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ВВЕДЕНИЕ

Метиленовый синий (МС; 3,7-бисдиметил-
аминофенотиазин хлорид) представляет собой 
темно-зелёные кристаллы или кристалли-
ческий порошок с бронзовым блеском, в воде 
образует темно-синий раствор, который обыч-
но используется в качестве красителя. Он хоро-

шо растворим в воде и хлороформе, умеренно 
растворим в спирте. Максимумы поглощения 
МС составляют 609 и  668  нм, молекулярная 
масса — 319,852  г/моль  [1]. МС  не является 
природным веществом и впервые был синте-
зирован в 1876 г. химиком Генрихом Каро. Год 
спустя МС стал первым красителем, запатен-
тованным в Германии  [2]. В  настоящее время 
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Метиленовый синий (МС) является первым полностью синтетическим веществом, которое нашло 
своё применение в медицине более 120 лет назад для лечения малярии. Сейчас МС одобрен для ле-
чения метгемоглобинемии, но есть предпосылки для его репозиционирования в сторону нейропро-
текции. Перспективность данного соединения подтверждается тем, что на различных моделях была 
показана эффективность при терапии болезни Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона, моделях 
черепно-мозговых травм, бокового амниотического склероза, депрессивных расстройствах и  т.д. 
Но задача данного обзора – не столько сконцентрироваться на описании терапевтических эффек-
тов МС при лечении всевозможных нейродегенераций, сколько углубиться в механизмы действия 
сигнальных путей, на которые данный препарат оказывает прямое или косвенное влияние. МС мо-
жет функционировать как альтернативный переносчик электронов в дыхательной цепи митохондрий 
при нарушении работы цепи переноса электронов. Он  может оказывать противовоспалительный 
и антиапоптотический эффекты, ингибировать моноаминооксидазы и NO-синтазы, активировать 
сигнальные пути, которые обеспечивают обновление митохондриального пула  –  митохондриаль-
ный биогенез и аутофагию, препятствовать агрегации белков с неправильной укладкой. Понимание 
и комплексное изучение всех аспектов прямого и косвенного действия МС, а не только какого-либо 
одного эффекта может помочь в его дальнейшем исследовании, в том числе и на клиническом уровне.
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нативный транспорт электронов, Nrf2/ARE сигнальный путь, апоптоз, аутофагия, воспаление, моноамин-
оксидаза, NO-синтаза.
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; БАС – боковой амиотрофический склероз; МАО – мо-
ноаминоксидаза; МС  –  метиленовый синий; ЭТЦ  –  электрон-транспортная цепь; AMPK  – AMP-активируемая про-
теинкиназа; ARE  –  антиоксидант-респонсивный элемент; cGMP  –  циклический гуанозинмонофосфат; CRH  – кор-
тикотропин-рилизинг-гормон; GSK3β  – киназа гликогенсинтазы  3β; HTT  –  хантингтин; Keap1  –  kelch-подобный 
ECH-ассоциированный белок  1; mTORC1  –  мишень рапамицина млекопитающих, комплекс  1; NF-κB  –  ядерный 
фактор каппа-B; NOS – NO-синтаза; Nrf2 – ядерный фактор, связанный с эритроидным фактором 2; PGC-1α – гам-
ма-коактиватор 1-альфа-рецептора, активируемого пролифераторами пероксисом; PI3K  –  фосфоинозитид-3-киназа; 
PMCA – Ca2+-ATPаза плазматической мембраны; sGC – растворимая гуанилатциклаза; SOD1 – супероксиддисмутаза 1; 
STAT – преобразователь сигнала и активатор транскрипции; TNF-α – фактор некроза опухолей альфа.
* Адресат для корреспонденции.
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МС синтезируют окислением N,N-диметилфе-
нилендиамина дихроматом натрия  (Na2Cr2O7) 
в присутствии тиосульфата натрия  (Na2S2O3) 
и дальнейшим окислением в присутствии 
N,N-диметиланилина  [3] (рис.  1,  реакция  1). 
Гидрохлорид МС получают за счёт добавле-
ния к раствору красителя 30%-ной соляной 
кислоты и насыщенного раствора хлорида нат-
рия; после фильтрации продукт промывают 
2%-ным раствором хлорида натрия (рис. 1, ре-
акция 2). Резонансные структуры МС обычно 
изображают с формальным зарядом, располо-
женным на атоме серы (рис. 1) или на одном из 
атомов азота (не показано) [4]. Кроме того, MС 
может быть представлен в виде трёх наиболее 
распространённых N-деметилированных ана-
логов: азура A, азура B и азура C [5] (рис. 1, ре-
акции 3–5).

Раствор MС имеет синий цвет в окисли-
тельной среде, но превращается в лейко-MС 
(бесцветную форму) при воздействии восста-
новителя  [3]. Есть много применений МС в 
аналитической химии или в быту, но в большей 
степени этот краситель прославился как пер-
вый полностью синтетический препарат, при-
меняемый в медицине [6].

Наиболее ранние упоминания о влиянии 
МС на психологическое состояние человека от-
носятся к концу XIX века. Тогда были получены 
данные об обезболивающих эффектах МС [7] и 
его седативном эффекте при различных формах 
психозов [8]. МС, а точнее его фенотиазиновое 
ядро, стал основой для синтеза ряда нейро-
лептических препаратов в 1950-х гг., в том числе 
хлорпромазина и флуфеназина, которые явля-
ются незаменимыми препаратами для лечения 
психотических расстройств. Некоторые ис-
следователи считают, что появление фенотиа-
зинов является началом такого раздела в пси-

хиатрии, как биологическая психиатрия  [9]. 
В это же время МС продолжал использоваться 
в медицине, но только в качестве красителя для 
других нейролептиков, что помогало контро-
лировать приём лекарств у пациентов психи-
атрических клиник за счёт окрашивания мочи 
в синий цвет [6]. Единичные исследования про-
водились во второй половине 1930-х  гг. Было 
показано, что MС приносит пользу пациентам, 
страдающим кататонической деменцией  [10] 
и снижает смертность при эпилептических 
припадках [11].

Интерес к МС как к нейролептику возро-
дился в  70–80-х  гг. XX  века, когда появились 
данные, что повышенный уровень ванадия мо-
жет иметь этиологическое значение при маниа-
кально-депрессивном расстройстве  [12]. Было 
показано, что MС катализирует восстановление 
ванадата до ванадила, что значительно подав-
ляло депрессивное поведение [13]. Ещё раньше 
появились первые данные, демонстрирующие, 
что МС оказывает влияние на процессы запо-
минания и сохранения памяти у крыс [14]. В се-
редине 90-х  гг. было показано, что МС инги-
бирует агрегацию тау-белков, а, следовательно, 
может иметь клиническое применение для ле-
чения болезни Альцгеймера [15].

Позже на основе  МС было разработано 
несколько поколений препаратов, с которыми 
были проведены клинические исследования, 
но полученные результаты оказались весьма 
противоречивыми. Во  II-й фазе клинических 
испытаний был показан положительный эф-
фект препарата на основе  МС у пациентов с 
лёгкой и средней степенью тяжести болезни 
Альцгеймера (NCT005153330) [16]. Но на этапе 
фазы  III клинических исследований у экспе-
риментальной группы, получавшей таблетки, 
содержащие 75 и 125 мг МС, не было выявле-

Рис. 1. Синтез и метаболизм MС. 1 – синтез МС. 2 – гидрохлорирование МС. 3–5 – деметилирование MС и последова-
тельное формирование азуров A, B и C
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но улучшений по сравнению с группой пла-
цебо (NCT01689246)  [17]. Примечательно, что 
группа плацебо получала тот же препарат, но в 
концентрации 4 мг, чтобы цвет мочи у группы 
плацебо не отличался от цвета мочи пациентов 
из экспериментальной группы. Позже было 
показано, что даже в концентрации 4 мг/день 
МС оказывает тот же эффект, что и в высоких 
концентрациях. Поэтому некоторые исследо-
ватели причиной неудачи фазы  III клиниче-
ских испытаний называют некорректный ди-
зайн исследования [18]. В связи с этим в 2018 г. 
было запущено ещё одно клиническое испыта-
ние, где препарат будет использоваться в кон-
центрации 16 и 8 мг/день, а в качестве плаце-
бо будут использованы другие препараты для 
придания моче характерного цвета. Полное 
окончание клинических испытаний ожидается 
в июне 2023 г. (NCT03446001).

В последнее десятилетие проведено много 
исследований терапевтического эффекта  МС 
при болезни Хантингтона  [19, 20], болезни 
Паркинсона  [21, 22], черепно-мозговых трав-
мах [23–25], ишемических повреждений голов-
ного мозга [26, 27], травмах спинного мозга [28], 
боковом амиотрофическом склерозе [29] и т.д. 
Высока вероятность, что в скором времени 
начнутся клинические испытания МС для ле-
чения других нейродегенеративных и психи-
ческих заболеваний. Цель данного обзора – не 
столько суммировать данные о нейропротек-
торных эффектах МС, сколько проанализиро-
вать основные метаболические и сигнальные 
пути, на которые оказывает влияние МС. Осо-
бое внимание уделяется способности МС осу-
ществлять альтернативный транспорт электро-
нов в митохондриях, активировать аутофагию 
и сигнальный путь Nrf2/ARE, ингибировать 
моноаминооксидазы  (МАО) и NO-синтазы 
(NOS), препятствовать апоптозу, воспалитель-
ным процессам и агрегации неправильно свёр-
нутых белков.

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК АЛЬТЕРНАТИВНЫЙ 

ПЕРЕНОСЧИК ЭЛЕКТРОНОВ

Этиология большинства нейродегенера-
тивных заболеваний зачастую комплексная. 
Наиболее распространёнными факторами, 
которые способствуют нейродегенерации, яв-
ляются митохондриальные дефекты и окисли-
тельный стресс. Митохондриальные дефекты 
приводят к увеличению скорости образова-
ния активных форм кислорода (АФК), а окис-
лительный стресс, в свою очередь, являет-

ся основной причиной митохондриальных 
дефектов  [30]. Митохондрии имеют несколь-
ко сайтов, которые ответственны за продук-
цию АФК, и большинство из них расположены 
на внутренней митохондриальной мембране. 
Комплекс  I является основным местом про-
дукции митохондриальных  АФК. Кроме того, 
ингибирование комплекса  I приводит к де-
фициту  ATP и гипервосстановлению многих 
NAD+-зависимых ферментов  [31]. Митохон-
дрии растений в процессе эволюции приобрели 
альтернативные пути дыхания, которые вклю-
чают ротенон-нечувствительные NAD(P)H-де-
гидрогеназы и альтернативную оксидазу. Они 
позволяют за счёт рассеивания мембранного 
потенциала снизить продукцию  АФК и пред-
отвратить перевосстановление компонентов 
катаболических путей [32]. У митохондрий жи-
вотных тоже есть механизм рассеивания мем-
бранного потенциала  – мягкое разобщение, 
которое осуществляется белками-разобщите-
лями (uncoupling proteins  – UCPs), вызываю-
щими утечку протонов, снижение мембранно-
го потенциала и сокращение уровня продукции 
АФК  [33]. Имеется целый ряд фармацевтиче-
ских разобщителей, среди которых наиболь-
ший интерес представляет 2,4-динитрофенол 
(2,4-ДНФ), действующий как протонофор. 
Вначале 2,4-ДНФ широко использовался в 
качестве метаболического препарата для сни-
жения веса. В  дальнейшем была показана его 
значительная острая токсичность, и 2,4-ДНФ 
был запрещён для использования в некоторых 
странах [34]. Но не только протонофоры могут 
вызывать рассеивание мембранного потенци-
ала. Альтернативный транспорт электронов с 
помощью  MС является ещё одним способом 
модуляции митохондриального метаболиз-
ма, который, помимо снижения мембранного 
потенциала, позволяет обходить нарушенные 
или заингибированные дыхательные комплек-
сы [35]. MС одобрен управлением по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов  (FDA), поэтому повторение 
истории с неожиданным обнаружением ток-
сичности 2,4-ДНФ крайне маловероятно.

