤0,05).

Результаты и обсуждение

Для выявления этапных изменений состояния 
мембран клеток аденокарциномы легкого линии 
А549 мы применили флуоресцентные красители 
LIVE/DEAD (Invitrogen, США) и PI, дифферен-
циально окрашивающие клетки с поврежденной 
цитоплазматической мембраной, а также потен-
циал-зависимый краситель DiOC6, выявляющий 
повреждения мембран митохондрий. Биназа, воз-
действующая на клетки в течение 8 ч, не оказывала 
повреждающего действия на мембраны (табл. 1). 
Целостность монослоя не нарушалась, количество 
клеток, окрашиваемых красителем LIVE/DEAD, 
было минимально и в варианте с биназой досто-
верно не отличалось от такового в варианте без 
обработки. Однако известно, что в этот временной 
промежуток биназа интернализуется клетками и 
проникает в ядро [4]. Установлено, что у ЦПМ 
клеток А549 между 6-м и 8-м ч действия биназы на 
14% возрастает проницаемость для макромолекул, 
измеренная по проникновению в клетки альбумина, 
меченного трипановым синим [4], причем после 8 ч 
проницаемость ЦПМ возвращается к уровню та-
ковой в необработанных клетках. Можно предпо-
ложить, что эти изменения проницаемости ЦПМ 
связаны с временной активацией эндоцитоза, по-
скольку доля клеток с нарушенной ЦПМ в моно-
слое на 8-й ч культивирования в присутствии фер-
мента не возрастает по сравнению с вариантом без 
обработки ферментом (табл. 1, рис. 1, А–Е). 

С увеличением времени культивирования про-
исходило увеличение числа клеток с поврежден-
ной ЦПМ. Через 24, 48 и 72 ч роста в монослое на-
блюдали незначительное возрастание числа таких 
клеток (1,3; 1,7; 2,2% от общего числа в соответ-
ствующее время). Обработка биназой усиливала 
этот эффект – доля клеток с поврежденной мем-
браной составила 2,3; 3,4; 8,4%, соответственно, и 
при действии биназы в течение 72 ч превысила 
контрольный показатель в 4 раза (табл. 1). Ранее 
нами было показано, что под действием биназы не 
просто возрастает количество клеток с поврежден-
ной мембраной, но и фиксируется нарушение 
функций мембранных белков. Так, известно, что 
половина клеток популяции через 24 ч действия 
биназы теряют способность реагировать на активи-
рующее действие ионов Са2+, запускающее откры-
тие каналов hSK4 для тока калия. Даже в клетках, 
которые способны активировать каналы в ответ на 
Са2+, калиевый ток снижен на 30% [11], хотя лишь 
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в митохондриях клеток А549 после 24 ч их инкуба-
ции в присутствии биназы (рис. 1, Ж, З), что сви-
детельствует о влиянии экзогенной РНКазы на 
энергетический статус клетки.

Использование двойного окрашивания DiOC6/PI 
и проточной цитометрии позволило точнее охарак-
теризовать влияние биназы на мембранные струк-
туры клеток А549. РНКаза обладала способностью 
индуцировать нарушения как цитоплазматических, 
так и митохондриальных мембран (рис. 2). Через 
24 ч культивирования в присутствии биназы доля 
клеток с низким потенциалом мембран митохонд-
рий (DiOC6

–) составила 15% и 27% для концентраций 
РНКазы 100 мкг/мл и 300 мкг/мл, соответственно, 
в то время как значение данного показателя в вари-
анте без обработки ферментами не превышало 9%. 
Увеличение времени инкубации с РНКазой до 48 ч 
привело к дальнейшему усилению эффекта; в случае 
большей исследованной концентрации (300 мкг/мл) 
доля клеток с низким мембранным потенциалом ми-
тохондрий достигла 36%. В концентрации 100 мкг/мл 
биназа за это время уже не приводила к появлению 
статистически достоверных различий с контролем 
значений митохондриального потенциала. Веро-
ятно, это связано с частичной протеолитической 
деградацией интернализованного фермента клет-
ками-мишенями в ходе длительной инкубации. 

