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Введение. Одним из важных показателей функционального состояния митохондрий является 
мембранный потенциал, представляющий разность потенциалов, которая возникает вследствие 
переноса протонов на внешнюю сторону внутренней мембраны митохондрий при прохождении 
электронов через I, III и IV комплексы дыхательной цепи. Благодаря мембранному потенциалу 
осуществляется связь между процессами окисления субстрата и аккумулирования образующейся 
при этом энергии в виде макроэргических связей молекул АТФ. Величина мембранного потен-
циала в митохондриях определяется не только работой электрон-транспортной цепи, но также 
проницаемостью внутренней мембраны и процессом синтеза АТФ [1]. Митохондрии, помимо 
энергообеспечения клетки, играют важную роль в регуляции многих клеточных функций и на-
рушение функционального состояния митохондрий – причина ряда патологических состояний. 
Одновременно митохондрии сами служат мишенью окислительных воздействий [2, 3]. При этом 
электрон-транспортная цепь митохондрий является основным источником активных форм кисло-
рода, генерируемых вследствие неполного восстановления кислорода. Это приводит к нарушению 
интегральности митохондриальной мембраны, повреждению компонентов дыхательной цепи ми-
тохондрий и системы фосфорилирования, что, в свою очередь, оказывает влияние на мембранный 
потенциал [4–7]. Возникающие изменения мембранного потенциала могут индуцировать форми-
рование неспецифических мембранных пор, набухание митохондрий, высвобождение проапоп-
тотических факторов, способствовать нарушению кальциевого гомеостаза клетки [3], что играет 
решающую роль в процессах гибели клетки, которые могут протекать как по апоптотическому, так 
и по некротическому пути [5, 8]. 

Предполагают, что дисфункция митохондрий при интоксикации представляет начальный этап 
проявлений гепатотоксичности, а сами митохондрии выступают первичной мишенью гепатотроп-
ных токсинов [9]. В многочисленных исследованиях ранее было продемонстрировано нарушение 
структуры и функции митохондрий клеток печени при интоксикации тетрахлорметаном (CC�4� 
[10–12]. При CC�4-индуцируемом циррозе печени уменьшается содержание митохондрий в ткани 
печени, повреждается митохондриальный метаболизм [10], выраженно уменьшается скорость об-
разования АТФ [11]. Интоксикация CC�4 дозозависимо нарушала степень упорядоченности фос-
фолипидного бислоя митохондриальных мембран [12]. Уже в ранней работе [13], описывающей 
эффекты острой интоксикации крыс тетрахлорметаном, обнаружено уменьшение величины мито-
хондриального мембранного потенциала, что связано с повреждением фосфолипидного матрикса 
внутренней мембраны митохондрий и возрастанием ее протонной проницаемости. Недавно про-
демонстрировано, что интоксикация мышей CC�4 приводила к уменьшению митохондриального 
потенциала (14,8%� и возрастанию содержания ионов Са2+ (в 2,1 раза� внутри митохондрий [14].

Существует ряд методов определения мембранного потенциала, в первую очередь, с использо-
ванием флуоресцентных зондов сафранина О, родамина, цианинов (DiOC2(3�, DiSC2(3�, JC-1� [15], 
зонда тетрафенилфосфония (регистрируемого соответствующим селективным электродом� [16]. 
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Сафранин О по сравнению с другими зондами характеризуется высокой степенью потенциал-
зависимого аккумулирования в митохондриях [17]. Линейная зависимость интенсивности флуорес-
ценции используемого нами зонда – сафранина О от величины мембранного потенциала сохраня-
ется в широком диапазоне значений мембранного потенциала [18]. 

Поскольку токсический эффект тетрахлорметана зависит от дозы и длительности воздействия, 
целью настоящей работы было выяснить количественные изменения величины мембранного потен-
циала митохондрий печени крыс через 24 ч после воздействия тетрахлорметана с использованием 
потенциал-чувствительного флуоресцентного зонда сафранина О, сопоставить наблюдаемые изме-
нения величины митохондриального потенциала с изменением уровня внутримитохондриального 
глутатиона, определить возможность регуляции величины мембранного потенциала митохондрий 
мелатонином. Количественную оценку величины мембранного потенциала митохондрий печени про-
водили путем теоретического расчета потенциала в зависимости от степени тушения флуоресценции 
зонда в суспензии митохондрий [19] и применения метода предварительного построения калибровоч-
ной зависимости интенсивности флуоресценции зонда от величины мембранного потенциала [20].

