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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ  

АДФ – аденозин-5’-дифосфат; 

АТФ – аденозин-5’-трифосфат; 

БСА – бычий сывороточный альбумин; 

ГДК – α,ω- гексадекандикарбоновая кислота; 

ДНФ – 2,4-динитрофенол; 

ЗБП – загорская белогрудая порода цесарок; 

КЕ – кальциевая емкость; 

МОПС – 3-[N-Морфолино]пропансульфоновая кислота, буфер; 

ПМПЖ – потенциальная максимальная продолжительность жизни; 

РК – рутениевый красный; 

СКП – серо-крапчатая популяция цесарок; 

ТБГ – трет-бутилгидропероксид; 

Трис – трис-(гидроксиметил)аминометан; 

ТФФ
+
 – катион тетрафенилфосфония; 

ФКФ – n-трифторометоксикарбонилцианидфенилгидразон; 

Фн –неорганический фосфат; 

ЦсА – циклоспорин А; 

ЭГТА – этиленгликоль - бис - (2-аминоэтиловый эфир) - N, N, N′, N′ - 

тетрауксусная кислота; 


H

 –  разность электрохимических потенциалов ионов водорода на внутренней 

мембране митохондрий;
 

ΔΨ – разность электрических потенциалов на внутренней мембране митохондрий; 

ΔpH – протонный градиент на внутренней мембране митохондрий. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы 

 Хорошо установлено, что митохондрии из различных органов и тканей 

животных не только обеспечивают клетку АТФ и теплом, но и играют ведущую 

роль в процессах регуляции ее функций при участии свободного Са
2+

 (Сарис и 

Карафоли, 2005; Lemasters et al., 2009; Rasola and Bernardi, 2011; Gellerich et al., 

2013; Zorov et al., 2014). Также установлено, что изолированные митохондрии в 

энергизованном состоянии обладают способностью аккумулировать и удерживать 

Са
2+

 в матриксе (Chalmers and Nicholls, 2003; Lemasters et al., 2009; Rasola and 

Bernardi, 2011; Zorov et al., 2014).  

Максимальный выход Са
2+

 из матрикса этих органелл наблюдается при 

условии индукции неспецифической проницаемости внутренней мембраны для 

ионов и растворимых в воде веществ с молекулярной массой до 1500 Да по их 

градиенту концентрации (открытие митохондриальной поры) (Chalmers and 

Nicholls, 2003; Lemasters et al., 2009; Скулачев  и др., 2010; Rasola and Bernardi, 

2011; Siemen and Ziemer, 2013; Zorov et al., 2014). Образование такой поры 

приводит к нарушению энергетических функций митохондрий, прежде всего 

синтеза АТФ, а также может вызвать набухание матрикса митохондрий, разрыв 

внешней мембраны и, как следствие, выход находящихся в межмембранном 

пространстве цитохрома c и других, так называемых, апоптогенных белков 

(Chalmers and Nicholls, 2003; Lemasters et al., 2009; Скулачев  и др., 2010; Rasola 

and Bernardi, 2011; Siemen and Ziemer, 2013; Zorov et al., 2014). В связи с этим 

индукция поры внутренней мембраны митохондрий рассматривается как один из 

факторов гибели клеток при различных патологических состояниях (Lemasters et 

al., 2009; Скулачев  и др., 2010; Malhi et al., 2010; Rasola and Bernardi, 2011; Zorov 

et al., 2014). Гибель большого количества клеток жизненно важных органов может 

привести к нарушению их функции, а это, в свою очередь, может быть причиной 

гибели всего организма (Скулачев  и др., 2010; Зоров и др., 2012; Скулачев и др., 

2012).  
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 Согласно «классической» гипотезе формирования митохондриальной поры, 

AДФ/ATФ-антипортер (другое название адениннуклеотидтранслоказа) в 

присутствии Са
2+

 связывается с белком матрикса циклофилином D. Циклоспорин А 

(ЦсА), специфический блокатор «классической» поры, нарушает его 

взаимодействие с AДФ/ATФ-антипортером и, тем самым, препятствует открытию 

поры (Lemasters et al., 2009; Rasola and Bernardi, 2011; Siemen and Ziemer, 2013; 

Zorov et al., 2014). Было также предположено, что в формировании порового 

комплекса с циклофилином D принимает участие переносчик фосфата (Leung et al., 

2008) и FоF1-ATФ-синтаза (Bonora et al., 2013; Giorgio et al., 2013). Эффективным 

природным индуктором Са
2+

-зависимой поры во внутренней мембране 

митохондрий печени является неорганический фосфат (Фн) (Basso et al., 2008; 

Leung et al., 2008; Varanyuwatana and Halestrap, 2012). Индукция ЦсА-

чувствительной поры значительно усиливается при окислительном стрессе (Скулачев  

и др., 2010; Zorov et al., 2014). Одним из путей моделирования in vitro 

окислительного стресса в изолированных митохондриях является их инкубация с 

различными окисляющими агентами, в частности, с трет-бутилгидропероксидом 

(ТБГ) (Кожина и Самарцев, 2010; Ronchi et al., 2011; Zorov et al., 2014).  

 Эффективными природными индукторами Ca
2+

-зависимой 

пермеабилизации внутренней мембраны митохондрий являются также свободные 

монокарбоновые жирные кислоты и их метаболиты, в частности 

длинноцепочечные α,ω-дикарбоновые кислоты (Schönfeld and Bohnensack, 1997; 

Bodrova et al., 2000; Sultan and Sokolove, 2001a; Sultan and Sokolove, 2001b; 

Mironova et al., 2004; Белослудцев и др., 2005; Дубинин и др., 2013).  

Было установлено, что индукция пермеабилизации внутренней мембраны 

митохондрий пальмитиновой и другими насыщенными жирными кислотами, а 

также α,ω-гексадекандикарбоновой кислотой (ГДК)  не подавляется ЦсА, и для 

формирования этой «неклассической» поры Са
2+

 может быть заменен ионами 

других двухвалентных металлов, например Sr
2+

 (Sultan and Sokolove, 2001a; Sultan 

and Sokolove, 2001b; Mironova et al., 2004; Белослудцев и др., 2005; Дубинин и др., 

2013).   
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 Изложенные выше механизмы и пути регуляции Са
2+

-зависимой 

неспецифической проницаемости изучены главным образом на митохондриях 

печени и сердца лабораторных крыс и мышей (Chalmers and Nicholls, 2003; Basso 

et al., 2008; Leung et al., 2008; Azzolin et al., 2010; Varanyuwatana and Halestrap, 

2012; Bonora  et al., 2013; Giorgio et al., 2013), которые характеризуются 

относительно короткой продолжительностью жизни (Barja, 2002). Имеются лишь 

фрагментарные данные, свидетельствующие о возможности индукции Са
2+

-

зависимой поры в митохондриях других видов позвоночных и беспозвоночных 

животных (Azzolin et al., 2010). Было бы интересно выяснить, каковы особенности 

индукции Са
2+

-зависимой поры в митохондриях животных с большей 

продолжительностью жизни, чем продолжительность жизни крыс и мышей.  

Одним из важнейших, закрепленных генетически биологических признаков, 

характеризующих разные виды животных, является потенциальная максимальная 

продолжительность жизни (ПМПЖ), т.е. обобщенная величина 

продолжительности жизни особей данного вида, достигнутая при идеальных 

условиях их существования (Barja, 2002; Hulbert et al., 2007). Известно, что 

ПМПЖ кроликов значительно больше, чем крыс (12 лет и 4 года соответственно) 

(Barja, 2002). Птицы по сравнению с млекопитающими одинаковой массы тела 

характеризуются более интенсивным метаболизмом, более высокой температурой 

тела и большей ПМПЖ  (Speakman, 2005; Hulbert et al., 2007; Furness and 

Speakman, 2008). Так, например, ПМПЖ голубей составляет 35 лет, что в 8 раз 

больше ПМПЖ крыс (Montgomery et al., 2011). Однако до сих пор отсутствуют 

данные о механизме и пути регуляции Са
2+

-зависимой поры в митохондриях 

жизненно важных органов птиц. Наряду с голубями наше внимание привлекли 

птицы отряда курообразных (Galliformes) цесарки (Numida meleagris) серо-

крапчатой популяции (СКП). Эта популяция цесарки является исходной, «дикой», 

разводится в племенных хозяйствах в качестве резервного генофонда (Забиякин, 

2005). Домашние породы цесарки, в частности загорской белогрудой породы 

(ЗБП), отличаются от исходной популяции генетически и характеризуются более 

высокими продуктивными качествами (Забиякин, 2005).  
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Цель работы: сравнительное исследование механизмов Са
2+

-зависимой 

пермеабилизации митохондрий печени разных видов млекопитающих (мыши, 

крысы и кролики) и птиц (голуби, цесарки СКП и цесарки ЗБП). 

Для достижения этой цели необходимо было решить следующие задачи: 

 1. Определить, каковы особенности окислительного синтеза АТФ и 

свободного окисления в митохондриях печени указанных млекопитающих и птиц.  

 2. Выяснить, имеется ли в митохондриях печени цесарок СКП, цесарок ЗБП 

и голубей ЦсА-чувствительный механизм индукции Ca
2+

-зависимой поры, как в 

митохондриях печени млекопитающих. 

 3. Оценить кинетику транспорта Ca
2+

 митохондриями печени указанных 

животных при индукции ЦсА-чувствительной поры. Определить связано ли 

различие в резистентности к действию Са
2+

 как индуктору ЦсА-чувствительной 

поры с особенностями функционирования системы окислительного синтеза АТФ 

в митохондриях печени животных разных видов. 

 4. Выяснить, как влияет окисляющий агент ТБГ на индукцию Ca
2+

-

зависимой ЦсА-чувствительной поры в митохондриях печени указанных 

животных. 

 5. Исследовать действие ГДК как индуктора Ca
2+

-зависимой ЦсА-

нечувствительной пермеабилизации внутренней мембраны митохондрий печени 

указанных млекопитающих и птиц. Определить связано ли различие в 

резистентности к действию ГДК с особенностями функционирования системы 

окислительного синтеза АТФ в митохондрий печени животных разных видов.

 Научная новизна работы. Впервые установлено, что в митохондриях 

печени цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей имеется ЦсА-чувствительный 

механизм индукции Ca
2+

-зависимой поры, как в митохондриях печени 

млекопитающих – крыс, мышей и кроликов. При этом митохондрии печени 

указанных птиц по сравнению с митохондриями печени млекопитающих 

обладают большей резистентностью к действию Са
2+

 и окисляющего агента ТБГ 

как к индукторам ЦсА-чувствительной поры. Показано, что митохондрии печени 

голубей, в отличие от митохондрий печени млекопитающих и цесарок, не 



9 

способны эффективно поглощать и удерживать Ca
2+

 в матриксе. Установлена 

специфика в эффективности действия Ca
2+

 в присутствии Фн как индуктора ЦсА-

чувствительной поры в митохондриях печени животных разных видов (мыши, 

крысы, кролики и цесарки), в том числе в условиях действия окисляющего агента 

ТБГ. Впервые дана оценка индукции ГДК Ca
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной 

пермеабилизации внутренней мембраны митохондрий печени мышей, кроликов, 

голубей, цесарок СКП и цесарок ЗБП. Показано, что в митохондриях печени 

животных указанных видов различия в резистентности к действию Са
2+

 как 

индуктору ЦсА-чувствительной поры и к ГДК как индуктору Са
2+

-зависимой 

пермеабилизации не связано с особенностями функционирования системы 

окислительного синтеза АТФ. 

 Научно-практическое значение работы. Работа имеет, прежде всего, 

значение для фундаментальной науки в области эволюционной биохимии и 

биоэнергетики. Результаты исследований используются в учебном процессе в 

Марийском государственном университете. Новые знания, полученные при 

выполнении диссертации, позволят лучше понять связанные с 

функционированием митохондрий механизмы, определяющие различия в видовой 

продолжительности жизни гомойотермных животных. Знание таких механизмов, 

в свою очередь, будет способствовать разработке новых подходов к лечению 

связанных с нарушением функционирования митохондрий возрастных патологий 

у пожилых людей, а также патологий, возникающих при воздействии на организм 

экстремальных факторов окружающей среды.  

 Основные научные положения, выносимые на защиту.  

1. Митохондрии печени птиц: голубей, цесарок СКП и цесарок ЗБП по 

сравнению с митохондриями печени млекопитающих: крыс, мышей и кроликов 

обладают большей резистентностью к действию Ca
2+

 и окисляющего агента ТБГ 

как к индукторам ЦсА-чувствительной поры.  

2. Митохондрии печени голубей, в отличие от митохондрий печени 

указанных млекопитающих и цесарок, не способны эффективно поглощать и 

удерживать Ca
2+

 в матриксе и обладают наибольшей резистентностью к 

индукторам ЦсА-чувствительной поры и к ГДК как к индуктору Ca
2+

-зависимой 

перемеабилизации внутренней мембраны. 



10 

3. В митохондрий печени животных указанных видов различия в 

резистентности к действию Са
2+

 как индуктору ЦсА-чувствительной поры и к 

ГДК как индуктору Са
2+

-зависимой пермеабилизации не связаны с особенностями 

функционирования системы окислительного синтеза АТФ. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Характеристика метаболической активности и потенциальной 

максимальной продолжительности жизни птиц и млекопитающих 

Одним из важнейших генетически закрепленных биологических признаков 

является потенциальная максимальная продолжительность жизни (ПМПЖ), или, 

другими словами, обобщенная величина продолжительности жизни особей 

данного вида, достигнутая при идеальных условиях их существования (Barja, 

2002; Hulbert et al., 2007; Hulbert, 2010). В начале XX века в исследованиях 

Рубнера и Перла было показано, что более крупные и имеющие относительно 

низкую температуру тела животные характеризуются большей 

продолжительностью жизни, которая в свою очередь является функцией двух 

переменных – генетических предпосылок и скорости метаболизма (см. обзор 

Speakman, 2005). В настоящее время показано, что скорость метаболизма 

различных видов млекопитающих увеличивается пропорционально массе тела с 

показателем степени 0,67-0,76 (Speakman, 2005; Hulbert et al., 2007).  

Масс-специфическая скорость метаболизма, то есть скорость, отнесенная к 

единице массы тела, снижается при увеличении массы тела млекопитающих, и эта 

зависимость в двойных логарифмических координатах представлена в виде 

прямой (Speakman, 2005; Hulbert et al., 2007). Птицы по сравнению с 

млекопитающими одинаковой массы тела характеризуются более интенсивным 

метаболизмом и более высокой температурой тела. Вместе с тем зависимость 

скорости метаболизма от массы тела разных видов птиц подчиняется такой же 

закономерности, что и у млекопитающих (Speakman, 2005; Hulbert et al., 2007). 

Однако, при этом многие виды птиц характеризуются большей ПМПЖ, чем виды 

млекопитающих с соответственно одинаковой массой тела. Для различных видов 

млекопитающих и птиц показано, что снижение масс-специфической скорости 

метаболизма коррелирует с увеличение ПМПЖ (Hulbert et al., 2007; Hulbert, 2010). 
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В 50-е годы XX века благодаря фундаментальным работам Гершмана и 

Харманна получила широкое развитие так называемая «свободнорадикальная 

теория старения». В основе ее лежит гипотеза о старении клеток организма под 

действием эндогенных свободнорадикальных процессов, повреждающих 

молекулы ДНК и мембраны органелл и клеток. Одну из ведущих ролей в этих 

процессах отводят митохондриям (Furness, Speakman, 2008).  

Известно, что уровень генерации активных форм кислорода (АФК) в 

митохондриях коррелирует со скоростью процессов старения организма, и 

показано, что для долгоживущих видов по сравнению с короткоживущими 

характерен низкий уровень образования АФК в митохондриях (Barja, 2002). 

Наиболее значительным местом образования АФК в митохондриях является 

электронно-транспортная цепь. Таким образом, можно предположить, что 

высокий уровень метаболизма требует высокого потребления кислорода 

митохондриями и образования АТФ, что в свою очередь ведет к увеличенному 

образованию АФК в митохондриях (Barja, 1999; Furness, Speakman, 2008).  

Тем не менее, несмотря на высокую скорость потребления кислорода, для 

птиц характерен относительно низкий уровень образования АФК в митохондриях. 

Крупные млекопитающие, и в то же время относительно небольшой массы тела 

птицы, имеют низкий уровень образования АФК в митохондриях, при том, что 

последние характеризуются гораздо большой скоростью метаболизма и 

температурой тела (Barja, 2002). Также показано, что митохондрии различных 

органов птиц и млекопитающих образуют относительно схожие количества 

первичных АФК, которые активно компенсируются действием антиоксидантных 

систем (Montgomery, 2011).  

