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КАЛЬЦИЯ В АДИПОЦИТАХ БЕЛОГО ЖИРА
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В экспериментах на культивируемых белых адипоцитах мышей с использованием флуоресцентной 
микроскопии и систем анализа изображений показано, что нейротрансмиттер норадреналин или агони-
сты β-адренорецепторов – изопротеренол, BRL-37344 в присутствии антагониста α1/2-адренорецепторов 
фентоламина вызывали увеличение [Ca2+]i в клетках. Селективный антагонист всех трех подтипов 
β-адренорецепторов – пропраналол подавлял этот Са2+ -ответ. Максимальная амплитуда [Ca2+]i наблюда-
лась при аппликации активатора β3-адренорецепторов – BRL-37344. Увеличение [Ca22+]i, инициированное 
активацией β-адренергических рецепторов, осуществляется аденилатциклазной системой трансдукции 
сигналов. С помощью селективных активаторов аденилатциклазной системы – форсколин, 8-Bromo-cAMP 
и ингибиторов протеинкиназы А (H-89) и рианодинового рецептора (рианодин)  показано, что сАМР, про-
теинкиназа А и рианодиновые рецепторы являются участниками пути генерации медленно-развивающегося 
Са2+ -ответа в культивируемых адипоцитах белого жира мыши.
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In experiments on mouse white adipocytes using fl uorescent microscopy and imaging analysis systems it was 
shown that a neurotransmitter noradrenalin and the agonists of β-adrenergic receptors – isoproterenol and BRL-
37344 in the presence of α1/2-adrenoreceptor antagonists, phentolamine, led to an increase in [Ca2+]i in the cells. 
Selective agonist of all the three subtypes of β-adrenergic receptors, propranolol, suppressed this Са22+ -response. 
Maximal amplitude of [Ca2+]i was observed upon the application of an activator of β3-adrenergic receptors – BRL-
37344. The increase of [Ca2+]i initiated by the activation of β-adrenergic receptors is realized through the adenylate 
cyclase signal transduction system. Using selective activators of adenylate cyclase system – forskolin and 8-Bromo-
cAMP, as well as inhibitors of protein kinase A (H-89) and ryanodine receptor (ryanodine), it was shown that cAMP, 
protein kinase A and ryanodine receptors take part in the pathway of generating slow Са2+ -response in the culture 
of white fat adipocytes of mouse.
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Симпатическая нервная система 
и нейротрансмиттер норадреналин (НА) 
играют важную роль в процессе липо-
лиза триглицеридов белой жировой тка-
ни [1]. Взаимодействие норадреналина 
с β-адренорецепторами приводит к акти-
вации Gs-белков, аденилатциклазы, уве-
личению уровня сАМР и активации про-
теинкиназы А (PKA). Фосфорилирование 
протеинкиназой А гормон-чувствительной 
липазы и перилипина инициирует липолиз 
[5]. На клетках бурого жира показано, что 
активация β-адренорецепторов может вы-
зывать рост не только сАМР, но и Са2+ [4]. 
Механизмы β-адренорецептор-зависимого 
повышения [Ca2+]i в адипоцитах белой жи-
ровой ткани неизвестны. В данной работе 
на первичной культуре белых адипоцитов 
мышей предполагалось установить участие 
β-адренорецепторов и их подтипов в фор-
мировании Са2+ -сигнала, пути передачи 
этих сигналов, участие Са2 + каналов эндо-
плазматического ретикулума.

