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В плазматических мембранах клеток ряда тка­
ней человека и животных обнаружены участки 
специфического связывания транскортина (корти- 
костероидсвязывающего глобулина, КСГ) [1, 13, 
16]. Получены доказательства присутствия этого 
гликопротеина в клетках различных тканей чело­
века и животных с помощью иммунохимических 
[20, 21, 24, 26] и биохимических [4, 8, 10, 12, 18] 
методов. Показано поглощение КСГ маткой, 
почками, гипофизом и жировой тканью крыс 
[14], а также маткой хомяка [23]. Проведены 
эксперименты, свидетельствующие о накоплении 
КСГ клетками МСГ-7 (клеточная линия рака мо­
лочной железы человека) [19] и ГАО (клеточная 
линия гепатомы крысы) [16]. Эти данные указы­
вают на существование механизма переноса КСГ 
крови через плазматические мембраны внутрь 
клеток ряда тканей.

В этом плане особый интерес представляет не­
давно обнаруженное явление избирательного вза­
имодействия комплексов кортизола и вариантов 
КСГ, содержащихся в крови беременных жен­
щин,— КСГ нормальной крови доноров (нКСГ) 
и связанной с беременностью разновидности 
КСГ (рКСГ) — с мембраной синцитиотрофобла- 
ста человека [6]. Образование комплекса со сте­
роидным гормоном — необходимое условие для 
специфического взаимодействия нКСГ и рКСГ 
с участками связывания на мембране синцитиот- 
рофобласта [3]. Трофобласт не только является 
тканью-мишенью глюкокортикоидов [17], но, 
как известно, представляет собой важнейшую 
часть плацентарного барьера, через который осу­
ществляется избирательный обмен различными 
веществами (в том числе стероидными гормона­
ми и белками крови) между кровеносными сис­
темами матери и плода. Существование в мемб­
ране синцитиотрофобласта двух типов участков 
специфического связывания [6] с различным 
сродством к нКСГ и рКСГ, циркулирующим 
в крови женщин во время беременности, свиде­
тельствует о возможности существования разно­
образных физиологических механизмов взаимо­
действия комплексов гормон — гликопротеин 
с данной тканью.

Удобной моделью для изучения трансмембран­
ного переноса являются мембранные микровези­
кулы, которые можно легко получить из щеточ­
ной каемки трофобласта плаценты человека [25]. 
В отличие от культур клеток или образцов ткани 
микровезикулы не содержат внутриклеточных эн­
зимов или связывающих белков, которые могут 
влиять на результаты целевых экспериментов. 

Вместе с тем микровезикулы сохраняют все ос­
новные свойства мембраны синцитиотрофобла­
ста и, будучи суспендированными в буфере, пред­
ставляют уникальную систему, состоящую из 
двух физических объемов, разделенных селектив­
ной мембраной.

Целью настоящего исследования было изуче­
ние взаимодействия нКСГ и рКСГ с микровези- 
кулярной фракцией мембраны щеточной каемки 
синцитиотрофобласта в условиях, допускающих 
протекание транспортных процессов.

Материалы и методы

КСГ выделяли из сыворотки ретроплацентарной крови 
человека, как описано ранее [2]. Радиойодирование КСГ про­
водили с использованием препарата «Иодоген» («Pierce», 
США) [11 ]. Удельная радиоактивность полученных препара­
тов 12:>1-КСГ составляла 50—70 мкКи/мкг, а их радиохими­
ческая чистота была не ниже 98%. Иммунохимическая чисто­
та, определенная с помощью моноспецифической антисыво­
ротки к КСГ человека, составляла 100%. В экспериментах 
использовали [1,2,6,7-3Н] кортизол («Amersham», Англия) 
с удельной активностью 94 Ки/мМ. Для разделения 1251-КСГ 
и немеченого КСГ на молекулярные варианты использовали 
аффинную хроматографию на иммобилизованном конканава- 
лине А [2].

Везикулярную фракцию мембраны щеточной каемки син­
цитиотрофобласта получали, как описано ранее [25]. Для 
этого использовали нормальные послеродовые плаценты че­
ловека.