Материалы и методы исследования. В работе использовали сахарозу, сукцинат натрия, 
ротенон, сафранин О, валиномицин, 2,4-динитрофенол, азид натрия, L-глутамат (Sig�a A���ic�, 
S�einc�ei�, Ge��any�.

Эксперимент проводили на 40 крысах-самцах линии Wi��a� массой 200–250 г. Острое токси-
ческое поражение печени индуцировали путем однократного интрагастрального введения тетрах-
лорметана в дозе 4 г/кг массы тела (50%-ный раствор на оливковом масле, 5 мл/кг�. В качестве 
гепатопротектора использовали антиоксидант мелатонин [21], который вводили в виде 0,3%-ного 
раствора в 0,9%-ном NaC�, содержащего не более 5% этанола, трехкратно внутрибрюшинно в дозе 
10 мг/кг за 0,5 до и через 2 и 6 ч после интоксикации. Декапитацию животных осуществляли через 
24 ч после введения четыреххлористого углерода. 

Митохондрии изолировали из печени крыс по методу Джонсона и Ларди [22] при 4 �С. Для 
получения митохондрий использовали среду, содержащую 0,25 М сахарозы, 0,02 М Трис-HC�,  
0,5 мМ ЭДТА, рН 7,2. После осаждения ядер и обломков клеток осуществляли центрифугирование 
супернатанта при 8500 g в течение 10 мин для получения митохондриального осадка. После от-g в течение 10 мин для получения митохондриального осадка. После от- в течение 10 мин для получения митохондриального осадка. После от-
мывки митохондрии ресуспендировали в среде выделения для получения конечной концентрации 
белка 40 мг/мл. Определение концентрации митохондриального белка осуществляли по методу 
Лоури [23] с использованием в качестве стандарта бычьего сывороточного альбумина. 

Величину трансмембранного потенциала митохондрий измеряли по интенсивности флуо-
ресценции катионного липофильного зонда сафранина О (λex = 495 нм, λem = 586 нм� [18, 20]. 
Мембранный электрический потенциал митохондрий (отрицательный на внутренней стороне� 
приводит к аккумулированию зонда внутри органелл, его димеризации и тушению флуоресцен-
ции [17]. Степень тушения флуоресценции определяли с использованием спектрофлуориметра 
СМ 2203 (Солар, Беларусь�. Для измерения мембранного потенциала суспензию митохондрий 
(0,3 мг белка/мл� инкубировали при температуре 27 �С в среде следующего состава: 0,125 М саха-
розы, 0,02 М Трис-HC�, 0,05 М КC�, 0,02 � KH2�O4, 0,005 � �gSO4, 0,001 � ЭДТА, рН 7,5 в при-� ЭДТА, рН 7,5 в при- ЭДТА, рН 7,5 в при-
сутствии зонда (8 мкМ�. При использовании L-глутамата (1 мМ� в качестве субстрата происходила 
генерация мембранного потенциала, характеризующего функционирование I, III и IV комплексов 
электрон-транспортной цепи митохондрий. Мембранный потенциал, отражающий активность 
комплексов II, III и IV, возникал при использовании в качестве субстрата дыхания митохондрий 
сукцината (5 мМ� в присутствии ротенона (40 мкМ�. Калибровали интенсивность флуоресценции 
зонда при помощи протонофора 2,4-динитрофенола (36 мкМ�, вызывающего полную деполяриза-
цию мембраны митохондрий.

Результаты исследований были проанализированы параметрическим методом вариационной 
статистики с применением t-критерия Стьюдента и представлены как среднее значение 8–10 из-
мерений ± стандартное отклонение. 

Результаты и их обсуждение. Накопление флуоресцентного зонда сафранина О в митохон-
дриальном матриксе происходит в результате электрофоретической силы, действующей на кати-
онный краситель. Высокая локальная внутримитохондриальная концентрация зонда приводит  
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к его агрегации и тушению флуоресценции. T. T. T���� 
предложил теоретическое выражение [19], которое соот-
носит трансмембранный потенциал (Е� с концентраци-
ей суспензии дышащих митохондрий, концентрацией 
флуоресцентного монокатионного зонда в суспензии 
[D], константой дезагрегации зонда (kDm� и наблюдае-
мой степенью тушения флуоресценции (є� при внесении  
в среду митохондрий. Теоретический расчет мембранно-
го потенциала митохондрий осуществляли по уравнению 

e = 59 �g {δ(є(δ(kDm / 2[D]�(1-δ��–1/2 – 1�},

где Е – трансмембранный потенциал, мВ; [D] – концентра-
ция зонда в суспензии, М; kDm – константа дезагрегации 
зонда, ее принимали равной 5 · 10–4 �; є – отношение ин-�; є – отношение ин-; є – отношение ин-
тенсивности флуоресценции зонда в присутствии энерги-
зованных митохондрий к интенсивности флуоресценции 
зонда в присутствии митохондрий и 2,4-динитрофенола; 
δ – коэффициент, равный отношению митохондриально-
го матриксного объема (0,001 мл/мг белка митохондрий�  
к общему объему суспензии митохондрий [17].

