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ПРЕДИСЛОВИЕ

Учебное пособие создано в соответствии с учебным пла-
ном и базовой программой подготовки студентов по специ-
альности 1-31 01 01-02 Биология (научно-педагогическая дея-
тельность); специализация 1-31 01 01-02 05 Биохимия. Этот 
предмет завершает подготовку специалистов в 10-м семестре 
обучения студентов и предназначен для ознакомления обучае-
мых с характером биохимических исследований, проводимых 
в ряде вузов Министерства образования и научно-исследова-
тельских институтах Национальной академии наук Республи-
ки Беларусь. Учебное пособие не претендует на исчерпываю-
щую информацию о многогранных биохимических исследо-
ваниях белорусских ученых. Данное издание должно проде-
монстрировать то, что биохимические методы исследования 
активно внедряются в фундаментальные и прикладные иссле-
дования не только в общепризнанных и авторитетных науч-
ных и педагогических центрах г. Минска, но и в других горо-
дах республики.

Изучение современных проблем биохимии служит для до-
стижения основной цели: подготовить выпускника-биохимика 
к профессиональной деятельности и сократить время его 
адаптации к решению научных, производственных и учебных 
биохимических задач. В соответствии с этим пособие включа-
ет материалы по применению биохимических методов in sili-
co (компьютерное моделирование), in vitro и in vivo. В матери-
алах книги содержится более 190 методик биохимического 
анализа, 50 таблиц, более 90 рисунков, около 200 источни-
ков литературы. Потребность в таком издании вызвана 
тем, что стремительное развитие технологий биохимических 
исследований сокращает навыки биохимика-исследователя до 
этапа пробоподготовки, а остальное выполняют приборы. 

Наряду с классическими методами выделения и изучения 
ферментов, оценки обмена белков, углеводов, липидов, нукле-



иновых кислот, состояния энергетического обмена, свободно-
радикальных процессов в пособии представлены методы им-
мунохимического анализа, молекулярно-генетических иссле-
дований, анализа данных банков нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей макромолекул, исследование 
нанофлюидики. В практическом отношении будут полезными 
методики изучения фагоцитоза, апоптоза, некроза, биохими-
ческих характеристик тканей животного и растительного про-
исхождения.

Глава 1 написана В.В. Хрусталевым, Е.В. Барковским, 
Д.Я. Задорожным; гл. 2 – А.С. Дроздовым, С.Б. Бокутем; 
гл. 3 – А.Ф. Макарчиковым; гл. 4 – Е.М. Дорошенко, 
В.Ю. Смирновым; гл. 5 – В.Н. Никандровым, Н.С. Пыжо-
вой; гл. 6 – Л.И. Надольник, О.И. Валентюкевичем; гл. 7 – 
А.И. Грицуком; гл. 8 – Э.П. Титовцом; гл. 9 – Л.М. Караедовой; 
гл. 10 – А.Н. Бородинским, И.К. Дремзой; гл. 11 – В.У. Бу ко, 
О.Я. Лукивской, Е.Е. Нарутой; гл. 12 – Л.Б. Заводником, 
Е.А. Лап шиной, В.Т. Чещевиком, И.К. Дремзой, И.Б. Заводни-
ком; гл. 13 – Е.И. Коваленко, А.А. Чиркиным; гл. 14 – 
Е.О. Данченко; гл. 15 – Н.В. Пивень; гл. 16 – С.Б. Мельновым, 
Т.Л. Лебедь, В.Н. Ки пенем; гл. 17 – Т.А. Толкачевой, И.М. Мо-
ро зовой, Г.В. Ляхновичем; гл. 18 – Е.В. Морозовой, Л.Н. Ни-
колаевич, А.А. Чиркиным.



ГЛ А В А 12. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
МИКРОСОМАЛЬНЫХ

И МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ МЕМБРАН

Клеточные мембраны либо ограничивают цитоплазму и 
органеллы со строго определенными свойствами, либо обра­
зуют ретикулярные или везикулярные структуры в цитоплаз­
ме. К настоящему времени из животных клеток, имеющих 
ядро, выделены и биохимически охарактеризованы все основ­
ные типы мембран и органелл. Стало очевидным, что мембра­
ны обладают сложной организацией, структурной и функцио­
нальной мозаичностью, высокой подвижностью (лабиль­
ностью) и устойчивостью.

Многие методы выделения мембран основаны на получе­
нии фрагментов, отделяющихся от поверхности клеток либо 
клеточных органелл в виде везикулярных структур. Каждая 
клеточная органелла или сеть мембран содержит строго опре­
деленные ферменты - маркеры и обладает набором физико- 
химических свойств, обеспечивающих ее уникальность. Так, 
маркерами внутренней митохондриальной мембраны служат 
ферменты - переносчики электронов, наружная митохондри­
альная мембрана, которая при фрагментации образует везику­
лы, характеризуется моноаминооксидазой.

Данная глава посвящена приемам изучения важнейших 
клеточных компонентов - микросомальных и митохондриаль­
ных мембран.

12.1. Микросомальные мембраны 
и метаболизм ксенобиотиков

Многие ксенобиотики, попав в организм, как и эндогенные 
соединения, подвергаются биотрансформации и выделяются в 
виде метаболитов. В основе биотрансформации в основном 
лежат энзиматические преобразования молекул. Биологиче­
ский смысл явления - превращение химического вещества 
в форму, удобную для выведения из организма, и тем самым 
сокращение времени его действия.

Концепция I, II и III фаз метаболизма ксенобиотиков. 
I фаза метаболизма в широком смысле может быть определе­
на как этап биотрансформации, в ходе которого к молекуле 
присоединяются полярные функциональные группы либо 
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осуществляется экспрессия таких групп, находящихся в суб­
страте в скрытой форме. Это достигается либо путем окисле­
ния или (значительно реже) восстановления молекул с по­
мощью оксидоредуктаз, либо путем их гидролиза эстеразами 
и амидазами.

Фаза II - этап биологической конъюгации промежуточных 
продуктов метаболизма с эндогенными молекулами, такими, 
как глутатион, глюкуроновая кислота, сульфат и т.д. Специфи­
ческие системы транспорта конъюгированных дериватов обе­
спечивают их выведение из организма. В ходе биопревраще­
ний липофильный и, следовательно, трудновыводимый ксено­
биотик становится гидрофильным продуктом, что обусловли­
вает возможность его быстрой экскреции.

Выделяют также III фазу детоксикации ксенобиотиков - 
экспорт из клетки коньюгатов ксенобиотиков, катализируе­
мый белками суперсемейства ABC-транспортеров (MDR- 
белки). Далеко не всегда преобразования молекулы представ­
ляет собой простое чередование I, II и III фаз метаболизма. 
Возможна и более сложная последовательность реакций био­
превращений.

Локализация процессов биотрансформации. Основным 
органом метаболизма ксенобиотиков в организме человека и 
млекопитающих является печень, главным образом благодаря 
разнообразию и высокой активности ферментов биотрансфор­
мации. Кроме того, портальная система обеспечивает про­
хождение всех веществ, поступивших в желудочно-кишечный 
тракт, именно через печень, до того, как они проникнут в об­
щий кровоток. Это также определяет функциональное предна­
значение органа.

Тончайшая сеть печеночных капилляров, огромная пло­
щадь контакта между кровью и поверхностью гепатоцитов, 
обеспечивающаяся микроворсинками базальной поверхности 
печеночных клеток, обусловливают высокую эффективность 
печеночной элиминации токсиканта на клеточном уровне.

