
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2018, № 4 59

УДК 612.112.94:613.165.6.

ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ КЛЮЧЕВЫХ 
ФЕРМЕНТОВ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ 

В УФ-МОДИФИЦИРОВАННЫХ ЛИМФОЦИТАХ 
ДОНОРСКОЙ КРОВИ

О. В. Башарина1, О. В. Земченкова2, В. Г. Артюхов1, М. Г. Помясова1

1Воронежский государственный университет
2Воронежский государственный медицинский университет имени Н.Н. Бурденко

Поступила в редакцию 05.09.2018 г.

Аннотация. Способность лимфоцитов к изменению активности ферментов разных этапов ме-
таболизма отражает адаптационные возможности клеток и свидетельствует об их функциональной 
активности. Нами показано, что под действием УФ-облучения происходят значительные изменения 
энергетического метаболизма лимфоцитов. Обнаружено, что в ходе суточной инкубации лимфоци-
тов активность ключевого фермента гликолиза – гексокиназы – повышается, причем это увеличение 
более выражено в УФ-облученных (240 – 390 нм) лимфоцитах; данное повышение активности фер-
мента не связано с его синтезом de novo. В фотомодифицированных лимфоцитах выявлена также ак-
тивация одного из ключевых ферментов пентозофосфатного пути – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(Г6ФД). Возрастание активности Г6ФД при действии интегрального потока УФ-света обусловлено 
действием длинноволнового УФ-света (λmax = 365 нм) на лимфоциты; в данном процессе основную 
роль играет синтез исследуемого фермента de novo.

В фотомодифицированных лимфоцитах в сравнении с необлученными наблюдается преоблада-
ние аэробного пути окисления глюкозы, что согласуется с выявленным нами эффектом повышения 
активности гексокиназы в лимфоцитах после их УФ-облучения. Способность клеток к изменению 
активности ферментов дихотомического и пентозофосфатного путей окисления глюкозы отражает 
адаптационные возможности клеток и свидетельствует о наличии сложных механизмов регуляции 
их функциональной активности. На основании проведенных экспериментов и с использованием на-
ших более ранних результатов, представленных в ряде статей, а также учитывая данные литературы, 
мы разработали схему процессов, протекающих в лимфоцитах в ходе их фотомодификации и по-
следующей инкубации.

После УФ-облучения суспензии лимфоцитов возможны разные пути реакции клеток на внешнее 
воздействие: гибель лимфоцитов путем апоптоза или некроза или же сохранение (и даже возрас-
тание) функциональной активности клеток. Реализация того или иного пути зависит, по-видимому, 
от степени развития в ней окислительного стресса, и следовательно, от исходного состояния клетки. 

Таким образом, полученные нами результаты важно учитывать при прогнозировании терапев-
тических эффектов аутотрансфузии УФ-облученной крови в клинике в ходе лечения заболеваний 
различной этиологии и степени тяжести.
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При лечении ряда заболеваний воспалитель-
ного генеза современная медицина использует 
различные методы светолечения, особенно широ-
кое распространение получил метод АУФОК. Это 
обусловлено активацией пролифирации клеток, 
иммуномодулирующим действием излучения, 

улучшением микроциркуляции и нормализацией 
метаболических процессов в клетках крови [1, 2]. 
Проблема выяснения физико-химических меха-
низмов лечебного эффекта фотомодифицирован-
ной крови является актуальной и в настоящее вре-
мя. Так, например, недостаточно изучено влияние 
УФ-облучения на энергетический обмен клеток, в 
частности, лимфоцитов. Именно обеспеченность 
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или недостаток энергии определяют дальнейшую 
цепь регуляторных, метаболических и структур-
ных изменений в организме [3, 4].

В экспериментах, проведенных нами ранее, 
показано, что в УФ-модифицированных лимфо-
цитах изменяются процессы синтеза АТФ, акти-
вируется синтез ряда ферментов и клеточных ре-
цепторов [5-12]. 

