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Ионные жидкости (ИЖ) – органические соли с низкой температурой плавления, которая обуслов-
лена тем, что боковые алкильные цепи, химически связанные с ионом, затрудняют кристаллиза-
цию ИЖ. Низкая температура плавления ИЖ привела к их широкому использованию в качестве 
относительно безвредных растворителей. Однако ИЖ обладают токсическими свойствами, меха-
низм которых в значительной степени неизвестен, поэтому идентификация клеточных мишеней 
ИЖ имеет практическое значение. В работе мы показали, что имидазолиевые ИЖ не способны 
проникать через модельные мембраны, не повреждая их. Мы также обнаружили, что инактива-
ция помп множественной лекарственной устойчивости в клетках дрожжей не увеличивает их 
чувствительность к имидазолиевым ИЖ. Последнее указывает, что мишень токсичности ими-
дазолиевых ИЖ находится не в цитоплазме. Таким образом, можно предположить, что наруше-
ние барьерных свойств плазматической мембраны является основной причиной токсичности 
небольших концентраций имидазолиевых ИЖ. Мы также показали, что добавки имидазолие-
вых ИЖ восстанавливают рост клеток с кинетически заблокированным гликолизом. По-видимо-
му, вызванное ИЖ небольшое нарушение плазматической мембраны в некоторых случаях может 
быть полезным для клетки.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ионные жидкости, множественная лекарственная устойчивость, 
Saccharomyces cerevisiae.
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Принятые сокращения: БЛМ – бислойная липидная мембрана; ИЖ – ионная жидкость; КОЕ – колониеобразу-
ющие единицы; МЛУ – множественная лекарственная устойчивость; ПМ – плазматическая мембрана; ФХ – фос-
фатидилхолин; GFP – зеленый флуоресцентный белок; PI –пропидия йодид; YP – дрожжевой экстракт пептон; 
YPD – YP с глюкозой.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ионные жидкости  (ИЖ)  – это органические 
соли, находящиеся в жидком состоянии при темпе-
ратуре ниже точки кипения воды, что достигается 
за счет высокой объемности и асимметрии ионов, 
затрудняющих кристаллизацию молекул [1]. Обыч-
но ИЖ содержат крупноразмерные азотсодержа-
щие катионы, такие как аммоний, имидазолий, 
пиридиний, пиперидиний, пирролидиний или 
фосфорсодержащий катион (например, фосфоний). 
Интерес к ИЖ обусловлен, прежде всего, их исполь-
зованием в промышленности как экологически 
относительно безвредных растворителей – менее 

вредных, чем, например, серная кислота. Однако 
из-за плохой биоразлагаемости ИЖ могут долго со-
храняться в окружающей среде. Катионы и анионы 
с малой токсичностью используются для получения 
ИЖ с полезной биологической активностью: анти-
бактериальной, противогрибковой, антихолинер-
гической, местноанестезирующей [2–4]. Изучаются 
потенциальные антираковые свойства  ИЖ  [5,  6]. 
По  причине практической важности  ИЖ их ток-
сическое действие изучалось на широком спек-
тре биологических объектов: бактерии, грибы, 
растения, животные, культуры клеток челове-
ка. По  той же причине токсические концентра-
ции ИЖ измерялись достаточно тщательно [7–10].  
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Хорошо известно, что токсичность в первую оче-
редь зависит от типа катиона и длины его боко-
вой цепи [11–13]. Было продемонстрировано, что 
большинство ИЖ на основе имидазола проявляют 
более высокую токсичность по сравнению с обыч-
ными органическими растворителями, такими 
как метанол и дихлорметан  [14,  15]. Однако ин-
формации о механизмах токсичности ИЖ немно-
го. Подавляющее большинство работ о токсично-
сти  ИЖ ограничивается измерением токсичных 
концентраций разнообразных ИЖ для микро- 
организмов.

Большое количество работ посвящено ингиби-
рующему действию ИЖ на различные ферменты 
в экспериментальных системах in vitro. Доказано, 
что ИЖ на основе пиридиния и имидазолия ответ-
ственны за ингибирование активности ряда фер-
ментов. Особенно опасным представляется эффект 
ингибирования ацетилхолинэстеразы, фермента, 
ответственного за регуляцию неврологических 
процессов  [16]. Насколько отражают эти работы 
реальный эффект ИЖ на клетку? Способны ли 
ИЖ проникнуть внутрь клетки? Иными словами, 
если ИЖ подействовала на внутриклеточные фер-
менты, не значит ли это, что плазматическая мем-
брана (ПМ) уже разрушена? По своей химической 
структуре многие ИЖ являются липофильными 
катионами, а это означает, что они потенциально 
способны проникать через мембрану. Так, многие 
липофильные катионы являются субстратами/кон-
курентными ингибиторами и/или активаторами 
белков множественной лекарственной устойчи-
вости (МЛУ), защищающих клетки от чужеродных 
веществ [17–19]. В то же время одним из наиболее 
характерных эффектов липофильных катионов 
на клетку является повреждение плазматической 
мембраны  [20]. Если вещество не может прони-
кать внутрь клетки, не повреждая наружную мем-
брану, это означает, что такое повреждение, веро-
ятно, вносит существенный вклад в токсический 
эффект этого вещества.

