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 Митохондрии играют ключевую роль в коор�
динации важнейших клеточных функций, по�
скольку служат не только источником энергети�
ческих эквивалентов, но и мишенью, декодером и

 Сокращения: AЛТ – аланинаминотрансфераза, АСТ – ас�
партатаминотрансфераза, GSH – восстановленный глута�
тион, GSHPx – глутатионпероксидаза, PSH – белковые
сульфгидрильные группы, PSSG – смешанные дисульфи�
ды глутатиона с белками.

коммутатором внутриклеточных сигналов, гене�
ратором вторичных мессенджеров и проапопто�
тических факторов [1]. Повреждение митохон�
дрий окислительными агентами и их последую�
щая дисфункция могут приводить к гибели
клетки по некротическому либо апоптотическо�
му механизму [2, 3]. Недавно сформулирована
концепция, согласно которой митохондрии
функционируют как внутриклеточный “сток” об�
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Митохондрии играют ключевую роль в координации важнейших клеточных функций. Однако мо�
лекулярные механизмы повреждения митохондрий и роль митохондриальной дисфункции в пато�
генезе разнообразных расстройств еще не установлены. Цель настоящей работы – изучение меха�
низмов повреждения митохондрий печени крыс при острой интоксикации тетрахлорметаном in vivo
и изолированных митохондрий in vitro, обработанных гипохлорной кислотой (HOCl), и выяснение
возможности коррекции повреждений мелатонином. Гипохлорная кислота (50–300 мкМ), основ�
ной медиатор воспаления, эффективно подавляла дыхательную активность митохондрий, нарушая
сопряжение процессов дыхания и фосфорилирования, но не изменяла при этом коэффициент фос�
форилирования ADP/O. Гипохлорная кислота окисляла также внутримитохондриальный глутатион
и сульфгидрильные группы митохондриальных белков, приводила к накоплению смешанных ди�
сульфидов глутатиона с белками, ингибировала α�кетоглутаратдегидрогеназу митохондрий. Токси�
ческое поражение печени крыс тетрахлорметаном в дозе 4 г/кг массы животного через 24 ч приво�
дило к значительному нарушению дыхательной активности митохондрий: скорость сукцинат� и
глутамат�зависимого дыхания, сопряженного с фосфорилированием (V3), уменьшалась на 65%,
p < 0.001, и 50%, p < 0.01 соответственно. Коэффициент дыхательного контроля приближался к 1,
коэффициент фосфорилирования резко уменьшался. Одновременно мы наблюдали окисление
внутримитохондриального глутатиона (на 25%, p < 0.05), рост активности глутатионпероксидазы
(на 50%, p < 0.05), выраженную инактивацию сукцинатдегидрогеназы (на 35%, p < 0.01) и повыше�
ние уровня оксида азота в плазме крови крыс (на 45%, p < 0.05). Механизм окислительного повре�
ждения митохондрий при интоксикации может быть связан с истощением пула внутримитохондри�
ального глутатиона, окислительной модификацией митохондриальных ферментов. Введение мела�
тонина животным (3 раза по 10 мг/кг), получавшим тетрахлорметан, сопровождалось увеличением
скорости дыхания в состоянии 3 на 30% (p < 0.05) (при использовании в качестве субстрата сукци�
ната, но не глутамата), снижало активность глутатионпероксидазы митохондрий до контрольного
уровня и предотвращало повышение уровня оксида азота, но не оказывало протекторного действия
на процессы сопряжения дыхания и фосфорилирования в митохондриях. Таким образом, мелато�
нин в дозе 10 мг/кг массы тела не защищал митохондрии от нарушения функционального состоя�
ния при тяжелой интоксикации печени крыс тетрахлорметаном, но влиял на уровень оксида азота
в плазме крови и активность глутатионпероксидазы митохондрий. 

Ключевые слова: митохондрии печени крыс, тетрахлорметан, сукцинатдегидрогеназа, мелатонин,
гипохлорная кислота. 
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разующихся пероксидов, регулируемый ионами
Са2+, а возрастание концентрации Са2+ в мито�
хондриях приводит к прооксидантному состоя�
нию [4]. При нарушении редокс�сопряжения в
пункте убихинон/цитохромы bc1, зависимого от
физического состояния внутренней митохондри�
альной мембраны, наблюдается утечка электро�
нов и образование свободных радикалов [5]. Ак�
тивация свободнорадикальных процессов в мито�
хондриях приводит к повреждению компонентов
электронно�транспортной цепи, митохондриаль�
ной ДНК, не защищенной гистонами, наруше�
нию целостности митохондриальной мембраны и
изменению трансмембранного потенциала [2, 3]. 

