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Модель хронической свинцовой интоксикации была создана на беспородных
крысах с помощью внутрибрюшинных инъекций ацетата свинца 3 раза в неделю
в течение 5 недель. С помощью искусственной подвижной системы было показа-
но, что хроническая интоксикация свинцом вызывала изменения в актин-мио-
зиновом взаимодействии in vitro, в частности, падение максимальной скорости
скольжения нативных тонких филаментов по миозину, выделенному из миокар-
да левого желудочка сердца крыс. Не было найдено статистически значимых из-
менений кальциевой чувствительности и кооперативности кривой “pCa–ско-
рость”, характеристик фракции подвижных филаментов и изометрической силы.
С использованием электрофоретического разделения белков был найден сдвиг в
соотношении тяжелых цепей миозина в сторону увеличения содержания β-це-
пей с более низкой АТФ-азной активностью.
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Сердечно-сосудистые заболевания – основная причина смертности в мире [1], а
влияние тяжелых металлов способствует возникновению и обострению данных па-
тологий [2]. Воздействию тяжелых металлов, загрязняющих воздух производственных
помещений и окружающую атмосферу, подвергаются значительные человеческие суб-
популяции – работники промышленных предприятий и люди, проживающие в зоне
их техногенного влияния [2, 3]. Свинец является наиболее распространенным ксе-
нобиотиком в среде обитания человека. Он присутствует в воздухе, домашней пыли,
почве, воде, продуктах питания и других потребительских продуктах. Накопление
свинца в среде характеризуется устойчивостью, что создает условия для токсиче-
ского воздействия на население через много лет после прекращения промышлен-
ной эмиссии.

Свинец накапливается в организме человека и животных, в особенности в ко-
стях, из которых период его полувыведения составляет десятилетия. Было показа-
но, что нет безопасного уровня содержания свинца в крови, и его токсическое дей-
ствие присутствует на уровнях, намного меньших, чем предполагалось ранее [2, 4–8].

В литературе имеются данные о токсическом влиянии свинца на все системы
организма, включая сердечно-сосудистую [5, 9–17]. Известные опубликованные
данные о воздействии свинца на механическую активность миокарда малочислен-
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ны, не охватывают все ее аспекты и отчасти противоречивы. Исследования кар-
диотоксического действия свинца на уровне изолированных белков не проводи-
лись, несмотря на то, что есть предположения о влиянии тяжелых металлов непо-
средственно на белки, принимающие участие в сократительном акте.

В миокарде желудочков существуют три изоформы миозина – V1, V2 и V3 [18].
Известно, что аминокислотная последовательность изоформ V1 и V3 сердечного
миозина млекопитающих идентична на ≥93% [19]. Изоформы V1 (αα) и V3 (ββ) –
это гомодимеры, включающие две α- или β-ТЦМ соответственно, V2 (αβ) – гете-
родимер, включающий одну α- и одну β-тяжелую цепи [20].

В желудочках мелких млекопитающих, например, мышей и крыс α-ТЦМ является
преобладающей [21–23]. Однако в сердце может происходить изменение в экспрес-
сии генов изоформ тяжелых цепей миозина в ответ на тиреоидные гормоны щито-
видной железы, гемодинамическую нагрузку или различные патологические раздра-
жители, включая застойную сердечную недостаточность, при этом в миокарде грызу-
нов это происходит быстрее и в большей степени, нежели у человека [22].

Известно, что механические характеристики актомиозинового комплекса зави-
сят от изоформ сердечного миозина [20]. С использованием метода искусственной
подвижной системы было выявлено, что изоформа V1 передвигает актин в 2–3 раза
быстрее, чем изоформа V3 [23–25], так как V1 имеет более высокую скорость цик-
лирования поперечных мостиков [23]. Изометрическая сила, развиваемая головка-
ми изомиозинов V1 и V3 зависит от вида животного: у более крупных животных
(кроликов и свиней) сила, развиваемая головкой миозина V3 выше, чем у V1, а у
небольших млекопитающих (крысы и мыши) силы не отличаются [23, 24, 26].

Для исследования кардиотоксического влияния солей свинца мы изучали функ-
циональные характеристики и изоформный состав миозина, выделенного из левого
желудочка крыс. Методом искусственной подвижной системы определяли скорость
движения тонких филаментов по миозину, с помощью электрофоретического разде-
ления белков исследовали соотношение тяжелых цепей миозина в миокарде кон-
трольной группы и группы крыс с хронической свинцовой интоксикацией.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Модель интоксикации
Эксперимент проводили на аутбредных белых крысах-самцах в возрасте 4 меся-

ца и массой тела 300 г на начало эксперимента. Все крысы содержались в стандарт-
ных условиях, дышали нефильтрованным воздухом и были обеспечены стандарт-
ной сбалансированной пищей. Хроническую интоксикацию свинцом (группа
“Pb”) моделировали путем внутрибрюшинного введения раствора ацетата свинца
3 раза в неделю в течение 5 нед. (до 15 инъекций). Разовая доза составила 12.5 мг
свинца на 1 кг массы тела. Контрольная группа крыс (группа “С”) получала тот же
объем стерильной дистиллированной воды по аналогичной схеме [27, 28].

