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Промежуточные филаменты (ПФ)  – один из трёх компонентов цитоскелета животных клеток, 
характерной особенностью которого является многообразие белков, представляющих эти фи-
ламенты в различных клетках. Они обеспечивают механическую прочность клеток, а также 
внутриклеточную локализацию ядер и различных органелл. Десмин представляет собой белок 
ПФ, характерный для мышечных клеток, а близкий ему по структуре виментин встречается 
во многих клетках мезенхимальной природы. В процессе миогенеза, а также при регенерации 
повреждённой мышечной ткани в клетках могут экспрессироваться оба этих белка, образуя 
смешанную сеть ПФ. Известно, что каждый из этих белков контролирует функции митохон-
дрий в соответствующих клетках, отвечает за их локализацию и поддержание мембранного 
потенциала. Вместе с тем неясно, как осуществляется контроль митохондриальных функций в 
клетках со смешанными ПФ. Чтобы выяснить, какое влияние на митохондриальный потенциал 
оказывают эти белки, находясь в клетке одновременно, были использованы клетки ВНК21, 
содержащие виментиновые и десминовые ПФ. Экспрессию одного из них или обоих этих белков 
одновременно подавляли при помощи нокаута их генов и/или РНК-интерференции. Оказалось, 
что при удалении любого из них мембранный потенциал митохондрий оставался на том же 
уровне, что и в присутствии двух белков. Удаление двух белков одновременно приводило к 
снижению потенциала на 20%. Таким образом, виментин и десмин играют одинаковую роль 
в поддержании мембранного потенциала митохондрий.
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ВВЕДЕНИЕ

Митохондрии выполняют важнейшие функ-
ции в эукариотических клетках как в нормаль-
ных условиях, так и при различных патологи-
ческих состояниях. Они участвуют в синтезе 
ATP, образовании активных форм кислорода, ре-
гуляции апоптоза и концентрации кальция 
и  во многих других функциях в клетках  [1–4]. 
На  уровне организма они связаны с иммунным 
ответом, реакцией на стресс, адаптацией к на-
грузкам, а также играют ключевую роль в раз-

витии различных патологий, раковых опухолей 
и в процессе старения  [5–10]. Большинство этих 
функций митохондрий напрямую зависит от их 
мембранного потенциала, за образование кото-
рого отвечают комплексы дыхательной цепи, 
локализованные в их внутренней мембране  [11]. 
Транспорт электронов и перенос протонов в про-
цессе дыхания создаёт электрический потенциал 
около −180 мВ относительно цитозоля  [11]. На то, 
что поддержание мембранного потенциала на 
достаточно высоком уровне имеет критическое 
значение, указывает тот факт, что деполяризо-
ванные митохондрии (в которых потенциал сни-
зился до недопустимого уровня) селективно раз-
рушаются в результате митофагии  [12]. В случае 
массовой деполяризации митохондрий в клетке  
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включается процесс апоптоза, и вся клетка разру- 
шается  [13].

К настоящему времени известны многие 
внутриклеточные факторы, участвующие в 
регуляции мембранного потенциала митохон-
дрий [14], важное место среди которых занимают 
белки промежуточных филаментов (ПФ)  [15]. Так, 
было показано, что мутации кератинов приводят 
к фрагментации митохондрий в гепатоцитах, 
их агрегации и нарушению дыхательной функ-
ции  [16–18]. Виментин, белок III  типа ПФ, регу-
лирует митохондриальный потенциал в фибро-
бластах, и его удаление приводит к снижению 
потенциала на 20%  [19]. Роль другого белка ПФ, 
десмина, характерного для мышечных клеток, в 
дыхательной функции митохондрий также была 
продемонстрирована в ряде работ  [20–24]. Ранее 
мы обнаружили, что виментин и десмин, экс-
прессированные в бактериях, способны напрямую 
связываться с митохондриями in  vitro  [25,  26] и, 
следовательно, могли бы непосредственно участ-
вовать в регуляции свойств митохондрий.

