
Вестник Томского государственного университета. Биология. 2015. № 3 (31). С. 67–83

КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ И ГЕНЕТИКА
УДК 577.128
doi: 10.17223/19988591/31/6

И.Е. Злобин

Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва, Россия

Лабильный пул ионов меди как необходимый компонент
системы ее клеточного гомеостатирования

Существенная часть меди в клетках находится в виде комплексов с 
низкомолекулярными лигандами, образуя лабильный пул данного металла. За счет 
сохранения кинетической подвижности ионов меди в составе лабильного пула 
происходит ее распределение по клетке и доставка к медьсвязывающим белкам, 
например металлошаперонам и металлоферментам. Вероятно, основными 
лигандами лабильных ионов меди в клетке являются различные цистеин-
содержащие соединения. Обсуждается роль глутатиона, металлотионеинов, 
фитохелатинов и некоторых других соединений в связывании лабильного пула 
ионов меди. Определяется возможная роль низкомолекулярных комплексов меди в 
генерации активных форм кислорода. 
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Введение

Медь является необходимым для аэробных организмов элементом; в 
то же время медь – один из наиболее токсичных тяжелых металлов. Клет-
кам необходимо обеспечивать адресную доставку ионов данного металла к 
медьсодержащим белкам, вместе с тем не допуская ее случайных взаимо-
действий с другими биомолекулами.

Аффинность связывания меди с белками и другими биомолекулами очень 
высока [1–3], а неспецифическое связывание ионов меди с биомолекулами 
способно изменять их структуру и нарушать биологические функции. Кроме 
того, медь является редокс-активным металлом, который способен в ходе ре-
акции Фентона генерировать высокоактивные свободные радикалы из сравни-
тельно инертных активных форм кислорода (АФК), таких как супероксид или 
Н2О2 [5, 6]. При этом в генерации АФК способны участвовать не только сво-
бодные акваионы меди, которые в клетке отсутствуют [6, 7], но и ионы меди в 
связанной форме, если при этом в сайте связывания сохраняется возможность 
окислительно-восстановительных переходов между Cu(I) и Cu(II) [8–12].

С другой стороны, очень высокая способность цитоплазмы клеток свя-
зывать медь означает, что медьсодержащие ферменты не могут снабжать-
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ся данным элементом просто за счет термодинамически свободных ионов 
меди, растворенных в цитозоле [6, 13]. Сразу же после поступления в клетку 
медь должна связываться с определенными соединениями, причем образую-
щиеся комплексы должны обладать следующими свойствами:

– аффинность связывания меди данными комплексами должна быть вы-
сока, чтобы не допускать случайного перехода ионов меди на не предна-
значенные для этого биомолекулы, т.е. комплексы должны иметь высокую 
термодинамическую стабильность;

– в то же время медь в составе комплексов должна быть кинетически 
лабильной, чтобы легко переходить к металлсвязывающим сайтам специфи-
ческих медьсодержащих белков по термодинамическому градиенту;

– соединения должны легко перемещаться по клетке; кроме того, их кон-
центрация во внутриклеточной среде должна быть велика. Это необходимо 
для того, чтобы перехватывать ионы меди сразу же после их поступления в 
клетку, а потом быстро переносить ее по клетке к сайтам требования;

– медь в этих соединениях должна быть стабилизирована в одной окис-
лительной форме и не способна генерировать АФК.

Действительно, в клетке, помимо меди, находящейся в составе металло-
протеинов, где она выполняет свои физиологические функции, значительная 
часть меди находится в виде кинетически лабильного обменного пула, в со-
став которого медь включается сразу после поглощения и откуда переходит 
в состав металлопротеинов [14, 15]. Основу лабильного пула меди, по всей 
видимости, составляют комплексы Cu(I) с цистеинсодержащими биомоле-
кулами. Цель данной работы состоит в том, чтобы рассмотреть основные 
группы соединений, участвующих в формировании лабильного пула ионов 
меди в клетках, заострив внимание на оценке кинетической подвижности 
ионов меди в составе данных комплексов, а также на способности комплек-
сов участвовать в генерации АФК.

