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В.Т. Чещевик, Л.Б. Заводник, Е.А. Лапшина, И.Б. Заводник

ПОВРЕЖДЕНИЯ МИТОХОНДРИЙ
КАК КЛЮЧЕВОЙ ЭТАП ГЕПАТОТОКСИЧЕСКИХ
ЭФФЕКТОВ ТЕТРАХЛОРМЕТАНА У КРЫС

Митохондрии играют важнейшую роль в обеспечении клеточного гомеостаза. Повреждения митохондрий клеток печени 
представляют важнейший этап развития многих патологических состояний органа. Цель настоящей работы -  исследовать роль 
повреждений митохондрий в развитии токсического поражения печени, используя морфологические и биохимические методы. 
Интоксикация крыс тетрахлорметаном (СС14) (4 г/кг массы животного), которую оценивали по возрастанию в плазме крови крыс 
активности маркерных ферментов поражения печени ALT и AST, приводила к ингибированию сукцинагдегидрогеназы (комплекс II 
дыхательной цепи) митохондрий (на 35 %, р < 0,05), уменьшению уровня внутримитохондриального глутатиона (на 25 %, р < 0,05), 
возрастанию содержания смешанных дисульфидов глутатиона с белками (на 35 %, р < 0,05), значительным морфологическим 
изменениям митохондрий: развитию полиморфизма, гипертрофии органелл, набуханию матрикса митохондрий, повреждению крист. 
Фармакологические дозы гормона эпифиза мелатонина (10 мг/кг, * 3) не изменяли уровня активностей ферментов печени в плазме 
крови и активности сукцинагдегидрогеназы митохондрий, но уменьшали степень дистрофических изменений гепатоцитов.

Митохондрии играют ключевую роль в обеспечении выполнения важнейших клеточных функций, 
регулируя энергетический гомеостаз, определяя процессы клеточной сигнализации [1]. Нарушения био
энергетических, сигнальных функций митохондрий представляют один из ключевых этапов проявлений 
клеточных повреждений и лежат в основе механизмов некротической и апоптотической гибели клеток. 
Активно исследуются роль и механизмы развития дисфункции митохондрий в гепатотоксических эф
фектах различных ксенобиотиков [2]. Наиболее ранние проявления повреждений митохондрий при ин
токсикации представляют набухание органелл, повреждение крист, уменьшение плотности митохонд
риального матрикса [3]. Ранее было показано, что индуцируемый тетрахлорметаном цирроз печени 
крыс сопровождается выраженным уменьшением потребления кислорода и скорости продукции АТФ 
митохондриями печени и уменьшением активности митохондриальных ферментов [4]. В то же время 
молекулярные механизмы, обеспечивающие взаимосвязь первичных структурных и функциональных 
повреждений клеток и клеточных компонентов и развитие патологических изменений органа, остаются 
невыясненными. Цель настоящей работы -  исследовать роль митохондриальных нарушений в разви
тии токсического поражения печени тетрахлорметаном. Морфологические изменения органелл были 
сопоставлены с нарушениями их функциональной активности. Известный эндогенный антиоксидант 
мелатонин, являющийся гормоном эпифиза, вводили в фармакологических дозах и исследовали в каче
стве возможного гепатолротектора.
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Материалы и методы исследования. Эксперименты проводили на 40 крысах-самцах линии Wistar 
массой 200-250 г. Животные в течение недели были адаптированы к 12-часовому циклу смены световой 
(с 8 ч) и темновой (с 20 ч) фаз суток. СС14 вводили в 9 ч однократно внутрижелудочно (в/ж) с помощью 
зонда в дозе 4 г/кг (50 % раствор на оливковом масле. 5 мл/кг). Мелатонин вводили в виде 0,3 % раствора 
в 0,9 % NaCl, содержащего 5 % этанола, внутрибрюшинно (в/б) в дозе 10 мг/'кг три раза: за 30 мин до 
введения четыреххлористого углерода, через 2 и 6 часов после введения четыреххлористого углерода. 
Животные были разделены на 4 группы: 1) животные, получавшие оливковое масло (5 мл/кг веса тела 
животных) и физиологический раствор, содержащий 5 % этанола, (в том же объеме, что и раствор мела
тонина, в/б), (контроль); 2) животные, получавшие мелатонин в/б и оливковое масло в/ж, (мелатонин); 3) 
животные, получавшие СС14 в/ж и физиологический раствор в/б, (СС14); 4) животные, получавшие мела
тонин и четыреххлористый углерод, (СС14 + мелатонин). В каждую экспериментальную группу входило 
10 животных. Животных декапитировали через 24 часа после введения четыреххлористого углерода.

