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Изучено влияние са2+-индуцированного открывания циклоспоринчувствительной поры 
(mitochondrial permeability transition pore, MPTP) на потребление кислорода и функциональное состояние 
митохондрий печени крыс. показано, что в отсутствие деполяризации функциональная активность 
МрТр приводит к повышению стационарной скорости дыхания в условиях окисления субстрата (глу-
тамата) вследствие активации циклоспоринчувствительного са2+/Н+-обмена и циклического транс-
порта са2+, поддерживаемого одновременной работой МрТр и са2+-унипортера. с помощью селек-
тивных блокаторов, циклоспорина А и рутениевого красного показано, что МрТр и са2+-унипортер 
вносят близкий по величине вклад в са2+-цикл и скорость дыхания митохондрий. показано, что био-
энергетические эффекты открывания МрТр в стационарных условиях (повышение скорости дыхания 
при окислении субстрата в отсутствие ADP, снижение дыхательного контроля и энергетической 
эффективности синтеза АТр, р/О) близки к функциональным изменениям вследствие повышения эн-
догенной протонной проводимости мембраны митохондрий. разобщающий эффект МрТр почти не 
влияет на скорость фосфорилирования, относительная стабильность которой поддерживается за 
счет активации дыхательной цепи и повышения скорости дыхания в состоянии 3. сделан вывод, что 
в нормальных физиологических условиях МрТр может функционировать как механизм «мягкого» про-
тонофорного разобщения дыхательной цепи. 

к л ю ч е в ы е  с л о в а: са2+, циклоспоринчувствительная пора, са2+-цикл, потребление кислорода, 
функциональное состояние митохондрий, митохондрии печени.

Всвете представлений современной нау-
ки функциональное состояние физио-
логически значимых систем организма 

зависит от состояния митохондрий и сопря-
женности окислительного метаболизма с ге-
нерацией электрохимического потенциала 
протонов (ΔμН+), обеспечивающего потенциал-
зависимые процессы, в первую очередь синтез 
АТР. Около 80–90% АТР, основного энергети-
ческого ресурса клетки, производится мито-
хондриями [1,2]. Высокий мембранный потен-
циал митохондрий (достигающий ~ -180 мВ) 
также обеспечивает накопление значительного 
количества кальция через потенциалзависи-
мый канал, Са2+-унипортер [3, 4]. Са2+ игра-
ет исключительно важную, хотя и неодно-
значную роль в регуляции митохондриальных 
функций [3, 5]. Наряду с активацией митохон-
дриальных дегидрогеназ, митохондриальной 
NO-синтазы и других энзимов матрикса, а 
также системы окислительного фосфорилиро-
вания [3, 5–7], Са2+ является непосредствен-
ным индуктором образования активных форм 

кислорода (АФК) [7, 8]. Однако основной риск, 
сопряженный с митохондриальным транспор-
том Са2+, заключается в Са2+-индуцированном 
открывании циклоспоринчувствительной 
поры (mitochondrial permeability transition pore, 
MPTP), триггера клеточного апоптоза [9, 10]. 
МРТР представляет собой мультипротеино-
вый комплекс, соединяющий внутреннюю и 
наружную мембраны митохондрий и образую-
щий потенциалзависимый канал; его предпо-
лагаемыми субъединицами являются потен-
циалзависимый анионный канал наружной 
мембраны (VDAC), транслоказа адениновых 
нуклеотидов внутренней мембраны (ANT) и 
протеин матрикса – циклофиллин D [11, 12]. 

В течение последних двух десятилетий 
усилия исследователей были направлены на 
установление взаимосвязи между открыва-
нием МРТР и развитием широкого спектра 
патологических процессов и состояний орга-
низма [1, 9, 13, 14]. Митохондриальный путь 
индукции апоптоза, связанный с открывани-
ем МРТР, тщательно изучен и описан в ли-
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тературе. Так, известно, что фаза индукции 
апоптоза включает выход цитохрома с из меж-
мембранного пространства и его связывание 
с фактором активации пептидаз (APAF-1) с 
последующим образованием гептамерного 
протеинового комплекса, апоптосомы, кото-
рая, в свою очередь, активирует каспазный 
каскад, реализующий программу клеточной 
смерти [9]. Установлено также, что необхо-
димой стадией индукции апоптоза является 
пермеабилизация наружной мембраны путем 
взаимодействия проапоптозного протеина Bax 
с каналом индукции апоптоза (mitochondrial 
apoptosis induced channel, МАС) с образовани-
ем поры и высвобождением из межмембранно-
го пространства в цитозоль ряда протеинов – 
цитохрома с, фактора индукции апоптоза, 
AIF, эндонуклеазы G и других, являющихся 
индукторами различных этапов программы 
клеточной гибели [9, 10, 15]. 

На уровне собственно митохондрий выход 
цитохрома с неизбежно приводит к блокиро-
ванию транспорта электронов, прекращению 
синтеза АТР, гиперпродукции АФК [16], что, 
в свою очередь, по механизму положительной 
обратной связи, называемому ROS-induced 
ROS release [17], приводит к дальнейшей ак-
тивации МРТР и коллапсу митохондриаль-
ных функций. Большинство исследователей, 
соответственно, рассматривают МРТР как 
потенциальную молекулярную мишень в те-
рапии патологических состояний организма 
[13, 14, 18]. В то же время, вопрос о молеку-
лярной организации МРТР все еще не решен 
современной наукой, и попытки блокировать 
пору на молекулярном уровне путем нокаута 
одной из предполагаемых субъединиц МРТР 
(VDAC, ANT либо циклофиллина D) не дали 
положительных результатов [10]. 

