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А. С. СЕЙЛАНОВ, Г. А. ПОПОВ, В. В. КОНЕВ

СВЯЗЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ С ДЫХАНИЕМ 
И ОКИСЛИТЕЛЬНЫМ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕМ

На нативных митохондриях установлено, что относительно слабое активирование 
перекисного окисления эндогенных липидов низкими концентрациями FeCl2 в среде 
приводит к стимулированию потребления кислорода и окислительного фосфорилирова
ния, при интоксикации ПОЛ эти функциональные показатели митохондрий стано
вятся ниже контроля.

В последнее время все большее внимание уделяется изучению ро
ли процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в развитии цело
го ряда заболеваний. Интенсификация ПОЛ не является процессом, 
специфическим для какой-либо определенной патологии, и обнаружи
вается при злокачественном росте [1], Е-авитаминозе [2], действии 
ионизирующего излучения [3, 4], токсическом действии галогепалканов 
[5], ишемических повреждениях [6]. атеросклерозе [7], стрессе [8] 
и др.

В процессе ПОЛ образуются продукты окисления жирных кислот, 
входящих в состав клеточных мембран, которые являются высокореак- 
циоипыми соединениями, оказывающими влияние на структурную орга
низацию и функциональною активность различных мембранных струк
тур. Проведено немало исследований [9, 10] на различных структурах, 
выделенных из клеток, мембранах митохондрий, микросом, эндоплаз
матического ретикулума и т. п. Однако практически все эксперименты 
велись при глубоком перекисном окислении липидов [9, 10], а механизм 
образования и первичного действия продуктов ПОЛ в условиях, при
ближенных к физиологическим, остается малоизученным.

ПОЛ в биомембранах можно моделировать действием различных хи
мических прооксидантов, например, ионами двухвалентного железа. 
Такое инициирование широко используется для изучения кинетики раз
вития процессов ПОЛ как in vitro, так и in vivo.

Цель настоящего исследования—выявить связь между развитием 
реакций ПОЛ в биомембранах митохондрий и проявлением их функ
циональной активности. В качестве основных функциональных показа
телей были выбраны тесты—потребление кислорода митохондриями и 
сопряженный процесс окислительного фосфорилирования. Имея в ви
ду тот факт, что ПОЛ протекает в пределах митохондриальных мем
бран, в которых локализованы и ферментные системы, ответственные 
за процесс дыхания и окислительного фосфорилирования, можно пред
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полагать наличие взаимосвязи между этими процессами и изменение 
степени функциональной активности митохондрий.

Материал и методы
Объектом исследования служили митохондрии из печени мышей 

линии СВЛ57, выделенные методом дифференциального центрифугиро
вания в растворе сахарозы в присутствии 1 ,мЛ4 ЭДТА [11]. Перед вто
рым промыванием митохондрий среду выделения освобождали от 
ЭДТА, которая является ингибитором перекисного окисления липидов. 
Концентрацию белка определяли по Loury [13]. 0,5 мл исходной сус
пензии митохондрий, содержащей 20 мг белка, были суспендированы в 
8 мл среди инкубации, содержащей 130 мМ NaCl, 20 мМ Трис-НС1, 
10 мМ MgCl2, pH 7,4, либо в 8 мл среды выделения (без ЭДТА). Ми
тохондрии инкубировали при температуре 37°С в атмосфере воздуха 
при постоянном перемешивании. В качестве добавок использовали 
0,2 М К2НРО4 (0,5 мл), 0,2 М сукцинат (0,5 мл), 0,04 М АДФ (0,5 мл), 
альбумин бычьей сыворотки в концентрации 3 мг!мл. Перекисное окис
ление инициировали введением соответствующих концентраций двух
валентного железа без добавочного восстановителя- Об активности. 
ПОЛ судили по цветной реакции малонового диальдегида (МДА), об
разующегося в ходе ПОЛ, с 2-тиобарбитуровой кислотой [13]. МДА 
определяли в пробах по 0,5 мл, к которым добавляли по 0,5 мл 20% 
трихлоруксусной кислоты и по 1,5 мл 0,67% 2-тиобарбитуровой кисло
ты (Serva). После 10 мин кипячения и центрифугирования измеряли 
поглощение раствора при 532 нм и выражали концентрацию МДА в 
моль/мг белка. Коэффициент экстинции принимали равным 1,56X10®.

