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Открытие новых классов регуляторных молекул метаболизма человека и животных всегда приводит 
к широкомасштабному исследованию их биохимических, физиологических и фармакологических 
свойств. Одним из таких классов молекул около 20 лет назад стал сероводород (H2S) и его производ- 
ные – активные формы серы (АФС): персульфиды, полисульфиды, нитрозотиолы, сульфеновые кис- 
лоты и др. Было показано участие АФС во множестве физиологических и патологических процессов: 
регуляции тонуса сосудов, воспалении, долговременной потенциации в центральной нервной 
системе и т.д. Изменение уровней АФС или паттернов модификации их мишеней ассоциировано с 
широким спектром патологий: сердечно-сосудистых, онкологических, нейродегенеративных и др. Для 
части этих процессов изучены механизмы, которые связаны с прямой модификацией регуляторных 
(NF-κB, Keap1) или эффекторных (GafD, eNOS, TRPA1) белков посредством реакций остатков 
цистеинов и металл-содержащих центров с АФС. Наличие разных регулируемых ферментативных 
систем, продуцирующих АФС, а также большое количество их молекулярных мишеней позволяют 
рассматривать H2S и его производные в качестве важного класса малых регуляторных молекул. H2S 
причисляют к классу так называемых “газотрансмиттеров” наряду с оксидом азота(II) и монооксидом 
углерода. За последние 20 лет накопился огромный массив данных о биохимии данных соединений 
и подходов к их изучению. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Около 20 лет назад исследователи вниматель- 
нее начали рассматривать биологическую роль 
активных формы серы (АФС): сероводорода (H2S)  
и его производных, главные из которых – поли- 
сульфиды, персульфиды, нитрозотиолы (рис. 1).  
Для этого класса соединений была показана сиг- 
нальная функция внутри клетки, что обусловлено 
реакционной способностью с большим коли- 
чеством внутриклеточных мишеней [1–3]. 

За два десятилетия были выпущены сотни 
работ о биохимических, физиологических и потен- 
циально терапевтических аспектах АФС, однако 
ввиду крайне широкой сферы участия данных 
соединений в функционировании организма по-
прежнему остается множество белых пятен в 
этой области исследований [4–8]. Для АФС было 
показано вовлечение во множество глобальных 
процессов, например, в борьбу с окислительным 
стрессом, вызываемым различными биологически 
значимыми оксидантами, такими как супероксид 
анион-радикал (О2·–), пероксид водорода (H2O2), 
хлорноватистая кислота (HOCl) и др. [9]. H2S 
взаимодействует с реакционноспособными соеди- 
нениями напрямую, снижая их концентрации, но 
также участвует в регуляции экспрессии некоторых 
генов, кодирующих белки антиоксидантных 
систем [10]. Одними из первых физиологических 
эффектов, показанных для H2S, были кардиопро- 
текторное [11] и вазодилатирующее действие [2, 12],  

механизм которых до сих пор не до конца ясен. 
Также для АФС показано антиапоптотическое [13, 
14] влияние на клетки, нелинейные концентра- 
ционные эффекты выявлены для анти- и провоспа- 
лительного действия АФС [15]. С различными 
изменениями в уровне внутриклеточных АФС 
ассоциируют большое количество патологических 
процессов: болезнь Гентингтона и Альцгеймера, 
ишемический инсульт, различные типы онколо- 
гических заболеваний, сепсис и многие другие 
[16–19].

2. ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА  
И МЕТАБОЛИЗМ АФС

H2S (сероводород) – токсичный газ с сильным 
неприятным запахом “тухлых яиц”, хорошо раст- 
воримый в воде и обладающий высокой способ- 
ностью проникновения через липидный бислой. 
В водных растворах представляет слабую двух- 
основную кислоту (реакции (1) и (2)):

H2S  HS– + H+, (1)

HS–  S2– + H+.   (2)

Значение рКа1 для первой реакции составляет 
6.84 при 37°C [20], в то время как рКа2 при 25°C 
определено разными исследователями в диапазоне 
от 12.5 [21] до 19 [22]. При физиологических 
значениях рН (7.4) и 37°C соотношение форм HS– 

и H2S составляет ~4 : 1, при этом концентрация 
формы S2– крайне мала (10−12 M) [23]. Далее в 
тексте под “H2S” мы будем подразумевать как 
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непосредственно форму H2S, так и HS–. H2S 
(особенно в форме HS–) – сильный нуклеофил, это 
связано с локализованным отрицательным заря- 
дом, высокой поляризуемостью и сравнительно 
низкой электроотрицательностью атома серы. 
Однако в отличие от тиолят-анионов, у которых 
“RS–”-группа связана с углеродом, после первой 
реакции с электрофилом (реакция (3)), может  
вновь произойти реакция ионизации и последую- 
щее взаимодействие с другим электрофилом 
(реакция (4)):

HS– + E1
+ → E1-SH,    (3)

E1S– + E2
+ → E1-S-E2. (4)

Так, реакция H2S с дисульфидами идет при- 
мерно на порядок медленнее, чем реакции соот- 
ветствующих тиолятов (тиол-дисульфидный об- 
мен), что связано с более сильным положительным 
индуктивным эффектом, более высокой поля- 
ризуемостью и сольватационным эффектом пос- 
ледних [24]. В составе H2S сера находится в  
степени окисления –2. В клетке H2S – сильный 
двухэлектронный восстановитель, его окисли- 
тельно-восстановительный (ОВ) потенциал Ео´ 

(HS2
−, H+ /2HS−) против водородного электрода 

составляет –0.23 B, что сопоставимо с ОВ-потен- 
циалами цистеина и глутатиона [25]. Однако 
одноэлектронный ОВ-потенциал (S∙−, H+/HS−) 
против водородного электрода равен +0.91 В [26],  
что сопоставимо с соответствующими значени- 
ями для тиолов (E°(RS∙, H+/RSH) = +0.96 В). 
Одноэлектронное окисление происходит эффек- 
тивно из-за большой скорости дальнейших 
реакций образующегося сульфанил-радикала HS∙, 
которые приводят к образованию персульфидов 
(Н2S2) [27]. H2S может окисляться до разных 
продуктов: сульфатов (SO4

2–), сульфитов (SO3
2–), 

тиосульфатов (S2O3
2–), полисульфидов (RSSnSR) 

и элементарной серы (Sn) (рис. 1). В последнее 
время все больший интерес исследователей вы- 
зывает перекрестный (crosstalk) сигналинг, 
опосредованный H2S и оксидом азота (NO) [28].  
Взаимодействие H2S с NO приводит к образова- 
нию стабильных нитрозотиолов (HS–NO) и нитрок- 
силов (HNO), появляющихся в результате распада 
HS–NO [9]. HNO, как донор частицы NO+, обла- 
дает отличным от NO паттерном реакционной спо- 
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Рис. 1. Активные формы серы, упорядоченные по формальным степеням окисления атомов серы. Стрелками показаны 
генеалогические связи, обсуждаемыми далее в тексте.
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собности: так, нитроксил может напрямую реаги- 
ровать с тиолами с образованием сульфинов и 
дисульфидов [29].

Сигналинг и паракринная регуляция с учас- 
тием H2S обусловлены его способностью прони- 
кать через мембрану благодаря высокому коэф- 
фициенту распределения гидрофобная фаза/вода. 
Проницаемость мембраны для сероводорода по- 
вышается в условиях более низкого значения рН 
[24]. Трансмембранный перенос H2S осущест- 
вляется с высокой скоростью (11.9 см/с) и, по 
всей видимости, без участия транспортеров и 
каналов [30]. Благодаря высокой мембранной 
проницаемости и большому количеству потен- 
циальных мишеней для взаимодействия, что 
определяет, как будет описано ниже, регуляцию 
физиологических эффектов, H2S причисляют к 
важным сигнальным молекулам в группе газо- 
трансмиттеров наряду с оксидом азота(II) и моно- 
оксидом углерода (CO) [31]. 