В связи с вышеизложенным возникает не-
обходимость проведения исследований, направ-
ленных на изучение молекулярно-клеточных 
механизмов, лежащих в основе изменений мета-
болизма лимфоцитов, УФ-облученных в терапев-
тическом диапазоне доз. В данной статье рассма-
тривается действие УФ-света на функциональные 
свойства ключевых ферментов метаболизма глю-
козы: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФД) и 
гексокиназы (ГК). Гликолиз и пентозофосфатный 
путь (ПФП) тесно связаны: глюкозо-6-фосфат, об-
разующийся в первой реакции гликолиза гексоки-
назой (один из ключевых ферментов гликолиза), 
может затем вступать как в реакции окисления до 
пирувата в процессе гликолиза, так и подвергать-
ся окислению Г6ФД в реакции пентозофосфатно-
го пути. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования явились лимфоциты кро-

ви доноров, которые получали путем центрифугиро-
вания гепаринизированной крови в градиенте плот-
ности фиколл-урографина. УФ-облучение суспензии 
клеток (1 мл, 1·106 клеток/мл) через светофильтр 
УФС-1 (240-390 нм) проводили в термостатируемой 
(20 ± 1 оС) кювете светом лампы типа ДРТ-400. Ин-
тенсивность излучения – 151 Дж/(м2·мин). Облуче-
ние суспензии клеток УФ-светом в узком диапа-
зоне длин волн при λmax = 254 нм и λmax = 365 нм 
проводили с помощью облучателя Bio-Link-BLX 
(Vilber Lourmat) в дозах 300 и 450 Дж/м2. Контроль 
дозы облучения осуществляли с помощью встро-
енного дозиметра облучателя. 

Лимфоциты инкубировали в течение 24 часов 
в питательной среде RPMI-1640 в присутствии 
гентамицина при температуре 37 оС в термостате 
в среде, насыщенной CO2 (5 %). К опытным про-
бам в различных сериях экспериментов добавля-
ли: циклогексимид (10-3 моль/л) и/или аутологич-
ную плазму (18 % от общего объема). 

Для определения активности ферментов клет-
ки лизировали путем гипоосмотического шока. 
Активность гексокиназы определяли энзимати-
ческим методом, в качестве сопрягающего фер-

мента добавляли Г6ФД и НАДФ. Об активности 
Г6ФД судили по скорости восстановления НАДФ 
– по увеличению оптической плотности при 340 
нм, измерения проводили на спектрофотометре 
Shimadzu UV-2401 PC [13]. 

Статистическую обработку результатов ис-
следований осуществляли  с помощью пакета 
программ “Excel”. Отличия в контрольных и 
опытных сериях экспериментов анализировали с 
помощью метода попарных сравнений, используя 
t-критерий Стьюдента. Отличия считали досто-
верными при уровне значимости р ≤ 0,05. Полу-
ченные результаты представляли как среднее зна-
чение показателя ± доверительный интервал.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами была исследована активность гексоки-

назы лимфоцитов в питательной среде с плазмой 
крови и без нее (рис. 1). Показано, что в ходе су-
точной инкубации лимфоцитов активность гексо-
киназы повышается, причем это повышение бо-
лее выражено в УФ-облученных лимфоцитах.

Для выяснения возможных механизмов повы-
шения активности Г6ФД мы использовали цикло-
гексимид – блокатор белкового синтеза. Уровень 
активности гексокиназы в лимфоцитах, инкуби-
рованных в отсутствие и в присутствии циклогек-
симида, статистически значимо не отличается.  

Активность Г6ФД лимфоцитов непосредствен-
но после облучения (240 – 390 нм, 755 Дж/м2) до-
стоверно не изменяется, в ходе инкубации клеток 
отмечено повышение активности данного фер-

Рис. 1. Влияние УФ-света (240 – 390 нм) на 
активность гексокиназы в ходе инкубации лимфо-
цитов. Обозначения: А – нативные клетки, В – об-
лученные клетки (755 Дж/м2); 1 – клетки без инку-
бации, 2 и 3 – клетки, инкубированные в течение 
24 часов без плазмы и в присутствии плазмы со-
ответственно, 4 – лимфоциты, инкубированные в 
присутствии циклогексимида (10-3 моль/л)
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мента (рис. 2). При инкубации и нативных, и об-
лученных лимфоцитов в присутствии ЦГ актив-
ность Г6ФД снижается до одинакового уровня.