Первые сведения о том, что МС может уве-
личивать скорость дыхания, были получены 
в конце 1920-х  –  начале 1930-х  гг. Исследова-
ния проводились на безъядерных эритроци-
тах птиц и млекопитающих  [36], неоплодот-
ворённых яйцах морских звёзд [37], в которых 
изучались окислительно-восстановительные 
свойства  МС. В  1938  г. Elliott и  Greig  [38] об-
наружили, что сукцинат может окисляться до 
фумарата в присутствии МС, который «прини-
мает атомы водорода и восстанавливается до 
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лейко-МС». Тогда как в обычных условиях, без 
МС, акцептором протонов являлся окислен-
ный цитохром. В 1949 г. Slater [39] изучал сук-
цинатдегидрогеназный комплекс в сердечной 
мышце и в почках и показал, что цитохром  b 
участвует в катализе восстановления МС сук-
цинатом (рис.  2). Далее было обнаружено, 
что убихинон и его гомологи могут опосредо-
вать реакцию между электрон-транспортной 
цепью (ЭТЦ) и MС [40], а также тот факт, что 
MС может окислять NADPH [41].

Исследования МС на изолированных ми-
тохондриях начались ближе к началу XXI века. 
Было показано, что MС может стимулировать 
митохондриальное дыхание, которое было ин-
гибировано хлорацетальдегидом, модулирую-
щим митохондриальный окислительный ме-
таболизм длинноцепочечных жирных кислот 
в печени. В то же время МС стимулировал пре-
имущественно дыхание в состоянии 4 по Чансу 
(нефосфорилирующее дыхание), а не в состоя-
нии 3 по Чансу (фосфорилирующее дыхание), 
что позволяет характеризовать МС как разоб-

щитель фосфорилированного дыхания [42, 43]. 
Последующие работы показали, что MС увели-
чивает активность цитохром  с-оксидазы  [44]. 
Это подтвердило предположение о том, что 
МС функционирует как альтернативный пере-
носчик электронов (рис. 2). Донором электро-
нов для МС является  NADH, а цитохром  с  – 
акцептором  [35]. Позже было показано, что 
MС увеличивает скорость дыхания, если в 
качестве субстрата для дыхания используется 
сукцинат и α-глицерофосфат. Таким образом, 
сукцинатдегидрогенеза и α-глицерофосфатде-
гидрогеназа (GPDH) также способны участво-
вать в передаче электронов на МС [45] (рис. 2). 
При этом МС может переносить электроны не 
только на цитохром  с, но и непосредственно 
на  О2, что проявлялось в МС-зависимом уве-
личении скорости продукции  Н2О2, которое 
было неоднократно продемонстрировано  [43, 
45–47] (рис.  2). Таким образом, механически 
МС является прооксидантом, который мо-
жет увеличивать скорость продукции  H2O2, 
что было показано как при добавлении МС 

Рис. 2. Функционирование МС в качестве альтернативного переносчика электронов. МС может принимать электроны 
от NADH и FADH2, которые в норме окисляются в I- и II-комплексах ЭТЦ, а также α-глицерофосфатдегидрогена-
зы (GPDH), которая катализирует реакцию превращения глицеральдегид-3-фосфата (3-ФГА) в дигидроксиацетонфос-
фат (ДГАФ). При этом сам МС восстанавливается до бесцветной лейкоформы. Лейко-МС может отдавать электроны на 
убихинон, комплекс III, цитохром с (Cyt С), а также на молекулярный кислород
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к изолированным митохондриям  [45, 48], так 
и при терапии МС in  vivo  [46]. Но  при этом в 
концентрациях до 100  мкМ не было показано 
генотоксичного эффекта МС в отношении ми-
тохондриального генома [48]. В 2015 г. в работе 
Atamna et al. [49] окислительный стресс, инду-
цированный МС, характеризуется термином 
«мягкий окислительный стресс», который не 
оказывает деструктивного эффекта на клеточ-
ные компоненты, но может запускать некото-
рые сигнальные механизмы (в том числе и опо-
средующие антиоксидантный эффект  МС), 
которые обсуждаются в последующих разделах.

Альтернативный транспорт электронов по-
зволяет обходить ингибированный комплекс I. 
Было показано, что МС шунтирует блок, ко-
торый создавался ротеноном  [45, 47, 50, 51] и 
диметакрилат триэтиленгликолем (Triethylene 
glycol dimethacrylate  – TEGDMA)  [52]. Од-
нако открытым остаётся вопрос о возмож-
ности обхода комплекса  III. Tretter  et  al.  [45] 
и Sváb et al.  [53] показали, что MС увеличивал 
скорость дыхания и восстанавливал мембран-
ный потенциал при ингибировании антими-
цином и миксотиазолом, что согласуется с 
данными, свидетельствующими о повышении 
активности цитохром  с-оксидазы. В  2019  г. 
Gureev et al.  [47], напротив, показали, что MС 
не восстанавливает дыхание и мембранный по-
тенциал, ингибированные антимицином, но 
при этом восстанавливает дыхание и мембран-
ный потенциал, ингибируемые  ротеноном. 
Это более согласуется с результатами Slater [39], 
показавшего участие цитохрома  b в катализе 
восстановления МС сукцинатом (рис. 2). При-
чина различий нуждается в дальнейшем разъ-
яснении. Однако эти расхождения в механизме 
функционирования не носят принципиальный 
характер, так как нарушения в комплексе I, а не 
в комплексе III чаще всего приводят к развитию 
митохондриально-зависимых патологий [54].

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК ИНГИБИТОР АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ

Неправильный фолдинг, агрегация и ак-
кумулирование белков в головном мозге зача-
стую являются причиной запуска патологи-
ческих процессов, которые приводят к гибели 
нейронов и развитию нейродегенеративных 
заболеваний. Накопление белков с неправиль-
ной структурой, таких как амилоид-β и фосфо-
рилированный тау-белок, связано с развитием 
болезни Альцгеймера. Неправильно свёрнутые 
и агрегированные белки вызывают митохон-
дриальную дисфункцию, которая приводит к 

повышению уровня АФК и окислительному 
стрессу, вызывают нейровоспаление за счёт 
активации микроглии, что приводит к повреж-
дению синапсов и гибели нейронов [55].

В 1996 г. Wischik  et  al.  [15] впервые по-
казали, что MС в наномолярных концен-
трациях ингибирует агрегацию тау-белка и 
нарушает стабильность протеазорезистент-
ных парных спиральных филаментов (paired 
helical filaments  – PHF)  (рис.  3). Инги-
бирование образования тау-филаментов 
с помощью MС было впоследствии под-
тверждено Taniguchi  et  al.  [56]  – в  2005 г., и 
Hattori  et  al.  [57]  – в  2008  г. Диета с добавле-
нием  MС приводила к значительному сниже-
нию уровня фосфорилированного тау-белка у 
мышей линии P301S [58] и линии TauΔK [59]. 
MС ингибировал олигомеризацию мономеров 
амилоида-β  [60]. Также фотовозбуждённые 
молекулы МС блокировали агрегацию амило-
ида-β за счёт его окисления синглетным кисло-
родом, образующимся в ходе фотохимической 
реакции  [61]. MС  активировал Ca2+-ATPазу 
плазматической мембраны (plasma membrane 
Ca2+ATPase – PMCA), играющую важную роль 
в поддержании гомеостаза цитозольного каль-
ция в концентрации, которая необходима для 
нормального функционирования нейронов. 
МС препятствует инактивации PMCA, вызван-
ной накоплением амилоида-β и тау [62, 63].

Неправильный фолдинг белков игра-
ет ключевую роль в патогенезе болезни Хан-
тингтона  (рис.  3). Мутантная форма белка 
хантингтина  (HTT) склонна к расщеплению, 
неправильному фолдингу и агрегации. Накоп-
ление агрегатов в конечном итоге приводит к 
дисфункции нейронов  [64]. MС  ингибировал 
агрегацию нерастворимого мутантного бел-
ка HTT in vitro и снижал нейротоксичность [19]. 
Дальнейшие исследования показали, что MС 
защищает сердце Drosophila melanogaster от 
HTT-индуцированной токсичности, но не ока-
зывает эффекта в нейронах из-за плохого про-
хождения через гематоэнцефалический барьер 
D. melanogaster [20].

Имеются данные, показывающие, что МС 
является потенциально эффективным препа-
ратом для лечения прионных болезней  – се-
мейство редких, но фатальных патологий, 
поражающих людей и различные виды жи-
вотных. Было продемонстрировано, что МС 
влияет на кинетику олигомеризации непра-
вильно свёрнутого прионного белка  (PrP) и 
уменьшает количество олигомера примерно 
на 30% [65] (рис. 3).

Ряд исследований выявили связь между па-
тогенезом бокового амиотрофического скле-
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роза (БАС), неправильным фолдингом и агре-
гацией супероксиддисмутазы  1  (SOD1)  [66]. 
Было показано, что MС модулирует спонтан-
ную амилоидную агрегацию SOD1 в клеточных 
линиях [67, 68] и животных моделях Danio rerio 
и Caenorhabditis elegans [69, 70] (рис. 3).

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ КАК АКТИВАТОР 
СИГНАЛЬНОГО ПУТИ NRF2/ARE

Сигнальный путь Nrf2/ARE (Nuclear factor 
erythroid 2-related factor  2/antioxidant response 
element) регулирует экспрессию генов, кодиру-
ющих белки с цитопротекторными свойствами, 
например, антиоксидантные ферменты, белки 
фазы  II детоксикации ксенобиотиков, проти-
вовоспалительные белки, а также метаболиче-
ские ферменты и регуляторы, участвующие в 
поддержании окислительно-восстановитель-
ного гомеостаза [71] (рис. 4). Ядерный фактор, 
связанный с эритроидным фактором 2 (Nrf2), 
представляет собой короткоживущий белок 
(время жизни около 15 мин), который при от-
сутствии активирующих факторов подвергает-
ся убиквитинированию и протеосомной дегра-
дации. На сегодняшний день хорошо описаны 
две системы убиквитинлигаз, которые опо-
средуют деградацию Nrf2: Kelch-подобный 
ECH-ассоциированный белок  1  (Keap1) и ки-
наза гликогенсинтазы  3β  (GSK3β)  [72]. Ин-
дукторы Nrf2 представляют собой факторы, 
которые способствуют высвобождению Nrf2 
от Keap1 или GSK3β, что приводит к трансло-
кации Nrf2 в ядро и связыванию с факторами 
транскрипции основной лейциновой мол-
нии (bZip) (чаще всего малыми MAF) и коакти-

ватором CBP (CREB-binding protein), который 
обладает гистон-ацетилтрансферазной актив-
ностью, приводящей к изменениям в структу-
ре хроматина. Это обеспечивает релаксацию 
ARE-содержащего промотора и связывание с 
РНК-полимеразой. Подобный механизм регу-
лирует экспрессию большинства генов-мише-
ней Nrf2 [73].

