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Abstract. The object of the study was the thymocytes of rats. The physicochemical state of the p lasmatic 

membranes was investigated by using the fluorescent probe pyren with the presence of different concetrations of 

dexamethasone. The measurement of cytoplasmic [Ca
2+

]i  in thymocytes  was carried out by using the fluorescent 

probe Fura-2/АМ, of compartment calcium was carried out by using the fluorescent probe CTC in the same con-

ditions. 

It was found that the influence dexamethasone could lead to the modification of the physicochemical state 

of the plasmatic membranes. The increasing of the contents of intracellular Ca
2+

 concentration in thymocytes of 

rats took place. This increasing depended on time of the influence of dexamethasone.  

 

Изучение молекулярного механизма действия глюкокортикоидных гормонов являет-

ся актуальным, так как они широко используются в медицине для лечения ряда заболева-

ний. Однако их применение в отдельных случаях приводит к нежелательным побочным 

эффектам. В то же время синтез модифицированных узкоспециализированных препаратов 

требует знания того, какие участки стероидной молекулы и каким образом обуславливают 

гормональную функцию стероидных соединений. 

С другой стороны, в случае нарушения компенсаторно-восстановительных и адапта-

ционных систем организма при воздействие неблагоприятных факторов внешней среды 

происходит гибель иммунокомпетентных клеток. Одной из возможных причин клеточной 

гибели является действие глюкокортикоидов при развитии стрессовой реакции. Это объ-

ясняется способностью ГК, с одной стороны, непосредственно влиять на функции имму-

нокомпетентных клеток, а, с другой - сложностью и множественностью механизмов дей-

ствия кортикостероидных гормонов [1]. Однако механизм запуска и реализация глюко-

кортикоид-индуцированного апоптоза остается во многом неясен. Предполагается, что 

молекулярные аспекты глюкортикоид-зависимого апоптоза клеток иммунной системы 

тесно связаны с изменением гомеостаза внутриклеточного цитоплазматического кальция. 

При этом действие глюкокортикоидов на клетки-мишени связывают со взаимодействием 

гормонов со специфическими мембранными и внутриклеточными рецепторами с после-

дующей передачей сигнала в ядро клетки, где происходит активация экспрессии некото-

рых генов, в том числе и участвующих в регуляции кальциевого гомеостаза [2].  

В связи с вышеуказанным, целью данной работы явилось изучение влияния синтети-

ческого аналога глюкокортикоидных гормонов дексаметазона на гомеостаз ионов кальция 

в тимоцитах крыс. 

Материалы и методы. Эксперименты проводились на тимоцитах крыс. Тимоциты 

выделяли как описано в работе [3]. Для изучения влияния глюкокортикоидных гормонов 

на тимоциты был выбран синтетический аналог дексаметазон. Дексаметазон в концентра-

ции 1 мкмоль/л добавляли к суспензии тимоцитов (10
6
 клеток/мл), находящихся в фос-

фатном буфере (рН 7,4) и инкубировали течение 60-120 минут (37
о
С). 

Концентрацию ионов кальция в цитоплазме [Ca
2+

]i тимоцитов определяли с помо-

щью флуоресцентного зонда Fura-2/AM (Sigma, США) [4].Содержание ионов мембрано-

связанного кальция, депонированного в митохондриях и ЭПР, оценивали по флуоресцен-

ции зонда хлортетрациклина (ХТЦ) (Sigma, США)  [5]. С помощью флуоресцентного зон-

да пирен (Fluka, США) проводили анализ физико-химических характеристик плазматиче-

ских мембран тимоцитов. Внедрение зонда осуществляли как описано в работе [6]. Спек-

тры флуоресценции регистрировали на спектрофлуориметре SFL-1211 (Solar, Беларусь). 

Би
бл
ио
те
ка

 БГ
УИ
Р

mailto:puhteeva@mail.ru


МЕДЭЛЕКТРОНИКА–2014 .  СРЕДСТВА МЕДИЦИНСКОЙ ЭЛЕКТРОНИКИ И НОВЫЕ МЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ
 

85 
 

Статистическая обработка результатов проводилась с применением пакета статисти-

ческих программ Microsoft Excel 2003. Результаты экспериментов выражали в виде сред-

него значения и стандартной ошибки средней, а достоверность различий в группах оцени-

вали по t-критерию Стьюдента. При этом различия считали достоверными при р ≤ 0,05 [7]. 

Результаты и обсуждение. Согласно современным представлениям, ионы кальция 

могут рассматриваться в качестве одного из универсальных посредников во множестве 

биохимических процессов [8]. В работе с помощью флуоресцентного зонда Fura-2/AM об-

наружено, что прединкубация в течение 1 часа суспензии тимоцитов с дексаметазоном 

(1мкмоль/л) приводила к увеличению концентрации ионов кальция в цитоплазме клеток 

приблизительно в 2 раза. Сходная зависимость отмечалась и в случае увеличения времени 

взаимодействия суспензии исследуемых клеток с дексаметазоном до 120 минут – повы-

шение концентрации свободного ионизированного кальция 2,4 раза.  

