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Аннотация. Азидо-производное митохондриального разобщителя карбонилциа-
нид-м-хлорфенилгидразона (CCCP), а именно карбонилцианид-2-нитро-4-азидо-
фенилгидразон (N3CCP), ранее использовалось для изучения мест связывания 
разобщителей с белками митохондрий. В настоящей работе мы сравнили протоно-
форное действие N3CCP и СССР на искусственной бислойной липидной мембра-
не (БЛМ) и разобщающее действие этих соединений на выделенных митохондри-
ях печени крысы. Оба соединения индуцировали электрический ток через БЛМ в 
микромолярных концентрациях и разобщали митохондрии в субмикромолярном 
диапазоне концентраций. Как протонофорная, так и разобщающая активность 
N3CCP эффективно подавлялись УФ-светом, тогда как действие СССР было к 
нему нечувствительно. Полученные результаты свидетельствуют о модификации 
N3CCP под действием УФ-освещения с образованием продуктов, не способных к 
переносу ионов водорода через искусственные или природные мембраны. 
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Карбонилцианид-м-хлорфенилгидразон 
(СССР) широко применяется как разобщитель 
окислительного фосфорилирования (ОКСФОС) 
митохондрий. Помимо ОКСФОС, митохондрии 
принимают участие в таких важных процес-
сах в клетках, как программируемая клеточная 
смерть (апоптоз), и участвуют в процессе ста-
рения клеток. Для всех этих процессов очень 
важен мембранный потенциал митохондрий. 
СССР сбрасывает мембранный потенциал за 
счет переноса протонов через мембрану. В 70-е 
годы прошлого века был синтезирован ази-
до-аналог СССР (карбонилцианид-2-нитро-4-

азидофенилгидразон, N3CCP) для изучения мест 
взаимодействия СССР с белками митохондрий 
[1]. Под действием УФ-света молекулы N3CCP 
ковалентно присоединялись («пришивались») к 
неидентифицированным белкам митохондрий 
с молекулярной массой 10–15 килодальтон [2]. 
Нами было показано, что азидо-производное 
2,4-динитрофенола (ДНФ) 2-азидо-4-нитрофенол 
(NPA) является более сильным протонофором, 
чем ДНФ, при этом, в отличие от ДНФ, его ра-
зобщающая активность подавляется при УФ-
освещении [3], т.е. под действием света наблюда-
ется ресопряжение митохондрий, разобщенных 
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при добавлении NPA. Было показано также, что 
УФ-освещение подавляло антимикробную актив-
ность NPA.

Эти интересные свойства NPA заставили нас 
задуматься о светочувствительности разобщаю-
щего действия N3CCP, который является азидо-
аналогом наиболее применяемого разобщителя 
СССР. В настоящей работе мы синтезировали 
N3CCP с использованием модифицированного 
метода и изучили действие света на разобщаю-
щую активность N3CCP в митохондриях, а так-
же протон-транспортное (протонофорное) дей-
ствие на искусственных бислойных липидных 
мембранах (БЛМ). Оказалось, что свет пода-
вляет протонофорные свойства N3CCP на БЛМ 
и ресопрягает митохондрии после разобщения. 
С учетом данных капиллярного электрофореза 
(КЭ) можно заключить, что УФ-свет вызывает 
деструкцию N3CCP, превращая эти соединения, 
подобно NPA, в продукты, не обладающие про-
тон-транспортными свойствами. Такое свойство 
азидо-производных разобщителей может быть 
использовано в практических целях для локаль-
ного управления разобщающим или антими-
кробным действием. 

Экспериментальная часть 
1H-ЯМР-спектры регистрировали в дейтериро-

ванном ДМСО (d6-ДМСО) на ЯМР-спектрометре 
Bruker Avance 400 с рабочей  частотой 400 МГц. 

Хромато-масс-спектры получены на хромато-
графе Acquity UPLC System (Waters, США) с ква-
друпольным масс-спектрометром TQD (Waters, 
США), ионизация распылением в электрическом 
поле, подвижная фаза – ацетонитрил : вода.

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) прово-
дили на пластинках с силикагелем Silica gel 60 
F254 (Merck, Германия).

Колоночную хроматографию проводили на си-
ликагеле MN Kieselgel 60 (Merck, Германия). 