В данной работе мы изучили, могут ли ими-
дазолиевые ИЖ проникать внутрь клетки без 
нарушения барьерных свойств ПМ. Мы показали, 
что имидазолиевые ИЖ не способны проникать 
через модельные мембраны, не повреждая их. 
Мы  также показали, что наиболее токсичные 
имидазолиевые ИЖ стимулируют экспрессию 
помп МЛУ. Тем не менее, по нашим данным, деле-
ция генов МЛУ не увеличивает чувствительность 
клеток к имидазолиевым  ИЖ. Это хорошо согла-
суется с данными о неспособности имидазолие-
вых ИЖ проникать через мембрану, но оставляет 
вопрос о механизме активации  МЛУ открытым. 
Мы также показали, что добавки имидазолие-
вых ИЖ восстанавливают рост клеток с кинетиче-
ски заблокированным гликолизом. Последнее ука-

зывает, что в этом случае небольшое нарушение 
плазматической мембраны является полезным  
для клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использованные штаммы дрожжей Sac­
charomy cescerevisiae и анализ скоростей их 
роста. В  этом исследовании мы использовали 
штаммы S. cerevisiae с генетическим фоном W303 
MATa ade2-101 his3-11 trp1-1 ura3-52 can1-100 leu2-3 
и BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0. 
Штамм дельта  tps1 является производным W303, 
описанным ранее  [21]. Штамм дельта  pdr1pdr3 
описан в работа Galkina et al. [22]. Штамм PDR5-GFP 
получен из коллекции «Invitrogen» GFP (зеленый 
флуоресцентный белок) и является производ-
ным BY4741 [23]. Для анализа минимальных инги-
бирующих концентраций  (МИК) химических ве-
ществ для штаммов дикого типа клетки, взятые из 
логарифмически растущей культуры, доводили до 
оптической плотности (ОП) при 550 нм, равной 0,05, 
с помощью SpectrostarNano («BMG LABTECH», Гер-
мания) и переносили в виде клеточных суспензий 
в 96-луночный планшет («Eppendorf», Германия). 
Клетки выращивали в течение 16 ч при 30 °С и 
750  об./мин в планшетном спектрофотометре со 
следующими настройками: температура  – 30 °С; 
встряхивание пластины (500  об./мин). ОП  изме-
ряли с помощью SpectrostarNano при 550 нм. Для 
сравнения относительных скоростей роста мы 
проанализировали увеличение ОП для штаммов 
дикого типа и мутантных штаммов.

Исследуемые вещества. C4Mim-Cl (хлорид   
1-н-бутил-3-метилимидазолия); C6Mim-Cl (хлорид   
1-н-гексил-3-метилимидазолия); C8Mim-Cl (хлорид 
1-н-октил-3-метилимидазолия); C10Mim-Cl (хлорид 
1-н-децил-3-метилимидазолия); C12Mim-Cl (хло- 
рид 1-н-додецил-3-метилимидазолия); C14Mlm-Cl 
(хлорид 1-н-тетрадецил-3-метилимидазолия); 
C16Mim-Cl (1-н-гексадецил-3-метилимидазолия хло- 
рид); C4Mlm-BF4 (тетрафторборат1-н-бутил-3-метил- 
имидазолия); C6Mlm-BF4 (тетрафторборат 1-н-гек- 
сил-3-метилимидазолия); C8Mlm-BF4 (1-н-октил- 
3-метилимидазолия тетрафторборат); C10Mlm-BF4 
(1-н-децил-3-метилимидазолия тетрафторборат);  
C12Mlm-BF4 (1-н-додецил-3-метилимидазолия тет- 
рафторборат); C12TPP (додецилтрифенилфосфо
ний); FCCP-карбонилцианид-4-(трифторметокси)-
фенилгидразон; карбонилцианид-m-хлорофенил- 
гидразон; 2-(4-морфолино) этансульфоновая кисло-
та (Меs); трис(гидроксиметил) аминометан (Tris) и 
пальмитиновая кислота были получены от фирмы 
«Sigma» (США). Липиды 1-пальмитоил-2-олеоил-
фосфатидилхолин  (ФХ); 1-пальмитоил-2-олеоил-
фосфатидилглицерол; 1,2-дифитаноил-ФХ; 1,2-ди-
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фитанил-ФХ и холестерин были получены от 
фирмы «Avanti Polar Lipids» (США).

