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На изолированных митохондриях печени, энергизованных путем окисления сукцината, исследова-
но действие пальмитиновой кислоты и продуктов ее ω-окисления – ω-гидроксипальмитиновой
кислоты (ГПК) и α,ω-гексадекандикарбоновой кислоты (ГДК) – на активность дыхания в отсут-
ствие синтеза ATP и на генерацию Н2О2. Показано, что ГПК стимулирует дыхание и снижает раз-
ность электрических потенциалов (Δψ) в митохондриях в той же степени, как пальмитиновая кис-
лота и классические протонофорные разобщители. В аналогичных условиях стимуляция дыхания
митохондрий ГДК не сопровождается снижением Δψ и подавляется 10 мкМ циклоспорином А. По-
этому ГДК рассматривается как “десопрягающий” агент, переключающий комплексы дыхательной
цепи митохондрий на холостой режим работы. Установлено, что в присутствии в сахарозной среде
инкубации 20 мМ хлорида калия стимуляция дыхания ГПК (в отличие от пальмитиновой кислоты
и ГДК) подавляется 3 мМ хлоридом магния на 60%. В этих условиях ГПК в концентрации 25 мкМ
и выше эффективно индуцирует набухание митохондрий, которое полностью подавляется хлори-
дом магния. Отмечается, что ГПК как индуктор набухания митохондрий менее эффективна в отсут-
ствие хлорида калия, чем в его присутствии. Предполагается, что в отличие от пальмитиновой кис-
лоты и ГДК действие ГПК как активатора свободного дыхания митохондрий в сахарозной среде ин-
кубации, содержащей ионы калия и Трис, обусловлено сочетанием протонофорного эффекта с
содействием транспорту этих ионов в матрикс. Установлено, что пальмитиновая кислота, ГДК и
ГПК в концентрациях, вызывающих приблизительно в равной степени стимуляцию дыхания мито-
хондрий в состоянии 2, одинаково эффективно ингибируют генерацию Н2О2. Сделано заключение,
что эффекты указанных жирных кислот как ингибиторов генерации Н2О2 в изолированных мито-
хондриях печени обусловлены стимуляцией дыхания и могут быть не связаны со снижением Δψ.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что свободные монокарбоновые

жирные кислоты в зависимости от эксперимен-
тальных условий по-разному влияют на энергети-
ческие функции митохондрий [1–9]. Так, в отсут-
ствие ионов кальция (в присутствии в среде инку-
бации EGTA) монокарбоновые жирные кислоты
в микромолярной концентрации индуцируют
разобщение окислительного фосфорилирования
в митохондриях животных, главным образом, по
протонофорному механизму [1, 3, 5–8]. В “мяг-
ких” условиях такое разобщающее действие жир-
ных кислот сопровождается усилением так назы-
ваемого свободного дыхания без существенного
ингибирования окислительного синтеза АТР [1, 2].

В настоящее время “мягкое” разобщение окисли-
тельного фосфорилирования рассматривается
как один из механизмов защиты клеток жизненно
важных органов от образующихся в митохондри-
ях токсичных активных форм кислорода (АФК)
[1, 2, 9, 10]. Как хорошо установлено in vitro, гене-
рация АФК (в частности Н2О2) митохондриями
сердца и печени, энергизованными путем окис-
ления сукцината при высоком мембранном по-
тенциале (Δψ), наиболее интенсивно осуществ-
ляется путем энергозависимого обратного пере-
носа электронов комплексом I от сукцината.
В этих условиях генерация Н2О2 может быть сни-
жена при стимуляции дыхания и снижения Δψ
протонофорными разобщителями, в том числе и
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монокарбоновыми жирными кислотами [1, 2, 5,
9–12]. При “прямом” транспорте электронов от
сукцината до кислорода образование Н2О2 мито-
хондриями протекает менее интенсивно и ча-
стично подавляется протонофорными разобщи-
телями [1, 2].

В митохондриях печени в протонофорном раз-
общающем действии монокарбоновых жирных
кислот принимают участие белки-переносчики
метаболитов внутренней мембраны митохон-
дрий: осуществляющие обменный транспорт
ADP на ATP (ADP/ATP- антипортер) и глутамата
на аспартат (аспартат/глутаматный антипортер)
[1, 3, 6–8]. Их участием обусловлено около 70–
80% разобщающей активности пальмитиновой и
других насыщенных жирных кислот [6–8, 13].
Другая часть разобщающей активности этих жир-
ных кислот (20–30%), по-видимому, обусловлена
участием особой системы, чувствительной к цик-
лоспорину А в необычной для него высокой кон-
центрации 10 мкМ, но не связанной с циклофи-
лином D [8, 13].