Материалы и методы исследования
В экспериментах использовали первичную куль-

туру белых адипоцитов мыши на 9 день культивиро-
вания (9 DIV), полученную из мезенхимальной фрак-
ции стволовых клеток эпидидимального жирового 
депо в соответствии с общепринятой методикой [8]. 
Измерение динамики цитозольного кальция ([Ca2+]i) 
проводили с помощью системы анализа изображений 
«Cell observer» (Carl Zeiss, Германия) на базе мото-
ризованного микроскопа Axiovert 200M с высокоско-
ростной черно-белой CCD-камерой AxioCam HSm. 
Источником света служила ртутная лампа НВО 100. 
Возбуждение флуоресценции Fura-2 проводили при 
двух длинах волн (340 и 387 нм) с использованием 
запирающих светофильтров BP 340/30 и BP 387/15, 
регистрация в области (465–555) нм (светофильтр 
эмиссии ВР 510/90). Для формирования изображения 
использовали объектив Plan Neofl uar 20×/0.3. В экс-
перименте получали серии изображений культуры 
с интервалом 3 сек. Для обработки серий изображе-
ний использовали программу Image J 1.44). Клетки 
загружали кальций-чувствительным зондом Fura-2 
(Molecular probes, USA) в сбалансированном солевом 
растворе Хэнкса (HBSS), содержащем 10 мМ HEPES, 
pH 7,4 при 37 °С в течение 40 мин с последующей 
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отмывкой от красителя в течение 15 мин. Построе-
ние графиков осуществляли помощью программы 
Origin-8. Результаты, представленные в работе, по-
лучены на 4-х клеточных культурах с 5-ю повторами 
для каждой культуры. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Ранее нами было показано на куль-
туре белых адипоцитов, что норад-
реналин (НА) в физиологических 
концентрациях вызывает 3 типа каль-
циевых ответов у белых адипоцитов. 
Поскольку НА взаимодействует с α1-, 
α2- и β-адренорецепторами адипоцитов 
белого жира, то для выделения Са2+ -отве-
та, инициируемого β-адренорецепторами, 
эксперименты были проведены в присут-

ствии ингибитора α1- и α2-адренорецепто-
ров – фентоламина (рис. 1). Как следует из 
рисунка, Са2+ -ответ начинается после лаг-
периода и представляет собой медленное 
увеличение цитозольного кальция. 

Похожие Са2 + -ответы были зарегистри-
рованы под действием изопротеренола (аго-
нист β1, β2, β3-адренорецепторов), и BRL 
(агонист β3-адренорецепторов) (рис. 2). 
Максимальная амплитуда увеличения 
[Ca2+]i наблюдалась при аппликации агони-
ста β3-адренорецепторов, что согласуется 
с данными о том, что β3-адренорецепторы 
селективно экспрессированы в зрелых ади-
поцитах [7]. Следует отметить, что измене-
ния [Ca2+]i под действием каждого из трех 
агонистов обычно развивается медленный 
двухфазный ответ.

Рис. 1. Изменение [Ca2 + ]i в адипоцитах белого 
жира при активации β-адренорецепторов 

норадреналином (НА)
на фоне антагониста α1,2-адренорецепторов – 

фентоламина 

Рис. 2. Увеличение [Ca2 + ]i 
в дифференцированных белых 
адипоцитах при активации 

β-адренорецепторов и протеинкиназы А. 
Активация β-адренорецепторов селективными 
агонистами – изопротеренол (β1,2,3, кривая 1), 
BRL-37344 (β3, кривая 2), аденилатциклазы 

(форсколин, кривая 3) и протеинкиназы 
А (8-Bromo-cAMP, кривая 4)  приводит 

к медленному увеличению [Ca2+]i

Для доказательства специфичности 
Ca2+ -ответа были использованы селектив-
ные ингибиторы β-адренорецепторов про-
праналол и α1-, α2-адренорецепторов фенто-
ламин. Как следует из табл. 1, пропраналол 
полностью подавлял Са2+ -ответ под дей-
ствием изопротеренола, а фентоламин не 
оказывал влияния на этот ответ.

Для определения источника увеличе-
ния Са2+ были проведены эксперименты 
с ингибиторами различных Са2+ -транспор-

тирующих систем (каналов). В табл. 1 по-
казано, что в присутствии ксестоспонгина 
(ингибитора IP3-рецепторов) происходит 
подавление амплитуды Са2+-ответа на 84 %. 
Таким образом, повышение Са2+ являет-
ся следствием активации IP3-рецепторов. 
Известно, что для целого ряда невозбуди-
мых клеток мобилизация Са2+ является IP3- 
и Са2+ -зависимой, а активность IP3R регу-
лируется фосфорилированием различными 
протеинкиназ. 

Таблица 1
Изменение [Са2+]i под действием 3 μM изопротеренола и антагонистов рецепторов

Мишени Антагонисты мишеней Эффект
β-адренорецепторы Пропранолол, 3 μM Подавление [Са2 + ]I на 100 %
α1-,α2-адренорецепторы Фентоламин, 5 μM Нет эффекта
IP3-рецепторы Ксестоспонгин, 0,5μM Подавление амплитуды [Са2+]i на 84 %
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В последующих экспериментах мы по-
казали, что Са2+ -ответ, инициированный 
активацией β-адренергических рецепторов, 
сопряжен с активацией аденилатциклазной 
системы. Активация b-адренорецепторов 
адипоцитов приводит к опосредованной 
G-белками стимуляции аденилатциклазы 
и к образованию вторичного мессендже-
ра – сАМР. Эти события можно имитиро-
вать либо добавлением форсколина – не-
посредственного активатора аденилат-
циклазы, либо добавлением к клеткам 
проникающего через плазматическую 
мембрану аналога сАМР – 8-Br-cAMP. Со-
единение 8-Br-cAMP является более ре-
зистентным к действию фосфодиэстераз, 
чем сАМР и активирует РКА. 