Печень чрезвычайно чувствительна к токсиче�
ским воздействиям, благодаря центральной роли в
метаболизме ксенобиотиков и портальной локализа�
ции [6]. Предполагают, что дисфункция митохон�
дрий ⎯ это начальный этап проявлений гепатоток�
сичности, а сами митохондрии служат первичной
мишенью токсинов [7]. Молекулярные механизмы
токсического действия тетрахлорметана и других га�
логеналканов, широко используемых для моделиро�
вания таких гепатотоксических эффектов, как фиб�
роз, жировая дегенерация, гибель гепатотоцитов,
описаны достаточно детально [8, 9]. Нарушение
функций митохондрий под действием тетрахлорме�
тана лежит в основе многих гепатоцитарных рас�
стройств [8]. 

Учитывая ключевую роль дисфункции митохон�
дрий в патогенезе многих заболеваний [10], коррек�
цию дыхательной активности митохондрий следует
рассматривать как перспективный подход к лекар�
ственной терапии, а компоненты дыхательной
цепи – как мишени для специфического воздей�
ствия. Существенный интерес представляет поиск
антиоксидантов, способных препятствовать разви�
тию окислительных повреждений митохондрий (так
называемая митохондриальная медицина) [10]. Не�
давно установлено, что эпифизарный гормон мела�
тонин – широко исследуемый антиоксидант – за�
щищает митохондрии от генерации в них свободных
радикалов [11]. Наиболее высокая внутриклеточная
концентрация мелатонина обнаружена в митохон�
дриях [12], что указывает на его непосредственное
участие в функционировании этих органелл и моду�
лировании их дыхательной активности [13]. Более
того, в качестве одного из путей биотрансформации
мелатонина рассматривают его окисление митохон�
дриальным цитохромом с [12]. Однако точные меха�
низмы регуляции мелатонином гомеостаза митохон�
дрий и эффективности работы электронно�транс�
портной цепи остаются невыясненными.

Цель настоящей работы – изучить изменение
функциональной активности митохондрий пече�
ни крыс при моделировании окислительных по�
вреждений in vitro, экспонируя митохондрии
HOCl, и in vivo, при токсическом воздействии тет�

рахлорметаном, а также оценить возможность
коррекции митохондриальных повреждений ме�
латонином. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использовали N�ацетил–
5�метокситриптамин (мелатонин), гексагидрат
динатриевой соли сукцината, натриевую соль L�
глутамата, ADP, гипохлорит натрия (NaOCl), 5,5′�
дитиобис(2�нитробензойную кислоту) (реактив
Эллмана), трихлоруксусную кислоту (ТХУ),
NADH, тетрахлорметан (CCl4), восстановленный
глутатион (GSH), трет�бутилгидропероксид
(“Sigma�Aldrich”, США или “Steinheim”, Герма�
ния). 

Экспериментальная модель. Эксперименты
проводили на 40 крысах�самцах линии Wistar мас�
сой 200–250 г. Животные в течение недели были
адаптированы к 12�часовому циклу смены свето�
вой (с 8 ч) и темновой (с 20 ч) фазы суток. CСl4
вводили в 9 ч однократно внутрижелудочно (в/ж)
с помощью зонда в дозе 4 г/кг (50% раствор в
оливковом масле, 2.5 мл/кг). Мелатонин вводили
в виде 0.3% раствора в 0.9% растворе NaCl, содер�
жащем 5% этанола, внутрибрюшинно (в/б) в дозе
10 мг/кг 3 раза: за 30 мин до введения CCl4, через
2 и 6 ч после его введения. Животные были разде�
лены на четыре группы: 1) контроль – животные,
получавшие оливковое масло (5 мл/кг веса тела) и
физиологический раствор, содержащий 5% эта�
нола (в том же объеме, что и раствор мелатонина,
в/б); 2) мелатонин – животные, получавшие ме�
латонин в/б и оливковое масло в/ж; 3) CCl4 – жи�
вотные, получавшие CCl4 в/ж и физиологический
раствор в/б; 4) мелатонин + CCl4 – животные, по�
лучавшие мелатонин и ССl4. В каждую группу
входило 10 животных. Животных декапитировали
через 24 ч после введения CCl4.

Выделение митохондрий и регистрация их ды�
хательной активности. После декапитации жи�
вотных отбирали образцы крови, печень извлека�
ли на холоду (0–4°С), осушали фильтровальной
бумагой, взвешивали и гомогенизировали в среде
выделения, содержащей 0.25 М сахарозу, 0.02 М
трис�HCl и 0.001 М EDTA, рН 7.2. Митохондрии
выделяли методом дифференциального центри�
фугирования [14]. Ядерную фракцию отделяли
центрифугированием при 600 g в течение 10 мин
при 4°С. Супернатант центрифугировали при
8500 g в течение 10 мин при 4°С, осадок митохон�
дрий дважды промывали в среде выделения и ре�
суспендировали до концентрация белка 35–
40 мг/мл. Концентрацию белка определяли по
методу Лоури [15].