Синтез карбонилцианид-4-азидо-2-
нитрофенилгидразона (N3CCP) 

Синтез N3CCP проводили, как описано в 
работе [1], в три стадии, с некоторыми моди-
фикациями стадий 1 и 3. Кроме того, вещество 
4-азидо-2-нитроанилин получали новым спосо-
бом (стадия 2). 

1. Синтез 4-фтор-3-нитрофенилазида 

Раствор, содержащий 2 г 4-фтор-3-нитроанили-
на (0,0128 моль) в 20 мл воды и 6 мл концентри-
рованной соляной кислоты, охлаждали на ледя-

ной бане и медленно при перемешивании добав-
ляли предварительно охлажденный раствор 0,88 г 
NaNO2 (0,0128 моль) в 4 мл воды. Через 5 минут 
реакционную смесь разбавляли  охлажден-
ным этанолом, а затем добавляли 1,25 г  NaN3 
(0,0192 моль) в 1,5 мл воды. Выделяется жел-
тый осадок 4-фтор-3-нитрофенилазида, кото-
рый  отделяли фильтрацией. Получили 1,7 г 
вещества. Выход: 74%. ТСХ в системе хлори-
стый метилен : гексан (1:1), Rf  = 0,45. ЖХ–
МС: τ = 2,11 мин, найденное [M–N2] = 151,94, 
вычисленное [M–N2] = 154,11. 

2. Синтез 4-азидо-2-нитроанилина 

В 50 мл 12%-го спиртового раствора амми-
ака помещали 0,88 г (0,0048 моль) 4-фтор-3-
нитрофенилазида и нагревали в автоклаве при 
60 °C в течение 20 ч [4, 5]. Контроль реакции 
осуществляли методом ТСХ в системе хлори-
стый метилен : гексан (1:1). Реакционную мас-
су охлаждали до комнатной температуры, а эта-
нол упаривали в вакууме. Очистку полученного 
соединения 4-азидо-2-нитроанилина проводи-
ли на колонке с силикагелем в системе хлори-
стый метилен : гексан с градиентом хлористого 
метилена (3:1, 2:1, 1:1). Получили 560 мг веще-
ства. Выход: 65%. ТСХ в системе хлористый 
метилен : гексан (1:1), Rf = 0,18. ЖХ-МС: 
τ = 1,95 мин, найденное [M+H+] = 180,21, вы-
численное [M+H+] = 180,14. ИК-спектр: 3480, 
3340 (NH2), 2100, 2060. 1H-ЯМР (d6-DMSO), δ, 
ppm: 7,09 (d, J = 9,08 Hz, 1H, CHarom.), 7,26 (dd, 
J = 2,49; 9,05 Hz, 1H, CHarom), 7,53 (broad s, 2H, 
NH2), 7,60 (d, J = 2,49 Hz, 1H, CHarom.).

3. Синтез карбонилцианид-4-азидо-2-
нитрофенилгидразона (N3CCP) 

Раствор, содержащий 23 мг 4-азидо-2-
нитроанилина (0,13 ммоль) в 0,8 мл воды и 
0,1 мл концентрированной соляной кислоты, 
охлаждали на ледяной бане и медленно при 
перемешивании добавляли охлажденный во-
дный раствор 9 мг NaNO2 (0,13 ммоль) в 0,15 
мл воды и перемешивали в течение 1 ч. Затем 
к реакционной смеси добавляли по каплям при 
перемешивании охлажденный водный раствор 
12,9 мг СH2(CN)2 (0,195 ммоль) в 1 мл воды 
и 241,8 мг ацетата натрия (3 ммоль) [6]. Реак-
ционную смесь перемешивали 30–40 минут, 
затем оставляли на ночь в холодильнике. Жел-
тый осадок центрифугировали и растворяли в 
этилацетате. Полученный раствор сушили без-
водным MgSO4. После упаривания этилацетата 
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получили 26 мг карбонилцианид-4-азидо-2-
нитрофенилгидразона. Выход: 78%. ТСХ в 
системе этилацетат : гексан (1:1), Rf = 0,32. 
ЖХ-МС: τ = 2,52 мин, ESI+: найденное [M–
N2+H+] = 228,97; вычисленное [M–N2+H+]  = 
229,18; ESI–: найденное [M-H+] = 254,86, вы-
численное [M-H+] = 255,18; найденное [M–N2–
H+] = 226,86; вычисленное [M–N2–H+] = 227,18. 
ИК-спектр: 3220 (NH), 2215, 2120 (2CN), 1600, 
1520, 1420, 1340 (NO2), 1280, 1220. 1H ЯМР 
(400 MHz, d6-DMSO) δ 7,74–7,68 (m, 2H); 7,49 
(dd, J = 9,0; 2,5 Hz, 1H).