Экспериментальное определение мембранного потен-
циала митохондрий выполняли по калибровочному графи-
ку, представляющему зависимость интенсивности флуо- 
ресценции зонда от величины мембранного потенциала 
(рис. 1�. Построение калибровочного графика осущест-
вляли с использованием уравнения Нернста для расчета 
калиевого диффузионного потенциала митохондрий

∆Ψ = 60 �g [K+]��� / [K
+]in,

где [K+]in равна 125 м� [20, 24] и [K+]��� – концентрация калия в среде. Для построения калибро-Для построения калибро-
вочного графика митохондрии (0,3 мг белка/мл� ресуспендировали в среде (0,2 М сахарозы, 2,5 м� 
�gSO4, 0,001 � ЭДТА, 0,02 М Трис-HC� (pH 7,5�, содержащей 8 мкМ сафранина О. Изменение 
внемитохондриальной концентрации ионов калия (в диапазоне 0–20 м�� в присутствии ионофора 
валиномицина (0,28 мкМ� приводит в случае энергизованных митохондрий (в качестве субстрата 
использовали 5 м� сукцинат натрия� к поступлению ионов калия внутрь митохондрий, уменьше-� сукцинат натрия� к поступлению ионов калия внутрь митохондрий, уменьше- сукцинат натрия� к поступлению ионов калия внутрь митохондрий, уменьше-
нию потенциала и истечению катионного красителя сафранина О из органелл. 

Значения мембранного потенциала митохондрий печени крыс, определенные эксперименталь-
но с помощью калибровочного графика и рассчитанные теоретически, представлены в таблице.

Мембранный потенциал и уровень восстановленного глутатиона митохондрий печени крыс

Группа
Потенциал, рассчитанный теоретически, мВ Потенциал, определенный экспериментально, мВ GSH,  

нмоль / мг белкаглутамат сукцинат глутамат сукцинат

Контроль 163,5 ± 10,6 187,4 ± 10,6 140,8 ± 25,0 170,2 ± 10,7 10,2 ± 1,3
СС�4 156,7 ± 9,4 188,1 ± 28,8 125,0 ± 22,9 158,8 ± 38,2 7,6 ± 2,3*
CC�4 +мелатонин 143,7 ± 4,1** 172,6 ± 30,8 75,26 ± 23,5*** 136,5 ± 41,0 5,9 ± 2,3**
Мелатонин 170,1 ± 6,3 192,3 ± 7,1 154,4 ± 9,7 176,1 ± 5,7 10,9 ± 2,4

    *p < 0,05, по отношению к контрольным значениям.
  **p < 0,01, по отношению к контрольным значениям.
***p < 0,001, по отношению к контрольным значениям.

Внесение в суспензию митохондрий субстратов глутамата и сукцината приводит к тушению 
флуоресценции зонда сафранина О, что связано с формированием электрического потенциала 

Рис. 1. Зависимость интенсивности флуоресцен-
ции зонда сафранина О от величины диффузи-
онного К+-зависимого потенциала: F – интенсив-
ность флуоресценции зонда в присутствии мито-
хондрий; Fd – интенсивность флуоресценции 
зонда в присутствии митохондрий и 2,4-дини-
трофенола. Концентрация митохондрий – 0,3 мг 
белка/мл. Среда измерения: 0,2 М сахарозы,  
2,5 м� �gSO4, 0,001 � ЭДТА, 0,02 М Трис-HC�, 
8 мкМ сафранин О, 5 мМ сукцинат натрия,  
0,28 мкМ валиномицин (pH 7,5�. Изменение вне-. Изменение вне-
митохондриальной концентрации ионов калия 
(в диапазоне 0–20 м�� в присутствии ионофора 
валиномицина приводит в случае энергизо-
ванных митохондрий к уменьшению мембран-
ного потенциала и повышению интенсивности 