Скорость митохондриального дыхания реги�
стрировали полярографически, используя изго�
товленный в лаборатории электрод Кларка,
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встроенный в термостатируемую герметическую
полярографическую ячейку, при 26.5°С. Для ре�
гистрации дыхания суспензию митохондрий (1 мг
белка/мл) помещали в ячейку со средой инкуба�
ции (0.125 М сахароза, 0.02 М трис�HCl, 0.05 М
КCl, 0.02 M KH2PO4, 0.005 M MgSO4, 0.001 M
EDTA, рН 7.5). В суспензию митохондрий
вводили субстраты дыхания (L�глутамат – 4 мМ,
сукцинат – 5 мМ) и ADP (180 мкМ, что соответ�
ствует 210 нмоль ADP в полярографической ячей�
ке). Рассчитывали скорость дыхания митохон�
дрий в различных метаболических состояниях:
V2 – скорость субстрат�зависимого дыхания, V3 –
скорость дыхания, сопряженного с фосфорили�
рованием (после внесения ADP). Определяли по�
казатели, характеризующие сопряжение процес�
сов окисления и фосфорилирования в митохон�
дриях: коэффициент дыхательного контроля
(V3/V2) и коэффициент фосфорилирования –
ADP/О (отношение количества внесенного ADP
к количеству потребленного кислорода за время
полного фосфорилирования). 

Биохимические показатели митохондрий. Со�
держание GSH в митохондриальной фракции ге�
патоцитов определяли по методу Эллмана [16],
используя коэффициент молярной экстинкции
�412 = 13600 М–1 см–1, содержание смешанных ди�
сульфидов глутатиона с белками (PSSG) – со�
гласно [17].

Для измерения глутатионпероксидазной ак�
тивности 0.1 мл суспензии митохондрий ресус�
пендировали в 0.1 мл воды и разрушали, исполь�
зуя три цикла замораживания–оттаивания [4],
разбавляли 10�кратным объемом изотонического
фосфатного буфера (150 мМ NaCl, 10 мМ
Na2HPO4, рН 7.4). Полученный образец (20 мкл)
использовали для определения активности фер�
мента [18]. Активность митохондриальной сук�
цинатдегидрогеназы определяли по скорости
восстановления 2,6�дихлорфенолиндофенола, а
активность α�кетоглутаратдегидрогеназы – по
скорости восстановления NAD+ [19]. Активность
маркерных ферментов повреждения клеточных

мембран – аланинаминотрансферазы (AЛТ) и ас�
партатаминотрансферазы (АСТ), а также уровни
свободного, конъюгированного и общего били�
рубина в плазме крови определяли, используя на�
боры реактивов (“Pliva�Lachema a.s.”, Чехия).
Суммарный уровень нитритов и нитратов, отра�
жающий генерацию оксида азота, измеряли в
плазме крови с помощью реактива Грисса (N�(1�
нафтил)этилендиаминдигидрохлорид, сульфа�
ниламид) и металлического кадмия в качестве
восстановителя [20].

Статистический анализ. Полученные резуль�
таты соответствовали закону нормального рас�
пределения вариационного ряда и были проана�
лизированы параметрическим методом вариаци�
онной статистики с применением t�критерия
Стьюдента. Результаты представляли как среднее
8–10 измерений ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Параметры плазмы крови, характеризующие
токсическое поражение печени крыс тетрахлор�
метаном. Токсический эффект тетрахлорметана
мы регистрировали по возрастанию уровней об�
щего (в 7.7 раза, p < 0.001) и конъюгированного (в
13.8 раза, p < 0.01) билирубина в плазме крови
крыс через 24 ч после введения CCl4 (табл. 1). Зна�
чительное повышение уровня коньюгированного
билирубина свидетельствует о сохранении ко�
ньюгирующей функции печени при интоксика�
ции. Одновременно в плазме крови крыс значи�
тельно увеличилась активность маркеров пораже�
ния печени – АЛТ (в 2.4 раза, p < 0.001) и AСT (в
1.77 раза, р < 0.001). Введение мелатонина на фоне
интоксикации CCl4 не оказывало гепатопротек�
торного эффекта и не влияло на содержание АЛТ
и АСТ в плазме крови крыс. Острая интоксика�
ция сопровождалась значительным повышением
уровня оксида азота в плазме крови (на 45%,
p < 0.05) (табл. 1), что указывало на развитие со�
путствующих воспалительных процессов. Введе�
ние мелатонина животным при интоксикации

 
Таблица 1.  Активность аминотрансфераз, уровень билирубина и оксида азота в плазме крови крыс через 24 ч по�
сле острой интоксикации тетрахлорметаном, эффект мелатонина