Анализ влияния исследуемых веществ на 
рост tps1 в присутствии глюкозы. Дрожжевые 
клетки дельта  tps1, взятые из логарифмической 
культуры, выращенной на YPEtOH (дрожжевой 
экстракт пептона (YP)-этанол), доводили до ОП 0,2 
при 550 нм в SpectrostarNano. Глюкозу добавляли 
до конечной концентрации  0,06%. Клеточную 
суспензию переносили в каждую лунку 96-луноч-
ного планшета («Greiner», Германия) по 0,1  мл 
на  лунку. В  среду добавляли тестируемые веще-
ства. Этанол добавляли до конечной концентра-
ции  2% в качестве растворителя или отдельно. 
Клетки выращивали в течение 16 ч при темпе-
ратуре  30 °С при встряхивании планшета со ско-
ростью 500  об./мин на приборе SpectrostarNano; 
ОП измеряли при 550 нм каждые 5 мин.

Анализ накопления Pdr5–GFP в клетках 
дрожжей. Клетки, в которых к гену PDR5 был при-
соединен ген  GFP, выращивали в течение ночи  
на твердой среде YPD (YP  с  глюкозой), а затем 
ресуспендировали до плотности 2 × 104 клеток на 
мл в жидкой среде  YPD. Флуоресценцию белка 
Pdr5–GFP оценивали с помощью проточного цито-
метра CytoFlex («Beckman», США) после 1 ч предва-
рительной инкубации с ингибиторами (или рас-
творителем) при 30 °C с использованием длины 
волны возбуждения 488 нм на эмиссионном филь-
тре (525/540 нм). Гистограммы представляют собой 
среднее значение популяций клеток из отдельных 
биологических экспериментов. В каждом экспери-
менте анализировали не менее 10 000 событий.

Измерение транспорта протонов через мем-
брану липосом. Проницаемость бислойных фосфо-
липидных мембран для ионов водорода оценива-
ли с помощью ранее предложенной и несколько 
модифицированной методики [24]. Для приготов-
ления липосом, нагруженных пиранином, 5,3 мг 
1-пальмитоил-2-олеоил-ФХ, 1,2 мг 1-пальмитоил-
2-олеоил-фосфатидилглицерола, 2,5 мг холестери
на и  1 мг пальмитиновой кислоты растворили в 
хлороформе, а затем высушили в струе азота в 
пробирке с круглым дном. После этого липиды 
были ресуспендированы в 1 мл буферного рас-
твора (20 мМ Меs  [A2], 20 мМ Tris, 20 мМ Tricine, 
100 мМ хлорид калия; рН 6,0), содержащего 0,5 мМ 
рН-чувствительного флуоресцентного красителя 
пиранина. Суспензию тщательно встряхивали, 
затем замораживали при –18 °С и разморажива-
ли. Процедуру повторяли 3  раза. Моноламеляр-
ные липосомы приготавливали путем экструзии 
через поликарбонатный фильтр с порами диамет-
ром 0,1 мкм с помощью экструдера («Avanti Polar 
Lipids»). Чтобы перевести липосомы в раствор без 
пиранина, образец пропускали через гельфильтра-
ционную колонку, содержащую декстрановый гель 

(Sephadex G-50) и уравновешенную тем же буфе-
ром. Далее, в ходе эксперимента липосомы разбав-
ляли в этом буфере с рН 6,0; в начале эксперимен-
та рН внутри и снаружи липосом был одинаков. 
Протонный градиент создавался на мембране ли-
посом увеличением рН водного раствора до значе-
ния рН  8,0 путем титрования добавлением  КОН. 
В момент времени t = 0 с к липосомам добавляли 
требуемую концентрацию  ИЖ. Для  измерения 
скорости увеличения рН внутри липосом добав-
ляли 1  мМ ксилен-пиридиниум бромид, чтобы 
потушить флуоресценцию вытекшего пиранина. 
Внутрилипосомальный рН оценивали по измере-
нию флуоресценции на длине волны 505 нм при 
возбуждении на 455 нм. Измерения проводили на 
спектрофлуориметре Панорама Флюорат-02 («Лю-
мэкс»,  Россия). В  конце каждого эксперимента 
добавляли 1  мкМ  ласалоцида  А для полного вы-
равнивания рН внутри и снаружи липосом. Для 
предотвращения образования разности потенциа-
лов на липосомальной мембране эксперименты 
проводили в присутствии 10  нМ  валиномицина. 
С  целью уменьшить спонтанное выравнивание 
рН температура поддерживалась на уровне 15 °С.

