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ЭФФЕКТЫ САЛИЦИЛОВОЙ И АЦЕТИЛСАЛИЦИЛОВОЙ КИСЛОТ
В МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ И ЭРИТРОЦИТАРНЫХ МЕМБРАНАХ
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С целью дальнейшего выяснения механизмов фармакологических эффектов салициловой и аце-
тилсалициловой кислот изучены взаимодействия этих кислот с митохондриальными и эритроци-
тарными мембранами и оценена роль ионов кальция/протонов в эффектах салицилатов. Салицило-
вая и, в меньшей степени, ацетилсалициловая кислоты в концентрации 0.5–2.0 мМ эффективно
ингибировали респираторную активность изолированных митохондрий печени крыс, нарушая со-
пряжение процессов дыхания и фосфорилирования, индуцировали деполяризацию митохондри-
альной мембраны и потенцировали Ca2+-стимулируемое формирование митохондриальных пор
высокой проницаемости в средах, не содержащих ЭГТА. Циклоспорин А и рутений красный ча-
стично ингибировали процесс открытия митохондриальных пор, индуцируемый салициловой и
ацетилсалициловой кислотами как в отсутствие, так и в присутствии ионов Ca2+. Салициловая кис-
лота (180–360 мкМ) выраженно ускоряла протон-индуцированный лизис (при pH 3.2) эритроцитов
человека и вызывала гиперполяризацию мембран эритроцитов (при pH 5.5, но не при pH 7.4), веро-
ятно, в результате переноса протонов в цитоплазму клетки. Таким образом, салициловая и ацетил-
салициловая кислоты взаимодействуют с митохондриальными и плазматическими мембранами,
выступают эффективными протоно-/Ca2+-ионофорами, стимулируют митохондриальный кальци-
евый унипортер.

Ключевые слова: ацетилсалициловая кислота, салициловая кислота, митохондрии печени крыс,
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Ацетилсалициловая кислота (АСК, аспирин),
нестероидный противовоспалительный препарат
(НПВП), представляет собой наиболее извест-
ный и наиболее часто назначаемый лекарствен-
ный препарат, эффективное жаропонижающее,
антитромбическое и обезболивающее средство.
Противовоспалительное действие АСК проявля-
ется в первую очередь опосредовано путем инги-
бирования синтеза простагландинов. Один из ос-
новных механизмов действия аспирина связан с
прямой модификацией (ацетилированием)
остатков аминокислоты серина в молекулах бел-

ков и ферментов [1]. Лечение острых и хрониче-
ских сердечно-сосудистых заболеваний связано с
длительным приемом НПВП, в первую очередь
салицилатов. В то же время последние клиниче-
ские и эпидемиологические исследования демон-
стрируют новые механизмы действия и новые, в
том числе противораковые, эффекты аспирина и
других НПВП [2], возможность коррекции ней-
родегенеративной патологии. Недавно показано,
что салсалат (Salsalate), пролекарство, метаболи-
зирующее в организме до салицилата, демонстри-
рует благоприятные эффекты при диабете 2 типа
и неалкогольной жировой болезни печени,
уменьшает уровень глюкозы и содержание липи-
дов в печени [3]. Ранее мы показали благоприят-
ные эффекты длительного введения АСК при
экспериментальном диабете у крыс, которые, как
мы предполагаем, связаны с конкуренцией реак-
ций неферментативного гликозилирования и
ацетилирования белков АСК [4].

Сокращения: АСК – ацетилсалициловая кислота, НПВП –
нестероидный противовоспалительный препарат, СК –
салициловая кислота, VDAC – потенциал-зависимый
анионный канал,  MPTP – митохондриальная пора высо-
кой проницаемости, ЭГТА – натриевая соль этиленгли-
кольтетрауксусной кислоты, RuR – рутений красный,
CsA – циклоспорин А, DiSC3(5) – 3,3'-дипропил-тиади-
карбоцианин иодид, MCU – митохондриальный кальцие-
вый унипортер. 
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Рис. 1. Структурные формулы салициловой (а) и
ацетилсалициловой (б) кислот.

Постоянный интерес к биохимическим эф-
фектам салициловой и ацетилсалициловой кис-
лот (рис. 1) направлен на выяснение тонких регу-
ляторных механизмов и поиск новых фармаколо-
гических приложений этих лекарственных
средств. Многие фармакологические и токсиче-
ские эффекты салицилатов объясняют действием
на организацию и стабильность биологических
мембран. Ранее, используя эритроцитарные и ли-
посомальные мембраны в качестве модельной си-
стемы, было показано прямое взаимодействие са-
лициловой кислоты (СК) и ее производных с
фосфолипидами и пертурбирующее воздействие
на мембраны [5].

Хорошо охарактеризованы регуляторные эф-
фекты салициловой кислоты как фитогормона в
растительных клетках: СК в диапазоне 0.01–
5 мМ, эффективно накапливаясь в клетках табака
(Nicotiana tabacum), блокирует поток электронов в
митохондриях к пулу убихинонов, ингибирует
потребление кислорода в состоянии 3, разобщая
митохондриальное дыхание, регулирует экспрес-
сию ряда салицилат-зависимых генов [6]. СК из-
меняет морфологию и функциональную актив-
ность митохондрий в растительных клетках в за-
висимости от дозы и длительности воздействия,
ингибирует процесс окислительного фосфорили-
рования, является эффективным регулятором
митохондриально-опосредованной передачи сиг-
налов защиты и апоптоза. Однако в деталях меха-
низмы действия салицилата в растительной клет-
ке неизвестны [7].