Биофизические свойства МРТР позво-
ляют характеризовать ее как потенциалза-
висимый Са2+-канал, обладающий также и 
неселективной проводимостью [19, 20]. Актив-
ность канала зависит от концентрации Са2+ в 
матриксе [20]. Открывание МРТР в состоянии 
высокой проводимости сопровождается опи-
санным выше коллапсом митохондриальной 
энергетики, ведущим к истощению клеточных 
запасов АТР. Подобный коллапс митохондри-
альных функций несовместим с нормальной 
жизнедеятельностью клетки и организма. За-
кономерно предположить, что функциони-
рование МРТР в условиях физиологической 
нормы не сопровождается необратимой ми-
тохондриальной дисфункцией. В то же время 
сведения о функционировании МРТР в нор-

мальных физиологических условиях к настоя-
щему времени крайне ограничены.

Ранее мы показали, что введение донора 
NO (нитроглицерина) в условиях физиологи-
ческой нормы in vivo [21] ведет к заметному 
подав лению активности МРТР. Это дает осно-
вание полагать, что МРТР функционирует не 
только при патологии, но и в нормальных фи-
зиологических условиях. Однако представле-
ния о «нормальных» физиологических функ-
циях МРТР еще не сложились в современной 
науке. 

Согласно нашим данным, полученным in 
vivo, базальная функциональная активность 
МРТР в условиях физиологической нормы 
снижает уровень образования активных форм 
кислорода и азота в митохондриях сердца и пе-
чени крыс, а также их способность к накопле-
нию Са2+ [21]. Повышенное содержание Са2+ в 
кардиомиоцитах и гепатоцитах в присутствии 
циклоспорина А было обнаружено также в ра-
ботах [22, 23]. Кроме того, путем блокирова-
ния поры циклоспорином А было показано, 
что ее открывание повышает кислородную 
стоимость работы скелетной мышцы [24]. Од-
нако в условиях эксперимента in vivo сложно 
установить взаимосвязь между открыванием 
МРТР и наблюдаемыми функциональными 
изменениями, поскольку непосредственные 
биоэнергетические эффекты МРТР, в первую 
очередь, проявляются на уровне митохондрий. 

На изолированных митохондриях нами 
было показано, что в области небольших кон-
центраций Са2+ открывание МРТР носит об-
ратимый характер, а блокирование МРТР пос-
ле ее открывания приводит к восстановлению 
митохондриальных функций почти к кон-
трольному уровню. Это позволяет провести 
параллель между биоэнергетическими эффек-
тами обратимого открывания МРТР в изоли-
рованных митохондриях и функциональными 
эффектами открывания МРТР в условиях фи-
зиологической нормы. Целью настоящей рабо-
ты было изучить влияние МРТР на потребле-
ние кислорода и функциональное состояние 
митохондрий печени крыс в условиях обра-
тимого открывания поры, не сопровождае-
мого коллапсом митохондриальных функций 
и энергозависимых процессов в митохондриях. 

материалы и методы

В опытах использовали белых крыс ли-
нии Вистар с массой тела 200–250 г. Печень 
промывали охлажденным 0,9%-ым раство-
ром KCl (4 °С), измельчали и гомогенизиро-
вали в 5-кратном объеме среды: 250 мМ са-

еКСПеРиМеНТАльНі РОБОТи
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харозы, 20 мМ трис-НCl буфера, 1 мМ ЭДТА 
(рН 7,4). Для выделения митохондрий гомоге-
нат центри фугировали 7 мин при 700 g (4 °С); 
затем супернатант центрифугировали 15 мин 
при 11 000 g (4 °С). Осадок суспендировали 
в небольшом объеме среды без добавления 
ЭДТА и хранили на льду при 4 °С. Содержание 
протеина определяли методом лоури.

Светопоглощение регистрировали при 
520 нм, начиная с внесения митохондрий в 
среду инкубации: 120 мМ KCl, 5 мМ глутама-
та Na, 1 мМ KH2PO4; конечная концентрация 
протеина 0,3 мг/мл; pН среды доводили до 7,5 с 
помощью KОН. изменение концентрации до-
бавленного Са2+ в среде регистрировали в при-
сутствии 70 мкМ Са2+-индикатора, арсеназо-
III, с помощью спектрофотометра USB-2000 
(Ocean Optics, США), используя стандартную 
двухволновую методику регистрации при 654 
и 690 нм. CaCl2 вносили в среду в заданных 
концентрациях; количество Са2+ выражали в 
нмоль Са2+ на 1 мг протеина. Мембранный по-
тенциал регистрировали спектрофотометриче-
ски в двухволновом режиме при 510 и 525 нм 
в присутсвии 10 мкМ сафранина в среде инку-
бации. Концентрацию ионов водорода в среде 
инкубации определяли с помощью стеклянно-
го электрода ЭСКл-08 М.1. Количество ионов 
водорода находили с помощью калибровочных 
кривых путем титрования суспензии раство-
рами HCl в присутствии ротенона и СССР и 
выражали в нмоль ионов Н+ на 1 мг протеина. 
Потребление кислорода изучали в стандарт-
ных условиях полярографическим методом в 
закрытой ячейке с платиновым электродом 
при 26° в той же среде (конечная концентра-
ция протеина 1,5–2 мг/мл). Энергетическую 
эффективность синтеза АТР (Р/О) находили 
как отношение количества добавленного ADP 
к количеству кислорода, восстановленного 
за время фосфорилирования; скорость фос-
форилирования (JADP) находили по скорости 
превращения ADP, которую рассчитывали по 
времени превращения добавленного ADP и 
выражали в нмоль ADP/мин на 1 мг протеина 
[25].