Было показано, что МС увеличивает экс-
прессию гена  Nfe2l2 (ген, кодирующий Nrf2), 
генов антиоксидантов: Ho-1  (кодирующего 
гем-оксигеназу), Nqo1 (кодирующего NAD(P)H 
хинондегидрогеназу  1), Gclc и Gclm  (кодиру-
ющих каталитическую и модифицирующую 
субъединицы гамма-глутамилцистеинсинте-
тазы соответственно), Trx1и Trx2  (кодирую-
щих тиоредоксины  1 и  2), TrxR1 и TrxR2  (ко-
дирующих тиоредоксинредуктазы  1 и  2), Grx1 
и Grx2  (кодирующих глутаредоксины  1 и  2), 
Prx6  (кодирующего перкосиредоксин  6) и 
препятствует нейротоксичности, ассоцииро-
ванной с тау-белком  [45]. MС  препятствовал 
возрастному снижению экспрессии антиок-
сидантного гена  Sod2  (кодирующего суперок-
сиддисмутазу) [46] (рис. 4). Участие пути Nrf2/
ARE в задержке клеточного старения обсужда-
лось Atamna et al.  [49]. Активация Nrf2, инду-
цированная MС, оказывала терапевтический 
эффект при колите, индуцированном  TNBS 
(2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid) [74]. До сих 
пор нет прямых доказательств того, что MС 
непосредственно окисляет  Keap1 или  GSK3β. 
Было высказано предположение, что инду-
цированная МС продукция  H2O2 может сти-
мулировать окисление  Keap1 или  GSK3β, 
последующую активацию Nrf2 и усиление анти-
оксидантной защиты [45, 46]. Примечательно, 

Рис. 3. МС ингибирует олигомеризацию и последующее агрегирование расщеплённого мутантного белка HTT, что мо-
жет замедлять патогенез болезни Хантингтона. МС  препятствует накоплению амилоида-β  (Aβ), гиперфосфорилиро-
ванию тау-белка и, следовательно, образованию нейрофибриллярных клубков (NFT), способствует активации PMCA, 
что в сумме позволяет замедлить патогенез болезни Альцгеймера. МС препятствует олигомеризации неправильно свёр-
нутого прионного белка (PrP) и неправильно свёрнутого SOD1, что замедляет течение прионных заболеваний и БАС
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что у Escherichia coli MС  также способен ин-
дуцировать экспрессию генов, защищающих 
от окислительного стресса путём активации 
регулона  soxRS, что натолкнуло авторов ис-
следования на аналогию с активацией Nrf2/
ARE-пути [75].

Другой важной функцией сигнального 
пути Nrf2/ARE является регуляция митохон-
дриального биогенеза  [76]. МС  увеличива-
ет количество митохондрий в головном мозге 
15-месячных мышей, что проявляется в уве-
личении числа копий мтДНК, увеличении 
экспрессии гена  Cox1  (кодируется мтДНК), 
а также Nrf1 и Tfam, которые принимают непо-
средственное участие в процессах транскрип-
ции мтДНК  [46]  (рис.  4). Влияние МС на ак-
тивацию митохондриального биогенеза было 
отмечено Atamna et al. [49], однако указывает-
ся, что это достигается за счёт активации пути 
AMPK/PGC-1α (AMP activated protein kinase/
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator 1α), который долгое время считал-
ся главным регулятором митохондриального 
биогенеза  [77]. В  то же время активация пути 
Nrf2/ARE не указана как путь активации ми-
тохондриального биогенеза  [49]. В  последние 
годы обсуждаются перекрёстные связи между 
путями Nrf2/ARE и AMPK/PGC-1α  [76], ко-
торые опровергают упрощённое представле-
ние о «главном регуляторе митохондриально-
го биогенеза» для пути AMPK/PGC-1α  [78]. 
Не  менее интересен и механизм активации 
AMPK с помощью МС. С одной стороны, МС 
восстанавливает митохондриальное дыхание 
и производство АТP в условиях нарушения 
функционирования  ЭТЦ. По  этой причине, 
по предположению Xie  et  al.  [79], активация 
AMPK не может происходить за счёт смещения 

равновесия AMP/ATP в сторону AMP. С другой 
стороны, нами было показано, что альтерна-
тивный транспорт электронов вызывает сни-
жение трансмембранной разности потенциала, 
что, по всей видимости, должно замедлять ско-
рость синтеза  ATP и, следовательно, смещать 
равновесие AMP/ATP в сторону  AMP  [43]. 
Atamna  et  al.  [49] предположили, что МС за 
счёт альтернативного транспорта электронов 
вызывает смещение равновесия NAD+/NADH 
в сторону  NAD+, что приводит к увеличению 
уровня фосфорилирования AMPK, и подтвер-
дили это экспериментально.

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК АКТИВАТОР АУТОФАГИИ

Аутофагия  –  это процесс самоуничтоже-
ния клеточных компонентов, при котором 
сначала двухмембранные аутофагосомы изо-
лируют органеллы, затем сливаются с лизо-
сомами для лизиса гидролазами. Аутофагия 
активируется в ответ на внеклеточные или 
внутриклеточные стрессовые факторы  [80]. 
Стресс запускает процессы, которые приво-
дят к активации  AMPK или  p53, что снижает 
активность комплекса  1 мишени рапамицина 
млекопитающих (mTORC1, mammalian target of 
rapamycin complex 1) (рис. 4). Снижение актив-
ности mTORC1 приводит к повышению актив-
ности комплекса  ULK1 (Unc-51 like autophagy 
activating kinase), что впоследствии иниции-
рует образование фагофора совместно с ком-
плексом фосфоинозитид-3-киназы  (PI3K; 
включает белки PI3K-III, Beclin-1, VPS34, 
p150 и  ATG14). Рост и созревание фагофора 
зависит от двух убиквитин-подобных систем 

Рис. 4. Влияние МС на сигнальный путь Nrf2/ARE, который регулирует экспрессию генов, кодирующих ключевые ан-
тиоксидантные белки, отвечает за координацию процессов митохондриального биогенеза и митофагии. Влияние МС 
на аутофагию путём ингибирования mTORC1, а также по mTORC1-независимому пути
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конъюгации, ATG12 и  ATG8  [81]. Наруше-
ния в регуляции аутофагии наблюдаются при 
многих неврологических расстройствах чело-
века, таких как болезнь Альцгеймера, болезнь 
Паркинсона, болезнь Хантингтона и БАС [82].

Изначально было показано, что тера-
пия MС не влияет на индукцию аутофагии, по-
скольку не изменялись уровни Beclin-1  (ком-
плекс  PI3K), Atg  7  (система  ATG12) и 
LC3-II (система ATG8) у мышей 3xTg-AD [83]. 
Позже появились данные о том, что MС оказы-
вает влияние на уровень LC3-II. Это позволило 
предположить, что он является мощным индук-
тором аутофагии у мышей с таупатией. Было 
высказано предположение, что MС функцио-
нирует как рапамицин и ингибирует mTOR, 
тем самым вызывая активацию аутофагии [84]. 
Jiang et al. [85] показали, что MС-индуцирован-
ная аутофагия участвует в инактивации  p53, 
которая активирует  AMPK. AMPK, в свою 
очередь, ингибирует mTOR, активируя  Tsc2. 
Однако есть данные, что MС также приводит 
к аутофагии за счёт активации AMPK, которая 
фосфорилирует  ULK1, а уровень фосфорили-
рования  mTORC1 не изменяется  [79]. ULK1 
фосфорилирует Beclin-1, который необходим 
для инициации аутофагии. Уровень Beclin-1 
увеличивается при лечении черепно-мозговой 
травмы с помощью MС [86].

Имеются данные о том, что МС может ин-
дуцировать митофагию, частный случай ауто-
фагии  [87]. Вероятно, МС-индуцированная 
митофагия может быть связана с активацией 

сигнального пути Nrf2/ARE, так как имеются 
данные, что белок  p62 образует петлю обрат-
ной связи с Nrf2  [88]. Кроме того, Nrf2 может 
регулировать экспрессию гена  PINK1  [89]. 
И p62, и PINK1 играют ключевую роль в регу-
ляции митофагии (рис. 4).

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК СУПРЕССОР АПОПТОЗА

При оценке влияния МС на апоптоз необ-
ходимо чётко разграничить условия, при кото-
рых происходит терапия. В условиях фотодина-
мической терапии МС будет функционировать 
как фотосенсибилизатор и стимулировать 
апоптоз  [90]. Фотодинамическая терапия яв-
ляется достаточно широко используемым ме-
тодом лечения различных злокачественных и 
доброкачественных опухолей. Фотосенсиби-
лизатор поглощает энергию источника света и 
может передавать её молекулярному кислороду 
с образованием синглетного кислорода  (1O2). 
1O2  является крайне электрофильной формой 
кислорода и может окислять биологические 
макромолекулы, тем самым повреждая их. 
Фотосенсибилизатор должен быть амфифиль-
ным, накапливаться в опухолевой ткани и бы-
стро выводиться из нормальной ткани, а также 
иметь низкий уровень токсичности в отсут-
ствии освещения [91]. Всем этим требованиям 
отвечает МС  [92]. Но  в контексте нейропро-
текторного эффекта  МС нас интересуют его 

Рис. 5. Влияние МС на апоптоз за счёт ингибирования эффекторных каспаз и устранения митохондриальных дисфунк-
ций, которые являются частой причиной выхода цитохрома с (Cyt C) и Apaf1 в цитоплазму. Влияние МС на пироптоз и 
воспалительные процессы за счёт ингибирования каспазы-1, провоспалительных цитокинов и активации противовос-
палительного цитокина
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антиапоптотические свойства, которые будут 
рассмотрены ниже.

Апоптоз можно разделить на три фазы: 
внешний путь, внутренний путь и эффек-
торная фаза. Внешний путь активируется 
лигандами смерти (TNF-α (Tumor necrosis 
factor-alpha), FASL (Fas ligand), TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand)), которые 
связываются с соответствующими рецептора-
ми на клеточной поверхности, запуская про-
цесс их агрегации  [93]  (рис.  5). Эта агрегация 
задействует адапторные белки в цитоплаз-
матическом участке рецепторов, формируя 
сигнальный комплекс, индуцирующий кле-
точную гибель (DISC, death-inducing signaling 
complex). DISC  стимулирует автокаталитиче-
скую активацию каспазы-8 и её высвобожде-
ние в цитоплазму, где она активирует каспаз-
ный каскад [94].

Внутренний путь апоптоза ассоциирован 
с митохондриями. Различные митохондри-
альные дисфункции, например, пермеабили-
зация наружной мембраны, открытие мито-
хондриальных пор проницаемости, вызывают 
выход цитохрома  с и Apaf1 (Apoptotic protease 
activating factor 1) из митохондрий [95] (рис. 5). 
Эти два компонента олигомеризуются и обра-
зуют сложную структуру – апоптосому, которая 
необходима для расщепления прокаспазы до её 
активной формы, каспазы-9, которая, в свою 
очередь, расщепляет и активирует другие про-
каспазы в эффекторные каспазы [96]. Внешний 
и внутренний пути апоптоза связываются друг 
с другом с помощью белка Bid (BH3 interacting-
domain death agonist). Активная каспаза-8 рас-
щепляет белок  Bid. Укороченная форма  Bid 
(truncated Bid,  tBid) транслоцируется в ми-
тохондрии и активирует проапоптотические 
белки (Bcl-2-associated X  protein, Bax) и деак-
тивирует антиапоптотические белки (B-cell 
lymphoma 2, Bcl-2), которые влияют на высво-
бождение цитохрома с [97]. Эффекторная фаза 
апоптоза осуществляется каспазами 3 и 6. Они 
вызывают деградацию ядерного материала, в 
том числе ДНК, а также других клеточных ком-
понентов, в частности цитоскелета [98].