Продукты I фазы метаболизма поступают в общий крово­
ток и могут оказывать действие на органы и системы. Печень 
выбрасывает в кровь и продукты II фазы метаболизма. Из кро­
ви продукты превращения могут захватываться почками, лег­
кими, другими органами, повторно печенью для экскреции с 
желчью. С желчью метаболиты поступают в кишечник, где 
частично реабсорбируются и повторно поступают в печень 
(цикл печеночной рециркуляции).
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Несмотря на доминирующую роль печени в метаболизме 
ксенобиотиков, другие органы также принимают участие 
в этом процессе. Почки и легкие содержат энзимы I и II фаз 
метаболизма. Особенно велика роль почек, поскольку в этом 
органе имеется специфическая система захвата и катаболизма 
продуктов конъюгации, образующихся в печени. Активность 
процессов биотрансформации в других органах (кишечнике, 
селезенке, мышечной ткани, плаценте, мозге) ниже. В ходе 
внепеченочного метаболизма могут образовываться продукты, 
как аналогичные продуктам печеночного происхождения, так 
и отличные от них. Иногда в ходе внепеченочного метаболиз­
ма может осуществляться активация метаболитов, образую­
щихся в печени.

Микросомальные мембраны. Механизм гидроксилиро­
вания ксенобиотиков. Ферменты, участвующие в метаболиз­
ме ксенобиотиков, локализованы в основном внутриклеточно. 
Основным местом метаболизма ксенобиотиков в клетке лю­
бой ткани является эндоплазматический ретикулум. Неболь­
шое их количество определяется в растворимой фракции ци­
тозоля, Мх; большинство же связано с гладким эндоплазматиче­
ским ретикулумом. Методом ультрацентрифугирования гладкий 
эндоплазматический ретикулум выделяется из исследуемых кле­
ток в виде фрагментов мембранных структур, называемых ми­
кросомами.

Микросомы (от микро... и греч. soma - тело) — фрагменты 
эндоплазматической сети (пузырьки диаметром около 
1000 нм), образующиеся при разрушении клеток в процессе 
гомогенизации тканей животных и растений. Различают два 
типа микросом: с гладкой и шероховатой поверхностью 
(вследствие расположения на последних рибосом). Основ­
ная группа ферментов, участвующих в метаболизме ксенобио­
тиков, получила название микросомальные ферменты. Ми­
кросомальные мембраны представляют собой обогащенный 
источник мембраносвязанных ферментов метаболизма ксено­
биотиков. Принципиальным является наличие в мембранах 
эндоплазматического ретикулума суперсемейств окисляющих 
гемопротеидов (монооксигеназ) - цитохромов Р-450 (CYP) 
и осуществляющих коньюгацию уридиндифосфоглюкуроно- 
зилтрансфераз. Цитохром Р-450 представляет собой сложный 
белок с ковалентно-связанным гемом (гемопротеид), обеспе­
чивающим присоединение кислорода. Как и другие гемопро­
теиды (гемоглобин, каталаза), цитохром Р-450 имеет тетра- 
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пиррольную простетическую группу, содержащую ион желе­
за. Хелатный комплекс протопорфирина с Fe2+ называется ге­
мам или протогемом. Аналогичный комплекс с Fe3+ носит 
название гемина или гематина. В геме четыре лигандные 
группы порфирина образуют комплекс с железом, имеющий 
плоское строение; 5-я и 6-я координационные связи располо­
жены перпендикулярно к плоскости порфиринового кольца. 
Например, в гемоглобине 5-е положение занято имидазоль­
ной группой гистидина, а 6-е остается незамещенным либо 
замещается кислородом. Природа 5-го и 6-го лигандов в ци­
тохроме Р-450 окончательно не выяснена. Известно, что си­
стемы, где 5-м лигандом является атом серы, а 6-м - азот ими­
дазола, лучше всего моделируют свойства этого гемопротеи­
да. Следует отметить, что в настоящее время, исходя из не­
полного соответствия гемопротеида классу цитохромов, 
Номенклатурной Комиссией Международного Союза биохи­
мии и молекулярной биологи (NC-IUBMB) рекомендовано 
этот фермент называть гем-тиолатный протеин Р-450 вместо 
цитохром Р-450. Число 450 означает, что восстановлен­
ный гем, связанный с СО, характеризуется максимумом спек­
тра поглощения при длине волны 450 нм.

Цитохром Р-450 - монооксигеназа, так как катализирует ре­
акцию включения одного из атомов молекулярного кислорода 
в молекулу окисляемого вещества. Цепь реакций микросомаль­
ного окисления называют также монооксигеназной цепью. 
Конъюгация обычно катализируется семейством фермента ури- 
динглюкуронилтрансферазы (UGTs), имеющее два семейства 
изоферментов UGT1 и UGT2, в которых идентифицировано 
16 подтипов.

Основные закономерности протекания ферментативных 
процессов с участием микросомального монооксигеназного 
комплекса, представлены на рис. 12.1. Механизм гидроксили­
рования ксенобиотков цитохромами Р-450 включает пять ста­
дий [ 1-4].

Первая стадия реакции - взаимодействие субстрата S с 
окисленной формой цитохрома Р-450. Цитохром Р-450 связы­
вает окисляемый субстрат S и активирует молекулярный кис­
лород.

Вторая стадия - восстановление фермент-субстратного 
комплекса S-Fe3+ до S-Fe2+ электроном, который поступает 
от NADOH посредством флавопротеида (НАДФН-цитохром 
Р-450 редуктазы).
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Рис. 12.1. Упрощенная схема превращения субстрата с участием цитохрома 
Р-450

Третья стадия - образование тройного комплекса S-Fe2+- 
- О2. Кислород присоединяется к восстановленному фермент- 
субстратному комплексу с высокой скоростью порядка 106 
М-1 ■ с-1. Ферригем Ре3+не способен связывать кислород.

Четвертая стадия - восстановление вторым электроном 
тройного комплекса S-Fe2+-O2 до S-Fe2+(O2 “). В зависимости 
от субстрата и изоформы гемопротеида поставка второго 
электрона может происходить или посредством НАДФН- 
цитохром Р-450 редуктазы или НАДН-специфичной цепи пе­
реноса электронов.

Пятая стадия - сложный процесс, который состоит из не­
скольких ступеней. Она характеризуется внутримолекулярны­
ми превращениями восстановленного тройного комплекса 
и его распадом с освобождением молекулы воды и гидрокси­
лированного субстрата. В ферродиоксикомплексе происходит 
активация молекулярного кислорода, обеспечивающая воз­
можность окисления в физиологических условиях многих со­
единений с высокими скоростями.

Вторая фаза метаболизма. Конъюгация. Превращение 
молекул в первой фазе биотрансформации усиливает их по­
лярность, уменьшает способность растворяться в липидах. 
Только благодаря этому целый ряд чужеродных соединений 
лучше выделяется с мочой. Эффект еще более усиливается, 
когда к образовавшимся в ходе I фазы метаболизма продуктам 
присоединяются такие эндогенные вещества, как ацетат, суль­
фат, глюкуроновая кислота, глутатион и т.д. Как и энзимы 
I фазы метаболизма ксенобиотиков, энзимы II фазы обладают 
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слабой субстратной специфичностью и участвуют в превра­
щениях большой группы химических веществ.