В нормальных физиологических условиях ос-
новным путем метаболизма жирных кислот в
клетках печени является их β-окисление в мито-
хондриях и пероксисомах [14, 15]. Другой путь
метаболизма жирных кислот – ω-окисление, при
физиологических условиях не превышает и 10%
от их общего метаболизма и рассматривается как
минорный метаболический путь [15, 16]. На пер-
вом этапе ω-окисления в эндоплазматическом
ретикулуме монокарбоновые жирные кислоты
преобразуются в соответствующие ω-гидрокси-
монокарбоновые кислоты при участии микросо-
мальных цитохромов Р-450 [15–18]. На следую-
щем этапе ω-окисления путем последовательного
воздействия цитозольных NAD-зависимых алко-
голь- и альдегиддегидрогеназ образуются α,ω-ди-
карбоновые кислоты [15, 16, 18]. Так, в процессе
ω-окисления одной из наиболее распространен-
ных жирных кислот – пальмитиновой, на первом
этапе образуется ω-гидроксипальмитиновая кис-
лота (ГПК), на следующем этапе – α,ω-гексаде-
кандикарбоновая кислота (ГДК).

Путь ω-окисления значительно усиливается
под влиянием различных ксенобиотиков – ин-
дукторов ферментов гидроксилирования жирных
кислот, при потреблении этанола, при некоторых
состояниях, сопровождающихся увеличением со-
держания свободных монокарбоновых жирных
кислот (ожирение, голодание, сахарный диабет,
неалкогольная жировая болезнь печени и др.), а
также при различных нарушениях их метаболиз-
ма [15, 16, 18–21]. Давно известно, что при этих и
ряде других подобных патологических состояни-
ях в крови и клетках пациентов наблюдается зна-
чительное увеличение содержания различных
жирных кислот, в том числе ГПК и ГДК [20, 22, 23].

Ранее нами было установлено, что одна из
длинноцепочечных α,ω-дикарбоновых кислот –
α,ω-тетрадекандикарбоновая (ТДК), в отсут-
ствие Са2+ способна стимулировать дыхание ми-
тохондрий печени, окисляющих сукцинат, в от-
сутствие синтеза АТР (состояние 2 по Чансу) без
снижения Δψ [13, 24, 25]. Тем самым действие
ТДК аналогично эффектам так называемых “де-
сопрягающих” агентов (decouplers) – некоторых
из общих и местных анестетиков [26, 27]. Однако
в отличие от действия этих агентов стимулирую-
щий эффект ТДК обратим и полностью устраня-
ется циклоспорином А в высокой концентрации
10 мкМ [13, 25]. Предполагается, что стимулиро-
ванное ТДК чувствительное к циклоспорину
А- Са2+-независимое свободное дыхание в мито-
хондриях печени может быть обусловлено пере-
ключением работы комплексов дыхательной це-
пи на холостой режим, т.е. без векторного пере-
мещения Н+ из матрикса в межмембранное
пространство [25]. ГДК отличается от ТДК только
длиной ацильной цепи, большей на два атома уг-
лерода, что придает ей более высокую гидрофоб-
ность. Показано, что в отличие от этой более ко-
роткоцепочечной α,ω-дикарбоновой кислоты,
ГДК способна перемещаться через фосфолипид-
ную бислойную мембрану по механизму флип-
флоп [28]. Однако не ясно, будет ли ГДК более
эффективно, чем ТДК, стимулировать свободное
дыхание в митохондриях печени по аналогично-
му механизму. Неизученным остается также ме-
ханизм действия ГПК как индуктора свободного
дыхания в митохондриях печени. Не известно,
связано ли индуцируемое этими жирными кисло-
тами свободное дыхание со снижением генера-
ции АФК в митохондриях.