АСК и СК эффективно взаимодействуют с
внутриклеточными сигнальными путями, вклю-
чая митоген- и AMP-активируемый каскады про-
теинкиназ, рибосомальную S6-киназу, активиру-
ют факторы TGF-β и NF-κB, регулируют рост и
гибель клеток [8]. При этом митохондрии рас-
сматриваются в качестве основной внутрикле-
точной мишени действия АСК и СК. Салицилаты
увеличивают АТФ- и иономицин-зависимое по-
ступление ионов Ca2+ в митохондрии, индуциру-
ют апоптотическую гибель клеток, модулируя
митохондриальный потенциалзависимый анион-
ный канал (VDAC – voltage-dependent anion chan-

nel) [2]. Ростом митохондриальной протонной
проводимости и прямым нарушением митохон-
дриального сопряжения в присутствии СК объяс-
няют подавление салицилатами липогенеза
de novo [3]. 

Уже в классических работах 1950-х годов были
показаны разобщение салицилатами дыхания и
окислительного фосфорилирования, деполяри-
зация митохондриальной мембраны, ингибиро-
вание ATФазы, набухание митохондрий за счет
эффекта СК как переносчика протонов [9, 10].
Известно, что аспирин вызывает апоптоз многих
типов клеток, в том числе тромбоцитов, при этом
АСК дозозависимо индуцировала диссипацию
митохондриального трансмембранного потенци-
ала (ΔΨm), экспонирование фосфатидилсерина
клеточных мембран и активацию каспазы-3 в
тромбоцитах [11].

Авторы работы [12] продемонстрировали, что
СК ингибирует поглощение и усиливает высво-
бождение кальция митохондриями, тем самым
повышая уровень свободного кальция в цито-
плазме. Одновременно СК стимулирует Са2+-ин-
дуцируемое набухание митохондрий, что приво-
дит к ингибированию транспорта электронов в
электрон-транспортной цепи, нарушению со-
пряжения окисления и фосфорилирования и на-
рушению синтеза АТФ из АДФ. При этом авторы
предполагали, что нарушение гомеостаза ионов
Са2+ играет определяющую роль в индуцирован-
ной СК митохондриальной дисфункции [12]. В
качестве одного из механизмов проапоптотиче-
ского эффекта АСК было предположено форми-
рование митохондриальной поры высокой про-
ницаемости (MPTP – mitochondrial permeability
transition pore) [13].

Митохондрии – динамичные и пластичные
клеточные органеллы, биохимически они обес-
печивают энергетические потребности клеток,
участвуют в разнообразных регуляторных и мета-
болических процессах в клетке, интегрируют сиг-
нальные каскады, во-многом определяют физио-
логию и патологию клетки, в том числе процессы
апоптоза и некроза [14], выполняют функцию ос-
новного сенсора, регулятора и депо ионов каль-
ция, декодера кальциевого сигнала [15]. Са2+ –
ключевой внутриклеточный вторичный мессен-
джер, один из важнейших внутриклеточных сиг-
налов, регулирующих многочисленные физиоло-
гические процессы в клетке, ее метаболизм и вы-
живание [16]. Избыточное накопление Ca2+ в
митохондриях в сочетании с окислительным
стрессом, индуцирует апоптотическую гибель
клеток, вызывая открытие MPTP, диссипацию
митохондриального мембранного потенциала,
высвобождение цитохрома С и других проапо-
птотических факторов [17]. Дисфункция мито-
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хондрий, в первую очередь в клетках с высоким
потреблением энергии, нарушения энергетики
клетки и кальциевого гомеостаза связаны со мно-
гими патологическими состояниями, такими как
заболевания сердечно-сосудистой системы, ней-
родегенеративные расстройства, диабет, онколо-
гия [18]. 

Широко известны антиоксидантные свойства
СК, которая при взаимодействии с ·ОН-радика-
лами, образует 2,3- и 2,5-дигидроксибензойные
кислоты. В то же время недавно показано, что
аспирин и, в меньшей степени, салицилат
(≥2.5 мМ) вызывали быструю генерацию актив-
ных форм кислорода в клетках, что, в свою
очередь, приводило к деполяризации плазма-
тической мембраны и активации потенциалзави-
симых кальциевых каналов, нарушению кальцие-
вого гомеостаза, апоптотической и некротиче-
ской гибели клеток независимым от каспаз путем
[19].

Салицилат (0.3–5 мМ) концентрационно-за-
висимо индуцировал гибель гепатоцитов, присут-
ствие ионов Ca2+ (2.5 мМ) в среде Кребса–Ринге-
ра потенцировало токсические эффекты СК [20].
Митохондриальная дисфункция, формирование
MPTP, разобщение митохондрий, нарушения
митохондриального дыхания и кальциевого го-
меостаза, истощение АТФ, окислительный
стресс, индуцируемые при окислительном мета-
болизме АСК в гепатоцитах с участием cyt P450,
представляют основные факторы повреждения
печени салицилатами и играют определяющую
роль в патогенезе синдрома Рея (Reye’s syn-
drome). При этом обнаружен синергизм в дей-
ствии салицилатов и ионов Ca2+ [20–22].

Несмотря на многочисленные исследования,
механизмы взаимодействия АСК и СК с митохон-
дриальными и клеточными мембранами, во-мно-
гом определяющие фармакологические и токсиче-
ские эффекты этих лекарственных средств, эф-
фекты салицилатов на Ca2+-зависимые
митохондриальные процессы, требуют дальней-
шего выяснения [13]. Цель настоящей работы –
сравнительный анализ мембранных эффектов СК
и АСК в митохондриях печени и эритроцитах. Мы
оценили действие салицилатов на респираторную
активность, мембранный потенциал, процесс
формирования MPTP в присутствии и в отсутствие
ионов Ca2+ в изолированных митохондриях пече-
ни крыс и воздействие салицилатов на мембран-
ный потенциал, кислотную устойчивость эритро-
цитов человека. Полученные нами результаты поз-
воляют предположить, что мишенью действия СК
и АСК является липидный бислой митохондри-
альных и эритроцитарных мембран, где салицила-
ты выступают в качестве липофильного перенос-