Плоская бислойная липидная мембрана 
формировалась из 2%-ного (w/v) раствора дифита-
ноил-ФХ или дифитанил-ФХ в декане на отверстии 
в перегородке, разделяющей на два отсека тефло-
новую ячейку, содержащую буферный раствор [24]. 
Диаметр отверстия составлял 0,8  мм. Буферный 
раствор содержал 10 мМ Mes, 10 мМ Tris, 100 мМ 
хлорида калия; рН = 6,8. Эксперименты прово-
дились при комнатной температуре (23–25 °С).  
Электрический ток регистрировался в условиях 
фиксации потенциала. Разность потенциалов по-
давалась на хлорсеребряные электроды, помещен-
ные через агаровые мосты в тефлоновую ячейку с 
двух сторон мембраны. Ток измерялся с помощью 
пэтч-клэмп усилителя ОЕС-2 («ОПУС», Россия), оци-
фровывался с помощью NI-DAQmx («National Instru
ments», США) и анализировался с использованием 
компьютерной программы WinWCP  Strathclyde   
Electrophysiology Software, написанной Дж. Демп-
стером (University of Strathclyde, UK).

Сравнение окраски клеток пропидий йоди-
дом  (PI) и способности формировать колоние-
образующие единицы  (КОЕ). Дрожжевые клет-
ки  W303, взятые из логарифмической культуры, 
разбавляли водой до  ОП при  550  нм, равной  0,1. 
К аликвоте клеток (300 мкл) добавляли PI до кон-
центрации 0,5  мкг/мл и тестируемые ИЖ, затем 
инкубировали 1 ч при 30 °С. Аликвоту клеток раз-
водили в 160 раз и наносили пятнами по 10 мкл на 
чашки с YPD, через сутки подсчитывали количе-
ство КОЕ. Флуоресценцию PI в клетках оценивали 
с помощью проточного цитометра CytoFlex. В ка-
честве отрицательного контроля использовали 
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клетки без добавления ИЖ. В  качестве положи-
тельного контроля использовали клетки, предва-
рительно убитые нагреванием при 95 °С в течение 
5 мин. Кривые соответствуют среднему значению 
флуоресценции популяций клеток из отдельных 
биологических экспериментов. В каждом экспери-
менте анализировали не менее 10 000 событий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что токсичность ими-
дазолиевых  ИЖ возрастает с увеличением дли-
ны углеводородного «хвоста» молекулы  [7,  10]. 
Мы  определили минимальные ингибирующие 
рост концентрации (МИК) ряда имидазолиновых 
и аммонийных ИЖ для дрожжей S. cerevisiae. Как 
и ожидалось, токсичность тестированных ИЖ воз-
растает по мере увеличения липофильности (logP) 
(таблица П1 в Приложении). Далее, мы сосредото-
чились на исследовании наиболее токсичных ими-
дазолиевых ИЖ, а именно: С12Mim-Cl, C14Mim-Cl и 
C16Mim-Cl. Структурные формулы представлены 
на рис. 1.

Эксперименты на модельных мембранах. 
Мы сосредоточились на проверке двух гипотез 
о механизме влияния ИЖ на клеточный мета-
болизм. Согласно первому предположению, ми-
шень токсичности ИЖ находится внутри клетки. 
Согласно второму предположению, ИЖ влияют на 
ПМ клеток. Мы проверили, могут ли имидазолие-
вые ИЖ проникать через липидный бислой, не 
повреждая его. Таким свойством обладают про-
никающие липофильные ионы [25–27]. Для облег-
чения проникновения катионных имидазолие-
вых  ИЖ мы формировали плоскую бислойную 
липидную мембрану  (БЛМ) из дифитанил-ФХ, 

липида, содержащего простые эфирные связи [28]. 
После добавления 10 или  20  мкМ С12Mim-Cl ток 
через мембрану при прикладывании напряжения 
50 мВ в момент времени t = 0 с увеличивался по 
сравнению с немодифицированной БЛМ (рис. 2, а). 
Записи имели вид нерегулярных флуктуаций тока.