Роль глутатиона в формировании лабильного пула ионов меди

Значительная часть лабильного пула меди в клетке может быть образована 
комплексами Cu(I) с глутатионом [16–18]. Восстановленный глутатион (GSH) 
имеет очень высокую аффинность связывания с одновалентной медью; кон-
станта диссоциации комплекса Cu(I)–GSH составляет порядка 10–11 М [18]. 
Глутатион содержится в клетках в высоких концентрациях [19], и его со-
держание примерно на 2 порядка превышает общее содержание в них меди 
[6]. В культурах клеток млекопитающих показано, что в контрольных ус-
ловиях более половины внутриклеточной меди находится в виде комплек-
сов с GSH; при действии же избыточных концентраций меди уже в течение 
первых часов повышается доля комплексов меди с металлотионеинами и с 
Cu,Zn-супероксиддисмутазой, а с глутатионом – снижается [20, 21]. 

Как известно, для доставки меди к металлопротеинам существуют спе-
циальные белки – металлошапероны, которые переносят медь в форме 
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Cu(I) к молекулам медьсодержащих белков и за счет специфических меж-
молекулярных взаимодействий включают металл в их состав [22]. Однако 
маловероятно, что металлошапероны получают медь непосредственно от 
белков – транспортеров меди [23]; так, делеция или сверхэкспрессия генов 
металлошаперонов ATOX1 или CCS не влияли на скорость начального по-
ступления меди в культуру клеток почки эмбриона HEK293 [14]. В то же 
время при снижении содержания в клетках HEK293 восстановленного глу-
татиона на 95% скорость поступления в них меди падала на 50%. Вероят-
но, поступающие в клетку ионы меди первоначально связываются именно 
c молекулами GSH, так как концентрация глутатиона в клетке превышает 
содержание в ней молекул транспортеров и металлошаперонов на несколько 
порядков [14]. Из состава комплексов с GSH медь может легко переходить 
к сравнительно немногочисленным молекулам металлошаперонов; аффин-
ность металлошаперонов к Cu(I) существенно выше, чем у GSH, и в резуль-
тате in vivo GSH и металлошапероны обладают сопоставимой способностью 
связывать медь [18]. В клетках Saccharomyces cerevisiae комплексы меди с 
глутатионом являются основным источником меди для шаперона Atx1; ве-
роятно, in vivo данный шаперон существует в виде димера, включающего 
две молекулы белка Atx1, два иона Cu(I) и две молекулы GSH [16].

В некоторых случаях глутатион может непосредственно участвовать 
в доставке меди к медьсодержащим белкам. Так, у большинства исследо-
ванных организмов медь может встраиваться в состав апофермента супер-
оксиддисмутазы без участия шаперона CCS, а у нематоды Caenorhabditis 
elegans данный шаперон отсутствует [24]. Для осуществления процесса 
CCS-независимой активации Cu,Zn-СОД необходим глутатион [25, 26]. Ак-
тивность СОД из эритроцитов Bos taurus на 100% восстанавливалась in vitro 
комплексом Cu(I)-GSH, причем в процессе восстановления обнаружива-
лось прямое взаимодействие комплекса с активным сайтом фермента [27]. 
С другой стороны, на мутантах Arabidopsis thaliana, не вырабатывавших 
CCS, показано, что in vitro комплекс меди с GSH способен восстанавливать 
активность СОД более эффективно, чем CuSO4, только в том случае, если 
одновременно в реакцию вносился экстракт из растений-мутантов по гену 
CCS [28], т.е. процесс внедрения меди из комплекса Cu(I)-GSH в состав апо-
СОД A. thaliana резко усиливался за счет некоторого неидентифицирован-
ного фактора. 