чика ионов кальция/протонов, митохондриаль-
ный кальциевый унипортер. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В работе использовали ацетилсали-
циловую кислоту, салициловую кислоту, дина-
триевую соль янтарной кислоты (сукцинат),
мононатриевую соль глутаминовой кислоты
(глутамат), натриевую соль малоновой (яблоч-
ной) кислоты, трис(гидроксиметил)аминометан
(Трис-HCl), сахарозу, сафранин О, натриевую
соль этиленгликольтетрауксусной кислоты
(ЭГТА), валиномицин, карбонилцианид п-три-
фторметоксифенилгидразон, рутений красный
(RuR), циклоспорин А (CsA) (Merck KGaA, Гер-
мания; Sigma-Aldrich, США); хлорид калия, хло-
рид натрия, хлорид кальция, соляную кислоту,
гидрофосфат натрия, дигидрофосфат калия, эта-
нол (АО «РЕАХИМ», Россия); флуоресцентный
зонд 3,3'-дипропил-тиадикарбоцианин иодид
(DiSC3(5) – 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine iodide)
(Molecular Probes, США). Все растворы были
приготовлены на воде, очищенной в системе Mil-
li-Q Direct (Merck KGaA, Германия).

Эритроциты. Эритроциты человека получали
из крови здоровых доноров (Гродненский област-
ной центр трансфузиологии, Гродно, Беларусь),
кровь стабилизировали антикоагулянтом цитра-
том натрия. Эритроциты выделяли центрифуги-
рованием при 4°С, 1 000 g, 5 мин (центрифуга
Z 32 HK, Hermle Labortechnik GmbH, Германия),
тремя циклами ресуспендирования и промывки в
20 объемах изотонического фосфатного буфера
(150 мМ NaCl + 1.9 мМ KH2PO4 + 8.1 мМ
K2HPO4, рН 7.4), тщательно удаляя слой лейко-
цитов. Эритроциты использовали непосред-
ственно после выделения.

Мембранный электрический потенциал и кис-
лотный лизис эритроцитов человека. Мембранный
потенциал эритроцитов человека определяли, ис-
пользуя потенциал-чувствительный оптический
зонд DiSC3(5) [23], как описано нами ранее [24].
Кратко, эритроциты (гематокрит 0.2%) суспенди-
ровали в 1 мл изотонического солевого раствора,
содержащего 10 мМ Трис-HCl (pH 7.4 или 5.5 ) и
150 мМ (KCl + NaCl) с изменяющейся концен-
трацией ионов K+ в диапазоне от 50 до 140 мМ, и
2 мкМ зонда DiSC3(5). До и после внесения в сус-
пензию АСК и СК после стабилизации интенсив-
ности флуоресценции зонда в пробы вносили
специфический K+-ионофор валиномицин
(1 мкМ) и определяли концентрацию ионов ка-
лия во внеклеточной среде [K+]out, при которой
интенсивность флуоресценции зонда не изменя-
лась после внесения валиномицина. Значение
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мембранного потенциала эритроцитов рассчиты-
вали по уравнению Нернста: 

Em = RT/F · ln([K+]out/[K+]in),

где Em – мембранный потенциал, R – газовая по-
стоянная, F – константа Фарадея, T – абсолют-
ная температура (295 K). СК, АСК, зонд DiSC3(5)
и валиномицин вносили в виде концентрирован-
ных этанольных растворов. Внутриэритроцитар-
ную концентрацию ионов калия [K+]in принима-
ли равной 150 мМ. Концентрация этанола в об-
разцах не превышала 0.4%. Флуоресценцию
DiSC3(5) возбуждали при 625 нм и регистрирова-
ли при 660 нм (спектрофлуориметр LS-5B,
PerkinElmer Inc., Великобритания).

Кинетические кривые кислотного лизиса
эритроцитов человека регистрировали спектро-
фотометрически (спектрофотометр V-650, Jasco,
Япония) по изменению оптической плотности
суспензии эритроцитов при 700 нм. Эритроциты
вносили в 2 мл среды (конечный гематокрит –
0.3%), содержащей 0.05 М цитратно-фосфатный
буфер, рН 3.2, 0.14 М NaCl и различные концен-
трации СК или АСК (исходная концентрация
72 мМ в этаноле) при 22°С. В качестве параметра,
характеризующего устойчивость эритроцитов,
использовали t1/2 – время, соответствующее ге-
молизу половины клеток.

Митохондрии печени крыс. Митохондрии пече-
ни крыс-самцов выделяли в охлажденной среде,
содержащей 0.25 М сахарозы, 0.02 М Трис-HCl,
рН 7.2, при 4°С, используя метод дифференци-
ального центрифугирования [25] (центрифуга
Z 32 HK, Hermle Labortechnik GmbH, Германия).
Концентрацию белка определяли методом Лоури
[26]. Использовали клинически здоровых (Сани-
тарно-гигиеническое заключение № 33-48/500 от
28.09.2017 г., Центр гигиены и эпидемиологии
Первомайского района г. Минск) аутбредных
крыс линии Wistar, массой 140–160 г. Каждая экс-
периментальная группа включала 5–7 животных. 

Митохондриальный мембранный потенциал.
Потенциал митохондриальной мембраны изме-
ряли спектрофлуориметрически (спектрофлуо-
риметр Solar 2203, Беларусь), используя положи-
тельно заряженный липофильный флуоресцент-
ный зонд сафранин О [27, 28]. Объем пробы
составлял 3 мл. Среда содержала 0.125 M хлорид
калия, 0.05 M сахарозы, 2.5 мМ KH2PO4, 0.01 М
Трис-HCl, 5 мM Mg2SO4, рН 7.5 при 27°С. Кон-
центрация белка в пробе – 0.3 мг/см3. Субстрат –
0.005 М сукцинат. 