В ходе экспериментов с использованием УФ-

света узкого диапазона длин волн было показано, 
что непосредственно после облучения УФ-светом 
с λmax = 254 нм в дозах 300 и 450 Дж/м2 активность 
фермента повышается, но в ходе суточной инкуба-
ции в облученных клетках происходит снижение 
активности Г6ФД (рис. 3). Воздействие УФ-света с 
λmax=365 нм в тех же дозах приводит к резкому по-
вышению данного параметра как непосредственно 
после облучения, так и через сутки после него.

Нами ранее было показано [5], что в облучен-
ных клетках, инкубируемых в отсутствие плазмы, 
наблюдается резкое увеличение активности ми-
тохондриальных ферментов: сукцинатдегидроге-
назы и цитохром с оксидазы, обусловленное их 
синтезом de novo. Таким образом, в фотомодифи-
цированных лимфоцитах (в сравнении с необлу-
ченными), наблюдается преобладание аэробного 
пути окисления глюкозы. Это согласуется с выяв-
ленным нами фактом возрастания активности гек-
сокиназы  в лимфоцитах после их УФ-облучения 
(рис. 1). Использование циклогексимида в ходе 
инкубации УФ-облученных клеток показало, что 
данное повышение активности фермента не свя-
зано с его синтезом de novo.

В то же время в лимфоцитах, инкубированных 
в присутствии аутологичной плазмы, значения 
активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ), сукци-

Рис. 2. Влияние УФ-облучения в дозе 755 Дж/м2 

на активность Г6ФД в ходе инкубации лимфоцитов. 
Обозначения: А – нативные клетки, В – облученные 
клетки (755 Дж/м2); 1 – клетки без инкубации, 2 и 
3 – клетки, инкубированные в течение 24 часов без 
плазмы и в присутствии плазмы соответственно, 4 – 
лимфоциты, инкубированные в присутствии цикло-
гексимида (10-3 моль/л)

натдегидрогеназы (СДГ) и цитохром с оксидазы 
(ЦО) приближаются к исходному уровню в натив-
ных клетках [11]. Таким образом, использование 
плазмы крови при инкубации как нативных, так 
и фотомодифицированных лимфоцитов позволяет 
снизить интенсивность ПОЛ, сохранить интакт-
ность митохондриальной мембраны, что приво-
дит к защите клеток от развития окислительного 
стресса. В результате активность ферментов дихо-
томического пути окисления глюкозы достоверно 
не отличается от показателей, характерных для 
нативных клеток непосредственно после их вы-
деления. Это позволяет клеткам (в присутствии 
плазмы) не только сохранить исходный уровень 
АТФ, но и снизить потребление глюкозы в энер-
гетических целях, тем самым способствуя ее уча-
стию в синтетических процессах. Данное пред-
положение подтверждается зарегистрированным 
нами повышением активности окислительного 
этапа пентозофосфатного пути (наблюдается ак-
тивация глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы) (рис. 
2 и 3). Г6ФД – ключевой и скорость-лимитиру-
ющий фермент пентозофосфатного пути окисле-
ния глюкозы. Роль этого фермента в метаболизме 
клеток очень важна, поскольку в ходе реакций, 
катализируемых Г6ФД, происходит образование 
НАДФН, необходимого для поддержания функ-
циональной активности и целостности клетки 
[14]. Восстановленный НАДФ необходим для ро-
ста, дифференцировки и запрограммированной 
гибели клеток, для нормального функционирова-
ния антиоксидантной системы (её глутатионового 
звена) [15]. Активация ПФП более выражена при 
инкубации УФ-облученных лимфоцитов в присут-
ствии аутологичной плазмы крови, следователь-
но, данный процесс индуцируется как УФ-светом, 
так и физиологически активными компонентами 
плазмы крови. Результаты экспериментов с при-
менением циклогексимида указывают на то, что в 
повышении активности фермента основную роль 
играет синтез данного белка de novo, об этом же 
свидетельствует и отсутствие активации Г6ФД в 
облученных эритроцитах. 

При исследовании влияния УФ-света разных 
длин волн на активность Г6ФД выявлено, что у 
данного фермента непосредственно после об-
лучения лимфоцитов она повышается. Но после 
суточной инкубации в клетках, облученных при 
λmax = 254 нм, происходит понижение, а при воз-
действии облучения с λmax = 365 нм – повышение 
активности Г6ФД (см. рис. 3). Это означает, что 
активация Г6ФД при действии интегрального по-
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тока УФ-света (240 – 390 нм) обусловлена дей-
ствием именно длинноволнового УФ-света на 
лимфоциты. 