Показатели Контроль ССl4 Мелатонин + CCl4 Мелатонин

АЛТ, мккат/л 0.78 ± 0.09 1.84 ± 0.04*** 1.80 ± 0.04*** 0.84 ± 0.10

АСТ, мккат/л 0.74 ± 0.05 1.31 ± 0.08*** 1.30 ± 0.05*** 0.76 ± 0.04

Общий билирубин, мкмоль/л 1.95 ± 0.41 15.15 ± 1.99*** 15.87 ± 3.43** 2.87 ± 0.39

Конъюгированный билирубин, 
мкмоль/л

0.65 ± 0.43 9.01 ± 2.44* 11.90 ± 3.64* 0.54 ± 0.37

Общие нитриты, мкмоль/л 27.14 ± 1.49 42.07 ± 4.40** 27.50 ± 4.25# 37.14 ± 5.96

* р < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 по отношению к уровню в контроле.
# р < 0.05 по отношению к уровню у животных, получавших тетрахлорметан.
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CCl4 практически восстанавливало исходный
уровень NO, в то время как у контрольных живот�
ных уровень оксида азота в плазме крови не изме�
нялся значимо в ответ на введение мелатонина
(табл. 1). Полученные данные позволяют предпо�
лагать, что мелатонин, модулируя активность
NO�синтазной системы, снижает гиперпродук�
цию оксида азота при интоксикации. 

Дыхательная активность митохондрий печени
крыс при токсическом поражении печени тетра�
хлорметаном. Параметры, характеризующие со�
стояние окислительной, фосфорилирующей и
сопрягающей функций митохондрий печени ин�
тактных животных и животных, подвергнутых
действию тетрахлорметана и мелатонина (в каче�
стве возможного гепатопротектора), при исполь�
зовании в качестве субстратов окисления сукци�
ната и L�глутамата представлены в табл. 2. Через
24 ч после острой интоксикации крыс тетрахлор�
метаном мы наблюдали нарушение дыхательной
функции митохондрий. Так, скорость сукцинат�
зависимого потребления кислорода (V2) несколь�
ко увеличивалась (на 25%), скорость дыхания ми�
тохондрий в состоянии 3 (V3) при использовании
сукцината уменьшалась значительно (на 65%,
p < 0.001) (табл. 2). В то же время скорость глута�
мат�зависимого дыхания (V2) не изменялась, ско�
рость глутамат�зависимого потребления кисло�
рода, сопряженного с фосфорилированием (V3),
уменьшалась существенно (на 50%, p < 0.01)
(табл. 2), и полностью отсутствовал выход в чет�
вертое метаболическое состояние. Соответствен�
но, коэффициент дыхательного контроля для эк�
зогенных субстратов (сукцината, глутамата)
приближался к единице, а коэффициент фосфо�

рилирования резко уменьшался, что отражало
снижение эффективности использования кисло�
рода митохондриями при синтезе АТP. Трехкрат�
ное введение мелатонина в дозе 10 мг/кг на фоне
поражения печени CCl4 не приводило к выражен�
ному восстановлению функциональной активно�
сти митохондрий, однако при сукцинат�зависи�
мом дыхании митохондрий скорость фосфорили�
рующего окисления (V3) в данной группе
животных была выше (на 30%, p < 0.05), чем у жи�
вотных, получавших только CCl4. Следует отме�
тить, что у интактных животных мелатонин уве�
личивал скорость глутамат�зависимого дыхания
(V2) на 60% (р < 0.05), V3 – на 15% и уменьшал ко�
эффициент дыхательного контроля по сравне�
нию с контрольной группой животных. Однако
при сукцинат�зависимом дыхании скорость по�
требления кислорода митохондриями в состоя�
нии 3 уменьшалась незначительно (на 10%) при
некотором снижении коэффициентов дыхатель�
ного контроля (на 15%) и фосфорилирования (на
25%) по сравнению с контрольной группой
(табл. 2).

Таким образом, острая интоксикация крыс
тетрахлорметаном (4 г/кг массы тела) приводила
к резкому уменьшению скорости потребления
кислорода, сопряженного с фосфорилировани�
ем, и полному разобщению процессов дыхания и
фосфорилирования. Введение мелатонина повы�
шало скорость дыхания, сопряженного с фосфо�
рилированием, но не восстанавливало фосфори�
лирующую функцию митохондрий при интокси�
кации, несмотря на то что у интактных животных
мелатонин усиливал дыхательную активность ми�

 
Таблица 2.  Параметры, характеризующие процессы окислительного фосфорилирования в митохондриях печени
крыс, через 24 ч после острой интоксикации тетрахлорметаном, эффект мелатонина

