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ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ  
УБИХИНОЛ-ЦИТОХРОМ С-ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ ТРОМБОЦИТОВ  
В МИКРОПРОБАХ 
 
Спектрофотометрический метод определения активности убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы (комплекс 3) митохондрий является одним из наиболее широко применяемых 
подходов. При измерении активности комплекса 3 тромбоцитов наиболее целесообразно прово-
дить в микрообъемах (100 мкл) вследствие доступности небольшого количества тромбоцитов в 
результате забора крови. Наиболее подходящим способом извлечения ферментативной активно-
сти комплекса 3 митохондрий тромбоцитов является однократное замораживание/оттаивание 
суспензии тромбоцитов. Оптимальными параметрами измерения активности комплекса 3 ми-
тохондрий тромбоцитов являются температура 250С, количество белка в пробе − 80 мкг, кон-
центрации антимицина А − 90 мкМ, додецилубихинола − 100 мкМ, цитохрома С − 75 мкМ, кото-
рые обеспечивают стабильную скорость ферментативной реакции комплекса 3 в течение 20 мин 
в микрообъемах.  Нормализация активности комплекса 3 по отношению к активности цитрат-
синтазы тромбоцитов возможна только с учетом факторов, потенциально оказывающих влия-
ние на активность цитратсинтазы.  
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DETERMINATION OF THE ACTIVITY OF MITOCHONDRIAL  
UBIQUINOL-CYTOCHROME C OXIDOREDUCTASE OF PLATELETS IN MI-
CROSAMPLES 
 
The spectrophotometric method for determining the activity of ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase 
(complex III) in mitochondria is one of the most widely used approaches. When measuring the activity of 
complex III in platelets, it is most practical to perform the measurements in microvolumes (100 µl) due to 
the limited availability of platelets from blood collection. The most suitable method for extracting the en-
zymatic activity of platelet mitochondrial complex III is a single freeze/thaw cycle of the platelet suspen-
sion. The optimal parameters for measuring the activity of platelet mitochondrial complex III are a tem-
perature of 25°C, a protein amount in the sample of 80 µg, and concentrations of antimycin A at 90 µM, 
dodecylubiquinol at 100 µM, and cytochrome c at 75 µM, which ensure a stable enzyme reaction rate of 
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complex III for 20 minutes in microvolumes. Normalization of complex III activity relative to platelet cit-
rate synthase activity is only possible taking into account potential factors. 
 
Keywords: platelets, mitochondria, ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase, complex III, citrate synthase, 
cytochrome bc1 complex, electron transport chain.   
 
 

Введение. Убихинол-цитохром с-
оксидоредуктаза, или комплекс 3 электрон-
транспортной цепи митохондрий, который 
присутствует у всех аэробных эукариот и 
многих бактерий, является одним из ключе-
вых эволюционно фундаментальных компо-
нентов аэробной биоэнергетики и обеспечи-
вает перенос электронов с кофермента Q 
(убихинол) на цитохром С, сопряженный с 
одновременным транспортом протонов из 
матрикса митохондрий в межмембранное 
пространство, что приводит к генерации про-
тонного градиента на внутренней митохон-
дриальной мембране. При переносе каждых 
2-ух электронов через молекулы комплекса 3 
от убихинола к цитохрому С происходит по-
глощение 2-ух протонов из матрикса мито-
хондрий и высвобождение 4-х протонов в 
межмембранное пространство в результате 
функционирования Q-цикла. В результате 
функционирования комплекса 3 и генерации 
протонного градиента происходит сопряже-
ние процессов окисления и фосфорилирова-
ния, обеспечивая тем самым восполнение 
энергетических затрат клетки [1]. 