При изучении возможности трансмембранного транспорта 
нКСГ и рКСГ препарат микровезикул суспендировали в изо­
тоническом буфере, содержащем 0,005 М трис-НС1 pH 7,6, 
0,15 М NaCl, 0,01 М СаС12, 0,004 М KCI и 0,001 MgCl2. Сус­
пензию делили на две равные части, одну разводили в 10 раз 
изотоническим буфером указанного выше состава (1), дру­
гую— дистиллированной водой (2). Через 1 ч осуществляли 
центрифугирование при 20 000 g в течение 1 ч. Полученные 
осадки интактных микровезикул (1) и разорванных в резуль­
тате осмотического «шока» микровезикул (мембранных фраг­
ментов) (2) ресуспендировали в изотоническом буфере.

По 0,5 мл суспензии микровезикул (250—350 мкг белка по 
методу Лоури) вносили в аналитические пробирки, содержа­
щие 0,5 мл изотонического буфера с определенным количе­
ством сахарозы в диапазоне концентраций 0,12—1,5 М либо 
буфер без сахарозы. Параллельная серия проб содержала 
вместо микровезикул мембранные фрагменты. Микровезику­
лы и мембранные фрагменты инкубировали с буфером опре­
деленной осмолярности в течение 10 мин при 37е С и затем 
использовали для изучения трансмембранного переноса кор­
тизола и комплексов нКСГ (рКСГ) — кортизол (прогестерон 
или тестостерон).

В первом случае в аналитические пробы прибавляли 50 мкл 
3Н-кортизола до концентрации в пробе 1-10 8 М. Реакцию 
останавливали центрифугированием при 10000 g в течение 
10 мин. Надосадочную жидкость удаляли, осадки суспендиро­
вали в 0,3 мл 5% холата Na и экстрагировали стероид бензо­
лом. Измеряли радиоактивность бензольных экстрактов с по­
мощью счетчика «Mark-III» («Тгасог Europa», Голландия).

Во втором случае в аналитические пробы, содержащие 
микровезикулы (мембранные фрагменты) после преинкубации 
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в буфере определенной осмолярности, прибавляли 50 мкл 
смеси кортизола (прогестерона или тестостерона) и нКСГ 
(рКСГ) (‘251-гликопротеин + немеченый гликопротеин). Окон­
чательная концентрация стероидов в пробах составляла 
110 7 М, вариантов КСГ— 1 •10“8 М или 1 • 10 _ 10 М. Про­
бы инкубировали при 37° С в течение 1 ч. Остановку реакции 
осуществляли, как указано выше. Надосадочную жидкость 
удаляли и измеряли радиоактивность осадков с помощью 
счетчика радиоактивности «ЮА-Оатта» («ЬКВ-5Уа11ас», 
Финляндия).

После проведения анализа связывания осуществляли кон­
троль за степенью нативности 1251-нКСГ (рКСГ) в надоса­
дочной жидкости. Радиохимическая и иммунохимическая чис­
тота гликопротеинов составляла не менее 90%.

Результаты и их обсуждение

Как упоминалось выше, в плазматической мем­
бране синцитиотрофобласта человека нами обна­
ружены два типа участков специфического свя­
зывания КСГ. Одни из них, высокоаффинные, 
проявляют сродство к нКСГ и рКСГ, характери­
зующееся значениями Ка, равными соответствен­
но 2,5 • 10 —11 М и 3,3-10 _12 М. Другие, относи­
тельно низкоаффинные, проявляют более высо­
кое сродство к нКСГ (Ка= 1,6 • 10 ~10 М), чем 
к рКСГ (К а = 4,5 • 10 ~9 М). Высокоаффинные 
участки связывания характеризуются более низ­
кими значениями максимальной связывающей 
емкости (В тах — 3 фмоль/мг), чем относительно 
низкоаффинные (В тах — 150 фмоль/мг) [6].