В настоящей работе с целью ответа на эти во-
просы предполагалось исследовать: 1) эффекты
ГДК и ГПК на дыхание и ΔΨ энергизованных пу-
тем окисления сукцината митохондрий печени, в
том числе, в присутствии потенциальных модуля-
торов этих эффектов; 2) влияние ГДК и ГПК на
генерацию Н2О2 митохондриями печени, также
энергизованных путем окисления сукцината, в
условиях обратного и прямого транспорта элек-
тронов. Особое внимание уделено сравнению эф-
фектов жирных кислот с действием на митохон-
дрии пальмитиновой кислоты, как одной из хоро-
шо изученных монокарбоновых жирных кислот.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Митохондрии из печени белых половозрелых
самцов крыс (весом 210–250 г) выделяли методом
дифференциального центрифугирования с по-
следующим освобождением от эндогенных жир-
ных кислот с помощью бычьего сывороточного
альбумина фракции V в соответствии с описан-
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ной ранее методикой [6]. Среда выделения содер-
жала 250 мМ сахарозы, 1 мМ EGTA, 5 мМ MOPS
(рН до 7.4 доводили Трис). Концентрацию белка
митохондрий определяли биуретовым методом, в
качестве стандарта использовали раствор БСА.
Во время проведения эксперимента суспензию
митохондрий (60–70 мг митохондриального бел-
ка в 1 мл) хранили на льду.

Дыхание митохондрий регистрировали поля-
рографическим методом при 25ºС в термоста-
тируемой ячейке объемом 1 мл с помощью кис-
лородного электрода типа Кларк и установки
Oxygraph Plus (Hansatech Instruments, Велико-
британия). Разность электрических потенциалов
(Δψ) на внутренней мембране митохондрий оце-
нивали по распределению катиона тетрафенил-
фосфония (ТФФ+) через внутреннюю мембрану,
концентрацию которого регистрировали с помо-
щью ТФФ+-чувствительного электрода и много-
канальной электрометрической системы Record
4usb в кювете объемом 1.2 мл при 25°С и постоян-
ной аэрации и перемешивании. Значение Δψ рас-
считывали с учетом неэнергозависимого связы-
вания ТФФ+ с митохондриями по уравнению
Нернста [29]. Объем матрикса был взят как 1 мкл/ мг
белка – среднее значение недоступного для саха-
розы объема митохондрий печени [30]. В специ-
альных опытах установлено, что в отсутствие ми-
тохондрий действие исследуемых агентов на по-
казания ТФФ+-чувствительного электрода не
превышало уровень “шума” (приблизительно
±1% от величины сигнала). Набухание митохон-
дрий регистрировали по изменению оптической
плотности суспензии митохондрий (А) при длине
волны 540 нм на спектрометре КФК-3-01
(“ЗОМЗ”, Россия) в кювете объемом 4 мл и тем-
пературе 25°С. Амплитуду набухания митохон-
дрий (ΔА540/1 мг белка) определяли как измене-
ние оптической плотности суспензии митохон-
дрий в течение 5 мин набухания. Образование
Н2О2 суспензией митохондрий измеряли с помо-
щью флуоресцентного индикатора Amplex Red с
использованием спектрофлуориметра Флюорат-
02-Панорама (“Люмекс”, Россия) (длины волн
возбуждения и флуоресценции – 560 и 590 нм со-
ответственно) при 37°C и постоянном перемеши-
вании. В начале измерений к инкубационной
среде добавляли пероксидазу хрена (акт. 1 ед./мл)
и 10 мкМ Amplex Red. Концентрация митохон-
дриального белка составляла 0.2 мг/мл. Скорость
образования Н2О2 оценивали по скорости увели-
чения интенсивности светового потока (выра-
женного в относительных единицах). В специаль-
ных опытах установлено, что исследуемые агенты
не влияли на изменение светового потока, вы-
званного добавлением к митохондриям стандарт-
ного раствора Н2О2.

В большинстве экспериментов использовали
базовую среду инкубации (среда А), содержащую
200 мМ сахарозы, 20 мМ KCl, 5 мМ янтарной кис-
лоты, 0.5 мМ EGTA, 10 мМ MOPS (рН до 7.4 до-
водили Трис). В некоторых экспериментах ис-
пользовалы среду инкубации, не содержащую
KCl (среда Б), в этом случае концентрацию саха-
розы увеличивали до 250 мМ. При проведении
экспериментов в ячейку или в кювету сразу после
митохондрий во всех случаях, кроме специально
указанных, добавляли ротенон (2 мкМ) и, если
необходимо, MgCl2 (3 мМ) и ТФФ+ (1.6 мкМ). Все
другие добавки осуществляли, как указано в таб-
лице и на рисунках. В контрольных пробах к ми-
тохондриям добавляли растворители в том же
объеме, как в добавках с исследуемыми вещества-
ми. Во всех случаях растворители не влияли су-
щественно на параметры митохондрий.