12.2. Выделение микросом.
Количественное определение цитохромов

Выделение постмитохондриального супернатанта пече­
ни крыс. Перед декапитацией животных лишают корма в те­
чение 20 ч. В этих условиях в гепатоцитах наблюдается почти 
полное исчезновение депо гликогена, что позволяет избежать 
значительных потерь эндоплазматического ретикулума (соо- 
саждения с митохондриями комплекса эндоплазматический 
ретикулум-гликоген) в процессе центрифугирования гомоге­
ната. Гемоглобин и другие белки крови удаляют из печени пу­
тем перфузирования органа через нижнюю полую вену ох­
лажденным до температуры +2 °С 1,15 %-ным раствором КС1 
под давлением 100 мм рт. ст. в течение 2 мин. После этого пе­
чень быстро извлекают, промывают в ледяном растворе КС1, 
просушивают на фильтровальной бумаге, взвешивают, из­
мельчают и гомогенизируют в таком же растворе (масса тка­
ни : раствор = 1 : 3) в гомогенизаторе типа Поттера - Эльве- 
гейма с тефлоновым пестиком (скорость вращения - 400 об/мин, 
7-8 разовых движений вверх - вниз). Все процедуры прово­
дят при температуре 0-4 °С.

Выделение микросомальной фракции печени крыс. 
Микросомальную фракцию печени выделяют дифференци­
альным центрифугированием постмитохондриального супер­
натанта по методу И.И. Карузиной и А.И. Арчакова [1]. Полу­
ченный гомогенат центрифугируют при 9000 g (4 °С) в тече­
ние 15 мин для осаждения неразрушенных клеток, клеточных 
мембран, ядер, Мх. Супернатант повторно центрифугируют 
при 105 000 g в течение 1 ч. Осадок ресуспендируют в 0,1 М 
Tris-HCl-буфере, pH 7,4, и разводят в зависимости от целей 
опыта до концентрации 0,5, 2 или 4 мг белка в 1 мл

Определение содержания цитохромов Ь5 и Р-450 в ми­
кросомах. Содержание цитохромов Ь5 и Р-450 в микросомаль­
ной фракции печени определяют методом, предложенным 
Т. Омура и Р. Сато [2], путем регистрации разницы в поглоще­
нии окисленной и восстановленной форм цитохрома Ь5 и ве­
личины поглощения комплекса восстановленного цитохрома 
Р-450 [К.Ф. 1.14.14.1] с оксидом углерода при 450 нм. Измере­
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ния проводят в 100 мМ Tris-HCl-буфере, pH 7,4, с содержани­
ем белка микросом 0,4—0,5 мг/мл. Восстановление гемопро­
теида осуществляют добавлением в одну из кювет избыточно­
го количества (несколько кристаллов) дитионита натрия 
(опытная кювета и кювета сравнения содержат одинаковое ко­
личество микросомального белка). Разница в оптической плот­
ности между минимумом (408 нм) и максимумом (428 нм) 
спектра поглощения в расчете на 1 мг белка служит показате­
лем, характеризующим содержание цитохрома Ь$. При изме­
рении содержания цитохрома Р-450 после записи нулевой ли­
нии в обе кюветы добавляют несколько кристаллов дитионита 
натрия, затем через 1 мин в одну из кювет в течение 2 мин 
пропускают СО и записывают дифференциальный спектр 
(угарный газ собирают в аппарате Киппа при взаимодействии 
концентрированной муравьиной кислоты с концентрирован­
ной серной кислотой). Разница между максимумом при 
450 нм и минимумом при 490 нм спектра поглощения в расче­
те на 1 мг белка является показателем содержания питохрома 
Р-450. Расчет содержания цитохромов Ь5 и Р-450 в микросо­
мальной фракции производят с использованием коэффициен­
та поглощения по формуле (12.1):

^=А£(Х1-Х2)-1000/С-/-Е, (12.1)

где А - содержание цитохромов Ъ5 и Р-450, нмоль/мг белка;
- Х2) - разница оптической плотности между длинами 

волн 428 и 408 нм (цитохром Z>5) или между длинами волн 450 
и 490 нм (цитохром Р-450); с - количество белка в микросо­
мах, мг/мл; / - длина оптического пути, см; є - коэффициенты 
поглощения: 185 мМ -1 • см-1 (для цитохрома в5) и 91 мМ -1 х 
х см-1 (для цитохрома Р-450) [5-6].

12.3. Определение активности некоторых 
ферментов лекарственного метаболизма

Определение оксидоредуктазной активности (определе­
ние НАДФН (НАДН) — цитохром с и KJFefCN^]-редуктаз- 
ных активностей) микросом печени. Электрон-транспорт- 
ную активность флавопротеидов редокс-цепей микросомаль­
ной фракции печени исследуют с помощью вводимых в среду 
инкубации акцепторов электронов: цитохрома с и феррициа­
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нида калия. Принцип метода основан на определении скоро­
сти изменения поглощения акцепторов электронов при пере­
ходе из окисленной в восстановленную форму [3].

НАДФН-специфический флавопротеид [К.Ф.1.6.2.4] со­
держит в своем составе ФАД и ФМН и может быть источни­
ком двух электронов для последовательного восстановления 
фермент-субстратного комплекса. Исходя из этого, для оценки 
его электрон-транспортной активности используют искусст­
венные акцепторы электронов [4].

Для измерения НАДФН (НАДН) - цитохром с-редуктаз- 
ной активности используют инкубационную смесь следующе­
го состава: 100 мкМ НАДФН (НАДН), 50 мкМ цитохрома с, 
330 мкМ NaCN, 40 мкг белка микросом (для НАДФН) или 
15 мкг (для НАДН). Измерение скорости восстановления ци­
тохрома с проводят при 550 нм. Коэффициент поглощения ци­
тохрома с (восстановленный минус окисленный) - 18,5 х 
х 103 NT1 • см-1.

НАДФН (НАДН) - К3[Ре(СМ)6]-оксидоредуктазные актив­
ности регистрируют с использованием инкубационной смеси 
следующего состава: 100 мкМ НАДФН (НАДН), 330 мкМ 
K3[Fe(CN)6]; белок микросом: 500 мкг (для НАДФН) и 
20 мкг (для НАДН). Измерение скорости восстановления 
K3[Fe(CN)6] проводят при 420 нм с использованием коэффи­
циента поглощения окисленного феррицианида калия, равно­
го 1,02 • 103 М-1 • см-1.

Измерение скорости окисления НАДФН и НАДН проводят 
в инкубационной смеси, содержащей 0,6-0,8 мг микросомаль­
ного белка и 33 мкМ НАДФН (НАДН). Об активности окси­
даз судят по скорости убыли восстановленных коферментов, 
регистрируемой при 320 нм. Коэффициент поглощения для 
НАДФН (НАДН) - 6,22 • 103 М’1 • см-1.

При определении активности оксидоредуктаз используют 
100 мМ Tris-HCl-буфер, pH 7,4. Измерения проводят в термо- 
статируемой кювете с длиной оптического пути 1 см в тече­
ние 1-3 мин при температуре 30 °С. Реакцию начинают внесе­
нием НАДФН (НАДН).

Активность ферментов рассчитывают по формуле (12.2):

А = ДЕ ■ 1000/(Аг • С • I • є), (12.2)

где А - активность ферментов (нмоль • мин1 • мг белка-1); 
ДЕ - изменение оптической плотности за время А/, мин; С - 

300



содержание белка в микросомах, мг/мл; / - длина оптического 
пути, см; а - коэффициент поглощения.

Определение скорости реакций окислительного деал­
килирования и гидроксилирования субстратов в микросо­
мах. Скорости реакций окислительного гидроксилирования 
ксенобиотиков в микросомальной фракции печени определя­
ют по скорости образования продуктов гидроксилирования.

Типичный гомолог ароматических углеводородов ани­
лин гидроксилируется исключительно в р-положении (90% 
всего продукта). Скорость его р-гидроксилирования определя­
ют по количеству образовавшегося р-аминофенола. Основной 
путь метаболизма амидопирина и этилморфина - отщепление 
от молекулы формальдегида.

Обе реакции протекают в молекуле цитохрома Р-450 в при­
сутствии НАДН в аэробных условиях.