Из-за большой разницы в скачке дипольного 
потенциала на границе мембрана–вода для липи-
дов c простыми и сложными эфирными связями 
различия в токах проникающих катионов в мем-
бранах составляют десятки раз [28, 29]. Чтобы убе-
диться, что стационарный ток не вызван транс-
портом ИЖ через мембрану, мы провели такие 
же измерения на БЛМ, сформированной из дифи-
таноил-ФХ (рис. 2, б). Однако, как видно из рис. 2, 
значения тока для 10 мкМ С12Mim-Cl были очень 
близки (5,8 ± 2,8 пА и  12,6 ± 3,7 пА для дифита-
нил-ФХ и  дифитаноил-ФХ), а для 20  мкМ значе-
ния тока для дифитанил-ФХ были во много раз 
меньше тока в случае с дифитаноил-ФХ (12,6 ± 3,7 
и 71,7 ± 4,5 пА соответственно). Эти результаты од-
нозначно говорят о том, что увеличение проводи-
мости БЛМ в присутствии имидазолиевых ИЖ не 
связано с током самих ИЖ через мембрану, а, ско-
рее всего, определяется формированием дефектов, 
проводящих ионы электролита. В то же время ион-
ная жидкость P66614, проникающий катион, про-
ходит через липидные мембраны, и этот процесс 
значительно ускоряется при уменьшении скачка 
дипольного потенциала [30].

Некоторые липофильные катионы в комплек-
се с жирной кислотой обладают протонофорным 
эффектом: они проходят через мембрану в одном 
направлении как индивидуальные катионы, а в 
обратном – в паре со свободной жирной кислотой, 
т.е.  в  электронейтральной форме. Протонофор-
ный цикл завершает переход протонированной 

Рис. 1. Структурные формулы наиболее токсичных имидазолиевых  ИЖ: С12Mim-Cl (а); C14Mim-Cl  (б) 
и C16Mim-Cl (в)
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Рис. 2. Записи кинетик тока через  БЛМ после при-
кладывания напряжения 50 мВ в начальный момент 
времени до (светло-серые кривые) и после добавле-
ния 10 мкМ (черные кривые) и 20 мкМ (темно-серые 
кривые) С12Mim-Cl. БЛМ  формировали из дифита-
нил-ФХ (а) или дифитаноил-ФХ (б)

Рис. 3. Измерение способности имидазолиевых ИЖ 
переносить протоны через липосомальную мем-
брану в модельной системе липосом, нагруженных 
флуоресцентным зондом пиранином. а  –  Кинети-
ки изменения рН внутри липосом в контроле (кри-
вая  1, контроль), в присутствии 0,1  мкМ  ХКФ (кри-
вая  2), в присутствии 2  мкМ  Р66614 (кривая  3) и 
20  мкМ  Р66614 (кривая  4). б  –  Кинетики изменения 
рН внутри липосом в контроле (кривая  1), в присут-
ствии 20 мкМ С12Mim-Cl (кривая 2), 2 мкМ (кривая 3) 
или 20 мкМ (кривая 4) С14Mim-Cl

жирной кислоты через мембрану и диссоциация 
протона  [31,  32]. Липосомы, содержащие pH-чув-
ствительный краситель пиранин, служат удоб-
ным инструментом для детекции протонофор-
ной активности различных веществ. На рис. 3,  а 
продемонстрирована кинетика выравнивания 
pH снаружи и внутри пиранин-содержащих липо-
сом, вызванная добавкой протонофора карбонил-
цианид-m-хлорофенилгидразона (ХКФ) или ионной 
жидкости  Р66614. Ранее было показано, что при 
низких концентрациях Р66614 проходит через ли-
пидный бислой, не повреждая его, а при высоких 
концентрациях – увеличивает неспецифическую 
проводимость мембраны  [30]. Важно отметить, 
что добавка неэлектрогенного К+/Н+-обменника 
ласалоцида  А в конце эксперимента приводила 
к примерно одинаковому увеличению флуорес-
ценции пиранина в опытной пробе (содержащей 
2 мкМ P66614) и в контрольной. Это означает, что 
пиранин под влиянием  Р66614 в течение экспе-

римента не выходил из липосом наружу. Иными 
словами, протонофорный эффект Р66614 не являл-
ся следствием повреждения мембран липосом. 
Таким образом, добавка Р66614 к липосомам через 
несколько минут вызывала выравнивание про-
тонного градиента. Однако при увеличении кон-
центрации Р66614 до 20 мкМ происходило быстрое 
уменьшение флуоресценции, которое не изменя-
лось при дальнейшем добавлении ласалоцида А. 
Очевидно, что при высокой концентрации Р66614 
происходил полный выход пиранина и его флуо-
ресценция тушилась ксилен-пиридиниум броми-
дом во внешнем буфере.