Выяснение механизмов взаимодействия нКСГ 
и рКСГ в комплексе с кортизолом с мембраной 
синцитиотрофобласта предполагает изучение воз­
можности их проникновения во внутренний объ­
ем микровезикул. В первую очередь мы сравнили 
взаимодействие с микровезикулами свободного 
гормона (на примере кортизола) и гормона, свя­
занного гликопротеином (нКСГ или рКСГ) при 
23 и 37° С (рис. 1). Было найдено, что даже 
в условиях, когда большая доля кортизола 
(~90%) находилась в связанном с гликопротеи­
ном состоянии, зависимость поглощения связан­
ного 3Н-кортизола микровезикулами от времени 
практически не отличалась от связывания свобод­
ного гормона. Таким образом, гликопротеин не 
ограничивает поступление гормона в синцитио-

Рис. 1. Временная зависимость связывания 3Н-кортизола 
микровезикулами при различных температурах в отсутствие 
гликопротеинов (1) и в присутствии нКСГ (2) и рКСГ (3). 
Концентрация стероида 1 • 10~а М, гликопротеинов 1 • 10~7 М. 
Данные типичного эксперимента.
По оси ординат — связанный кортизол (в тыс. имп/мин); по оси абсцисс — время 
(в мин). 

трофобласт, и имеется принципиальная возмож­
ность для трансмембранного переноса комплекса 
гормон—гликопротеин. Это согласуется с полу­
ченными нами ранее данными [15] о совпадении 
кинетических параметров взаимодействия с мик­
ровезикулами свободного 3Н-кортизола и ком­
плексов 3Н-кортизола с нКСГ либо рКСГ.

Известно, что внутривезикулярный объем явля- * 
ется функцией осмолярности среды. В частности, 
была показана [9] линейная зависимость между 
количеством 3Н-а-аминомасляной кислоты либо 
3Н-кортикостерона, поступающих во внутренний 
объем микровезикул мембраны синцитиотрофоб­
ласта, и концентрацией сахарозы в инкубацион­
ном буфере. Наша задача состояла в установле­
нии зависимости между величиной связывания 
микровезикулами 1251-нКСГ и 1251-рКСГ в виде 
комплексов с кортизолом и концентрацией саха­
розы в инкубационном буфере. Поскольку изме­
нение осмолярности буфера может оказывать 
влияние не только на величину внутривезикуляр- 
ного объема, но также на текучесть липидов, 
латеральную подвижность мембранных рецепто­
ров и другие параметры мембраны синцитио­
трофобласта [7], в параллельной серии экспери­
ментов определяли влияние концентрации сахаро­
зы в инкубационной среде на связывание 1251-нКСГ 
и 1251-рКСГ мембранными фрагментами, полу­
ченными с помощью гипоосмотического «шока» 
микровезикул, т. е. фрагментами, лишенными 
внутреннего объема. В экспериментах нКСГ 
и рКСГ использовали в концентрациях 1 ■ 10 8 М 
(рис. 2, а) и 1 ■ Ю10 М (рис. 2, 5), что позволило 
изучить их взаимодействие с относительно низко­
аффинными и высокоаффинными участками свя­
зывания соответственно.

Как видно на рис. 2, связывание микровезику­
лами 1251-нКСГ (в комплексе с кортизолом), подо­
бно связыванию свободного гормона (рис. 3), за­
висит от внутривезикулярного объема. Это оз­
начает, что нКСГ может проникать внутрь мик­
ровезикул. Данный вывод подтверждается тем 
фактом, что количество 1251-нКСГ, связанное ме­
мбранными фрагментами, практически не отли­
чается от величины связывания, рассчитанной 
с помощью экстраполяции кривой 1 к нулевому 
значению внутривезикулярного объема.

В отличие от нКСГ, связывание рКСГ микро- ' 
везикулами не зависит от внутреннего объема 
последних (см. рис. 2). При всех используемых 
концентрациях сахарозы как интактные микрове­
зикулы, так и мембранные фрагменты, получен­
ные с помощью гипоосмотического шока микро­
везикул, связывали одно и то же количество 
рКСГ. Это означает, что рКСГ взаимодействует 
только с поверхностью микровезикул и не может 
проникать через мембрану синцитиотрофобласта.

Так как рКСГ не ограничивает поглощение ко­
ртизола микровезикулами (см. рис. 1), мы пола­
гаем, что рКСГ функционирует как транспорт­
ный «челнок», снабжающий трофобласт стерои­
дом. Это согласуется с полученными нами ранее 
данными [5] об отсутствии рКСГ в крови плода 
и экстрактах плаценты.