Инкубационная смесь объемом 1 мл содержит 100 мМ 
Tris-HCl-буфера, pH 7,4, 5 и 16 мМ MgCl2 (соответственно для 
анилина и амидопирина или этилморфина), 3 мМ НАДФН и 
2-А мг белка микросом. Реакцию начинают внесением амидо­
пирина, анилина или этилморфина в конечной концентрации 
соответственно 8, 1 и 3 мМ. В контрольной пробе субстраты 
вносят после остановки реакции. Пробы инкубируют при 
температуре 37 °С в течение 5 мин (амидопирин и этилмор- 
фин) и 10 мин (анилин) при постоянном встряхивании. В те­
чение этого промежутка времени реакции протекают линейно.

Реакции гидроксилирования амидопирина или этилморфи­
на останавливают добавлением 250 мкл смеси равных объе­
мов раствора ZnSO4 и насыщенного раствора Ва(ОН)2, а ани­
лина - 500 мкл 15%-ного раствора ТХУ. Для осаждения бел­
ков пробы центрифугируют при 3500 g в течение 10 мин. Со­
держание образовавшихся аминофенола и формальдегида 
определяют в 1 мл надосадочной жидкости с помощью цвет­
ных реакций, вызываемых добавлением 500 мкл реактива 
Nash (5 г солянокислого аммония и 0,1 мл ацетилацетона 
в 6 мл 3%-ной уксусной кислоты) (для формальдегида) или 
500 мкл 10%-ного NaCO3 и 1,5 мл 2%-ного раствора фенола 
(для аминофенола). Пробы выдерживают в водяной бане при 
температуре 37 °С в течение 45 мин (для формальдегида) или 
30 мин (для аминофенола).

Интенсивность образовавшейся окраски измеряют при 
412 нм (для формальдегида) или 630 нм (для аминофенола). 
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Количество наномолей образовавшихся формальдегида и ами­
нофенола определяют по калибровочным кривым.

Активность ферментных систем рассчитывают по формуле 
(12.3):

А=т/С, (12.3)

где А - активность ферментов; т - содержание аминофенола 
или формальдегида в наномолях, образовавшееся за 1 мин 
в расчете на 1 мг белка и определяемых по калибровочным 
кривым; С - содержание белка в пробе.

Определение активности глуmamuoH-S-тран сфер азы. 
Активность глутатион-8-трансферазы определяют по скоро­
сти образования окрашенного продукта (конъюгата) при по­
мещении микросом или цитозоля клеток печени в инкубацион­
ную смесь, содержащую восстановленный глутатион и 1-хлор- 
2,4-динитробензол (ХДНБ) по методу Хабига. [5]. Принцип 
метода основан на катализируемой глутатион-8-трансферазой 
ферментативной реакции образования конъюгата 1-хлор-2,4- 
динитробензола в присутствии восстановленного глутатиона, 
имеющего максимум спектра поглощения при длине волны 
340 нм. Реакционная смесь содержит 3,6 мМ ХДНБ, 10 мМ 
восстановленного глутатиона в 0,1 М калий-фосфатном буфе­
ре, pH 6,65. Реакцию запускают внесением в среду 50 мкл сус­
пензии микросом. В контрольную пробу вносят аналогичное 
количество буферного раствора. Измерение поглощения про­
водят в течение 3 мин при комнатной температуре. Расчет ак­
тивности глутатион-8-трансферазы осуществляют с использо­
ванием коэффициента поглощения для образующегося про­
дукта конъюгации є = 9600 М-1 * см-1. Активность выражают 
в микромолях на минуту на миллиграмм белка.

12.4. Определение активности системы 
метаболизма ксенобиотиков в целом организме

Определение скорости элиминации тест-субстрата мо­
нооксигеназной системы - антипирина из крови (для 
крыс) или слюны (для людей). Концентрацию антипирина 
в плазме крови крыс определяют по методу Brodie [6]. Кры­
сам антипирин вводят в бедренную вену (50 мг/кг) под легким 
эфирным наркозом; 2 мл плазмы смешивают с 2 мл воды, 2 мл 
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цинкового раствора (10 г ZnSO4 • 7 Н2О + + 40 мл 6 н 
H2SO4 + вода до 1 л) и 2 мл 0,75 н раствора NaOH. После 
встряхивания в течение 30 с пробы оставляют на 10 мин. За­
тем их центрифугируют при 3500 об/мин в течение 15 мин; к 
3 мл супернатанта добавляют по 50 мкл 4 н раствора H2SO4. 
Поглощение раствора измеряют при 350 нм. Затем вносят по 
100 мкл 0,2%-ного раствора NaNO2 и снова спектрофотоме- 
трируют через 20 мин. Разница значений во втором и первом 
случае служит показателем концентрации антипирина в про­
бе. Калибровочную кривую строят по стандартным растворам 
антипирина в 0,07 н растворе H2SO4.

Учитывая литературные данные о том, что концентрация 
антипирина в слюне человека коррелирует с его содержанием 
в крови, можно использовать этот тест для изучения гидрок­
силирующей функции печени человека. Антипирин назнача­
ют внутрь в дозе 1 г в крахмальных облатках и через 0,5; 1; 
1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 8; 24; 36 и 48 ч собирают слюну. Кон­
центрацию антипирина в образцах слюны, очищенной от при­
месей центрифугированием, определяют так, как описано выше.

Расчет параметров фармакокинетики антипирина. Оп­
ределяют параметры фармакокинетики антипирина, исполь­
зуя график зависимости «концентрация - время». Период по­
луэлиминации Т]/2 - время элиминации из организма полови­
ны введенной и всосавшейся дозы - соответствует времени 
уменьшения в 2 раза его концентрации в плазме крови на 
участке моноэкспоненциального снижения уровня. Константу 
скорости элиминации антипирина Кел - параметр, характери­
зующий скорость исчезновения (элиминации) препарата из 
организма путем его биотрансформации и экскреции, рассчи­
тывают по (12.4):

где Кэл - константа элиминации; Т[/2 - период полувыведения.
Общий клиренс (СГ) характеризует скорость «очищения» 

организма от антипирина. Он соответствует (условно) той ча­
сти объема распределения, которая очищается от препарата 
в единицу времени (12.5):

С/ = КЭЛ-О7/Со), (12.5)

где Д — введенная доза; Со - начальная концентрация препара­
та в плазме крови.
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Площадь под фармакокинетической кривой «концентра­
ция - время» S - площадь фигуры, ограниченной фармако­
кинетической кривой и осями координат, рассчитывают по 
(12.6):

5=с0/*эл- (12.6)

Определение скорости элиминации антипирина и его 
окисленных метаболитов с мочой. Антипирин является ти­
пичным субстратом цитохрома Р-450. В организме он метабо­
лизирует до 3-гидроксиметил-, нор-, 4-гидрокси-, 3-карбокси­
метил- и 4,4’-дигидрокси-антипирин с последующим образо­
ванием соответствующих конъюгатов преимущественно суль­
фатов у крыс или глюкуронидов у людей.

Определение в моче крыс содержания антипирина и его 
первичных метаболитов [7]. Крысам вводят антипирин вну- 
трижелудочно в дозе 20 мг/кг в виде 0,08%-ного водного рас­
твора и помещают в обменные клетки для сбора мочи. Мочу 
собирают в течение 1,5 и 24 ч. Образцы мочи инкубируют 
в присутствии 50 мкл глюкуронидазы (сульфатаза - 2,5 U/мл, 
глюкуронидаза - 5 U/мл) в течение 3 ч при температуре 37 °С. 
Содержание антипирина и его первичных метаболитов опре­
деляют жидкостно-хроматографическим методом.

В пробы добавляют 80 мг фенацетина (внутренний стан­
дарт) в 50 мкл 96%-ного этанола. По 1 мл раствора вносят 
в две пробирки (компоненты 1 и 2).