Формирование митохондриальных пор высокой
проницаемости. Исследование Са2+-индуцируе-
мого набухания митохондрий печени крыс про-
водили в среде следующего состава: 0.25 М саха-

розы, 0.02 М Трис-HCl, 0.001 М дигидроортофос-
фата калия, 0.005 М сукцината, рН 7.2 при 25°С.
Концентрация белка в пробе – 0.5 мг/см3. Набу-
хание митохондрий регистрировали спектрофо-
тометрически по изменению оптической плотно-
сти суспензии митохондрий во времени при дли-
не волны 520 нм, используя спектрофотометр
V-650 (Jasco, Япония) [29]. 

Респираторная активность митохондрий. Ре-
спираторную активность изолированных мито-
хондрий печени крыс регистрировали полярогра-
фически при 26°С, используя электрод Кларка,
встроенный в герметическую термостатируемую
ячейку объемом 2 мл, измерения проводили с по-
мощью полярографа Hansatech oxytherm+ cham-
ber (Великобритания) [30]. Калибровку поляро-
графического электрода осуществляли, исполь-
зуя сульфит натрия. Образцы суспензии
митохондрий, концентрация белка в которых со-
ставляла 1 мг/мл, вносили в ячейку со средой, со-
держащей 0.05 М сахарозы, 0.01 М Трис-HCl,
0.125 М КCl, 2.5 мM KH2PO4, 5 мM MgSO4,
рН 7.2. В качестве субстратов дыхания использо-
вали сукцинат (5 мМ) или глутамат (5мМ) + малат
(2 мМ), концентрация AДФ – 180 мкМ.

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка средне-
го. Достоверность различий оценивали с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа
(ANOVA) с использованием критерия Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Функциональное состояние изолированных
митохондрий печени крыс в присутствии салици-
ловой и ацетилсалициловой кислот. СК в концен-
трации 0.5–2.0 мМ эффективно ингибировала
респираторную активность изолированных ми-
тохондрий печени крыс, энергизованных сме-
сью «малат + глутамат» или сукцинатом: в при-
сутствии возрастающих концентраций салици-
лата скорость субстрат-зависимого потребления
кислорода V2 возрастала, скорость АДФ-стиму-
лируемого потребления кислорода V3 выражен-
но уменьшалась, коэффициенты дыхательного
контроля V3/V2 и фосфорилирования АДФ/О так-
же уменьшались (рис. 2а–г), свидетельствуя о на-
рушении сопряжения процессов дыхания и фос-
форилирования (субстрат дыхания – малат + глу-
тамат). Эффект АСК на респираторную
активность митохондрий был значительно ме-
нее выражен по сравнению с СК. 

Мы рассмотрели эффект ионов кальция на ре-
гуляторную активность салицилатов в митохон-
дриях печени крыс. Рис. 3а–г демонстрирует эф-
фекты СК и АСК на параметры респираторной
активности митохондрий в присутствии ионов
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Рис. 2. Эффект СК и АСК на респираторную активность изолированных митохондрий печени крыс (0.5 мг белка/мл):
(а) – скорость потребления кислорода V2 и V3 в присутствии АСК, (б) – скорость потребления кислорода V2 и V3 в
присутствии СК, (в) – коэффициенты акцепторного контроля V3/V2 и фосфорилирования АДФ/О в присутствии
АСК, (г) – коэффициенты акцепторного контроля V3/V2 и фосфорилирования АДФ/О в присутствии СК. Состав
среды: 0.05 М сахарозы, 0.01 М Трис-HCl, 0.125 М КCl, 2.5 мM KH2PO4, 5 мM MgSO4, pH 7.2, 25°C; энергетические
субстраты – 5 мМ L-глутамата + 2 мМ малата. * – Достоверное отличие по отношению к контролю, р < 0.05.

Ca2+ (30 мкМ). В исследуемой концентрации ио-
ны Ca2+ ингибировали респираторную актив-
ность митохондрий и достоверно усиливали раз-
общающий эффект СК и АСК (рис. 3). (Исполь-
зовали среды, не содержащие хелатора ионов
Ca2+ – ЭГТА, субстрат дыхания – 5 мМ сукци-
нат.) 

Мы оценили также эффекты АСК и СК на
скорость Ca2+-индуцируемого формирования
MPTP. Рис. 4 представляет репрезентативные ки-
нетические кривые формирования MPTP при
внесении в суспензию митохондрий ионов Ca2+,
АСК и СК, а также при совместном внесении
АСК/СК + Ca2+. Рис. 4б и 4в демонстрируют эф-
фекты RuR и CsA на процессы формирования
MPTP соответственно. Внесение ионов Ca2+

(30–150 мкМ) концентрационно-зависимо инду-
цировало формированиe MPTP в митохондриях

печени крыс, энергизованных сукцинатом
(рис. 4). При этом предварительное внесение
циклоспорина А, ингибитора поры, или рутения
красного, конкурентного антагониста митохон-
дриального кальциевого унипортера (MCU),
полностью предотвращало Ca2+-индуцируемое
формирование MPTP. 

СК и АСК (500 мкМ) в отсутствие ионов Ca2+

также индуцировали процесс формирования
MPTP и стимулировали Ca2+-индуцируемое на-
бухание митохондрий (рис. 4). Регистрируемая
скорость открытия MPTP в присутствии различ-
ных концентраций СК была значительно выше
по сравнению с АСК. CsA и RuR частично инги-
бировали процесс формирования MPTP, индуци-
руемый АСК и СК, как в отсутствие, так и в при-
сутствии ионов Ca2+ (рис. 4). 
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Рис. 3. Эффекты СК и АСК на респираторную активность изолированных митохондрий печени крыс (0.5 мг белка/мл)
в отсутствие и в присутствии ионов Ca2+ (30 мкМ): (а) – скорость субстрат-зависимого потребления кислорода V2,
(б) – скорость АДФ-стимулируемого потребления кислорода V3, (в) – коэффициент акцепторного контроля, (г) –
коэффициент фосфорилирования (АДФ/О). Состав среды: 0.05 М сахарозы, 0.01 М Трис-HCl, 0.125 М КCl, 2.5 мM
KH2PO4, 5 мM MgSO4, рН 7.2, 25°C, субстрат – 5 мМ сукцината. * – Достоверное отличие по отношению к контролю,
р < 0.05; # – по отношению к Ca2+ (30 мкМ), р < 0.05. 