Помимо энергетической функции ком-
плекс 3 дыхательной цепи митохондрий яв-
ляется одним из основных источников гене-
рации активных форм кислорода, в частно-
сти, супероксиданион радикала, т.к. часть 
электронов может поступать на кислород 
непосредственного с третьего комплекса ды-
хательной цепи, минуя цитохром-с-оксидазу 
(комплекс 4) [2]. Генерация активных форм 
кислорода на 3-ем комплексе является одной 
из форм клеточной сигнализации и регуля-
ции клеточных процессов в норме. В то же 
время различные нарушения дыхательной 
цепи от использования специфических инги-
биторов 3-го комплекса дыхательной цепи до 
развития патологических состояний сопро-
вождаются усилением генерации суперокси-
данион радикалов данным мультифермент-
ным комплексом, что приводит к различным 
окислительным повреждениям митохондри-
альных и клеточных структур [2]. В частно-

сти, хорошо известна роль данного фермен-
тативного комплекса в регуляции активации 
митохондриального пути апоптоза и разви-
тии митохондриальных миопатий вследствие 
мутаций в белковых субъединицах, митохон-
дриально-ассоциированных заболеваний [3]. 

Исследование активности убихинол-
цитохром с-оксидоредуктазы является важ-
ным этапом при анализе биоэнергетики ми-
тохондрий и различных типов клеток в норме 
и установлении механизмов нарушений ми-
тохондриальной активности при различных 
патологических состояниях, в том числе ми-
тохондриально-ассоциированных заболева-
ниях [4]. Необходимость исследования ак-
тивности комплекса 3 митохондрий тромбо-
цитов обусловлена непосредственным уча-
стием митохондрий в реализации коагуляци-
онной функции тромбоцитов с одной сторо-
ны, а также в диагностике патологических 
состояний при использовании тромбоцитов 
как легко доступных клеточных маркеров 
нарушений биоэнергетики клеток органов и 
тканей с другой стороны [5, 6]. 

В настоящее время общепринятым мето-
дом оценки активности комплекса 3 дыха-
тельной цепи митохондрий является кинети-
ческое спектральное определение восстанов-
ления цитохрома C за счет переноса электро-
нов с восстановленной формы додецилуби-
хинона в результате функционирования дан-
ного мультиферментативного комплекса [7]. 
Двумя основными подходами являются 
определение активности комплекса в объе-
мах с диапазоном от 1 до нескольких милли-
литров и в объемах микролитрового диапа-
зона с применением микропланшетных спек-
трофотометров [8, 9]. Несмотря на то, что оба 
метода представляются как универсальные 
вне зависимости от типа используемых кле-
ток, имеющие свои преимущества и недо-
статки, при исследовании активности ком-
плекса 3 дыхательной цепи в тромбоцитах 
необходимо учитывать их специфические 
особенности. В частности, способность 
тромбоцитов при воздействии различных 
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факторов (механических, физических, хими-
ческих) вследствие активации образовывать 
агрегаты [10], что имеет важное значение для 
стандартизации и обеспечения воспроизво-
димости метода определения и наличие не-
большого количества митохондрий (3-6 штук 
на клетку) по сравнению с обычными сома-
тическими клетками (от нескольких сотен до 
нескольких тысяч митохондрий на клетку) 
[11], что необходимо учитывать при выборе 
оптимального количества биологического 
материала, а также следует принимать во 
внимание возможность получения лишь не-
большого количества крови от одного паци-
ента, из которой в дальнейшем выделяется 
плазма и в дальнейшем суспензии тромбоци-
тов, что накладывает свои ограничения на 
количество доступного биологического ма-
териала на исследование активности 3-го 
комплекса дыхательной цепи митохондрий. 

В связи с этим целью данной работы яви-
лась оптимизация спектрофотометрического 
метода определения активности митохондри-
альной убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы (комплекса 3) тромбоцитов. 