Хотя виментин характерен для различных 
клеток мезенхимальной природы, а десминовые 
ПФ обнаруживаются в мышечных клетках, в опре-
делённых условиях эти белки могут образовывать 
смешанные сети ПФ. Например, на ранних стадиях 
дифференцировки и при регенерации мышечных 
волокон наблюдается одновременная экспрессия 
виментина и десмина [27]. Таким образом, вимен-
тин может сосуществовать с десмином в одной 
клетке, и оба белка, в принципе, могут взаимодей-
ствовать с митохондриями, влияя на их свойства.

Роль виментина в регуляции мембранного 
потенциала митохондрий в ситуации, когда кро-
ме него присутствует десмин, не исследована. 
Более того, несмотря на убедительные данные из 
нескольких лабораторий, указывающие на то, что 
десмин участвует в распределении митохондрий, 
определении их морфологии и дыхательной функ-
ции [20–23], его роль в регуляции их мембранного 
потенциала изучена мало. Чтобы исследовать уча-
стие виментина и десмина в этом процессе при 
одновременной их экспрессии в клетках, в каче-
стве модели были использованы клетки ВНК21, 
в которых эти белки избирательно удалялись 
при помощи РНК-интерференции и/или системы 
CRISPR–Cas9. Оказалось, что каждый из этих двух 
белков способен поддерживать потенциал мито-
хондрий независимо от другого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. В работе использовали ли-
нию клеток ВНК21 и полученные из неё при помо-
щи системы CRISPR–Cas9 две линии – ВНК21(Vim−/−) 

и ВНК21(Des−/−). Клетки культивировали в среде 
DMEM («ПанЭко», Россия) с добавлением 10%-ной 
эмбриональной бычьей сыворотки («Биолот», Рос-
сия), пенициллина (100 мкг/мл) и стрептомицина 
(100  мкг/мл) («Sigma-Aldrich», США) при темпера-
туре 37  °С в атмосфере насыщенных водяных 
паров с содержанием 5%  СО2. Для микроскопии 
клетки выращивали на стерильных покровных 
стёклах в течение 16–20  ч.

РНК-интерференция. Для удаления десмина 
в клетках ВНК21 при помощи РНК-интерферен-
ции мы использовали плазмиду pG-SHIN2-des, 
кодирующую shРНК (малую РНК, образующую 
шпильки) 5′-AAGCAGGAGAUGAUGGAGU-3′  [28], и 
GFP в качестве маркера. Для удаления вимен-
тина использовалась плазмида pG-SHIN2-vim, 
кодирующая shРНК 5′-CAGACAGGAUGUUGACAAU-3′ 
[29,  30], любезно предоставленная проф. Р.  Голд-
маном (Северо-Западный университет, Чикаго). 
В контрольных экспериментах использовали 
плазмиду pG-SHIN2-scr, кодирующую shРНК 
5′-AUGUACUGCGCGUGGAGA-3′ того же размера со 
случайной последовательностью.

Нокаут генов. Чтобы разрушить ген вимен
тина в клетках ВНК21, использовали транзит
ную трансфекцию при помощи плазмиды 
pSpCas9n(BB)-Puro-(1+2)Vim, кодирующей две ги-
довых РНК: 5′-CACCGAACUCGGUGUUGAUGGCGU-3′ и  
5′-CACCGAACACCCGCACCAACGAGA-3′  [31]. Для но-
каута гена десмина использовали плазмиду 
pSpCas9(BB)-Puro-Des, кодирующую гидовую РНК 
5′-CACCGCGGCGACCCGGGUCGGCUCG-3′. Линии кле-
ток ВНК21(Vim−/−) и ВНК21(Des−/−) получали при 
помощи селекции в среде DMEM, содержащей 
2  мкг/мл пуромицина и 10  мкг/мл верапамила.

Трансфекция. Трансфекцию клеток проводи-
ли плазмидами при помощи реагента Transfectin 
(«Евроген», Россия). Для этого 1  мг ДНК смеши-
вали с 1  мкл реагента в 100  мкл среды DMEM без 
сыворотки и добавляли к клеткам в 1  мл полной 
среды DMEM.