Запрограммированная гибель клеток по-
средством апоптоза служит естественным ба-
рьером для развития опухолей. С  другой сто-
роны, активация апоптоза играет ключевую 
роль в прогрессировании неврологических 
расстройств, таких как болезнь Альцгеймера, 
Паркинсона, Хантингтона, черепно-мозговая 
травма и БАС, как показано в исследованиях на 
многих моделях [99]. Терапия с MС может по-
давлять апоптоз через PI3-K/Akt/GSK-3β-за-
висимый путь при кровоизлиянии в мозг [100]. 

У мышей с ишемией головного мозга, которые 
подвергались терапии  МС, уровни  p53 и  Bax 
были снижены, а количество белка Bcl-2 было 
увеличено [85]. MС также снижал уровень Bax 
и увеличивал экспрессию белка Bcl-2 при ко-
лите, вызванном TNBS  [74], и индуцирован-
ном ротеноном повреждении нигростриаль-
ной системы [101]. МС, по всей видимости, не 
напрямую взаимодействует с Bcl-2 и Bax, а кос-
венно. Скорее всего, МС оказывает влияние на 
уровни про- и антиапоптотических факторов, 
ингибируя TNF-α  [100, 101] или препятствуя 
возникновению митохондриальных дисфунк-
ций. Например, МС предотвращал открытие 
митохондриальных пор [102].

МС снижал количество цитохрома с в ци-
тозоле и активность каспазы-3  [26, 27, 101–
104], каспазы-6 [104, 105], каспазы-8 [26, 103], 
каспазы-9  [27, 102] и каспазы-1, отвечающей 
за пироптоз [106]. Для каспазы-1, каспазы-3 и 
каспазы-6 было показано, что МС может непо-
средственно окислять их каталитические доме-
ны и ингибировать их активность [103] (рис. 5). 
Были получены и противоположные данные, 
показывающие, что МС уменьшал острое ише-
мическое повреждение головного мозга, но ко-
личество апоптотических клеток не уменьша-
лось, а даже несколько увеличивалось, однако 
при этом снижался процент некротических 
клеток [87].

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК СУПРЕССОР ВОСПАЛЕНИЯ

Воспаление представляет собой сложную 
реакцию организма на различные внешние 
и внутренние раздражители. Воспаление ха-
рактеризуется физиологическими процессами 
(увеличением артериального давления, изме-
нением проницаемости сосудов), клеточными 
процессами (увеличением количества лейко-
цитов) и молекулярными процессами (увели-
чением уровня провоспалительных медиато-
ров). Неконтролируемое острое воспаление 
может стать причиной хронического воспале-
ния, способствуя развитию различных нейро-
дегенеративных заболеваний [107]. Иммунный 
ответ человека регулируется сложной сетью 
медиаторов, таких как интерлейкины (IL-1β, 
IL-6, IL-17, IL-18, IL-10), TNF-α и др. (рис. 5). 
Воспалительные стимулы связываются со 
специфическими рецепторами. Активация ре-
цептора запускает важные внутриклеточные 
сигнальные пути, такие как ядерный фактор 
каппа-B (NF-κB), митоген-активируемая про-
теинкиназа  (MAPK), янус-киназа  (JAK), сиг-
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нальные белки и активаторы транскрипции из 
семейства белков  STAT (Signal transducer and 
activator of transcription) [108].

Уровни провоспалительных цитокинов в 
тканях являются маркерами воспалительных 
процессов. TNF-α – один из наиболее мульти-
функциональных и хорошо изученных цито-
кинов. Его основными источниками являются 
макрофаги и Т-клетки, но было описано, что 
многие другие клетки, такие как B-клетки, 
нейтрофилы и эндотелиальные клетки, также 
продуцируют TNF-α. Несколько исследований 
показали, что MС вызывает снижение уровня 
TNF-α в различных тканях и при различных 
физиологических состояниях [99, 100] (рис. 5). 
TNF-α связывается с TNFR1/2 и приводит к 
TRAF-2 (TNF receptor-associated factor 2)-зави-
симой активации NF-κB [109]. NF-κB контро-
лирует экспрессию многих генов, участвующих 
в воспалении, и, по-видимому, NF-κB прояв-
ляет хроническую активность при многих вос-
палительных заболеваниях  [110]. MС  также 
снижал уровень NF-κB [101].

IL-1α и IL-1β являются каноническими 
активаторами NF-κB. МС значительно снижал 
экспрессию и уровень белков IL-1α/β [100, 111, 
112]. IL-6  также является провоспалительным 
цитокином. Передача сигнала IL-6 включа-
ет активацию  JAK, а затем приводит к акти-
вации транскрипционного фактора  STAT3. 
STAT3  фосфорилируется и образует димеры с 
другими членами семейства  STAT. Активиро-
ванный комплекс STAT3 транслоцируется в 
ядро и регулирует экспрессию широкого спек-
тра генов, в том числе генов, кодирующих про-
воспалительные цитокины  [113]. Неоднократ-
но было показано, что МС снижает уровень 
IL-6 [29, 74, 100, 112] и других провоспалитель-
ных факторов: IL-12 [29], IL-17 [74, 112] и IL-
18 [100, 112] (рис. 5).

Не все интерлейкины являются провоспа-
лительными. Например, IL-10 играет решаю-
щую роль в предотвращении воспалительных 
и аутоиммунных патологий  [114]. Имеются 
данные о том, что IL-10 подавляет работу дру-
гих провоспалительных цитокинов, таких как 
TNF-α [115]. МC повышал уровень IL-10 в тка-
нях в соответствии с его противовоспалитель-
ным действием [100, 112] (рис. 5).

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК ИНГИБИТОР 

МОНОАМИНОКСИДАЗЫ

Моноаминоксидазы  (МАО) регулируют 
синаптические и внутринейрональные кон-

центрации норадреналина, серотонина и до-
фамина  (рис.  6). МАО  имеет две изоформы: 
МАО типа А и МАО типа В. МАО-А в первую 
очередь отвечает за метаболизм серотонина. 
Обе изоформы ответственны за метаболизм 
дофамина [116]. Согласно серотониновой тео-
рии депрессии, МАО-А катализирует окисли-
тельное дезаминирование серотонина  (5-НТ), 
превращая его в 5-гидрокси-3-индолуксусный 
альдегид (5-HIAL), который в дальнейшем пе-
рерабатывается в 5-гидрокси-3-индолуксус-
ную кислоту (5-HIAA) с помощью альдегидде-
гидрогеназы [117].

Астроциты также участвуют в регуляции 
метаболизма серотонина за счёт поглощения 
серотонина транспортёром обратного захвата 
серотонина  (SERT) и последующей деграда-
ции с помощью МАО-А [118]. Кроме того, фер-
мент МАО-А опосредует окисление дофамина 
в 3,4-дигидроксифенилацетальдегид  (DOPAL) 
наряду с образованием H2O2 в пресинапти-
ческих окончаниях. МАО-В метаболизиру-
ет дофамин в 3,4-дигидроксифенилуксусную 
кислоту (DOPAC), а катехол-О-метилтрансфе-
раза  (COMT) расщепляет его до гомованили-
новой кислоты  (HVA) в астроцитах  [119]. Ан-
тидепрессивный эффект ингибирования МАО 
заключается в повышении уровня всех биоген-
ных аминов [120].

Первое упоминание о том, что МС ингиби-
рует МАО, было сделано в 1996 г. [121]. MС ин-
гибирует обе изоформы МАО, но МАО-А 
в несколько раз сильнее, чем МАО-В  [122] 
(рис.  6,  б). Позже эффективность МС против 
депрессии была показана на животных мо-
делях  [123]. Стоит отметить, что некоторые 
производные МС, например азур B, более эф-
фективны при лечении психотических рас-
стройств [4, 60, 124, 125].

МЕТИЛЕНОВЫЙ СИНИЙ 
КАК ИНГИБИТОР NO-СИНТАЗЫ

Белки семейства NO-синтаз  (NOS) явля-
ются важными регуляторами психологическо-
го состояния человека. Существует несколько 
форм NOS, выполняющих определённые функ-
ции. Нейрональная NOS  (nNOS) локализует-
ся в синаптических шипиках, эндотелиальная 
NOS (eNOS) – в эндотелиальных клетках сосу-
дов головного мозга и двигательных нейронах, 
индуцируемая NOS  (iNOS)  –  в астроцитах и 
микроглии и индуцируется при некоторых па-
тологических состояниях  [126]. Воспалитель-
ные процессы являются важными факторами 
активации iNOS в астроцитах и микроглии гип-
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покампа [127] (рис. 7). Повышение уровня NO 
приводит к активации растворимой гуанилат-
циклазы  (sGC)/циклического гуанозинмоно-
фосфата  (cGMP). Этот сигнальный путь яв-
ляется ключевой особенностью когнитивного 
дефицита и депрессии  [128]. Сигнальный путь 
iNOS/NO/sGC/cGMP в пресинаптических 
окончаниях вызывает высвобождение глутама-
та, который активирует постсинаптические ре-
цепторы N-метил-D-аспартата (NMDAR) для 
увеличения концентрации  Ca2+ и дальнейшей 
активации  NO, полученного от  nNOS  [129]. 
Кроме того, глюкокортикоиды могут активиро-
вать nNOS через высокоаффинный минерало-

кортикоидный рецептор (MR). В свою очередь, 
NO подавляет локальную экспрессию глюко-
кортикоидных рецепторов  (GR) посредством 
сигнальных путей sGC/cGMP и пероксинит-
рита  (ONOO–), регулируемых внеклеточным 
сигналом киназ  (ERK). Это приводит к повы-
шению уровня гипоталамического кортикотро-
пин-рилизинг-гормона  (CRH)  [130]. Гипотала-
мическая секреция CRH стимулирует переднюю 
долю гипофиза к высвобождению адренокорти-
котропного гормона (ACTH), который вызыва-
ет надпочечниковую секрецию глюкокортикои-
дов. Повышенный уровень глюкокортикоидов, 
CRH и ACTH, является фактором депрессивно-

Рис. 6. Влияние МС на метаболизм серотонина и дофамина. а – Синтез и метаболизм серотонина и дофамина в нор-
мальных физиологических условиях. б – Метаболизм серотонина и дофамина в условиях активации MAO-A и МАО-В 
в синапсах и астроцитах. МАО-А способствует окислению дофамина в 3,4-дигидроксифенилацетальдегид  (DOPAL). 
МАО-В метаболизирует дофамин в 3,4-дигидроксифенилуксусную кислоту  (DOPAC), а катехол-О-метилтрансфера-
за (COMT) расщепляет его до гомованилиновой кислоты (HVA) в астроцитах. МС препятствует истощению серотонина 
и дофамина за счёт ингибирования MAO-A и MAO-B
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го поведения, так как в нормальных условиях их 
низкий уровень поддерживается отрицательной 
обратной связью [131].