Материалы и методы. Для исследования 
осуществляли забор крови натощак у прак-
тически здоровых доноров с помощью ваку-
умных пробирок объемом 9 мл с использова-
нием в качестве антикоагулянта К2-ЭДТА, 
который по сравнению с общепринятым цит-
ратом натрия обеспечивает большую устой-
чивость тромбоцитарной массы к последую-
щим манипуляциям. Кровь центрифугирова-
ли при 200g в течение 15 мин для получения 
плазмы, содержащей тромбоциты. Для оса-
ждения тромбоцитов плазму переносили в 
полипропиленовые пробирки и центрифуги-
ровали при 2000g в течение 15 мин. Суперна-
тант, безтромбоцитарную плазму, удаляли, а 
полученный осадок тромбоцитов путем осто-
рожного пипетирования ресуспензировали в 
бестромбоцитарной плазме до достижения 
концентрация белка ~50 мг/мл. Концентра-
цию белка в пробах тромбоцитов определяли 
методом Брэдфорда [12]. 

Активность митохондриальной убихинол-
цитохром с-оксидоредуктазы определяли 
спектрофотометрическим методом по вос-
становлению цитохрома С с использованием 
в качестве донора электрона додецилубихи-
нола [9]. Восстановленный додецилубихинол 
получали в соответствии с методом [13] Ре-

акционная смесь включала 25 мМ калий-
фосфатный буфер, 7.5, 6 мМ NaN3 (блокиро-
вание активности комплекса 4), 100 мкМ Na2-
ЭДТА, 0,025% Твин-20, цитохром С, образец. 
В контрольные пробы дополнительно добав-
ляли 1 мкл спиртового раствора антимицина 
А для блокировки активности комплекса 3 с 
целью определения скорости неэнзиматиче-
ского восстановления цитохрома С. В опыт-
ные пробы добавляли 1 мкл этанола, соответ-
ственно. Реакцию инициировали добавлени-
ем 1 мкл раствора додецилубихинола. Общий 
объем опытной и контрольной пробы состав-
лял 100 мкл. Измерения оптической плотно-
сти осуществляли на длине волны 550 нм с 
интервалом 20 с в течение 20 мин. В резуль-
тате измерения для каждого образца тромбо-
цитов получали 2 кинетические кривые в 
присутствии (контрольная проба) и отсут-
ствие (опытная проба) антимицина А. Для 
каждой из кинетической кривой строили 
уравнение линейной регрессии и определяли 
угол наклона кривой, отражающий скорость 
изменения оптической плотности. Разницу 
между углами наклона кинетических кривых 
опытной и контрольной проб использовали 
для расчета активности комплекса 3 в соот-
ветствии с методом [7, 9] 

Дополнительно также осуществляли из-
мерение активности фермента цикла Кребса 
цитратсинтазы, активность которого приме-
няется для стандартизации активности мито-
хондриальной убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы. Активность цитратсинтазы 
определяли спектрофотометрически [8, 9, 
13]. Реакционная смесь включала 20 мМ 
Трис-буфер, рН 7.6 с 0,2% Тритон Х-100, 100 
мкМ дитиобис(2-нитробензойная кислота) 
(DTNB, реактив Эллмана), 300 мкМ ацетил-
КоА, образец (количество соответствует та-
ковому в случае комплекса 3).  Реакцию ини-
циировали добавлением 5 мкл оксалоацетата 
(финальная концентрация 500 мкМ). Общий 
объем пробы составлял 100 мкл. Измерения 
оптической плотности осуществляли на 
длине волны 412 нм с интервалом 20 с в те-
чение 20 мин. В результате измерения для 
каждого образца тромбоцитов получали ки-
нетическую кривую, для которой строили 
уравнение линейной регрессии и определяли 
угол наклона кривой, отражающий скорость 
изменения оптической плотности. Для расче-
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та активности цитратсинтазы осуществляли в 
соответствии с методом [9]  

С целью осуществления сравнения образ-
цов тромбоцитов осуществляли стандартиза-
цию активности митохондриальной убихи-
нол-цитохром с-оксидоредуктазы по уровню 
активности цитратсинтазы. Количество из-
мерений для каждой пробы составляло не 
менее трех. Построение кинетических кри-
вых и уравнение линейной регрессии осу-
ществляли в GraphPad Prizm 8.0. Статистиче-
скую обработку и визуализацию данных 
осуществляли в RKWard 0.8.2 [14]. 