Параллельно процессу перекисного окисления исследовали по
требление кислорода митохондриями в метаболически активном со
стоянии и сопряженное с ним окислительное фосфорилирование. Ско
рость окислительного фосфорилирования определяли по убыли из сре
ды неорганического фосфата, который определяли по методу Fiske— 
Subarrow [14].

Скорость потребления кислорода митохондриями определяли по
лярографически на полярографе «Микроаструб» (Дания) в ячейке объ
емом 75 мкл. В качестве субстрата дыхания использовали сукцинат.

Результаты и обсуждение

Количество МДА, образующегося в суспензии митохондрий, интен
сивность окислительного фосфорилирования и скорость потребления 
кислорода определяли через 0, 15, 30, 60, 120 и 180 мин с начала ин
кубации.

На рис. 1 приведены зависимость накопления МДА (А), потребле
ние кислорода (Б) и окислительное фосфорилирование (В) в суспен
зии митохондрий от времени инкубации. Из рис. 1 А видно, что в при- 
сутствии в среде 50 мкМ Fe2+ происходит накопление до 9-10 моль 
МДА/мг белка к 3 часам инкубации (кривая 2), в то время как в конт
роле накапливается не более 4-Ю՜10 молей МДА/мг белка митохонд-
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рий. При этом в присутствии Fe2 * происходит угнетение потребления 
кислорода и неорганического фосфата в 3 раза по сравнению с соответ
ствующим контролем через 3 часа инкубации.

ВРЕМЯ ИНКУЕЙфМ.ч

Рис. 1 Накопление малонового диальде
гида (А), потребление кислорода (Б) и 
неорганического фосфата (В) в процес
се инкубации митохондрий. Среда ин
кубации: 200 мМ сахарозы, 20 мМ Трис- 
t Cl, 10 мМ MgClj. 5 мМ К։НРОЧ, pH 
7,3. Субстрат окисления: 5 мМ сукци
нат, 2 мМ АДФ. Концентрация мито
хондриального белка—1 мг/мл, сыворо
точный альбумин — 0,3 мг/мл. РеС1։— 
5.10-6М. (1) —нативные митохондрии, 
(2)—то же в присутствии ионов Fe2+. 
Среднеквадратичная ошибка средних 

величин не превышает 8%.

Рис. 2 Зависимость накопления ма
лонового диальдегида (А), скорости 
поглощения кислорода (Б) и неор
ганического фосфата (В) в суспен
зии митохондрий от концентрации 
Fe2՜1՜ в среде через 3 часа инкуба
ции. Условия инкубации те же, что 

и для рис. 1

не



Оказалось, что в зависимости от интенсивности процессов ПОЛ. 
регулируемой концентрацией Fe2* в среде, скорость потребления кисло
рода и синтеза АТФ может не только подавляться, но, наоборот, уси
ливаться.

На рис. 2 приведена зависимость накопления МДА (А), скорость 
потребления кислорода (Б) и фосфора (В) в суспензии митохондрий 
через 3 часа инкубации от концентрации ионов железа в среде. Из 
рис. 2, А видно, что в исследованном диапазоне концентраций железа 
количество накапливаемого МДА увеличивается с ростом концентра
ции ионов железа. В то же время при относительно малых концентра
циях железа (менее 10 мкМ) наблюдается стимулирование как потреб
ления кислорода (рис- 1, Б), так и фосфора (рис. 1, В). Максимальное 
стимулирование (в 2 раза по отношению к контролю) наблюдается при 
концентрации около 5 мкМ Fe2+ в среде инкубации.