В зависимости от условий эксперимента 
в среду вносили (конечные концентрации): 
1 мкМ циклоспорина А, 10-5 М рутениевого 
красного (RR), 200 мкМ ADP, 10-6 М СССР, 
5·10-6 М ротенона. 

В работе использовали Na-глутамат, трис 
(основание), циклоспорин А, рутениевый крас-
ный (Fluka, Швейцария), арсеназо-ііі, СССР, 
(Sigma, США) и другие реактивы марки осч и 
чда. Растворы готовили на бидистилляте. До-

стоверность результатов оценивали с помощью 
парного t-критерия Стьюдента. р < 0,05 счита-
ли статистически значимой величиной. 

результаты и обсуждение

известно, что после накопления Са2+ из 
среды в митохондриях устанавливается состоя-
ние стационарного равновесия, соответствую-
щее установлению постоянной (контролируе-
мой) скорости дыхания в условиях окисления 
субстрата в отсутствие ADP, а также – посто-
янной скорости циклического транспорта Са2+, 
поддерживаемого работой Са2+-унипортера и 
Са2+/Н+-обмена [26, 27]. Поскольку между ско-
ростью энергозависимого транспорта катионов 
в матрикс и скоростью дыхания существует 
прямо пропорциональная зависимость, повы-
шение скорости входа катионов в матрикс при-
водит к повышению скорости дыхания мито-
хондрий [26–28]. 

Согласно данным литературы, эндоген-
ная протонная проводимость мембраны мо-
жет повышаться вследствие энзиматической 
активнос ти митохондриальной фосфолипа-
зы А2, образования жирных кислот [29], эн-
зиматических и неэнзиматических редокс-
реак ций в матриксе с образованием АФК [7] 
и повышения активности митохондриальных 
разобщающих протеинов [30]. Повышение 
Н+-проводимости мембраны с повышением 
продолжительности инкубации препаратов 
митохондрий приводит к ослаблению энерге-
тического сопряжения [31], снижению дыха-
тельного контроля (ДК), а также к ускорению 
трансмембранного обмена Са2+, в частно-
сти, рутенийнечувствительного выхода Са2+ 
[29, 32], и, как показано нами [33], высвобож-
дения Са2+ в условиях мембранной деполя-
ризации. БСА устраняет указанные эффек-
ты, что позволяет связать их с повышением 
содержания жирных кислот в митохондриях 
[32, 33]. Встраиваясь в мембрану, эндоген-
но образующиеся Са2+-связывающие жирные 
кислоты могут играть роль Са2+-ионофоров и 
ускорять трансмембранный обмен Са2+ по ме-
ханизму Са2+/Н+-обмена [26, 29]. Нами было 
высказано предположение, что открывание 
МРТР, ведущее к циклоспоринчувствительно-
му обмену Са2+ на ионы Н+ [34], также может 
играть роль эндогенного разобщающего ме-
ханизма в митохондриях. Поэтому в данной 
работе была поставлена задача сопоставить 
функциональные эффекты открывания МРТР 
и неспецифического повышения эндогенной 
Н+-проводимости мембраны этих органелл. 
Для этого изучали влияние Са2+ на скорость 

О. В. АКОПОВА, В. и. НОСАРь, и. Н. МАНьКОВСКАя, В. Ф. САгАч



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2013, т. 85, № 540

дыхания и показатели функционального со-
стояния митохондрий в отсутствие и в при-
сутствии циклоспорина А как в прочно сопря-
женных препаратах (ДК 5–6, контроль), так и 
при снижении ДК до 2–3 вследствие повыше-
ния времени инкубации. 

Согласно полученным данным, повы-
шение концентрации Са2+ в среде приводит к 
повышению накопления Са2+ в митохондриях 
печени в пределах Са2+-емкости, которая при 
заблокированном состоянии МРТР достигает 
~ 400 нмоль Са2+/мг протеина (рис. 1, а, столб-
цы 1). Повышение входа Са2+ сопровождается 
повышением скорости дыхания в отсутствие 
ADP (рис. 1, б). Накопление Са2+ в матриксе 
прямо пропорционально количеству добавлен-
ного Са2+ (рис. 1, а, столбцы 1), и в широком 
диапазоне концентраций Са2+ (до ~ 100 нмоль/
мг) происходит без заметной мембранной де-
поляризации (данные не приведены). В то же 
время, результаты эксперимента показывают, 
что влияние Са2+ на скорость дыхания зависит 
от ДК (рис. 1, б). Так, в прочно сопряженных 
препаратах (ДК 5–6) повышение входа Са2+ в 
матрикс приводит к повышению скорости ды-
хания митохондрий лишь в области неболь-
ших добавок Са2+ (рис. 1, б, кривая 1). По мере 
ослабления энергетического сопряжения и 
снижения ДК, влияние добавленного Са2+ на 
скорость дыхания становится более заметным 
(рис. 1, б, кривые 3–5), и в препаратах с низ-
ким ДК имеет место прямо пропорциональная 
зависимость между количеством добавленного 
Са2+, входом Са2+ в матрикс (рис. 1, а) и ста-
ционарной скоростью дыхания (рис. 1, б, кри-
вая 5), соответствующая представлениям об 
активации Са2+-цикла митохондрий [26, 27]. 