Результаты исследований и их обсуж-
дение. Типичные кинетические кривые и по-
строенные уравнения линейные регрессии 
для активности митохондриальной убихинол-
цитохром с-оксидоредуктазы (опытной и 
контрольной проб) и цитратсинтазы пред-
ставлены на рисунке 1. 

Как видно в случае с активностью ком-
плекса 3 необходимость измерения кон-
трольной пробы обусловлено наличием неэн-
зиматического восстановления цитохрома С 
(угол наклона имеет ненулевое значение) 
(рисунок 1 А). Введение антимицина А поз-
воляет таким образом учитывать эффект хи-
мической (неэнзиматической) редукции ци-
тохрома С при определении активности уби-
хинол-цитохром с-оксидоредуктазы тромбо-
цитов. 

Для разрушения клеток и извлечения 
ферментов существует ряд подходов: меха-
ническое разрушение путем гомогенизации, 
осуществление циклов заморажива-
ния/оттаивания, использование мембранных 

детергентов. В нашем исследовании гомоге-
низацию не применяли, т.к. каждый образец 
тромбоцитов содержал небольшое количе-
ство биологического материала. При исполь-
зовании замораживания/оттаивания может 
также наблюдаться утрата ферментативной 
активности, поэтому в наших экспериментах 
мы использовали 1х, 2х и 3х циклы замора-
живания/оттаивания с целью тестирования 
эффектов данного подхода разрушения кле-
ток на активность убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы и цитратсинтазы. Кроме 
того, для извлечения и определения активно-
сти данных ферментов мы использовали 
также экстракционный буфер, в состав кото-
рого входит 1,5% додецилмальтозид (мем-
бранный детергент), для приготовления об-
разцов тромбоцитов, т.к. в ряде работ на дру-
гих типах клеток была показана эффектив-
ность данного метода [13]. Как видно из ри-
сунка 2, увеличение количества циклов замо-
раживания/оттаивания приводит к снижению 
скорости ферментативной реакции комплекса 
3 и, наоборот, возрастанию скорости работы 
фермента цитратсинтазы. В то же время ско-
рость комплекса 3 в пересчете на скорость 
цитратсинтазы существенно снижается при 
увеличении количества циклов заморажива-
ний/оттаиваний тромбоцитов (рисунок 2 В.1). 

Использование экстракционного буфера с 
содержанием 1,5% додецилмальтозида также 
приводит к частичному снижению скорости 
работы фермента убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы (комплекса 3) и в большей 
степени активности цитратсинтазы (рисунок 
2 А.2, Б.2). 

 

 
Рисунок 1. – Скорость ферментативной реакции убихинол-цитохром с-оксидоредуктазы  

(комплекса III) (А) и цитратсинтазы (Б) митохондрий тромбоцитов человека 
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При этом перерасчет скорости фермента-

тивной реакции комплекса 3 на скорость 
цитратсинтазы приводит к «кажущемуся» 
росту активности комплекса 3 (рисунок 2 
В.2), что обусловлено именно существенным 
снижением активности цитратсинтазы при 
действии 1,5% додецилмальтозида в составе 
экстракционного буфера. 

Дополнительно при обоих методах полу-
чения ферментативной активности в качестве 
последующего этапа мы применили центри-
фугирование при 600g в течение 10 мин с 
целью получения более очищенного супер-
натанта с ферментативной активностью. Из-
мерение в супернатанте активности комплек-
са 3 и цитратсинтазы не выявило изменений 
оптической плотности реакционных смесей 
данных ферментов во времени (данные не 
представлены).  