Очевидно, что необходим поиск и анализ других физиологических 

механизмов, более полно отражающих участие митохондрий в гибели клеток, и 

как следствие, в определении потенциальной максимальной продолжительности 

жизни вида.    
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1.2. Регуляция кальциевого гомеостаза в клетке 

Ионы кальция являются важными универсальными внутриклеточными 

регуляторными молекулами, запускающими широкий спектр клеточных ответов 

(Carafoli et al., 2001; Berridge, 2012).  

Несмотря на то, что кальций входит в число наиболее распространенных 

химических элементов в живом организме, концентрация его в цитоплазме клеток 

достаточно невелика. Это объясняется тем, что большая часть всего кальция 

содержится в костной ткани, другая же часть ионов кальция находится внутри 

клеток в ассоциированном с белками и низкомолекулярными веществами 

состоянии (Левицкий, 1990; Пермяков, 2012).  

Стоит отметить, что концентрация свободного Са
2+

 в цитоплазме интактных 

клеток и межклеточной среде существенно различается – по приблизительным 

оценкам эти величины составляют 10
-7

 М и 10
-3

 М соответственно. Таким 

образом, очевидно, что благодаря относительно низкой концентрации свободного 

Са
2+

 в цитоплазме клеток и существованию высокого концентрационного 

градиента на мембранах, этот ион играет ключевую роль в жизнедеятельности 

живых организмов (Blinks et al., 1982; Левицкий, 1990; Гусев, 1998; Cheng et al., 

2006; Duszyński et al., 2006).   

Для поддержания и регуляции уровня Са
2+

 в клетке, помимо различного 

рода кальций-связывающих белков, существуют системы входа, выхода, а также 

депонирования этих ионов. Вход ионов кальция обусловлен наличием большого 

электрохимического градиента на мембране клеток и реализуются благодаря 

наличию специальных Ca
2+

-каналов (Berridge et al., 2003; Brini et al., 2013). К 

основным и наиболее изученным относятся потенциал зависимые каналы (voltage-

operated channels, VOC) плазматической мембраны шести типов (L, N, P, Q, R и 

T), отличающихся проводимостью и чувствительностью к фармакологическим 

препаратам (Reuter, 1985; Terlau and Stühmer, 1998; Brini et al., 2013); рецептор-

управляемые каналы (receptor-operated channels, ROC), активируемые по 

рецептор-опосредованному пути при взаимодействии с лигандами – инозитол-
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1,4,5-трифосфатом, L-глутаматом, циклическими нуклеотидами, арахидоновой 

кислотой и другими (Mignen and Shuttleworth, 2000; Berridge et al., 2003; Brini et 

al., 2013); кальциевые каналы, регулируемые высвобождением депонированного 

Са
2+

 (store-operated Ca
2+

 entry channels, SOCE), которые сопряжены с работой 

внутриклеточных депо, в первую очередь с эндоплазматическим ретикулумом 

(Putney, 1986; Hoth and Penner, 1992; Krause et al., 1996; Brini et al., 2013). 

Выход ионов кальция из цитоплазмы клеток осуществляется благодаря 

наличию Ca
2+

-ATPазы плазматической мембраны (PMCA), Ca
2+

-ATPазы 

эндоплазматического ретикулума (SERCA) и мембраны комплекса Гольджи 

(SPCA), а также мембранного Ca
2+

/H
+
-обменника (Fortea et al., 2001; Berridge et al., 

2003; Gomez-Villafuertes et al., 2007; Brini et al., 2013).  

В депонировании ионов кальция в клетке принимают участие такие 

органеллы, как митохондрии и эндоплазматический ретикулум (Carafoli et al., 

2001; Berridge, 2002; Carafoli, 2003; Duszyński et al., 2006).  

 

1.2.1. Механизмы депонирования ионов кальция внутри клетки. Роль 

митохондрий 

Митохондрии и эндоплазматический ретикулум участвуют в гомеостазе 

Са
2+

 внутри клетки, и тем самым являются важными звеньями в регуляции 

внутриклеточных сигнальных путей (Kato and Nishitoh, 2015). Было отмечено, что 

по приблизительным оценкам от 5 до 20% митохондриальной поверхности 

непосредственно контактирует с эндоплазматическим ретикулумом. Эти участки 

тесного контакта между органеллами называются митохондрий-ассоциированные 

мембраны эндоплазматического ретикулума (mitochondria-associated ER 

membrane; MAM) (Rizzuto et al., 1998; Csordás et al., 2006).  

Взаимодействие между митохондриями и эндоплазматическим 

ретикулумом  реализуется благодаря белкам наружной мембраны митохондрий – 

митофузинам 1 и 2 (MFN1 и MFN2) и гомологичным белкам MFN2 на мембране 

эндоплазматического ретикулума (De Brito and Scorrano, 2008). Подобные 
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контакты образуются также между рецептором инозитол-1,4,5-трифосфата 

эндоплазматического ретикулума и потенциал-зависимыми анионными каналами 

внешней мембраны митохондрий VDAC1 через молекулярный шаперон 

глюкозорегулируемый белок 75 (Grp75), что помимо связывания также позволяет 

осуществлять транспорт Са
2+

 в митохондрии из эндоплазматического ретикулума 

(Szabadkai et al., 2006; Tubbs et al., 2014). Показано, что MAM участвуют в 

регуляции энергетического метаболизма, липидном обмене и поддержании 

гомеостаза кальция (Ozcan et al., 2004; Fu et al., 2011; Vial et al., 2011; Tubbs et al., 

2014; Kato and Nishitoh, 2015).   

Известно, что способность поглощать и удерживать ионы кальция 

митохондриями существенно выше емкости эндоплазматического ретикулума 

(Carafoli, 1987; Carafoli et al., 2001; Kato and Nishitoh, 2015). С другой стороны, 

сродство транспортирующих систем митохондрий к ионам кальция и скорость их 

переноса значительно ниже, чем у аналогичных систем эндоплазматического 

ретикулума (Nicholls, 1978; Carafoli et al., 2001; Kato and Nishitoh, 2015). Данные 

функциональные особенности митохондрий, по всей видимости, свидетельствуют 

о том, что эти органеллы начинают аккумулировать ионы кальция только при 

достаточно высокой его концентрации в клетке, и таким образом играют роль 

«критического» емкостного депо для избытка внутриклеточного свободного 

кальция (Carafoli, 1987; Carafoli et al., 2001; Kato and Nishitoh, 2015).    

 

1.3. Ионы кальция как индукторы неспецифической проницаемости 

внутренней мембраны митохондрий и гибели клеток 

Митохондрии являются важными внутриклеточными депо, участвующими в 

поддержании кальциевого гомеостаза внутри клетки. В исследованиях различных 

авторов показано, что перегрузка митохондрий ионами кальция может привести к 

индукции неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий, 

или, другими словами, открытию неселективной высокопроводящей 
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митохондриальной поры (mitochondrial permeability transition pore, mPTP) (Hunter 

et al., 1976; Zoratti and Szabo, 1995; Crompton, 1999; Rasola and Bernardi, 2007).  

Образование mPTP приводит к высокоамплитудному набуханию матрикса 

митохондрий за счет значительного поступления в него по градиенту 

концентрации ионов и растворенных в воде веществ с молекулярной массой до 

1500 Да, и, как следствие, разрыву внешней мембраны и выходу находящихся в 

межмембранном пространстве проапоптогенных белков (Lemasters et al., 2009; 

Rasola and Bernardi, 2011). Помимо этого наблюдается деполяризация внутренней 

мембраны митохондрий, ингибирование окислительного фосфорилирования и 

стимуляция гидролиза АТФ (Halestrap et al., 2002). Индукцию неспецифической 

поры внутренней мембраны митохондрий рассматривают как один из основных 

путей запуска гибели клеток по механизмам апоптоза и некроза, а также 

достаточно хорошо известна ее роль в развитии таких заболеваний и 

патологических состояний, как ишемия-реперфузия, нейродегенеративные 

заболевания, болезней печени и ряде других патологий (Bernardi et al., 2006; 

Kroemer et al., 2007; Fernández-Morales et al., 2012; Guicciardi et al., 2013).  

В работах ряда авторов показано, что для индукции неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны уже достаточно избыточной аккумуляции 

ионов кальция (Zoratti and Szabo, 1995; Rasola and Bernardi, 2011), однако, 

действие ионов кальция на митохондрии может быть значительно усилено 

коиндукторами поры, например такими, как окислительный стресс, уменьшение 

пула адениновых нуклеотидов, повышенная концентрация неорганического 

фосфата и деполяризация внутренней мембраны митохондрий (Halestrap et al., 

2002; Rasola and Bernardi, 2011).  

Помимо коиндукторов открытия митохондриальной поры в конце 80-х 

годов XX века была обнаружена способность циклического ундекапептида 

циклоспорина А (ЦсА), используемого в качестве иммунодепрессанта, 

ингибировать открытие поры во внутренней мембране митохондрий (Fournier et 

al., 1987; Crompton et al., 1988; Broekemeier et al., 1989; Solem and Wallace, 1993). 

Однако в относительно недавних исследованиях было показано наличие 
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митохондриальных пор, нечувствительных к ингибирующему действию ЦсА 

(Sultan and Sokolove, 2001а; Sultan and Sokolove, 2001b; Mironova et al., 2001). 

Исходя из вышеупомянутых данных, можно выделить как минимум два основных 

типа неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий – так 

называемую «классическую» ЦсА-чувствительную и ЦсА-нечувствительную 

поры (Sultan and Sokolove, 2001а; Sultan and Sokolove, 2001b).  

 

1.3.1. Ca
2+

-зависимая ЦсА-чувствительная митохондриальная пора 

Первые представления о возможности образования неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий были сформированы еще во 

второй половине XX века, когда была показана возможность индукции 

высокоамплитудного набухания этих органелл при добавлении высоких 

концентраций Са
2+

 к суспензии, содержащей неорганический фосфат или анионы 

жирных кислот, влияние этого процесса на энергетические функции 

митохондрий, а также возможность ингибирования подобного набухания ионами 

магния, адениновыми нуклеотидами и снижением pH среды инкубации (Raaflaub, 

1953; Brenner-Holzach and Raaflaub, 1954; Hunter and Ford, 1955; Lehninger, 1959; 

Wojtczak and Lehninger, 1961). Первое время после обнаружения этого процесса 

преобладало мнение, что подобное набухание митохондрий является лишь 

следствием специфики методик выделения и инкубации органелл, а также не 

имеет никакого практического патофизиологического смысла (Hunter and Ford, 

1955; Bernardi et al., 2013).  

Однако в то же время Pfeiffer и его коллеги обратили внимание на 

повреждающее действие высоких концентраций Са
2+

 на митохондрии коры 

надпочечников, и эти результаты совпали с исследованиями Виноградова и 

соавторов, которые описали кальций-зависимый выход из матрикса этих органелл 

пиридиновых нуклеотидов (Vinogradov et al., 1972; Pfeiffer et al., 1976). Эти и 

другие работы различных авторов в итоге способствовали формированию 

представлений о неспецифической митохондриальной поре, которая была описана 
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Hunter и Haworth (Hunter et al., 1976; Hunter and Haworth, 1979a; Haworth and 

Hunter, 1979b; Haworth and Hunter, 1979). В конечном итоге чуть менее 30 лет 

назад была выдвинута, а вскоре и подтверждена гипотеза о важной роли Са
2+

-

зависимой неспецифической поры внутренней мембраны митохондрий в 

процессах клеточной гибели, однако исследования механизмов и роли 

митохондриальной поры в патологических процессах не прекращаются и до сих 

пор (Crompton and Costi, 1988; Bernardi et al., 2006; Bernardi et al., 2013).  

Молекулярные механизмы образования и функционирования Са
2+

-

зависимой неспецифической поры внутренней мембраны митохондрий до сих пор 

являются объектом широкого обсуждения (Bernardi, 2013; Siemen and Ziemer, 

2013). В настоящее время наиболее устоявшейся и общепринятой является 

гипотеза о том, что ЦсА-чувствительная Ca
2+

-зависимая неспецифическая пора 

представлена комплексом белков внешней и внутренней мембраны митохондрий, 

формирующих потенциал-зависимый высокопроводящий канал диаметром до 3 

нм, регулируемый рядом физиологических модуляторов (Zoratti et al,. 2005; Rasola 

and Bernardi, 2007). Считается, что в образовании митохондриальной поры 

принимают участие потенциал-зависимый анионный канал внешней мембраны 

(VDAC), АДФ/АТФ-антипортер (аденилаттранслокатор, ANT) внутренней 

мембраны митохондрий, чувствительный к ЦсА белок циклофилин D (пептидил 

пролил-цис, транс-изомераза, Сур D) (Halestrap et al., 1998; Halestrap et al., 2002), а 

также ряд регуляторных белков и рецепторов, таких как, например, гексокиназа II 

(HK II), креатинкиназы, гликоген-синтаза-киназа 3β (GSK3β), периферический 

бензодиазепиновый рецептор и белки семейства Bcl-2  (McEnery et al., 1992; 

Marzo et al., 1998; Kroemer et al., 2007; Rasola and Bernardi, 2014). Предполагается, 

что такая пора пронизывает обе митохондриальные мембраны и образуется в 

области так называемых контактных сайтов, то есть специализированных 

структур, где наружная и внутренняя мембраны митохондрий образуют тесные 

контакты, опосредованные белок-белковыми взаимодействиями (Kottke et al., 

1988; Zamzani and Kroemer, 2001; Di Paola and Lorusso, 2006; Bernardi, 2013).  
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Согласно этой гипотезе АДФ/АТФ-антипортер играет ведущую роль в 

формировании митохондриальной поры, а также принимает непосредственное 

участие в ее образовании. Эти данные базируются на исследованиях, 

демонстрирующих модулирующее действие лигандов АДФ/АТФ-антипортер на 

индукцию поры в митохондриях – так, например, атрактилат, ингибитор 

АДФ/АТФ-антипортера, стабилизирует его в конформации «с», и способствует 

открытию поры, в то время как другой ингибитор – бонгрековая кислота, 

стабилизирует его в конформации «m» и тем самым вызывает закрытие поры 

(Schultheiss and Klingenberg, 1984; Halestrap and Brenner, 2003; Bernardi et al., 

2006). Однако в настоящее время существуют исследования, ставящие по 

сомнение необходимость АДФ/АТФ-антипортера для формирования 

митохондриальной поры. На препарате митохондрий, лишенных всех изоформ 

АДФ/АТФ-антипортера было показано, что индукция кальций-зависимой 

неспецифической проницаемости все же возможна (Kokoszka et al., 2004). 

 Как было упомянуто выше, еще одним элементом неспецифической Са
2+

-

зависимой поры является потенциал-зависимый анионный канал внешней 

мембраны митохондрий (VDAC). В экспериментах на митохондриях, лишенных 

внешней мембраны (митопластах) была показана невозможность индукции 

неспецифической поры (Lê-Quôc and Lê-Quôc, 1985). В подтверждение участия 

потенциал-зависимый анионных каналов внешней мембраны митохондрий в 

индукции неспецифической поры свидетельствуют и результаты исследований 

различных авторов, показывающих, что встраивание VDAC в плоские 

фосфолипидные мембраны образует каналы с диаметром 2,5-3 нм, которые имеют 

электрофизиологические свойства, достаточно схожие с кальций-зависимой 

неспецифической митохондриальной порой (Szabó and Zoratti, 1993; Szabó et al., 

1993). Отмечено, что свойства данных потенциал-зависимых анионных каналов 

модулируются также, как у митохондриальной поры (Bernardi et al., 2006), в том 

числе, посредством добавления НАДН (Zizi et al., 1994), ионов кальция (Gincel et 

al., 2001), глутамата (Gincel and Shoshan-Barmatz, 2004), а также путем связывания 

гексокиназой (Pastorino et al., 2002; Majewski et al., 2004). В то же время 
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существуют работы, ставящие под сомнение важность участия потенциал-

зависимый анионный канал внешней мембраны митохондрий для индукции поры 

(Krauskopf et al., 2006; Baines et al., 2007).  

Не менее важную роль в формировании ЦсА-чувствительной 

митохондриальной поры играет и белок циклофилин D. Показано, что данный 

белок образует единый комплекс с АДФ/АТФ-антипортером и потенциал-

зависимым анионным каналом внешней мембраны митохондрий, где, проявляя 

цис-транс-изомеразную активность, может катализировать переход из «m» в «с» 

конформацию АДФ/АТФ-антипортера, тем самым вызывая открытие 

митохондриальной поры (Crompton et al., 1998; Halestrap et al., 2002). Именно 

циклофилин D является звеном митохондриальной поры, чувствительной к ЦсА, к 

которому он имеет высокое сродство (McGuinness et al., 1990; Bernardi et al., 

2006).  