В случае нКСГ, по-видимому, происходит сов­
местный трансмембранный перенос гликопроте­
ина и связанного с ним гормона, причем этот 
процесс не зависит от природы стероида. Так,
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Рис. 2. Зависимость связывания 1251- 
нКСГ (1, 2) и 1251-рКСГ (3, 4) в комплек­
се с кортизолом микровезикулами (сплош­
ная линия) и фрагментами (пунктирная 
линия) плазматической мембраны синци- 
тиотрофобласта от осмолярности среды 
при 37° С.
Концентрация кортизола 1 10 7 М, гли­
копротеинов 1 • 10”8 М (а) и 1 10~1оМ 
(б).
По оси ординат — связанный гликопротеин (в тыс. имп/ 
мин); по оси абсцисс — концентрация сахарозы (в М *).

0 1 2 3 4 5 6 7

параллельное изучение взаимодействия 1251- 
иКСГ в присутствии насыщающих концентраций 
кортизола, прогестерона и тестостерона с одним 
и тем же препаратом микровезикул показало 
(см. таблицу), что величина связывания нКСГ 
в комплексе с любым гормоном была практи­
чески одинаковой и в равной степени зависела 
от внутреннего объема микровезикул. Это сог­
ласуется с полученными нами ранее данными 
[3] о совпадении величины мембранного связы­
вания комплексов нКСГ с указанными стеро­
идами при 4° С.

Последствия взаимодействия нКСГ и рКСГ 
в комплексе со стероидами с каждым из двух 
известных типов участков связывания, лока­
лизованных в плазматической мембране синцити- 
отрофобласта, не зависят от типа последних (вы­
сокоаффинные или относительно низкоаффин­
ные) и определяются исключительно природой 
гликопротеина (нКСГ или рКСГ). Поскольку эти 
гликопротеины отличаются только строением уг­
леводных компонентов [5], полученные данные 
свидетельствуют о том, что олигосахаридные це­
пи вовлечены не только в первичный акт узнава­
ния данных гликопротеинов связывающими 
участками, но и в последующие биохимические 
процессы.

Биологический смысл поступления нКСГ из 
крови в клетки остается неясным. В работе

Рис. 3. Зависимость связывания 3Н-кортизола микровезику­
лами (1) и фрагментами (2) плазматической мембраны син­
цитиотрофобласта от осмолярности среды при 37° С.
Средние значения по результатам трех независимых определе­
ний. Концентрация стероида 1 ■ 10 8 М.
По оси ординат—-связанный кортизол (в тыс. имп/мин); по оси абсцисс — концен­
трация сахарозы (в М_|). 

[22] высказываются следующие предположения: 
КСГ доставляет стероиды к внутриклеточным 
рецепторам стероидных гормонов в защищен­
ной от внутриклеточных ферментов форме; КСГ 
выполняет самостоятельную биологическую 
функцию, о чем свидетельствуют активация аде- 
нилатциклазы и накопление внутриклеточного 
цАМФ в клетках рака молочной железы человека 
МСГ-7 после взаимодействия с ними гликопро­
теина.

Таким образом, можно предположить сущест­
вование по крайней мере двух различных механи­
змов проникновения стероидных гормонов 
в клетки-мишени с участием специфических сте- 
роидсвязывающих гликопротеинов: трансмемб­
ранный перенос гормон-гликопротеинового комп­
лекса как единого целого; специфическое взаимо­
действие гормон-гликопротеинового комплекса 
с мембраной _с последующей диссоциацией ком­
плекса на мембране и переносом гормона внутрь 
клетки-мишени.

Выводы

1. Взаимодействие нКСГ в комплексе со сте­
роидом (кортизол, прогестерон, тестостерон) 
с мембраной синцитиотрофобласта сопровож­
дается трансмембранным переносом гликопро­
теина.

2. Взаимодействие рКСГ в комплексе со стеро­
идом с мембраной синцитиотрофобласта проис­
ходит без последующего переноса гликопротеина 
через мембрану.