В работе использовали ГДК, ГПК, пальмити-
новую кислоту, янтарную кислоту, очищенный
от жирных кислот бычий сывороточный альбу-
мин фракции V, MOPS, Трис, циклоспорин А,
n-трифторометоксикарбонилцианидфенилгид-
разон (FCCP), 2,4-динитрофенол, карбокси-
атрактилат, глутамат калия, Amplex Red, перок-
сидазу хрена (Sigma, США); ротенон, EGTA
(“Serva”, Германия); сахарозу, хлорид тетрафе-
нилфосфония, KCl, MgCl2 (“Fluka”, США).
Использовали растворы ГДК (40 мМ), ГПК и
пальмитиновой кислоты (по 20 мМ) в дважды пе-
регнанном этаноле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хорошо известно, что при увеличении кон-

центрации протонофорных разобщителей в ми-
тохондриях печени наблюдается линейная зави-
симость между снижением ΔΨ и увеличением
скорости дыхания в отсутствие синтеза АТР (со-
стояние 2). Такая же зависимость между этими
величинами наблюдается у пальмитиновой кис-
лоты [31, 32]. Представляет интерес выяснить,
как влияют ГДК и ГПК на Δψ на внутренней мем-
бране при различной степени стимуляции дыха-
ния митохондрий печени, энергизованных путем
окисления сукцината. При проведении этих и по-
следующих исследований использовали сахароз-
ную среду инкубации, содержащую 20 мМ хлори-
да калия (среда А). Эффекты указанных жирных
кислот сравнивали с действием пальмитиновой
кислоты и одного из классических протонофор-
ных разобщителей FCCP. Как видно из рис. 1,
ГПК стимулирует дыхание митохондрий в состо-
янии 2 и снижает Δψ в той же степени, как и
FCCP и пальмитиновая кислота. Исходя из этих
данных, можно было бы предположить, что сти-
муляция дыхания митохондрий ГПК аналогична
разобщающему действию протонофорных разоб-
щителей. Однако, как хорошо известно, увеличе-
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ние скорости дыхания и снижение Δψ в митохон-
дриях может наблюдаться и при транспорте кати-
онов в матрикс [33].

ГДК вплоть до концентрации 200 мкМ, увели-
чивая скорость дыхания митохондрий, не влияет
на ΔΨ (рис. 1, прямая 2). Как уже отмечалось во
введении, способность ТДК и некоторых других
так называемых “десопрягающих” агентов сти-
мулировать дыхание митохондрий без снижения
ΔΨ может быть обусловлена переключением ком-
плексов дыхательной цепи на холостой режим,
при котором транспорт электронов не сопровож-
дается векторным переносом Н+ из матрикса в
межмембранное пространство [13, 24–27]. Следо-
вательно, способность ГДК стимулировать дыха-
ние митохондрий печени также можно рассмат-
ривать как действие “десопрягающего” агента,
переключающего комплексы дыхательной цепи
на холостой режим работы.

В табл. 1 приведены данные сравнительного
изучения влияния пальмитиновой кислоты, ГПК
и ГДК, а также добавленных после этих жирных
кислот карбоксиатрактилата, глутамата и цикло-
спорина А на дыхание митохондрий печени. Из
табл. 1 видно, что в указанных концентрациях эти

жирные кислоты стимулируют дыхание митохон-
дрий печени приблизительно в равной степени.
Карбоксиатрактилат, глутамат и циклоспорин А,
добавленные в указанных концентрациях после
пальмитиновой кислоты, полностью устраняют
ее способность стимулировать дыхание митохон-
дрий (табл. 1). Это подтверждает полученные ра-
нее данные, которые рассматриваются как свиде-
тельство того, что в разобщающем действии
пальмитиновой кислоты принимают участие
ADP/ATP-антипортер, аспартат/глутаматный
антипортер и особая система, чувствительная к
циклоспорину А, но не связанная с циклофили-
ном D [8, 13]. В то же время карбоксиатрактилат,
глутамат и циклоспорин А в указанных концен-
трациях не влияют на стимулированное ГПК и
ГДК дыхание митохондрий (табл. 1). Во всех слу-
чаях последующее добавление протонофорного
разобщителя 2,4-ДНФ в оптимальной для него
концентрации 50 мкМ вызывает дальнейшую
стимуляцию дыхания (табл. 1). Следовательно,
дыхание митохондрий в присутствии пальмити-
новой кислоты, ГДК и ГПК не лимитируется
транспортом электронов по дыхательной цепи.