Капиллярный электрофорез (КЭ)

Использовали систему КЭ «Капель 104Т» 
(«Люмекс», Санкт-Петербург), оснащенную УФ-
детектором (254 нм), а также кассетой с кварце-
вым капилляром внутреннего диаметра 75 мкм 
и общей длиной 60 см. Прибор управлялся про-
граммой Эльфоран. Ввод пробы осуществляли 
гидростатически избыточным давлением 20 мБар 
в течение 5 с. Водное термостатирование капил-
ляра было установлено на 20 °C.

Измерение тока через липидную мембрану

Индукцию тока через плоские БЛМ измеряли 
в тефлоновой ячейке с двумя отсеками, разде-
ленными тефлоновой перегородкой с отверсти-

ем 0,6 мм в диаметре, на котором формировали 
мембрану по методу [7] из фосфолипида дифи-
танилфосфатидилхолина (Avanti Polar Lipids, 
США) в концентрации 20 мг на 1 мл декана. Из-
мерения тока через мембрану осуществляли дву-
мя AgCl-электродами, погруженными в ячейку 
по обе стороны мембраны, используя усилитель 
OES-2 (Opus, Москва).

Выделение митохондрий 

Выделение митохондрий из печени крыс про-
водили после их декапитации. Митохондрии 
из печени крыс получали, как описано ранее 
[8]. Полученные митохондрии суспендировали 
в среде, содержащей 250 мM сахарозы, 5 мM 
MOPS–KOH; pH 7,4; 1 мM EGTA. Концентра-
цию белка измеряли биуретовым методом, ис-
пользуя БСА в качестве стандарта. 

Измерение мембранного потенциала 
митохондрий

Мембранный потенциал митохондрий из-
меряли, используя в качестве индикатора саф-
ранин О [9]. Среда измерения содержала 250 
мM сахарозу, 5 мM MOPS–KOH (pH 7,4); 1 мМ 
KH2PO4; 1 мM EGTA; 5 мМ сукцинат; 2 мкМ 
ротенон и 15 мкМ сафранин О. Концентрация 
митохондрий составляла 0,6–0,7 мг белка/мл. 
Поглощение измеряли при длинах волн 555 и 

Схема синтеза N3CCP
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523 нм на спектрофотометре Aminco DW-2000 в 
двуволновом режиме.

Измерение дыхания митохондрий

Дыхание митохондрий измеряли при 25 °С поля-
рографическим методом: по уменьшению концен-
трации кислорода в среде инкубации с помощью 
кислородного электрода типа Кларка (Strathkelvin 
Instruments, UK) с использованием системного 
программного обеспечения. Среда инкубации со-
держала 250 мМ сахарозы, 5 мМ MOPS, 1 мМ 
KH2PO4, 5 мМ сукцината, 2 мкМ ротенона, 2 мкг 
олигомицина, 1 мМ EGTA (рН 7,4). Концентрация 
митохондриального белка составляла 0,4 мг/мл.

Освещение УФ-светом

Для освещения УФ-светом использовали 
ручной фонарь Consoy S+, оснащенный све-
тодиодом 365-nm Nichia LED с мощностью 
0,4 Ватт/см2.

Результаты

В работе мы применили метод капиллярного 
электрофореза (КФ) для оценки стабильности 
N3CCP под действием УФ-света. Для этого ана-
лизировали электрофореграммы N3CCP и СССР 
до и после освещения. Электрофореграмма 60 
мкМ N3CCP (рис. 1, А, черная кривая) до ос-
вещения имеет один пик с временем миграции 
около 400 с, наряду с пиком на 260 с, который 

соответствует пику электроосмотического пото-
ка (ЕОП), связанного с присутствием ДМСО 
в растворе. Пик на 400 с следует отнести к 
анионной форме N3CCP, поскольку измере-
ния проводили в боратном буфере при рН 10. 
При освещении образца N3CCP в течение 20 с 
пик на 400 с практически полностью исчезает 
и появляется небольшой пик на 420 с (рис. 1, 
А, штриховая кривая). Это означает, что про-
исходит практически полное превращение 
N3CCP в один или несколько продуктов. В слу-
чае СССР пик на 440 с сохраняется после ос-
вещения в неизменном виде (рис. 1, Б, непре-
рывные и штриховые кривые). Эти результаты 
свидетельствуют о высокой чувствительности 
N3CCP к УФ-свету, тогда как сам СССР устой-
чив к освещению. 