Возможным результатом нарушения респира-
торной активности митохондрий и эффективно-
сти потребления кислорода, формирования
MPTP, а также нарушения протонной проводи-
мости митохондриальной мембраны в присут-
ствии СК/АСК будет диссипация мембранного
потенциала митохондрий. В наших условиях ис-

следуемые концентрации СК/АСК (0.5 мМ) не
вызывали достоверной деполяризации мембран
митохондрий. Внесение в среду ионов Ca2+

(30 мкМ) также не влияло на мембранный мито-
хондриальный потенциал. (Более высокие кон-
центрации ионов кальция (70 мкМ) вызывали
выраженную диссипацию митохондриального
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Рис. 4. Репрезентативные кинетические кривые осмотического набухания митохондрий печени крыс,
регистрируемые по изменению интенсивности светорассеяния суспензии митохондрий, измеряемой как величина
оптической плотности при 520 нм в отсутствие и в присутствии ионов Ca2+ (концентрация свободных ионов Ca2+

30 мкМ): (а) – формирование МРТР в присутствии АСК (500 мкМ), СК (500 мкМ), Ca2+ (30 мкМ) и совместном
внесении СК + Ca2+, АСК + Ca2+; (б) – влияние рутения красного (Ru red, 1 мкМ) на формирование МРТР в
присутствии АСК (500 мкМ), СК (500 мкМ), Ca2+ (30 мкМ), СК + Ca2+, АСК + Ca2+; (в) – влияние циклоспорина А
(CsA, 1 мкМ) на формирование МРТР в присутствии АСК (500 мкМ), СК (500 мкМ), Ca2+ (30 мкМ) и совместном
внесении СК + Ca2+, АСК + Ca2+. В суспензию митохондрий (0.5 мг белка/мл) в среде, содержащей 0.25 М сахарозы,
0.02 М Трис-HCl и 0.001 М KH2PO4, рН 7.2, в присутствии 5 мМ сукцината, вносили ионы Ca2+ (30 мкМ) и СК/АСК
(500 мкМ).

потенциала, данные не представлены.) Внесение
АСА (0.5 мМ) и, в большей степени, СК (0.5 мМ)
в присутствии ионов Ca2+ (30 мкМ) приводило к
выраженной деполяризации митохондриальных
мембран (рис. 5). Интерес представляет тот факт,
что RuR, ингибитор MCU, предотвращает депо-
ляризацию мембран, вызванную совместным

внесением СК/АСК (0.5 мМ) и Ca2+ (30 мкМ),
указывая на роль MCU в эффектах СК/АСК
(рис. 5). Совместный деполяризующий эффект
СК + Ca2+ на митохондриальный потенциал был
значительно более выражен по сравнению с
АСК + Ca2+.
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Мембранные эффекты СК и АСК в эритроцитах
человека. Учитывая известный протонофорный
эффект СК и АСК, мы оценили возможность воз-
действия СК и АСК на устойчивость эритроцитов
человека к кислотному гемолизу, связанному с
переносом протонов в цитоплазму эритроцитов.
Рис. 6 представляет репрезентативные кинетиче-
ские кривые лизиса эритроцитов, регистрируе-
мые при внесении красных клеток крови в среду с
pH 3.2 в присутствии СК (рис. 6а) и АСК
(рис. 6б). СК в используемых концентрациях
(180–360 мкМ) выраженно ускоряла лизис эрит-
роцитов человека (рис. 6а,в). Более гидрофиль-
ная АСК оказывала более сложный и менее выра-
женный эффект: при меньших концентрациях
(180 мкМ) АСК уменьшала скорость гемолиза и
увеличивала при более высоких концентрациях
(360 мкМ), но менее эффективно по сравнению с
СК (рис. 6б,в). Вероятно, помимо переноса в ци-
топлазму литического агента, протонов, АСК
взаимодействует с мембраной, повышая ее устой-
чивость к повреждающему воздействию, при бо-
лее высоких концентрациях преобладает прото-
нофорный эффект АСК, менее выраженный по
сравнению с СК.

Далее мы оценили изменение электрического
мембранного потенциала эритроцитов в присут-
ствии СК и АСК (рис. 7). Мембранный потенци-
ал эритроцитов при pH 7.4 (полученное нами зна-
чение потенциала равно –14.0 ± 1.7 мВ) суще-
ственно не изменяется в присутствии

возрастающих концентраций СК и АСК (0.5–
3.0 мМ). Вероятно, при этом значении pH не про-
исходит существенного перемещения ионов в ци-
топлазму эритроцитов в присутствии салицила-
тов. При pH 5.5 мы наблюдали определенную де-
поляризацию мембран эритроцитов (полученное
нами значение потенциала равно –4.9 ± 0.6 мВ)
по сравнению с pH 7.4. Внесение возрастающих
концентраций СК (0.5–3.0 мМ) приводит к суще-
ственной гиперполяризации мембраны эритро-
цитов при pH 5.5. Эффект АСК на электрический
потенциал эритроцитарных мембран был менее
выражен (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С целью лучшего понимания молекулярных и
клеточных механизмов фармакологических и
токсических эффектов ацетилсалициловой и са-
лициловой кислот и поиска их молекулярных ми-
шеней мы изучили закономерности взаимодей-
ствия АСК и СК с митохондриальными и эритро-
цитарными мембранами, оценили роль ионов
кальция/протонов в эффектах салицилатов, что
является необходимым условием эффективного
применения НПВП, в том числе при планирова-
нии длительного лечения сердечно-сосудистых
заболеваний и ряда других патологий, связанных
с митохондриальной дисфункцией, нарушением
гомеостаза Ca2+. 