Одно из важнейших свойств комплекса меди с GSH состоит в том, что 
медь в нем стабилизирована в виде Cu(I), а окислительно-восстановитель-
ные переходы Cu(I)↔Cu(II) невозможны до тех пор, пока ион Cu(I) связан с 
молекулой GSH. В системах in vitro показано, что при наличии определен-
ного избытка GSH над Cu(II) медь восстанавливается глутатионом до Cu(I) 
и связывается с молекулами GSH, в результате чего участие ионов Cu(I) в 
реакции Фентона становится невозможным и образования в растворе ги-
дроксильных радикалов не происходит [29–32]. Способность к генерации 
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гидроксильных радикалов возвращается к ионам меди только после того, 
как они высвобождаются в раствор в результате полного окисления SH-
содержащих лигандов [33, 34], но в условиях in vivo подобная ситуация вряд 
ли будет иметь место, так как концентрация тиолов в клетках на порядки 
превышает содержание в них меди [31]. 

В ряде работ обнаружено, что комплексы меди с GSH, хотя и не способ-
ны генерировать гидроксильные радикалы, но активно образовывают супе-
роксид-радикал, из чего был сделан вывод, что медь в составе комплекса с 
глутатионом сохраняет редокс-активность [35–37]. Однако в других работах 
показано, что источником генерации супероксида служат тиоловые радика-
лы RS., образующиеся в ходе окисления комплексов тиолов с медью; медь 
же в ходе реакции окисления остается в виде Cu(I) до тех пор, пока связана 
с тиолами [31, 33]. Таким образом, хотя комплексы Cu(I) с тиолами и могут 
генерировать супероксид, но медь в данных процессах непосредственно не 
участвует и степень окисления металла при этом не меняется. Играет ли 
комплекс Cu-GSH значительную роль в генерации супероксид-радикала in 
vivo, неизвестно; при этом, однако, нужно отметить, что супероксид-радикал 
намного менее реакционноспособен, чем гидроксильный радикал, и в клет-
ке есть множество систем его инактивации [4].  

Роль металлотионеинов в формировании лабильного пула ионов меди

Металлотионеины (МТ) – это небольшие (массой 6–7 кДа) цистеин-бо-
гатые белки, способные связывать различные d10-металлы [38, 39], в том 
числе Cu(I). Количество МТ в норме в среднем составляет около 0,5% от 
содержания GSH в клетке, однако в условиях действия избытка металлов 
оно способно существенно возрастать [40]. За счет наличия множественных 
остатков цистеина МТ способны связывать d10-металлы с очень высокой 
аффинностью – так, константы стабильности для комплексов Zn-MT со-
ставляют 1011–1014, Cd-MT – 1015–1017, Cu(I)-MT – 1017–1019 [41]. Ионы ме-
таллов, в том числе Cu(I), связываются металлотионеинами кооперативно с 
образованием Cu-S-кластеров; Cu-S-кластеры окружаются участками поли-
пептидной цепи и гидрофобными атомами серы таким образом, что кластер 
становится малодоступным для взаимодействий с молекулами растворителя 
[42–44], хотя иногда отмечается и обратное [45]. 

Несмотря на наличие в молекуле МТ металлсвязывающего кластера, где 
ионы Cu(I) связываются с очень высокой аффинностью и недоступны для 
молекул растворителя, было обнаружено, что очень сильные хелаторы Cu(I) 
могут удалять часть меди из состава МТ. Так, в МТ Oryctolagus cuniculus 
20–30% Cu(I) со временем переходило в состав комплекса с батокупроином 
дисульфоновой кислоты (BCS) [46]; в составе МТ S. cerevisiae 2 иона меди 
из 8 сразу же были доступны для связывания BCS, а при длительной инкуба-
ции практически вся медь из состава МТ переходила в комплекс с BCS [47]; 
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в Cu,Zn-содержащем МТ печени B. taurus только 1 ион Cu(I) был полностью 
недоступен для связывания BCS [48]. Доступность связанной с МТ меди 
для хелатирования может объясняться двумя причинами. Во-первых, не все 
ионы Cu(I) в молекуле МТ связываются одинаково. Так, в составе металлсвя-
зывающего кластера МТ S. cerevisiae 2 иона Cu(I) из 8 связываются с двумя 
SH-группами цистеиновых остатков в то время как остальные – с тремя; по-
видимому, именно эти 2 иона доступны для взаимодействий с молекулами 
растворителя [49] и способны немедленно связываться с BCS [47]. В разных 
видах МТ от 10 до 50% меди может быть связано с 2 остатками цистеи-
на [50]; возможно, эти ионы в составе МТ более доступны для обменных 
реакций, чем ионы, связанные с тремя SH-группами. Во-вторых, несмотря 
на высокую термодинамическую стабильность Cu-S-комплексов в составе 
МТ, металлсодержащие кластеры в МТ являются гибкими, динамическими 
структурами, в пределах которых происходит постоянный разрыв и образо-
вание связей между ионами металлов и тиоловыми группами [39, 51]. В ре-
зультате связанные МТ ионы металлов проявляют высокую кинетическую 
лабильность, постоянно перемещаются в пределах металлсвязывающего 
кластера и способны при наличии соответствующего термодинамического 
градиента легко переходить между МТ и другими металлсвязывающими ли-
гандами [39]. 