Флуоресцентная микроскопия живых кле-
ток. Для окрашивания митохондрий клетки инку-
бировали с 5  нМ TMRM («Molecular Probes», США) 
в присутствии 2,2  мкМ верапамила в течение 
30  мин при 37  °С. Стёкла с клетками помещали 
в герметичную камеру со средой DMEM и фото-
графировали при помощи микроскопа Keyence 
BZ-9000 («Keyence», США), снабжённого инкуба-
тором для наблюдения живых клеток («PeCon», 
Германия), в котором поддерживали температуру 
36  ±  2  °С. Съёмку проводили при помощи объек-
тива PlanApo 63× и 12-битной цифровой CCD-ка-
меры. Изображение передавали на компьютер с 
помощью программного обеспечения BZ II Viewer 
(«Keyence») и записывали в виде 12-битных гра-
фических файлов.
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Иммунофлуоресценция и иммуноблоттинг. 
Для окрашивания ПФ в клетках использовали 
фиксацию метанолом при температуре −20  °С в те-
чение 10  мин и метод непрямой иммунофлуорес-
ценции при помощи моноклональных мышиных 
антител V9 против виментина («Sigma-Aldrich») и 
моноклональных мышиных антител DE-U-10 про-
тив десмина («Sigma-Aldrich»). В качестве вторых  
антител использовали FITC- и TRITC-меченые 
антимышиные антитела («Jackson», США). Мик-
рофотографии получали при помощи микроско-
па Keyence BZ-9000 с объективом PlanApo 63× и 
12-битной цифровой CCD-камеры.

Для получения изображений методом мик-
роскопии сверхвысокого разрешения (SIM-мик-
роскопии) использовали микроскоп Nikon N-SIM 
(«Nikon», Япония) с иммерсионным объективом 
×100/1.49 NA и диодным лазером 561 нм. Z-стопки 
кадров через каждые 0,12  нм получали при по-
мощи камеры EMCCD (iXon 897, «Andor», Япония). 
Условия экспозиции были подобраны таким об-
разом, чтобы средние показания яркости состав-
ляли около 5000 с минимальным выгоранием. 
Изображения получали при помощи программы 
NIS-Elements  5.1 («Nikon»).

Электрофорез клеточных лизатов проводили 
по методу Лэммли  [32], а дальнейшую процедуру 
иммуноблоттинга  – как описано ранее  [26]. Для 
выявления белков на нитроцеллюлозном филь-
тре использовали антитела V9 против виментина, 
DE-U-10 против десмина, моноклональные мыши-
ные антитела DM1A против тубулина и вторые 
антимышиные антитела, конъюгированные с пе
роксидазой хрена («Jackson»). В качестве субстрата 
пероксидазы использовалась перекись водорода и 
диаминобензидин, дающий при проявлении ко-
ричневую окраску.

Анализ мембранного потенциала митохон-
дрий. Уровень трансмембранного потенциала 

митохондрий в клетках определяли по интен-
сивности флуоресценции красителя TMRM, как 
было описано ранее  [19]. Измерения проводили с 
помощью программы ImageJ. Последовательность 
действий при анализе изображений была следую-
щей: 1)  на выбранном участке клетки с митохон-
дриями, расположенными в один слой, опреде-
ляли контуры каждой митохондрии с помощью 
«анализатора частиц» из программы ImageJ, и 
2)  измеряли среднее значение интенсивности флуо-
ресценции по всем пикселям, попавшим в кон-
тур. В каждом опыте обсчитывали 10–15  участ-
ков, содержащих по 15–40  митохондрий. Данные 
представляли как средние значения интенсив-
ности флуоресценции всех митохондрий с указа-
нием стандартной ошибки. Для проверки на нор-
мальность использовали тест Шапиро–Уилка. Для 
проверки однородности дисперсии использовали 
F-тест. Значимость различий определяли с помо-
щью парного t-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Фибробластоподобные клетки ВНК21 содер-
жат ПФ, образованные двумя белками III  типа 
виментином и десмином с небольшой примесью 
нестина, белка VI  типа  [33]. Иммунофлуоресцент-
ный анализ сети ПФ в этих клетках при помощи 
микроскопии высокого разрешения показывает, 
что она состоит из филаментов, образованных в 
результате кополимеризации виментина и десми-
на. Как видно на рис.  1, распределение этих бел-
ков не полностью совпадает, что свидетельствует, 
по-видимому, об их разном соотношении в инди-
видуальных филаментах. Можно заметить, что 
в околоядерной зоне больше ПФ, обогащённых 
десмином, а на периферии клеток выше уровень 
виментина в филаментах. Общая картина ПФ 