флуоресценции зонда 
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на внутренней мембране митохондрий (рис. 2�. 
Известно, что генерируемый дыхательной цепью 
митохондрий электрохимический мембранный по-
тенциал включает в себя как электрическую, так  
и химическую составляющую. Так как присутствие 
ионов фосфата в реакционной среде приводит  
к конверсии ∆рН в электрический потенциал  
и вклад значения разницы рН в электрохимиче-
ский потенциал становится относительно малым 
по сравнению с электрической составляющей, то 
разницей pH на внутренней мембране митохон-pH на внутренней мембране митохон- на внутренней мембране митохон-
дрий в данном случае можно пренебречь [20, 24]. 
Величина мембранного потенциала митохондрий 
печени крыс контрольной группы, определяемая 
по калибровочному графику (таблица�, соответ-
ствовала значениям потенциала, приводимым ранее 
для митохондрий другими авторами [20, 25, 26]. 

При остром токсическом поражении печени че-
тыреххлористым углеродом наблюдали тенденцию к уменьшению мембранного потенциала ми-
тохондрий при использовании глутамата в качестве субстрата (изменение составило 11%�. При 
использовании сукцината в качестве субстрата дыхания степень деполяризации мембраны мито-
хондрий при интоксикации была еще менее выражена по сравнению с группой контроля. При 
введении мелатонина интактным животным также не наблюдали значительных изменений потен-
циала по сравнению с животными в контрольной группе при использовании обоих субстратов. 
Острая интоксикация крыс тетрахлорметаном на фоне введения мелатонина приводила к более 
значительному снижению мембранного потенциала митохондрий (46%, p < 0,001 при генерирова-
нии потенциала глутамат-зависимым дыханием� (рис. 3, таблица�. В этой же экспериментальной 
группе при использовании сукцината в качестве субстрата наблюдали тенденцию к уменьшению 
мембранного потенциала (изменение составило 20%�. Возможно, наблюдаемый нами эффект ме-
латонина обусловлен его способностью модулировать редокс-состояние клетки. Известно, что 
мелатонин, являясь эффективным скэвенджером свободных радикалов (гидроксильного радика-
ла, монооксида азота, перекисей�, обладает выраженными свойствами антиоксиданта [27]. Ранее 
нами было обнаружено [28], что введение мелато-
нина в фармакологических дозах (3 � 10 мг/кг мас-
сы тела� крысам при интоксикации тетрахлормета-
ном уменьшало степень деструктивных изменений  
в ткани печени. В то же время недавно была по-
казана способность мелатонина в лейкемических 
клетках линии J���a� усиливать генерацию свобод-
ных радикалов, приводя к увеличению чувстви-
тельности данных клеток к fa�-индуцированному 
апоптозу, и данный прооксидантный эффект являл-
ся специфичным для мелатонина и не был харак-
терен для его предшественников [29]. При этом 
прооксидантные свойства мелатонина зависели от 
концентрации восстановленного глутатиона в клет- 
ке: чем ниже концентрация клеточного глутатио-
на, тем более выражена прооксидантная актив-
ность мелатонина (r = – 0,8155, p < 0,0001� [29]. 
Известно, что первый комплекс дыхательной цепи 
является источником свободных радикалов в мито-
хондриях [4], а мелатонин способен специфично 

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции зонда сафрани-
на О в присутствии митохондрий печени крыс кон-
трольной группы. Концентрация митохондрий –  
0,3 мг белка/мл. Среда измерения: 0,125 М сахарозы, 
0,02 М Трис-HC�, 0,05 М КC�, 0,02 � KH2�O4, 0,005 � 
�gSO4, 0,001 � ЭДТА, 8 мкМ сафранин О, рН 7,5. 
Стрелками указано последовательное внесение ком-

понентов в среду измерения

Рис. 3. Интенсивность флуоресценции зонда сафрани-
на О в присутствии митохондрий печени крыс при 
острой интоксикации тетрахлорметаном на фоне 
введения мелатонина. Концентрация митохондрий –  
0,3 мг белка/мл. Среда измерения мембранного по-
тенциала: 0,125 М сахарозы, 0,02 М Трис-HC�, 0,05 М 
КC�, 0,02 � KH2�O4, 0,005 � �gSO4, 0,001 � ЭДТА,  
8 мкМ сафранин О, рН 7,5. Стрелками указано после-
довательное внесение компонентов в среду измерения 
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воздействовать на данный комплекс [30]. В проведенной нами модели острой интоксикации крыс 
четыреххлористым углеродом мы также наблюдали резкое снижение содержания восстановлен-
ной формы глутатиона митохондрий (таблица�, что отражает развивающийся при интоксикации 
окислительный стресс.