Фармакологическое ингибирование NOS 
может снижать показатели депрессивноподоб-
ного поведения на животных моделях  [129] 
(рис. 7). Mayer et al. [132] показали, что in vitro 
MС полностью ингибирует NOS при кон-
центрации 30  мкМ, а также ингибирует sGC, 
но в меньшей степени (50%  ингибирова-
ния  – при 60  мкМ и максимальное ингиби-
рование  72%  –  при 1  мМ), из-за чего авторы 
сделали вывод, что МС нельзя считать мощ-
ным и селективным ингибитор NOS, хотя ра-
нее было показано, что MС ингибирует про-
дукцию  GMP  [133]. Позже было показано 
ингибирующее действие МС на NOS и sGC не 
только in vitro  [134], но и in vivo  [135, 136]. Од-
нако МС использовался в достаточно высоких 

концентрациях: до 1 мM – при введении через 
микродиализный зонд [135] и 100 мг/кг – при 
внутрибрюшинных инъекциях  [136]. Хотя по-
следующие исследования показали, что MС 
уже в концентрации 3  мг/кг (внутривенная 
инъекция) специфически ингибирует iNOS 
при липополисахарид-индуцированном стрес-
се  [137]. В  принципе, стоит отметить, что до-
зозависимость эффекта МС на ингибирование 
NOS нуждается в дальнейшем изучении, по-
тому что высокие концентрации МС сами по 
себе могут быть токсичны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, МС является плейотропным препа-
ратом, который может одновременно действо-
вать на несколько сигнальных путей, которые, 

Рис. 7. Влияние МС на iNOS и nNOS способствует блокированию активности sGC/cGMP, снижению гипоталамиче-
ской секреции CRH, секреции глюкокортикоидов и препятствует развитию депрессивного состояния



НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО 1175

БИОХИМИЯ том 87 вып. 9 2022

как правило, между собой крайне тесно пе-
реплетаются. Множественные эффекты МС 
крайне важно учитывать при проведении кли-
нических испытаний. Кроме того, МС обла-
дает крайне интересной фармакодинамикой, 
которая зачастую не учитывалась при дизайне 
некоторых клинических испытаний и послу-
жила причиной их неудачи  [18]. Данный об-
зор направлен на то, чтобы обобщить и в бу-
дущих исследованиях учитывать максимально 
все возможные эффекты МС при воздействии 
на ЦНС, принимать во внимание переплетения 
между апоптотическими путями, про/проти-
вовоспалительными процессами, сигнальны-
ми каскадами, которые регулируют митохон-
дриальный биогенез, антиоксидатную защиту, 
уровни нейромедиаторов и неправильно свёр-
нутых и агрегированных белков. Глубокое и 
всестороннее понимание всех возможных эпи-
генетических, биохимических и физиологиче-
ских последствий употребления МС позволит 
более корректно планировать эксперименты 
для оценки его нейропротекторных свойств.
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MOLECULAR MECHANISMS 
OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF METHYLENE BLUE

Review
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Methylene blue (MB) is the first fully synthetic compound that found its way into medicine over 120 years ago 
to treat malaria. Today MB is approved for the treatment of methemoglobinemia, but there are premises for its 
repositioning towards neuroprotection. The promise of this compound is confirmed by the effectiveness in the 
treatment of Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s diseases, models of traumatic brain injury, amniotic lateral 
sclerosis, depressive disorders, etc. in various models. However, the goal of this review is not so much to focus 
on describing the therapeutic effects of MB in the treatment of various neurodegenerations, but to delve into 
the mechanisms of direct or indirect effect by this drug on the signaling pathways. MB can act as an alternative 
electron carrier in the mitochondrial respiratory chain in condition of disturbed electron transport chain. It can 
have anti-inflammatory and anti-apoptotic effects, inhibit monoamine oxidases (MAOs) and NO synthase, 
activate signaling pathways that provide renewal of the mitochondrial pool – mitochondrial biogenesis and 
autophagy, and prevent the aggregation of misfolded proteins. Understanding and comprehensive study of all 
aspects of the direct and indirect action of MB, and not just any one effect, can help in its further research, 
including at the clinical level.

Keywords: methylene blue, neurodegeneration, Alzheimer’s disease, tau protein, alternative electron transport, Nrf2/
ARE signaling pathway, apoptosis, autophagy, inflammation, monoamine oxidase, NO synthase
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Аннотация 
Известно, что окислительно-восстановительный краситель метиленовый синий способен накапли-

ваться в митохондриях и оказывает благотворное влияние на лечение различных нейродегенеративных 

заболеваний. Считается, что данные эффекты соединения связаны с его воздействием на метаболизм ми-

тохондрий. Метиленовый синий способен функционировать как альтернативный переносчик электронов, 

который эффективно перемещает электроны между NADH и цитохромом с (cyt c). Происходит перена-

правление переноса электронов при ингибировании, что приводит к поддержанию и стимулированию био-

энергетических процессов в митохондриях. 
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Метаболит метиленового синего, Азур В, тоже обладает фармакологическими эффектами, однако его 

действия еще подробно не изучены. Возможно, что некоторые, если не большинство центральных эффек-

тов метиленового синего могут быть связаны именно с его N-деметилированными метаболитами. Неиз-

вестно способен ли Азур В осуществлять альтернативный транспорт электронов в электрон-транспортной 

цепи, и как он влияет на биоэнергетические процессы митохондрий. Предположительно из-за структур-

ного сходства с метиленовым синим он будет осуществлять данные процессы даже в более низких кон-

центрациях. Это помогло бы решить проблему ряда побочных эффектов, к которым может приводить ис-

пользование метиленового синего в высоких концентрациях. 
Abstract 
It is known that the redox dye methylene blue is able to accumulate in mitochondria and has a beneficial 

effect on the treatment of various neurodegenerative diseases. These effects of the compound are believed to be 
related to its effects on mitochondrial metabolism. Methylene blue is able to function as an alternative electron 
carrier that efficiently transfers electrons between NADH and cytochrome c (cyt c). Redirection of electron transfer 
occurs during inhibition, which leads to the maintenance and stimulation of bioenergetic processes in mitochon-
dria. 

The methylene blue metabolite, Azur B, also has pharmacological effects, but its actions have not yet been 
studied in detail. It is possible that some, if not most of the central effects of methylene blue may be due precisely 
to its N-demethylated metabolites. It is not known whether Azur B is able to carry out alternative transport of 
electrons in the electron transport chain, and how it affects the bioenergetic processes of mitochondria. Presuma-
bly, due to its structural similarity with methylene blue, it will carry out these processes even at lower concentra-
tions. This would solve the problem of a number of side effects that can be caused by the use of methylene blue in 
high concentrations. 

Ключевые слова: метиленовый синий, азур В, митохондриальное дыхание, трансмембранный потен-

циал, активные формы кислорода, продукция перекиси водорода. 
Keywords: methylene blue, azure B, mitochondrial respiration, membrane potential, reactive oxygen species, 

hydrogen peroxide production. 
 

Метиленовый синий: характеристика, строение и 

свойства 
В конце XIX века в текстильной промышлен-

ности произошел рост спроса на красители, что 

привело к быстрому исследованию и изготовлению 

различных синтетических красителей. Первые кра-

сители были изготовлены на основе анилина, по-

этому он получил очень широкое распространение 

и использование. 
В 1876 году Генрих Каро синтезировал мети-

леновый синий (МС) в качестве флуоресцентного, 

тиазинового красителя на основе анилина. МС не 

совсем соответствовал стандартам текстильной 

промышленности, однако краситель получил более 

широкое применение в других областях [3]. 
МС – гетероциклическое ароматическое со-

единение, обладающее уникальной молекулярной 

формулой, которая делает его эффективным лекар-

ственным средством. При комнатной температуре 

соединение выглядит как твердые темно-зеленые 

кристаллы или порошок без запаха. При смешива-

нии с водой порошок растворяется и дает характер-

ный темно-синий раствор. При нагревании МС вы-

деляет очень токсичные пары: оксиды азота, ок-

сиды серы и хлорид. Характерный цвет связан с 

тем, что он хорошо поглощает спектр видимого 

света 600-700 нм, а спектр 350-600 нм не трогает, 

это и придает соединению характерный синий цвет. 

В восстановленной форме соединение бесцветно, 

так как является не фоточувствительным для види-

мого спектра. МС используется в качестве краси-

теля нуклеиновой кислоты из-за его способности 

связывать ДНК и РНК. 
Ароматическое кольцо МС обеспечивает вы-

сокую липофильность соединения и, следова-

тельно, делает его легко проникающим сквозь ли-

пидные мембраны, в том числе и гемато-энцефали-

ческий барьер. Положительный же заряд на MС 

обеспечивает межмембранный потенциал (ΔΨ m) 
митохондрий. 

Применение метиленового синего 
МС, впервые обнаруженный и использован-

ный в качестве красителя в текстильной промыш-

ленности, долгое время использовался для биологи-

ческого окрашивания в гистологии, бактериологии 

и гематологии. Благодаря своим уникальным фи-

зико-химическим свойствам, это было первое син-

тетическое лекарство, использованное в медицине, 

которое применялось для лечения малярии более 

века назад [5]. 
Противомалярийное действие соединения обу-

словлено тем, что он может действовать как сенси-

билизатор хлорохина. В качестве противопарази-

тарного лекарства МС является плейотропным 

средством: он препятствует метаболизму гемогло-

бина и гема в органеллах пищеварения и является 

селективным ингибитором глутатионредуктазы 

Plasmodium falciparum. Последний эффект приво-

дит к истощению запасов глутатиона, что повы-

шает чувствительность паразита к действию лекар-

ственного препарата хлорохина. 
В настоящее время МС получил широкое при-

менение в лечении различных метгемоглобинемий. 

Некоторые процессы в организме могут приводить 

к окислению иона железа в гемоглобине до степени 

окисления +3. При этом образуется форма гемогло-

бина, известная как метгемоглобин (HbOH), что 

приводит к нарушению процессов транспорти-

ровки кислорода белком. Благодаря способности 

МС участвовать в реакциях окислительно-восста-

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/chloride
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новительного цикла этот препарат успешно исполь-

зуется для лечения данного заболевания. МС разре-

шен FDA (управление по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов) 

для лечения приобретенной метгемоглобинемии, 

но также используется не по назначению для лече-

ния врожденной метгемоглобинемии [5]. 
Было обнаружено действие МС и на инактива-

цию микробов, что сделало его первым соедине-

нием, которое использовали в роли антисептика в 

клинической терапии, а также первым антисептиче-

ским красителем для терапевтических целей [3]. 
Идентификация бактерий и открытие струк-

турной организации нервных тканей, осуществи-

лись тоже благодаря свойствам МС. Еще в начале 

двадцатого века МС использовался по широкому 

кругу медицинских и гигиенических показаний. 