Группа животных

Скорость дыхания, нг�атом О/мин × мг белка
Коэффициент 
дыхательного 

контроля, V3/V2

Коэффициент 
фосфорилирования 

(ADР/О)
в присутствии 
субстрата V2

сопряженного 
с фосфорилированием 
(в присутствии ADP) V3

Субстрат – глутамат

Контроль 18.7 ±  2.3 63.1 ± 4.7 3.41 ± 0.32 1.6 ± 0.1

CCl4 20.8 ± 4.6 27.5 ± 4.2** 1.36 ± 0.51** 0.0

Meлатонин + CCl4 21.1 ± 3.5 29.5 ± 3.7** 1.39 ± 0.53* 0.0

Meлатонин 33.0 ± 3.6* 73.4 ± 7.7 2.23 ± 0.22 1.7 ± 0.2

Субстрат – сукцинат

Контроль 47.8 ± 5.3 153.9 ± 11.2 3.20 ± 0.40 1.64 ± 0.1

CCl4 61.6 ± 4.6 54.2 ± 3.6*** 1.00 ± 0.12*** 0.0

Мелатонин + CCl4 60.2 ± 4.8 71.9 ± 5.0***# 1.13 ± 0.13*** 0.0

Meлатонин 53.6 ± 6.7 141.4 ± 15.4 2.6 ± 0.3 1.48 ± 0.2

* р < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 по отношению к уровню в контроле.
# р < 0.05 по отношению к уровню в группе животных, получавших тетрахлорметан.
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тохондрий при использовании глутамата в каче�
стве субстрата.

Ферментативная активность и содержание
восстановленного глутатиона в митохондриях пе�
чени крыс при токсическом поражении тетра�
хлорметаном. Введение CCl4 приводило к разви�
тию окислительного стресса в митохондриях пе�
чени крыс. Так, содержание GSH в этих
органеллах через 24 ч после введения CCl4 умень�
шалось на 25% (р < 0.05) (табл. 3), а содержание
смешанных дисульфидов глутатиона с митохон�
дриальными белками PSSG увеличилось (данные
не представлены). Снижение содержания GSH в
митохондриях крыс при интоксикации было свя�
зано со значительным повышением (на 50%,
p < 0.05) активности митохондриальной глутати�
онпероксидазы (GSHPx) (табл. 3). Введение ме�
латонина не влияло на уровень GSH в митохон�

дриях печени и контрольных, и опытных живот�
ных. При этом мелатонин снижал активность
GSHPx на 30% в митохондриях опытных живот�
ных и увеличивал ее на 40% в контрольной груп�
пе. Мы наблюдали выраженное снижение актив�
ности сукцинатдегидрогеназы митохондрий (на
35%, р < 0.01) при введении CCl4 (табл. 3), что со�
гласуется с меньшей дыхательной активностью
митохондрий у этих животных. Введение мелато�
нина не влияло на активность фермента (табл. 3). 

Окислительная модификация митохондрий пе�
чени крыс гипохлорной кислотой (HOCl) in vitro.
Уровень гипохлорной кислоты в очаге воспале�
ния достигает 200 мкМ [21], а митохондрии могут
служить ее мишенью в клетке. HOCl, внесенная
нами в суспензию митохондрий в концентрации
50–300 мкМ, нарушала дыхательную активность
митохондрий (рис. 1). HOCl незначительно уве�

Таблица 3.  Уровни восстановленного глутатиона, активностей глутатионпероксидазы и сукцинатдегидрогеназы
в митохондриях печени крыс через 24 ч после острой интоксикации тетрахлорметаном: эффект мелатонина