Эксперименты планировали и проводили в соответствии с принципами Базель-
ской декларации и были одобрены Этическим комитетом Института иммунологии
и физиологии Уральского отделения Российской академии наук.

Получение белков
Миозин выделяли из левого желудочка сердца крыс по стандартной методике [29].

Актин был получен из скелетных мышц кролика в соответствии со стандартной про-
цедурой [30], и после полимеризации путем добавления 2 мМ АТФ, 4 мМ MgCl2 и
100 мМ KCl был помечен TRITC-фаллоидином (Sigma-Aldrich Co. ООО). Сердеч-
ный тропонин выделяли из сердца свиньи, как описано ранее [31]. Рекомбинант-
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ный человеческий тропомиозин получали по методике [32]. Использование сокра-
тительных и регуляторных белков, выделенных у разных видов, в искусственной
подвижной системе является обычной практикой [26, 33]. Регулируемые тонкие
филаменты были сконструированы из актина, тропонина и тропомиозина путем
смешивания этих белков в следующих концентрациях: 400 нМ F-актина, меченного
родамином-фаллоидином, 100 нМ тропонина и 100 нМ тропомиозина при темпера-
туре 4°C в буфере, содержащем (в мМ) 25 KCl, 25 имидазола, 4 MgCl2, 1 EGTA и
10 DTT (pH 7.5). Нативные тонкие филаменты были экстрагированы из левого же-
лудочка крыс в соответствии с протоколом Spiess [34]. Белковый состав реконстру-
ированных и нативных тонких филаментов проверяли электрофорезом в полиа-
криламидном геле с додецилсульфатом натрия [35].

Искусственная подвижная система

Метод искусственной подвижной системы (in vitro motility assay) был использо-
ван для определения скорости движения нативных и реконструированных тонких
филаментов, состоящих из актина, тропонина и тропомиозина, по миозинам, экс-
трагированным из левого желудочка крыс групп “C” и “Pb” при различных кон-
центрациях кальция в растворе. Ионы кальция взаимодействуют с регулируемым
тонким филаментом в растворе в проточной камере. Кальций связывается с тропо-
нином С, приводя к конформационным изменениям в тонком филаменте, вслед-
ствие чего открываются сайты связывания миозина на глобулах актина. Мы можем
судить о механическом взаимодействии актина и миозина по характеристикам то-
го, как филаменты движутся и останавливаются. Изменение этих характеристик в
зависимости от концентрации кальция в растворе с регулируемыми тонкими фи-
ламентами позволяет изучить механизмы кальциевой регуляции актин-миозино-
вого взаимодействия [33]. Эксперименты в искусственной подвижной системе
проводили, как описано ранее [26]. Эксперименты проводили при 30°C. Флуорес-
центно меченные актиновые филаменты в экспериментальной проточной камере
визуализировали с помощью инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа
Axiovert 200 (Carl Zeiss), снабженного 100x/1.45 масляным альфа-объективом Plan-
Fluar. Движение тонких филаментов по поверхности, покрытой миозином, реги-
стрировали камерой EMCCD iXon-897BV (Andor Technology), а их скорость анали-
зировали с помощью программного обеспечения GMim-Pro [36]. Зависимость ско-
рости скольжения тонких филаментов от концентрации кальция анализировали с
помощью уравнения Хилла:

(1)

где V и Vmax – скорость и максимальная скорость при насыщающей концентрации
кальция, соответственно, pCa50 (показатель чувствительности к кальцию) – значе-
ние pCa, при котором достигается половина максимальной скорости, а h – коэф-
фициент кооперативности Хилла.

Определение относительной изометрической силы,
развиваемой миозином в искусственной подвижной системе

Для определения изометрической силы в искусственной подвижной системе мы
использовали “протокол смеси”, при котором исследуемый миозин смешивали с
нециклирующим NEM-модифицированным миозином [37]. Нециклирующий
NEM-модифицированный миозин, присоединяясь к актину, препятствует движе-
нию тонких филаментов и служит в качестве нагрузки. Доля NEM-модифициро-

( )( )−−= + 50
1Ca Ca

max  1 10 ,h p pV V
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ванного миозина, необходимая для остановки движения филаментов, является ме-
рой относительной силы, которую может развить исследуемый миозин.