Ход анализа компонента 7: к 1 мл раствора добавляют 
200 мг Na2SO4, 100 мкл 4 М NaOH и 10 мл хлороформа. По­
сле встряхивания (15 с) и центрифугирования (3000 об/мин, 
5 мин) с помощью шприца с длинной иглой отбирают 5 мл 
средней части органической фазы и выпаривают в токе азота 
при температуре +50 °С. Сухой остаток, содержащий антипи­
рин, 3-гидроксиметил- и 3-карбоксиметил-антипирин, раство­
ряют в 100 мкл элюента (смесь вода - метанол - 60 : 40) и 
25 мкл смеси вносят на колонку хроматографа.

Ход анализа компонента 2: к 1 мл раствора добавляют 
5 мл смеси хлороформ - пентан (30 : 70). Экстракцию прово­
дят в течение 15 с при энергичном встряхивании. После цен­
трифугирования (3000 об/мин, 5 мин) водную фазу извлекают 
и процедуру экстракции повторяют. Полученные органиче­
ские фазы объединяют, и 5 мл средней части раствора выпари­
вают досуха в медленной струе азота (+40 °С). Сухой остаток, 

304



содержащий нор- и 4-гидрокси-антипирин, растворяют в 
100 мкл элюента и 50 мкл наносят на колонку.

В работе можно использовать высокоэффективный жид­
костный хроматограф с колонкой размером 10 * 0,8 см, напол­
нитель Bondapak - Cj g. Скорость движения элюента - 1,5 мл/мин 
при давлении 70 атм. Детекцию выходящих фаз проводят с 
помощью ультрафиолетового детектора при 254 нм.

Установлено, что в течение первых 14 мин с момента по­
мещения образца в колонку хроматографа определяются ан­
типирин - время удержания 4,25 мин, 3-гидроксиметил-анти- 
пирин - 8,15, 3-карбоксиметил-антипирин - 8,15, нор-анти­
пирин - 9,5 и 4-гидрокси-антипирин - 11 мин. Расчет содер­
жания метаболитов производят по калибровочным графикам.

Определение в моче человека содержания антипирина и 
его первичных метаболитов. Антипирин назначают внутрь 
в дозе 10 мг/кг массы (в облатках). Мочу собирают за перио­
ды 0-4 ч, 4-8, 8-12, 12-24 ч после приема антипирина. Образ­
цы мочи инкубируют в присутствии p-глюкуронидазы в тече­
ние 3 ч при температуре 37 °С [6]. Дальнейший ход анализа 
осуществляют так, как описано выше.

Определение продолжительности фармакологического 
действия тест-субстрата гексенала у крыс. Гексенал мета­
болизируется преимущественно в печени цитохром-Р-450- 
зависимой микросомальной системой эндоплазматического 
ретикулума с образованием фармакологически неактивных 
полярных метаболитов. Следовательно, по длительности сна, 
вызванного введением гексенала, можно косвенно судить (с 
учетом состояния ЦНС) об активности гидроксилирующей 
функции печени. Гексенал вводят крысам внутрибрюшинно 
в дозе 100 мг/кг. Длительность сна крыс оценивают по про­
должительности бокового положения животных.

12.5. Митохондриальные мембраны.
Электрон-транспортная цепь митохондрий

Пять мембранных ферментов составляют систему окисли­
тельного фосфорилирования (OXPHOS), локализованную во 
внутренней митохондриальной мембране. Четыре из пяти 
белковых комплекса составляют «дыхательную цепь» и уча­
ствуют в переносе электронов, который в трех пунктах сопря­
жен с транслокацией протонов через внутреннюю митохон­
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дриальную мембрану. Результирующий протонный градиент 
используется АТФ-синтазным комплексом (пятым фермент­
ным комплексом) для фосфорилирования АДФ. Комплекс I, 
или NADH-дегидрогеназа, является основной точкой входа 
электронов в дыхательную цепь. Комплекс II, или сукцинат­
дегидрогеназа, представляет другую точку входа электронов 
в дыхательную цепь, которая передает электроны с сукцината 
на убихинон и непосредственно связывает цикл Кребса с ды­
хательной цепью. Этот электронный перенос не связан с 
транслокацией протонов через мембрану. Центральным ком­
понентом системы OXPHOS является цитохром с-редуктаза, 
или комплекс III, функционирующий в виде димера. Он 
транспортирует электроны с восстановленного убихинона 
(убихинола) на цитохром с, малый мобильный переносчик 
электронов, связанный с внешней поверхностью внутренней 
мембраны. Комплекс IV, или цитохром с-оксидаза, представ­
ляет собой конечный комплекс дыхательной цепи. Цитохром 
с-оксидаза катализирует перенос электронов от цитохрома с 
на молекулярный кислород, восстанавливая последний до 
воды. ATP-синтаза, комплекс V, использует полученный про­
тонный градиент для синтеза АТР.

В течение долгого времени свободно-диффузионная модель 
(fluid-state) использовалась для описания организации системы 
OXPHOS. Согласно данной модели, комплексы респираторной 
цепи свободно диффундируют в мембране и перенос электро­
нов происходит в результате случайных хаотических соударе­
ний. Эта модель основана на том, что все индивидуальные 
белковые комплексы системы OXPHOS могут быть изолирова­
ны с сохранением ферментативной активности.

В последнее десятилетие появляется все больше доказа­
тельств, указывающих на стабильные взаимодействия ком­
плексов OXPHOS в форме суперкомплексов. Предполагают, 
что суперкомплексы OXPHOS и единичные комплексы OX­
PHOS сосуществуют во внутренней митохондриальной мем­
бране. Более того, ассоциация комплексов OXPHOS в супер­
комплексы и диссоциация суперкомплексов на комплексы 
OXPHOS, как считают, является динамическим процессом, 
который зависит от физиологического состояния клетки. По­
следние исследования Мх быка и крысы показывают, что 
ATP-синтаза в митохондриальных мембранах организована в 
длинные ленты димеров и кристы Мх действуют как ловушки 
{traps) протонов, и ATP-синтаза может оптимизировать свою 
активность при недостатке протонов.
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Перенос электронов через комплекс III осуществляется с 
участием цитохрома с. Цитохромы с - это водорастворимые 
белки малой молекулярной массы (около 12 000 Да), первич­
ная структура которых содержит около 100 аминокислот. Ци­
тохромы с найдены у различных видов (растений, животных, 
бактерий). Цитохром с может катализировать реакции гидрок­
силирования, ароматического окисления и обладает перокси­
дазной активностью, окисляя различные доноры электронов. 
Цитохромы с являются металлопротеидами, которые функци­
онируют в реакциях переноса электронов и содержат в каче­
стве простетической группы гем с (или несколько гемов), ко­
валентно связанный с молекулой белка через одну или две тио- 
эфирные связи между кофактором и сульфгидрильной груп­
пой цистеина белка. Лигандом в 5-м координационном 
положении иона железа всегда является гистидин. Цитохромы 
с локализованы в межмембранном пространстве. Согласно 
Р. Амблеру [8], все цитохромы с можно разделить на четыре 
класса.