Показатель Контроль ССl4 Мeлатонин + CCl4 Мелатонин

GSH, нмоль/мг белка 10.22 ± 1.25 7.64 ± 2.27* 5.89 ± 2.32** 10.86 ± 2.41

Глутатион�пероксидаза, нмоль 
GSH/мин на 1 мг белка

32.62 ± 15.60 61.50 ± 12.98** 38.83 ± 15.12 51.68 ± 19.17

Сукцинат�дегидрогеназа, нмоль 
сукцината/мин на 1 мг белка

27.88 ± 6.19 17.88 ± 2.24** 16.53 ± 4.20** 26.72 ± 6.28

* р < 0.05, ** р < 0.01 по отношению к уровню в контроле.
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Рис. 1. Эффект гипохлорной кислоты на дыхательную активность митохондрий печени крыс. а – Скорость потребле�
ния кислорода в присутствии субстрата – сукцината V2 (1), скорость фосфорилирующего окисления V3 (2); б – коэф�
фициент дыхательного контроля V3/V2 (1), коэффициент фосфорилирования АDP/O (2). HOCl в различных концен�
трациях вносили в суспензию митохондрий при 26.5°С за 5 мин до начала регистрации потребления кислорода.
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личивала скорость сукцинат�зависимого дыха�
ния (V2) и существенно снижала скорость потреб�
ления кислорода, сопряженного с фосфорилиро�
ванием (V3) (рис. 1а). Это приводило к
уменьшению коэффициента дыхательного кон�
троля без значительного изменения коэффици�
ента фосфорилирования (рис. 1б). Подобные за�
кономерности мы обнаружили и при использова�
нии в качестве субстрата дыхания глутамата
(данные не представлены). Уменьшение скорости
дыхания в состоянии 3 было связано со снижени�
ем уровня сульфгидрильных групп (PSH) мито�
хондриальных белков и митохондриального GSH
(рис. 2а, б), в том числе за счет образования сме�
шанных дисульфидов глутатиона с белками мито�
хондрий, уровень которых возрастал (рис. 2б).
Мы не наблюдали достоверного изменения ак�

тивности основного фермента антиоксидантной
защиты митохондрий – глутатионпероксидазы.
Однако HOCl существенно ингибировала один из
ключевых ферментов цикла Кребса – α�кетоглу�
таратдегидрогеназу (рис. 2в). Поскольку скорость
дыхания митохондрий, экспонированных HOCl,
в состоянии 3 значительно уменьшалась, можно
предположить, что HOCl в используемом диапа�
зоне концентраций повреждает комплексы элек�
тронно�транспортной цепи митохондрий. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее в многочисленных исследованиях было
продемонстрировано нарушение структуры и
функции митохондрий под действием тетрахлор�
метана (CCl4). Так, при индуцированном CCl4
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Рис. 2. Эффект гипохлорной кислоты на уровень восстановленного глутатиона GSH (а); общее содержание белковых
сульфгидрильных групп PSH (1) и уровень смешанных дисульфидов глутатиона с белками PSSG (2) (б); и активность
глутатионпероксидазы (1) и α�кетоглутаратдегидрогеназы (2) (в) в митохондриях печени крыс. Митохондрии
(10⎯12 мг белка/мл) экспонировали различным концентрациям гипохлорной кислоты в течение 10 мин при 26.5°С. *,
# – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001.
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циррозе снижается содержание митохондрий в
клетках печени, нарушается их метаболизм и су�
щественно уменьшается образование АТР [22].
Известно, что в печени CCl4 метаболизируется с
участием цитохром Р450�зависимой системы,
при этом образуется трихлорметильный радикал
•CCl3, быстро разрушается цитохром Р450 и гене�
рируются радикальные продукты, в том числе ди�
енильный радикал мембранных липидов L•, окси
LO• и перокси LOO• липидныe радикалы [23].
Инкубация изолированных гепатоцитов с CCl4
приводит к нарушению кальциевого гомеостаза
митохондрий, снижению внутриклеточной кон�
центрации АТР [24] и изменению проницаемости
митохондрий. Введение крысам CCl4 вызывает
повышение уровня продуктов перекисного окис�
ления липидов в митохондриях печени, значи�
тельно нарушает скорость потребления кислорода в
третьем и четвертом метаболических состояниях,
уменьшает содержание гема в митохондриях (на
60%) и активность цитохромоксидазы [25]. При
хронической интоксикации крыс CCl4 мембран�
ный потенциал митохондрий снижается на 30 мВ,
нарушается синтез АТР и распределение холесте�
рина и фосфолипидов в митохондриальной мем�
бране, происходит набухание митохондрий [26].

В нашем эксперименте через 24 ч после введе�
ния ССl4 в плазме крови животных возрастало со�
держание маркеров повреждения клеток печени
(уровня билирубина, активности AЛТ и AСТ), что
обусловлено воздействием на клеточные органел�
лы токсических метаболитов ССl4 и образующих�
ся свободных радикалов. Параллельно с этим мы
наблюдали значительное нарушение митохон�
дриального дыхания клеток печени и полное раз�
общение процессов окисления и фосфорилиро�
вания. 

В предотвращении свободнорадикального по�
вреждения компонентов электронно�транспорт�
ной цепи митохондрий главную роль играет уро�
вень глутатиона [27]. Согласно нашим измерени�
ям, уровень GSH в митохондриях печени
составляет 10–12 нмоль/мг белка, что соответ�
ствует ранее опубликованным данным [28]. Нами
установлено, что введение CCl4 приводит к суще�
ственному уменьшению содержания GSH в ми�
тохондриях печени крыс, частично вследствие
увеличения доли GSH, включенного в смешан�
ные дисульфиды с митохондриальными белками,
что отражает развитие окислительного стресса. 