Другая ситуация наблюдалась с имидазо
лиевыми  ИЖ. Как можно видеть на  рис  3,  б, до-
бавка С12Mim-Cl и С14Mim-Cl в  концентрации   
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Рис. 4. ИЖ  увеличивают содержания Pdr5–GFP. а  –  Сравнение увеличения количества Pdr5–GFP через 1 ч 
после добавления  ИЖ и стандартного индуктора Pdr5–GFP клотримазола с помощью проточной цитомет
рии. По оси X отложена логарифмическая шкала концентрация веществ в мкМ; по оси Y – логарифмическая 
шкала флуоресценции Pdr5–GFP в клетках относительно клеток без добавления веществ (значение  0). Каж-
дая точка – независимый биологический повтор. б – Световая и флуоресцентная микроскопия клеток, содер-
жащих Pdr5–GFP, через 1  ч после добавления С12Mim-Cl и стандартного индуктора Pdr5–GFP клотримазола.  
Размерный отрезок – 5 мкм

2  или  20  мкМ не вызывала постепенного увели-
чения флуоресценции пиранина. Однако в случае 
20  мкМ C14Mim-Cl или С12Mim-Cl последующая 
добавка ласалоцида А приводила к примерно по-
лумаксимальному увеличению флуоресценции. 
Следовательно, С14Mim-Cl в этой концентрации 
вызывал утечку пиранина из липосом.

Таким образом, данные на липосомах ука-
зывают, что имидазолиевые  ИЖ не индуцируют 
протонный транспорт через липидные мембраны 
самостоятельно или в комплексе с жирной кис-
лотой (которая специально добавлялась на ста-
дии приготовления липосом), но образуют поры 
или дефекты, через которые проникает пиранин. 
Однако нельзя исключить, что ИЖ все же могут 
проникать внутрь клетки, например, через транс-
портеры в ПМ.

Исследование связи токсичности ИЖ и экс-
прессии помп  МЛУ. Известно, что большинство 
липокатионов являются субстратами помп МЛУ и 
вызывают усиление экспрессии этих помп [17–19]. 

Следовательно, если имидазолиевые ИЖ не прони-
кают через ПМ, то не должны вызывать рост экс-
прессии помп МЛУ. Для оценки относительного со-
держания МЛУ был использован штамм PDR5-GFP 
S. cerevisiae, в котором к гену одного из основных 
транспортеров  МЛУ  Pdr5 была добавлена после-
довательность, кодирующая белок  GFP  [22]. Этот 
конструкт позволил оценить относительное со-
держание Pdr5 по уровню интенсивности флуо-
ресценции  GFP в клетках. Как видно из  рис.  4, 
имидазолиевые ИЖ с длиной радикала менее С12 
не вызывают существенного увеличения уровня 
флуоресценции Pdr5–GFP. Однако добавление ИЖ 
с длиной радикала С12 или более вызывало значи-
тельное усиление флуоресценции Pdr5–GFP, срав-
нимое с усилением от хорошо известного индук-
тора экспрессии Pdr5 – клотримазола [22], который 
был использован нами в качестве положительного 
контроля  (рис.  4). Наибольшую активацию ока-
зывало добавление С12Mim-Cl. Вопрос о механиз-
ме активации имидазолиевыми  ИЖ экспрессии 
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Рис. 5. Белки МЛУ не влияют на скорость роста S.  cerevisiae в присутствии различных концентраций  ИЖ. 
Типичные кривые роста культуры клеток S. cerevisiae дикого типа W303 и штамма дельта pdr1pdr3 с нарушен-
ной активацией МЛУ. По оси Х отложено время в часах; по оси У – ОП при 550 нм культуры клеток

белков МЛУ остается открытым, поскольку опыты 
на искусственных мембранах говорят об их неспо-
собности проникать через неповрежденную искус-
ственную мембрану. Возможно, ИЖ проникают 
внутрь клетки, нарушая барьерные свойства ли-
пидного бислоя ПМ или через белки ПМ. Наконец, 
нельзя исключить, что ИЖ активируют экспрес-
сию помп  МЛУ косвенным образом, увеличивая 
проницаемость ПМ для ксенобиотиков из культу-
ральной среды.

Для проверки внутриклеточной токсичности 
имидазолиевых  ИЖ мы оценили влияние деле-
ции помп МЛУ на их токсичность. Как показано 

на рис. 5, делеция генов двух основных факторов 
транскрипции белков МЛУ, PDR1 и PDR3  [33,  34], 
не повлияла на снижение скорости роста под 
действием ИЖ. Это наблюдение свидетельствует 
в пользу гипотезы стимуляции имидазолиевы-
ми ИЖ экспрессии МЛУ через воздействие на ПМ 
без вхождения внутрь клетки.