В данном случае эффект ЦсА может быть точнее охарактеризован как 

десенсибилизация поры к ионам кальция, а не ее ингибирование, поскольку в ряде 

экспериментов было показано, что дальнейшее повышение концентрации ионов 

кальция все же приводит к индукции поры (Bernardi et al., 1992; Bernardi et al., 

2006). При искусственной инактивации гена Ppif, который кодирует циклофилин 

D в митохондриях мышей, было показано, что отсутствие данного белка 

примерно вдвое увеличивает количество ионов кальция, необходимого для 

индукции митохондриальной поры, что сопоставимо с действием ЦсА, который в 

то же время не оказывал никакого влияния на Ppif 
– ⁄ –

 митохондрии. На основании 

этих и подобных экспериментальных данных некоторые исследователи делают 

выводы о том, что циклофилин D является скорее не компонентом 

митохондриальной поры, а ее регулятором (Baines et al., 2005; Basso et al., 2005; 

Nakagawa et al., 2005; Schinzel et al., 2005; Bernardi et al., 2006).   

Предложено несколько альтернативных механизмов индукции 

митохондриальной поры. В частности, предполагается возможность участия в 

индукции митохондриальной поры фосфатного переносчика, образующего 

гетеродимер с АДФ/АТФ-антипортером, который связывается с циклофилином D 
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и кальцием (Leung and Halestrap, 2008; Leung et al., 2008; Varanyuwatana and 

Halestrap, 2012). Однако ряд исследователей считают данную гипотезу 

маловероятной и нуждающейся в дальнейшем изучении (Bernardi, 2013). Была 

предложена другая модель, согласно которой пора формируется вследствие 

агрегации интегральных мембранных белков, структура которых нарушена 

действием окислителей и других стрессорных агентов (Kowaltowski et al., 2001; 

He and Lemasters, 2002). В ряде недавних исследований были приведены данные, 

демонстрирующие, что в митохондриях возможно открытие поры по механизму, 

включающему участие димеров FOF1-АТФ-синтазы, которые, как оказалось, 

способны образовывать каналы во внутренней мембране органелл, по своим 

проводящим свойствам напоминающие классическую ЦсА-чувствительную пору 

(Bonora et al., 2013; Bernardi, 2013).  

Стоит также особенно отметить тот факт, что «классическая» ЦсА-

чувствительная митохондриальная пора обладает абсолютной специфичностью к 

Ca
2+

, поскольку другие двухвалентные катионы (Sr
2+

, Ba
2+

, Mn
2+

, Mg
2+

) действуют 

как ингибиторы (Zoratti and Szabo, 1995; Bernardi et al., 2006).  

 

1.3.2. Влияние окисляющих агентов и разобщителей окислительного 

фосфорилирования на индукцию Са
2+

-зависимой митохондриальной поры 

Ранее Ленинджер с соавторами продемонстрировали, что на индукцию 

нечувствительного к рутениевому красному выхода ионов кальция из матрикса 

митохондрий оказывает существенное влияние окисление пиридиновых 

нуклеотидов. В свою очередь, восстановление НАД и НАДФ ингибировало 

данный процесс (Lehninger et al., 1978). Было высказано предположение, что 

механизмы входа и выхода ионов кальция в митохондриях могут регулироваться 

путем изменения окислительно-восстановительного состояния пиридиновых 

нуклеотидов (Lehninger et al., 1978).  

Позднее была показана возможность управления индукцией 

неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий за счет 
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изменения окислительно-восстановительного состояния пиридиновых 

нуклеотидов, причем отмечается, что окисление НАДФН связано в большей мере 

с индукцией митохондриальной поры по сравнению с НАДН (Vercesi, 1984; 

Bernardes et al., 1994; Zago et al., 2000; Kowaltowski et al., 2001). Эти и другие 

подобные экспериментальные данные позволили положить начало формированию 

представлений о влиянии окислительного стресса на индукцию неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий (Takeyama et al., 1993; 

Kowaltowski et al., 2001). 

Состояние пиридиновых нуклеотидов тесно связано с окислительно-

восстановительным статусом глутатиона, тиоредоксина и тиоловых (SH-) групп 

белков митохондриальных мембран (Le Quoc et al., 1976; Kowaltowski et al., 2001).  

Такими образом, существуют логичные предположения, что неспецифическая 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий может быть связана с 

окислительно-восстановительным состоянием мембранных белков и их тиоловых 

групп (Kowaltowski et al., 2001).  

Действительно, индукторы окислительного стресса, такие, например, как 

ТБГ, диамид, менадион способны индуцировать неспецифическую 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий (Rizzuto et al., 1987; Castilho 

et al., 1995; Kakkar et al., 1996; Vercesi et al., 1997; Kushnareva and Sokolove, 2000; 

Kowaltowski et al., 2001; Zavodnik et. al, 2012). Добавление гидропероксидов 

вызывает выход Са
2+ 

 из матрикса и падение Δψ, которое происходит в две фазы – 

первая протекает быстро и не чувствительна к АТФ (происходит, по-видимому, 

вследствие активации трансгидрогеназ); вторая происходит медленно и 

существенно ингибируется АТФ, и связана с активацией Ca
2+

-зависимых реакций. 

Одновременно со второй, медленной, фазой падения Δψ наблюдается выход 

ионов калия из матрикса митохондрий и их набухание. Диамид и менадион также 

вызывают падение мембранного потенциала, выход ионов калия и кальция из 

матрикса и набухание митохондрий; их эффекты также ингибировались АТФ, 

ЦсА и анестетиком нуперкаином – ингибитором митохондриальной фосфолипазы 

A (Rizzuto et al., 1987; Kushnareva and Sokolove, 2000; Kowaltowski et al., 2001). 
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Также происходит окисление глутатиона и перекисное окисление липидов 

мембран (Zavodnik et. al, 2012). Действие гидроперекисей и диамида 

сопровождается обратимым окисление пиридиновых нуклеотидов, однако, при их 

высоких концентрациях, а также при добавлении менадиона, окисление 

приобретает необратимый характер (Rizzuto et al., 1987; Castilho et al., 1995; 

Kakkar et al., 1996; Vercesi et al., 1997;  Kushnareva and Sokolove, 2000; 

Kowaltowski et al., 2001; Zavodnik et. al, 2012).  

Добавление высоких концентраций ионов кальция усиливает действие 

прооксидантов, также аналогичное действие могут оказывать и ионы стронция. 

Внесение к митохондриям рутениевого красного перед добавлением 

гидроперекисей способно уменьшить степень активности «медленной» фазы 

падения Δψ, но не влияет на первую, «быструю» фазу и выход ионов кальция из 

матрикса митохондрий (Rizzuto et al., 1987; Vercesi et al., 1997;  Kushnareva and 

Sokolove, 2000; Kowaltowski et al., 2001). С другой стороны, известно и об 

ингибирующем действии рутениевого красного на набухание, индуцированное 

ТБГ (Kakkar et al., 1996). Действие гидроперекисей и диамида сопровождается 

обратимым окисление пиридиновых нуклеотидов, однако, при их высоких 

концентрациях, а также при добавление менадиона, окисление приобретает 

необратимый характер (Rizzuto et al., 1987; Vercesi et al., 1997;  Kushnareva and 

Sokolove, 2000; Kowaltowski et al., 2001).  

В качестве ингибиторов индуцированной прооксидантами неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий также могут выступить ионы 

лантана, токоферол, дитиотреитол, АДФ, АТФ, ЭГТА, ЭДТА (Rizzuto et al., 1987; 

Vercesi et al., 1997; Kushnareva and Sokolove, 2000; Kowaltowski et al., 2001).  

Таким образом, можно заключить, что действие прооксидантов как 

индукторов неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий 

не вызывает сомнений. В основе предполагаемого механизма действия 

индукторов окислительного стресса лежит их способность окислять SH- остатки 

цистеина АТФ/АДФ антипортера, тем самым стабилизируя его в «с» 

конформации, подобно атрактилату, и тем самым способствовать открытию 
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митохондриальной поры (Halestrap et al., 1997; McStay et al., 2002; Pestana et al., 

2009). 

Помимо индукторов окислительного стресса на открытие 

митохондриальной поры оказывают большое влияние протонный градиент ΔpH  и 

разность мембранных потенциалов Δψ – к примеру, деполяризация 

митохондриальной мембраны приводит к ее индукции, в то время как закисление 

матрикса, напротив, способствует ее закрытию (Bernardi, 1992; Bernardi et al., 

1992). В рамках механистического подхода к действию различных индукторов и 

ингибиторов поры, предполагается, что их действие может быть опосредованно 

как раз изменением этих двух параметров (Bernardi et al., 1994; Bernardi, 1996). 

Показано, что разобщители окислительного фосфорилирования, например, 

n-трифторометоксикарбонилцианидфенилгидразон (ФКФ), способны 

индицировать неспецифическую проницаемость внутренней мембраны 

митохондрий (Petronilli et al., 1993; Scorrano et al., 1997). С одной стороны, 

предполагается, что их действие заключается в снижении мембранного 

потенциала; по другой версии, разобщители окислительного фосфорилирования 

вызывают значительное усиление дыхания, что приводит к увеличению 

продукции АФК митохондриями (Petronilli et al., 1993; Scorrano et al., 1997). 

Следовательно, механизмы действия окислительного стресса и разобщителей 

окислительного фосфорилирования как индукторов митохондриальной поры 

имеют общие точки пересечения и могут выступать как взаимосвязанные 

процессы. 

 

1.3.3. Ca
2+

-зависимая ЦсА-нечувствительная неспецифическая 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий 

Известны различные индукторы Ca
2+

-зависимой проницаемости внутренней 

мембраны митохондрий, действие которых не подавляется ЦсА. Среди них 

бутилированный гидрокситолуол, сигнальные пептиды, гормон тироксин 

(Sokolove and Haley, 1996; Sokolove and Kinnally, 1996; Sultan and Sokolove, 
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2001a). Было высказано предположение, что, в частности, бутилированный 

гидрокситолуол активирует ЦсА-нечувствительную Ca
2+

-зависимую пору 

внутренней мембраны митохондрий путем увеличения активности фосфолипазы 

A2, что вызывает накопление свободных жирных кислот и лизофосфолипидов 

(Gudz et al., 1997; Sultan and Sokolove, 2001a). В тоже время стоит отметить, что 

свободные жирные кислоты также способны индуцировать и «классическую» 

ЦсА-чувствительную митохондриальную пору за счет взаимодействия с 

АДФ/АТФ антипортером в присутствии ионов кальция (Bodrova et al., 2000).    

Действие свободных жирных кислот, как индукторов неспецифической 

проницаемости митохондрий было известно еще с середины XX века (Lehninger 

and Remmert, 1959; Wojtczak and Lehninger, 1961; Ленинджер, 1966; Hunter et al., 

1976), однако лишь относительно недавно было сформировано представление об 

их роли в образовании отличного от «классического» по механизму и путям 

регуляции принципиально нового типа Ca
2+

-зависимой неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий (Mironova et al., 2001; Sultan 

and Sokolove, 2001a; Sultan and Sokolove, 2001b; Agafonov et al., 2003; Mironova et 

al., 2004; Белослудцев и др. 2005).   

Свободные монокарбоновые насыщенные жирные кислоты (пальмитиновая 

и другие насыщенные жирные кислоты) известны как эффективные природные 

индукторы неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий 

(Schönfeld and Bohnensack, 1997; Bodrova et al., 2000; Sultan and Sokolove, 2001a; 

Sultan and Sokolove, 2001b; Mironova et al., 2004; Белослудцев и др., 2005). Для ее 

индукции, также как и в случае формирования ЦсА-чувствительной поры, 

необходимо присутствие в матриксе митохондрий достаточного количество ионов 

кальция, что подтверждается в экспериментах с ингибированием кальциевого 

унипортера рутениевым красным, добавлением в среду инкубации реагентов, 

способных связывать ионы кальция, например ЭГТА, АТФ, сывороточного 

альбумина, при деэнергизации внутренней мембраны митохондрий, когда во всех 

этих случаях из-за невозможности транспорта Ca
2+

 в матрикс не наблюдалось 

набухания этих органелл (Sultan and Sokolove, 2001a; Белослудцев и др., 2005).  
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В отличие от «классической» ЦсА-чувствительной поры, индуцированная 

свободными жирными кислотами ЦсА-нечувствительная неспецифическая 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий не обладает строгой 

селективностью к двухвалентным ионам металлов, которые способны 

переноситься кальциевым унипортером, как к активаторам поры (Sultan and 

Sokolove, 2001a). Показано, что ионы Sr
2+

 и Ba
2+

 в присутствии пальмитиновой 

кислоты также способны индуцировать митохондриальную пору, однако с 

меньшей эффективностью. И в то же время ионы Mg
2+

, являющиеся 

ингибиторами кальциевого унипортера и не способные к транспортировке им, 

такой способностью не обладают (Gunter and Pfeiffer, 1990; Sultan and Sokolove, 

2001a; Белослудцев и др., 2005).   

В ряде экспериментов была продемонстрирована способность ЦсА-

нечувствительной поры к самопроизвольному закрытию (Sultan and Sokolove, 

2001a; Agafonov et al., 2003), и было предположено, что таким образом 

митохондрии могут осуществлять контроль кальциевого обмена в клетке 

(Mironova et al., 2007).  

Показано, что насыщенные жирные кислоты, имеющие относительно 

среднюю длину углеродной цепи (12-18 атомов углерода) вызывали более 

эффективное набухание митохондрий, по сравнению с более 

короткоцепочечными и длинноцепочечными кислотами (Sultan and Sokolove, 

2001b). Некоторые ненасыщенные жирные кислоты, например олеиновая, также 

способны индуцировать ЦсА-нечувствительную неспецифическую 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий, однако действие их 

реализуется при значительно больших концентрация, по сравнению с 

насыщенными, и требует значительно большей концентрации ионов кальция в 

матриксе митохондрий (Belosludtsev et al., 2014).  

В экспериментах на модельных липосомах достаточно убедительно 

продемонстрировано, что ЦсА-нечувствительная пальмитат/Ca
2+

-индуцированная 

митохондриальная пора имеет липидную природу, в основе которой лежит 

образование комплексов жирных кислот с ионами кальция. Предполагается, что 
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такая пора реализуется по механизму хемотропного фазового перехода в 

липидном бислое (Agafonov et al., 2003; Agafonov et al., 2007).     

Показано также, что и метаболиты свободных жирных кислот, 

образующихся, в частности, в процессе ω-окисления, способны индуцировать 

Са
2+

-зависимую неспецифическую ЦсА-нечувствительную проницаемость 

внутренней мембраны митохондрий и липосом (Дубинин и др., 2013; Dubinin  et 

al., 2014). В норме ω-окисление занимает не более 10% от общего метаболизма 

свободных жирных кислот, однако при ряде патологических состояний, 

например, при диабете, ожирении, голодании, алкоголизме, некоторых 

заболеваниях печени, доля этого процесса может существенно возрастать, что 

приводит к накоплению α,ω-дикарбоновых жирных кислот в клетках (Tonsgard, 

1986; Mortensen, 1992; Reddy, 2001; Reddy and Rao, 2006, Madec et al., 2011; 

Wanders et al., 2011).  

В относительно недавних исследованиях было выявлено, что наибольшей 

эффективностью по сравнению с более короткоцепочечными дикарбоновыми 

жирными кислотами обладает ГДК (Дубинин и др., 2013). Индуцированная 

данной кислотой митохондриальная пора способна к самопроизвольному 

закрытию, и ингибируется добавлением в инкубационную среду адениновых 

нуклеотидов, ионов магния, спермина, бычьего сывороточного альбумина 

(Дубинин и др., 2013). В экспериментах на митохондриях и липосомах было 

показано, что действие дикарбоновых жирных кислот, по всей видимости, 

реализуется по отличному от монокарбоновых жирных кислот пути. 

Предполагается, что индукция неспецифической ЦсА-чувствительной кальций-

зависимой митохондриальной поры ГДК реализуется по механизму 

полиморфного фазового перехода (Dubinin et al., 2014).   

Подводя итог рассмотренной выше роли митохондрий во внутриклеточном 

кальциевом гомеостазе и участии в реализации гибели клеток, стоит отметить, 

что, несмотря на значительное количество исследований в данной области, 

природа и механизмы митохондриальной поры до сих пор до конца не известны. 

В настоящее время ведется активный поиск веществ, способных повышать 
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кальциевую емкость органелл и влиять на параметры индукции неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий. Модуляция 

митохондриального гомеостаза Ca
2+

 и механизмов регуляции митохондриальной 

поры является важным потенциальным объектом исследования в области 

биохимии, биофизики, фармакологии и медицины. 