Как следует из рис. 2, медленное увели-
чение внутриклеточного кальция происхо-
дит также при активации аденилатциклазы 

и протеинкиназы А с помощью проникаю-
щего аналога сАМР. Таким образом, воздей-
ствия, влияющие на увеличение в клетке 
сАМР, также вызывают повышение [Ca2+]i. 
Основной мишенью сАМР в клетках яв-
ляется ПКА. Добавление к клеткам инги-
битора протеинкиназы А Н-89 подавляло 
Ca2+ -ответы под действием сАМР (табл. 2), 
что указывает на участие этого фермента 
в повышении [Ca2+]i под действием сАМР 
в адипоцитах белого жира. Для ряда клеток 
показано, что протеинкиназа А фосфорили-
рует IP3- и рианодиновые рецепторы энод-
лазматического ретикулума, и это приво-
дит к увеличению активности Са2+ -каналов 
этих рецепторов [6]. Как следует из табл. 2, 
ингибитор IP3-рецепторов подавлял ампли-
туду Са2+ сигнала на 83 %, а ингибитор ри-
анодиновых рецепторов полностью пода-
влял Са2+ сигнал у 20 % клеток. 

Таблица 2
Изменение [Са2+]i под действием 5 μM 8-Br-cAMP и ингибиторов

Мишени Антагонисты мишеней Эффект
Протеинкиназа А H-89, 200 нМ Подавление [Са2 + ]I на 100 %
IP3R Ксестоспонгин C, 0,5 μM Подавление амплитуды [Са2+]i 

на 83 %
Рианодиновые рецепторы (RyR) Рианодин, 1 μM Подавление [Са2+]I 

полное у 20 % клеток

Адипоциты белой жировой ткани игра-
ют главную роль в поддержании энергетиче-
ского гомеостаза организма при голодании 
и физической нагрузке за счет липолиза за-
пасенных триглицеридов. Процесс липолиза 
активируется адреналином и норадренали-
ном через β-адренорецепторы, аденилатци-
клазу, сАМР, РКА и фосфорилирование гор-
мончувствительной липазы и перилипина 
[5]. Мишенями протеинкиназы А являются 
и Са2+ -транспортирующие системы клетки, 
такие как Са2+ -каналы эндо/саркоплазмати-
ческого ретикулума и плазматической мем-
браны и Са2+ -АТРазы [6]. Ранее было по-
казано, что активация β-адренорецепторов 
клеток бурого жира вызывает увеличение 
[Ca2+]i [3]. В данной работе показано, что 
агонисты β-адренорецепторов, активатор 
аденилатциклазы форсколин или прони-
кающий негидролизуемый аналог сАМР – 
8-Br-cAMP вызывают медленное (по 
сравнению с Са2+ -ответами на агонисты 
α-адренорецепторов) повышение [Са2+]. 
В генерации этого Са2+ -сигнала участвуют 
не только протеинкиназы А, Са2+ -каналы 
IP3R- и RyR-рецепторов, но и Са2+ -каналы 
плазматической мембраны (неопубликован-
ные данные). Эти факты свидетельствуют 
в пользу того, что один агонист (НА), ак-
тивируя α- и β-рецепторы, создает условия 

для конвергенции таких сигнальных путей, 
регулирующих уровни cAMP, cGMP и Ca2+, 
как аденилатциклазный и фосфоинозитид-
ный [8]. 

Заключение
Представленный в данной работе мед-

ленный Са2+ -сигнал, по-видимому, необ-
ходим клеткам для повышения базового 
уровня кальция, который влияет на частоту 
и амплитуду Ca2+ -ответов на множество 
гормонов и трансмиттеров, сопряженных 
с активацией Са2+ -систем сигнализации. 
В таких параметрах, как частота и амплиту-
да, закодирована сигнальная информация, 
передаваемая в ядро на экспрессию специ-
фических генов [2]. 

Работа выполнена при финансовой 
поддержке: ФНМ – 01201258223; ГК 
16.512.11.2092 – 01201179771; ФНМ – 
01201256033; РФФИ № 10-04-01306.
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