Как уже говорилось выше, связывание меди SH-группами в составе ком-
плексов с глутатионом предотвращает окислительно-восстановительные пе-
реходы меди, стабилизируя ее в виде Cu(I). Так как связывание меди в моле-
кулах МТ также происходит за счет SH-групп остатков цистеина, то следует 
ожидать, что медь в виде комплексов с МТ редокс-неактивна. Действитель-
но, в ряде работ было показано, что in vitro Cu-МТ способны вызывать окис-
лительное повреждение ДНК и перекисное окисление липидов (ПОЛ) лишь 
в том случае, если Cu(I) из их состава высвобождается во внешнюю среду 
в виде иона. Это может происходить за счет окисления SH-групп остатков 
цистеина перекисью водорода или избытком 2-валентной меди [52–54], а 
также окисления и / или нитрозилирования SH-групп под действием оксида 
азота NO [46, 57]. Однако окисление SH-групп в составе МТ обратимо и 
может восстанавливаться меркаптоэтанолом, дитиотреитолом, дигидроли-
поевой кислотой и одним из основных клеточных восстановителей – GSH 
[54–56, 57], причем восстановленные остатки цистеинов снова способны 
связывать Cu(I) [57]. Так как среда в цитозоле в общем случае является вос-
становленной [19] и содержит глутатион в высоких концентрациях, то в ус-
ловиях in vivo, скорее всего, медь в составе Cu-МТ редокс-неактивна, как и 
в комплексе с GSH.

Сочетание высокой термодинамической стабильности и низкой кинети-
ческой стабильности связывания Cu(I) металлотионеинами, а также редокс-
неактивность меди в их составе позволяют предположить, что МТ, как и 
GSH, являются важными компонентами поддержания лабильного пула меди 
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в клетке и напрямую участвуют не только в детоксификации избытка данно-
го металла, но и в процессах его транспорта и перераспределения в клетке, 
а также в передаче специфическим медьсвязывающим белкам. В виде ком-
плексов с МТ может находиться значительная, а при некоторых условиях 
бóльшая часть общей меди в клетке [20, 21, 48]. МТ способны in vivo при-
нимать Cu(I) от молекул GSH, вероятно, за счет образования производного 
GS-Cu-MT [20]. Также in vivo может происходить и обратный процесс, т.е. 
переход Cu(I) от молекул МТ к GSH [58]. In vitro показано, что МТ могут осу-
ществлять прямой (т.е. без высвобождения ионов меди в раствор) перенос 
меди к стеллацианину [57], лакказе [59] и СОД [46]. Возможно, МТ могут 
служить донорами меди для металлошаперонов [44], однако пока напрямую 
это не показано. Предполагается, что МТ являются своего рода «резерву-
аром», в котором постоянно находится определенная часть содержащейся 
в клетке меди; МТ могут служить источником меди для медьсодержащих 
белков, а при повышении содержания металла в клетке МТ депонируют из-
быточные его количества [44].

 С другой стороны, есть свидетельства того, что в реальных концентра-
циях in vivo металлошапероны и GSH не могут конкурировать за связывание 
меди с МТ, а медьсвязывающие сайты цитохром-c-оксидазы и Cu,Zn-СОД 
кинетически недоступны для обмена металлом с МТ [18]. В таком случае 
МТ являются своего рода «ловушкой» для ионов Cu(I), и находящаяся в них 
медь in vivo является недоступной. Однако против такого предположения 
говорит тот факт, что в клетке значительная часть МТ находится в деметал-
лизированном виде в форме апоМТ [56].