 

1.4. Особенности индукции Са
2+

-зависимой неспецифической 

проницаемости в митохондриях, выделенных из различных органов и тканей 

животных  

Кроме исследований, проведенных на митохондриях печени, существует 

ряд работ, демонстрирующих возможность индукции неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны органелл в других различных органах и 

тканях. На митохондриях сердца крыс показано, что они характеризуются 

большей устойчивостью к действию ионов кальция как индуктору Ca
2+

-зависимой 

ЦсА-чувствительной митохондриальной поры, по сравнению с митохондриями 

печени (Endlicher et al., 2009; Drahota et al., 2012). В сравнительных исследованиях 

также отмечается, что при относительно низких концентрациях Ca
2+

 (25 мкМ) 

амплитуда набухания митохондрий сердца в семь раз меньше, по сравнению с 

митохондриями печени; при увеличении концентрации Ca
2+

 до 100 мкМ это 

различие уменьшается до трех раз. Исходя из этого можно предположить, что при 

более низких концентрациях ионов кальция митохондрии сердца крыс обладают 

большей устойчивостью к индукции кальций-зависимой неспецифической 

проницаемости (Endlicher et al., 2009). 

В экспериментах на митохондриях сердца крыс разного возраста было 

продемонстрировано, что органеллы новорожденных крысят обладают большей 

резистентностью к индукции Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной 

митохондриальной поры по сравнению с митохондриями крыс зрелого возраста. 

Митохондрии сердца новорожденных крысят обладают, по приблизительным 

оценкам, в два раза меньшей амплитудой и скоростью Ca
2+

-индуцированного 
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набухания, характеризуются большей кальциевой емкостью (Ostádal et al., 2009; 

Milerova et al., 2010). В то же время митохондрии печени крыс такой возрастной 

зависимостью не обладают (Drahota et al., 2012).  

Для митохондрий сердца крыс были показаны и половые различия в 

индукции митохондриальной поры. Митохондрии, выделенные из сердца самок 

крыс, при добавлении 200 мкМ Ca
2+

 обладали большей устойчивостью к 

индукции поры, по сравнению с митохондриями сердца самцов, однако, при 

уменьшении концентрации ионов кальция до 50 мкМ эти различия 

нивелировались. Отмечено, что митохондрии сердца самцов и самок содержат 

практически одинаковое количество Сур D, АДФ/АТФ-антипортера и VDAC, и, 

следовательно, предполагается, что повышенная резистентность митохондрий 

печени сердца не может быть объяснена изменениями в содержании 

предполагаемых компонентов митохондриальной поры (Milerová et al., 2016). 

Не менее интересные данные были получены и при исследовании 

митохондрий мозга млекопитающих. Для индукции Са
2+

-зависимой 

неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий мозга крыс 

и мышей необходима концентрация ионов кальция в три раза превосходящая 

таковую для митохондрий печени этих животных (Friberg et al., 1999; Panov et al., 

2007). Было выдвинуто предположение, что относительно невысокая по 

сравнению с митохондриями сердца и мозга резистентность к индукции поры в 

митохондриях печени может быть связана с ее значительно большей 

регенеративной способностью (Panov et al., 2007; Endlicher et al., 2009).     

 

1.5. Видовая специфичность Са
2+

-зависимой индукции 

неспецифической проницаемости внутренней мембраны митохондрий 

Индукция Са
2+

-зависимой неспецифической проницаемости внутренней 

мембраны митохондрий млекопитающих достаточно хорошо изучена, ее 

особенности и возможные механизмы были представлены в предыдущих разделах 

литературного обзора. В то же время стоит отметить, что в большинстве 
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исследований в качестве лабораторных животных использовались в основном 

крысы и мыши. Большой интерес у исследователей вызывает изучение 

функционирования митохондриальной поры у различных видов животных 

(Azzolin et al., 2010). 

Относительно недавно на примере дрожжей было продемонстрировано, что 

митохондрии одноклеточных организмов могут обладать неспецифической 

проницаемостью внутренней мембраны, имеющей некоторое сходство с 

подобным процессом у многоклеточных животных (Manon et al., 1998; Deryabina 

and Zvyagilskaya, 2000; Deryabina et al., 2000; Deryabina et al., 2001). Так, 

митохондрии дрожжей Saccharomyces cerevisiae обладают неспецифической 

порой, имеющей схожие размеры и предполагаемые функции с Са
2+

-зависимой 

ЦсА-чувствительной митохондриальной порой млекопитающих (Manon and 

Guerin, 1998; Gutiérrez-Aguilar et al., 2007). Митохондрии дрожжей 

характеризуются отсутствием кальциевого унипортера, что затрудняет 

исследование кинетики данного иона, но, тем не менее, было показано, что 

содержание ионов кальция в митохондриях дрожжей S. cerevisiae сопоставимо с 

таковым в митохондриях печени крыс (Kowaltowski et al., 2000; Carraro et al., 

2014). С другой стороны отмечается, митохондрии дрожжей этого вида способны 

накапливать значительные количества ионов кальция в присутствии кальциевого 

ионофора ETH129 без последующего открытия поры (Jung et al., 1997). Недавно 

были опубликованы данные, показывающие, что димеры АТФ-синтазы 

митохондрий дрожжей S. cerevisiae способны образовывать высокопроводящие 

каналы, аналогичные митохондриальной поре млекопитающих (Carraro et al., 

2014). В то же время показано, что митохондрии аэробных дрожжей Yarrowia 

lipolytica и Dipodascus magnusii не имеют «классической» Са
2+

-зависимой ЦсА-

чувствительной поры внутренней мембраны митохондрий, или неспецифическая 

проницаемость внутренней мембраны митохондрий осуществляется по иному 

механизму, не связанному с поглощением ионов кальция (Kovaleva et al., 2009; 

Trendeleva et al., 2011).   
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Неспецифическая проницаемость митохондрий дрожжей регулируется 

рядом модуляторов. На предварительно загруженных ионами кальция 

митохондриях Endomyces magnusii показано, что в качестве ингибиторов могут 

выступать Фн, тетрафенилфосфоний (ТФФ), La
3+

, Mn
2+

, Mg
2+

, нигерицин. 

Стимулируют открытие поры валиномицин, спермин, гипотоническая среда. 

Атрактилозид, ЦсА, ТБГ, деэнергизация и истощение пула адениновых 

нуклеотидов не оказывали никакого эффекта. При индукции неспецифической 

проницаемости в митохондриях данного виде дрожжей выход ионов кальция из 

матрикса митохондрий происходил без высокоамплитудного набухания органелл, 

и, по-видимому, осуществлялся по отличному от митохондрий млекопитающих 

пути (Jung et al. 1997; Deryabina et al., 2001; Deryabina et al., 2004).  

Показано, что митохондрии дрозофил вида Drosophila melanogaster 

способны к индукции Са
2+

-зависимой неспецифической проницаемости по 

схожему с млекопитающими механизму (von Stockum et al., 2011). Отмечено, что 

неспецифическая проницаемость внутренней мембраны митохондрий Drosophila 

melanogaster индуцируется в результате перегрузки матрикса ионами кальция, 

деполяризации внутренней мембраны, окисления тиоловых групп, действия 

высоких концентраций N-этилмалеимида и ингибируется тетракаином (von 

Stockum et al., 2011; Bernardi and von Stockum, 2012). Недавно также были 

представлены данные, свидетельствующие о возможности формирования в 

митохондриях дрозофил каналов при участии АТФ-синтазы (von Stockum et al., 

2015).  

Однако существует и ряд особенностей индукции неспецифической 

проницаемости в митохондриях данных животных. В отличие от млекопитающих, 

пора в митохондриях дрозофил нечувствительна к действию ЦсА, убихинона и 

АДФ, а также ингибируется Фн, как в митохондриях дрожжей, и не 

характеризуется высокоамплитудным набуханием и выходом цитохрома c даже в 

гипотонической среде (von Stockum et al., 2011; Bernardi and von Stockum, 2012). 

Все это позволяет предположить, что митохондрии Drosophila melanogaster 

обладают неспецифической проницаемостью внутренней мембраны, по своим 
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параметрам занимающей промежуточное положение между порами у 

млекопитающих и дрожжей (Azzolin et al., 2010; von Stockum et al., 2011).  

Помимо рассмотренных выше животных, существование неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий также описано у рыб и 

амфибий (Azzolin et al., 2010). Показано, что митохондрии Zosterisessor 

ophiocephalus, рыбы семейства бычковых, характеризуются Ca
2+

/Фн-

индуцируемой митохондриальной порой, как и митохондрии млекопитающих. 

Индукция неспецифической проницаемости внутренней мембраны также, как и в 

митохондриях млекопитающих, ингибируется ионами Mg
2+

, ЦсА, ЭГТА, 

спермином. Существенным является тот факт, что концентрация ионов кальция, 

необходимая для индукции поры у митохондрий данного вида рыб превышает 

более чем в два раза аналогичный показатель для митохондрий печени крыс 

(Toninello et al., 2000). Для митохондрий рыб Oncorhynchus mykiss и Danio rerio 

также описана неспецифическая проницаемость внутренней мембраны 

митохондрий, схожая по своим параметрам и регуляции с митохондриальной 

порой млекопитающих, и для индукции которой уже достаточно примерно той же 

концентрации ионов кальция, что и для митохондрий печени крыс, а для 

Oncorhynchus mykiss эта концентрация может составлять и несколько меньшие 

значения (Azzolin et al., 2010; Adiele et al., 2012).  

Для некоторых видов рыб и амфибий описаны процессы сезонной 

изменчивости метаболической активности, которая характеризуется наличием 

метаболической депрессии, наблюдаемой в зимний период (Emel'ianova et al., 

2007). В это время наблюдается длительная обратимая митохондриальная 

дисфункция, сопровождаемая низкой активностью дыхательной цепи, в 

особенности комплекса I дыхательной цепи, низким уровнем окислительного 

фосфорилирования, существенным снижением содержания адениновых 

нуклеотидов, высоким уровнем восстановленных пиридиннуклеотидов. 

Отмечено, что в зимний преднерестовый период у речной миноги Lampetra 

fluviatilis наблюдается индукция митохондриальной поры в низкопроводящем 

состоянии, не ингибируемом ЦсА, в то время как при их энергизации или в 
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весенний период характерно наличие типичной митохондриальной поры, 

чувствительной к действию ЦсА, Mg
2+

, ЭГТА (Emel'ianova et al., 2007; Belyaeva et 

al., 2014). Интересен и тот факт, что индукция неспецифической проницаемости 

внутренней мембраны митохондрий может играть важную роль в процессах 

метаморфоза амфибий (Hanada et al., 2003).   

Большой интерес представляют некоторые виды беспозвоночных 

животных, характеризующихся высокой резистентностью к гипоксическим 

условиям (Azzolin et al., 2010; Galli and Richards, 2014). Так для митохондрий 

планктонных ракообразных Artemia franciscana, креветок Lepidophthalmus 

louisianensi и устриц Crassostrea virginica было показано, что при добавлении 

концентрации ионов кальция в 10 раз превышающей пороговое значение для 

митохондрий печени крыс не происходило высокоамплитудного набухания 

митохондрий, выхода Ca
2+

 и цитохрома с во внешнюю среду (Sokolova et al. 2004; 

Menze et al., 2005; Holman and Hand, 2009).   

В настоящее время данный феномен активно обсуждается, и дальнейшие 

исследования пытаются ответить на вопрос, является ли данное явление 

адаптацией к экстремальным условиям обитания или характерной общей чертой 

всех беспозвоночных (Galli and Richards, 2014). Исследования показывают, что 

неспецифическая проницаемость внутренней мембраны митохондрий характерна 

для большинства пойкилотермных животных, она сохраняется и претерпевает 

изменения в процессе эволюции. Для многих из пойкилотермных животных 

отмечается десенсибилизация митохондриальной поры к ионам кальция, и, 

следовательно, для ее индукции требуются значительные концентрации этих 

ионов (Galli and Richards, 2014).  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

2.1. Экспериментальные животные  

 В работе были использованы млекопитающие зрелого возраста (самцы): 

белые лабораторные мыши (масса тела 25–28 г), белые лабораторные крысы 

(масса тела 210–240 г) и домашние кролики породы серый великан (масса тела 

3500-3700 г). Птицы зрелого возраста (самцы): сизые голуби (Columba livia) 

зрелого возраста (масса тела 420–460 г), цесарки (Numida meleagris) «дикой» серо-

крапчатой популяции (СКП) и загорской белогрудой породы (ЗБП) (масса тела 

1570–2100 г.), отличающейся более высокими продуктивными качествами 

(Забиякин, 2005). Содержание, кормление и забой животных соответствует 

необходимым требованиям, изложенным в соответствующих руководствах 

(Западнюк и др., 1983; Лукьянов, 2008), а также международным правилам «Guide 

for the Care and Use of Animals» и правилам, утвержденным в системе 

Министерства высшего и среднего образования СССР (Приказ № 742 от 13 

ноября 1984 г). Перед проведением экспериментов все животные содержались в 

помещениях вивария при одинаковом световом и температурном режиме не менее 

месяца. В эксперимент одновременно брали четырех мышей и по одному – всех 

остальных животных. 

2.2. Выделение митохондрий  

Митохондрии выделяли из печени животных общепринятым методом 

дифференциального центрифугирования (Маркова и др., 1999). Охлажденную в 

снегообразной среде выделения печень отмывали от крови, измельчали с 

помощью ножниц до размера кусочков около 1 мм, а затем вручную 

гомогенизировали тефлоновым пестиком в гомогенизаторе из пирекса 

(отношение массы ткани и среды 1:10). Полученный гомогенат центрифугировали 

5 минут при 1200 g для осаждения ядер, остатков цитоплазмы и неразрушенных 

клеток. Полученную надосадочную жидкость, содержащую митохондрии, 

фильтровали через четыре слоя марли. Митохондрии осаждали 10 минут при  

9800 g и суспендировали в 2 мл среды выделения, дополнительно содержащей 
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БСА (2 мг/мл) для связывания и удаления эндогенных жирных кислот, затем 

добавляли 15 мл среды выделения без БСА и вновь центрифугировали 10 мин при 

9800 g. Среда выделения содержала 250 мМ сахарозу, 1 мМ ЭГТА и 5 мМ МОПС-

Трис, рН 7,4. Суспензию митохондрий (60 - 70 мг белка в 1 мл) хранили на льду. 

Белок определяли биуретовым методом, в качестве стандарта использовали БСА. 

 

2.3. Регистрация параметров дыхания и окислительного 

фосфорилирования митохондрий  

Дыхание митохондрий регистрировали полярографическим методом при 

температуре 25°С (и 39°С при исследовании параметров свободного окисления в 

митохондриях печени цесарок) с помощью кислородного электрода типа Кларка и 

оригинальной многоканальной электрометрической системы Record 4usb при 

постоянном перемешивании с помощью магнитной мешалки. Концентрация 

кислорода в среде инкубации при 25°C – 240 мкМ (Chance and Williams, 1955). 

Концентрация белка митохондрий в кислородной ячейке составляла ~1,1 – 1,2 

мг/мл. Ротенон в концентрации 2 мкМ добавляли в кислородную ячейку сразу 

после митохондрий. Через 2 мин после ротенона к митохондриям добавляли 200 

мкМ AДФ и еще через 2 мин после выхода митохондрий в состоянии 4 – 50 мкМ 

2,4-динитрофенола для определения максимальной скорости транспорта 

электронов по дыхательной цепи. Применяли следующие показатели дыхания и 

окислительного фосфорилирования: J2 – скорость дыхания митохондрий в 

присутствии Фн до добавления AДФ (состояние 2 по Чансу); J3 – скорость 

дыхания митохондрий в присутствии Фн и AДФ (состояние 3 по Чансу); J4 – 

скорость дыхания митохондрий в присутствии Фн после того, как весь 

добавленный AДФ был израсходован в процессе синтеза АТР (состояние 4 по 

Чансу); Ju – скорость дыхания митохондрий в присутствии протонофорного 

разобщителя 2,4-динитрофенола в концентрации, вызывающей максимальную 

стимуляцию дыхания; Jр – скорость синтеза АТФ; RC – отношение величин J3 и J4 

(дыхательный контроль по Чансу); PC – отношение величин Jр и J4; AДФ/O – 

стехиометрический коэффициент, показывающий эффективность окислительного 
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фосфорилирования. Значение коэффициента AДФ/O определяли пульсовым 

методом (Hinkle and Yu, 1979). Значение величины Jр – как удвоенное 

произведение величин J3 и AДФ/O. Размерность величин J2 , J3 , J4 и Ju – нмоль О2/ 

мин на 1 мг белка; размерность величины Jр – нмоль AДФ / мин на 1 мг белка; 

размерность величин RC, PC и AДФ/O – относительные единицы. 

 

2.4. Оценка набухания митохондрий  

Набухание митохондрий регистрировали по изменению оптической 

плотности суспензии митохондрий (А) при длине волны 540 нм на спектрометре 

«КФК- 3-01» («ЗОМЗ», Россия) в кювете объемом 4 мл и при температуре 25ºС. 

Для регистрации и первичной обработки данных применяли специально 

разработанную нами программу (свидетельство о регистрации № 2015619788). 