I класс - низкоспиновая форма растворимого цитохрома с 
митохондрий и бактерий, в которой гистидин, связанный с ге­
мом, находится в N-концевой части молекулы белка, а лиганд 
в 6-м координационном положении - метионин располо­
жен через 40 остатков по направлению к С-концу молекулы;

II - высокоспиновая форма цитохрома с и ряд низкоспино­
вых форм (например, цитохром с 556), которые имеют центры 
связывания гема в С-концевой области молекулы белка. Белок 
содержит четыре спиральных участка полипептидной цепи;

III - включает цитохромы, содержащие несколько гемов 
и имеющие низкий редокс-потенциал (цитохром с7 (три гема), 
сЗ (четыре гема) и высокомолекулярный цитохром с (hexadeca­
haem)), в котором на одну молекулу гема приходится 30-40 
остатков. Гемы с, координированные двумя гистидинами, явля­
ются структурно и функционально неэквивалентными и харак­
теризуются различными редокс-потенциалами от 0 до 400 мВ;

IV - белки данного класса нужны для поддержания слож­
ных белков, имеющих гем и другие простетические группы, 
например флавоцитохром с, цитохромы cd. Цитохромы этого 
класса являются белками, содержащими четыре гема, которые 
в 5-м и 6-м координационных положениях имеют или два ги­
стидина, или гистидин и метионин. Примером пространствен­
ной структуры таких белков служит цитохром с фотосинтети­
ческого реакционного центра (PRC).
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Ковалентное связывание гема с белком происходит на по­
ложительно заряженной стороне всех мембран, продуцирую­
щих энергию (периплазма бактерий, межмембранное про­
странство Мх, люмены тилакоидов), и требует: 1) синтеза и 
транслокации апоцитохрома с и гема через одну митохондри­
альную мембрану; 2) восстановления апоцитохрома с и гема и 
поддержания в восстановленной форме; 3) катализа реакции 
связывания гема. Только две формы митохондриальных ци­
тохромов с функционируют в дыхательной цепи. Помимо хо­
рошо известной роли цитохромов с в биоэнергетической ре- 
докс-химии С-типы цитохромов участвуют в функционирова­
нии антиоксидантных метаболических путей, в процессах 
клеточной сигнализации и регуляции.

Митохондриальный цитохром cl является одной из трех 
редокс-субъединиц третьего комплекса дыхательной цепи 
(комплекс цитохром bcl).

Митохондриальный цитохром cl «заякорен» в мембране 
одним мембранным сегментом вблизи С-конца. Препарат во­
дорастворимого цитохрома cl может быть получен удалени­
ем гидрофобного С-концевого участка. Водорастворимый ци­
тохром cl не может участвовать в сборке комплекса be 1.

Цитохром с является компонентом электрон-транспортной 
цепи, функция которого заключается в переносе электронов 
между комплексом III (убихинон-цитохром с-редуктаза или 
комплекс цитохром bcl) и комплексом IV (цитохром с-ок- 
сидаза). Цитохром с помимо функции переносчика электро­
нов в дыхательной цепи обладает способностью отделяться от 
внутренней митохондриальной мембраны, транспортировать­
ся в цитоплазму клетки и запускать цепь событий в цитозоле, 
которая ускоряет апоптоз [9]. Окислительный стресс и потеря 
мембранного митохондриального потенциала, Са2+-индуци- 
рованный митохондриальный переход с образованием пор вы­
сокой проницаемости (МРТ), истечение цитохрома с являются 
известными индукторами апоптоза [10]. Способность цито­
хрома с проявлять различные функции внутри Мх и в цитозо­
ле связана с клеточной локализацией гемопротеида. Это един­
ственный периферический белок, который взаимодействует с 
внешней стороной внутренней митохондриальной мембраны.

Выброс нескольких белков, которые в норме локализуются 
в межмембранном пространстве, наблюдается на ранних ста­
диях апоптоза. Только холоцитохром с, но не апоцитохром с 
способен стимулировать активацию прокаспазы-9, когда он 

308



выбрасывается в цитозоль и взаимодействует с Apaf-І (арор- 
totic protease activating factor) и прокаспазой-9 в присутствии 
dATP с образованием апоптосомного комплекса. Причем про­
демонстрировано, что восстановленная и окисленные формы 
цитохрома с могут активировать прокаспазу-9 с одинаковой 
эффективностью. Истечение цитохрома с из Мх происхо­
дит через специальный канал MAC (mitochondrial apoptosis- 
induced channel), пору, которая образуется во внешней мито­
хондриальной мембране на ранней стадии апоптоза и Всі ре­
гулируется Вс1-2 семейством белков.

Цитохромы являются важным классом металлобелков, уча­
ствующих в процессах электронного переноса и окислитель­
но-восстановительного катализа. Можно отметить, что окис­
лительно-восстановительные ферменты и металлобелки со­
ставляют более 40 % всех классифицированных Международ­
ным Союзом биохимии и молекулярной биологии белков. Они 
играют важную роль в сигнальных процессах, ответственны 
за регуляцию генов и их экспрессию, обеспечивают конвер­
сию энергии в процессах дыхания и фотосинтеза.

Изменяя структуру и природу белкового окружения метал­
ла в активном центре, живые системы эффективно регулируют 
физико-химические свойства этих белков. Одной из важней­
ших функциональных характеристик металлобелков является 
их окислительно-восстановительный потенциал. Его значение 
зависит от множества факторов, в том числе от координацион­
ной геометрии активного центра металлобелка, природы ли­
гандов железа, доступности активного центра белка для моле­
кул растворителя.

Таким образом, цитохром с в электрон-транспортной цепи 
Мх выступает акцептором электронов для комплекса III (ци­
тохром с-редуктазы) и донором электронов для комплекса IV 
(цитохромоксидазы).

Активность этих ферментных систем представляется важ­
нейшим параметром, характеризующим работу электрон- 
транспортной цепи Мх и биоэнергетический статус клетки.

12.6. Биохимический анализ мембран митохондрий

Спектрофотометрический метод измерения активности 
ротенон-нечувствительной НАДН: цитохром с-редуктазы. 
Измерения проводят в среде, содержащий 0,02 М фосфатного 
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буфера, pH 7,4, 1 мМ KCN, 1 мкМ ротенона, 1,5 мМ НАДН 
(донор электронов) и 20 мкМ цитохрома с. Реакцию в среде, 
содержащей окисленную форму цитохрома с, начинают вне­
сением нейтрализованного раствора (pH 7,4) аскорбиновой 
кислоты, конечная концентрация в кювете - 10 мкМ. На дли­
не волны 550 нм регистрируют процесс быстрого восстанов­
ления цитохрома с (восстановление цитохрома с сопровожда­
ется изменением цвета раствора от красновато-оранжевого до 
ярко-розового). Максимальное значение оптической плотно­
сти раствора на длине волны 550 нм соответствует полному 
восстановлению цитохрома с. Измерение активности роте- 
нон-нечувствительной НАДН: цитохром с-редуктазы начина­
ют внесением исследуемых препаратов Мх в кювету, содержа­
щую окисленный цитохром с, и регистрируют увеличение оп­
тической плотности на длине волны 550 нм. Рассчитывают 
удельную активность Мх, измеряемую в наномолях восста­
новленного цитохрома с за 1 мин в расчете на 1 мг белка Мх. 
Коэффициент молярной экстинкции цитохрома с равен sred - 
-еох(550нм)= 18 500 М"1 • см-1 [11].

Полярографический метод измерения активности ци- 
тохромоксидазы. В этом методе оценивают активность ци- 
тохромоксидазы по скорости потребления кислорода Мх. Сле­
дует отметить, что все процедуры при выделении, работе 
и хранении Мх надо проводить, соблюдая температурный ре­
жим: пробы необходимо хранить во льду, предварительно ох­
лаждать среды и инструмент до температуры 0-4 °С. В ячейку 
полярографа, содержащую среду следующего состава: 0,125 М 
сахарозы, 60 мМ КС1, 10 мМ Tris-HCl, 0,1 мМ 2,4-динитрофе­
нола, 40 мкМ цитохрома с, вносят суспензию интактных Мх 
либо Мх, разрушенных детергентом. Содержание митохон­
дриального белка в полярографической ячейке составляет 
0,5-1,0 мг/мл. (Митохондрии, разрушенные детергентом, го­
товят, смешивая равные объемы суспензии Мх и 2%-ного рас­
твора детергента Твин 80. Смесь встряхивают в течение 
2-3 мин и помещают на лед.)