Среди прочего, его добавляли к лекарствам психи-

атрических пациентов, чтобы изучить их соблюде-

ние, что можно было контролировать по наблюдае-

мому цвету мочи. Эти исследования привели к от-

крытию, что МС обладает антидепрессивным и 

дополнительным положительным психотропным 

действием [6]. 
Согласно опубликованным библиографиям, 

эффективное лечение отравления цианидом МС у 

лабораторных животных известно давно. А уже в 

1932 году в Калифорнийском университете был 

успешно пролечен случай отравления человека ци-

анидом. Имеются данные, которые говорят о том, 

что МС, ингибитор сосудорасширяющего дей-

ствия, может иметь терапевтический эффект при 

лечении вазоплегии - системного воспалительного 

ответа, связанного с глубоким расширением сосу-

дов. 
В последние годы МС стали рассматривать как 

потенциальное средство лечения нейродегенера-

тивных расстройств. В исследованиях как in vitro, 
так и in vivo МС продемонстрировал впечатляю-

щую эффективность в смягчении нейродегенера-

ции и сопутствующих поведенческих фенотипов на 

животных моделях таких состояний, как инсульт, 

глобальная церебральная ишемия, болезнь Альц-

геймера, болезнь Паркинсона и черепно-мозговые 

травмы. 
Интересны сообщения о том, что MС обладает 

антидепрессивной и анксиолитической активно-

стью на доклинических моделях и показал много-

обещающие результаты в клинических исследова-

ниях шизофрении и биполярного расстройства. МС 

- заслуживающий внимания ингибитор моноами-

ноксидазы А (МАО-А), которая является хорошо 

известной мишенью для антидепрессивного дей-

ствия. Поскольку МС работает как альтернативный 

акцептор и донор электронов, это позволяет ему по-

вышать производство энергии нейронами и подав-

ляет образование супероксида, т.е. регенерировать 

функцию митохондрий. Эти эффекты также могут 

способствовать его терапевтической активности 

[6]. 
Участие МС в дыхательной цепи митохондрий 

МС в низких дозах стимулирует митохондри-

альное дыхание, отдавая электроны в цепь переноса 

электронов. Это возможно благодаря уникальным 

химическим свойствам автоокислительно-восста-

новительного потенциала, которое позволяет МС 

при низких концентрациях формировать окисли-

тельно-восстановительное равновесие за счет цик-

лической смены электронов, т.е. выступая в каче-

стве донора и акцептора. Это свойство позволяет 

совершать круговорот электронов от химических 

веществ внутри митохондриальной матрицы к бел-

кам, переносящим электроны в митохондриях. Эти 

транспортные белки действуют как акцепторы 

электронов, донором которых служит МС в мито-

хондриях. Кислород, получаемый из оксигемогло-

бина, транспортируемого в кровотоке, выступает 

конечным акцептором электронов в ЭТЦ. Молеку-

лярный кислород восстанавливается до воды в ре-

акции, катализируемой митохондриальным фер-

ментом цитохромоксидазой (комплекс IV, цито-

хром с оксидаза). Цепь переноса электронов 

связана с биохимическим процессом окислитель-

ного фосфорилирования, что приводит к повышен-

ному потреблению кислорода и образованию АТФ 

из АДФ [1]. 
Роль метиленового синего в регуляции метабо-

лизма активных форм кислорода 
Перекись водорода интересна для исследова-

ний тем, что она принимает участие в двух аспектах 

жизнедеятельности клетки. С одной стороны, она 

поддерживает нормальное функционирование 

клетки, а с другой - одновременно является угрозой 

для неё, так как при ее неокончательном восстанов-

лении может образовываться самая опасная форма 

АФК (активные формы кислорода) – гидроксил-ра-

дикал. Сейчас активно разрабатываются методы ле-

чения, направленные на противодействие продук-

ции АФК, происходящих из митохондрий. Одним 

из последних соединений, представляющих значи-

тельный интерес, является МС [7]. 
Как известно, МС значительно увеличивает 

продукцию H2O2 в митохондриях и в состоянии по-

коя, синтезирующих АТФ и в митохондриях с нару-

шенным дыханием, с учетом того, что каждая ком-

бинация субстратов поддерживает дыхание. Обра-

зование H2O2 без образования супероксида, 

наблюдаемое в присутствии МС, объясняется как 

результат восстановления молекулярного кисло-

рода до перекиси. Эти эффекты предположительно 

связаны с конкуренцией между МС и кислородом 

за электроны, что приводит к двухэлектронному 

восстановлению МС до МСН2, а не к одноэлектрон-

ному восстановлению О2 до О2
- [4]. 

Однако, по некоторым данным МС не может 
обеспечить защиту от прямого воздействия пере-
киси водорода. Таким образом, альтернативная 
стратегия переноса электрона МС отличается от 
традиционного подхода улавливания свободных 
радикалов. Предположительно соединение позво-
ляет избежать производства АФК за счет измене-
ния маршрута переноса электронов и обхода блоки-
ровки комплекса I / III [1]. 

Азур В 
Aзур B – катионный краситель, основной мета-

болит МС, полученный в результате окислитель-
ного деметилирования. Представляет собой темно-
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зеленые кристаллы, растворимые в воде. Отсут-
ствие метильной группы приводит к тому, что заряд 
соединения распределен неравномерно, а смещен в 
одну сторону. Предположительно, именно эта осо-
бенность Aзура B и способствует его лучшему про-
никновению в органы и ткани. Также соединение 
лучше метаболизируется, что делает его безопас-
ным и в ряде случаев более эффективным, чем МС. 

Считается, что Aзур B обладает фармакологи-
ческими эффектами, однако его действия еще по-
дробно не изучены. Возможно, что некоторые, если 
не большинство центральных эффектов МС могут 
быть связаны именно с его N-деметилированными 
метаболитами [2]. 

Применение Азура В, сравнение с метилено-
вым синим 

Для Aзура B MС является пролекарством. 
Важно отметить, что Aзур B обладает превосход-
ной активностью в отношении множества биохими-
ческих мишеней по сравнению с MС, например, яв-
ляется более мощным ингибитором агрегации ами-
лоидного бета (Aβ) -пептида, более сильным 
ингибитором МАО-А. Одно не очень заметное ис-
ключение из этого правила - влияние на рост и пе-
редачу паразита Plasmodium falciparum. 

Aзур B обладает окислительно-восстанови-
тельными свойствами, очень похожими на свойства 
MС, который является мощным антидотом циа-
нида. Преимущество метаболита в том, что он мо-
жет иметь более высокую внутриклеточную диф-
фузию, уже присутствует в коммерчески доступ-
ных растворах MС, и очень быстро появляется в 
крови после введения препарата. Таким образом, 
Aзур B может быть членом семейства фенотиазие-
вых хромофоров, представляющих интерес для ле-
чения цианидной интоксикации. 

Примечательные антидепрессантоподобные 
эффекты Aзура B позволяют говорить о том, что он 
имеет доступ к ЦНС. Aзур B (C15H16ClN3S) струк-
турно похож на MС (C16H18ClN3S), но они различа-
ются по степени ионизации их окисленных форм. 
Хотя оба соединения существуют в виде катиона 
при физиологических значениях pH, Aзур B может 
до некоторой степени депротонировать с образова-
нием нейтральных хинониминовых (промежуточ-
ных) разновидностей. Следовательно, можно ожи-
дать, что фракция Aзура B, которая существует в 
виде хинониминов, будет легко диффундировать 
через биологические мембраны и, таким образом, с 
большей вероятностью проникнет через гематоэн-
цефалический барьер, чем MС [6]. 

Биологические красители, МС и его метаболит 
Aзур В, были оценены как противоопухолевые и 
противовоспалительные средства. Азур B, вводи-
мый с питьевой водой мышам, подавлял рост пере-
саженных опухолей и рост первичных опухолей 
(только у самок), индуцированных метилхолантре-
ном. Aзур B, вводимый внутривенно мышам, чув-
ствительным к БЦЖ (BCG-sensitized - Bacillus 
Calmette, бацилла Кальметта–Герена), за 15 минут 

до заражения липополисахаридом грамотрицатель-
ных бактерий, снижает продукцию TNF (tumor 
necrosis factor – фактор некроза опухоли) до 10% от 
контрольных значений и предотвращает смерть от 
эндотоксического шока. МС снижает продукцию 
TNF до 50% от контрольных значений, но не защи-
щает животных от эндотоксического шока. Эти ре-
зультаты показывают, что некоторые из эффектов, 
ранее приписываемых МС, вероятно, опосредуются 
его метаболитом, то есть Aзуром B. Именно низкая 
токсичность и простота применения красителей 
объясняют их использование в клинических усло-
виях. МС является селективным ингибитором син-
тазы оксида азота (NO) и растворимой гуанилат-
циклазы 2, ферментов, участвующих в опосредо-
ванной оксидом азота вазодилатации – снижение 
тонуса мышц сосудов способствует увеличению 
просвета кровеносных сосудов; по этой причине 
МС используется при резистентном к катехолами-
нам септическом шоке. Влияние Азура B на эти 
ферменты в сигнальном пути, индуцированном NO 
еще не изучено.  

В сравнительных исследованиях следует пом-
нить, что кривые доза-ответ для MС и Aзура B мо-
гут иметь необычную форму, что указывает на гор-
метические эффекты, означающие, что при высо-
ких концентрациях лекарство может иметь гораздо 
меньшую активность, чем на промежуточных уров-
нях. 

Данная работа выполнена при поддержке сти-
пендии Президента Российской Федерации моло-
дым ученым и аспирантам (Проект СП-
2802.2021.4) 
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ВВЕДЕНИЕ 

Митохондрии являются важнейшим центром,
где сходятся не только метаболические,
но и сигнальные пути, которые определяют
выживание клетки или её смерть. Митохондрии
являются основным источником энергии и местом
производства большого количества активных форм
кислорода (АФК). Для производства ATP требуется
высокий мембранный потенциал, при котором
наблюдается максимальная продукция АФК [1].
Митохондрии животных имеют системы разобщения
сопряженной дыхательной цепи, но они характерны
не для всех тканей и менее эффективны,
чем, например, альтернативные дыхательные пути
растений [2]. Поэтому фармакологические подходы
к разобщению электрон-транспортной цепи (ЭТЦ)
митохондрий — многообещающий способ лечения
метаболических заболеваний.

2,4-динитрофенол был одним из первых подобных
метаболических модуляторов, широко используемых
в медицине, в частности, для лечения ожирения.
Однако позже был выявлен широкий спектр
побочных эффектов, что привело к его полному
запрету в некоторых странах, например, в США и
Великобритании [3]. В последнее десятилетие было
сформулировано понятие “альтернативный транспорт
электронов”, которое в какой-то степени тоже является
способом разобщения сопряжённого дыхания [4].

Метиленовый синий (рис. 1А), который относится
к классу фенотиазинов, благодаря своим уникальным
окислительно-восстановительным свойствам может
принимать электроны от восстановительных
эквивалентов (например, NADH или FADH2) и
передавать их на другие компоненты дыхательной цепи
(например, на комплекс III или цитохром с)
или молекулярный кислород. Такой подход позволяет
“обходить” повреждённые или заингибированные
участки дыхательной цепи [4]. В отличие
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Метиленовый синий — фенотиазиновый краситель, который широко применяется в медицине и на данный
момент проходит клинические испытания для лечения болезни Альцгеймера. Одним из факторов уникального
терапевтического эффекта метиленового синего являются его окислительно-восстановительные свойства, которые
позволяют ему принимать электроны от восстановительных эквивалентов в митохондриях и передавать на другие
компоненты дыхательной цепи или молекулярный кислород, то есть осуществлять альтернативный транспорт
электронов. Азур I — N-деметилированный метаболит метиленового синего — по ряду показателей потенциально
более эффективное соединение, чем метиленовый синий, но его способность к альтернативному транспорту
электронов ранее не была изучена. Мы показали, что азур I в изолированных митохондриях мозга мышей,
в отличие от метиленового синего, не способен восстанавливать мембранный потенциал, который был ингибирован
ротеноном и, следовательно, не способен осуществлять шунтирование I комплекса дыхательной цепи. Кроме того,
добавление азура I не влияет на скорость дыхания митохондрий в отличие от метиленового синего, который
увеличивает скорость не стимулированного ADP дыхания. При этом оба красителя вызывали увеличение
продукции H2O2. Таким образом, только метиленовый синий способен осуществлять альтернативный транспорт
электронов, а его деметилированная форма — азур I — не производит шунтирование комплекса I, что несколько
ограничивает его терапевтический потенциал как митохондриально-направленного препарата, но не ставит
под сомнения его антидепрессантные свойства.
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Рисунок 1. Структурные формулы метиленового
синего (А) и азура I (Б).