Концентрация митохондриального белка в кювете 0,8 – 1,0 мг/мл. Скорость 

набухания митохондрий (ΔА540/мин на 1 мг белка) определяли как изменение 

оптической плотности суспензии митохондрий в течение первой минуты 

набухания.  

 

2.5. Оценка проницаемости внутренней мембраны митохондрий для 

Ca
2+

 

Проницаемость внутренней мембраны митохондрий для Ca
2+

 оценивали по 

изменению концентрации этих ионов в среде инкубации с помощью Ca
2+

-

селективного электрода и универсального иономера И-500 («Аквилон», Россия) в 

ячейке объемом 10 мл и при температуре 25ºС. Концентрация митохондриального 

белка в кювете была ~ 1,5 мг/мл. 

 

2.6. Измерение разности электрических потенциалов на внутренней 

мембране митохондрий (∆ψ)  

Разность электрических потенциалов на внутренней мембране митохондрий 

(∆Ψ) оценивали по распределению предварительно добавленного в среду 

инкубации катиона тетрафенилфосфония (ТФФ
+
) через внутреннюю мембрану, 
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концентрацию которого регистрировали ТФФ
+
-чувствительным электродом 

(Kamo et al., 1979) при 25°С и постоянном перемешивании в открытой ячейке 

объемом 2 мл с помощью оригинальной многоканальной электрометрической 

системы Record 4usb. В этих экспериментах среда инкубации дополнительно 

содержала 1,6 мкМ ТФФ
+
. Концентрация митохондриального белка в кювете 

была ~ 1,5 мг/мл.  

 

2.7. Состав среды инкубации митохондрий  

В большинстве экспериментов среда инкубации содержала 200 мМ 

сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ янтарную кислоту, 1 мМ КН2РО4, 20 мкМ ЭГТА, 10 

мМ МОПС-Трис, рН 7,4. При изучении дыхания и окислительного 

фосфорилирования среда инкубации дополнительно содержала 2 мМ MgCl2 и 

БСА (0,2-0,4 мг/мл), а концентрации ЭГТА и КН2РО4 были увеличены до 0,5 и 5 

мМ соответственно. 

 

2.8. Статистическая обработка результатов исследований 

 Предварительно был проведен анализ гомогенности дисперсий, который 

был выполнен с применением критериев Бартлетта, Кохрена, Хартли, а также был 

проведен анализ гистограмм остатков внутри ячеек. Для комплексного анализа 

исследуемых биохимических параметров, где это необходимо, применяли метод 

однофакторного дисперсионного анализа или t-критерий Стьюдента. Результаты 

представлены в виде средних значений ± средняя квадратичная ошибка среднего 

значения. Для оценки достоверности различий использовали уровень вероятности 

Р < 0,05. Статистическая обработка данных проводилась с использованием 

лицензионных программ STATISTICA 6.0 и Microsoft Excel 2010. 

 

2.9. Реактивы  

В работе использовалась 3-[N-Морфолино]пропансульфоновая кислота 

(МОПС), α,ω-гексадекандикарбоновая кислота (ГДК), рутениевый красный (РК), 

олигомицин, янтарная кислота, циклоспорин А (ЦсА), очищенный от жирных 
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кислот бычий сывороточный альбумин (БСА) фракции V, 

трис(гидроксиметил)аминометан (Трис-OH), хлорид тетрафенилфосфония, 

("Sigma", США), ротенон, ЭГТА ("Serva", Германия), сахароза, АДФ, 2,4- 

динитрофенол, KCl (“Fluka” Швейцария), CaCl2, MgCl2 ("Merck", Германия). 

Использовались растворы олигомицина (2 мг/мл), ротенона (2 мМ), ГДК (20 мМ), 

циклоспорина А (1 мМ) в дважды перегнанном этаноле; АДФ (100 мМ) и 2,4-

динитрофенола (5 мМ) – в бидистиллированной воде. При проведении 

экспериментов в контрольных пробах к митохондриям добавлялись растворители 

в том же объеме, как и в опытах с исследуемыми веществами. Во всех случаях 

растворители не изменяли исследуемые параметры митохондрий. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Характеристика дыхания и окислительного фосфорилирования 

митохондрий печени млекопитающих и птиц разных видов 

В соответствии с первой поставленной задачей необходимо было дать 

характеристику митохондрий печени указанных млекопитающих и птиц по 

скоростям дыхания в различных метаболических состояниях, по скорости 

окислительного синтеза АТФ и по степени сопряжения дыхания и окислительного 

синтеза АТФ. При проведении исследований митохондрии печени 

инкубировались в течение двух минут в состоянии 2 в присутствии сукцината как 

субстрата окисления, Фн, а также БСА, необходимого для устранения действия 

эндогенных разобщителей окислительного фосфорилирования свободных 

жирных кислот. При этих условиях, т.е. в отсутствии синтеза АТФ и без 

разобщителей окислительного фосфорилирования, митохондрии потребляют 

кислород с небольшой скоростью. После двух минут инкубации в состоянии 2 (J2) 

к митохондриям был добавлен 200 мкМ AДФ, что приводит к существенной 

стимуляции дыхания, т.е. при этих условиях митохондрии переходят в состояние 

3 (J3). Затем, вследствие исчерпания AДФ, наблюдается переход митохондрий в 

состояние 4 (J4). Необходимо отметить, что в этом случае митохондрии печени 

обладали высокой сукцинатоксидазной активностью, так как добавление 

протонофорного разобщителя 2,4-динитрофенола в оптимальной концентрации 50 

мкМ приводит к значительной стимуляции дыхания (Ju).  

В качестве меры сопряжения дыхания и окислительного синтеза АТФ, или, 

говоря по-другому, эффективности окислительного фосфорилирования, в 

митохондриях применяются коэффициенты AДФ/O и дыхательного контроля (RC). 

Коэффициент AДФ/O представляет собой количество синтезированного АТФ, 

отнесенное на количество потребленного кислорода, или что эквивалентно 

отношению скоростей синтеза АТФ (JP) и J3 (Hinkle and Yu, 1979; Самарцев и др., 

2005; Скулачев и др., 2010). Коэффициент RC – отношение скоростей дыхания в 

состоянии 3 и в состоянии 4 (J3/J4). PC – отношение JP и J4. Для обозначения 
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максимального значения AДФ/O, которое может быть достигнуто при условии 

отсутствия утечки протонов и других возможных реакций вызывающих 

свободное, т.е. не сопряженное с синтезом АТФ, дыхание в состоянии 3 был 

применен коэффициент n2 (Самарцев и др., 2005). 

Были получены данные, характеризующие митохондрии печени 

исследуемых животных как по показателям дыхания в различных состояниях 

(табл. 1), так и по показателям сопряжения дыхания с окислительным синтезом 

АТФ (табл. 2).  

 

Таблица 1. Скорости дыхания в различных состояниях митохондрий 

печени исследуемых животных. 

 

Животные 

J2 J3 J4 Ju 

нмоль О2 / мин на 1 мг белка 

Крысы (n=8) 

Мыши (n=5) 

Кролики (n=7) 

Голуби (n=7) 

Цесарки СКП (n=8) 

Цесарки ЗБП (n=6) 

10,9 ± 0,4
 

14,3 ± 1,1
* 

5,8 ± 0,4
*
 

9,8 ± 0,7 

10,2 ± 0,5 

7,0 ± 0,6
*
 

43,7 ± 1,8 

44,2 ± 3,3 

27,3 ± 0,8
*
 

38,3 ± 2,8 

44,2 ± 2,6 

31,4 ± 3,1
*
 

10,6 ± 0,4 

14,7 ± 1,4
*
 

5,7 ± 0,2
*
 

10,1 ± 0,7 

11,2 ± 0,6 

18,3 ± 2,5
*
 

65,8 ± 1,7 

56,3 ± 4,4 

33,2 ± 3,0
*
 

46,1 ± 3,0
*
 

51,8 ± 3,1 

40,7 ± 4,2
*
 

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе 

«Материалы и методы». Приведены средние значения ± стандартная ошибка 

среднего. * Различия между показателями митохондрий контрольной группы 

животных (крысы) и показателями митохондрий указанных групп животных 

статистически значимы, p<0,05. 

 

Как видно из таблиц, митохондрии печени крыс, голубей и цесарок СКП не 

отличаются по показателям дыхания и окислительного синтеза АТФ, за 

исключением скорости разобщенного 2,4-динитрофенолом дыхания. 

Митохондрии печени мышей отличаются от митохондрий этих животных более 

высокой скоростью дыхания в отсутствии синтеза АТФ (свободное окисление) и 

вследствие этого меньшей степенью сопряжения дыхания и окислительного 
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фосфорилирования. В отличие от этого митохондрии печени кроликов 

характеризуются меньшей скоростью дыхания в различных состояниях, меньшей 

скоростью окислительного синтеза АТФ, и наряду с этим большей степенью 

сопряжения дыхания и окислительного фосфорилирования. Митохондрии печени 

цесарок ЗБП характеризуются более низкой скоростью дыхания в состоянии 2 и 

более высокой в состоянии 4, меньшей скоростью окислительного синтеза АТФ, а 

также наиболее слабым сопряжением дыхания и окислительного синтеза АТФ. 

 

Таблица 2. Сравнение скорости синтеза АТФ и степень сопряжения 

дыхания и окислительного синтеза АТФ митохондрий печени исследуемых 

животных  

 

Животные 

RC AДФ/O PC JР 

относительные единицы нмоль AДФ/ мин 

на 1 мг белка 

Крысы (n=8) 

Мыши (n=5) 

Кролики (n=7) 

Голуби (n=7) 

Цесарки СКП (n=8) 

Цесарки ЗБП (n=6) 

4,11 ± 0,07 

3,01 ± 0,08
*
 

4,82 ± 0,20
*
 

3,80 ± 0,14 

3,97 ± 0,08 

1,79 ± 0,12
*
 

1,73 ± 0,03 

1,46 ± 0,03
*
 

1,81 ± 0,03 

1,65 ± 0,07 

1,75 ± 0,03 

1,06 ± 0,06
*
 

7,01 ± 0,18 

4,43 ± 0,20
*
 

8,51 ± 0,21
*
 

6,25 ± 0,37 

6,80 ± 0,20 

1,76 ± 0,11
*
 

150,9 ± 7,8 

129,7 ± 8,0 

96,0 ± 4,7
*
 

125,1 ± 7,4 

152,6 ± 9,4 

67,4 ± 6,0
*
 

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе 

«Материалы и методы». Приведены средние значения ± стандартная ошибка 

среднего. * Различия между показателями митохондрий контрольной группы 

животных (крысы) и показателями митохондрий указанных групп животных 

статистически значимы, p<0,05. 

 

Как известно, скорость пассивной утечки протонов, определяющая 

свободное окисление, в митохондриях печени млекопитающих различных видов 

снижается при увеличении массы тела этих животных (Rolfe and Brand, 1997; 

Brand et al., 2003; Самарцев и др., 2004). Следовательно, полученные данные, 
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свидетельствующие о снижении скорости свободного окисления в митохондриях 

печени по мере увеличения массы тела млекопитающих в ряду: мышь, крыса, 

кролик согласуются с этой закономерностью. 

Цесарки СКП являются исходной, «дикой», популяцией, которая разводится 

в племенных хозяйствах в качестве резервного генофонда (Забиякин, 2005). 

Цесарки ЗБП отличается от исходной популяции генетически и характеризуется 

более высокими продуктивными качествами (Забиякин, 2005). Как уже 

отмечалось выше, митохондрии печени цесарки ЗБП характеризуются более 

низкой скоростью дыхания в состоянии 2 (свободное окисление), а также слабым 

сопряжением окисления и фосфорилирования (табл. 1 и 2). 

Эффективным активатором свободного окисления в митохондриях может 

служить пальмитиновая кислота, разобщающий эффект которой обусловлен 

трансмембранным переносом протонов из межмембранного пространства в 

матрикс митохондрий (Skulachev, 1998). Как видно из рисунка 1, при 

концентрации пальмитиновой кислоты вплоть до 40 мкМ скорость дыхания 

митохондрий ЗБП цесарок меньше, чем СКП цесарок.  

Для оценки способности пальмитиновой кислоты активировать в 

митохондриях свободное окисление применяли величину ее удельной 

разобщающей активности (VU). В наших опытах VU составляет 1,001 ± 0,053 

(n=12) и 0,738 ± 0,048 (n=8) мкМ О2 / мин на 1 мкМ пальмитиновой кислоты для 

митохондрий СКП и ЗБП цесарок соответственно. Следовательно, активация этой 

жирной кислоты свободного окисления менее выражена в митохондриях печени 

ЗБП цесарок, чем СКП цесарок.  

Как уже отмечалось выше, в качестве меры сопряжения дыхания и 

окислительного синтеза АТФ, или, говоря по-другому, эффективности 

окислительного фосфорилирования, в митохондриях применяются коэффициенты 

AДФ/O и дыхательного контроля (RC). Эти коэффициенты часто применяются для 

характеристики функционального состояния изолированных митохондрий (Hinkle 

and Yu, 1979; Самарцев и др., 2005; Кожина и др., 2007; Скулачев и др., 2010). 

Вместе с тем, для проведения дальнейших исследований необходимо выбрать тот 
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из коэффициентов, который бы наилучшим образом характеризовал способность 

митохондрий эффективно синтезировать АТФ. В качестве такого коэффициента 

можно было бы рассматривать отношение скоростей синтеза АТФ и потребления 

кислорода не связанного с этим процессом, т.е. свободного окисления в состоянии 

3. Необходимо проведение дополнительных исследований для определения этой 

величины в митохондриях печени указанных животных. 

 

Рисунок 1. Зависимость скорости дыхания (Ju) митохондрий печени цесарок СКП 

(1) и цесарок ЗБП (2) от концентрации пальмитиновой кислоты (ПК). Условия 

эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

 

 Скорость дыхания в состоянии 3 может быть определена как сумма 

скоростей синтеза АТФ (JP/n2) и свободного окисления вызванного утечкой 

протонов (JL), выраженных в одних и тех же единицах потребления кислорода 

(Самарцев и др., 2005). Принимая, что скорость утечки протонов 

пропорциональна скорости дыхания в состоянии 4 (JL = kJ4) скорость дыхания в 

состоянии 3 можно определить как:  

4

2

3 kJ
n

J
J P 

,      (1) 
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После деления правой и левой частей ур. 1 на J4 получаем ур. 2: 

k
n

P
R C

C 
2 ,      (2) 

где, PC – отношение величин JP и J4.  

 В соответствии с «классической» хемиосмотической теории Митчелла при 

наличии между процессами синтеза АТФ и пассивной утечки протонов 

конкуренции за 
H

  значение величины JL будет существенно меньше, чем J4 

(Hinkle and Yu, 1979). Говоря по-другому, при этих условиях окислительный 

синтез АТФ оказывает ингибирующее действие на свободное окисление. 

Согласно альтернативной точке зрения значения величин JL и J4 равны (или 

близки), в этом случае окислительный синтез АТФ не оказывает ингибирующего 

влияния на свободное окисление (Самарцев и др., 2005).  

 С помощью ур. 2 можно определить значения коэффициентов k и, 

следовательно, оценить скорость свободного окисления в состоянии 3. Для этого 

необходимо исследовать зависимость RC от PC при различных значениях JP и J4. 

Известно, что вариабельность этих величин может быть достигнута как с 

помощью ингибиторов (уменьшение JP), так и разобщителей-протонофоров 

(увеличение J4) (Самарцев и др., 2005). В настоящей работе предложен другой 

экспериментальный подход. В основе его исследование зависимости величины RC 

от величины PC при использовании митохондрий животных разных видов, в 

которых вариабельности величин JP и J4 обусловлены эндогенными процессами. 

Как показано на рис. 2, при исследовании митохондрий различных животных 

коэффициент RC увеличивается пропорционально увеличению коэффициента PC, 

и эта зависимость может быть описана с помощью линейного регрессионного ур. 

2. При PC = 0 экспериментальная прямая пересекает ось ординат в точке RC = 1 

(рис. 2).  

 Проведенные расчеты показали, что k = 1,010 ± 0,085 и n2 = 2,273 ± 0,052. 

Следовательно, в наших экспериментальных условиях скорость свободного 
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окисления в состоянии 3 в митохондриях печени указанных животных равна 

скорости дыхания в состоянии 4. Это подтверждает данные, ранее полученные на 

митохондриях печени крыс (Самарцев и др., 2005). Коэффициент n2 больше 

теоретически рассчитанных максимальных значений АДФ/О при окислении 

сукцинита (Скулачев и др., 2010). Следует, однако, отметить, что пульсовой метод 

определения коэффициента АДФ/О дает завышение истинного значения 

приблизительно на 10% (Hinkle and Yu, 1979). При этих условиях максимальное 

значение коэффициента АДФ/О в отсутствие утечки протонов составляет 2. 