Влияние Н+-проводимости мембраны на 
циклический транспорт Са2+ в митохондриях 
требует более тщательного изучения. В каче-
стве наиболее вероятного объяснения наблю-
даемой закономерности можно предположить, 
что повышение эндогенной протонной про-
водимости мембраны вследствие повышения 
содержания жирных кислот [29, 32], которое 
сопровождается снижением ДК, является не-
обходимым условием активации Са2+-цикла 
митохондрий. Выше мы уже отмечали, что 
эндогенно образующиеся жирные кислоты 
могут играть роль Са2+-ионофоров и акти-
вировать неспецифический Са2+/Н+-обмен 
[26, 29]. Зависимость ДК от скорости дыхания 
митохондрий, окисляющих субстрат (глута-
мат) показывает, что активация циклического 
транспорта Са2+ с повышением концентрации 
добавленного Са2+, и собственно Н+ в услови-

ях повышения протонной проводимости мем-
браны [35], приводит к Са2+-индуцированному 
ускорению дыхания (рис. 1, б, кривые 3–5) и 
разобщению дыхательной цепи, что отражает-
ся в снижении ДК по мере повышения скоро-
сти дыхания (рис. 1, в). 

Сделанные нами выводы о влиянии Н+-
проводимости мембраны на скорость цикли-
ческого транспорта Са2+ подтверждаются дан-
ными литературы. Так, в работе Николса [36] 
Са2+-индуцированное ускорение дыхания со-
ставляет лишь ~ 1% от скорости дыхания в со-
стоянии 3, что, очевидно, не может приводить 
к разобщению дыхательной цепи. В то же вре-
мя в условиях максимальной активации Са2+-
цикла с помощью Са2+-ионофора А23187 [27] 
максимальный прирост скорости дыхания, со-
ответствующий Vmax Са2+-унипортера, состав-
ляет 40–50 нг-ат О⋅мин-1⋅мг-1 при использова-
нии субстрата I комплекса β-гидроксибутирата. 
Подобное различие результатов, приводимых в 
литературе, объясняется максимальной акти-
вацией Са2+/Н+-обмена в присутствии А-23187, 
обменивающего Са2+ на ионы Н+ [26], что ве-
дет к максимальному ускорению Са2+-цикла, 
поддерживаемого одновременной работой 
А-23187 и Са2+-унипортера, при котором ско-
рость дыхания зависит от скорости потенци-
алзависимого входа Са2+ через Са2+-унипортер 
митохондрий.

Согласно нашим данным (рис. 1, а, столб-
цы 2), открывание МРТР приводит к сни-
жению накопления Са2+, Са2+-емкости, до ~ 
80–100 нмоль Са2+/мг вследствие циклоспорин 
А-чувствительного выхода Са2+ из матрикса 
после накопления катиона (рис. 2, а). Ранее 
нами было показано [34], что МРТР облада-
ет протонной проводимостью и осуществляет 
циклоспорин А-чувствительный электроней-
тральный обмен Са2+ на ионы Н+. В присут-
ствии фосфата соотношение Са2+ : Н+ равно 
1 : 1 (рис. 3, а), что можно объяснить работой 
электронейтрального фосфатного переносчи-
ка, Н+-Pi-котранспорта, который осуществляет 
трансмембранный перенос фосфорной кисло-
ты по градиенту концентраций Н+. При этом 
кинетические характеристики выхода Са2+ 
через пору (константа скорости и время полу-
превращения) при допущении, что транспорт-
ный процесс можно представить как последо-
вательные реакции первого порядка, близки 
к тем же характеристикам сопряженного с 
транспортом Са2+ циклоспоринчувствительно-
го входа Н+ в матрикс митохондрий (рис. 3, б). 
Повышение входа Са2+ с повышением количе-
ства добавленного Са2+ приводит к активации 
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рис. 1. Накопление са2+ в митохондриях печени крыс (а) и его влияние на скорость дыхания (б) в ус-
ловиях блокирования (1) и открывания (2) МрТр; в – зависимость дыхательного контроля (Дк) от 
скорости са2+-стимулированного дыхания в присутствии (черные точки) и в отсутствие (белые точ-
ки) циклоспорина А. са2+ вносили в среду инкубации в количествах, указанных на оси абсцисс, цикло-
спорин А – в концентрации 1 мкМ (а, 1; б, 1,3–5; в, черные точки). Дк в препаратах митохондрий в 
отсутствие добавленного са2+ (в): 5–6 (1), 4,5 (2), 4 (3), 3,5 (4), 2,5 (5). M ± m, n = 6
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МРТР, что соответствует повышению не толь-
ко количества ионов Са2+ и Н+, транспортируе-
мых через пору, но и константы скорости этих 
транспортных процессов (рис. 3, а, б).

На основании спектрофотометрической 
регистрации изменений митохондриального 

объема и транспорта Са2+ ранее нами было 
показано, что открывание поры, сопрово-
ждаемое набуханием и выходом Са2+ (рис. 2, 
а), приводит к установлению стационарно-
го распределения Са2+ между матриксом и 
средой, которое соответствует установле-
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рис. 2. Влияние МрТр на накопление са2+ (а), светопоглощение суспензии (б) и мембранный потен циал 
(в), типичные временные зависимости. са2+ вносили в среду инкубации в количестве 30 нмоль/мг, цик-
лоспорин А в концентрации 1 мкМ (кривые 1). по оси абсцисс: время, с; по оси ординат – светопогло-
щение при 654/700 нм (а), изменение светопоглощения в % от исходной величины (б, в). Циклоспорин А 
вносили также после завершения набухания и выхода са2+ (а, в, кривые 3), как показано стрелкой
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нию и поддержанию равновесия между по-
тенциалзависимым входом Са2+ через Са2+-
унипортер и выходом катиона через пору в 
среду [37]. Цикло спорин А-чувствительное 
набухание само по себе не сопровождает-
ся деполяризацией (рис. 2, б, в), и высокий 
мембранный потенциал поддерживает Са2+-
унипортер в активном, открытом состоя-
нии. В то же время, одновременная работа 