Как следует из рис. 1, А, Б, В (кривые 1), в процессе инкубации ми
тохондрий скорость потребления кислорода (Б) и фосфорилирования 
(В) снижалась в контрольных вариантах при отсутствии в среде экзо
генного железа. Исключение из инкубационной среды сахарозы или 
сывороточного альбумина усиливало этот эффект (данные не приво
дятся). Частичке такое снижение функциональной активности мито
хондрий может быть обусловлено нарушением проницаемости меимбран 
митохондрий для катионов, накоплением их в митохондриях и набуха
нием последних [15], о чем свидетельствует то, что при этом митохон
дрии подвергаются частичному переокислению (рис 1, А, кривая 1) и, 
следовательно, повреждению.

Ингибирующее действие ПОЛ на дыхание и окислительное фосфо
рилирование при концентрациях ионов Fe2+ в среде 10 мкМ и более мо
жет быть следствием нарушения структурной организации мембран, 
что соответствует литературным данным [2, 19, 20]. Несколько неожи
данным является эффект стимулирования функциональной активности 
митохондрий при относительно малых концентрациях Fe2+ в среде. При 
этом, вероятно, митохондрии обладают способностью реагировать на 
развитие в них ПОЛ небольшой интенсивности путем включения энер
гетической защиты.

Возможно также, что стимулирование функциональной активно
сти митохондрий под влиянием ПОЛ, в свою очередь, развивающихся 
в клетках при различных патологиях, является одним из регуляторных 
механизмов, поддерживающих ПОЛ в нормальных клетках на низком 
уровне. Это может иметь важное принципиальное значение для пони
мания механизма защиты биосистем на клеточном уровне организации 
от влияния повреждающих факторов, опосредованных через перекис
ное окисление липидов.
НИИ медицинской радиологии АМН СССР Поступила 9/IX 1982 г.
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Ա. U. ՍԵՅԼԱՆՈՎ. Գ. Ա. "1Ո4ՈՎ. Վ. Վ. ԿՈՆԵՎ \

ԼԻՊԻԴՆԵՐԻ ՊԵՐՕՔՍԻԴԱՅԻՆ ՕՔՍԻԴԱՑՄԱՆ ԿԱՊԸ ՇՆՅԱՌՈԻՔ֊ՅԱՆ 
ԵՎ Ք-ք»4ԱԾՆԱՅԻՆ ՖՈՍՖՈՐԻԼԱ8ՄԱՆ ՀԵՏ

նատիվ միտոքոնդրիումներում որոշվել է թթվածնի և անօրգանական 
ֆոսֆորի ծախսման արագության կախվածությունը էնդոգեն լիպիդային պե- 
րօքսիդացման ինտենսիվությունից։

ՄՒէավայրում FfCIj իոնների կոնցենտրացիան /ОмкМ-^յ ցածր լինելու 
դեպքում մալոնային դիալդեհիդի քանակության բարձրացման ֆոնի վրա 
/щածն ի և ֆոսֆատի յուրացումը ավելանում է 2 անգամով։ 1 Д.МкМ֊/г^ բարձր 
լինելու դեպքում միտոքոնդրիալ լիպիդային պերօքսիդացման պրոցեսների 
ինտենսիվացումը ուղեկցվում է թթվածնի և ֆոսֆատի յուրացման իջեցումով։

A. Տ. SEYLANOV, 0. A. POPOV, V. V. KONEV

CONNECTION OF PEROXIDE OXIDATION OF MITOCHONDRIAL 
LIPIDS WITH BREATHING AND OXIDATED PHOSPHORYLATION

It has been established on native mitochondria, that relatively weak 
activation of endogenous lipids’ peroxide oxidation by low concentrations 
of FeCI։ results in stimulation of oxygen consumption and oxidative 
phosphorylation; in case of intensification of peroxide oxidation of lipids 
these functional indices are lower of the control.
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