Рис.  1. Виментиновые (зелёный) и десминовые (красный) ПФ в клетках ВНК21, выявленные при помо-
щи соответствующих антител. Изображения получены при помощи микроскопии высокого разрешения.  
Шкала 10  мкм



ПФ ПОДДЕРЖИВАЮТ МЕМБРАННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ МИТОХОНДРИЙ 1959

БИОХИМИЯ том 89 вып. 11 2024

Рис. 2. Разрушение десминовых  (а, б) и виментиновых  (в, г) ПФ при помощи РНК-интерференции в клетках 
ВНК21, трансфицированных плазмидами pG-SHIN2-des и pG-SHIN2-vim соответственно. Контрольные клет-
ки (д, е) трансфицировали плазмидой pG-SHIN2-scr. ПФ окрашены при помощи антител против десмина (Des) 
и виментина (Vim). Трансфицированные клетки выявляли по экспрессии GFP. Масштаб 10  мкм

представляет собой радиально расположенную 
сеть, что указывает на вероятное участие транс-
портной системы микротрубочек в её внутрикле-
точном распределении. Чтобы исследовать роль 
двух белков ПФ в регуляции функций митохон-
дрий в этих клетках, мы решили избирательно 
удалить каждый из них.

В первую очередь необходимо было про-
верить, как повлияет удаление каждого из двух 
белков на сеть ПФ в клетках ВНК21. Используя 
РНК-интерференцию для удаления белков ПФ при 
помощи плазмид на основе pG-SHIN2, содержащей 
в качестве репортера ген GFP [29, 30], нам удалось 

получить клетки ВНК21, в которых ПФ состояли из  
одного белка – виментина или десмина. На рис.  2 
видно, что трансфицированные клетки, выявляе-
мые при помощи коэкспрессии GFP, практически 
не содержали десмина (а, б) или виментина (в, г), 
если в них экспрессировали соответствующие 
интерферирующие РНК. В контрольных клетках, 
трансфицированных плазмидой pG-SHIN2-scr, не 
наблюдалось изменений в содержании ни дес-
мина (рис. 2,  д, е), ни виментина (не показано).

Ранее мы обнаружили, что нокдаун вимен-
тина в фибробластах приводил к снижению 
митохондриального потенциала  [16], и решили 
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Рис. 3. Отсутствие изменений мембранного потен-
циала митохондрий в клетках ВНК21 после нокдауна 
десмина (shRNA-des) и виментина (shRNA-vim) при 
помощи РНК-интерференции. Контрольные клетки 
трансфицировали плазмидой pG-SHIN2-scr. Данные 
представлены в виде средних значений флуоресцен-
ции митохондрий в указанном числе клеток со стан-
дартной ошибкой в процентах от среднего значения 
в нетрансфицированных клетках  (–)

Рис.  4. Иммуноблоттинг гомогенатов клеток исход
ной линии ВНК21 (WT) и линий ВНК21(Des−/−) и 
ВНК21(Vim−/−), полученных в результате нокаута 
генов десмина и виментина соответственно. Альфа-
тубулин использовали как контроль

проверить, каков будет эффект удаления вимен-
тина в клетках ВНК21, если в них остаётся только 
десмин. Анализ мембранного потенциала мито-

хондрий в таких клетках показал (рис.  3), что 
нокдаун виментина не вызывал каких-либо изме-
нений уровня мембранного потенциала. Это озна-
чает, что оставшийся в клетках десмин может, 
подобно виментину, поддерживать потенциал 
митохондрий на высоком уровне. Нокдаун десми-
на также не приводил к снижению митохондри-
ального потенциала (рис.  3), предположительно 
благодаря виментину, который присутствовал в 
этих клетках. Эти данные позволили предполо-
жить, что и виментин и десмин независимо друг 
от друга контролируют потенциал митохондрий 
в  клетках ВНК21.