H2S образуется в клетках человека и других 
млекопитающих благодаря работе нескольких 
ферментов, участвующих в метаболизме серо- 
содержащих аминокислот: пиридоксаль-5-
фосфат-зависимых цистатионин-β-синтазы 
(ЦБС, EC 4.2.1.22), цистатиониновой γ-лиазы/
цистатионазы (ЦГЛ, EC 4.4.1.1) и пиридоксаль-
независимой 3-меркаптопируватсульфотранс- 
феразы (3-МСТ, EC 2.8.1.2) (рис. 2). Данные 
ферменты имеют различные профили тканевой 
экспрессии, отличаются по эффективности син- 
теза H2S, субстратной специфичности и меха- 
низмам регуляции активности, что в совокупности 
позволяет тонко контролировать уровни внутри- 
клеточного H2S [32].

ЦБС проявляет наибольшую активность в  
тканях мозга, особенно в астроцитах [33], но 
также в эндотелии сосудов и плазме крови [34].  
В качестве субстрата для синтеза H2S этот фер- 
мент может использовать либо две молекулы 
цистеина, либо пару цистеин–гомоцистеин. 
ЦБС содержит регуляторный гем-содержащий 
домен, который способен взаимодействовать и 
с другими газотрансмиттерами NO или CO, что 
при этом значительно снижает ферментативную 
активность ЦБС и влияет на сигналинг [35]. Свя- 

зывание S-аденозилметионина (SAM), метабо- 
лита метионина и одного из основных кофер- 
ментов метилирования, наоборот, увеличивает 
каталитическую активность ЦБС [36]. Однако  
одновременно с этим происходит увеличение 
аффинности гема к CO и NO, что ускоряет 
их связывание и ингибирование [36]. При 
окислительном стрессе наблюдается глутатиони- 
лирование ЦБС, эта модификация также приво- 
дит к увеличению активности фермента [37], 
что позволяет повысить продукцию цистеина и 
усилить синтез глутатиона в клетке. 

ЦГЛ – фермент, который демонстрирует 
наибольшую H2S-продуцирующую активность 
в сердце, печени, сосудах, плазме крови [38] и 
использует для синтеза H2S в первую очередь 
гомоцистеин либо цистеин [39] (рис. 2). ЦГЛ 
увеличивает ферментативную активность в 
присутствии комплекса Са2+–кальмодулин [40]. 
В целом для ЦГЛ и ЦБС характерна субстратная 
неразборчивость (enzyme promiscuity), поскольку 
ферменты катализируют несколько реакций. По 
всей видимости, это связано с особенностями 
пиридоксаль-зависимого катализа. Большая 
часть реакций, катализируемых ЦГЛ и ЦБС, 
сопровождается выделением H2S, однако в 
связи с высокими KM для субстратов и низкими 
концентрациями некоторых из субстратов, далеко 
не все из этих реакций вносят значимый вклад в 
образование H2S.

3-МСТ, локализованная как в матриксе мито- 
хондрий, так и в цитоплазме, катализирует обра- 
зование H2S из 3-меркаптопирувата. Наибольшая 
H2S-продуцирующая активность для 3-МСТ 
показана в мозге, почках и некоторых иммун- 
ных клетках [41]. 3-Меркаптопируват обра- 
зуется при трансаминировании цистеина цис- 
теинаминотрансферазой (ЦАТ, EC 2.6.1.3) либо 
при прямом окислительном дезаминировании 
D-цистеина оксидазой D-аминокислот (ДАО, ЕС 
1.4.3.3), в ходе которого также образуется H2S. 
Реакция, катализируемая 3-МСТ, происходит 
с переносом атома серы с 3-меркаптопирувата 
на остаток цистеина фермента. В ходе реакции 
образуется стабильный персульфид 3-МСТ и  
пируват, фермент регенерирует при атаке нуклео- 
фила на персульфид. Наиболее эффективно с 
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персульфидом 3-МСТ реагирует тиоредоксиновая 
система, также с убывающей эффективностью в 
представленном ряде соединений взаимодейст- 
вуют цианид-ион, дигидролипоат, цистеин, гомо- 
цистеин и глутатион [42]. Про регуляцию актив- 
ности 3-МСТ на сегодняшний день известно мало.

Источником H2S в организме млекопитающих 
также служит кишечная микробиота, в частности 
его образуют бактерии рода Desulfovibrio, исполь- 
зующие сульфат в качестве конечного акцеп- 
тора электронов в дыхательной цепи и восстанав- 
ливающих его до сероводорода [18]. H2S может 
также образовываться при распаде тиосуль- 
фатов – продуктов окисления соединений серы в 
митохондриях [43]. 

Основные реакции H2S с биомолекулами – свя- 
зывание и/или редокс-реакции с металл-содер- 
жащими центрами, перекрестный сигналинг с  
активными формами кислорода (АФК) и актив- 
ными формами азота (АФА), а также редокс-
реакции с клеточными производными цистеинов 
с образованием персульфидов.

H2S взаимодействует с металл-содержащими 
и гемовыми центрами [44] (рис. 3). Во-первых, 
H2S может координировать непосредственно  
ион металла; во-вторых, H2S способен восстанав- 
ливать ион металла с образованием радикалов 
HS∙ и последующих продуктов окисления; 
в-третьих, H2S может ковалентно модифици- 
ровать гемовые порфирины [45]. Например, в 
низких концентрациях H2S связывает и восста- 
навливает ион Fe3+ в одном из центров цитохром с- 
оксидазы (комплекс IV дыхательной цепи, ЕС 
1.9.3.1), что увеличивает ее сродство к кислороду 
и усиливает тканевое дыхание [46, 47]. При более 
высоких внутриклеточных концентрациях H2S ко- 
валентно связывает гемовые центры цитохром с- 
оксидазы и восстанавливает ион Сu2+, что при- 
водит к ингибированию и разобщению дыхатель- 
ной цепи [46, 48]. Также при связывании с гемо- 
выми белками в аэробных условиях H2S окисляется 
с образованием персульфидов и тиосульфатов 
(рис. 4) [49]. 

Для избавления от избытков H2S и биосин- 
теза окисленных форм серы существуют внутри- 
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клеточные ферментативные системы катаболизма 
H2S, из них основной – митохондриальный путь 
окисления H2S (рис. 4). Первую реакцию, в ко- 
торой происходит двухэлектронное окисление 
H2S до тиосульфата или персульфида глутатиона 
(GSSH) в зависимости от акцептора (сульфит или  
глутатион (GSH)) и восстановление убихинона  
до убихинола, катализирует фермент внутрен- 
ней митохондриальной мембраны – сульфохинон- 

редуктаза (СХР, EC 1.8.5.4) [50]. Электроны при 
этом поступают в ЭТЦ, таким образом, сульфид 
– первый открытый неорганический донор 
электронов в дыхательной цепи млекопитаю- 
щих [50]. Далее, если продуктом реакции является 
тиосульфат, он вступает в роданазную реакцию и 
образует GSSH. Затем так или иначе образован- 
ный GSSH окисляется персульфиддиоксигена- 
зой (ПДО, EC 1.13.11.18) до сульфит-иона и 
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Рис. 4. Митохондриальный метаболизм H2S и взаимодействие с компонентами дыхательной цепи. CytC – цитохром с, 
Q – убихинон, QH2 – убихинол, ПДО – персульфиддиоксигеназа, СХР – сульфохинонредуктаза, СО – сульфитоксидаза, 
III – третий комплекс дыхательной цепи убихонол-цитохром с-редуктазы, IV – четвертый комплекс дыхательной цепи 
цитохром с-оксидазы.
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GSH; сульфит-ион затем окисляется до сульфата 
сульфитоксидазой (СО, EC 1.8.3.1) [51]. 