МРТР и Са2+-унипортера приводит к акти-
вации циклического транспорта Са2+, в кото-
ром МРТР функционирует как цикло спорин 
А-чувствительный Са2+/Н+-обмен (рис. 3, а, 
б). Повышение скорости дыхания вследствие 
активации Са2+-цикла с повышением кон-
центрации Са2+ (рис. 1, б, кривая 2; рис. 3, а) 
усиливает Са2+-индуцированное разобщение 
дыхательной цепи, близкое к эффекту Са2+ в 
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слабо сопряженных препаратах мито хондрий 
в присутствии циклоспорина А, и приводит к 
снижению ДК (рис. 1, в, белые и черные точки). 

Поскольку в области низких концентра-
ций Са2+ мембранный потенциал и скорость 
дыхания поддерживаются на постоянном уров-
не в течение длительного времени (рис. 2, в), 
можно сделать вывод, что открывание МРТР 
в условиях эксперимента приводит только к 
ускорению дыхания, но не нарушает стацио-
нарных условий окисления субстрата и транс-
порта электронов, устанавливаемых после на-
копления Са2+. Поэтому, чтобы убедиться в 
справедливости выводов об одновременном 
функционировании МРТР и Са2+-унипортера 
в условиях Са2+-цикла, сделанных нами ранее 
на основании спектрофотометрических дан-
ных [37], в настоящей работе была поставлена 
задача оценить вклад МРТР и Са2+-унипортера 
в скорость дыхания митохондрий, окисляю-
щих субстрат (глутамат) в отсутствие ADP. Для 
этого Са2+-унипортер блокировали специфи-
ческим ингибитором, рутениевым красным 
(RR) после накопления Са2+ и установления 
стационарной скорости дыхания. Вклад Са2+-
унипортера в Са2+-цикл определяли как раз-
ность между скоростью дыхания в отсутствие 
и в присутствии RR. Вклад МРТР в Са2+-цикл 
устанавливали по разности скорости дыхания, 
регистрируемой в присутствии и в отсутствие 

циклоспорина А при равных количествах до-
бавленного Са2+. 

Как показывают результаты эксперимен-
та (рис. 4, столбцы 1), активация МРТР с по-
вышением концентрации Са2+ и его входа в 
матрикс (рис. 1, а, рис. 3) приводит к досто-
верному повышению вклада МРТР в скорость 
дыхания (рис. 4, столбцы 1). Максимальный 
вклад МРТР в скорость дыхания наблюдает-
ся при 20–40 нмоль Са2+/мг, что соответству-
ет области концентраций Са2+ меньших, чем 
эмпирические значения кажущейся константы 
активации МРТР K0,5, установленные нами ра-
нее по набуханию митохондрий (~ 40–50 мкМ 
Са2+, тогда как Vmax набухания регистриро-
валась при концентрациях Са2+ ~ 200 мкМ 
[38]). Дальнейшая активация МРТР с повы-
шением концентрации Са2+ в среде приводит 
к повышению набухания и выхода цитохро-
ма с, вследствие чего положительный вклад 
МРТР в скорость дыхания снижается (рис. 4, 
столбцы 1). В то же время, в условиях блоки-
рования МРТР вклад Са2+-унипортера в ско-
рость дыхания поддерживается на постоянном 
уровне (рис. 4, столбцы 2), что согласуется с 
данными об отсутствии заметной деполяриза-
ции под действием Са2+ в широком диапазо-
не концентраций Са2+ (≤ 100 нмоль Са2+/мг) и 
свидетельствует об активном состоянии Са2+-
унипортера. Обращает на себя внимание тот 

рис. 3. Влияние са2+ на циклоспоринчувствительный выход са2+ (1) и вход протонов в матрикс (2) в 
присутствии RR. регистрацию проводили после завершения накопления са2+ и внесения RR в среду 
инкубации. M ± m, n = 6. са2+ вносили в количествах, указанных на оси абсцисс; RR вносили в кон-
центрации 10-5 М. по оси ординат: количество ионов са2+ и Н+, в нмоль/мг протеина (а); константа 
скорости циклоспоринчувствительного транспорта ионов (б). * Достоверно относительно 30 нмоль/мг 
са2+, P < 0,05 (б)
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факт, что в условиях максимальной активации 
дыхания при открывании МРТР обнаружи-
вается близкий по величине вклад МРТР и 
Са2+-унипортера в скорость дыхания (рис. 4, 
столбцы 1, 3). Таким образом, приведенные 
результаты подтверждают предположение о 
том, что в условиях открывания МРТР при 
низких концентрациях Са2+ (<K0,5 активации 
МРТР) Са2+-унипортер остается в активном 
состоянии, и Са2+-цикл, который вносит су-
щественный вклад в скорость дыхания и при-
водит к разобщению дыхательной цепи (рис. 1, 
в), поддерживается одновременной работой 
МРТР и Са2+-унипортера, в соответствии с на-
шими прежними выводами [37].