 

Рисунок 2. Зависимость величины дыхательного контроля (RC) от отношения 

величин скоростей синтеза АТФ и дыхания в состоянии 4 (PC). Условия опыта и 

состав среды инкубации описаны в тексте. Каждая точке на графике 

соответствует значениям величин RC и PC, полученных в одном независимом 

эксперименте. На графике символами обозначены митохондрии печени: крыс (◊), 

мышей (▲), кроликов (♦), голубей (○), цесарок СК (Δ), цесарок ЗБ (□). 
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 Таким образом, результаты проведенных исследований позволяют говорить 

о том, что в митохондриях печени окислительный синтез АТФ не оказывает 

ингибирующего действия на свободное окисление. Следовательно, скорость 

свободного окисления наряду со скоростью окислительного синтеза АТФ должна 

быть составной частью интегрального коэффициента характеризующего 

способность митохондрий эффективно синтезировать АТФ. Таким 

коэффициентом может быть отношение скорости окислительного синтеза АТФ и 

скорости дыхания в состоянии 4 – коэффициент PC. В дальнейших наших 

исследованиях этот коэффициент предполагается использовать для выяснения 

связи между способностью митохондрий синтезировать АТФ и их 

резистентностью митохондрий к индукторам Са
2+

-зависимой поры.  

 Следует отметить тот факт, что окислительный синтез АТФ не оказывает 

ингибирующего действия на свободное окисление, не согласуется с 

«классической» хемиосмотической теорией. Эта теория, как сказано выше, 

предполагает, что скорость свободного окисления как составная часть скорости 

дыхания в состоянии 3 должна быть существенно меньше скорости дыхания в 

состоянии 4. В рамках уточнения хемиосмотической теории рассматривается, что 

в течение окислительного синтеза АТФ выбрасываемые комплексами 

дыхательной цепи протоны могут непосредственно передаваться на 

расположенную рядом F0F1-АТФ синтазу без их диффузии в объемную водную 

фазу межмембранного пространства (Papa et al., 2006). Можно полагать, что в 

этом случае скорость свободного окисления, вызванная пассивной утечкой 

протонов, не будет зависеть от скорости синтеза АТФ. 

 

3.2. Сравнительное исследование индукции Са
2+

-зависимой ЦсА-

чувствительной поры в митохондриях печени млекопитающих и птиц 

разных видов 

Механизмы индукции неспецифической проницаемости внутренней 

мембраны достаточно хорошо рассмотрены у млекопитающих, а также у 
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некоторых представителей других классов, однако данные об этих процессах у 

птиц отсутствуют (Azzolin et al., 2010). Исходя из этого представляется 

необходимым провести сравнительные исследования особенностей индукции 

кальций-зависимой неспецифической проницаемости внутренней мембраны 

митохондрий печени у млекопитающих и птиц разных видов. 

Хорошо известно, что в условиях in vitro митохондрии, выделенные из 

различных органов и тканей и энергизованные путем окисления сукцината, в 

присутствии ионов кальция способны к формированию неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны (открытие поры), что приводит к 

высокоамплитудному набуханию этих органелл (Petronilli et al., 1993; Leung et al., 

2008; Varanyuwatana and Halestrap, 2012). Кинетику данного процесса достаточно 

хорошо можно измерить спектрофотометрически путем регистрации изменения 

оптической плотности суспензии органелл, снижение которой свидетельствует о 

набухании митохондрий (Petronilli et al., 1993; Leung et al., 2008; Varanyuwatana 

and Halestrap, 2012).   

Как установлено в наших экспериментах, добавление хлорида кальция к 

митохондриям печени крыс, инкубируемых в сахарозной среде в присутствии Фн 

и энергизованных путем окисления сукцината, приводит к существенному 

снижению оптической плотности суспензии, в то время как в присутствии ЦсА 

такого эффекта не наблюдается (рис. 3, а). Аналогичные результаты получены 

при добавлении CaCl2 в том же количестве и к митохондриям печени мышей (рис. 

3, б) и кроликов (рис. 3, в). Полученные данные согласуются с литературными 

источниками, свидетельствующими о формировании в присутствии Фн 

неспецифической Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры во внутренней 

мембране митохондрий печени крыс (Petronilli et al., 1993; Leung et al., 2008; 

Varanyuwatana and Halestrap, 2012). При этом следует отметить, что митохондрии 

печени кроликов отличаются от митохондрий печени крыс и мышей по амплитуде 

набухания (рис. 3, табл. 3).  

Известно, что в сахарозной среде инкубации индукция Са
2+

-зависимой ЦсА-

чувствительной поры во внутренней мембране каждой отдельной митохондрии 
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сопровождается ее набуханием до постоянного уровня. В этом случае оптическая 

плотность суспензии митохондрий печени зависит от того, какое количество 

органелл набухло; при набухании всех митохондрий в суспензии оптическая 

плотность достигает своего минимального уровня (Petronilli et al., 1993). Можно 

предположить, что меньшее изменение оптической плотности суспензии 

митохондрий кроликов по сравнению с митохондриями крыс и мышей связано с 

меньшим количеством набухших органелл. Однако добавление к митохондриям 

печени этих животных известного каналообразующего агента аламетицина 

(Brustovetsky et al., 2002; Gostimskaya et al., 2003), вызывает дальнейшее 

изменение оптической плотности не более чем на 20% (рис. 3). Это 

свидетельствует о том, что лишь малая часть популяции митохондрий является 

резистентной по отношению к действию применяемых нами индукторов поры. 

 

Рисунок 3. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий печени 

крыс (а), мышей (б), кроликов (в), инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, при 

добавлении 250 нмоль на 1 мг белка СаCl2 (Ca
2+

) в отсутствии (сплошная линия) и 

присутствии (пунктирная линия) 1 мкМ ЦсА. Условия эксперимента приведены в 

разделе «Материалы и методы». Другие добавки: 5 мкг/мл аламетицин (Ала). 

Концентрация митохондриального белка – 0,8 мг/мл.  
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Таблица 3. Сравнение скорости (ΔА/мин на 1 мг белка) и амплитуды (ΔА на 1 мг 

белка) набухания митохондрий печени крыс, мышей и кроликов в условиях 

индукции Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры  

Животные Скорость 

Набухания 

Амплитуда 

набухания 

(за 10 мин) 

Амплитуда 

набухания после 

добавления 

аламетицина 

Крысы 

Мыши 

Кролики  

0,134 ± 0,009 

0,126 ± 0,002 

0,177 ± 0,004
*
 

0,542 ± 0,006 

0,527 ± 0,008 

0,480 ± 0,005
**

 

0,619 ± 0,002 

0,663 ± 0,010
*
 

0,605 ± 0,003
*
 

Примечание. Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

Концентрация митохондриального белка – 0,8 мг/мл. Добавки, как в подписи к 

рис. 3. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка 

среднего (n = 4). Различия между показателями митохондрий контрольной группы 

животных (крысы) и показателями митохондрий указанных групп животных 

статистически значимы, *p < 0,01; **p < 0,001. 

 

Установлено, что митохондрии печени цесарок СКП (рис. 4, а) и цесарок 

ЗБП популяций (рис. 4, б), также как митохондрии печени голубей (рис. 4, в) не 

набухают при добавлении CaCl2 в количестве 250 нмоль на 1 мг белка. В этом 

случае количество добавляемого CaCl2 должно быть повышено как минимум до 

875 нмоль на 1 мг белка для митохондрий цесарок СКП (рис. 4, г) и цесарок ЗБП 

(рис. 4, д), и до 1000 нмоль на 1 мг белка для митохондрий печени голубей (рис. 4, 

е).  

В отличие от митохондрий печени крыс, добавление аламетицина к 

митохондриям печени цесарок СКП и ЗБП, также как и к митохондриям печени 

голубей приводит к дальнейшему существенному усилению их набухания (рис. 

4). Следовательно, даже при таких больших количествах добавляемого CaCl2 

имеется существенная доля митохондрий резистентная к действию Са
2+

 и Фн как к 

индукторам поры.  
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Рисунок 4. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий печени 

цесарок СКП (а, г), цесарок ЗБП (б, д) и голубей (в, е) инкубируемых в 

присутствии 1 мМ Фн, при добавлении 250 нмоль на 1 мг белка СаCl2 (Ca
2+

), 875 

нмоль на 1 мг белка СаCl2 (Са
2+

 875) и 1000 нмоль на 1 мг белка СаCl2 (Са
2+

 1000) 

в отсутствии (сплошная линия) и присутствии (пунктирная линия) 1 мкМ ЦсА. 

Другие добавки: 5 мкг/мл аламетицин (Ала). Условия эксперимента приведены в 

разделе «Материалы и методы». Концентрация митохондриального белка – 0,8 

мг/мл. 
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Скорости и амплитуды набухания митохондрий этих животных приведены 

в таблице 4. Обращает на себя внимание, что митохондрии печени голубей 

обладают наименьшей скоростью и амплитудой набухания этих органелл. 

 

Таблица 4. Сравнение скорости (ΔА/мин на 1 мг белка) и амплитуды (ΔА на 1 мг 

белка) набухания митохондрий печени цесарок и голубей в условиях индукции 

Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры  

Животные 
Скорость 

Набухания 

Амплитуда 

набухания 

(за 10 мин) 

Амплитуда 

набухания после 

добавления 

аламетицина 

Цесарки СКП 

Цесарки ЗБП 

Голуби  

0,042 ± 0,008 

0,056 ± 0,007 

0,012 ± 0,001
**

 

0,358 ± 0,016 

0,419 ± 0,016
*
 

0,179 ± 0,005
***

 

0,684 ± 0,016 

0,692 ± 0,024 

0,409 ± 0,016
***

 

Примечание. Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

Концентрация митохондриального белка – 0,8 мг/мл. Добавки, как в подписи к 

рис.4. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего 

(n = 4). Выявлены статистически значимые различия между показателями 

митохондрий указанных животных и аналогичными показателями митохондрий 

цесарок СКП, *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.  

 

Транспорт ионов кальция в матрикс митохондрий в условиях присутствия в 

среде инкубации Фн и субстрата окисления вызывает кратковременное падение 

мембранного потенциала Δψ с последующим его восстановлением практически до 

исходного уровня. В случае же индукции неспецифической проницаемости 

внутренней мембраны митохондрий происходит полное и необратимое падение 

Δψ (Varanyuwatana and Halestrap, 2012; Bodrova et al., 2000; Toninello et al., 2000).  

Для митохондрий печени крыс показано, что импульсное добавление к 

суспензии порядка 160 нМ CaCl2 в отсутствии ЦсА (рис. 5) вызывает необратимое 

снижение Δψ. Для митохондрий печени мышей и кроликов аналогичные 

концентрации CaCl2 составляют в среднем 100 нМ и 40 нМ соответственно (рис. 6 

и 7). В присутствии ЦсА концентрация CaCl2, необходимая для индукции 
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необратимого падения мембранного потенциала существенно возрастает (рис. 5, 6 

и 7).  

 

Рисунок 5. Кинетика выхода ТФФ
+
 из митохондрий печени крыс, инкубируемых 

в присутствии 1 мМ Фн, при добавлении СаCl2 (Са
2+

) в отсутствии (а) и 

присутствии (б) ЦсА. Добавки: а – СаCl2 по 20 нмоль на 1 мг белка (Са
2+

); б - 

CaCl2 по 100 нмоль CaCl2 на 1 мг белка (Са
2+

). Условия эксперимента приведены в 

разделе «Материалы и методы». 

 

 

Рисунок 6. Кинетика выхода ТФФ
+
 из митохондрий печени мышей, 

инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, при добавлении СаCl2 (Са
2+

) в отсутствии 

(а) и присутствии (б) ЦсА. Добавки: а – СаCl2 по 20 нмоль на 1 мг белка (Са
2+

); б - 

CaCl2 по 100 нмоль CaCl2 на 1 мг белка (Са
2+

). Условия эксперимента приведены в 

разделе «Материалы и методы». 
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Рисунок 7. Кинетика выхода ТФФ
+
 из митохондрий печени кроликов, 

инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, при добавлении СаCl2 (Са
2+

) в отсутствии 

(а) и присутствии (б) ЦсА. Добавки: а – СаCl2 по 20 нмоль на 1 мг белка (Са
2+

); б - 

CaCl2 по 100 нмоль CaCl2 на 1 мг белка (Са
2+

). Условия эксперимента приведены в 

разделе «Материалы и методы». 

 

В случае с митохондриями печени птиц показано, что концентрация ионов 

кальция, необходимая для индукции необратимого падения Δψ в присутствии Фн 

существенно превышает данный показатель для митохондрий печени 

исследуемых нами млекопитающих (рис. 8 и 9). Следует отметить, что 

митохондрии печени голубей практически нечувствительны к добавкам ионов 

кальция – даже при добавлении значительного количества CaCl2 не происходит 

видимого изменения Δψ (рис. 9). ЦсА также как и в случае с митохондриями 

печени млекопитающих значительно повышает концентрацию CaCl2, 

необходимую для необратимого снижения Δψ (рис. 8 и 9). 
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Рисунок 8. Кинетика выхода ТФФ
+
 из митохондрий печени цесарок СКП, 

инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, при добавлении СаCl2 (Са
2+

) в отсутствии 

(а) и присутствии (б) ЦсА. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль на 1 мг белка (Са
2+

). 

Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

 

 

Рисунок 9. Кинетика выхода ТФФ
+
 из митохондрий печени голубей, 

инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, при добавлении СаCl2 (Са
2+

) в отсутствии 

(а) и присутствии (б) ЦсА. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль на 1 мг белка (Са
2+

). 

Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

 

а б 
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Известно, что индукция Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры в 

митохондриях печени животных также может происходить при условии 

деэнергизации органелл с помощью протонофорных разобщителей, например 

ФКФ (Petronilli et al., 1993; Scorrano et al., 1997).  

Добавление ФКФ в концентрации 200 нМ к суспензии митохондрий печени 

крыс и цесарок вызывает существенное падение Δψ (рис. 10). Как показано на 

рисунке 11, в условиях ФКФ-индуцируемой деэнергизации митохондрий для 

индукции набухания митохондрий печени крыс достаточно предварительного 

добавления CaCl2 в концентрации 45 нМ на 1 мг белка митохондрий. При 

аналогичных условиях набухание митохондрий печени цесарок наблюдается 

только в случае добавления 625 нМ CaCl2 на мг белка. В обоих случаях 

добавление к суспензии митохондрий ЦсА эффективно ингибировало набухание 

митохондрий.  

 

Рисунок 10. Кинетика выхода ТФФ
+ 

из митохондрий печени крыс (а) и цесарок 

(б), индуцированная добавлением 200 нМ ФКФ. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования». 
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Рисунок 11. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий печени 

крыс (а) и цесарок СКП (б, в) при добавлении 45 нМ CaCl2 на 1мг белка (Ca
2+

 45); 

125 нМ CaCl2 в 1 мг белка (Са
2 + 

125) и 625 нМ CaCl2 на 1 мг белка (Са
2 +

 625) в 

присутствии 0,5 мкМ рутения красного (РК) и 200 нМ ФКФ (сплошная линия), в 

присутствии РК, ФКФ и ЦсА (пунктирная линия) и в их отсутствии (точечная 

линия). Среда инкубации предварительно содержала 1 мМ Фн. Концентрация 

белка митохондрий 0,8 мг/мл. 

 

3.3. Изучение кинетики поглощения Са
2+

 митохондриями печени 

млекопитающих и птиц разных видов при индукции ЦсА-чувствительной 

поры. Кальциевая емкость митохондрий 

На рис. 12-14 представлены результаты сравнительных исследований 

кинетики поглощения Ca
2+

 митохондриями печени крыс, мышей и кроликов, 

инкубируемых в сахарозной среде в присутствии Фн. В отсутствие ЦсА 

митохондрии печени крыс способны полностью поглощать Ca
2+

 при условии 

пятикратного добавления CaCl2 по 13,3 нмоль на 1 мг белка (рис. 12) и 

удерживать его в матриксе как минимум 10 мин. В этом случае только после 

шестой добавки CaCl2 наблюдается выход Ca
2+

 из митохондрий (рис. 12). Выход 
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Ca
2+

 из митохондрий печени мышей и кроликов наблюдается соответственно 

после пятой и третьей добавок CaCl2 в том же количестве (рис. 13, 14).  

 

Рисунок 12. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени крыс, инкубируемых в 

присутствии 1 мМ Фн, Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования». Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 

 

Рисунок 13. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени мышей, инкубируемых в 

присутствии 1 мМ Фн, Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования».  Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 
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Рисунок 14. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени кроликов, инкубируемых в 

присутствии 1 мМ Фн. Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования».  Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 

 

 В отличие от митохондрий печени млекопитающих, митохондрии печени 

цесарок СКП, также инкубируемые в сахарозной среде с Фн, способны даже в 

отсутствие ЦсА поглощать и удерживать Ca
2+

 при условии шестикратного 

добавления CaCl2 по 133 нмоль на 1 мг белка (рис. 15). Аналогичные свойства 

были обнаружены и у митохондрий печени цесарок ЗБП (рис. 16).  