Другие возможные лиганды лабильной меди

По-видимому, медь в составе лабильного пула связывается и с другими 
лигандами, кроме GSH и металлотионеинов. Так, 85% меди в митохондриях 
дрожжей и 70% меди в митохондриях печени Mus musculus находится в виде 
комплекса иона Cu(I) с низкомолекулярным анионным лигандом CuL неиз-
вестной химической природы, который служит источником Cu(I) для ми-
тохондриальных белков цитохром с-оксидазы и Cu,Zn-СОД1 [60, 61]. Дан-
ный лиганд имеет очень высокую аффинность связывания Cu(I) (Kd порядка 
10–19), однако при этом медь в составе комплекса CuL остается кинетически 
лабильной и может включаться в состав митохондриальных ферментов [61]. 
Данный лиганд обнаруживается не только в митохондриях, но и в цитоплаз-
ме, однако там он находится в основном в свободном от меди состоянии; 
предполагается, что связывание иона Cu(I) запускает перенос комплекса 
CuL из цитоплазмы в матрикс митохондрий [61]. По-видимому, пул меди в 
митохондриях не связан с GSH, так как мутанты S. cerevisiae, не способные 
синтезировать глутатион, не отличались от клеток дикого типа по содержа-
нию меди в митохондриях [60]; кроме того, аффинность CuL к меди превос-
ходит таковую для глутатиона [18, 61]. 
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Рис. 1. Возможная схема образования пула 
лабильной меди в эукариотической клетке

[Fig. 1. Possible scheme of labile copper pool formation in the eukaryotic cell]

В ряде организмов, например в растениях, водорослях, некоторых грибах 
и нематоде C. elegans, обнаружены небольшие металлсвязывающие пепти-
ды, называемые фитохелатинами (ФХ). Фитохелатины имеют общую струк-
туру (γ-Glu-Cys)n-Gly (n = 2–11) и синтезируются из GSH с помощью фер-
мента фитохелатинсинтазы. В клетках дрожжей Schizosaccharomyces pombe 
фитохелатины образуют комплексы из нескольких молекул ФХ и несколь-
ких ионов Cu(I) массой около 3 кДа [62, 63]; точная стехиометрия комплек-
сов неизвестна, однако в состав 1 комплекса, по-видимому, входят менее 4 
пептидов [62] и 4–6 ионов Cu(I) [50]. Как и в металлотионеинах, в ФХ медь 
находится в составе полиметаллического металл-тиолатного кластера [50] 
и защищена от взаимодействия с молекулами растворителя [62, 64]; в то же 
время комплексы меди с ФХ более чувствительны к окислению кислородом, 
чем Cu-МТ [63]. Значительная часть меди в составе ФХ, как и в МТ, до-
ступна к хелатированию BCS [62], а значит, кинетически лабильна. На дан-
ный момент известно, что ФХ играют значительную роль в формировании 
устойчивости клеток к кадмию. Роль ФХ в гомеостазе меди изучена значи-
тельно хуже, чем для МТ; тем не менее ФХ также могут принимать участие 
в гомеостазе ионов меди, особенно у организмов, которые не вырабатывают 
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МТ (например, S. pombe). Обнаружено, что in vitro комплексы меди и цинка 
с ФХ могут восстанавливать активность апоформ диаминоксидазы и уголь-
ной ангидразы соответственно [65]. 

Таким образом, на сегодняшний день для ряда биомолекул предполага-
ется потенциальная роль в формировании лабильного пула меди в клетках. 
В общем виде предполагаемая роль различных лигандов лабильной меди в 
эукариотической клетке представлена на рис. 1.

Весьма вероятно, что у некоторых организмов основными лигандами, 
участвующими в образовании лабильного пула меди, являются соединения, 
не упомянутые выше. Так, в клетках фибробластов M. musculus основная 
часть кинетически лабильной меди находится в виде Cu(I) и связана с се-
росодержащими соединениями, которые, однако, не являются ни GSH, ни 
металлотионеинами [66]. Комплексы меди с глутатионом, по-видимому, не 
являются основой лабильного пула меди в цитозоле Escherichia coli [7]. Ин-
гибиторы синтеза глутатиона оказывают неожиданно слабое влияние на го-
меостаз ионов меди в клетках Saccharomyces cerevisiae [67]. 