Как уже отмечалось, стимуляция дыхания ме-
нее гидрофобной α,ω-дикарбоновой кислотой –
ТДК, полностью подавляется циклоспорином А в
концентрации 10 мкМ. В отличие от этой более
короткоцепочечной α,ω-дикарбоновой кислоты
ГДК способна перемещаться через фосфолипид-
ную бислойную мембрану по механизму флип-
флоп [28]. Можно было бы предположить, что в
отличие от ТДК стимуляция дыхания митохон-
дрий ГДК осуществляется по нечувствительному
к циклоспорину А механизму. Нельзя также ис-
ключить и того, что ГДК, будучи более гидрофоб-
ной, чем ТДК, препятствует взаимодействию
циклоспорина А с митохондриями. В следующих
экспериментах циклоспорин А в концентрации
10 мкМ был добавлен к митохондриям за 2 мин до
ГДК, и добавки этой жирной кислоты осуществ-
лялись последовательно в пределах концентра-
ций от 20 до 100 мкМ. Как видно из рис. 2а, в этих
условиях циклоспорин А устраняет способность
ГДК стимулировать дыхание митохондрий
вплоть до ее концентрации 60 мкМ. В аналогич-
ных условиях циклоспорин А не влияет на стиму-
ляцию дыхания митохондрий ГПК (данные не
приведены).

Полученные данные можно рассматривать как
дополнительный довод в пользу того, что ГДК,
как и ТДК, способна стимулировать дыхание ми-
тохондрий печени путем переключения комплек-
сов дыхательной цепи на холостой режим рабо-
ты. В более высоких концентрациях ГДК, более
гидрофобная, чем ТДК, по-видимому, препят-
ствует взаимодействию циклоспорина А с мито-
хондриями. В отличие от ГДК, стимуляция дыха-

Рис. 1. Линейные зависимости между относительной ве-
личиной разности электрических потенциалов (Δψ, %)
на внутренней мембране митохондрий и относительной
скоростью дыхания (Ju/Jo) в присутствии разобщителей:
1 – FCCP (20, 30 и 40 нМ, m), пальмитиновая кислота
(20 и 30 мкМ, j) и ГПК (20, 40 и 60 мкМ, d); 2 – ГДК (40,
80, 120, 160 и 200 мкМ, .). Без разобщителей значение
Δψ, принятое за 100%, составляет 187 ± 4 мВ (n = 6).
Условия опыта и состав среды инкубации А описаны в
разделе “Материалы и методы”. Концентрация мито-
хондриального белка – 1.2 мг/мл.
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ния митохондрий ГПК происходит с использова-
нием другого механизма.

Разобщающее действие монокарбоновых жир-
ных кислот частично подавляется ионами магния
вследствие формирования неактивного комплек-
са катиона магния и аниона жирной кислоты, а
также путем ингибирования индуцированного
жирными кислотами трансмембранного транс-
порта ионов калия и Трис [32, 34]. Применяемая
нами среда инкубации митохондрий содержала
20 мМ хлорида калия и как минимум 30 мМ Трис
(добавлен при доведении рН среды до 7.4). В сле-
дующих экспериментах необходимо было выяс-
нить, как влияют ионы магния на стимуляцию
дыхания митохондрий печени указанными жир-
ными кислотами. Как показано на рис. 2б и 2в, в
отсутствие жирных кислот 3 мМ хлорид магния
не влияет на дыхание митохондрий. В присут-
ствии пальмитиновой кислоты хлорид магния в
указанной концентрации ингибирует дыхание не
более чем на 20% (рис. 2б), что согласуется с полу-
ченными ранее данными [35]. В аналогичных
условиях ионы магния не влияют на стимулируе-
мое ГДК дыхание митохондрий (данные не при-
ведены), но в то же время существенно подавляют
способность ГПК стимулировать дыхание (рис. 2в).