известно, что функционирование МРТР 
в состоянии высокой проводимости сопровож-
дается выходом цитохрома с, блокированием 
транспорта электронов, коллапсом мембран-
ного потенциала и прекращением синтеза 
АТР. Для оценки роли МРТР в регуляции 
энергетического метаболизма митохондрий в 
условиях, когда ее открывание не приводит к 
необратимым функциональным нарушениям 
в митохондриях (рис. 2, а, в, кривые 3), нами 
была поставлена задача изучить влияние ци-
клоспоринчувствительной активации Са2+-
цикла на основные показатели функциональ-

рис. 4. Оценка вклада МрТр и са2+-унипортера в скорость дыхания митохондрий в состоянии 4. 
Активность МрТр оценивали по разности скоростей дыхания в отсутствие и в присутствии 1 мкМ 
циклоспорина А (1). Активность са2+-унипортера оценивали по разности скорости дыхания в от-
сутствие и в присутствии 10-5 М RR в условиях блокирования (2) и открывания (3) МрТр. M ± m, 
n = 6. * Достоверно относительно контроля (P < 0,05). са2+ вносили в среду инкубации в количествах, 
указанных на оси абсцисс. по оси ординат: циклоспоринчувствительная (1) и RR-чувствительная (2, 
3) разность скоростей дыхания при окислении субстрата в отсутствие ADP, ΔJO2, нг-ат. О⋅мин-1⋅мг-1

ного состоя ния митохондрий, определяющие 
их способность синтезировать АТР – энерге-
тическую эффективность синтеза АТР (Р/О) и 
скорость фосфорилирования (JADP).

Как показано выше, повышение про-
тонной проводимости мембраны, сопровож-
даемое снижением ДК (рис. 1, б), усиливает 
Са2+-зависимую стимуляцию дыхания. Уско-
рение Са2+-цикла в условиях повышения 
Н+-проводимости мембраны (рис. 1, б, кри-
вые 1–4) приводит к повышению потребле-
ния кислорода, пропорционально скорости 
циклического транспорта Са2+ и Н+ [27]. За-
висимость, приведенная на рис. 1, в, показыва-
ет углубление разобщения и снижение ДК по 
мере повышения скорости транспорта и ско-
рости дыхания в состоянии 4. Величина ДК в 
прочно сопряженных препаратах митохондрий 
составляла 6, 5 ± 0,2. Согласно оценке мак-
симального вклада МРТР в скорость дыхания 
8,7 ± 1,2 нг-ат О⋅мин-1⋅мг-1 (рис. 4, столбцы 1), 
Са2+-индуцированное открывание поры долж-
но приводить к снижению ДК на ~ 1,5 еди-
ницы. Этот вывод подтверждается экспери-
ментальными данными, показывающими, что 
открывание МРТР сопровождается снижени-
ем ДК (рис. 1, в, белые точки). Энергетические 
затраты дыхательной цепи зависят от скорости 
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дыхания и транспорта ионов а также комплек-
са, на котором происходит окисление, но не от 
природы транспортного процесса (транспорт 
Н+ через Н+-проводящие структуры мембра-
ны, Са2+ через Са2+-унипортер, либо открыва-
ние МРТР). Это согласуется с существованием 
стехиометрических соотношений между по-
треблением кислорода и потенциалзависимым 
транспортом катионов, которые не зависят от 
конкретного механизма транспорта. Соответ-
ственно, снижение ДК с повышением скоро-
сти дыхания в состоянии 4, как в присутствии 
циклоспорина А, так и при открывании МРТР 
(рис. 1, в, черные и белые точки), представля-
ет собой одну зависимость, характеризующую 
разобщение дыхательной цепи вследствие по-
вышения расхода энергии на транспорт ионов, 
сопровождаемый повышением потребления 
кислорода в митохондриях. Таким образом, 
разобщающий эффект МРТР в стационарных 
условиях (рис. 1, в) не отличается от эффекта 
«мягкого» протонофорного разобщения дыха-
тельной цепи в условиях блокирования МРТР 
циклоспорином А.

Повышение скорости дыхания и энерге-
тических затрат при активации циклического 
транспорта, как показывают данные, приводит 
также и к снижению энергетической эффек-
тивности синтеза АТР (рис. 5, а). Как и в слу-
чае ДК (рис. 1, в), эффект МРТР (рис. 5, а, 
белые точки) не отличается от эффекта Са2+-
индуцированного разобщения при повышении 
Н+-проводимости мембраны в присутствии 
циклоспорина А (рис. 5, а, черные точки). 

известно, что показатель Р/О в «идеаль-
ных» условиях, при отсутствии разобщения и 
допущении, что вся свободная энергия, высво-
бождаемая в ходе окисления, расходуется на 
синтез АТР (ΔGox → ΔμH+ → ΔGp) характеризует 
стехиометрические соотношения между соб-
ственно синтезом АТР и расходом кислорода 
в сопряженных реакциях окисления и фосфо-
рилирования. Основанное на допущении от-
сутствия разобщения, теоретическое значение 
Р/О с учетом стехиометрических соотношений 
между переносом протона и потреблением 
кислорода для NADH-зависимых субстратов 
I комплекса, а также между транспортом про-
тона и синтезом АТР (Н+/О = 10 и Н+/АТР = 4), 
составляет 2,5 [39, 40]. 

Транспортные процессы, проходящие па-
раллельно с синтезом АТР (активация Н+- и 
Са2+-циклов), могут приводить к дополнитель-
ным энергетическим затратам, увеличиваю-
щим потребление кислорода в ходе синтеза, 
что в свою очередь приводит к отклонению 

экспериментальных значений Р/О от рас-
четной величины. Поэтому снижение экспе-
риментального Р/О по сравнению с теорети-
ческим значением (рис. 5, а), характеризует 
ослабление энергетического сопряжения как 
при открывании МРТР, так и при повышении 
эндогенной Н+-проводимости мембраны мито-
хондрий [39, 40]. 