Оказалось, что обработка биназой опосредует 
нарушение целостности ЦПМ клеток А549; это под-
тверждают данные флуоресцентной микроскопии. 
Однако доля клеток с пермеабилизованной ЦПМ 
(PI+), установленная при помощи проточной цито-
метрии, более чем вдвое превышала значение дан-
ного показателя, определенного микроскопически, 
и достигала 17% в варианте с обработкой фермен-
том в концентрации 300 мкг/мл в течение 48 ч 
(рис. 2). Это может объясняться тем, что протокол 
подготовки образцов для флуоресцентной микро-
скопии допускает потерю клеток, лишившихся адге-
зивных свойств. Таким образом, цитометрический 

Таблица 1

Изменение в процессе инкубации в присутствии биназы числа клеток линии A549 с поврежденной мембраной 

В
ре

м
я 

ин
ку

ба
ци

и,
 ч

Количество клеток 

Обработка биназой (500 мкг/мл) Без обработки биназой

С целой мембраной, 
ед./поле зрения

С поврежденной мембраной, 
ед./поле зрения (% от общего 

числа клеток)

С целой мембраной, 
ед./поле зрения

С поврежденной мембраной, 
ед./поле зрения (% от общего 

числа клеток)

0 143,7±3,1 1,3±1,1 (0,9) 138,3±2,4 1±0,7 (0,7)

4 141±2.0 2,3±2,1 (1,3) 142±3,2 1,7±1,0 (1,1)

8 144,7±3,3 1,7±1,3 (1,1) 131±3,1 1±0,6 (0,8)

24 141±1,1 3,3±0,2 (2,3)* 149,7±4,3 2±0,3 (1,3)

48 129±1,8 4,7±0,8 (3,4)* 136±1,7 2,3±0,4 (1,7)

72 108,7±1,2 14,3±2,2 (8,4)* 139±1,2 3±1,2 (2,2)

* p ≤ 0,05 при сравнении с соответствующим вариантом без обработки РНКазой.

Рис. 1. Визуализация клеток карциномы легкого человека А549, 
обработанных и не обработанных биназой в течение 0–72 ч 
(А–Е). Окраска LIVE/DEAD. Клетки с поврежденной мембра-
ной окрашены красным цветом. Масштабная линейка – 50 мкм. 
Лазерная конфокальная микроскопия клеток А549 после 24 ч 
инкубации с РНКазой (З) и без нее (Ж). Масштабная линейка – 

5 мкм. Окраска CellVue Claret и DiOC6

малая часть клеток окрашивается PI как клетки 
с поврежденной мембраной (табл. 1).

Лазерная конфокальная микроскопия позво-
лила зафиксировать снижение интенсивности флуо-
ресценции потенциал-зависимого красителя DiOC6 
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анализ в данном контексте представляется более 
предпочтительным, поскольку позволяет сохранить 
всю популяцию клеток и проанализировать их со-
стояние с большей точностью.

Проведенное исследование позволило выявить 
и визуализировать разные этапы влияния биназы 
на мембранные структуры клеток-мишеней. Интер-
нализация фермента (рис. 3, Б, 2) сопровождается 
кратковременным увеличением проницаемости ЦПМ 
для белков, затем он опосредует процессы, приво-
дящие к нарушению целостности митохондриаль-
ных мембран (рис. 3, Б, 3). Действительно, ранее 
мы показали, что биназа активирует компоненты 
“внутреннего” (митохондриального) пути апоптоза 
[6], необходимым элементом которого является 
перфорация митохондриальных мембран. На бо-
лее поздних стадиях апоптоза, запущенного по дан-
ному механизму, барьерную функцию теряет ЦПМ 
(рис. 3, Б, 4). Как следует из различий в получен-
ных нами результатах флуоресцентной микроско-
пии и проточной цитометрии, этот процесс сопро-
вождается потерей клетками адгезивных свойств. 
Крайне незначительная доля клеток в популяции 
с перфорированной ЦПМ и сохранившими потен-