Рис.  5. ПФ в клетках линий ВНК21(Des−/−) (а, б) и ВНК21(Vim−/−) (в, г), полученных в результате нокаута генов 
десмина и виментина соответственно, выявленные при помощи иммунофлуоресценции с антителами про-
тив виментина  (а, в) или десмина  (б, г). Масштаб 10  мкм
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Рис.  6. Удаление виментина (а, б) в клетках ВНК21(Des−/−) и десмина (в, г) в клетках ВНК21(Vim−/−), транс-
фицированных плазмидами pG-SHIN2-vim и pG-SHIN2-des соответственно, при помощи РНК-интерференции. 
ПФ окрашены при помощи антител против виментина  (б) и десмина  (г). Трансфицированные клетки выяв-
ляли по экспрессии GFP (а, в, показаны стрелками). Масштаб 10  мкм

Следующим шагом для проверки нашего 
предположения было определение потенциала 
митохондрий в клетках, лишённых обоих бел-
ков. Чтобы получить клетки ВНК21, лишённые 
ПФ, мы использовали последовательно два под-
хода: во-первых, при помощи системы CRISPR–
Cas9 получили линии клеток, содержащие только 
виментин или десмин, и, во-вторых, используя 
РНК-интерференцию, удаляли в них другой иссле-
дуемый белок. Данные иммуноблоттинга, пред-
ставленные на рис. 4, показывают, что в получен-
ных линиях клеток ВНК21(Des−/−) и ВНК21(Vim−/−) 
не детектируются десмин и виментин соответ-
ственно. Анализ этих клеток при помощи им-
мунофлуоресцентной микроскопии демонстри-
рует, что ПФ в них образованы только одним 
белком, виментином (рис.  5,  а,  б) или десмином 
(рис.  5,  в,  г) соответственно. Виментиновые ПФ 
в клетках ВНК21(Des−/−) представляют собой нор-
мальную, равномерно расположенную радиаль-
ную сеть, в то время как десминовые ПФ в клет-
ках ВНК21(Vim−/−) частично агрегированы. Можно 
предположить, что нормальное распределение 
десминовых ПФ зависит от присутствия вимен- 
тина.

Трансфекция клеток линии ВНК21(Des−/−) при 
помощи плазмиды, кодирующей интерферирую-
щую РНК против виментина, позволила значи-
тельно снизить содержание оставшегося вимен-
тина в трансфицированных клетках и, таким 
образом, получить клетки ВНК21, лишённые ПФ. 
На микрофотографии (рис.  6,  а,  б) хорошо видно, 
что трансфицированная клетка практически не 
содержала виментиновых ПФ. Добиться полного 
удаления десминовых ПФ в клетках ВНК21(Vim−/−) 
оказалось сложнее. Как видно на рис.  6,  в,  г, в 
трансфицированных клетках оставались агре-
гаты десмина, хотя сеть филаментов на перифе-
рии клеток полностью отсутствовала. В клетках, 
трансфицированных контрольной плазмидой, 
сеть ПФ сохранялась (не показано).

Уровень потенциала митохондрий в клетках 
ВНК21(Des−/−) после удаления виментина оказал-
ся ниже, чем в контрольных клетках (рис.  7,  а), 
что свидетельствует об участии виментиновых 
ПФ в его поддержании. Оказалось, что подобный 
эффект наблюдается и при подавлении экспрес-
сии десмина в клетках ВНК21(Vim−/−), несмотря 
на неполное его удаление. По-видимому, остаю-
щиеся агрегаты десмина не влияют на потенциал 
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Рис.  7. Снижение мембранного потенциала митохондрий в клетках ВНК21(Vim−/−)  (а) и в клетках 
ВНК21(Des−/−)  (б) в результате РНК-интерференции десмина или виментина соответственно. В качестве кон-
троля использовали клетки, трансфицированные плазмидой pG-SHIN2-scr. Данные представлены в виде сред-
них значений флуоресценции митохондрий в указанном числе клеток со стандартной ошибкой в процентах 
от среднего значения в нетрансфицированных клетках