Рис. 5. Репрезентативные кинетические кривые диссипации мембранного потенциала в митохондриях печени крыс,
регистрируемые по изменению интенсивности флуоресценции зонда сафранина О: кривая 1 – в отсутствие
эффекторов ( контроль), кривая 2 – Ca2+ (30 мкМ), кривая 3 – Ca2+ (30 мкМ) + CsA (1 мкМ), кривая 4 – Ca2+ (30 мкМ) +
+ RuR (1 мкМ), кривая 5 – 500 мкМ СК/АСК, кривая 6 – 500 мкМ СК/АСК + Ca2+ (30 мкМ) + RuR, кривая 7 –
СК/АСК + Ca2+ + CsA, кривая 8 – 500 мкМ АСК + Ca2+ (30 мкМ), кривая 9 – 500 мкМ СК + Ca2+ (30 мкМ). В
суспензию митохондрий (0.5 мг белка/мл) в среде, содержащей 0.25 М сахарозы, 0.02 М Трис-HCl и 0.001 М KH2PO4,
рН 7.2, в присутствии 5 мМ сукцината, вносили ионы Ca2+ (30 мкМ) и СК/АСК.
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СК – продукт метаболизма и регулятор роста
растений, который во многом определяет устой-
чивость растений к действию патогенов. В ин-

тактных клетках томата СК (1 мМ) вызывала рост
продукции активных форм кислорода и азота,
дезорганизацию митохондриальных крист, дез-
интеграцию и вакуолизацию митохондрий, инги-
бирование митохондриальной гексокиназы, что
приводило к гибели клеток [31]. В клетках табака
СК в концентрации всего 20 мкм ингибировала
синтез АТФ и респираторную активность, при
этом стимулировала альтернативные пути по-
требления кислорода [32].

В наших экспериментах СК и, менее эффек-
тивно, АСК в концентрациях 0.5–2.0 мМ, не-
сколько превышающих фармакологические до-
зы, эффективно ингибировали респираторную
активность изолированных митохондрий печени
крыс в среде, не содержащей хелатор ионов Ca2+

ЭГТА, нарушая сопряжения процессов дыхания
и фосфорилирования. Ионы кальция (концен-
трация свободных ионов – 30 мкМ) также нару-
шают митохондриальное сопряжение в отсут-
ствие салицилатов и потенцируют разобщающий
эффект АСК и СК (0.5 мМ). 

Одним из механизмов повреждающего воздей-
ствия салицилатов может быть индукция окисли-
тельных процессов в митохондриях, присутствие
ионов Ca2+ может усилить этот процесс. Можно
предположить роль окислительно-восстанови-
тельных превращений фенольной группы СК в
генерации активных форм кислорода. Ранее мы
показали, что присутствие ионов Ca2+ достовер-
но увеличивало степень повреждения митохон-
дрий при окислительном воздействии органиче-
ским гидропероксидом [33].

Ионы кальция дозозависимо индуцирует
формирование MPTP, неселективного высоко-
проводящего CsA-чувствительного канала во

Рис. 6. Протон-индуцируемый лизис эритроцитов че-
ловека в присутствии СК и АСК. Лизис регистриро-
вали по изменению интенсивности интегрального
светорассеяния суспензии клеток, измеряемой как
оптическая плотность суспензии при 700 нм. Эритро-
циты вносили в 2 мл среды (конечный гематокрит –
0.3%), содержащей 0.05 М цитратно-фосфатный бу-
фер (рН 3.2) + 0.14 М NaCl, и различные концентра-
ции СК или АСК, 22°С. (а) – Репрезентативные ки-
нетические кривые лизиса эритроцитов в отсутствие
(контроль) и в присутствии 180 и 360 мкМ СК; (б) –
репрезентативные кинетические кривые лизиса
эритроцитов в отсутствие (контроль) и в присутствии
180 и 360 мкМ АСК; (в) – зависимости характеристи-
ческого времени лизиса половины эритроцитов t1/2
от концентрации СК и АСК. * – Достоверное отличие
по отношению к контролю, р < 0.05.

Рис. 7. Влияние СК и АСК на электрический потен-
циал мембран эритроцитов человека при pH 7.4 и 5.5.
Эритроциты (гематокрит 0.2 %) суспендировали в
1 мл изотонического раствора, содержащего 10 мМ
Трис-HCl и 150 мМ (KCl + NaCl), 22°С.
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внутренней митохондриальной мембране, кото-
рый играет критическую роль в кальциевом обме-
не между митохондриями и цитоплазмой клетки
и регуляции функциональной активности мито-
хондрий и клеток; молекулярная природа канала
полностью не выяснена. Предполагают участие
ATФазы и адениннуклеотидтранслоказы в фор-
мировании этой высокопроводящей поры [34].
Оцененное нами ранее значение константы Ми-
хаэлиса KM взаимодействия ионов Ca2+ с мем-
браной митохондрий печени крыс в процессе
формирования MPTP равно 75 ± 20 мкM [35].