Цитохромоксидазную реакцию начинают, внося нейтрали­
зованный до pH 7,4 раствор аскорбиновой кислоты, создавая 
в пробе ее концентрацию 10 мМ. Измеряют скорость погло­
щения кислорода и рассчитывают активность цитохромокси- 
дазы в наномолях поглощенного О2 за 1 мин в расчете на 1 мг 
белка.
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Экстрагирование цитохрома с из митохондриальной 
мембраны и реконструкция дыхательной цепи. Принцип 
метода состоит в разрушении внешней мембраны Мх с по­
мощью детергентов или гипотонической обработки и экстрак­
ции белков солевыми растворами.

Цель работы - экстрагировать цитохром с из Мх, убедить­
ся в снижении оксидазной активности препаратов Мх и акти­
вировать дыхание добавлением цитохрома с.

В качестве объекта исследования используются митохон­
дрии печени крыс.

Реактивы для выделения Мх печени крыс:
• сахароза - 0,25 М раствор;
• КС1 - 0,15 и 0,015 М растворы;
• сукцинат калия - 5 мМ раствор, pH 7,4;
• глутамат калия - 5 мМ раствор, pH 7,4;
• 2,4 динитрофенол - 0,005 М раствор, pH 7,4;
• среда инкубации: 0,15 М сахароза, 0,075 М КС1, 0,01 М 

фосфат калия, pH 7,4;
• раствор цитохрома с - 1 мг/мл; готовится непосредствен­

но перед опытом;
• реактивы для определения белка.
Все растворы готовят на бидистиллированной воде.
Ход анализа: изолированные митохондрии печени крыс 

суспендируют в 3 мл 0,25 М раствора сахарозы. Три кониче­
ские колбы заполняют 40 мл растворов: 1) 0,25 М сахарозы; 
2) 0,15 М КС1 и 3) 0,015 М КС1. В каждую колбу добавляют 
по 1 мл густой суспензии Мх. Содержимое всех колб осто­
рожно перемешивают в течение 10 мин при температуре 0 °С 
и затем переносят в три центрифужных стакана на 50 мл. Ми­
тохондрии отделяют центрифугированием при 10 000 g, су­
спендируют в 0,5 мл 0,15 М КС1 и переносят в три колбы, со­
держащие по 40 мл 0,15 М КС1. Содержимое колб вновь пере­
мешивают на холоде в течение 10 мин и центрифугируют по­
вторно в тех же условиях для отделения Мх. Полученные 
осадки Мх суспендируют в 0,3-0,5 мл 0,3 М раствора сахаро­
зы и используют в опытах. Скорости потребления кислорода 
определяют полярографически, используя в качестве субстра­
тов сукцинат и глутамат (5 мМ), а через 1-2 мин вносят дини­
трофенол (50-100 мкМ).

Для препарата, промытого гипотоническим раствором КС1, 
определяют зависимость скорости окисления сукцината от ко­
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личества добавленного в среду инкубации цитохрома с (кон­
центрации от 0 до 100 мкг/2 мл, 5-6 точек).

Определение активности комплекса III: убихинон-ци- 
тохром с-оксидоредуктазы. Активность комплекса III опре­
деляют спектрофотометрически при длине волны 550 нм по 
антимицин A-чувствительному восстановлению ферри- и фер- 
роцитохрома с децилубихиноном в присутствии Твин 20, аль­
бумина и азида натрия.

Для измерения активности комплекса III суспензию Мх 
разбавляют до концентрации 0,05 мг/мл белка в среде, содер­
жащей 35 мМ КН2РО4, 2 мМ NaCN, 0,5 мМ ЭДТА, pH 7,25, 
и разрушают 0,05%-ным Triton Х-100. Образцы затем обраба­
тывают ультразвуком на водяной бане в течение 30 с. Актив­
ность комплекса определяют по скорости антимицин А-чув- 
ствительного восстановления цитохрома с (550 нм, коэффици­
ент молярной экстинкции 18 500 М-1 • см-1) при добавлении 
60 мкМ децилубихинола, 50 мкМ цитохрома с и 5 мМ MgCl2 к 
суспензии Мх, подвергнутых действию ультразвука (содержа­
ние митохондриального белка в пробе - 0,01 мг/мл).

Спектрофотометрическое определение концентраций ци­
тохромов с, с, и b в водных растворах. Коэффициенты моляр­
ной экстинкции для цитохрома с Л^°стюкисл = 18 500 М-1 • см1 
при 550 нм и для цитохрома с, ^552,5 - Л5*°ст = 17 500 М-1 • см-1. 
Восстановление производят аскорбатом или дитионитом. 
В присутствии цитохрома Ъ содержание цитохрома с1 опреде­
ляли по дифференциальным спектрам форм, восстановлен­
ных аскорбатом, минус окисленные феррицианидом формы. 
Цитохром b определяли из дифференциальных спектров 
форм, восстановленных дитионитом, минус спектры форм, 
восстановленных аскорбатом (коэффициент молярной экс­
тинкции 28 500 М-1 • см-1для А’62 - А577).

Кинетическая модель Са2+-индуцированного открытия 
пор высокой проницаемости в энергизованных Мх печени 
крыс. Цитотоксичность, обусловленная такими патологиями, 
как ишемия-реперфузия сердца и эксайтотоксичность, как из­
вестно, включает в себя как патофизиологическое возрастание 
внутриклеточной концентрации кальция, так и митохондрио- 
опосредованные процессы. Эти механизмы, как предполага­
ют, связаны биохимически, поскольку Мх являются основным 
местом накопления ионов кальция. Посредством кальциевого 
унипортера происходит аккумулирование в Мх избыточного 
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цитозольного кальция, а высвобождение кальция происходит 
посредством натрий/кальциевого и кальций/протонного анти- 
портеров, что обусловливает тем самым медленный и продол­
жительный обмен кальция через внутреннюю митохондриль- 
ную мембрану. В свою очередь избыточное накопление каль­
ция в Мх приводит к формированию пор высокой проницае­
мости (МРТ), которые играют важную роль в гибели клеток 
при многих патологиях.

Поры высокой проницаемости в изолированных Мх опре­
деляются как циклоспорин A-чувствительное Са2+-опосре- 
дованное формирование пор во внутренней митохондриаль­
ной мембране, обеспечивающее свободную диффузию воды 
и других молекул, молекулярная масса которых не превышает 
1500 Да, и приводящее к последующему набуханию Мх и вы­
свобождению аккумулированного кальция. С кинетической 
точки зрения в индукции МРТ можно выделить три различ­
ные фазы: 1) фазу инициации, которая связана с аккумулиро­
ванием избытка кальция посредством кальциевого унипорте­
ра; 2) лаг-фазу, при которой накопленный в Мх кальций запу­
скает механизмы формирования МРТ; 3) фазу терминации. 
Последняя фаза связана с уменьшением мембранного потен­
циала, высвобождением митохондриального кальция, который 
повторно аккумулируется оставшимися интактными Мх. Это 
приводит к снижению целостности внутренней митохондри­
альной мембраны, разобщению окислительного фосфорили­
рования и набуханию Мх.

В литературе предложено несколько кинетических моде­
лей процесса формирования МРТ. Поскольку при низких кон­
центрациях кальция длительность фазы терминации незначи­
тельна по отношению к лаг-фазе, то далее фаза терминации 
не рассматривается в этой кинетической модели. Модель ос­
нована на данных, полученных из экспериментов на изолиро­
ванных Мх печени крыс, и определяет скорости, с которыми 
происходят изменения концентрации кальция в среде измере­
ния, и набухание Мх. Модель формулируется как система 
дифференциальных уравнений, которые решаются численно 
на основе экспериментальных кривых.