После декапитации отбирали образцы крови, печень извлекали на холоду, осушали фильтровальной 
бумагой, взвешивали и гомогенизировали в среде выделения, содержащей 0,25 М сахарозу, 0,02 М Трис- 
НС1 и 0,001 М ЭДТА, pH 7,2, при +4 °С. Митохондрии изолировали методом дифференциального центри
фугирования [5]. Ядерную фракцию удаляли центрифугированием при 600 g в течение 10 мин при +4 °С. Для 
осаждения митохондрий полученный супернатант центрифугировали при 8500 g в течение 10 мин при +4 °С, 
далее митохондриальный осадок дважды промывали в среде выделения при +4 °С и ресуспендировали 
таким образом, чтобы концентрация белка составила 35-40 мг/мл. В отдельном эксперименте с целью 
гистологического исследования гепатотоксического действия тетрахлорметана осуществляли перфузию 
печени холодным 1,15 % раствором КС1. Концентрацию белка определяли по методу Лоури [6].

В митохондриальной фракции гепатоцитов определяли содержание восстановленного глутатиона 
(GSH) по методу Эллмана [7], используя коэффициент молярной экстинкции е4р-13600 М ^-см1. Для 
определения концентрации GSH к 0,2 мл суспензии митохондрий добавляли 0,1 мл 25 % ТХУ и подвер
гали 2-3-м циклам замораживания-оттаивания. Затем центрифугировали 3 мин при 5000 g и к 0,15 мл 
супернатанта прибавляли 1,2 мл 0,5 М фосфатного буфера, pH 7,8 и 50 мкл раствора реактива Эллмана 
(5 мМ). Осадок использовали для определения содержания смешанных дисульфидов глутатиона с бел
ками (PSSG) по методу, описанному Rossi с соавт. [8].

Активность митохондриальной сукцинатдегидрогеназы определяли по скорости восстановления 
2, 6-дихлорфенолиндофенола [9] после разрушения митохондрий. Активность маркерных ферментов 
аланинаминотрансферазы (ALT) и аспартатаминотрансферазы (AST) в плазме крови анализировали, 
используя наборы реактивов (Pliva-Lachema a.s., Brno, Czech Republic).

С целью исследования гепатотоксических эффектов четыреххлористого углерода осуществляли гисто
логический анализ срезов печени крыс при помощи световой и электронной микроскопии. Для исследований 
с помощью световой микроскопии выполняли фиксацию одной части ткани печени в смеси Бэкера, другую 
же часть замораживали в жидком азоте для определения степени тетрахлорметан-индуцированного гепато- 
за. Для световой микроскопии срезы ткани печени толщиной 5 мкм в парафине окрашивали гематоксилин- 
эозином. Изготовленные в криостате срезы толщиной 10 мкм окрашивали Суданом III. Для проведения 
электронно-микроскопического исследования из каждой экспериментальной группы образцы ткани печени в 
течение 2 часов фиксировали 1 % раствором четырехокиси осмия на 0,1 М буфере Миллонига, pH 7,4 [10] 
при +4°С. Далее выполняли дегидратацию образцов в восходящей концентрации спирта и ацетоне и залива
ли в смесь эпона и аралдита по методу Н. Mollenhauer [11]. Для контрастирования срезов, изготовленных на 
ультратоме LKB-111, использовали уранилацетат и цитрат свинца. Таким образом, приготовленные срезы 
исследовали в электронном микроскопе ЭВ-100 ЛМ (Украина) при увеличениях 6800 и 28000 раз.