Считается, что главный механизм, обусловлива- 
ющий участие H2S в клеточном сигналинге, 
основан на окислительной посттрансляционной 
модификации остатков цистеинов – персуль- 
фидации (рис. 3) [33], которая имеет место в 
физиологических условиях и повышается в ус- 
ловиях окислительного стресса. Подобно другим 
окислительным модификациям тиоловых групп  
белков, персульфидация может как активировать, 
так и инактивировать отдельные белки, таким  
образом, потенциально адаптируя их функ- 
ции к изменяющимся условиям. Кроме того,  
персульфидация может предотвращать необ- 
ратимое окисление тиолов. Однако до сих пор 
точный механизм этого процесса не установлен 
[52]. Предполагают, что существует два основных 
механизма неферментативной персульфидации 
белков. Во-первых, некоторые тиоловые группы 
белков могут вступать в две последовательные 
реакции: сначала с пероксидом водорода (H2O2), 
а затем с H2S, что приводит к образованию пер- 
сульфидов. Во-вторых, ряд белков может взаи- 
модействовать непосредственно с H2S по дисуль- 
фидной связи с образованием персульфидов 
[53]. Однако обе реакции протекают медленно 
и не могут объяснить тот факт, что множество 
белков обнаружено в персульфидированном 
состоянии даже в отсутствие окислительного 
стресса. Также известно, что низкомолекуляр- 
ные персульфиды, например, персульфиды глута- 
тиона и цистеина (GSSH и Cys-SSH), образую- 
щиеся в клетках, способны переносить единич- 
ные атомы серы на тиолы [54], однако их учас- 
тие в трансперсульфидации пока не было подт- 
верждено. Также существует предположение, 
что посттрансляционная персульфидация белков 
осуществляется ферментативно с помощью одной 
или нескольких серных трансфераз. Недавно были 
получены экспериментальные подтверждения 
этих предположений [52]. Было показано, что 
3-MСT – фермент, который ассоциируется в  
основном с генерацией H2S и, как ранее счита- 
лось, способен переносить атомы серы на тио- 
ловые группы только двух белков – тиоредоксина 
и MOCS3/Uba4 для последующего тиолирования 

тРНК и урмилирования белков [55], – обладает 
персульфидирующей активностью по отноше- 
нию к гораздо более широкому кругу белков. 
Так, например, в условиях in vitro, а также 
в экспериментах на культуре дрожжей было 
установлено, что даже флуоресцентный белок 
roGFP и бычий сывороточный альбумин являются 
акцепторами атомов серы от 3-MСT. Также 
в экспериментах in vitro было показано, что 
данный фермент – не основной производитель 
неорганических полисульфидов, что еще раз  
подтверждает идею о том, что прямое транс- 
сульфирование – преобладающий способ 3-МСТ- 
опосредованной персульфидации белков. Кроме  
того, на культуре клеток человека было проде- 
монстрировано, что истощение пула 3-МСТ при- 
водит к общему снижению уровня персульфи- 
дации белков [52]. Вышеописанные данные в 
совокупности с существовавшими ранее наблю- 
дениями, что сверхэкспрессия 3-МСТ увеличивает 
содержание внутриклеточной “связанной” суль- 
фановой серы (S0), потенциально указывающее 
на прямую роль этого фермента в общей пер- 
сульфидации белков [56], позволяют заключить, 
что 3-МСТ действительно обладает способностью 
персульфидировать различные белки в физио- 
логических условиях.

Персульфиды наряду с полисульфидами – 
наиболее широко исследуемые АФС, вместе эти 
соединения называют соединениями сульфановой 
серы или просто сульфановыми соединениями. 
Путей их образования несколько, некоторые 
пути биосинтеза были уже рассмотрены выше,  
однако оставшиеся занимают не менее важное 
место в биохимии АФС. Так, H2S может реа- 
гировать напрямую с дисульфидами, особенно 
в компартментах, в которых их концентрация 
повышена вследствие окислительных условий, 
например, в люмене эндоплазматического рети- 
кулума [57]. Другой путь образования персуль- 
фидов – реакция H2S c остатками сульфеновых 
кислот (–SOH) в белках или низкомолекулярных 
соединений, образующихся в клетке в ходе 
окисления гипогалогенными кислотами и/или 
пероксидами [24]. Третий путь – реакция H2S 
с остатками нитрозотиолов (RSNO) в белках и 
низкомолекулярных соединениях [58].
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Показана важная роль котрансляционного 
встраивания персульфидов цистеина, генери- 
рующихся при катализе цистеил-тРНК-синте- 
тазами (ЕС 6.1.1.16) реакций образования соот- 
ветствующих цистеил-тРНК. Таким образом, пер- 
сульфид цистеина можно считать протеиногенной 
аминокислотой, поскольку он встраивается в 
полипептидную цепь уже на этапе трансляции 
вместо соответствующих цистеинов [59]. Это 
может играть следующую физиологическую 
роль: образование сульфонов цистеина в 
клеточных условиях необратимо и наблюдается 
при выраженном или локальном окислительном 
стрессе, у персульфидированных же остатков 
окисляется дистальный атом серы, который может 
быть отсоединен антиоксидантными системами 
клетки с восстановлением интактного остатка 
цистеина. Таким образом, в персульфидированном 
состоянии белки лучше защищены от окисли- 
тельного стресса [60].

Пер- и полисульфиды – более реакционноспо- 
собные молекулы, чем H2S. В схожих реакциях 
они проявляют более сильные нуклеофильные 
свойства и рассматриваются в качестве непосред- 
ственных участников сигналинга H2S. Это свя- 
зано с их более низкими значениями рКа отно- 
сительно тиолов и H2S, что приводит к высо- 
кой доступности анионной формы, но, в то 
же время, с наличием α-эффекта [24, 61–63].  
Интересны и электрофильные свойства сульфа- 
новых соединений, практически не выраженные 
у H2S и тиолов. Так, полисульфиды могут высту- 
пать в качестве электрофилов в реакциях с  
низкомолекулярными тиолами и остатками цис- 
теина белков с образованием политиолирован- 
ных остатков цистеина (R-(S)n-SH) с разным 
количеством атомов серы. В дальнейшем при 
наличии пространственно близких остатков 
цистеина или других тиолов могут образовываться 
ди-, три-, тетра- и пентасульфидные связи 
[64]. H2S не способен напрямую производить 
подобные модификации, хотя в экспериментах с 
его экзогенной добавкой наблюдались похожие 
эффекты, что, вероятно, связано с использованием 
предоксиленных доноров H2S [61].

Для персульфидации как регуляторной 
модификации показаны также механизмы ее 

удаления. В этом участвуют две ферментативные 
антиоксидантные системы: тиоредоксиновая и 
глутаредоксин-глутатионредуктазная [65, 66].  
Они осуществляют NADPН-зависимую депер- 
сульфидацию остатков CysSSH и персульфидов 
глутатиона с образованием H2S и соответствую- 
щих тиолов. Однако на сегодняшний день остается 
малоизученной регуляция этих процессов и их 
эффективность для различных белковых мишеней.

3. ОСНОВНЫЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ  
ЭФФЕКТЫ И МИШЕНИ АФС

Сероводород и его производные, в первую 
очередь, поли- и персульфиды, –это сигнальные 
молекулы, которые активно участвуют в регуляции 
физиологических и биохимических процессов 
не только в клетках и тканях млекопитающих, но 
также у бактерий и растений. Первые исследования 
регуляторной роли H2S были начаты в конце  
ХХ века в рамках его влияния на нейромодуляцию 
[1]. У млекопитающих эндогенный H2S контро- 
лирует целый ряд физиологических процессов 
и участвует в регуляции патогенеза различных 
заболеваний, таких как гипертония, атеросклероз, 
инфаркт миокарда и др. [16]. Для H2S и его 
производных показана антиапоптотическая ак- 
тивность, что важно при изучении действия H2S 
как эффекторной молекулы в модели ишемии-
реперфузии и воспаления. Например, H2S-опосре- 
дованная персульфидация остатка Cys-38 субъе- 
диницы р65 белка NF-κB (nuclear factor kappa-
light-chain enhancer of activated B cells) приводит 
к его транслокации в ядро и к активации экспрес- 
сии TNFR (рецептор фактора некроза опухолей)-
ассоциированного фактора, каспазы-8-c-FLP 
и клеточных ингибиторов апоптоза [8, 67]. 
Экспрессия TNFR также приводит к повышению 
экспрессии ЦГЛ, что приводит к увеличению 
продукции H2S [14]. Также H2S персульфидирует 
остаток Cys-151 белка Keap1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1), что по неизвестному пока 
механизму приводит к транслокации белка Nrf2  
(NF-E2-related nuclear factor 2) в ядро и к актива- 
ции экспрессии цитопротекторных белков, таких  
как глутатион-S-трансфераза, ферритин, эпоксид- 
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гидролаза [40, 68]. Кроме того, H2S персуль- 
фидирует остаток Cys-341 белка МЕК1 и инду- 
цирует последующее фосфорилирование ERK1/2 
с дальнейшей активацией PARP1 (poly ADP-ribose 
polymerase 1), что в целом приводит к активации 
путей репарации ДНК [69]. Таким образом, АФС 
оказывают влияние на основные сигнальные 
пути, функционирующие в различных системах 
организма.

3.1. Влияние АФС  
на сердечно-сосудистую систему

К настоящему моменту установлено, что АФС 
оказывают влияние на сердечно-сосудистую 
систему, в частности снижают повреждающее 
действие ишемии-реперфузии на миокард, сти- 
мулируют ангиогенез, вызывают расслабление 
гладкой мускулатуры и участвуют в регуляции 
артериального давления [10]. Одна из первых 
обнаруженных биологических активностей H2S –  
вазодилатация [7], поэтому влияние H2S на сос- 
тояние сосудов представляет собой важный фак- 
тор при исследовании механизмов развития таких 
патологических состояний, как артериальная 
гипертензия и ишемия-реперфузия. Данное свой- 
ство H2S применяют при создании препаратов  
для лечения гипертонии, для этого разрабаты- 
ваются доноры H2S в качестве антигипертен- 
зивных препаратов [4]. Однако механизм H2S-
опосредованной дилатации еще не до конца изу- 
чен. Известно, что H2S стимулирует вазодилатацию 
посредством активации АТФ-зависимого калие- 
вого канала в результате персульфидации, что 
приводит к гиперполяризации гладкомышечных 
клеток в стенках сосудов [70]. Воздействие на 
Ca2+-зависимые К+-каналы, наоборот, вызывает 
их блокирование, что, вероятно, ввиду различной 
концентрационной зависимости и степени пред- 
ставленности не приводит к вазоконстрикции [71]. 
При этом действие H2S происходит синергично с 
∙NO. Поэтому имеет место либо непосредственное 
взаимодействие H2S и ∙NO, либо с ферментами 
синтеза ∙NO. Совместное действие H2S и ∙NO 
связано также с образованием нитрозотиолов в 
нейронах, регулирующих тонус сосуда [72]. Нитро- 
зотиолы активируют TRPA-каналы и повышают 
концентрацию кальция внутри нейрона. В резуль- 

тате происходит экзоцитоз везикул с кальцитонин-
ген-родственным пептидом (ПРГК), который, в свою 
очередь, активирует рецептор, ассоциированный 
с G-белком, на гладкомышечной клетке в стенке 
сосуда [73]. Это событие способствует активации 
аденилатциклазы, синтезу цАМФ и активации 
протеинкиназы А. Протеинкиназа А потенциально 
способна повышать активность эндотелиальной 
∙NO-синтазы [73]. Персульфидация цистеина в 
положении 443 ∙NO-синтазы повышает актив- 
ность фермента, что приводит к увеличенной про- 
дукции ∙NO и, в свою очередь, к активации раство- 
римой гуанилатциклазы. При этом известно, что 
H2S усиливает связывание ∙NO гуанилатцик- 
лазой [74]. Синтез цГМФ активируется, а его рас- 
пад подавляется в результате связывания H2S c 
ионами Zn2+ в составе фосфодиэстеразы. Опи- 
сываемые эффекты приводят к вазодилатации 
(рис. 5) [75]. 

Различные эндотелиальные сигналы, напри- 
мер, сигналинг фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF – Vascular endothelial growth factor), 
осуществляемый с участием НАДФН-оксидаз и  
образованием H2O2 в качестве сигнальной моле- 
кулы, приводит к увеличению экспрессии и  
активности ЦГЛ. В свою очередь, ЦГЛ – наибо- 
лее важный и активный фермент синтеза H2S  
в сердечно-сосудистой системе [76, 77]. Повы- 
шенный уровень H2S и АФС приводит к увеличе- 
нию активности эндотелиальной синтазы оксида  
азота и гуанилатциклазы по описанному выше 
механизму, что и запускает последующие кас- 
кады, которые приводят к пролиферации и диф- 
ференцировке эндотелиальных клеток, стимули- 
руя ангиогенез [72]. Также H2S может дозозави- 
симо увеличивать количество миоэпителиальных 
клеток, влиять на их миграцию и образование 
миотуб посредством Akt-сигнального пути. У 
мышей, нокаутных по ЦГЛ, было подавлено обра- 
зование микрокапилляров, а H2S способствовал 
усилению ангиогенеза через сигнальный путь 
MAPK (митоген-активированная протеинки- 
наза). В качестве молекулярного переключателя 
H2S специфически разрывает дисульфидную 
связь Сys-1045–Сys-1024 в рецепторе фактора 
роста эндотелия сосудов второго типа (VEGFR2) 
и приводит к изменению его конформации, что 
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развития атеросклероза, аритмий, гипертрофии 
и инфаркта миокарда и др. При этом кардио- 
протекторный эффект достигается путем повы- 
шения уровня фосфорилирования серин-триони- 
новой протеинкиназой RACα, а также посредст- 
вом транслокации в ядро респираторного фактора 
1 и фактора 2, связанного с эритроидом-2, что 
активировало антиапоптотический сигналинг, ин- 
гибировало апоптоз и повышало биогенез мито- 
хондрий [80]. Таким образом, АФС (в частности 

приводит к стимуляции ангиогенеза [78]. Кроме 
того, H2S усиливает активность сигнального транс- 
дуктора и активатора транскрипции 3 (STAT3), а 
также увеличивает фосфорилирование мишени 
рапамицина (mTOR) через путь VEGFR2 и сти- 
мулирует пролиферацию эндотелиальных кле- 
ток [79]. 

H2S обладает кардиопротекторным дейст- 
вием. Показано, что как эндогенный, так и 
экзогенный H2S способствует предотвращению 

Аксон симпатического 
(парасимпатического)

нейрона

Рецептор ПРГК

Гиперполяризация

ПРГК
Вазодилатация

                                   
                          Ca2+-активируемый  K+-канал

цАМФ
цГМФ

ГМФ
АЦ

ГЦ

Рецептор VEGF

Эндотелиоцит

Миоцит

ФДЭ

ЦГЛ

ПРГК

ПРГК

ГЦ

Вазодилатация

Ангиогенез

ГЦ
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Рис. 5. Регуляция вазодилатации посредством H2S и ∙NO. ПРГК – кальцитонин-ген-родственный пептид, КАТФ-канал – 
АТФ-зависимый К+-канал, АЦ – аденилатциклаза, ГЦ – гуанилатциаклаза, ЦГЛ – цистатионин-γ-лиаза, VEGF – фактор 
роста сосудистого эндотелия, eNOS – эндотелиальная синтаза оксида азота(II), NOX – НАДФН-оксидаза.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

446 РАЕВСКИЙ и др.