Кинетическая модель Са2+-индуцируемого формирова­
ния пор высокой проницаемости в Мх печени крыс. Экс­
перименты с изолированными Мх печени крыс проводят с ис­
пользованием среды следующего состава: 0,25 М сахарозы, 
0,02 М Tris-HCl, 0,001 М КН2РО4, 0,005 М сукцината в каче­
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стве субстрата дыхания, pH 7,4. Концентрация белка в пробе 
составляет 0,25 мг/мл.

Измерение концентрации внешнего кальция проводят с ис­
пользованием флуоресцентного зонда FURA-2 (2 мкМ). Флуо­
ресценция зонда FURA-2 обусловлена формированием ком­
плекса зонда с экстрамитохондриальным кальцием, интенсив­
ность флуоресценции измеряется на длинах волн: возбужде­
ния - 340 нм и эмиссии - 500 нм [12]. Для определения 
точной концентрации ионов кальция в среде осуществляют 
построение калибровочной кривой посредством внесения из­
вестных количеств хлорида кальция в среду измерения, содер­
жащую зонд FURA-2 и все компоненты, которые используют­
ся в эксперименте, в том числе и набухшие посредством до­
бавления аламетицина Мх. Калибровочную кривую строят 
как зависимость изменения интенсивности флуоресценции 
зонда от концентрации добавленного кальция.

Набухание Мх измеряют по изменению оптической плот­
ности (интенсивности светорассеяния) суспензии Мх во вре­
мени на длине волны 540 нм [13]. Для количественного опре­
деления процентного содержания Мх, подвергшихся набуха­
нию, осуществляют построение калибровочной кривой, пред­
ставляющей собой зависимость оптической плотности суспензии 
от содержания полностью набухших Мх в суспензии. Для по­
лучения полностью набухших Мх одну пробу Мх инкубируют 
в течение 15 мин при температуре 30 °С в присутствии высо­
кой концентрации хлорида кальция (50 мкМ). Затем добавле­
нием избытка ЭГТА удаляют свободный кальций. Другую 
пробу Мх параллельно инкубируют в этой же среде в отсут­
ствие кальция, но с добавлением ЭГТА для ингибирования 
МРТ. Затем интактные и набухшие Мх смешивают в различ­
ных пропорциях и измеряют оптическую плотность суспен­
зии. После каждого измерения добавляют неспецифический 
порообразующий агент - аламетицин для индукции полного 
набухания каждой из проб. Таким образом, разница в величи­
не оптической плотности в контрольной пробе в свободной от 
кальция среде до и после добавления аламетицина отражает 
максимальное изменение оптической плотности суспензии 
Мх, связанное с митохондриальным набуханием. Калибровоч­
ная кривая представляет собой отношение изменения оптиче­
ской плотности суспензии Мх к проценту набухших Мх.

Кинетическая модель Са2+-индуцированного МРТ представ­
лена ниже:
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[МН-(Са2+),]А + [Ca2+loul -S'

->[МНЧСа2+);+1]А [МН], +[Ca2+]out,
4________ _______ ._____________ і

где [МН-(Са2+)(.]А - популяция активных ненабухших Мх 
[МН]А; (Са2+). обозначает исходное количество ионов кальция 
в Мх. Аккумулирование (Са2+) происходит в течение первого 
этапа (константа скорости к}), представленного на схеме как 
формирование [МН-(Са2+)(+1]А, и инициирует процесс МРТ, 
который описывается здесь как последовательность двух эта­
пов. Второй этап (константа скорости к^) является скорость- 
лимитирующим этапом МРТ, который приводит к переходу 
Мх в промежуточное состояние [МН],. Следующий этап (кр) 
ведет к образованию популяции неактивных (набухших) ми­
тохондрий, представленных здесь как [MH]N; при этом весь 
Са2+ находится в среде измерения. [Ca2+]out - это концентра­
ция свободного кальция в среде, доступного для аккумулиро­
вания Мх. Концентрацию ионов кальция, аккумулированного 
Мх [Са2+]м, можно определить как произведение количества 
аккумулированного кальция і и концентрации активных мито­
хондрий [МН]А: ([Са2+]м = і ■ [МН]А). Предполагается, что 
общая концентрация Са2+ постоянна в течение реакции 
([Са2+]т = [Ca2+]out + [Са2+]м). Данная модель содержит ряд 
допущений, которые отражают специфические характеристи­
ки процесса МРТ:

1. Поступление кальция в Мх является бимолекулярной ре­
акцией с константой скорости к^. Другими словами, скорость 
поступления кальция равняется произведению к} ■ [МН]Д х 
х [Ca2+]out и, таким образом, может изменяться пропорцио­
нально [МН]А и [Ca2+]out в течение всей реакции. Данная ка­
жущаяся константа скорости кх является сложной функцией, 
которая включает в себя многие процессы, связанные с акку­
мулированием кальция в Мх.

2. Скорость формирования промежуточного состояния 
[МН], является сложной функцией количества ионов Са2+, ак­
кумулированных митохондриями (12.7):

/с2=А;-([Са2+]м/[МН]А)л, (12.7)

где к'2 - константа скорости реакции данного этапа; отноше­
ние [Са2+]м/[МН]А отражает среднее количество аккумулиро­
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ванных ионов кальция на одну Мх; п - кажущийся порядок 
реакции второго этапа по отношению к кальцию.

3. Константа скорости кр значительно выше, чем констан­
ты скоростей к'2 или к^.

4. Когда в Мх формируются МРТ, кальций высвобождается 
обратно в среду измерения и становится доступным для акку­
мулирования другими Мх.

5. Скорость формирования [MH]j является действительно 
скорость-лимитирующим этапом в последовательности ре­
акций.

Кинетическая модель в соответствии с предложенной схе­
мой может быть сформулирована как система двух дифферен­
циальных уравнений (12.8) - (12.9):

4мн]а Idt = л • [МН]А; (12-8)

</ГСа2+"| ldt = -k.-\MHA -ГСа2+] +
L Jout L L Jout (12 9)

+ ^[МН]А.([саф[мн],).

В уравнении (12.8) - скорость перехода Мх в промежу­
точное состояние [MH]j, которая, как предполагается, являет­
ся функцией, отражающей накопление определенного количе­
ства ионов кальция Мх. Отношение [Ca2+]M/[MH]t в уравне­
нии (12.9) отражает гипотетическое высвобождение аккуму­
лированных ионов кальция каждой инактивированной Мх.

Система нелинейных уравнений (12.8) - (12.9) решается 
методом Рунге - Кутта с фиксированным шагом с помощью 
программного приложения MathCad. Экспериментальные ки­
нетические кривые набухания Мх и аккумулирования ионов 
кальция сопоставляются с теоретически рассчитанными кри­
выми изменения [МН]А и [Ca2+]out с использованием данной 
системы уравнений, что позволяет определить соответствую­
щие значения к}, к2 и п. При расчете этим методом в качестве 
начальных условий задаются концентрация Мх [МН]А = 
= 0,25 мг/мл и концентрация общего кальция [Са2+]т в зави­
симости от количества внесенного в среду кальция. Данная 
модель применима лишь в диапазоне концентраций кальция 
5-20 мкМ, так как при концентрации добавленного кальция 
ниже 5 мкМ функционирование дыхательной цепи Мх спо­
собно препятствовать наступлению набухания в течение дли-
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тельного периода времени, а при концентрации кальция свы­
ше 20 мкМ МРТ происходит без видимого лаг-периода.
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