Можно предположить, что молекулярные механизмы, обеспечивающие изменение 

гомеостаза внутриклеточного кальция, в присутствии глюкокортикоидов в  определенной 

степени  связаны с активацией некоторых генов, в частности, генов, кодирующих рецеп-

торы IP3 (инозитолтрифосфата), которые в свою очередь способны регулировать состоя-

ние IP3-зависимых кальциевых каналов. Вышеуказанные события, вероятно, и способ-

ствуют увеличению содержания ионов кальция в цитоплазме клеток иммунной системы 

под действием глюкокортикоидных гормонов.  

Для оценки влияния дексаметазона на распределение ионов кальция во внутрикле-

точных кальциевых депо тимоцитов был выбран кальций-хелатирующий флуоресцентный 

зонд ХТЦ, образующий флуоресцирующий комплекс Са-ХТЦ-мембрана.  При этом было 

показано, что прединкубация  тимоцитов  с дексаметазоном в течение 60 минут приводит 

к уменьшению интенсивности флуоресценции ХТЦ почти на 35%, а в течение 120 минут – 

к уменьшению количества мембраносвязанного кальция почти в 2 раза. Это, по-видимому, 

обусловлено активацией фосфолипазы С через рецепторы плазмалеммы, накоплением 

инозитолтрифосфата и последующим выходом кальция из его внутриклеточных депо. 

В настоящее время ионы Са
2+ 
относят к основным регуляторам клеточного метабо-

лизма и одновременно предполагают, что при летальных повреждениях клеток ионы Са
2+

 

могут выступать в роли цитотоксического агента через механизм несбалансированного 

внутриклеточного накопления Са
2+

 [9]. Критериями нарушения внутриклеточного гомео-

стаза кальция являются модификация мембранной проницаемости для Са
2+
, изменение 

концентраций Са
2+

 в цитоплазме и избыточное накопление Са
2+

  во внутриклеточных пу-

лах секвестрирования данного иона (митохондриях, эндоплазматическом ретикулуме) и 

т.д. При этом повышение внутриклеточной концентрации кальция в цитоплазме, видимо, 

является только пусковым механизмом Са
2+

-опосредуемой гибели клеток, т.к. рост кон-

центрации кальция в цитоплазме может быть связан с высвобождением Са
2+

 из внутри-

клеточных пулов. Избыточное накопление Са
2+

 в клетках в результате несбалансирован-

ного поступления его через плазматическую мембрану рассматривается в ряде работ  в 

качестве основной  причины Са
2+

-опосредуемой гибели клеток Можно предположить, что 

изменение содержания мембраносвязанного кальция, вызванное на начальном этапе дей-

ствия дексаметазона, в наших экспериментах обусловлено увеличением входа кальция в 

клетку за счет  модификации  структурно-функционального состояния мембран тимоци-

тов, а также перераспределением ионов кальция между внутриклеточными компартмен-

тами [8,9]. 

При исследовании физико-химического состояния плазматических мембран тимоци-

тов с помощью флуоресцентного зонда пирена установлено, что синтетический аналог 

глюкокортикоидных гормонов дексаметазон в концентрации 1 мкмоль/л через  

60 минут инкубации в суспензии клеток вызывал изменение всех исследуемых показате-

лей мембран тимоцитов крыс. Так, показатель полярности аннулярных липидов увеличил-
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ся примерно на 20% по отношению к контролю. Показатели микровязкости аннулярного 

липида и липидной фазы увеличились по сравнению с контролем в 1, 7  и  

1,5 раза соответственно. Степень тушения белковой флуоресценции в тимоцитах после 60 

минут инкубации с дексаметазоном увеличивалась более чем на 30% по отношению к 

контролю. При увеличении времени инкубации тимоцитов с дексаметазоном до 120 минут 

наблюдалась аналогичная тенденция: повышение показателей полярности аннулярного 

липида и липидной фазы мембран на 22% и 30% соответственно. Исключение в этом слу-

чае составляет значение микровязкости аннулярного липида – отмечено его увеличение на 

18% по отношению к контролю. Степень тушения белковой флуоресценции при этом бы-

ла выше контрольных значений на 40%. 

Таким образом, синтетический аналог глюкокортикоидных гормонов дексаметазон 

вызывает модификацию гомеостаза ионов внутриклеточного цитоплазматического каль-

ция. Это может быть обусловлено изменением структурно-функционального состояния 

плазматических мембран клеток в результате взаимодействия гормона с мембранными 

компонентами. При этом отмечается перераспределение данного катиона между внутри-

клеточными компартментами и цитоплазмой клеток иммунной системы.  
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