Интересно отметить, что митохондрии печени голубей существенно 

отличаются от митохондрий печени других животных, так как не обладают 

способностью полностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 (рис. 17). 

Это, однако, не препятствует индукции Ca
2+

-зависимой поры, по крайней мере, у 

части митохондрий этих птиц. 
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Рисунок 15. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени цесарок СКП, инкубируемых 

в присутствии 1 мМ Фн. Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования». Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 

 

Рисунок 16. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени цесарок ЗБП, инкубируемых 

в присутствии 1 мМ Фн. Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования». Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 
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Рисунок 17. Транспорт Са
2+

 в митохондриях печени голубей, инкубируемых в 

присутствии 1 мМ Фн. Условия эксперимента и состав среды инкубации 

приведены в разделе «Материалы и методы исследования». Концентрация 

митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 66 нмоль на 1 мг белка 

(Са
2+

). 

 

Способность Ca
2+

 индуцировать открытие поры в митохондриях можно 

выразить количественно как кальциевая емкость (КЕ) митохондрий, другими 

словами, то максимальное количество Ca
2+

, которое может быть аккумулировано 

в матриксе без последующего открытия поры (Basso et al., 2008; Varanyuwatana, 

Halestrap, 2012; Giorgio et al., 2013).  

Очевидно, что, исходя из кинетики поглощения Ca
2+

, можно определить КЕ 

митохондрий указанных животных за исключением голубей. Как показано на 

рисунке 18 и в таблице 5, КЕ митохондрий печени крыс и мышей приблизительно 

одинаковы, в то время как КЕ митохондрий печени кроликов существенно 

меньше. КЕ митохондрий печени цесарок СКП и цесарок ЗБП одинаковы и 

существенно превосходит таковую для митохондрий печени крыс, мышей и 

кроликов (табл. 5). Предварительная инкубация органелл с 1 мкМ ЦсА приводит к 

существенному повышению КЕ митохондрий печени животных (табл. 5).  
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Таблица 5. Сравнение кальциевой емкости (нмоль CaCl2/на 1 мг белка) 

митохондрий печени различных животных в отсутствии добавок и в присутствии 

1 мМ ЦсА. 

Животные Без добавок ЦсА 1 мкМ 

Крысы (n = 9) 

Мыши (n = 9) 

Кролики (n = 6) 

Цесарки СКП (n = 6) 

Цесарки ЗБП (n = 6) 

70 ± 5 

57 ± 7 

38 ± 5
*
 

844 ± 46
*
 

793 ± 35
*
 

933 ± 51 

734 ± 33 

789 ± 52 

1400 ± 67
*
 

1289 ± 77
*
 

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе 

«Материалы и методы». Приведены средние значения ± стандартная ошибка 

среднего. Различия между опытом (присутствие ЦсА) и контролем (их 

отсутствие) статистически значимы, p<0,01. 

*Выявлены статистически значимые различия между показателями митохондрий 

указанных животных и аналогичными показателями митохондрий крыс, p<0,05.  

  

Выше уже отмечалось (раздел 1.3), что, как предполагается, в 

формировании ЦсА-чувствительной поры может принимать участие FоF1-ATФ-

синтаза, АДФ/АТФ-антипортер и переносчик фосфата (Leung et al., 2008; Bonora et 

al., 2013; Giorgio et al., 2013). Вместе с тем известно, что основная функция FоF1-

ATФ-синтазы заключается в синтезе АТФ, в то время как АДФ/АТФ-антипортер и 

переносчик фосфата осуществляют сопряженный с этим процессом обмен АДФ на 

АТФ и транспорт Фн соответственно (Chen et al., 2004; Klingenberg, 2008; Скулачев и 

др., 2010; Chevrollier et al., 2011;  Nishi et al., 2011; Jonckheere et al., 2012). 

Совместное функционирование этих систем во многом определяет скорость и 

эффективность окислительного синтеза АТФ (Ko et al., 2003; Chen et al., 2004; 

Скулачев и др., 2010). Представляет интерес выяснить, связано ли различие в 

резистентности к действию Са
2+

 как индуктору ЦсА-чувствительной поры 

митохондрий печени животных указанных видов с особенностями основной 

функции этих органелл – окислительного синтеза АТФ.   

 Был применен количественный показатель способности Ca
2+

 индуцировать 

открытие поры в митохондриях – КЕ этих органелл. Проведенные исследования 
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не выявили связи между КЕ и скоростью синтеза АТФ (JP) для митохондрий 

печени крыс, мышей, кроликов, цесарок СКП и цесарок ЗБП в отсутствии и в 

присутствии ЦсА (рис. 18).  

 

 

Рисунок 18. Отсутствие зависимости величины кальциевой емкости (КЕ) в 

отсутствии (а) и присутствии (б) ЦсА от скорости синтеза АТФ (JP) митохондрий 

печени животных разных видов. Условия опыта и состав среды инкубации 

описаны в тексте. Каждая точке на графике – средние значения величин КЕ и JP 

митохондрий печени одного вида животных ± стандартная ошибка среднего. На 

графике цифрами обозначены митохондрии печени: крыс (1), мышей (2), 

кроликов (3), цесарок СКП (4), цесарок ЗБП (5). 

Также не выявлена связь между КЕ и эффективностью окислительного 

синтеза АТФ (коэффициент PC) для митохондрий печени этих животных в 

отсутствии и в присутствии ЦсА (рис. 19). Следовательно, различие в 

резистентности митохондрий печени животных этих видов к действию Са
2+

 как к 

идуктору ЦсА-чувствительной поры не связано с изменением скорости и 

эффективности сопряженного с потреблением кислорода синтеза АТФ. 
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Рисунок 19. Отсутствие зависимости величины кальциевой емкости (КЕ) в 

отсутствии (а) и присутствии (б) ЦсА от отношения величин скоростей синтеза 

АТФ и дыхания в состоянии 4 (PC) митохондрий печени животных разных видов. 

Условия опыта и состав среды инкубации описаны в тексте. Каждая точке на 

графике – средние значения величин КЕ и PC митохондрий печени одного вида 

животных ± стандартная ошибка среднего. На графике цифрами обозначены 

митохондрии печени: крыс (1), мышей (2), кроликов (3), цесарок СКП (4), цесарок 

ЗБП (5). 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что 

митохондрии печени цесарок и голубей обладают существенно большей 

резистентностью к действию Са
2+

 как индуктору ЦсА-чувствительной поры, чем 

митохондрии печени крыс, мышей и кроликов. В митохондриях печени животных 

этих разных видов различие в резистентности к действию Са
2+

 как индуктору 

ЦсА-чувствительной поры не связано с особенностями основной функции 

органелл – окислительного синтеза АТФ. Хорошо известно, что для эффективной 

индукции Ca
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры необходим транспорт этих 

ионов в матрикс (Chalmers and Nicholls, 2003; Lemasters et al., 2009; Скулачев  и 

др., 2010; Rasola and Bernardi, 2011; Siemen and Ziemer, 2013; Zorov et al., 2014). В 
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связи с этим более высокая резистентность к индукторам ЦсА-чувствительной 

поры митохондрий печени голубей может быть обусловлена их неспособностью 

захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 в необходимом для индукции поры 

количестве. В отличие от этого митохондрии печени цесарок способны 

эффективно поглощать и удерживать в матриксе Ca
2+

 в существенно большем 

количестве, чем митохондрии печени млекопитающих. При этом, также как в 

митохондриях печени млекопитающих, индукция Ca
2+

-зависимой поры 

эффективно подавляется ЦсА, что свидетельствует об участии циклофилина D в 

формировании порового комплекса и в митохондриях печени цесарок. Согласно 

одной из гипотез, в формировании порового комплекса с циклофилином D может 

принимать участие FоF1-ATФ-синтаза, и в этом случае Ca
2+

 связывается с 

каталитической частью фактора F1 (Giorgio et al., 2013). Можно предположить, 

что в митохондриях печени цесарок Ca
2+

 связывается с этим сайтом хуже, чем в 

митохондриях печени крыс и мышей. Исходя из этого, наименьшая 

резистентность митохондрий печени кроликов к действию Са
2+

 как индуктору 

ЦсА-чувствительной поры по сравнению с митохондриями других животных 

может быть обусловлена связыванием этих ионов с каталитической частью 

фактора F1 с более высоким сродством. Вместе с тем, известно, что КЕ 

митохондрий и, соответственно, их резистентность к индукции ЦсА-

чувствительной поры может существенно варьировать в зависимости от степени 

экспрессии антиапоптозных белков семейства Bcl-2 в клетке (Murphy et al., 1996). 

 

3.4. Влияние окисляющего агента ТБГ на индукцию Са
2+

-зависимой ЦсА-

чувствительной поры в митохондриях животных разных видов 

Хорошо установлено, что индукция Са
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры 

значительно усиливается при окислительном стрессе (Скулачев  и др., 2010; Zorov et 

al., 2014). Одним из путей моделирования in vitro окислительного стресса в 

изолированных митохондриях является их инкубация с различными окисляющими 

агентами, в частности, с ТБГ (Кожина и Самарцев, 2010; Ronchi et al., 2011; Zorov 
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et al., 2014). Отмечено, что действие ТБГ заключается в окислении тиоловых 

групп белков, пиридиновых нуклеотидов и глутатиона, а также усилению 

образования АФК в митохондриях, что в конечном итоге снижает пороговую 

концентрацию ионов кальция и способствует индукции митохондриальной поры 

(Castilho et al., 1995; Kakkar et al., 1996; Vercesi et al., 1997; Kushnareva and 

Sokolove, 2000; Kowaltowski et al., 2001; Zavodnik et. al, 2012).  

Как показано на рис. 20, при снижении количества добавляемого к 

митохондриям печени крыс, мышей и кроликов CaCl2 до 30, 20 и 10 нмоль на 1 мг 

белка соответственно не наблюдается набухания данных органелл. При тех же 

условиях предварительная инкубация митохондрий этих животных в присутствии 

окисляющего агента ТБГ и в отсутствии ЦсА приводит к их высокоамплитудному 

набуханию.    

 

Рисунок 20. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий печени 

крыс (а), мышей (б), кроликов (в), инкубируемых в присутствии (сплошная линия) 

и отсутствии 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка (пунктирная линия), при добавлении 

СаCl2. Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

Количество добавляемого СаCl2 (в нмоль на 1 мг белка) указано на рисунке. 

Концентрация митохондриального белка – 0.8 мг/мл. 
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Аналогичное влияние ТБГ оказывает и на митохондрии печени птиц. 

Показано, что инкубация митохондрий печени СКП и ЗБП цесарок, а также 

голубей с ТБГ в отсутствии ЦсА также приводит к их высокоамплитудному 

набуханию при меньших количествах Са
2+

 по сравнению с контролем (рис. 21). 

 

Рисунок 21. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий печени 

СКП (а) и ЗБП (б) цесарок и голубей (в), инкубируемых в присутствии (сплошная 

линия) и отсутствии 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка (пунктирная линия), при 

добавлении СаCl2. Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и 

методы». Количество добавляемого СаCl2 (в нмоль на 1 мг белка) указано на 

рисунке. Концентрация митохондриального белка – 0,8 мг/мл. 

 

В условиях индуцированного ТБГ окислительного стресса способность 

митохондрий изученных млекопитающих удерживать Ca
2+

 существенно 

снижается (рис. 22 – 24). При этом наиболее эффективно ТБГ действует на 

митохондрии кроликов.  
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Рисунок 22. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени крыс, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования».  

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 

нмоль на 1 мг белка (Са
2+

). 

 

Рисунок 23. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени мышей, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования». 

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 

нмоль на 1 мг белка (Са
2+

). 
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Рисунок 24. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени кроликов, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования».  

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 13,3 

нмоль на 1 мг белка (Са
2+

). 

 

Индуцированный ТБГ окислительный стресс также снижает способность 

удерживать Ca
2+

 в митохондриях печени изученных нами птиц (рис. 25 – 27). 

Интересно отметить, что митохондрии печени голубей существенно отличаются 

от митохондрий печени других животных, так как не обладают способностью 

полностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 как в отсутствие, так и в 

присутствии ТБГ (рис. 27). Это, однако, не препятствует индукции Ca
2+

-

зависимой поры, по крайней мере, у части митохондрий этих птиц. 
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Рисунок 25. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени цесарок СКП, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования». 

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль 

на 1 мг белка (Са
2+

). 

 

Рисунок 26. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени цесарок ЗБП, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования». 

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 133 нмоль 

на 1 мг белка (Са
2+

). 
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Рисунок 27. Сравнительное исследование транспорта Са
2+

 в митохондриях 

печени голубей, инкубируемых в присутствии 1 мМ Фн, в отсутствии (1) и 

присутствии (2) 200 нмоль ТБГ на 1 мг белка. Условия эксперимента и состав 

среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы исследования». 

Концентрация митохондриального белка – 1,5 мг/мл. Добавки: СаCl2 по 66 нмоль 

на 1 мг белка (Са
2+

). 

 

В условиях индуцированного ТБГ окислительного стресса наблюдается 

снижение КЕ митохондрий печени животных (табл. 6). Наибольший эффект ТБГ 

наблюдается в митохондриях печени кролика (снижение КЕ на 77%), в меньшей 

степени – в митохондриях печени мышей и крыс (снижение КЕ на 56 и 57% 

соответственно). В то время как в митохондриях печени цесарок СКП и ЗБП ТБГ 

менее эффективен (снижение КЕ на 35 и 38% соответственно).  

Следовательно, митохондрии печени цесарок существенно более устойчивы 

к действию окисляющего агента ТБГ как индуктору Са
2+

-зависимой поры, чем 

митохондрии печени крыс, мышей и кроликов. Как уже отмечалось выше, 

определить КЕ для митохондрий печени голубей не представляется возможным. 

Однако, исходя из данных по набуханию митохондрий печени этих птиц (рис. 21) 

можно также говорить об их высокой устойчивости к действию окисляющего 

агента ТБГ как индуктору Са
2+

-зависимой поры.   
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Таблица 6. Сравнение кальциевой емкости (нмоль CaCl2/на 1 мг белка) 

митохондрий печени различных животных в отсутствии добавок и в присутствии 

200 мкМ ТБГ 

Животные Без добавок ТБГ 200 мкМ 

Крысы (n = 9) 

Мыши (n = 9) 

Кролики (n = 6) 

Цесарки СКП (n = 6) 

Цесарки ЗБП (n = 6) 

70 ± 5 

57 ± 7 

38 ± 5
*
 

844 ± 46
*
 

793 ± 35
*
 

30 ± 3 

25 ± 2 

8,9 ± 0,2
*
 

545 ± 48
*
 

491 ± 33
*
 

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе 

«Материалы и методы». Приведены средние значения ± стандартная ошибка 

среднего. Различия между опытом (присутствие ТБГ) и контролем (их отсутствие) 

статистически значимы, p<0,01. 

*Выявлены статистически значимые различия между показателями митохондрий 

указанных животных и аналогичными показателями митохондрий крыс, p<0,05. 

 

3.5. Действие ГДК как индуктора Ca
2+

-зависимой ЦсА-

нечувствительной неспецифической проницаемости внутренней мембраны 

митохондрий печени указанных млекопитающих и птиц 

Известны различные индукторы Ca
2+

-зависимой проницаемости внутренней 

мембраны митохондрий, действие которых не подавляется ЦсА. Наше внимание 

привлекли длинноцепочечные α,ω-дикарбоновые кислоты, в частности ГДК. 

Действие этой дикарбоновой кислоты на митохондрии, как предполагается, 

реализуется по механизму полиморфного фазового перехода, обусловленного 

слиянием мембран (Dubinin et al., 2014). 

Как показано на рисунке 28, внесение к митохондриям печени крыс, мышей 

и кроликов последовательно CaCl2 (200 нмоль на 1 мг белка) и ГДК (20 нмоль на 

1 мг белка) в присутствии ЦсА приводит к снижению оптической плотности 

суспензии, что свидетельствует о высокоамплитудном набухании этих органелл 

при формировании ЦсА-нечувствительной поры (Дубинин и др., 2013; Dubinin et 

al., 2014).  
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При аналогичных экспериментальных условиях внесение к митохондриям 

печени обеих популяций цесарок и голубей последовательно CaCl2 и ГДК также 

приводит к снижению оптической плотности суспензии (рис. 29).  

В контрольных экспериментах было установлено, что изменения 

оптической плотности суспензии митохондрий печени этих млекопитающих и 

птиц не наблюдается при добавлении только CaCl2 или только ГДК в указанных 

выше концентрациях (рис. 28, 29).   