H2S) – это важные регуляторы метаболизма 
сердечно-сосудистой системы. 

3.2. Влияние АФС на нервную систему

Как было описано выше, в нервной системе 
экспрессируется ЦБС – один из основных фер- 
ментов, обеспечивающих эндогенный синтез  
H2S. Методами иммуногистохимического иссле- 
дования было показано, что данный фермент 
локализован в астроцитах и микроглие, а также 
в некоторых нейронах, например, в клетках  
Пуркинье и нейронах гиппокампа [81]. ЦБС-опос- 
редованная продукция H2S связана с активацией 
Ca2+/кальмодулинового сигнального пути после 
возбуждения нейронов. АФС и, в частности, 
H2S оказывают воздействие на нервную систему 
посредством модуляции нейротрансмиссии [40]. 
Так, например, известно, что глутамат – один 
из основных нейромедиаторов, вовлеченных 
в процессы обучения, формирования памяти, 
долговременной потенциации, действующий 
на рецепторы N-метил-D-аспартата (NMDA). 
При этом H2S способствует увеличению токов, 
связанных с данным рецептором, путем актива- 
ции аденилатциклазы и нижележащих каскадов 
циклического аденозинмонофосфата (цАМФ)/
протеинкиназы А. Была показана персульфидация 
NR2A-субъединицы NMDA-рецептора, которая, 
по всей видимости, и ответственна за описанные 
выше эффекты [82]. Кроме того, АФС способны 
оказывать влияние непосредственно на секрецию 
глутамата, усиливая ее, что приводит к гибели 
нейронов в результате глутамат-опосредованной 
эксайтотоксичности [83]. Другой пример влия- 
ния H2S на рецепторы нейромедиаторов – воз- 
действие на рецептор гамма-аминомасляной кис- 
лоты (ГАМК). ГАМК – основной тормозный 
медиатор, а дефицит ГАМКэргического тормо- 
жения приводит к фебрильным судорогам и по- 
вышенной возбудимости нейронов. H2S умень- 
шает повреждение гиппокампа, вызванное пов- 
торяющимися припадками, за счет усиления 
ГАМКергического торможения. Причем данный 
эффект реализуется не благодаря увеличению 
количества нейромедиатора, а в результате повы- 
шения количества рецепторов, что показано как 
на уровне мРНК, так и на уровне белка [84]. 

Вероятно, это происходит в результате повышения 
внутриклеточной концентрации кальция как за 
счет активации каналов типа TRPA, Ca2+-каналов 
T- и L-типов, так и стимуляции кальций-зависимой 
транскрипции [85, 86]. Также в экспериментах на 
культурах микроглии и астроцитов было показано, 
что мишенью H2S выступают Cl–/HCO3

– и Na+/H+-
обменники, воздействие на которые приводит к 
развитию ацидоза [87]. Также важная функция H2S  
в нервной системе – ингибирование окислитель- 
ного стресса. Так, например, H2S предотвращает 
HOCl-опосредованную инактивацию α1-антитрип- 
сина, окисление белков, цитотоксичность и пере- 
кисное окисление липидов [88]. H2S также защи- 
щает эндотелиальные клетки мозга от метионин-
индуцированного окислительного стресса [89].

Во время развития различных нейродегене- 
ративных заболеваний наблюдается изменение 
уровня эндогенной продукции АФС. У пациен- 
тов, страдающих от болезни Альцгеймера, регис- 
трировали пониженный уровень H2S [90]. При 
этом в экспериментах на культурах нейрон-по- 
добных клеток было показано, что при участии 
сигнального пути PI3K/Akt H2S способствует сни- 
жению уровня экспрессии белка BACE-1, ко- 
торый отвечает за синтез β-амилоида [91]. При  
моделировании болезни Альцгеймера на пер- 
вичной культуре и линии BV-2 было показано, что 
H2S может защищать микроглию от β-амилоид-
индуцированного (Aβ-индуцированного) по- 
вреждения, подавляя продукцию таких медиато- 
ров воспаления, как NO и TNF-α в культуре кле- 
ток, обработанных Aβ [92]. Также предполо- 
жительно H2S подавляет продукцию Аβ в самих 
нейронах за счет ингибирования гликозилирова- 
ния белка-предшественника и активности γ-сек- 
ретазы, отрезающей Аβ от самого белка-предшест- 
венника [93] (рис. 6). 

Также сниженный уровень H2S характерен 
для болезни Гентингтона. Это связано с тем, что 
мутантный гентингтин ингибирует SP1 – транс- 
крипционный активатор ЦГЛ. Уровень экспрессии 
данного фермента снижается, что закономерно 
приводит к сокращению продукции H2S [94]. 

Подробно исследована цитопротекторная роль 
H2S при болезни Паркинсона (БП). Эта болезнь 
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ассоциируется со значительным снижением пер- 
сульфидации убиквитинлигазы Parkin, которая 
при патологии модифицирована в значительно 
меньшей степени, нежели в норме. В норме 
персульфидация Parkin по определенным остаткам 
увеличивает ее убиквитинлигазную активность, 
таким образом, количество дефектных белков 
в цитоплазме снижается [95]. В модификации 
ферментов также важен баланс персульфидации 
и нитрозилирования. Так, персульфидация акти- 
вирует Parkin, а нитрозилирование, напротив, 
снижает ее активность [95]. Известно, что поли- 
сульфидирование оказывает нейропротекторное 
действие, влияя на такие белки, как Keap1, каналы 
TRPA1, гораздо сильнее, чем H2S [96]. Описанные 
выше данные свидетельствуют об исключительно 
важной регуляции баланса АФС для нормального 
функционирования нервной системы.

3.3. Влияние АФС на эндокринную систему

Среди всех органов эндокринной системы 
поджелудочная железа и влияние на нее АФС 

наиболее изучены. Высвобождение инсулина из 
островков Лангерганса –критическое событие 
при регуляции метаболизма глюкозы и патогенезе 
инсулинорезистентности. Экзогенный H2S в  
физиологически значимых концентрациях зна- 
чительно подавляет индуцированное глюко- 
зой высвобождение инсулина. Такое же влия- 
ние эндогенного H2S на высвобождение инсу- 
лина было показано в экспериментах со сверх- 
экспрессией ЦГЛ. В то же время нокдаун гена  
фермента приводил к противоположному резуль- 
тату [97]. Ингибиторный эффект H2S в значи- 
тельной степени связан со стимуляцией АТФ-
чувствительных калиевых каналов в β-клетках 
[97]. На культуре клеток INS-1E было показано, 
что сверхэкспрессия ЦГЛ вызывает апоптоз и 
снижает жизнеспособность клеток, равно как и 
воздействие экзогенного H2S, из-за ингибирования 
киназы 1/2 (ERK1/2) с одновременной активацией 
p38 MAPK. Проапоптотический эффект H2S обус- 
ловлен активацией эндоплазматического рети- 
кулума [98]. 	