Электрофорез
Изоформы тяжелых цепей миозина миокарда левого желудочка крыс определяли с

помощью электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия
[38]. После завершения электрофореза гель окрашивали кумасси бриллиантовым
синим R250, далее отмывали гель от краски и сканировали денситометром
(BioRad, США) для определения процентного соотношения α-и β-тяжелых цепей
миозина.

Статистический анализ
Статистическая значимость межгрупповых различий между средними значениями

всех полученных показателей оценивали с помощью непараметрического U-кри-
терия Манна–Уитни, при этом различия считали статистически значимыми на
уровне p < 0.05. Все значения выражены как среднее значение ± стандартное от-
клонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Под влиянием хронической свинцовой интоксикации максимальная скорость
скольжения нативных тонких филаментов по миозину левого желудочка падала по
сравнению с контрольной группой с 4.07 ± 0.13 до 3.27 ± 0.12 мкм/с (табл. 1), то
есть на 20% (рис. 1). Кальциевая чувствительность и коэффициент кооперативно-
сти Хилла не имели значимых отличий между группами “C” и “Pb”.

Характеристики зависимости фракции подвижных филаментов от концентра-
ции кальция (максимальное значение фракции, pCa50 и коэффициент кооператив-
ности Хилла) значимо не отличались (рис. 1).

Интоксикация свинцом снижает максимальную скорость скольжения нативных
тонких филаментов по миозину, но не влияет на кальциевую чувствительность и
коэффициент кооперативности Хилла. Кривая зависимости фракции подвижных
филаментов от концентрации кальция не имеет значимых отличий по всем показа-
телям, но имеется явная тенденция к снижению фракции при воздействии свинца.

Под влиянием хронической интоксикации свинцом происходил значительный
сдвиг в соотношении тяжелых цепей миозина (ТЦМ) в сторону увеличения содер-
жания β-цепей с более низкой АТФ-азной активностью (55 ± 10% α-ТЦМ и 45 ± 10%
β-ТЦМ в группе “Pb” и 86 ± 4% α-ТЦМ и 14 ± 4% β-ТЦМ в группе “C).

Для остановки движения реконструированных тонких филаментов по миозину ле-
вого желудочка в группах “C” и “Pb” необходимы были 34 ± 4% и 42 ± 6% NEM-моди-

Таблица 1. Характеристики взаимосвязи “pCa–скорость” в левом желудочке крыс групп “C”
и “Pb"*

* Vmax – максимальная скорость движения нативных тонких филаментов по миозину левого желудочка,
pCa50 – кальциевая чувствительность, h – коэффициент кооперативности Хилла. Данные представлены
как среднее значение ± стандартное отклонение. Верхним индексом * обозначены значения, отличные
от контрольных (p < 0.05 по U-критерию Манна–Уитни).

Vmax, мкм/с pCa50 h

C 4.07 ± 0.13 6.63 ± 0.02 2.3 ± 0.3

Pb 3.27 ± 0.12* 6.58 ± 0.03 2.2 ± 0.3
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фицированного миозина соответственно. Данное различие было статистически
незначимым (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследования влияния хронической свинцовой интоксикации на изолирован-
ные многоклеточные препараты левого желудочка показали, что величина изомет-
рической силы папиллярных мышц не менялась при изменении параметров каль-
циевого цикла в кардиомиоцитах [39, 40].

Ранее нами были исследованы характеристики актин-миозинового взаимодействия
и сокращения многоклеточных препаратов – трабекул и папиллярных мышц – пра-
вого желудочка при воздействии ионов свинца. Было показано, что максимальная
скорость скольжения реконструированных тонких филаментов по миозину правого
желудочка снижалась под влиянием интоксикации свинцом [27] и происходил
сдвиг соотношения изоформ тяжелых цепей миозина в сторону более медленных
β-цепей [28]. На многоклеточных препаратах правого желудочка тех же самых
крыс, которые были использованы в нашем исследовании, был обнаружен рост

Рис. 1. Зависимость скорости движения нативных тонких филаменов (a) и фракции подвижных фила-
ментов (b) по миозину левого желудочка сердца крыс групп “С” и “Pb” от концентрации кальция в
растворе.
pCa – отрицательный десятичный логарифм концентрации кальция. Линия регрессии (Fit Curve) соот-
ветствует уравнению Хилла. Скорость представлена как среднее значение ± стандартное отклонение
для четырех экспериментов.
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Рис. 2. Репрезентативный пример электрофореграммы, показывающий соотношения α- и β-тяжелых
цепей миозина (ТЦМ) в левом желудочке крыс групп “C” (слева) и “Pb” (справа). Группа “C” (слева) –
86 ± 4% α-ТЦМ и 14 ± 4% β-ТЦМ. Группа “Pb” (справа) – 55 ± 10% α-ТЦМ и 45 ± 10% β-ТЦМ.