Заключение

Значительная часть ионов меди в клетке находится в виде кинетически 
лабильных, подвижных комплексов, которые необходимы для доставки меди 
к специфическим металлопротеинам. Лабильная медь в клетке находится в 
одновалентной форме, стабилизированной за счет связывания с сульфгид-
рильными группами, что делает ее редокс-неактивной и предотвращает 
участие ионов меди в реакции Фентона. Основными лигандами лабильной 
меди, по-видимому, являются глутатион и металлотионеины. Комплексы 
Cu(I) с данными соединениями сочетают высокую термодинамическую ста-
бильность с кинетической лабильностью и вследствие этого могут служить 
источниками ионов меди для целого ряда медьсодержащих ферментов in 
vitro. Тем не менее действительную природу основных медьсвязывающих 
соединений в клетке еще предстоит установить. 
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Labile copper pool as the essential component of copper homeostasis system

Free copper ions do not exist in the cell, and cellular copper distribution relies on 
the bulk of copper complexes with different low-molecular ligands, which together 
constitute the kinetically labile cellular copper pool. The main copper ligands within 
this pool are probably reduced glutathione and metallothioneins, and some other 
compounds.  The aim of this work is to characterise the main groups of labile copper-
binding ligands in the cell, with special focus on the kinetical lability of copper ions in 
such complexes and their capability to generate reactive oxygen species.

Reduced glutathione (GSH) is probably the main labile copper ligand in the cell, 
because it is found in millimolar concentrations inside the cell and has picomolar binding 
affinities for Cu(I) ions. Reduction of GSH content is accompanied by a significant 
decrease in copper uptake by the cell. The Cu(I)-GSH complex is probably involved in 
copper transfer from transport proteins, such as Ctr1, to copper chaperones, like Atx1. 
In several cases Cu-GSH was shown to be directly involved in copper donation in vivo 
to copper-containing proteins, such as Cu/Zn-SOD. Copper binding to GSH leads to its 
stabilization in Cu(I) oxidation state, which precludes copper participation in generation 
of hydroxyl radicals during Fenton-like reactions. Cu-GSH complex is probably able 
to generate superoxide anions, but this process occurs as a result of cysteine oxidation, 
with copper remaining in the Cu(I) state. 
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Significant part of labile copper ligands may be implemented by metallothioneins - 
small cysteine-rich proteins, which bind ions of different d10-metals, including Cu(I), 
with the formation of polynuclear Cu-S clusters. Despite Cu(I) ions are bound to cysteine 
residues with high affinity, a significant part of them retains the kinetic lability and is 
able to transfer from metallothioneins to other ligands. metallothioneins are capable 
to receive copper from Cu-GSH complex in vivo, and to deliver copper ions in vitro to 
different proteins, such as Cu,Zn-SOD, laccase and stellacyanin. Metallothioneins are 
likely to be involved in copper distribution in the cell and sequestration of excessive 
copper ions. Copper in Cu-MT is bound in Cu(I) oxidation state and is redox-inactive, 
thus it is incapable of generating highly active reactive oxygen species. 

There are some other possible constituents of the labile copper pool in the cell. A 
significant part of mitochondrial copper is bound with anionic copper ligand named 
CuL, which chemical nature is unknown. This ligand is probably involved in copper 
transport from cytosol to copper-containing proteins in mitochondria. Phytochelatins 
may play a role similar to that of metallothioneins in copper homeostasis. Phytochelatins 
are small peptides produced from glutathione, which bind copper ions within Cu-S 
clusters. Phytochelatins were able to donate bound copper ions to diamine oxidase 
in vitro. There can be also other ligands of labile copper in the cell, whose chemical 
nature is still to be identified.  

The article contains 1 Figure, 67 References.
Key words: copper; labile pool; reactive oxygen species; metallothioneins; 

glutathione.
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