Аβ
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МикроглияВнеклеточное пространство
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Рис. 6. АФС-опосредованная регуляция в нейронах, пояснения в тексте. NMDAR – ионотропный рецептор NMDA, 
APP – белок-предшественник амилоида, TRPA1 – член 1 подсемейства А переходных рецепторных потенциальных 
ионных каналов (Transient receptor potential cation channel subfamily A member 1), Nrf2 – ядерный фактор 2, связанный 
с E2 (nuclear E2 related factor 2), Keap1 – келч-подобный ECH-ассоциированный белок 1 (Kelch-like ECH-associated 
protein 1).
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Таким образом, АФС могут оказывать двой- 
ственное воздействие на различные системы ор- 
ганов в зависимости от концентрации, демонстри- 
руя как протекторные, так и повреждающие 
свойства. 

3.4. Участие АФС в реакциях воспаления

Воспаление – физиологическая защитная реак- 
ция организма, возникающая в ответ на повреж- 
дение тканей или появление патогенного раздра- 
жителя, направленная на удаление продуктов и  
агентов повреждения. Воспалительные реак- 
ции могут быть острыми и хроническими. Хрони- 
ческое воспаление – спутник большого количества 
заболеваний, поэтому оно считается самой рас- 
пространенной причиной смертности [99]. Из- 
вестно, что в регуляции воспалительных реакций 
задействованы АФК и АФА [100]. В последние 
годы все активнее идет исследование участия 
АФС в патогенезе воспалительных заболеваний. 
Так, было показано благотворное влияние H2S  
при различных сердечно-сосудистых, нейро- 
дегенеративных и костно-мышечных заболева- 
ниях с воспалительным компонентом, таких как 
остеоартрит. Считается, что этот эффект связан с 
реакциями персульфидации. Однако все больше 
экспериментальных данных свидетельствует о 
том, что не сероводород, а полисульфиды отвечают 
за эту посттрансляционную модификацию бел- 
ков [101]. Было показано, что полисульфиды и  
персульфиды обладают антиоксидантным и про- 
тивовоспалительным действием. Они гораздо 
эффективнее нейтрализуют пероксид водорода, 
чем H2S. Эти соединения также ингибируют 
синтез таких факторов, как TNF-α и IFN-β, ко- 
торые продуцируются макрофагами в ответ на 
вызванную липополисахаридами активацию 
Toll-подобного рецептора 4-го типа (TLR4) [102].  
В экспериментах с индукцией развития гепатита при  
помощи конканавалина-А также была показана  
противовоспалительная активность полисуль- 
фидов. Пероральное введение дипропилполи- 
сульфидов экспериментальным животным при- 
водило к снижению экспрессии таких марке- 
ров воспаления, как IL-1β, IL-12 и IL-16, при  
одновременном повышении экспрессии противо- 
воспалительного маркера – IL-10 [103]. 

Однако существует большое количество данных 
о том, что H2S обладает и провоспалительной 
активностью. Так, например, при исследовании 
панкреатита было показано, что уровень H2S, 
вырабатываемого ЦБС и ЦГЛ, повышен на фоне 
признаков воспаления и развития острой фазы 
заболевания. Применение ингибиторов фермен- 
тов синтеза H2S способствовало облегчению тече- 
ния болезни [104]. При этом доноры, обеспечи- 
вающие медленное высвобождение сероводо- 
рода, также демонстрировали противовоспали- 
тельное воздействие [105]. В печени наблюдается 
наибольший конститутивный уровень экспрес- 
сии ЦГЛ, что приводит к достаточному высо- 
кому базовому уровню H2S. Это закономерно, 
учитывая, что печень – ключевой орган для 
производства и выведения H2S [106]. Эндогенно 
вырабатываемый H2S участвует в регуляции 
метаболизма глюкозы, липидов и ксенобиотиков 
в печени [107]. Изменение уровня эндогенной 
продукции H2S приводит к ряду заболеваний пе- 
чени, включая фиброз, цирроз, а также некоторые 
виды онкологических заболеваний [108]. Низкий 
уровень H2S обеспечивает цитопротекторный 
эффект, в то время как высокая концентрация 
H2S может оказывать гепатотоксическое действие 
[109]. Кроме того, H2S принимает участие в  
некоторых аспектах функционирования почек,  
например, в регуляции водно-солевого баланса –  
скорости клубочковой фильтрации и реабсорб- 
ции натрия и калия [110]. Ферменты, ответст- 
венные за биосинтез H2S (ЦБС, ЦГЛ и 3-MСT), 
обнаруживаются практически во всех частях 
почки, при этом в проксимальных канальцах 
уровень их экспрессии относительно высок [111,  
112]. При развитии сепсиса наблюдают повы- 
шенный уровень H2S в плазме крови и повышен- 
ный уровень экспрессии ЦГЛ, в то время как вве- 
дение ингибиторов фермента способствует сни- 
жению уровня инфильтрации почек лейкоци- 
тами [113]. 

Таким образом, роль АФС в реакциях воспа- 
ления неоднозначна и требует дополнительного 
исследования. Широко применяемый метод те- 
рапии и подавления воспалительных реакций –  
использование стероидных гормонов и иммуно- 
супрессоров, однако эти средства обладают ши- 
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роким спектром побочных эффектов. Дан- 
ные, полученные за последние несколько лет,  
свидетельствуют в пользу того, что потенциаль- 
ными терапевтическими агентами могут слу- 
жить доноры АФС, однако при их использо- 
вании следует учитывать скорость высвобождения 
АФС.

4. ДЕТЕКЦИЯ АФС

Существуют два основных подхода к детек- 
ции АФС: прямой, когда определяется концент- 
рация эффекторной молекулы, и косвенный, при 
котором анализируются АФС-опосредованные 
модификации белков. В данном разделе мы 
остановимся на основных методах определения 
уровней H2S, пер- и полисульфидов.

4.1. Прямая детекция АФС

Методы этой группы позволяют количественно 
или полуколичественно определять концентрацию 
целевых соединений в биологических образцах. 
В целом их можно разделить на две большие 
группы. К первой относятся методы, которые 
можно применять для мониторинга внутри- 
или внеклеточных концентраций АФС in vivo, 
ко второй –методы in vitro, подразумевающие 
получение препаратов с нарушением целостности 
исследуемых объектов. 

4.2. Методы прижизненной детекции АФС

Для прижизненного исследования подходят раз- 
личные инструменты визуализации, такие как  
флуоресцентные красители, генетически кодируе- 
мые флуоресцентные биосенсоры и методы, осно- 
ванные на принципе гигантского комбинацион- 
ного рассеяния [114, 115]. 

Среди флуоресцентных красителей выделяют 
несколько групп. Механизм их функционирования 
основан на различных реакционных свойствах 
АФС (рис. 7): нуклеофильных, окислительно-
восстановительных и способности преципитиро- 
вать ионы металлов.

Одна из наиболее широко представленных групп 
красителей использует окислительно-восстано- 
вительные свойства H2S [116]. Разработано боль- 
шое количество проб, способных восстанавли- 