 

Рисунок 28. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий 

печени крыс (а), мышей (б) и кроликов (в), в присутствии 200 мкМ Са
2+ 

и 20 мкМ 

ГДК (сплошная линия); в присутствии только 200 мкМ Са
2+

 (пунктирная линия) и 

в присутствии только 20 мкМ ГДК (точечная линия). Условия эксперимента и 

состав среды инкубации приведены в разделе «Материалы и методы 

исследования». 

а 

б 

в 
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Рисунок 29. Кинетика изменения светорассеяния суспензии митохондрий 

печени цесарок СКП (а), цесарок ЗБП (б) и голубей (в) ), в присутствии 200 мкМ 

Са
2+ 

и 20 мкМ ГДК (сплошная линия); в присутствии только 200 мкМ Са
2+

 

(пунктирная линия) и в присутствии только 20 мкМ ГДК (точечная линия). 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования». 

 

Как видно из представленных в таблице 7 данных, митохондрии печени 

птиц характеризуются меньшей скоростью набухания, по сравнению с 

митохондриями печени млекопитающих. Аналогичная закономерность 

наблюдается и для амплитуды набухания митохондрий (табл. 7). 

 

а 

б 

в 
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Можно предположить, что меньшая скорость набухания митохондрий 

печени птиц по сравнению с митохондриями печени млекопитающих может 

свидетельствовать о меньшей эффективности ГДК как индуктора Са
2+

-зависимой 

ЦсА-нечувствительной проницаемости внутренней мембраны. 

 

Таблица 7. Сравнение скорости (ΔА/мин на 1 мг белка) и амплитуды (ΔА на 1 мг 

белка) набухания митохондрий печени исследуемых животных в условиях 

индукции ГДК/Ca
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны 

Животные 
Скорость 

набухания 

Амплитуда 

набухания 

Крысы (n = 9) 

Мыши (n = 9) 

Кролики (n = 6) 

Цесарки СКП (n = 6) 

Цесарки ЗБП (n = 6) 

Голуби (n = 4) 

0,269±0,008 

0,202±0,013
*
 

0,219±0,007
*
 

0,121±0,020
*
 

0,080±0,005
*
 

0,077±0,005
*
 

0,828±0,022 

0,808±0,013 

1,097±0,015
*
 

0,528±0,053
*
 

0,405±0,017
*
 

0,192±0,011
*
 

Примечание. Условия эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы». 

Концентрация митохондриального белка – 0.8 мг/мл. Добавки, как в подписи к 

рис. 28-35. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка 

среднего. *Выявлены статистически значимые различия между показателями 

митохондрий указанных животных и аналогичными показателями митохондрий 

крыс, p<0,001. 

 

Добавление ГДК к суспензии митохондрий млекопитающих и птиц, 

предварительно нагруженных Са
2+

, в присутствии ЦсА во всех случаях приводит 

к быстрому и полному выходу ТФФ
+
 из матрикса (рис. 30-34), что 

свидетельствует о полном падении Δψ на внутренней мембране органелл. Такое 

быстрое снижение Δψ сопровождается таким же быстрым выходом Са
2+

 из 

матрикса митохондрий этих животных (рис. 30-34). 
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Рисунок 30. Кинетика выхода ТФФ
+ 

и Ca
2+

 из митохондрий печени крыс, 

индуцированная добавлением ГДК. Добавки: 200 мкМ Са
2+

; 20 мкМ ГДК. 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования».  

 

 

Рисунок 31. Кинетика выхода ТФФ
+ 

и Ca
2+

 из митохондрий печени мышей, 

индуцированная добавлением ГДК. Добавки: 200 мкМ Са
2+

; 20 мкМ ГДК. 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования».  
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Рисунок 32. Кинетика выхода ТФФ
+ 

и Ca
2+

 из митохондрий печени кроликов, 

индуцированная добавлением ГДК. Добавки: 200 мкМ Са
2+

; 20 мкМ ГДК. 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования».  

 

 

Рисунок 33. Кинетика выхода ТФФ
+ 

и Ca
2+

 из митохондрий печени цесарок, 

индуцированная добавлением ГДК. Добавки: 200 мкМ Са
2+

; 20 мкМ ГДК. 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования».  
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Рисунок 34. Кинетика выхода ТФФ
+ 

и Ca
2+

 из митохондрий печени голубей, 

индуцированная добавлением ГДК. Добавки: 200 мкМ Са
2+

; 20 мкМ ГДК. 

Условия эксперимента и состав среды инкубации приведены в разделе 

«Материалы и методы исследования». Пунктирной линией обозначен контроль 

(отсутствие добавки ГДК). 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что в митохондриях печени 

цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей ГДК, так же как в митохондриях печени 

млекопитающих, индуцирует Ca
2+

-зависимую ЦсА-нечувствительную 

неспецифическую проницаемость внутренней мембраны. Однако, если судить по 

скорости и амплитуде набухания митохондрий, эффективность действия ГДК как 

индуктора такой проницаемости в митохондриях печени этих птиц меньше, чем в 

митохондриях млекопитающих. В этом случае наименьшая эффективность 

действия ГДК выявлена в митохондриях печени голубей. По-видимому, более 

высокая резистентность к ГДК митохондрий печени этих птиц может быть 

обусловлена их неспособностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 в 

необходимом для индукции проницаемости внутренней мембраны количестве. 

Представляет интерес выяснить, связано ли различие в резистентности к 

действию ГДК как индуктору Са
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий печени животных указанных 
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видов с изменением основной функции этих органелл – окислительного синтеза 

АТФ. Эффективность ГДК как индуктора Са
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной 

проницаемости внутренней мембраны оценивали как по скорости, так и по 

амплитуде набухания митохондрий.  

Проведенные исследования не выявили связи между указанными 

параметрами эффективности индукции ГДК/Са
2+

-зависимой ЦсА-

нечувствительной проницаемости внутренней мембраны и скоростью синтеза 

АТФ (JP) для митохондрий печени крыс, мышей, кроликов, цесарок СКП, цесарок 

ЗБП и голубей (рис. 35).  

 

 

Рисунок 35. Отсутствие зависимости скорости (VГДК ; рис. а) и амплитуды (HГДК; 

рис. б) набухания митохондрий  в присутствии 200 мкМ Са
2+ 

и 20 мкМ ГДК от 

величины скорости синтеза АТФ (JP) митохондрий печени животных разных 

видов. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в тексте. Каждая точке 

на графике – средние значения величин VГДК , HГДК и JP митохондрий печени 

одного вида животных ± стандартная ошибка среднего. На графике цифрами 

обозначены митохондрии печени: крыс (1), мышей (2), кроликов (3), цесарок СК 

(4), цесарок ЗБ (5), голубей (6). 
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Наряду с этим, не выявлено наличие связи  между амплитудой и скоростью 

набухания митохондрий с эффективностью окислительного синтеза АТФ 

(коэффициент PC) для митохондрий печени этих животных (рис. 36).  

 

 

Рисунок 36. Отсутствие зависимости скорости (VГДК ; рис. а) и амплитуды (HГДК; 

рис. б) набухания митохондрий  в присутствии 200 мкМ Са
2+ 

и 20 мкМ ГДК от 

отношения величин скоростей синтеза АТФ и дыхания в состоянии 4 (PC) 

митохондрий печени животных разных видов. Условия опыта и состав среды 

инкубации описаны в тексте. Каждая точке на графике – средние значения 

величин VГДК , HГДК и PC митохондрий печени одного вида животных ± 

стандартная ошибка среднего. На графике цифрами обозначены митохондрии 

печени: крыс (1), мышей (2), кроликов (3), цесарок СК (4), цесарок ЗБ (5), голубей 

(6). 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что в митохондрий печени 

животных разных видов различие в резистентности к действию ГДК как 

индуктору Са
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной проницаемости внутренней 

мембраны не связана с изменением эффективности сопряженного с потреблением 

кислорода синтеза АТФ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Целью настоящей работы заключалась в сравнительном исследовании 

механизмов Са
2+

-зависимой пермеабилизации митохондрий печени разных видов 

млекопитающих (мыши, крысы и кролики) и птиц (голуби, цесарки СКП и 

цесарки ЗБП). 

При выполнении первой задачи работы были рассмотрены особенности 

окислительного синтеза АТФ и свободного окисления в митохондриях печени 

указанных выше животных. Показано, что митохондрии печени крыс, голубей и 

цесарок СКП не отличаются по показателям дыхания и окислительного синтеза 

АТФ, за исключением скорости разобщенного 2,4-динитрофенолом дыхания. 

Митохондрии печени мышей отличаются от митохондрий этих животных более 

высокой скоростью дыхания в отсутствии синтеза АТФ (свободное окисление) и 

вследствие этого меньшей степенью сопряжения дыхания и окислительного 

фосфорилирования. В отличие от этого митохондрии печени кроликов 

характеризуются как меньшей скоростью дыхания в различных состояниях, так и 

большей степенью сопряжения дыхания и окислительного фосфорилирования. 

Митохондрии печени цесарок ЗБП характеризуются более низкой скоростью 

дыхания в состоянии 2 и более высокой в состоянии 4, меньшей скоростью 

окислительного синтеза АТФ, а также наиболее слабым сопряжением дыхания и 

окислительного синтеза АТФ.  

Установлено, что в митохондриях печени указанных животных скорость 

свободного окисления как составная часть скорости дыхания в состоянии 3 равна 

скорости дыхания в состоянии 4. Это свидетельствует о том, что окислительный 

синтез АТФ не оказывает ингибирующего действия на свободное окисление в 

состоянии 3. В качестве коэффициента, характеризующего способность 

митохондрий эффективно синтезировать АТФ, предложено использовать 

отношение скорости окислительного синтеза АТФ и скорости дыхания в 

состоянии 4 – коэффициент PC.  
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При выполнении второй задачи работы установлено, что в митохондриях 

печени птиц: цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей, также как в митохондриях 

печени крыс, мышей и кроликов имеется ЦсА-чувствительный механизм 

индукции Са
2+

-зависимой поры. Вместе с тем для индукции такой поры в 

митохондриях печени указанных птиц необходимы более высокие концентрации 

Са
2+

, чем в митохондриях печени млекопитающих. 

При выполнении третьей задачи работы показано, что митохондрии 

указанных животных, но не голубей, способны в присутствии Фн эффективно 

поглощать и удерживать ионы кальция в матриксе. Способность Ca
2+

 

индуцировать открытие поры в митохондриях была выражена количественно как 

КЕ митохондрий, т.е. то максимальное количество Ca
2+

, которое может быть 

аккумулировано в матриксе без последующего открытия поры. КЕ митохондрий 

печени крыс, мышей, кроликов, цесарок СКП и ЗБП составляет соответственно 

70, 57, 38, 844 и 739 нмоль на 1 мг белка. Под влиянием ЦсА КЕ митохондрий 

указанных животных значительно увеличивается. Митохондрии печени голубей в 

отличие от митохондрий печени других животных не обладают способностью 

полностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

. В связи с этим определить 

КЕ для митохондрий печени этих птиц не представляется возможным.  

Полученные при выполнении второй и третьей задач работы данные 

свидетельствуют о том, что митохондрии печени цесарок и голубей по сравнению 

с митохондриями печени указанных млекопитающих в присутствии Фн обладают 

значительно более высокой резистентностью по отношению к действию Са
2+

 как к 

индуктору открытия ЦсА-чувствительной поры. Более высокая резистентность к 

индукторам ЦсА-чувствительной поры митохондрий печени голубей может быть 

обусловлена их неспособностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 в 

необходимом для индукции поры количестве. Отмечено, что в митохондрий 

печени животных разных видов различие в резистентности к действию Са
2+

 как 

индуктору ЦсА-чувствительной поры не связано с особенностями окислительного 

синтеза АТФ.  
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Известно, что в формировании порового комплекса с циклофилином D 

может принимать участие FоF1-ATФ-синтаза, и в этом случае Ca
2+

 связывается с 

каталитической частью фактора F1 (Giorgio et al., 2013). Предполагается, что в 

митохондриях печени цесарок Ca
2+

 связывается с этим сайтом хуже, чем в 

митохондриях печени крыс, мышей и кроликов. Также предполагается, что 

вариабельность резистентности к Са
2+

 как к индуктору ЦсА-чувствительной поры 

в митохондриях животных разных видов может быть обусловлена различной 

степенью экспрессии антиапоптозных белков семейства Bcl-2 в клетке.  

При выполнении четвертой задачи работы исследовано влияние 

окисляющего агента ТБГ на индукцию Ca
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры 

во внутренней мембране митохондрий печени указанных млекопитающих и птиц. 

Выяснено, что в присутствии ТБГ индукция Ca
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной 

поры в митохондриях печени указанных животных наблюдается при добавлении 

CaCl2 в существенно меньших количествах, чем в отсутствии этого окисляющего 

агента. Наибольший эффект ТБГ наблюдается в митохондриях печени кролика 

(снижение КЕ на 77%), в меньшей степени – в митохондриях печени мышей и 

крыс (снижение КЕ на 56 и 57% соответственно). В то время как в митохондриях 

печени цесарок СКП и цесарок ЗБП этот окисляющий агент менее эффективен 

(снижение КЕ на 35 и 38% соответственно). Как уже отмечалось выше, 

определить КЕ для митохондрий печени голубей не представляется возможным. 

Однако, данные по набуханию митохондрий печени этих птиц свидетельствуют 

об их высокой устойчивости к действию окисляющего агента ТБГ как индуктору 

Са
2+

-зависимой поры. 

При выполнении пятой задачи работы исследовано действие ГДК как 

индуктора Ca
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной неспецифической 

проницаемости внутренней мембраны митохондрий печени указанных 

млекопитающих и птиц. Полученные результаты свидетельствуют о том, что в 

митохондриях печени указанных птиц ГДК, так же как в митохондриях печени 

млекопитающих, индуцирует Ca
2+

-зависимую ЦсА-нечувствительную 

неспецифическую проницаемость внутренней мембраны, однако, с меньшей 
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эффективностью. Наименьшая эффективность действия ГДК как индуктора такой 

проницаемости выявлена в митохондриях печени голубей. Более высокая 

резистентность к ГДК митохондрий печени этих птиц может быть обусловлена их 

неспособностью захватывать и удерживать в матриксе Ca
2+

 в необходимом для 

индукции проницаемости внутренней мембраны количестве. Отмечено, что в 

митохондрий печени животных указанных видов различие в резистентности к 

действию ГДК как индуктору Са
2+

-зависимой ЦсА-нечувствительной 

проницаемости внутренней мембраны не связано с особенностями 

окислительного синтеза АТФ. 
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ВЫВОДЫ 

 

 1. Митохондрии печени крыс, голубей и цесарок СКП не отличаются по 

показателям дыхания и окислительного синтеза АТФ. Митохондрии печени 

мышей и цесарок ЗБП отличаются от митохондрий этих животных более высокой 

скоростью дыхания в состоянии 4 и меньшей степенью сопряжения дыхания и 

окислительного синтеза АТФ, а митохондрии печени кроликов – меньшими 

скоростями дыхания, но большей степенью сопряжения дыхания и 

окислительного синтеза АТФ.  

 2. Для митохондрий печени цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей 

характерен ЦсА-чувствительный механизм индукции Ca
2+

-зависимой поры, как в 

митохондриях печени млекопитающих. Для индукции такой поры в 

митохондриях печени этих птиц необходимы более высокие концентрации Са
2+

, 

чем в митохондриях печени млекопитающих. 

 3. Митохондрии печени млекопитающих и цесарок, но не голубей, в 

присутствии Фн способны эффективно поглощать и удерживать Ca
2+

 в матриксе. 

КЕ митохондрий цесарок СКП, цесарок ЗБП существенно больше, чем 

митохондрий млекопитающих. Различие в резистентности к действию Са
2+

 как 

индуктору ЦсА-чувствительной поры митохондрий печени указанных животных 

не связано с особенностями окислительного синтеза АТФ.  

 4. В присутствии ТБГ индукция Ca
2+

-зависимой ЦсА-чувствительной поры 

в митохондриях печени указанных животных наблюдается при добавлении CaCl2 

в существенно меньших количествах, чем в отсутствии этого окисляющего 

агента. Наибольший эффект ТБГ наблюдается в митохондриях печени кролика, в 

то время как в митохондриях печени цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей этот 

окисляющий агент наименее эффективен.  

 5. В митохондриях печени цесарок СКП, цесарок ЗБП и голубей ГДК 

индуцирует Ca
2+

-зависимую ЦсА-нечувствительную пермеабилизацию 

внутренней мембраны, но с меньшей эффективностью, чем в митохондриях 

печени млекопитающих. Различие в резистентности к действию ГДК 
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митохондрий печени указанных животных не связано с особенностями 

окислительного синтеза АТФ. 
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