от 2,4-динитрофенола, метиленовый синий является
безопасным соединением, для которого практически
не показано никаких побочных эффектов. Он широко
используется для лечения метгемоглобинемии,
малярии, при отравлении цианидом. Фотодинамическая
активность соединения позволяет использовать его
при лечении онкологических заболеваний и
в качестве противовирусного агента [5]. Есть
данные, показывающие эффективность красителя
против Covid-19 [6]. 

Но, тем не менее, описаны и единичные побочные
эффекты метиленового синего. При лечении
метгемоглобинемии у пациентов с недостаточностью
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы метиленовый синий
приводит к резкому падению уровня NADPH и может
стать причиной гемолиза [7], который также может
происходить и у новорожденных при применении
соединения [8]. Внутриамниотическое введение
метиленового синего вызывает гемолитическую
анемию [9] и повреждение печени [10]. В обзоре [11]
описаны редкие случаи аллергической реакции
на метиленовый синий при лапароскопии.
В недавнем исследовании мы выявили, что в высоких
концентрациях метиленовый синий (50 мг/кг/день
4 недели перорально) может вызывать изменения
в составе микробиома кишечника, которые
ассоциированы с развитием дисбактериоза [12].

Метиленовый синий активно изучается
как потенциальный нейропротектор. На данный
момент ведутся его клинические испытания в качестве
возможного лекарственного средства для лечения
болезни Альцгеймера [13]. Метиленовый синий
ингибирует моноаминооксидазу, что делает его
довольно сильным антидепрессантом [14].
Однако сравнительно недавно было показано,
что N-деметилированный метаболит метиленового
синего — aзур I (рис. 1Б) — потенциально более
сильный ингибитор моноаминооксидазы [14, 15].
Вероятно, именно это приводит к тому, что азур I
в 14 раз лучше проникает в ткани [16]. За счёт того,
что азур I метаболизируется лучше, чем метиленовый
синий, его безопасность и эффективность
по некоторым параметрам выше. Азур I более
эффективен и при ингибировании провоспалительного
цитокина — фактора некроза опухоли (TNFα, Tumor
necrosis factor-alpha) [17]. Есть данные о том,
что азур I не менее эффективно, чем метиленовый
синий, ингибирует каспазы [18] и подавляет
экспрессию мутантных белков, которые ответственны
за тау-агрегацию и развитие болезни Альцгеймера [19].
Было показано, что азур I можно использовать
в качестве антидота при отравлении цианидом,
при этом даже в более низких концентрациях,
чем метиленовый синий. Концентрация азура I 4 мг/кг
по терапевтическому эффекту соответствует
концентрации 20 мг/кг метиленового синего [20]. 

Таким образом, по некоторым параметрам азур I
эффективнее, чем метиленовый синий, но, несмотря
на это, изучен значительно хуже. Нет данных о том,
способен ли азур I подобно метиленовому синему
осуществлять альтернативный транспорт электронов
в ЭТЦ митохондрий. Потенциально, использование

азура I в более низких дозах позволило бы решить
проблему побочных эффектов, свойственных высоким
концентрациям метиленового синего. 

Цель данной работы — изучить влияние
азура I в сравнении с метиленовым синим
на биоэнергетические свойства изолированных
митохондрий, оценить его влияние на скорость дыхания
митохондрий, мембранный потенциал и скорость
продукции АФК. Понимание биоэнергетических
свойств азура I на уровне интактных митохондрий
поможет оценить его терапевтический потенциал
для лечения различных патологий, в основе которых
лежат митохондриальные дисфункции. 

МЕТОДИКА

Объект исследования

В эксперименте использовали 8 самцов мышей
линии C57BL/6. Животных содержали в стандартных
условиях вивария при температуре 25°С и влажности
воздуха не менее 40%. Мыши получали стандартную
лабораторную диету и питьевую воду ad libitum.
Умерщвление животных проводили путём быстрой
дислокации шейных позвонков с последующей
декапитацией без использования наркотизирующих
средств, так как использование анестетиков
может вызывать изменение биоэнергетических
характеристик митохондрий, в частности,
разобщение окислительного фосфорилирования [21].
Измерения всех биоэнергетических параметров
митохондрий производили не менее чем в шести
технических повторах. 

Выделение митохондрий

После декапитации у мышей извлекали
головной мозг, который гомогенизировали с помощью
гомогенизатора KIMBLE Dounce tissue grinder
(“Sigma-Aldrich”, США) в буфере А, состоящем
из 225 мМ маннита (“Sigma-Aldrich”), 75 мМ сахарозы
(“Диаэм”, Россия), 5 мМ Hepes (“BioClot”, Германия),
1 мМ этиленгликольтетрауксусной кислоты (EGTA)
(“Sigma-Aldrich”), pH 7,4 с добавлением
2 мг/мл бычьего сывороточного альбумина (БСА)
(“Диаэм”), свободного от жирных кислот.
Промывочный буфер (буфер Б), используемый
на этапе центрифугирования, имел такой же состав,
за исключением добавления БСА. Полученный
гомогенат центрифугировали с помощью
центрифуги Z 36 HK (“Hermle Labortechnik”,Германия)
в течение 5 мин при 900 g. Супернатант
переносили в чистые пробирки и центрифугировали
в течение 10 мин при 14000 g. После супернатант
удаляли, а осадок ресуспендировали в 100 мкл буфера Б,
добавляли дигитонин (“Sigma-Aldrich”) (конечная
концентрация 0,02%) и инкубировали во льду 2 мин.
Пробирки центрифугировали в течение 15 мин
при 14000 g. Супернатант снова удаляли, осадок
ресуспендировали в 100 мкл буфера Б, а затем
центрифугировали в течение 10 мин при 14000 g.
Последний этап повторяли дважды. Полученный
в конечном итоге осадок ресуспендировали
в 20 мкл буфера Б [22].

ВЛИЯНИЕ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО И АЗУРА I НА МИТОХОНДРИИ МОЗГА
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Измерение биоэнергетических параметров

Все последующие эксперименты проводились
в буфере А, состав которого был описан выше,
и включали не менее шести независимых измерений.
Скорость митохондриального дыхания измеряли
с помощью респирометрической системы высокого
разрешения Oxygraph (“Hansatech Instruments”,
Великобритания) и закрытого электрода Кларка
по уменьшению концентрации кислорода в среде
измерения. Всреду 1мл буфера Адобавляли субстрат —
5 мМ пируват + 5 мМ малат (“Sigma-Aldrich”),
4 мМ фосфат (KН2PO4) и 10 мкл суспензии
митохондрий (концентрация 100 мкг/мл). Дыхание
митохондрий стимулировали добавлением 200 нМ ADP
(“Sigma-Aldrich”). Изменение интенсивности дыхания
регистрировали после добавления 1 мкМ метиленового
синего (“Sigma-Aldrich”) и 1 мкМ азура I (“Интерхим”,
Россия) в разных измерениях независимо друг от друга. 

Измерения мембранного потенциала осуществляли
с использованием флуоресцентного спектрофотометра
Hitachi F-7000 (“Hitachi High Technologies”, Япония).
Величину трансмембранного потенциала измеряли
по интенсивности флуоресценции катионного
липофильного зонда сафранина О (“Sigma-Aldrich”).
Длина волны возбуждения составляла 495 нм,
а излучения — 586 нм. В 1 мл буфера А добавляли
субстрат — 5 мМ пируват + 5 мМ малат, 4 мМ фосфат
(KН2PO4), 1 мкМ сафранин О и 10 мкл суспензии
митохондрий (концентрация 100 мкг/мл).
Для ингибированиямембранного потенциала добавляли
1 мкМ ротенона (“Sigma-Aldrich”). Восстановление
мембранного потенциала стимулировали добавлением
1 мкМ метиленового синего и 1 мкМ азура I в разных
измерениях независимо друг от друга. 

Скорость продукции Н2О2 в митохондриях
измеряли с помощью флуоресцентного маркера
Amplex Ultra Red (“Invitrogen”, США). Длина волны
возбуждения составляла 530 нм, длина волны
излучения — 590 нм. В 1 мл буфера А добавляли
субстрат — 5 мМ пируват + 5 мМ малат, 4 мМ фосфат
(KН2PO4), 1 ед. Amplex Ultra Red, 4 ед. пероксидазы
хрена (“Amresco”, США) и 10 мкл суспензии
митохондрий (концентрация 100 мкг/мл). Изменения
скорости продукции Н2О2 регистрировали
после добавления 1 мкМ метиленового синего и
1 мкМ азура I в разных измерениях независимо
друг от друга. Концентрацию H2O2 измеряли
как интенсивность флуоресценции резоруфина,
образующегося во время реакции при окислении
Amplex Ultra Red. 

Концентрацию белка измеряли с помощью
набора PierceTM BCA Protein Assay Kit (“ThermoFisher
Scientific”, США).

Статистическая обработка

Статистический анализ был выполнен
с использованием программного обеспечения
STATISTICA 10. Данные представлены в виде
средних значений ± ошибка средней. Проверку
нормальности распределения осуществляли
с помощью теста Шапиро-Вилка (W-тест). Оценку

различий между группами производили с помощью
теста Манна-Уитни (U-тест). В работе обсуждаются
только статистически достоверные различия
при значении p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мембранный потенциал митохондрий

Метиленовый синий обладает широким спектром
функций внутри клетки, среди которых одной
из наиболее обсуждаемых является альтернативный
транспорт электронов в ЭТЦ митохондрии. Ранее
неоднократно было показано, что метиленовый синий
шунтирует движение электронов при заблокированном
I комплексе [4, 23]. Ротенон — классический
ингибитор I комплекса, который подавляет движение
электронов в непосредственной близости от сайта
связывания убихинона [24]. Как видно на рисунке 2,
это способствует подавлению мембранного
потенциала, что выражается в увеличении
уровня флуоресценции сафранина O. Последующее
добавление 1 мкМ метиленового синего приводит
к частичному восстановлению мембранного
потенциала, о чём свидетельствует падение уровня
флуоресценции сафранина O (рис. 2). Добавление
1 мкМ азура I не вызывало изменений флуоресценции
сафранина O, следовательно, не происходило
восстановления мембранного потенциала, который
был ингибирован ротеноном (рис. 2). Таким образом,
азур I, в отличие от метиленового синего, не способен
осуществлять шунтирование компонентов ЭТЦ
митохондрий как минимум I комплекса. 