В опытах, проведенных на искусственных 
липидных мембранах, добавление N3CCP в кон-
центрации 12 мкМ вызывало индукцию пример-
но такого же тока через БЛМ, как и добавление 
12 мкМ СССР (рис. 2). Величина тока составля-
ла несколько сотен пикоампер при приложении 
50 мВ. Освещение БЛМ УФ-светом полностью 
подавляло ток, индуцированный N3CCP (рис. 2, 
штриховая кривая), тогда как в случае СССР ос-
вещение не влияло на величину тока (рис. 2, не-
прерывная кривая). 

В опытах с выделенными митохондриями 
мы исследовали действие N3CCP и СССР на 

Рис. 1. Электрофореграмма N3CCP (А) и СССР (Б) до (непрерывные кривые) и после (штриховые кри-
вые) УФ-освещения в течение 20 с. 60 мкМ N3CCP или СССР были введены в систему с 10 мМ боратным 
буфером при рН 10. Первый пик при 260 с соответствует растворителю ДМСО и соответствует электро-

осмотическому потоку (ЭОП, панель А). СССР вводили в систему из спиртового раствора (Б)
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мембранный потенциал митохондрий печени 
крысы, который оценивали по поглощению 
потенциал-зависимого красителя сафрани-
на (рис. 3, A). Последовательное добавление 
N3CCP в концентрации 0,1 мкМ приводило 
лишь к слабому падению мембранного потенци-
ала митохондрий (рис. 3, А, точечная кривая), а 
двукратное добавление 0,5 мкМ N3CCP  давало 
практически полный сброс мембранного потен-
циала (рис. 3, А, штриховая кривая). Последую-
щее освещение УФ-светом в течение 15 с возвра-
щало мембранный потенциал митохондрий к кон-
трольным значениям. В случае СССР две добав-
ки по 0,1 мкМ приводили к сильному снижению 
мембранного потенциала митохондрий, а освеще-
ние УФ-светом не влияло на уровень мембранного 
потенциала (рис. 3, А, непрерывная кривая). 

Мы также наблюдали ресопрягающий эф-
фект УФ-света при регистрации скорости 
дыхания митохондрий в присутствии N3CCP 
(рис. 3, Б, штриховая кривая). На штриховой 
кривой рис. 3, Б видно, что при добавлении 
0,5 мкМ N3CCP скорость дыхания возрастала 
с 12 до 54 нмоль/мин на 1 мг белка, тогда как 
УФ-освещение возвращало скорость дыхания 
к исходному уровню. Важно подчеркнуть, что 
действие УФ-света не сводилось к подавле-
нию работы дыхательных помп, поскольку 
последующая добавка 40 мкМ ДНФ приводила 

к стимуляции дыхания до уровня 77 нмоль/мин 
на 1 мг белка. В случае стимуляции дыхания под 
действием СССР эффект УФ-света практически 
отсутствовал (рис. 3, Б, непрерывная кривая). На 
вставке к панели Б показана зависимость скоро-
сти дыхания от концентрации N3CCP и СССР. 
Видно, что СССР стимулирует дыхание в значи-
тельно более низких концентрациях, что согла-
суется с его более мощным действием на мем-
бранный потенциал митохондрий (рис. 3, А). 

Обсуждение

Ранее N3CCP (азидо-производное СССР) ис-
следовали только на системе выделенных ми-
тохондрий. Однако его действие не сравнивали 
с таковым для СССР в одинаковых условиях. 
Судя по действующим концентрациям [1], ра-
зобщающее действие N3CCP примерно соответ-
ствует таковому для СССР. В настоящей работе 
мы напрямую сравнили эти два разобщителя 
как на митохондриях, так и на искусственной 
БЛМ. Согласно нашим данным, N3CCP стиму-
лирует ток через БЛМ примерно в тех же кон-
центрациях, что и сам СССР. При этом разобща-
ет митохондрии N3CCP в существенно больших 
концентрациях, чем СССР. Ранее на некоторой 
выборке разобщителей была получена хорошая 
корреляция в действующих концентрациях для 
этих двух систем [10]. Эта корреляция хорошо 