митохондрий. Интересно, что снижение уровня 
потенциала митохондрий в двух линиях клеток 
при нокдауне виментина и десмина было одина-
ковым, порядка 20%. Таким образом, оба белка ПФ 
в клетках ВНК21 участвуют в поддержании мем-
бранного потенциала митохондрий независимо 
друг от друга.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Различные белки ПФ, обнаруженные в раз-
ных типах клеток, участвуют в определении 
подвижности, формы и во многих функциях ми-
тохондрий  [34,  35]. Однако пока мало изучены 
молекулярные основы взаимодействия белков ПФ 
с митохондриями. Анализ аминокислотной после-
довательности белков ПФ позволил предсказать в 
некоторых из них участки, способные играть роль 
сигналов митохондриальной локализации  [19, 
25,  26]. Таким образом, по крайней мере некото-
рые ПФ могут напрямую, без посредников связы-
ваться с митохондриями, как и показали наши 
опыты in  vitro с виментином и десмином  [25,  26]. 
В настоящей работе, используя клетки ВНК21, 
содержащие одновременно виментин и десмин, 
мы демонстрируем, что десмин может поддер-
живать высокий уровень митохондриального 
потенциала, как и виментин, для которого такая 
способность была показана ранее  [19]. На основе 
этих данных можно заключить, что митохондрии 
в мышечных клетках могут нормально функцио-
нировать как в присутствии десминовых ПФ, так 
и в условиях дополнительной экспрессии гена 

виментина. По-видимому, экспрессия гена вимен-
тина в мышечных клетках не связана с измене-
нием функций митохондрий, по крайней мере, не 
влияет на их потенциал.

Пока неясно, каким образом взаимодействие 
митохондрий с виментиновыми или десминовы-
ми ПФ приводит к увеличению их мембранного 
потенциала. Можно предположить, что, несмотря 
на относительно небольшое действие ПФ на уро-
вень потенциала, их влияние на свойства мито-
хондрий играет важную роль  [35]. Данные, полу-
ченные в этой работе, свидетельствуют о том, что 
оба белка или каждый из них по отдельности ока-
зывают на уровень потенциала одинаковое воз-
действие. Возможно, это указывает, что вимен-
тин и десмин действуют по одному механизму. 
В противном случае можно было бы ожидать их 
аддитивного эффекта. Как было сказано выше, оба 
белка имеют в своём составе участки, которые 
могут играть роль сигналов митохондриальной 
локализации [19,  25,  26], т.е. могут узнаваться ми-
тохондриальными комплексами, отвечающими за 
импорт белков. Могут ли эти комплексы участво-
вать в регуляции мембранного потенциала мито-
хондрий, покажут новые исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные позволяют предположить, что 
экспрессия виментина в мышечных клетках в 
процессе дифференцировки или при регенерации 
после повреждения способствует формированию 
нормальной сети десминовых ПФ. Частичная 
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агрегация десминовых ПФ при нокауте вимен-
тина может указывать на такую возможность. 
Но  это предположение необходимо проверить в 
ходе дополнительных исследований.
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VIMENTIN AND DESMIN INTERMEDIATE FILAMENTS MAINTAIN 
MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL
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Intermediate filaments (IF) are one of the three main components of the cytoskeleton in animal 
cells, characterized by the diverse range of proteins that represent them in different cell types. They 
provide mechanical strength to cells and help position the nucleus and various organelles within 
the cell. Desmin is an IF protein characteristic of muscle cells, while vimentin, which has a similar 
structure, is found in many mesenchymal cells. During myogenesis and the regeneration of damaged 
muscle tissue, both of these proteins can be expressed, forming a mixed IF network. Each protein is 
known to regulate mitochondrial function in the cells where it is present, including mitochondrial 
localization and the maintenance of mitochondrial membrane potential. However, the regulation of 
mitochondrial function in cells with mixed IFs remains unclear. To investigate how the simultaneous 
presence of these proteins affects mitochondrial membrane potential, we utilized BHK21 cells as 
a  model system, expressing both vimentin and desmin IFs. The expression of either protein individ-
ually or both proteins simultaneously was suppressed using gene knockout and/or RNA interference. 
It  was found that removal of either protein did not affect the mitochondrial membrane potential, 
which remained unchanged compared to when both proteins were present. Simultaneous removal 
of both proteins resulted in a 20% reduction in mitochondrial membrane potential, indicating that 
vimentin and desmin both play a critical role in its maintenance.
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