Дыхание изолированных митохондрий

Скорость дыхания митохондрий при использовании
NADH-зависимых субстратов без добавления ADP
составляла 21,59±1,81 нмоль O2 мин-1мг-1 белка.
Добавление 1 мкМ метиленового синего
стимулировало увеличение скорости дыхания
до 30,67±3,77 нмоль O2 мин-1мг-1 белка (p<0,05)
(рис. 3А). Эти данные соответствуют результатам,
которые показали, что метиленовый синий увеличивает
скорость дыхания, не стимулируемого ADP,
при использовании сукцината в качестве субстрата
дыхания изолированных митохондрий из печени
крыс [25]. При этом метиленовый синий не влиял
на скорость дыхания при стимулировании ADP,
что позволило авторам сделать вывод о том,
что метиленовый синий способен разобщать
сопряжённое окислительное фосфорилирование [25].
Мы показали, что добавление метиленового
синего к митохондриям в присутствии ADP
не влияло на скорость дыхания (165,39±11,07 нмоль
O2 мин-1мг-1 белка у контроля и 182,57±19,83 нмоль
O2 мин-1мг-1 белка в митохондриях после добавления
метиленового синего) (рис. 3Б). Похожие данные
(увеличение скорости дыхания без добавления ADP и
отсутствие стимулирования дыхания в митохондриях
при добавлении ADP) были получены [23]
при использовании в качестве субстрата
для дыхания сукцината, α-глицерофосфата и
комбинации малат+глутамат. 

Гуреев и др.
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Мы показали, что добавление 1 мкМ азура I
не влияло на скорость, как не стимулированного ADP
дыхания митохондрий (21,58±2,74 нмоль
O2 мин-1мг-1 белка) (рис. 3А), так и на скорость
стимулированного ADP дыхания митохондрий,
составившую 140,23±35,99 нмоль O2 мин-1мг-1 белка
(рис. 3Б). Таким образом, азур I не проявляет свойства
разобщителя окислительного фосфорилирования. 

Скорость продукции H2O2
в изолированных митохондриях

Скорость продукции H2O2 в изолированных
митохондриях составляла 45,39±5,95 пмоль
H2O2 мин-1мг-1. Добавление 1 мкМ метиленового
синего увеличивало более чем в три раза скорость
продукции H2O2 (177,6±14,99 пмоль H2O2 мин-1мг-1;
p<0,01).Добавление 1мкМ азура I также стимулировало
продукцию H2O2 в изолированных митохондриях
(150,23±7,34 пмоль H2O2 мин-1мг-1, p<0,01) (рис. 4).
Таким образом, с одной стороны, данные говорят
о том, что азур I продуцирует на 15% меньше H2O2.
Однако, если рассчитать долю образовавшегося H2O2
от израсходованного O2, то результаты будут
противоположными. Митохондрии без добавления
фенотиазиновых веществ производят 0,21% H2O2.
Добавление метиленового синего приводит к тому,
что доля H2O2 составляет 0,58%, в то время
как добавление азура I увеличивает эту долю до 0,7%.
Эти данные частично коррелируют со значениями LD50.
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Рисунок 2. Изменение мембранного потенциала интактных митохондрий мозга мыши после добавления
ротенона, метиленового синего (тёмно-серая линия) или азура I (светло-серая линия). Мито — добавление
суспензии митохондрий.

Рисунок 3. Влияние метиленового синего (МС) и азура I
на скорость дыхания интактных митохондрий мозга
мыши. Различия статистически достоверны, * — p<0,05.
А. Не стимулированное ADP дыхание митохондрий.
Б. Стимулированное ADP дыхание митохондрий.

Рисунок 4. Влияние метиленового синего (МС) и азура I
на скорость продукции H2O2 в интактных митохондриях
мозга мыши. Различия статистически достоверны,
** — p<0,01.
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Значение LD50 для азура I при внутривенном введении
мышам составляет 65 мг/кг [26], что немного ниже,
чем для метиленового синего (77 мг/кг) [27].

Однако эти результаты не могут свидетельствовать
о том, что азур I потенциально может быть более
токсичным для организма. Есть данные, которые
показывают, что азур I в 14 раз лучше проникает
в ткани [16], а концентрация азура I 4 мг/кг
по терапевтическому эффекту соответствует
концентрации 20 мг/кг метиленового синего [20]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, и метиленовый синий, и азур I
могут увеличивать скорость продукции H2O2 in vitro
в изолированных митохондриях. Это не вполне
согласуется с положением о том, что они могут
являться мягкими разобщителями, так как увеличение
скорости продукции H2O2 невозможно при высоком
значении мембранного потенциала [1]. Мы можем
сделать предположение, что альтернативный транспорт
электронов является формой несопряжённого
дыхания, но оно не связано со снижением
производства АФК. При этом только метиленовый
синий способен осуществлять альтернативный
транспорт электронов, что проявляется в шунтировании
компонентов ЭТЦ. Азур I — деметилированная форма
метиленового синего — не производит шунтирование
комплекса I, что несколько ограничивает
его функционал как митохондриально-направленного
препарата, но не ставит под сомнение
его терапевтический потенциал как мощного
ингибитора моноаминооксидазы, воспалительных и
апоптотических процессов. 
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EFFECT OF METHYLENE BLUE AND ITS METABOLITE — AZURE I — 
ON BIOENERGETIC PARAMETERS OF INTACT MICE BRAIN MITOCHONDRIA

A.P. Gureev1,2*, N.A. Samoylova1, D.V. Potanina1, V.N. Popov1,2

1Voronezh State University, 
1 Universitetskaya sq., Voronezh, 394018 Russia; *e-mail: gureev@bio.vsu.ru

2Voronezh State University of Engineering Technologies, 
19 Revolution ave., Voronezh, 394036 Russia

Methylene blue is a phenothiazine dye that is widely used in medicine and clinical trials for the treatment
of Alzheimer's disease. One of the factors of the unique therapeutic effect of methylene blue is its redox properties,
allowing implementation of alternative electron transport — the dye accepts electrons from reducing equivalents
in the mitochondria and transfer it them to other components of the respiratory chain or molecular oxygen.
Azure I, an N-dimethylated metabolite of methylene blue, is potentially a more effective compound than methylene
blue, but its ability for alternative electron transport has not been studied. We have shown that azure I,
unlike methylene blue, is unable to restore the membrane potential in isolated mouse brain mitochondria, inhibited
by rotenone and, therefore, is unable to perform bypass of the respiratory chain Complex I. Moreover, the addition
of azure I does not affect the rate of mitochondrial respiration in contrast to methylene blue, which increases the rate
of non-phosphorylation respiration. At the same time, both dyes stimulate an increase in H2O2 production.
As a consequence, only methylene blue is capable of alternative electron transport, while azure I does not produce
complex I bypass. This limits its therapeutic application only as a mitochondrial-targeted drug, but not as a substance
with a potentially powerful antidepressant effect.

Key words: methylene blue; azure I; mitochondria; alternative electron transport
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ВЛИЯНИЕ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО НА СКОРОСТЬ ДЫХАНИЯ МИТОХОНДРИЙ 
ЛЕТАТЕЛЬНЫХ МЫШЦ ШМЕЛЕЙ ПРИ ДЕЙСТВИИ ПЕСТИЦИДОВ IN VITRO 

Сыромятников М.Ю.1, Попов В.Н.1,2 
1 Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия 

2 Воронежский государственный университет инженерных технологий, Воронеж, Россия 
Метиленовый синий (МС) – органический основной тиазиновый краситель, который получил 

широкое распространение в медицине в качестве лекарства от малярии, метгемоглобинемии и при 
отравлении цианидом (Schirmer et al., 2011). МС проявляет свойства редокс-компонента электрон-
транспортной цепи за счет того, что может окислять NADH и переносить электроны на цитохром с. 
Этот эффект известен как альтернативный транспорт электронов (Wen et al., 2011). Согласно 
классической теории, МС принимает электроны от NADH и переносит на цитохром с. Ранее было 
неоднократно показано, что МС улучшает митохондриальный метаболизм (Poteet et al., 2012; Atamna 
et al., 2008). Было высказано предположение, что МС может увеличить скорость митохондриального 
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дыхания за счет стимулирования активности I, III и IV комплекса электрон-транспортной цепи (Atamna 
et al., 2008). Таким образом, метиленовый синий потенциально может обладать протекторными 
свойствами от действия пестицидов, способных ингибировать дыхание митохондрий. Целью данного 
исследования явилась изучение влияния МС на митохондрии летательных мышц шмелей in vitro при 
действии пестицидов. 

Было произведено выделение митохондрий из летательных мышц шмелей и оценена скорость 
дыхания митохондрий на субстрате малат + пируват (дыхание опосредованное комплексом I электрон-
транспортной цепи) при добавлении АДФ, пестицидов (имидоклоприд, ротенон, дельтаметрин, 
дифеноконазол, малатион, метрибузин, пенконазол, циперметрин и эсфенвалерат) и МС. Добавление 
митохондрий и вышеперечисленных компонентов в ячейку оксиграфа осуществлялось в следующей 
последовательности: 1. митохондрии, 2. АДФ, 3. Пестицид, 4. МС. Результаты действия пестицидов 
и МС на дыхание митохондрий представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Влияние пестицидов и МС на дыхание митохондрий летательных мышц шмелей. 

Пестицид + АДФ (нмоль О2/мин/мг 
белка) 

+ Пестицид (нмоль О2/мин/мг 
белка) 

+ МС (нмоль О2/мин/мг 
белка) 

Имидоклоприд 124,1 118,4 114,7 
Ротенон 133,3 7,7 17,7 

Дельтаметрин 128,3 29,4 39,7 
Дифеноконазо

л 121,6 14,7 31,4 

Малатион 125,7 21,3 28,1 
Метрибузин 123,9 28,4 36,4 
Пенконазол 120,8 17,1 28,5 

Циперметрин 126,2 26,9 32,8 
Эсфенвалерат 122,4 21,4 26,4 

Имидоклоприд не оказал влияние на скорость дыхания митохондрий. Ротенон оказал резко 
выраженный ингибиторный эффект на дыхание митохондрий летательных мышц шмелей, скорость 
дыхания уменьшилась в 17,7 раза с 133,3 нмоль О2/мин/мг белка до 7,7 нмоль О2/мин/мг белка. 
Последующее добавление МС при этом увеличило скорость дыхания в 2,3 раза. Дельтаметрин оказал 
менее выраженный ингибирующий эффект, дыхание митохондрий уменьшилось в 4,3 раза, МС после 
этого простимулировал дыхание, оно увеличилось в 1,4 раза. Дифеноконазол уменьшил дыхание в 8,2 
раза, последующее добавление МС ускорило дыхание в 2,1 раза. Малатион и метрибузин уменьшили 
дыхание в 5,9 и 4,3 раза соответственно, добавление МС ускорило дыхание в 1,3 раза для обоих 
пестицидов. Пенконазол также оказал ингибирующий эффект на дыхание митохондрий (дыхание 
уменьшилось более чем в 6 раз), а добавление МС ускорило дыхание в 1,7 раза. Циперметрин 
и эсфенвалерат сократили скорость дыхания митохондрий летательных мышц шмелей в 4,9 и 5,7 раза 
соответственно. Последующее добавление МС ускорило дыхание митохондрий в 1,2 раза. 

Таким образом, показано, что МС может стимулировать дыхание митохондрий летательных 
мышц шмелей при действии на них пестицидов. Механизм такого действия МС пока ещё не ясен. 
Требуются дальнейшие исследования в этом направлении. В целом, полученные результаты 
позволяют предположить, что МС может выступать как антидот при токсическом действии пестицидов 
на поллинаторов. 

Работа поддержана грантом Президента Российской Федерации для молодых ученых (проект 
МК3173.2019.11). 
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