В то же время, как показывают наши 
данные, скорость фосфорилирования, опреде-
ляемая по скорости превращения ADP (JADP) 
меняется сравнительно мало с повышением 
скорости дыхания в состоянии 4 (рис. 5, б). 
ее снижение наблюдается только при сильном 
разобщении и ускорении дыхания, соответ-
ствующем падению ДК ниже 3. Согласно по-
лученным данным, усиление разобщения со-
провождается повышением скорости дыхания 
в состоя нии 3, V3 (рис. 5, в). Как и в преж-
них случаях (ДК и Р/О), эффект открывания 
МРТР (рис. 5, в, белые точки) не отличается от 
эффекта протонофорного разобщения, усили-
ваемого активацией Са2+-цикла в присутствии 
циклоспорина А (рис. 5, в, черные точки). С 
учетом того, что скорость фосфорилирова-
ния (JADP) связана с величиной Р/О и скоро-
стью дыхания в состоянии 3 соотношением: 
JADP = V3 ∙ Р/О, очевидно, что ее относительная 
стабильность при активации циклического 
транспорта Са2+ и Н+ (рис. 5, б), несмотря на 
разобщение и снижение Р/О (рис. 5, а), дости-
гается путем активации транспорта электро-
нов и повышением скорости дыхания как в 
состоянии 4, так и в состоянии 3 (рис. 5, в). 

известно, что скорость ADP-стиму-
лированного дыхания лимитируется не ско-
ростью транспорта электронов, а скоростью 
синтеза АТР F0F1-АТР-синтазой, тогда как 
скорость транспорта катионов и протонов ли-
митирована скоростью окисления и переноса 
электронов в дыхательной цепи [26]. Полагают, 
что лимитирующей стадией, ограничивающей 
максимальную скорость транспорта ионов в 
матрикс, является перенос протона комплек-
сами дыхательной цепи [41]. Поэтому скорость 
дыхания в состоянии 3, V3, как правило, ниже 
скорости разобщенного дыхания, JU. При ак-
тивации Са2+-цикла, как и других транспорт-
ных процессов, V3 может возрастать за счет 
ускорения транспорта электронов, пропорцио-
нально скорости потенциалзависимого входа 
Са2+. Максимальная скорость транспорта и 
разобщенного дыхания (JU) соответствует мак-
симальной скорости окисления субстрата и со-
стоянию нулевого потенциала (ΔμH+ = 0), когда 
практически вся энергия, высвобождаемая при 
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рис. 5. Влияние скорости са2+-стимулированного дыхания (состояние 4) на показатели функциональ-
ного состояния митохондрий. Эффективность фосфорилирования, р/О (а), скорость фосфорилирова-
ния, JADP, нмоль ADP⋅мин-1⋅мг-1 (б), а также скорость дыхания в состоянии 3, V3, нг-ат. О⋅мин-1⋅мг-1 
(в) регистрировали в присутствии (черные точки) и в отсутствие (белые точки) циклоспорина А. 
пунктиром (в, 3, 4) показан результат суммирования скорости ADP-стимулированного дыхания в 
контроле и прироста скорости дыхания в состоянии 4 относительно контроля в присутствии и в от-
сутствие циклоспорина А (пояснения в тексте)
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окислении, расходуется на транспортный про-
цесс. Скорость ADP-стимулированного дыха-
ния в контроле (при минимальных значениях 
скорости дыхания в состоянии 4 в присутствии 
циклоспорина А) составляла 55,5 ± 3,0 нг-ат 
О⋅мин-1⋅мг-1 и при полном разобщении (СССР) 

достигала 110,6 ± 4,5 нг-ат. О⋅мин-1⋅мг-1. если 
принять, что скорость потребления кислорода 
характеризует энергетические затраты дыха-
тельной цепи на энергозависимые процессы, 
то очевидно, что синтез АТР только частич-
но использует энергию, высвобождаемую при 
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окислении субстрата митохондриями. По-
скольку JU лимитируется скоростью редокс-
реакции, отношение JU/V3 может служить ме-
рой «энергетической емкости» дыхательной 
цепи и возможности активации транспорта 
электронов до граничной величины, соответ-
ствующей скорости разобщенного дыхания 
[42]. Очевидно, что соотношение JU/V3 долж-
но быть ≥ 1. Это условие соблюдается при от-
крывании МРТР и активации циклического 
транспорта Са2+. Так, по нашим данным по-
вышение расхода энергии при активации Са2+-
цикла приводит к одновременному повыше-
нию скорости дыхания как в состоянии 4, так 
и в состоянии 3. При повышении эндогенной 
Н+-проводимости мембраны (рис. 5, в, черные 
точки и пунктир 3), экспериментальные зна-
чения V3 близки к результатам суммирования 
скорости ADP-стимулированного дыхания в 
контроле и прироста скорости дыхания в со-
стоянии 4 вследствие ускорения циклическо-
го транспорта ионов. То же происходит и при 
открывании МРТР (рис. 5, в, белые точки и 
пунктир 4). Таким образом, в случае Са2+-
индуцированного разобщения в условиях по-
вышения Н+-проводимости мембраны, как в 
присутствии циклоспорина А, так и при от-
крывании МРТР, «энергетическая емкость» 
системы допускает одновременное протекание 
двух процессов – синтеза АТР и циклического 
транспорта ионов без конкуренции за «энер-
гетический ресурс», ΔμH+. Это позволяет под-
держивать относительно стабильную скорость 
фосфорилирования в достаточно широком 
интервале скоростей Са2+-стимулированного 
дыхания, при одновременном снижении Р/О.

Результаты проведенных экспериментов 
позволяют сделать ряд выводов. 