В нативных клетках после суточной инкуба-

Рис. 3. Изменение активности Г6ФД лимфоци-
тов под действием УФ-света (254 и 365 нм). Обо-
значения: А – клетки без инкубации, В – клетки 
после суточной инкубации; 1 – нативные клетки, 
2 и 3 –воздействие УФ-света с λ=254 нм, 4 и 5 – с 
λ=365 нм в дозах 300 (2 и 4) и 450 (3 и 5) Дж/м2

жению активности антиоксидантной системы (за 
счет уменьшения количества восстановленного 
глутатиона). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Итак, на основании полученных данных и с 

использованием наших результатов, представлен-
ных в ряде статей [5-12], нами предложена схема 
процессов, протекающих в лимфоцитах в ходе 
их фотомодификации и последующей инкубации 
(рис. 4). После УФ-облучения суспензии лимфо-
цитов возможны три пути ответной реакции кле-
ток на внешнее воздействие: гибель клеток путем 
апоптоза или некроза или же сохранение (и даже 
возрастание) функциональной активности имму-
ноцитов. Реализация того или иного пути зави-
сит, очевидно, от исходного состояния клетки, от 
степени развития в ней окислительного стресса 
[16, 17]. Антиоксиданты, содержащиеся в плазме 
крови, защищают лимфоциты от окислительного 
стресса, а ростовые факторы предотвращают раз-
витие апоптоза по р53-зависимому пути [18-20]. 

Таким образом, регистрируемые нами эффек-
ты вносят существенный вклад в модификацию 
функциональной активности иммунокомпетент-
ных клеток и, соответственно, в реализацию им-

Рис. 4. Схема процессов, протекающих в лимфоцитах в ходе их УФ-облучения

ции происходит выраженное понижение активно-
сти Г6ФД, это должно приводить к уменьшению 
концентрации НАДФН и, следовательно, к пони-
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мунного ответа на воздействие УФ-света. Это 
необходимо учитывать при прогнозировании эф-
фектов АУФОК-терапии в клинике при лечении 
заболеваний различной этиологии.
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FEATURES OF FUNCTIONING OF KEY ENZYMES
OF METABOLIC PATHWAYS IN UV-MODIFIED 
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ABSTRACT. The ability of lymphocytes to change the activity of enzymes on different stages 
of metabolism reflects the adaptive capacity of cells and indicates their functional activity. We have 
shown that under the influence of UV irradiation there are significant changes in the energy metabolism 
of lymphocytes. It was found that during the daily incubation of lymphocytes, the activity of the key 
enzyme glycolysis – hexokinase – increases, and this increase is more pronounced in UV-irradiated (240 
– 390 nm) lymphocytes; this increase in enzyme activity is not associated with its de novo synthesis. In 
photomodification lymphocytes is also detected activation of one of key enzymes pentozofosfatnogo road 
– glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD). The increase in the activity of G6PD under the action of 
the integral flow of UV light is due to the action of long-wave UV light (λmax = 365 nm) on lymphocytes; in 
this process, the main role is played by the synthesis of the enzyme de novo.

In photomodified lymphocytes compared with unirradiated is observed predominance of aerobic 
pathway of glucose oxidation. This process is consistent with the effect of increase of hexokinase activity 
in lymphocytes after UV irradiation which we have identified to. The ability of cells to change activity 
of enzymes dichotomous and pentose phosphate pathways of glucose oxidation reflects the adaptive 
capabilities of cells and indicates the presence of complex mechanisms of regulation of their functional 
activity. We have developed a scheme of processes occurring in lymphocytes during their photomodification 
and subsequent incubation on the based of experiments and our earlier results presented in a number of 
articles, as well as taking into account the literature data.

After UV-irradiation of lymphocyte suspension, different ways of cell response to external effects are 
possible: death of lymphocytes by apoptosis or necrosis or preservation (and even increase) of functional 
activity of cells. The realization of this or that pathway depends, apparently, on the degree of oxidative 
stress development in it, and therefore, on the initial state of the cell.

Thus, the results obtained by us are important to take into account when predicting the therapeutic 
effects of autotransfusion of UV-irradiated blood in the clinic during the treatment of diseases of different 
etiology and severity.

Keywords: hexokinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, lymphocytes, UV light.
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