Результаты и их обсуящение. Электрон-транспортная цепь митохондрий оказалась весьма чув
ствительной к воздействию свободно-радикальных продуктов, образуемых в процессе метаболизма 
тетрахлорметана. Рис. 1 представляет изменения активности сукцинатдегидрогеназы митохондрий пе
чени крыс при острой интоксикации тетрахлорметаном. Через 24 часа после интоксикации активность 
фермента уменьшалась на 35 % (р < 0,05). Введение фармакологической дозы мелатонина (10 мг/кг 
массы тела, х 3) не изменяло активности фермента как у контрольных, так и интоксицированных жи
вотных (рис. 1). Одновременно токсическое поражение печени сопровождалось исчерпанием восста
новленного глутатиона в митохондриях (рис. 2), уровень которого уменьшался при интоксикации на 
25 % (р < 0,05) и не изменялся при введении мелатонина. Содержание смешанных дисульфидов глута
тиона с митохондриальными белками возрастало на 35 % при интоксикации (данные не показаны). 
Следует отметить весьма невысокий уровень GSH и GSSP в митохондриях, 8-10 нмоль/мг белка и 0,1 — 
0,2 нмоль/мг белка, соответственно, что значительно ниже соответствующих значений в цитоплазме 
клеток печени. О степени токсического поражения печени мы судили по выраженному возрастанию 
активности маркерных ферментов ALT (в 2,4 раза, р < 0,05) и AST (в 1,8 раза, р < 0,01) в плазме крови 
крыс. Нами не обнаружено предотвращения гепатотоксического эффекта тетрахлорметана мелатони
ном (рис. 3).
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Рис. 1. Активность сукцинатдегидрогеназы митохондрий 
печени крыс через 24 часа после острой интоксикации тетра- 
хлорметаном (4 г/кг массы тела животного, внутрижелудоч- 
но), эффект мелатонина (3 x10  мг/кг массы тела, 
внутрибрюшинно). ** -  статистически достоверно по отно
шению к контролю, р < 0,01.

Рис. 2. Содержание восстановленного глутатиона GSH в мито
хондриях печени крыс через 24 часа после острой интоксикации 
тетрахлорметаном (4 г/кг массы тела животного, внутрижелудоч- 
но), эффект мелатонина (3x10 мг/кг массы тела, внутрибрюшин
но). * -  и ** -  статистически достоверно по отношению к контролю, 
р < 0,05 и р < 0,01, соответственно.

Рис. 3. Активности ALT и AST в плазме крови крыс через 24 часа после острой интоксикации тетрахлорметаном (4 г/кг массы 
тела животного, внутрижелудочно), эффект мелатонина (Зх 10 мг/кг массы тела, внутрибрюшинно). *** -  статистически досто
верно по от ношению к контролю, р < 0,001 (ALT); # # # -  статистически достоверно по от ношению к контролю, р < 0,001 (AST).

Рис. 4. Токсическое поражение печени крыс тетрахлормета- Рис. 5. Токсическое поражение печени крыс тетрахлор- 
ном: липидные включения и формирование мембранных метаном: повреждения митохондрий гепатоцитов и эн- 
структур в цитоплазме гепатоцитов, увеличение 6800. доплазматической сети, увеличение 28000.

В независимом эксперименте обнаруженные ранее метаболические и функциональные нарушения 
митохондрий печени крыс мы сравнили с морфологическими изменениями клеток печени при интокси
кации. Токсическое поражение печени крыс тетрахлорметаном сопровождалось значительными ульт- 
раструктурными изменениями гепатоцитов, регистрируемыми методом электронной микроскопии. В 
цитоплазме клеток мы обнаружили значительные липидные включения, которые приводили к смеще
нию внутриклеточных структур и ядра (рис. 4). Наиболее выраженными оказались морфологические 
нарушения структуры митохондрий. Электронно-микроскопические исследования продемонстрирова
ли развитие существенного полиморфизма митохондрий, их гипертрофию, набухание и просветление 
матрикса, выраженную редукцию крист при интоксикации. Изменялась структура наружной мембраны 
митохондрий, которая приобретала волнистые очертания, что способствовало увеличению поверхност-



168 Висит ГрДУ Серый 2 N° 1 200 9

'.-Ъ.ж **£- * •' У * •«•» * /
"  *  V * • Ж . '* *  : ** . . ' у  .*

•5*.'-‘Л ■ г . .  •• .V.';• ». % . *. •- /  г. : ■ •
*; *1 -  - .*,• •? ✓ . ... г*  <> •'*<$*$ л *• > , ** *< V* у« * * * * ...
: ;*•. %/.. .ч> * t : ; . -*. .*•*.* * ' г *. •'- . • * v.  ., :<п.*.*ч? - *\#.• w ■ >•£> *‘••*.1» » * *• ■ ■*»■• "к * •* ’  ̂*<л« % »  ̂ » * 4

а * *  * - ,. * %
у<

> •  • ;% # • > < /  а %; о .  v > Д ; :о :  • .£

v У .ft * *
♦ >п

«•> «СЛТ'
i> *- i. *-

Рис. 6. Токсическое поражение печени крыс теграхлорметаном: а) гидропическая и жировая дистрофия гепатоцитов; б) некроти
ческие изменения гепатоцитов. перифокальная лимфо- и лейкоцитарная инфильтрация, гематоксилин -  эозин, увеличение 210.