Еще одним из немаловажных факторов, 
обеспечивающих надежность определения их 
активности, − это оптимальное количество 

белка для измерения активности ферментов. 
Нами была измерена скорость ферментатив-
ной реакции для следующего количества 
белка в пробе: 10, 20, 40, 80, 160 мкг (рису-
нок 3). Показано возрастание скорости фер-
ментативной реакции как комплекса 3, так и 
цитратсинтазы с ростом количества белка, 
что подтверждает достаточность используе-
мых концентраций субстратов в реакционной 
смеси. При этом при расчете на активность 
цитратсинтазы мы получили сопоставимые 
значения активности комплекса 3 (рисунок 3 
В). 

В литературе для измерения активности 
данных ферментов используют температуры 
проведения реакции 250С, 300С, 370С [8, 9, 
13]. При проведении ферментативных реак-
ций при данных температурах мы также 
наблюдали возрастание активности комплек-
са 3 и цитратсинтазы, за исключением тем-
пературы проведения реакции 370С (рисунок 
4).  

 

Рисунок 2. – Скорость ферментативной реакции комплекса III (А), цитратсинтазы (Б) и соотношение 
скоростей ферментов (В) митохондрий тромбоцитов человека при замораживании/оттаивании (1)  

и 1,5% додецилмальтозиде (EB) (2) 
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Рисунок 3. – Скорость ферментативной реакции комплекса III (А), цитратсинтазы (Б)  
и соотношение скоростей ферментов (В) митохондрий тромбоцитов человека при различных  

количествах белка в пробе 

 
Рисунок 4. – Скорость ферментативной реакции в течение 20 мин комплекса III (А), цитратсинтазы 

(Б) и соотношение скоростей ферментов (В) митохондрий тромбоцитов человека при различных  
температурных режима 

 
При температуре 370С скорости фермен-

тативных реакций комплекса 3 и цитратсин-
тазы были очень высокими в начальный пе-
риод времени, но в дальнейшем в течение 20 
мин вследствие истощения субстратов реак-
ции наблюдали снижение угла наклона кине-
тических кривых ферментативных реакций 
комплекса 3 и цитратсинтазы, что приводит к 
общему снижению скорости ферментативной 
реакции в течение 20 мин. 

С целью определения достаточного уров-
ня концентраций субстратов (додецилубихи-
нола, цитохрома С) и ингибитора антимици-
на А для измерения активности комплекса 3, 
которые предлагаются в литературе для со-

матических клеток, мы провели соответ-
ствующие эксперименты (рисунок 5).  

Увеличение концентраций додецилубихи-
нола и цитохрома С в 2 раза в реакционной 
смеси приводило лишь к статистически до-
стоверному росту активности комплекса 3 в 
случае увеличения концентрации цитохрома 
С до 150 мкМ при двухкратном цикле замо-
раживания/оттаивания тромбоцитов (рисунок 
5 Б). В то же время увеличение концентрации 
ингибитора комплекса 3 антимицина А в ре-
акционной смеси до 90 мкМ по сравнению с 
литературными данными приводило к суще-
ственному росту активности комплекса 3, 
измеряемой в тромбоцитах (рисунок 5 В). 
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Рисунок 5. – Скорость ферментативной реакции комплекса 3 в течение 20 мин при различных 
концентрациях додецилубихинола (А), цитохрома С (Б) и антимицина А (В) митохондрий  

тромбоцитов человека  
 
 
Заключение. Определение активности 

убихинол-цитохром с-оксидоредуктазы 
(комплекс 3) является необходимым этапом 
исследования функционального состояния 
электрон-транспортной цепи митохондрий 
при выявлении механизмов изменений био-
энергетики клеток при различных условиях и 
воздействиях [7]. 