ваться при реакции с H2S, самые широко представ- 
ленные из них содержат азидную (–N3, рис. 7а) 
или нитрогруппу (–NO2, рис. 7б) и превращаются 
в соответствующие аминопроизводные, меняя 
при этом флуоресцентные свойства [117–119].  
Данные красители, однако, реагируют необ- 
ратимо и отличаются довольно низкими харак- 
терными скоростями реакций с H2S, кроме того,  
остается неясной степень интерференции других  
внутриклеточных восстановителей, например, 
тиолов. H2S может вступать в двойные нуклео- 
фильные реакции (реакция (4)), в то время как 
монозамещенные тиолы (глутатион, цистеин), 
более широко представленные в клетке, могут  
вступать только в одну нуклеофильную реак- 
цию (реакция (3)). На основе этого созданы флуо- 
ресцентные зонды с двумя электрофильными 
центрами, способные отличать H2S от похожих 
соединений. H2S способен реагировать с более 
электрофильной частью красителя с образова- 
нием промежуточного продукта, содержащего 
свободную SH-группу, которая, в свою очередь, 
может подвергаться присоединению по Михаэлю 
или спонтанной циклизации с изменением пара- 
метров флуоресценции зонда [120] (рис. 7в). 
Существуют также красители, работающие на  
основе механизмов присоединения H2S по двой- 
ным углерод-углеродным связям [121, 122], а  
также на реакциях тиолиза [123]. Третья из ос- 
новных групп красителей основана на крайне 
низких произведениях растворимости суль- 
фидов меди(II) и цинка (ПРCuS = 6.4 × 10–36 ;  
ПРZnS = 1.6 × 10–24) [124]. Ион металла в хела- 
тированной форме выступает в качестве тушителя 
флуоресценции, при реакции с H2S происходит 
образование соответствующего сульфида, со- 
провождающееся значительным усилением флуо- 
ресценции (рис. 7г) [125]. Для проб этого типа  
также неясны паттерны селективности, поскольку 
хелатировать или восстанавливать, например, 
ионы Cu2+, могут тиолы и NO. Кроме того, наибо- 
лее эффективно хелатирование происходит с фор- 
мой S2–, которая наименее представлена при физи- 
ологических значениях рН (рН 7.0–7.5) [126].

Зонды для детекции сульфановых соедине- 
ний основаны на реакциях либо нуклеофильных 
(рис. 7д), либо электрофильных (рис. 7е) групп  
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Рис. 7. Флуоресцентные красители для детекции H2S (а–г) и сульфановых соединений (д, е). (а, б) – Представители 
красителей, восстанавливающих H2S до аминогруппы из азидной группы (а) или нитрогруппы (б); (в) – красители с 
двумя электрофильными группами, показана дискриминация H2S от других тиоловых агентов; (г) – преципитационный 
краситель, основанный на образовании CuS из Cu2+, приводящем к усилению флуоресценции; (д, е) – красители, 
реагирующие с сульфановыми соединениями на основе нуклеофильных (д) или электрофильных (е) групп с 
последующим усилением флуоресценции.
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красителя с аналитом с образованием ковалент- 
ных аддуктов и последующим усилением флуорес- 
ценции за счет высвобождения флуорофорной 
части или, наоборот, за счет ослабления туше- 
ния [127–129].

Синтетические красители обладают рядом 
недостатков, осложняющих их применение в био- 
логических системах, среди них – цитотоксичность, 
низкая степень прохождения через клеточные 
мембраны, зачастую необратимость (однора- 
зовость) ответа. Также с точки зрения практичес- 
кого применения коммерчески доступны менее 
десятка из описанных красителей. Однако главный 
недостаток таких красителей – ограничения, свя- 
занные с применением in vivo или направленной 
локализации в определенных внутриклеточных 
компартментах. 

В качестве решения данной проблемы хорошо 
подходят генетически кодируемые флуоресцентные 
биосенсоры на основе GFP-подобных белков, 
которые могут быть легко направлены в различ- 
ные клеточные компартменты (например, в ядро,  
матрикс и межмембранное пространство мито- 
хондрий, ЭПР). Такие инструменты во многих 
случаях представляют безальтернативный подход 
к изучению соединений с высокой реакционной 
способностью в условиях in vivo. Для детекции 
H2S был создан такой белковый биосенсор cpGFP-
Tyr66pAzF на основе GFP, однако он содержит 
хромофор, который синтезируется из неприрод- 
ной аминокислоты – п-азидофенилтирозина (pAzF)  
[130]. Данная аминокислота встраивается на место  
остатка тирозина в последовательность биосен- 
сора и участвует в созревании хромофора, фор- 
мируя структуру, которая не демонстрирует флуо- 
ресцентных свойств по аналогии с азидными 
красителями, рассмотренными выше. Однако при 
реакции с H2S азидная группа восстанавливается 
до аминогруппы, что приводит к значительному 
усилению флуоресценции. Из недостатков следует 
отметить необратимость данной модификации, 
поэтому биосенсор cpGFP-Tyr66pAzF имеет 
“одноразовый” характер действия. Данный тип 
сенсоров не получил широкого применения 
на практике в основном из-за сложности при- 
менения не только в моделях in vivo, но и на 
клеточных культурах, поскольку для сборки такого 

биосенсора в клеточной системе необходимо 
внедрять не только его ген, но и соответствующую 
аминокислоту, ген аминоацил-тРНК-синтетазы и 
аминоацил-тРНК.

Другие генетически кодируемые флуорес- 
центные биосенсоры для регистрации сульфано- 
вых соединений psGFP и psRFP (модифициро- 
ванный mCherry) основаны на внедрении двух 
остатков цистеина вблизи хромофора. Эти редокс- 
активные остатки цистеина расположены на рас- 
стоянии, не позволяющем сформировать между 
ними дисульфидную связь, но доступном для  
образования трисульфидной связи при взаи- 
модействии с пер- и полисульфидами. Форми- 
рование связи между указанными остатками 
флуоресцентного белка приводит к изменению 
его спектральных характеристик [131, 132]. Био- 
сенсоры такого типа неселективны, поскольку 
способны вступать в реакцию со множеством 
биологически значимых окислителей [133, 134]. 

4.3. Биохимические методы детекции АФС

Существует большое разнообразие биохими- 
ческих подходов, связанных с анализом ex vivo 
образцов или гомогенатов, которые позволяют 
провести достаточно точную количественную 
оценку исследуемых модификаций, однако при 
этом теряется информация о пространственной 
и временной динамике АФС. Возможны также  
артефакты измерений, связанные с высвобожде- 
нием лабильной серы, например, из железосер- 
ных кластеров, а также с потерями из выделяемых 
образцов газообразного H2S при физиологичес- 
ких значениях рН [135]. Анализу применений и 
особенностей данных методов посвящено боль- 
шое количество работ [6, 125, 136–138]. Среди  
них наиболее распространены подходы для детек- 
ции H2S с использованием колориметрических 
методов c образованием производных, например, 
на основе метиленового синего [139]. Также ши- 
роко распространено применение высокоэффек- 
тивной хроматографии с прямой хемилюминес- 
центной детекцией [140], с детекцией флуорес- 
ценции производных монобромбимана и H2S  
[141], а также сочетание с масс-спектрометричес- 
кими подходами [64].
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Интересным подходом для оптимизации ско- 
рости измерений и возможности миниатюризации 
приборов с целью их последующей имплантации в 
живые организмы могут быть электрохимические 
сенсоры на основе ион-селективных [142] или 
полярографических электродов [143]. Однако 
представленные на сегодняшний день такие под- 
ходы характеризуются отличающейся на порядки 
чувствительностью, поэтому “золотой стандарт” 
измерения H2S в биологических образцах по-
прежнему отсутствует. Измерение однотипных 
образцов указанными методами приводит к 
противоречивым оценкам уровня H2S [144, 145].

Для измерения уровней сульфановых соедине- 
ний используются методы холодного цианолиза 
[24,146], ВЭЖХ производных алкилирующих 
агентов монобромбимана [64] или иодацетамида 
[147], совмещенной с масс-спектрометрией, а 
также изотопное разбавление, совмещенное с масс-
спектрометрией [148]. Для большинства данных 
методов характерна проблема селективности в  
отношении какой-либо группы сульфановых сое- 
динений, что особенно осложняется при работе 
со сложными биологическими образцами (гомо- 
генатами, биологическими жидкостями), к тому  
же персульфиды демонстрируют низкую стабиль- 
ность при пробоподготовке. Вследствие этого 
наблюдаются довольно сильные расхождения в 
оценках уровней сульфановых соединений для 
схожих образцов с применением данных мето- 
дов [24, 146].