Рис. 7. Микрофотография гепатоцитов интактных Рис. 8. Уменьшение степени гидропической дистрофии в гепатэ-
крыс, гематоксилин -  эозин, увеличение 210. цитах крыс при коррекции мелатонином токсического пораже

ния печени крыс тетрахлорметаном, гематоксилин -  эозин, 
увеличение 210.

ной плотности (рис. 5). Мы наблюдали также значительные изменения эндоплазматической сети, рас
ширение ее цистерн, фрагментацию мембран, уменьшение числа связанных рибосом, образование элект
ронно-светлых областей цитоплазмы.

Деструктивные изменения митохондрий: размер и число крист, электронная плотность матрикса 
зависели от локализации гепатоцитов в печеночной дольке. Следует отметить, что интоксикация не 
приводила к нарушениям ядерной оболочки гепатоцитов, лишь местами были обнаружены незначи
тельные отслоения наружной мембраны. Ядра гепатоцитов интоксицированных животных характери
зовались эксцентрично локализованным ядрышком и неравномерно расположенным мелкозернистым 
хроматином. Изменения структуры гепатоцитов, индуцируемые тетрахлорметаном и регистрируемые 
на электронно-микроскопическом уровне, мы сравнили с изменениями, регистрируемыми на светооп
тическом уровне. Гистологические исследования печени крыс, интоксицированных тетрахлорметаном, 
продемонстрировали резко выраженные нарушения балочной структуры печени, значительные измене
ния практически всех гепатоцитов -  жировую и гидропическую дистрофию, переходящую в балонную 
(рис. 6а). Существенные деструктивные изменения цитоплазмы проявлялись в мелко-, средне- и круп
нокапельном ожирении, вакуолизации цитоплазмы. Жировую дистрофию мы подтвердили прокрашива
нием препаратов печени Суданом III. Параллельно некротическим изменениям гепатоцитов при токси
ческом поражении печени мы наблюдали выраженную лимфо- и лейкоцитарную инфильтрацию (рис. 
66). Рис. 7 представляет светооптическую микрофотографию гепатоцитов контрольных крыс.

Интоксикация крыс на фоне введения мелатонина приводила к значительно менее выраженным изме
нениям структуры печени: структура долек была сохранена на большем протяжении, количество гепато
цитов с признаками гидропической дистрофии было значительно меньше, чехм при интоксикации крыс, не 
получавших мелатонин (рис. 8). Введение мелатонина уменьшало также количество гепатоцитов с круп
ными липидными включениями и степень некротических изменений гепатоцитов; мы отмечали лишь 
единичные мелкие деструктурированные участки, захватывающие несколько клеток. В то же время при 
введении мелатонина интоксицированным животным, как и в группе животных с интоксикацией без кор
рекции, были обнаружены многочисленные мелкие очаги внутридольковой лейкоцитарной инфильтрации.

Таким образом, интоксикация крыс тетрахлорметаном связана с выраженными деструктивными 
изменениями в ткани печени. Нами обнаружены значительные изменения морфологии митохондрий
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гепатоцитов, нарушения редокобаланса митохондрий и активности ферментовдыхательной цепи ми
тохондрий. Считается, что нарушения процессов окислительного фосфорилирования в митохондриях 
могут служить причиной целого ряда патологических состояний [14]. Причиной митохондриальных по
вреждений могут быть нарушения ферментов дыхательной цепи, отсутствие низкомолекулярных пере
носчиков электронов (например, коэнзима Q), недостаток кислорода, повреждения целостности мито
хондриальной мембраны или митохондриальной ДНК. Специфическая коррекция или профилактика 
митохондриальных нарушений фармакологическими агентами представляет перспективный подход в 
современных медицинских технологиях («митохондриальная медицина») [14]. Мелатонин, секретор
ный продукт эпифиза, вводимый в фармокологических дозах (3 х  10 мг/кг массы тела), уменьшал 
степень деструктивных изменений гепатоцитов при токсическом поражении печени.
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