Рис. 2. Влияние УФ-света на электрический ток через БЛМ, индуцированный N3CCP (12 мкМ, штри-
ховая кривая) или СССР (12 мкМ, непрерывная кривая). БЛМ формировали в водном буфере состава 
10 мМ трис, 10 мМ MES, 100 мМ KCl (рН 7,4). К мембране прикладывали напряжение 50 мВ. Мем-

брану освещали УФ-светом в течение 20 с (горизонтальные отрезки) 
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Рис. 3. Влияние освещения УФ-светом на разобщающую активность N3CCP и СССР в митохон-
дриях печени крысы. A. Нижняя кривая показывает, что две добавки по 0,5 мкМ N3CCP суще-
ственно снижают мембранный потенциал митохондрий, тогда как освещение УФ-светом практи-
чески полностью восстанавливает значение мембранного потенциала. В конце опыта добавляли 
2,4-динитрофенол (ДНФ) в концентрации 40 мкМ. Штриховой кривой соответствует похожий 
эксперимент с двумя добавками 0,1 мкМ СССР. В этом случае освещение УФ-светом не влияло 
на уровень мембранного потенциала. Мембранный потенциал митохондрий оценивали по раз-
ности поглощения потенциал-зависимого красителя сафранина (15 мкМ) при длинах волн 555 и 
523 нм. Б. Влияние УФ-света на дыхание митохондрий, стимулированное 500 нМ N3CCP (штри-
ховая кривая) и 100 нМ СССР (непрерывная кривая). Время освещение показано горизонтальной 
черной линией. В конце опыта добавляли ДНФ в концентрации 40 мкМ. Цифры на кривых со-
ответствуют скоростям дыхания в нмоль/мин на 1 мг белка. В качестве субстрата использовали 
сукцинат в концентрации 5 мМ. На вставке к панели Б показана зависимость скорости дыхания 

митохондрий (нмоль О2/мин на 1 мг белка) от концентрации N3CCP и СССР 
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го окисления отдела биоэнергетики Научно-исследовательского института физи-

объясняется теорией Митчелла, которая предпо-
лагает, что сопрягающим фактором ОКСФОС в 
митохондриях является электрохимический гра-
диент ионов водорода на внутренней мембране 
митохондрий. Однако несоответствие в действии 
ряда веществ на БЛМ и митохондрии ранее уже 
наблюдалось, такие примеры были обобщены в 
[11]. Основной причиной такого несоответствия 
может быть способность некоторых соединений 
взаимодействовать с белками внутренней мем-
браны митохондрий, которые участвуют в про-
цессах переноса протона через мембрану [12, 
13]. Так, было показано, что FCCP (ближайший 
аналог разобщителя СССР) переносит прото-
ны через мембрану митохондрий при участии 
белка-транслокатора адениновых нуклеотидов 
ANT1 [12]. Можно предположить, что в случае 
N3CCP взаимодействие с ANT1 затруднено, и 
перенос протонов посредством N3CCP проис-
ходит только в результате его протонофорно-
го действия через липидную часть внутренней 
мембраны митохондрий. Дальнейшая работа 
должна подтвердить или опровергнуть такое 
предположение. 

В настоящей работе показано, что продук-
ты УФ-индуцированного разложения N3CCP не 
способны переносить протоны через липидную 

мембрану и разобщать митохондрии. Более того, 
чувствительность N3CCP к УФ-свету настолько 
высока, что именно процесс разложения N3CCP 
является наиболее быстрым по сравнению с дру-
гими процессами, такими как подавление про-
цесса синтеза АТФ [14] и работы дыхательных 
ферментов [15] под действием УФ-света или про-
цессом запуска перекисного окисления липидов, 
который обычно приводит к потере барьерных 
свойств мембран [16]. Такое свойство N3CCP ока-
залось очень похожим на ранее описанную нами 
чувствительность к свету NPA – азидо-произво-
дного ДНФ [3]. Однако следует сказать, что NPA 
является намного более слабым разобщителем 
ОКСФОС по сравнению с N3CCP и его действую-
щие концентрации составляют несколько микро-
молей. Светочувствительность как N3CCP, так и 
NPA, потенциально можно использовать на прак-
тике при необходимости проведения антибакте-
риальной обработки с последующим быстрым 
подавлением антибактериальной активности с 
помощью УФ-света. Поскольку митохондрии в 
клетках животных играют важную роль во мно-
гих жизненно важных процессах, возможность 
локального выключения разобщающего действия 
под действием света может быть полезным ин-
струментом для их изучения.
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