Оценка кинетики накопления мертвых кле-
ток после добавки ИЖ. Если причина токсичности 
имидазолиевых ИЖ – нарушение целостности ПМ, 
то можно ожидать, что динамика накопления 
непроникающего красителя  PI внутри клетки 
будет совпадать с динамикой клеточной смерти.  
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Рис. 6. Сравнение выживаемости клеток S.  cerevisiae после воздействия имидазолиевых ИЖ, С12Mim-Cl, 
С14Mim-Cl и С16Mim-Cl, по числу КОЕ (синие кривые) и доле PI-негативных клеток (красные кривые). По оси Х 
отложена концентрация ИЖ в мкМ; по оси Y – выживание относительно контроля без добавления веществ, 
в процентах

Если же имидазолиевые ИЖ отравляют клетки из-
нутри, то сначала под их действием клетки умрут, 
т.е. потеряют способность образовывать колонии, 
и только потом начнут окрашиваться PI. Мы доба-
вили к клеткам S. cerevisiae имидазолиевые ИЖ, 
С12Mim-Cl, С14Mim-Cl и С16Mim-Cl, инкубировали 
1  ч при  30 °С, затем измерили выживаемость по 
числу КОЕ, а также оценили долю PI-положитель-
ных клеток. Как показано на рис. 6, для всех трех 
ИЖ окраска PI почти совпадает с потерей способ-
ности формировать  КОЕ. Небольшое отставание 
окраски клеток по PI, возможно, объясняется вре-
менной стадией неполного нарушения укладки 
фосфолипидов плазматической мембраны под 
действием ИЖ, достаточной для прохождения не-
больших молекул, но не приводящей к полному 
лизису. Такая ситуация наблюдалась при добав-
лении 20 мкМ C12Mim-Cl к бислойной мембране: 
мембрана не разрушалась, но при этом станови-
лась проницаемой для небольших ионов (рис. 2).

Снятие гликолитического блока под дей-
ствием ИЖ. Таким образом, наши данные ука-
зывают, что причина токсичности – действие на 
плазматическую мембрану. Важно отметить, что 
в определенном диапазоне концентраций вызван-
ное  ИЖ нарушение укладки фосфолипидов  ПМ 
приводило к нарушению ее барьерных свойств, 
но не к лизису клеток. Дополнительные подтвер-
ждения тому, что имидазольные ИЖ в низких 
концентрациях могут менять физиологию клеток, 
мы получили на разработанной нами ранее экспе-
риментальной системе, позволяющей проводить 
скрининг химических веществ на способность вос-
станавливать рост штамма дрожжей S. cerevisiae 
с делецией гена  TPS1 в присутствии глюкозы. 

Штамм дельта tps1 хорошо растет на неферменти-
руемых источниках углерода, но не способен расти 
в присутствии глюкозы [35], так как не может регу-
лировать поступление глюкозы в гликолиз [36, 37].  
При добавлении глюкозы клетки штамма дель-
та  tps1 тратят весь доступный фосфат на фосфо-
рилирование глюкозы и не могут осуществить 
вторую стадию гликолиза, для которой также 
необходим неорганический фосфат [38–40]. Кроме 
того, накопление фосфатов сахаров в цитоплазме 
токсично для клеток [41, 42]. Ранее нами было по
казано, что некоторые липофильные катионы, яв- 
ляющиеся митохондриальными ядами или по-
верхностно-активными веществами, снижают 
расход фосфатов на синтез ATP митохондриями, 
стимулируя синтез глицеробисфосфата и снимая 
блокировку цепи гликолиза [21].

В данной работе мы показали, что ИЖ с 
logP ≥ 0,99 способны восстанавливать рост штам-
ма дельта  tps1 на среде в присутствии глюко-
зы  (рис. 7) (детали получения и обработки дан-
ных показаны на  рис. П1 в  Приложении). Важно 
отметить, что диапазон концентраций, в которых 
вещества С10Mim-Cl и С12Mim-Cl стимулируют 
рост клеток tps1, шире, чем у хорошо изученного 
проникающего катиона, митохондриального раз-
общителя  С12ТРР  [31]. Возможно, вызванное  ИЖ 
нарушение укладки фосфолипидов стимули-
рует гидролиз  ATP: очевидно, репарация мем-
браны и/или восстановление внутриклеточного 
гомеостаза, нарушенного при повреждении  ПМ, 
являются энергоемкими процессами. Мы пред-
полагаем, что такая стимуляция гидролиза ATP яв-
ляется причиной способности ИЖ стимулировать 
рост клеток дельта  tps1 в присутствии глюкозы.  
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Рис. 7. ИЖ способны восстанавливать рост клеток 
дельта tps1 в присутствии глюкозы. Испытанные кон-
центрации ИЖ, не вызывающие стимуляции, пока-
заны серым цветом. Зеленым цветом показаны кон-
центрации, соответствующие восстановлению роста 
штамма дельта  tps1 на среде YP-этанол в присут-
ствии глюкозы