Полярографический метод не позволяет 
оценить активность данного комплекса и по-
этому наиболее часто применяемым методом 
изучения активности комплекса 3 дыхатель-
ной цепи является спектрофотометрическое 
определение уровня восстановления цито-
хрома С в присутствии донора электронов − 
додецилубихинола [13]. Представленные в 
литературе подходы для исследования ак-
тивности комплекса 3 данным методом во 
многих соматических клетках не учитывают 
ряд структурно-функциональных особенно-
стей тромбоцитов, которые обладают потен-
циалом применения в качестве легко доступ-
ных клеточных маркеров состояния биоэнер-
гетики органов и тканей [6]. Проведенные 
нами исследования демонстрируют, что из-
мерения активности убихинол-цитохром с-
оксидоредуктазы в тромбоцитах наиболее 
целесообразно проводить в микрообъемах 
(100 мкл) с использованием микропланшет-
ных спектрофотометров вследствие доступ-
ности в результате забора крови небольшого 
количества тромбоцитов. Кроме того, одно-

кратный цикл замораживания/оттаивания 
является наиболее подходящим способом 
извлечения ферментативной активности 
комплекса 3 дыхательной цепи митохондрий, 
что также позволяет осуществлять замора-
живание полученных образцов тромбоцитов 
с целью последующего их изучения. Опти-
мальной температурой при длительных (20 
мин) измерениях активности комплекса 3 в 
микрообъемах является 250С, т. к. позволяет 
обеспечить достаточный уровень количества 
субстратов для сохранения линейности кине-
тической кривой изменения оптической 
плотности на протяжении всего интервала 
времени измерения. Приемлемым количе-
ством белка в пробе является 80 мкг, т.к. с 
одной стороны это обеспечивает хороший 
уровень сигнала по сравнению с химическим 
(неэнзиматическим) восстановлением цито-
хрома С и стабильную линейность кинетиче-
ской кривой скорости комплекса 3 при дли-
тельных интервалах измерений при исполь-
зуемых концентрациях субстратов, а с другой 
стороны позволяет обеспечить возможность 
релевантного измерения активности ком-
плекса 3 в случае вероятного патологическо-
го изменения активности при заболеваниях. 
Кроме того, результаты исследований пока-
зывают, что количество субстратов в реакци-
онной смеси, которые приведены в литерату-
ре, для измерения активности комплекса 3 в 
различных типах соматических клеток, явля-
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ется достаточным и в случае тромбоцитов. 
Лишь удвоение концентрации цитохрома С 
проявляет статистически значимый эффект 
при двухкратном цикле заморажива-
ния/оттаивания тромбоцитов, что, вероятно, 
обусловлено большей степенью повреждений 
митохондрий и возможной утратой компо-
нентов электрон-транспортной цепи, в част-
ности, цитохрома С. Кроме того, нами была 
выявлена необходимость существенного по-
вышения в контрольной пробе концентрации 
ингибитора 3 комплекса антимицина А в 
случае тромбоцитов по сравнению с другими 
типами соматических клеток с целью более 
точного определения степени неэнзиматиче-
ского восстановления цитохрома С. Помимо 
классического способа выражения скорости 
ферментативной реакции убихинол-
цитохром с-оксидоредуктазы в виде удель-
ной активности относительно концентрации 
белка в пробе в качестве способа нормализа-
ции ферментативной активности предлагает-
ся определение отношения активности ком-
плекса 3 к активности цитратсинтазы, уро-
вень которой позволяет контролировать сте-
пень извлечения ферментативной активности 
из биологических образцов с использованием 
тех или иных способов нарушения целостно-
сти клеток [9]. В то же время наши исследо-
вания демонстрируют, что в случае измере-
ния активности цитратсинтазы в микрообъе-
мах также необходимо учитывать ряд факто-
ров, оказывающих влияние на ее активность. 
Кроме того, также необходимо принимать во 
внимание возможное изменение активности 
самой цитратсинтазы при патологических 
состояниях.  

 
Исследования проведены при финансовой 
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05.05.2021) в рамках ГПНИ «Биотехнологии-
2» (Рег. № НИР 20241017). 
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