О прямом повреждении компонентов элек�
тронно�транспортной цепи митохондрий свиде�
тельствует обнаруженное нами снижение актив�
ности сукцинатдегидрогеназы при токсическом
поражении печени. Прямая корреляция между
активностью фермента и уровнем GSH (R2 = 0.36,
р < 0.05) в митохондриях указывает на окисли�
тельное повреждение сукцинатдегидрогеназы

при интоксикации. Линейная зависимость между
уровнем внутримитохондриального GSH и ак�
тивностью АТР�синтазы и, в конечном итоге,
скоростью окислительного фосфорилирования в
процессе регенерации печени при частичной ге�
патэктомии показана ранее [29]. Обнаруженное
нами возрастание активности митохондриальной
GSHРх при интоксикации компенсирует, на наш
взгляд, уменьшение доступности GSH GSH�за�
висимым антиоксидантным ферментам. Введе�
ние мелатонина интоксицированным животным
не приводило к повышению уровня глутатиона и
активности сукцинатдегидрогеназы, что свиде�
тельствует о глубоком в значительной степени не�
обратимом повреждении митохондрий. 

Один из факторов повреждения печени и ме�
диатор цитотоксичности – гипохлорная кислота,
уровень которой возрастает при избыточном вос�
палительном ответе и лейкоцитарной инфильтра�
ции в ткани печени [30]. В наших экспериментах
обработка митохондрий HOCl in vitro существен�
но нарушала их функциональную активность,
ингибируя дыхание и значительно снижая коэф�
фициент дыхательного контроля, возможно, в ре�
зультате повреждения митохондриальной мем�
браны (соотвественно, диссипации протонного
градиента) и компонентов дыхательной цепи. Из�
вестно, что гипохлорная кислота и хлорамины
вызывают окислительные повреждения клеточ�
ных белков и мембран, включая окисление
сульфгидрильных групп, формирование хлоргид�
ринов жирных кислот и холестерина [30]. Гипо�
хлорная кислота, как недавно установлено, инду�
цирует набухание изолированных митохондрий
печени крысы и митохондрий в линии клеток
HepG2 гепатомы, а также падение мембранного
потенциала, истечение цитохрома с, перестройку
митохондрий, связанную с изменением мембран�
ной проницаемости (mitochondrial permeability
transition), и, как результат, гибель клеток по апо�
птотическому механизму [31]. 

Таким образом, дыхательная цепь митохон�
дрий весьма чувствительна к внешним поврежда�
ющим воздействиям (HOCl, CCl4). Механизм по�
вреждения митохондрий клеток печени при ин�
токсикации CCl4 может быть связан с прямым
повреждением компонентов цепи переноса элек�
тронов образующимися радикалами, нарушени�
ем целостности внутренней митохондриальной
мембраны, истощением внутримитохондриаль�
ного GSH, окислением сульфгидрильных групп
митохондриальных белков, повреждающим дей�
ствием повышенных концентраций оксида азота.
В то же время коэффициент фосфорилирования
ADP/O при воздействии CCl4 in vivo снижался до
нулевого значения, тогда как при окислительном
воздействии HOCl in vitro оставался неизменным
при резком уменьшении скорости окисления суб�
страта и коэффициента дыхательного контроля в
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обоих случаях. Влияние агентов на фосфорилиру�
ющую функцию митохондрий качественно раз�
личается. Ранее было доказано, что разобщаю�
щий эффект свободных жирных кислот связан с
функционированием ADP/ATP� и аспартат/глу�
тамат�антипортеров в митохондриях печени [32–
34]. Об участии свободных жирных кислот, кото�
рые образуются в присутствии HOCl в результате
гидролиза фосфолипидов митохондриальных мем�
бран, свидетельствует характер воздействия этого
соединения на величину ADP/О и дыхательный
контроль митохондрий.

Учитывая значительную роль митохондриаль�
ных повреждений в развитии токсического пораже�
ния печени и способность митохондрий специфи�
чески накапливать мелатонин, мы рассмотрели воз�
можность коррекции нарушений активности
митохондрий печени мелатонином. Участие мела�
тонина в реакциях антиоксидантной защиты и в
качестве скэвенджера свободных радикалов на
сегодняшний день хорошо известно [35]. Мелато�
нин позитивно влияет на митохондриальную
электронно�транспортную цепь и процессы
окислительного фосфорилирования [11–13]. Не�
давно установлено, что предварительное введе�
ние мелатонина (10 мг/кг) предотвращало разви�
тие некротических изменений и окислительных
повреждений ткани печени при интоксикации
метанолом [36]. Ранее мы показали, что трехкрат�
ное введение мелатонина в дозе 15 мг/кг массы
тела препятствовало развитию структурных и
функциональных поражений печени крысы, ин�
дуцируемых CCl4 [37]. В настоящем исследова�
нии не обнаружено достоверного уменьшения
уровня маркеров поражения печени в плазме кро�
ви крыс при введении мелатонина на фоне тяже�
лой интоксикации тетрахлорметаном. В то же
время уровень оксида азота в плазме крови таких
крыс достоверно уменьшался при введении мела�
тонина, что отражает его возможный противовос�
палительный эффект. Ранее мы показали, что ме�
латонин способен модулировать уровень оксида
азота в плазме крови и ткани аорты крыс при экс�
периментальном сахарном диабете и действовать
как прямой скэвенджер NO [38]. 