Рис. 2. Доля клеток с поврежденными мембранами в культуре 
клеток линии А549, включая клетки, потерявшие способность 
к адгезии (24 и 48 ч культивирования), по данным цитометрии. 
Общее количество клеток принято за 100%. PI+ – клетки 
с пермеабилизованной ЦПМ, DiOC6

– – клетки с нарушенной 
митохондриальной мембраной. * – p ≤ 0,05 в сравнении 

с вариантом без обработки РНКазой (К)

циал митохондриями, которая при всех вариантах 
обработки не превышала 1,5%, свидетельствует о том, 
что у биназы в исследованных концентрациях от-
сутствует способность индуцировать некроз кле-
ток-мишеней.

Таким образом, в работе продемонстрировано 
нарушение нормального функционирования цито-
плазматической мембраны и мембран митохондрий 
клеток аденокарциномы легких человека линии А549 

Рис. 3. Действие экзогенной биназы на клетки линии А549. А – цитометрическое распределение клеток, обработанных биназой 
(300 мкг/мл) в течение 48 ч. Б – этапы действия биназы: 1 – первичное взаимодействие фермента с клеткой; 2 – эндоцитоз, ин-
дуцированный биназой; 3 – ранний апоптоз; 4 – поздний апоптоз. Обозначения: клетки без повреждений мембран – DiOC6

+/PI–; 
с неповрежденной ЦПМ и нарушенной митохондриальной мембраной – DiOC6

–/PI–; с нарушением ЦПМ и митохондриальных 
мембран – DiOC6

–/PI+
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под действием рибонуклеазы Bacillus pumilus (би-
назы) в различных концентрациях. Определена 
этапность влияния бактериальной РНКазы на 
мембранные структуры клеток-мишеней и выяв-
лено, что вначале нарушения затрагивают мембраны 
митохондрий. Полученные результаты могут слу-
жить подтверждением того, что биназа индуцирует 

преимущественно “внутренний” (митохондриаль-
ный) путь апоптоза клеток А549.

Работа выполнена в рамках Программы повы-
шения конкурентоспособности К(П)ФУ и партнер-
ского договора с университетом имени Ю. Либиха 
(Гиссен, Германия); поддержана грантом Россий-
ского научного фонда (проект №14-14-00522).
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BINASE INDUCED CHANGES OF TUMOR CELL MEMBRANES

P.V. Zelenikhin1, A.S. Gorbunova1, K. Beuerlein2, A.V. Makeeva1,*, O.N. Ilinskaya1

1Kazan Federal University, Kremlyovskaya st. 18, Kazan, 420008, Russia;
2Rudolf Buchheim Institute of Pharmacology, Justus-Liebig-University, 

Schubertstrasse 81, Giessen, 35392, Germany
*e-mail: avmakeeva.kpfu@gmail.com

Exogenous ribonuclease of bacilli can selectively induce apoptosis of malignant cells. The 
analysis of the ability of Bacillus pumilus ribonuclease – binase – to induce processes, which lead 
to a dynamic disruption of the integrity of A549 human adenocarcinoma cell membranes, was 
performed. The influence of different enzyme concentrations on the state of the cytoplasmic 
membrane of cells and mitochondrial membranes was characterized. Using the methods of flow 
cytometry and fluorescence microscopy, it has been established that binase leads to normal func-
tioning disruption of both types of membranes, with mitochondrial membranes affected first. 
The study allowed to identify and visualize the effects of binase on the membrane structures of 
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target cells and to confirm that bacterial RNase induces apoptosis of target cells mainly through 
the “internal” (mitochondrial) pathway. 

Keywords: RNase, Bacillus pumilus, binase, аntitumor activity, membranes disruption, lung 
adenocarcinoma А549
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