�-MHC
�-MHC



859ВЛИЯНИЕ ХРОНИЧЕСКОЙ СВИНЦОВОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

площади поперечного сечения трабекул и папиллярных мышц, уменьшение пас-
сивного (диастолического) механического напряжения, падение максимальной
скорости развития силы изометрических сокращений и скорости изотонического
укорочения папиллярных мышц [27].

В наших экспериментах с использованием нативных тонких филаментов и мио-
зина из левого желудочка наблюдалась сходная тенденция – максимальная ско-
рость актин-миозинового взаимодействия под влиянием хронической интоксика-
ции падала на 20% по сравнению с контрольной группой, что объяснялось сдвигом
в соотношении α- и β-ТЦМ: происходило увеличение на 31% содержания β-цепей
с более низкой АТФ-азной активностью и более низкой скоростью циклирования
поперечных мостиков на актине. Такое изменение может быть адаптивным энер-
госберегающим молекулярным механизмом при патологиях сердца [25, 41]. Харак-
теристики фракции подвижных филаментов значимо не отличались, однако име-
лась тенденция к снижению этого показателя при интоксикации свинцом.

Различия для групп “C” и “Pb” в количестве NEM-модифицированного миози-
на, необходимого для полной остановки движения тонких реконструированных
филаментов были статистически незначимыми, что можно объяснить отсутствием
различий в развиваемой силе для изоформ миозина у небольших млекопитающих
(крысы и мыши) [23, 24, 26], хотя имелась небольшая тенденция к повышению
изометрической силы у миозина левого желудочка группы “Pb”, возможно этот
эффект стоит исследовать более глубоко.

Таким образом, при исследовании функциональных характеристик и изоформ-
ного состава миозина левого желудочка крыс при хронической интоксикации
свинцом мы выявили снижение скорости актин-миозинового взаимодействия и
сдвиг в соотношении тяжелых цепей миозина в сторону β-ТЦМ. Эти результаты
вместе с вышеперечисленными изменениями в сократительных характеристиках
многоклеточных препаратов правого желудочка тех же самых крыс [27, 28] могут
быть следствием развития гипертрофии миокарда, вызванной перегрузкой давле-

Рис. 3. Зависимость скорости скольжения реконструированных тонких филаментов по миозину левого
желудочка сердца крыс групп “С” и “Pb” от концентрации NEM-модифицированного миозина.
Скорость представлена как среднее значение ± стандартное отклонение для четырех экспериментов.
Различия в значениях количества необходимого NEM-модифицированного миозина для остановки
движения в группах “C” (34 ± 4%) и “Pb” (42 ± 6%) были статистически незначимыми.
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нием [28, 42, 43]. Предположение о возможной гипертрофии миокарда под влия-
нием свинцовой интоксикации косвенно подтверждает увеличение относительной
массы сердца этих крыс в расчете на 100 г массы тела и амплитуды комплекса QRS
на электрокардиограмме [28], а также повышение давления и увеличение толщины
кардиомиоцитов левого желудочка крыс при интоксикации более низкими дозами
свинца [44]. Таким образом, при профессиональной и экологически обусловлен-
ной свинцовой нагрузке на организм возникает повышенный риск сердечно-сосу-
дистой патологии, который может быть связан, в том числе с нарушениями сокра-
тительной активности сердечной мышцы на молекулярном уровне.
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Influence of Chronic Lead Intoxication on Functional Characteristics
and Isoform Composition of Left Ventricular Myosin in Rats

O. P. Gerzena, *, S. R. Nabieva, and L. V. Nikitinaa

aInstitute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
Yekaterinburg, Russia

*e-mail: o.p.gerzen@gmail.com

The chronic lead intoxication was induced by the administration of intraperitoneal in-
jections of lead acetate to outbred rats 3 times a week for 5 weeks. Using an in vitro motil-
ity assay, it was shown that lead intoxication causes changes in actin-myosin interaction
in vitro, in particular, a decrease in the maximum sliding velocity of native thin filaments
along myosin isolated from the myocardium of the left ventricle of the rat heart. No sta-
tistically significant changes were found in the calcium sensitivity and cooperativity of
the “pCa-velocity” curve, the characteristics of the fraction of motile filaments and iso-
metric force. Using electrophoretic separation of proteins, a shift in the ratio of myosin
heavy chains towards β-chains with slower ATPase activity was found.

Keywords: actin-myosin interaction, cardiotoxicity, lead, in vitro motility assay
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