Таким образом, вызванное ИЖ небольшое наруше-
ние плазматической мембраны в некоторых слу-
чаях может быть полезным для клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные указывают, что гидрофобные 
имидазолиевые  ИЖ, примененные в определен-
ном диапазоне концентраций, вызывают наруше-
ние барьерных свойств ПМ. Этот вывод основан, 
прежде всего, на результатах опытов с модель-
ными мембранами. Эти эксперименты показали, 
что ИЖ не проходят через БЛМ, но, вероятно, фор-
мируют дефекты, проводящие ионы электролита. 
Более того, результаты опытов с пиранин-содержа-
щими липосомами указывают, что ИЖ вызывает 
утечку этого вещества из липосом, а значит поры 
могут быть достаточно большого размера: молеку-
лярный вес пиранина – 524 г/моль.

Интересно, что вызванное имидазолиевы-
ми ИЖ нарушение ПМ не всегда является вредным 
для клеток. Наоборот, это нарушение позволяет 
клеткам штамма дельта tps1 преодолеть гликоли-
тический блок и продолжить рост после добавле-
ния глюкозы. Видимо, блок снимается за счет уве-
личения концентрации неорганического фосфата, 
который образуется при гидролизе ATP, вызванном 

нарушением  ПМ (см.  раздел «Результаты и обсу-
ждение»). Кроме того, гидрофобные имидазолие-
вые ИЖ стимулируют экспрессию помп МЛУ, при 
этом инактивация помп МЛУ не влияет на токсич-
ность этих  ИЖ. Следовательно, можно говорить 
об эффекте гормезиса имидазолиевых ИЖ: их, тео-
ретически, можно использовать для увеличения 
устойчивости клеток к широкому спектру ксено-
биотиков–субстратов МЛУ. По нашим данным, наи-
более перспективное вещество для такого приме-
нения – С12Mim-Cl.

Отдельно стоит вопрос о механизме акти-
вации помп  МЛУ имидазолиевыми  ИЖ. Теоре-
тически возможны три варианта: (1) сами ИЖ в 
микроколичествах проникают в клетку и активи-
руют экспрессию МЛУ; (2) возможно, ИЖ позволя-
ют ксенобиотикам, находящимся в культуральной 
среде, проникать внутрь и, таким образом, стиму-
лировать экспрессию МЛУ; (3) наконец, не исклю-
чено, что вызванное ИЖ нарушение ПМ ингиби-
рует транспортеры ПМ, откачивающие из клетки 
естественные продукты метаболизма – активато-
ры МЛУ, таким образом, вызывая их накопление в 
цитоплазме и активацию МЛУ. Возможность тако-
го сценария обсуждается в обзоре Knorre et al. [43]. 
Поэтому изучение механизмов активации ИЖ 
МЛУ требует отдельного исследования.

Итак, в нашей работе было показано, что ос-
новная причина токсичности имидазолиевых ион-
ных жидкостей – их действие на плазматическую 
мембрану. Причем воздействие ИЖ в сублеталь-
ных концентрациях и возникающее в его резуль-
тате небольшое нарушение ПМ (в некоторых слу-
чаях) может быть полезным для клетки.
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THE IMIDAZOLIUM IONIC LIQUIDS TOXICITY  
IS DUE TO THEIR EFFECT ON THE PLASMA MEMBRANE
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Ionic liquids (ILs) are organic salts with a low melting point, which is due to the fact that alkyl side 
chains chemically bonded to the ion hinder the crystallization of ILs. The low melting point of ILs has led 
to their widespread use as relatively harmless solvents. However, ILs have toxic properties, the mecha-
nism of which is largely unknown, so identifying the cellular targets of ILs is of practical importance. In 
our work, we showed that imidazolium ILs are not able to penetrate model membranes without damag-
ing them. We also found that inactivation of multidrug resistance (MDR) pumps in yeast cells does not 
increase their sensitivity to imidazolium ILs. The latter indicates that the target of the toxicity of imid-
azolium ILs is not in the cytoplasm. Thus, our data suggest that the disruption of the plasma membrane 
barrier function is the main cause of the toxicity of low concentrations of imidazolium ILs. We also 
showed that supplementation with imidazolium ILs restores the growth of cells with kinetically blocked 
glycolysis. Our data indicate that IL-induced minor disruption of the plasma membrane may, in some 
cases, be beneficial for the cells.
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