Введение мелатонина (10 мг/кг × 3) контроль�
ным животным сопровождалось статистически
значимым увеличением скорости нефосфорили�
рующего потребления кислорода митохондриями
в состоянии 2 (V2) при использовании в качестве
субстрата L�глутамата. Следует отметить, что эф�
фекты интоксикации и введения мелатонина, ре�
гистрируемые в присутствии глутамата, могут ло�
кализоваться как в матриксе митохондрий, так и в
дыхательной цепи. При использовании в качестве
субстрата сукцината скорость фосфорилирующе�
го окисления (V3) статистически значимо повы�
шалась у животных, получавших CCl4 на фоне
введения мелатонина, по сравнению с животны�

ми, получавшими только CCl4. Исходя из наших
результатов, можно предположить, что мелато�
нин специфически взаимодействует с комплек�
сом I и, возможно, частично предохраняет ком�
плекс II от тяжелых повреждений при интоксика�
ции. Введение мелатонина животным, получавшим
CCl4, снижало также активность GSHPx до значе�
ний, отмеченных в контроле. Можно отметить,
что нами обнаружена прямая корреляция между
активностью митохондриальной GSHPx и уров�
нем оксида азота, которые изменяются при ин�
токсикации животных и введении мелатонина. В
то же время, показано, что оксид азота in vitro спо�
собен ингибировать GSHPx [39]. 

Обобщая полученные результаты, можно за�
ключить, что при тяжелой интоксикации тетра�
хлорметаном введение мелатонина в дозе 10 мг/кг
не защищает существенно функционирование
системы окислительного фосфорилирования ми�
тохондрий печени крыс, но обладает способно�
стью регулировать активность GSHPx митохон�
дрий и уровень NO в плазме крови. 

Авторы выражают признательность Расселу
Райтеру (University of Texas Health Sciences Center,
USA) за предоставленный препарат мелатонина и
постоянный интерес к проводимым исследова�
ниям.
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Rat Liver Mitochondria Impairment under Acute Carbon Tetrachloride9Induced 
Intoxication. Effects of Melatonin

Y. Z. Maksimchik1, I. K. Dremza1, E. A. Lapshina1, V. T. Cheshchevik1, 2, E. Yu. Sudnikovich1, 
S. V. Zabrodskaya1, I. B. Zavodnik1, 2

1 Institute of Pharmacology and Biochemistry, National Academy of Sciences of Belarus, 
BLK�50, Grodno, 230017 Belarus; e�mail: zavodnik_il@mail.ru

2 Department of Biochemistry, Yanka Kupala State University, ul. Ozheshko, 22, Grodno, 230023 Belarus

The aim of the present work was to investigate the mechanisms of oxidative damage of rat liver mitochondria
in vitro, under oxidative stress induced by hypochlorous acid (HOCl), and in vivo, under acute intoxication
induced by carbon tetrachloride. Hypochlorous acid (50–300 μM), the main inflammatory agent, inhibited
liver mitochondria respiratory activity and caused uncoupling in the respiratory and phosporylation process�
es. The toxic damage of rat liver after 24 h of acute carbon tetrachloride�induced intoxication (4 g/kg, intra�
gastrically) was accompanied by a significant reduction in succinate� and glutamate�dependent respiration
rates in state 3 (by 65%, p < 0.001, and by 50%, p < 0.01, respectively). The respiration control ratio ap�
proached 1, reflecting the loss of respiration control. The phosphorylation coefficient significantly decreased
due to uncoupling of the oxidation and phosphorylation processes. The mitochondrial alterations were asso�
ciated with oxidation of intramitochondrial GSH by 25% (p < 0.05), an inhibition of succinate dehydrogena�
se (complex II) by 35% (p < 0.05) and a rise of blood plasma nitric oxide level by 45% (p < 0.05). The impair�
ment of mitochondrial respiratory function may result from the inhibition of enzymatic activities in the res�
piratory chain and the damage of mitochondrial membrane during intoxication and plays a key role in the
development of CCl4�induced hepatotoxicity. Melatonin administration under CCl4�induced intoxication
(three times at doses of 10 mg/kg) increased the rate of succinate oxidation in state 3 by 30% (p < 0.05) and
reversed the increase in mitochondrial glutathione peroxidase activity. Melatonin prevented an elevation of
nitric oxide level in the blood plasma of intoxicated animals but it did not protect mitochondrial functions
under acute intoxication. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