Уменьшение абсолютного значения потенциала митохондрий при интоксикации на фоне вве-
дения мелатонина может иметь определенный защитный эффект, уменьшая степень генерации 
свободных радикалов митохондриями. Так, ранее [31] было показано, что образование активных 
форм кислорода в митохондриях в состоянии 4 при истощении антиоксидантной защиты зависит 
от величины митохондриального мембранного потенциала. Кроме того, ингибирование дыхатель-
ной цепи и системы фосфорилирования митохондрий приводило к усилению генерации активных 
форм кислорода [31]. Ранее было показано значительное повреждение компонентов окислительно-
фосфорилирующей системы митохондрий печени крыс при острой интоксикации четыреххлори-
стым углеродом (4 г/кг массы тела� [32]. В нашем эксперименте интоксикация тетрахлорметаном 
также выраженно нарушала сопряжение процессов окисления и фосфорилирования (данные не 
представлены�. Обнаруженное нами отсутствие значительных изменений мембранного потенциа-
ла на фоне выраженного повреждения электрон-транспортной цепи митохондрий (таблица�, воз-
можно, способствовало генерации активных форм кислорода в митохондриях.

Заключение. При сравнении значений мембранных потенциалов митохондрий, определенных 
экспериментально с использованием калибровочной кривой, и потенциалов, рассчитанных теоре-
тически, можно отметить, что оба используемых метода приводят к согласующимся результатам. 
Несмотря на это, существует определенное ограничение теоретического метода расчета мембран-
ного потенциала митохондрий, обусловленное использованием ряда константных величин (кон-
станта дезагрегации зонда, объем матрикса митохондрий�, что в неполной мере отражает степень 
изменения мембранного потенциала митохондрий в экспериментальных группах. Острая инток-
сикация крыс тетрахлорметаном связана с незначительным нарушением мембранного потенциала 
митохондрий (уменьшение потенциала в нашем эксперименте составило 7–11% при использова-
нии глутамата и сукцината в качестве субстратов дыхания�. Интоксикация на фоне введения ме-
латонина значительно нарушала митохондриальный потенциал, в первую очередь генерируемый 
с участием комплекса I (уменьшение потенциала составило 46% при использовании в качестве 
субстрата глутамат�, что подтверждает специфическое взаимодействие мелатонина с данным ком-
плексом. Ингибирование генерации потенциала комплексом I в результате введения мелатонина 
при сохранении активности сукцинат-зависимого пути переноса электронов может способство-
вать уменьшению степени эндогенной продукции активных форм кислорода митохондриями.
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MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL OF RAT HEPATOCYTES UNDER TOxIC INjURY

Summary

T�e c�ange� in ��e �e�b�ane p��en�ia� �f �a� �i�e� �i��c��n��ia �n�e� ac��e ca�b�n �e��ac����i�e in��xica�i�n (4 g/�g  
�f b��y weig��� wi�� an� wi����� ��ea��en� �f �a�� by �e�a��nin we�e e�a��a�e� ��ing ��e fl���e�cence �ip�p�i�ic p��be �af�anine 
O. T�e in��xica�i�n wi�� ca�b�n �e��ac����i�e �en�e� �� �ec�ea�e ��e �i��c��n��ia� �e�b�ane p��en�ia� (��ing g���a�a�e b�� n�� 
��ccina�e a� ��b���a�e �f �e�pi�a�i�n�. T�e �e�a��nin ��ea��en� (10 �g/�g �f b��y weig��� �f c�n���� ani�a�� �i� n�� infl�ence  
��e �e�b�ane p��en�ia� �f �epa��cy�e �i��c��n��ia, w�i�e ��e �e�a��nin ��ea��en� �f in��xica�e� ani�a�� �e����e� in a �ignifi-
can� �ec�ea�e �f �i��c��n��ia� �e�b�ane p��en�ia� (by 46% w�en ��ing g���a�a�e b�� n�� ��ccina�e a� a ��b���a�e�. T�e in�ibi-
�i�n �f �e�b�ane p��en�ia� gene�a�e� by c��p�ex I w�i�e �a�ing ��e ac�i�i�y �f ��e e�ec���n ��an�p��� ��ccina�e-�epen�en� c�ain 
can p�����e �� �ec�ea�e ��e �a�e �f en��gen��� �eac�i�e �xygen �pecie� p����c�i�n by �i��c��n��ia.
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