Взаимодействие 1251-нКСГ в комплексе с кортизолом (А), про­
гестероном (Б) и тестостероном (В) с микровезикулами синцити­
отрофобласта при различных значениях осмолярности инкуба­

ционной среды при 37° С

Концентрация сахарозы 
в 0,17 М буфере, М

Связывание комплекса 1251-нКСГ—стероид, 
имп/мин

А Б В

0,75 5 500 5 800 5 400
0,50 6600 6 000 5 900
0,25 8 000 7 800 8 200
0,13 8 900 8 600 8 900
0,06 9 500 9 600 9 600
0 10 600 11 000 10900

Примечание. Приведены результаты типичного экспе­
римента. Концентрация гликопротеина — 1 • 10 8 М, стерои­
дов—110 7 М.
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Ye. P. Kiselyova, 1. I. Vashkevich, O. A. Strelchenok — TRANS- 
CORTIN INTERACTION WITH HUMAN SYNCYTIOT- 
ROPHOBLAST

Summary. Interactions of transcortin (corticosteroid-binding 
globulin, CBG) variants, nCBG and rCBG, present in the blood 
of pregnant women, and microvesicular fraction of the brush 
border membrane of human placental syncytiotrophoblast at 
23 + 2° C were studied. Interaction of nCBG in complex with 
a steroid with each of the two types for specific binding was found 
associated with transmembranous transfer of glycoprotein. Inter­
action of rCBG with binding sites of both types did not involve 
subsequent glycoprotein transfer through the membrane. Possibil­
ity of penetration of only one CBG variant through syncytiot­
rophoblast membrane suggests the presence of different mechan­
isms of these glycoproteins' participation in the hormonal effects 
of steroids associated with them.
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Одним из компонентов эндокринной системы 
яичников являются желтые тела цикличности, вы­
рабатывающие ряд стероидных гормонов — проге­
стерон, эстрогены и андрогены [2, 17 ]. В регуляции 
функции желтых тел принимают участие гонадот­
ропные гормоны гипофиза [2, 4], простагландины 
[4, 9, 10], перитонеальные макрофаги [14, 15], 
нейромедиаторные биоамины [4,5,9,10]. Специфи­
ческая роль последних проявляется не только в пе­
редаче симпатических влияний, но, в частности, 
и в «пусковом» действии на метаболические процес­
сы, чувствительности тканей к гуморальным стиму­
лам, в синхронизации процессов овариально-менст­
руального цикла [4, 5 ]. Нейромедиаторы являются 
и посредниками между гормонами и рецепгорно- 
циклазными системами [1 ]. Изучение этих веществ 
позволяет установить единство механизмов нейро- 
гуморальной регуляции гомеостаза [1, 2].

Целью настоящего исследования явилось изу­
чение особенностей нейромедиаторного биоами­
нового обеспечения желтых тел цикличности на 
различных стадиях его развития.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 27 кошках. Криостатные сре­

зы яичников обрабатывали по методу А. Бъерклунда в моди­
фикации В. Н. Швалева и Н. И. Жучковой [8], pH инкубаци­

онного раствора составляла при этом 7,0 для одновременного 
выявления 5-окситриптамина и катехоламинов [12]. Цито- 
спектрофлюориметрию осуществляли на микроскопе ЛЮ- 
МАМ-ИЗс приставкой ФМЭЛ-1А (фильтры ЖС, ФС 1-2, СЗС 
24-4, БС 8-3). Тестирование флюоресценции изучаемых струк­
тур осуществлялось зондами 0.1 (для элементов нервных во­
локон) и 0,5 (для макрофагов) при интерференционных фильт­
рах 8 и 6 (длина волны пропускания соответственно 525 и 480 
нм), что позволило микроспектрофлюориметрически иденти­
фицировать соответственно альдегидиндуцированное свече­
ние серотонина и катехоламинов, а также по интенсивности 
флюоресценции судить об их содержании в исследуемых 
структурах [3]. Замер интенсивности свечения производился 
в условных единицах шкалы регистрирующего прибора Щ- 
300. Относительное содержание серотонина и катехоламинов 
определяли в варикозных расширениях и межварикозных 
участках симпатических терминалей и периваскулярных спле­
тений. в макрофагах оболочки и паренхимы желтого тела. 
Стадия развития желтого тела определялась с помощью сово­
купности данных морфологического анализа, радиоиммуно- 
логического определения в сыворотке крови прогестерона 
и эстрогенов, влагалищных мазков, выявления липидов Суда­
ном черным.

Результаты и их обсуждение

Предыдущие наши исследования [6, 7] позво­
лили выделить в яичниках внутриорганный ком­
плекс биоаминового обеспечения (ВКБО). К его 
основным структурным элементам, участву­
ющим в синтезе, захвате, функциональной реали­
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