В экспериментах авторов работы [13] взаимо-
действие салицилата (0.5 мМ) с электрон-транс-
портной цепью митохондрий печени крыс (пред-
полагают участие Fe-S кластера комплекса I) со-
провождалось образованием перекиси водорода и
окислительным стрессом, окислением тиоловых
групп белков и глутатиона, что далее приводило к
индукции MPTP в присутствии ионов Ca2+, исте-
чению цитохрома c и проапоптотических факто-
ров, коллапсу митохондриального мембранного
потенциала, нарушению окислительного фосфо-
рилирования и β-окисления. Авторы обсуждают
несколько механизмов индукции салицилатом
формирования MPTP: взаимодействие салици-
лата непосредственно с порообразующей струк-
турой, интеркалирование в митохондриальную
мембрану, что будет способствовать открытию
пор, генерация активных форм кислорода [13].
Авторы работы [36] показали, что АСК (1–
10 мМ), как и диклофенак (0.01–0.1 мМ), обрати-
мо ингибировали глюконеогенез и стимулирова-
ли гликогенолиз и гликолиз в перфузируемой пе-
чени крыс, что связано с разобщающим воздей-
ствием на окислительное фосфорилирование и
коллапсом митохондриального потенциала (при
5 мМ аспирина). В то же время меньшие концен-
трации АСК (250 мкМ) не влияли на параметры
сукцинат-зависимого потребления кислорода в
отсутствие ионов кальция и выраженно ингиби-
ровали потребление кислорода, фосфорилирова-
ние АДФ в присутствии 150 мкМ Ca2+ [22, 37].
Уже в ранних работах было показано, что СК и
АСК увеличивали проницаемость внутренней
митохондриальной мембраны [37], выраженно
нарушали потребление кислорода в состоянии 3 в
результате как ингибирования ключевого фер-
мента цикла Кребса, α-кетоглутаратдегидрогена-
зы, так и разобщения митохондрий. При этом СК
конкурирует с α-кетоглутаратом за центр связы-
вания, в то время как ацетилсалицилат ингибиру-
ет фермент неконкурентно, ацетилируя актив-
ный центр [38].

В нашем эксперименте СК и АСК (0.5 мМ) по-
тенцировали разобщающий и деполяризующий
эффекты ионов Ca2+, стимулировали Ca2+-инду-

цируемое формирование MPTP в изолированных
митохондриях печени крыс. RuR, специфиче-
ский ингибитор MCU, при этом предотвращал
формирование митохондриальной поры (частич-
но) и деполяризацию мембран (полностью), ин-
дуцируемые СК/АСК + Ca2+. Тот факт, что в на-
шем эксперименте СК и, в меньшей степени,
АСК индуцируют процесс открытия MPTP в от-
сутствие ионов Ca2+, свидетельствует о том, что
стимуляция открытия пор салицилатами проис-
ходит не только за счет переноса ионов кальция в
матрикс, но и за счет иных механизмов. Следует
учитывать возможный протонофорный эффект
салицилатов и присутствие Ca2+ в следовых кон-
центрациях в средах, не содержащих ЭГТА. Ча-
стичное ингибирование CsA салицилат-индуци-
руемого формирования MPTP позволяет предпо-
ложить участие CsA-независимого механизма
набухания митохондрий в присутствии СК/АСК
или СК/АСК + Ca2+. Ранее авторы работы [39]
предположили существование двух типов кана-
лов, формируемых в присутствии ионов Ca2+ –
CsA-зависимого канала и CsA-независимого. Ин-
гибирование RuR активации Ca2+-индуцирован-
ного открытия MPTP в присутствии СК или АСК
можно рассматривать как указание на роль сти-
мулирования салицилатами митохондриального
кальциевого унипортера наряду с прямым пере-
носом ионов Ca2+ через мембрану. Подобным об-
разом CsA, блокатор формирования MPTP,
предотвращает диссипацию митохондриального
потенциала, указывая на роль MPTP как причину
деполяризации митохондриальной мембраны. В
то же время недавно высказано предположение,
что индуцируемая ионами кальция CsA-зависи-
мая деполяризация митохондриальной мембра-
ны может быть не связана с молекулярными ком-
понентами MPTP, а предшествует открытию
MPTP и происходит в результате активации мем-
бранной поры с низкой проводимостью [34]. 

На следующем этапе нашей работы мы оцени-
ли роль протонофорной активности салицилатов
в эффектах СК и АСК, рассмотрев взаимодей-
ствие последних с эритроцитами человека. Сали-
цилаты в высоких концентрациях (360–720 мкМ)
выраженно ускоряли протон-индуцируемый ли-
зис эритроцитов человека при pH 3.2, обеспечи-
вая, вероятно, перенос протонов в цитоплазму.

Ранее было показано, что салицилат натрия,
но не более гидрофильная ацетилсалициловая
кислота, индуцирует обратимые изменения фор-
мы эритроцитов с насыщением при концентра-
ции более 10 мМ [40]. Авторы предполагают, что
встраивание фенольной кислоты во внешний мо-
нослой мембраны приводит к растяжению и из-
гибу мембраны, ведущему к эхиноцитозу и
уменьшению текучести мембраны [40]. В одной
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из наших ранних работ мы показали, что кислот-
ному (протон-индуцируемому) лизису эритроци-
тов (pH 2.2–3.5) в изотонической среде предше-
ствует структурная перестройка мембранных бел-
ков (спектрина), дестабилизация мембраны,
набухание клеток, при этом лизис протекает не
по осмотическому механизму [41]. Ранее в работе
[42] было показано, что салицилат натрия, высту-
пая эффективным протонофором, стимулирует
гемолиз, индуцируемый HCl, а скорость лизиса
определяется скоростью переноса кислотных эк-
вивалентов в цитоплазму эритроцита.

Механизмы транспорта протонов СК и рядом
ее производных в бислойных фосфолипидных и
митохондриальных мембранах детально исследо-
ваны в работах [43, 44]. Было предположено, что
салицилат и, в значительно меньшей степени, ас-
пирин и бензоат действуют как переносчики про-
тонов типа HA2