1. В стационарных условиях (постоянные 
значения мембранного потенциала и посто-
янная скорость дыхания) открывание МРТР 
приводит к активации Са2+-цикла вследствие 
повышения Н+-проводимости мембраны мито-
хондрий. 

2. В условиях открывания МРТР акти-
вация Са2+-цикла поддерживается одновре-
менной работой МРТР и Са2+-унипортера, 
которые вносят примерно равный вклад в 
цикли ческий транспорт Са2+ и скорость дыха-
ния митохондрий. 

3. Разобщающий эффект МРТР по функ-
циональным показателям (ДК, Р/О и JADP) не 
отличается от эффекта «мягкого» протонофор-
ного разобщения дыхательной цепи. 

4. Оценка доли МРТР в Са2+-цикле в усло-
виях его максимальной активации показывает, 

что вклад МРТР, составляющий 8,7 ± 1,2 нг-
ат. О⋅мин-1⋅мг-1, приводит к небольшому разоб-
щающему эффекту (снижение ДК и Р/О). При 
этом открывание МРТР не влияет на скорость 
фосфорилирования.

Таким образом, приведенные результаты 
выявляют некоторые малоизученные аспек-
ты функционирования МРТР, позволяющие 
характеризовать ее как эндогенный механизм 
«мягкого» протонофорного разобщения дыха-
тельной цепи. Возможность функционирова-
ния МРТР в системе трансмембранного ион-
ного обмена митохондрий как циклоспорин 
А-чувствительного Са2+/Н+-обмена в условиях 
нормальной физиологии требует всесторонне-
го освещения в будущих исследованиях.

ВплиВ Ca2+-індукоВаного 
ВідкриВання 
циклоспоринчутлиВої пори 
на спожиВання кисню 
і функціoнальний стан 
мітохондрій печінки щуріВ 
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Досліджено вплив Са2+-індукованого 
відкривання циклоспоринчутливої пори 
(mitochondrial permeability transition pore, 
MPTP) на споживання кисню і функціональний 
стан мітохондрій печінки щурів. По-
казано, що за відсутності деполяризації 
функціональна активність МРТР призво-
дить до підвищення стаціонарної швидкості 
дихання за окиснення субстрату (глутамату) 
внаслідок активації циклоспоринчутливо-
го Са2+/Н+-обміну і циклічного транспорту 
Са2+, який підтримується одночасною робо-
тою МРТР і Са2+-уніпортера. За допомогою 
селективних блокаторів, циклоспорину А и 
рутенієвого червоного показано, що МРТР і 
Са2+-уніпортер роблять близький за величи-
ною внесок в Са2+-цикл і швидкість дихання 
мітохондрій. Встановлено, що біоенергетичні 
ефекти відкривання МРТР в стаціонарних 
умовах (підвищення швидкості дихання у разі 
окислення субстрату за відсутності ADP, зни-
ження дихального контролю та енергетичної 
ефективності синтезу АТР, Р/О) близькі до 
функціональних змін внаслідок підвищення 
ендогенної протонної провідності мембрани 
митохондрій. Роз’єднуючий ефект МРТР май-
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же не впливає на швидкість фосфорилюван-
ня, відносна стабільність якої підтримується 
за рахунок активації дихального ланцюга і 
підвищення швидкості дихання в стані 3. 
Зроблено висновок, що за нормальних 
фізіологічних умов МРТР може функціонувати 
як ендогенний механізм «м’якого» протоно-
форного роз’єднання дихального ланцюга.

К л ю ч о в і  с л о в а: Са2+, циклоспорин-
чутлива пора, Са2+-цикл, споживання кисню, 
функціональний стан мітохондрій, мітохондрії 
печінки.

The effeCT of са2+-induCed 
opening of CyClosporine-
sensiTive pore on The oxygen 
ConsumpTion and funCTional 
sTaTe of raT liver miToChondria

O. V. Akopova, V. I. Nosar, 
I. N. Mankovska, V. F. Sagach

A. A. Bogomoletz Institute of Physiology, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: a-dubensky@mail.ru

The effect of Ca2+-induced opening of cyclo-
sporine-sensitive pore (mitochondrial permeability 
transition pore, MPTP) on the oxygen consump-
tion and mitochondrial functional state was studied  
in the rat liver mitochondria. It was shown that, 
with the use of glutamate as oxidation substrate, in 
the absence of depolarization MPTP opening re-
sults in the increase of steady state respiration rate 
because of the activation of cyclosporine-sensitive 
Ca2+/H+-exchange and Ca2+ cycling, which was 
supported by the simultaneous work of MPTP and 
Ca2+-uniporter. With the aid of selective blockers, 
cyclosporine A and ruthenium red, it was shown 
that MPTP and Ca2+-uniporter contribute equally 
to the Ca2+-cycling and mitochondrial respiration. 
It was shown that bioenergetic effects of MPTP 
opening under steady state conditions (increase 
in the oxygen consumption rate under substrate 
oxidation without ADP, decrease in respiratory 
control ratio as well as the effectiveness of ATP 
synthesis, P/O) are close to the functional altera-
tions, which result from the increase of endoge-
nous proton conductance of mitochondrial mem-
brane. Uncoupling effect of MPTP opening, by 
itself, had no effect on phosphorylation rate, which 
remains relatively stable because the fall of P/O is 
compensated by the activation of respiratory chain 
and the increase in the rate of state 3 respiration. 

It was concluded that under physiologically normal 
conditions MPTP might function as the endoge-
nous mechanism of mild uncoupling of respiratory 
chain.

K e y  w o r d s: Са2+, cyclosporine-sensitive 
pore, Са2+-cycling, oxygen consumption, mito-
chondrial functional state, rat liver mitochondria.
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