4.4. Детекция АФС-опосредованных  
модификаций белков

Широко распространены методы анализа ко- 
нечных продуктов реакций АФС – модифи- 
цированных белковых молекул, которые изменяют 
свои свойства или активность в клетке. Среди 
рассматриваемых модификаций в первую оче- 
редь представляют интерес персульфиды и поли- 
сульфиды остатков цистеина. Несмотря на то,  
что данные подходы зачастую позволяют опре- 
делять белковые регуляторные мишени и даже  
конкретные модифицированные остатки, все  
же оказывается невозможным напрямую свя- 
зать изменение уровней АФС с изменением 
паттернов модификаций. Данные методы не 

всегда количественные, а также они не позволяют 
следить за процессами с высоким временным 
разрешением, хотя бы в минутной или даже 
часовой динамике. Напрямую оценивать наличие 
подобных модификаций трудно, во-первых, из-
за нестабильности персульфидной группы, в  
том числе при масс-спектрометрии, а во-вторых,  
из-за крайней схожести в Δm/z при персульфиди- 
ровании и окислении до остатков сульфиновой 
кислоты [149]. Популярный подход – примене- 
ние ковалентных меток, специфически реагирую- 
щих с АФС-модифицированными остатками 
цистеина. Важно, чтобы при этом они не всту- 
пали во взаимодействия с альтернативными мо- 
дификациями остатков. Одним из первых по- 
добных подходов стал метод на основе S-метил- 
метантиосульфоната (ММТС) и N-[6-(биотин- 
амидо)гексил]-3′-(2′-пиридилтио)пропионамида 
(биотин-ГПДП), которые последовательно 
добавляют к образцу, в результате чего проис- 
ходит специфическое биотинилирование персуль- 
фидированных белков с последующим их выде- 
лением на стрептавидиновом носителе (рис. 8а). 
Далее фракцию полученных персульфидирован- 
ных белков можно анализировать с помощью 
иммуноблоттинга или масс-спектрометрически 
[150]. Однако было показано, что при данном 
методе происходит биотинилирование, в том 
числе немодифицированных остатков цистеина, 
а также образование внутри- и межмолекулярных 
дисульфидных связей [6, 151].

Простой в использовании метод – обработка  
образца флуоресцентным производным N-этил- 
малеимида (NEM-Cy5), алкилирующим как ос- 
татки цистеина, так и его персульфидированные мо- 
дификации [14]. После обработки восстанавли- 
вающим агентом (ДТТ) флуоресценция персуль- 
фидированных белков снижается из-за диссоциа- 
ции флуоресцентной метки, что можно детек- 
тировать в параллельных электрофоретических 
разделениях (рис. 8б). Стоит заметить, что для  
NEM показана способность реагировать с амино- 
группами [152], что снижает селективность данного 
метода. Для оптимизации такого подхода с целью 
получения более высокого разрешения приме- 
няют биотин-конъюгированные производные  
NEM, которые позволяют после трипсинолиза 
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провести очистку полученных пептидов, содер- 
жащих персульфидированные остатки цистеина, 
с последующим анализом методами ВЭЖХ-МС 
(рис. 8в) [24, 153]. Модификации данной методики 
в совокупности с использованием изотопных меток 
позволяют проводить количественные протеом- 
ные исследования, однако анализ может быть 
затруднен из-за перекрестной реактивности произ- 
водных NEM с остатками сульфеновых кислот 
цистеина [154]. Проблема, связанная с занижением 
оценок уровней модифицированных остатков для 
рассмотренного выше метода, может быть решена 
в подходах, в которых сорбция осуществляется 
только для персульфидированных остатков. В 
одной из методик было предложено применение 
метилсульфонилбензотиазола (МСБТ) в качестве 
блокирующего агента, модифицирующего как 
тиоловые, так и персульфидные группы. Однако 
аддукт персульфида и МСБТ с повышенной 
электрофильностью на следующей стадии мето- 
дики становится мишенью либо флуоресцентных 
(CN-Cy3), либо биотинилированных производ- 
ных (CN-биотин) цианоуксусной кислоты (рис. 8г),  
для последних в дальнейшем производится аф- 
финная очистка с дальнейшим масс-спектро- 
метрическим анализом [57]. Недостатки данного 
подхода – низкая растворимость производных 
МСБТ в водных растворах и низкая стабильность 
цианоацетатных аддуктов при МС-анализе [24, 
153]. Авторами данной методики был предложен 
ряд изменений, облегчающих процедуру экспе- 
римента за счет использования коммерчески  
более доступных и более селективных в отноше- 
нии персульфидов реагентов [77]. 

Данные протеомных исследований, получен- 
ные, по большей части, описанными выше мето- 
дами, разнятся в оценках представленности пер- 
сульфидных модификаций остатков цистеинов  
белков от ~5% (для протеома MIN6 панкреати- 
ческой линии клеток мыши) до 0.15% (для про- 
теома линии HEK293). Такая разница может 
действительно отражать физиологические раз- 
личия разных типов клеток, но может быть по- 
лучена и из-за применения разных подходов [66, 
153]. Поэтому разработка надежных методов 
исследования динамики АФС и определение 

модификаций их мишеней по-прежнему остается 
актуальной задачей. 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Активные формы серы – важные участники 
различных сигнальных каскадов, регулирующих 
как физиологические, так и патофизиологические 
процессы в живых системах. Существуют убеди- 
тельные доказательства того, что нарушения синтеза 
или катаболизма АФС коррелируют с развитием 
таких социально значимых заболеваний, как 
болезнь Альцгеймера, боковой амиотрофический 
склероз, болезнь Паркинсона, диабет, заболевания 
сердечно-сосудистой системы и др. [155]. В 
последнее время как доноры H2S, так и сами АФС 
находят все более активное применение в качестве 
терапевтических агентов [156, 157]. Однако нес- 
мотря на достигнутый в последние десятилетия 
прогресс в установлении механизмов образования, 
катаболизма и воздействия АФС, многое еще 
остается малоизученным, не в последнюю очередь, 
в связи с отсутствием инструментов, позволяющих 
с высокой селективностью и высоким временным 
разрешением проводить исследования в условиях 
in vivo. В связи с этим развитие методов детекции 
АФС остается одной из актуальных задач как сов- 
ременной химии, так и биотехнологических ис- 
следований. Расширение палитры красителей и 
генетически кодируемых инструментов позволит 
как увеличить пул информации об участии H2S и 
его производных в биологических процессах, так 
и подобрать потенциальные мишени и препараты 
для борьбы с различными заболеваниями. 
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The discovery of new classes of regulatory molecules in human and animal metabolism always leads to a 
large-scale study of their properties in the context of biochemistry, physiology, and pharmacology. About  
20 years ago, hydrogen sulfide (H2S) and its derivatives – active sulfur forms (ASFs): persulfides, polysul-
fides, nitrosothiols, sulfenic acids, etc. – became one of such classes of molecules. The participation of ASFs 
in a variety of physiological and pathological processes, such as regulation of vascular tone, inflammation, 
long-term potentialization in the central nervous system, etc., has been shown. Changes in ASF levels or 
patterns of modification of their targets are associated with a wide range of pathologies: cardiovascular, 
oncologic, neurodegenerative, and others. For a part of these processes, mechanisms have been studied 
that involve direct modification of regulatory (NF-κB, Keap1) or effector (GAFD, eNOS, TRPA1) proteins 
through reactions of cysteine residues and metal-containing centers with APS. The presence of different 
regulated enzymatic systems producing APS and numerous molecular targets allows us to consider H2S 
and its derivatives as an important class of small regulatory molecules. H2S is counted among the so-called 
“gas transmitters”, along with nitric oxide(II) and carbon monoxide. Over the last 20 years, a huge amount 
of data on the biochemistry of these compounds and approaches to their study has been accumulated.
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