– (анионный димер) при значени-
ях рН, сравнимых с pK СК, и как липофильный
анион А– при нейтральных значениях рН, значи-
тельно увеличивая мембранную проводимость
[43, 44]. Автор этих работ также предположил, что
в митохондриях салицилат увеличивает пассив-
ное поступление протонов в матрикс митохон-
дрий в результате комбинации входа протониро-
ванной кислоты HA (по концентрационному гра-
диенту) и истечения A– (по электрическому и
концентрационному градиентам) [43, 44]. Из-
вестные значения pK, равные 2.9 в случае СК и
3.5 в случае АСК, определяют протонофорную
активность СК и АСК [43–45]. Мы предполагаем,
что причиной деполяризации митохондриальной
мембраны в первую очередь является индуцируе-
мое СК/АСК формирование неселективных
MPTP. Возрастание содержания протонирован-
ной формы СК и соотношение скоростей поступ-
ления и истечения анионной и нейтральной
форм СК [43, 44] объясняет обнаруженную нами
гиперполяризацию плазматических мембран
эритроцитов в присутствии СК при pH 5.5, но не
7.4. В терапевтических и токсических концентра-
циях салицилат вызывает общий пассивный
«вход» H+ в митохондрии, достаточный для раз-
общения и набухания митохондрий и нарушения
энергетического метаболизма. Эффект СК, силь-
ной кислоты, объясняют внутримолекулярной
водородной связью, которая обеспечивает дело-
кализацию отрицательного заряда, стабилизиру-
ет салицилат-анион и увеличивает его мембран-
ную проницаемость [45]. СК существенно и се-
лективно повышает протонную проводимость
биологических и искусственных мембран, значи-
тельно превышая (в 500–1500 раз) активность
АСК [43, 44]. 

Ранее мы показали, что АСК и синтезирован-
ные нами бутирил-СК и пропионил-СК умень-

шают подвижность липидного бислоя изолиро-
ванных мембран эритроцитов человека и эффек-
тивно ацилируют поли-L-лизин [46]. В то же
время было обнаружено [47, 48], что АСК встраи-
вается между полярными группами молекул фос-
фолипидов, формирует водородные связи в ли-
пидном бислое, локально нарушает структурную
организацию мембран, предотвращает формиро-
вание рафтов, увеличивает текучесть мембран. 

Таким образом, в наших исследованиях in vitro
АСК и СК (0.5–2.0 мМ) демонстрируют выра-
женные мембранотропные эффекты, изменяют
ионную проницаемость митохондриальных и
эритроцитарных мембран, нарушают сопряже-
ние реакций дыхания и фосфорилирования, сти-
мулирют формирование пор высокой проницае-
мости и диссипацию митохондриального мем-
бранного потенциала (в отсутствие ЭГТА,
хелатора ионов кальция), ускоряют протон-инду-
цируемый лизис эритроцитов человека. Получен-
ные результаты согласуются с предложением
осторожного применения салицилатов у пациен-
тов с митохондриальной дисфункцией [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многие фармакологические и токсические

эффекты СК и АСК объясняют действием на
функциональную активность, стабильность и
структуру митохондриальных и плазматических
мембран. В настоящей работе проведен сравни-
тельный анализ воздействия салицилатов на ре-
спираторную активность, мембранный потенци-
ал, процесс формирования MPTP в изолирован-
ных митохондриях печени крыс в присутствии и в
отсутствие ионов Ca2+, и мембранный потенциал
и устойчивость эритроцитов человека к протон-
индуцируемому лизису. СК (0.5–2.0 мМ) и, в
меньшей степени, АСК эффективно ингибирова-
ли респираторную активность изолированных
митохондрий печени крыс, нарушая сопряжение
процессов дыхания и фосфорилирования, инду-
цировали формирование MPTP в отсутствие
ионов Ca2+ и стимулировали Ca2+-индуцируемое
коллоидно-осмотическое набухание митохон-
дрий, вызывали деполяризацию митохондриаль-
ных мембран. Ионы Ca2+ (30 мкМ) достоверно
усиливали разобщающий и деполяризующий эф-
фект СК и АСК, что можно объяснить переносом
ионов Ca2+/протонов в матрикс. Циклоспорин А
и рутений красный частично ингибировали про-
цесс открытия MPTP, индуцируемый АСК и СК,
как в отсутствие, так и в присутствии ионов Ca2+

и диссипацию мембранного потенциала. СК
(180–720 мкМ) выраженно ускоряла протон-ин-
дуцированный лизис эритроцитов человека и вы-
зывала гиперполяризацию мембран эритроцитов
(при pH 5.5, но не pH 7.4), вероятно, в результате
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переноса протонов в цитоплазму. Полученные
нами результаты позволяют предположить в ка-
честве мишеней действия салицилатов липидный
бислой мембран, комплексы электрон-транс-
портной цепи митохондрий, митохондриальный
кальциевый унипортер.
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 Effects of Salicylic and Acetylsalicylic Acids in Mitochondrial 
and Erythrocyte Membranes

 T.V. Ilyich*, A.I. Savko*, T.A. Kovalenya*, E.A. Lapshina*, and I.B. Zavodnik*

*Yanka Kupala State University of Grodno, bulvar Leninskogo Komsomola 5, Grodno, 230009 Belarus

For further clarification of the mechanisms of pharmacological effects of salicylic and acetylsalicylic acids,
the interactions of these acids with mitochondrial and erythrocyte membranes were studied and the role of
calcium ions in the effects of salicylic and acetylsalicylic acids was examined. Salicylic acid and to a lesser ex-
tent acetylsalicylic acid at 0.5−2.0 mM concentration effectively inhibited the respiratory activity of isolated
rat liver mitochondria, by uncoupling respiration and phosphorylation processes, induced depolarization of
the mitochondrial membrane and potentiated Ca2+-stimulated formation of mitochondrial permeability
transition pores in EGTA-free media. Cyclosporine A and ruthenium red partially inhibited the mitochon-
drial pore opening process induced by salicylic and acetylsalicylic acids both in the absence and presence of
Ca2+ ions. Salicylic acid (180–360 μM) markedly accelerated proton-induced lysis of human erythrocytes (at
pH 3.2) and caused hyperpolarization of erythrocyte membranes (at pH 5.5, but not at pH 7.4), probably as
a result of proton transfer to the cytoplasm of the cell. Thus, salicylic and acetylsalicylic acids interact with
mitochondrial and plasma membranes, act as effective proton/Ca2+ ionophores and stimulate the mitochon-
drial calcium uniporter.

Keywords: acetylsalicylic acid, salicylic acid, rat liver mitochondria, human erythrocytes, calcium ions 