Ранее для количественной оценки степени ин-
гибирования карбоксиатрактилатом и глутама-
том стимулированного пальмитиновой кислотой
дыхания митохондрий были использованы вели-
чины их ресопрягающих эффектов [7, 8, 13]. По
аналогии с этими ресопрягающими агентами
способность ионов магния ингибировать разоб-
щающее действие жирных кислот также была вы-
ражена количественно как ресопрягающий эф-
фект. Так, в отсутствие ингибирующего действия
Mg2+ на стимуляцию дыхания митохондрий ГДК
ресопрягающий эффект этих ионов равен 0. В то
время как при стимуляции дыхания митохондрий
30 мкМ пальмитиновой кислотой и 40 мкМ ГПК
ресопрягающие эффекты Mg2+ составляют 23.5 ±
± 1.8% (n = 3) и 59.1 ± 4.0% (n = 4) соответственно.

В отсутствие ионов калия в сахарозной среде ин-
кубации (среда Б) хлорид магния также ингиби-
рует стимулируемое ГПК дыхание митохондрий
(данные не приведены). Однако при этих услови-
ях ресопрягающий эффект хлорида магния со-
ставляет 31.4 ± 1.9% (n = 4), что существенно
меньше, чем при инкубации митохондрий с хло-
ридом калия.

Транспорт К+ и других одновалентных катио-
нов в матрикс энергизованных митохондрий со-
провождается их набуханием и снижением Δψ
[33, 36, 37]. Как показано на рис. 3а, ГПК в кон-
центрациях 25 и 50 мкМ (50 и 100 нмоль на 1 мг
белка) эффективно индуцирует снижение опти-
ческой плотности суспензии митохондрий, что
свидетельствует о набухании этих органелл. Та-
кой эффект ГПК полностью устраняется 3 мМ
хлоридом магния (рис. 3а). В отсутствие ионов
калия (среда Б) ГПК индуцирует набухание мито-
хондрий в меньшей степени. Этот эффект жир-
ной кислоты также полностью устраняется 3 мМ
хлоридом магния (рис. 3б).

Следует отметить, что, как показано нами ра-
нее [38], индуцированное ГПК набухание мито-
хондрий выражено в значительно меньшей степени,
чем при индукции Са2+-зависимой неспецифиче-
ской пермеабилизации внутренней мембраны.
Установлено, что при наличии К+ в среде инкуба-
ции амплитуда индуцированного ГПК (50 нмоль
на 1 мг белка) набухания митохондрий в отсут-
ствие и в присутствии 50 мкМ Са2+ составляет со-
ответственно 0.225 ± 0.013 и 1.408 ± 0.062 ΔА на
1 мг белка (n = 3). Полученные данные можно
рассматривать как свидетельство того, что ГПК
содействует транспорту К+ в матрикс. По-види-
мому, в отсутствие ионов калия индуцированное
ГПК небольшое набухание митохондрий проис-
ходит в результате опосредованного ГПК увели-
чения транспорта катионов Трис в матрикс по-
добно тому, как это происходит в случае пальми-
тиновой кислоты [34]. Нечувствительная к ионам

Таблица 1. Влияние жирных кислот (ЖК) – пальмитиновой кислоты (ПК), ГПК и ГДК – на дыхание митохон-
дрий печени без добавок и при последующем добавлении 1 мкМ карбоксиатрактилата (Катр), 2 мМ глутамата
(Глу), 10 мкМ циклоспорина А (ЦсА) и 50 мкМ 2,4-динитрофенола (ДНФ)

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации А описаны в разделе “Материалы и методы”. Концентрация митохон-
дриального белка – 1.2 мг/мл. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего.

Добавки
Скорость дыхания, нмоль О2/мин на 1 мг белка

ПК 25 мкМ (n = 3) ГПК 35 мкМ (n = 3) ГДК 100 мкМ (n = 4)

Без добавок
ЖК
ЖК + Катр
ЖК + Катр + Глу
ЖК + Катр + Глу + ЦсА
ЖК + Катр + Глу + ЦсА + ДНФ

9.4 ± 0.3
22.8 ± 0.8
17.2 ± 0.9
12.9 ± 0.8
9.9 ± 0.4

46.6 ± 4.1

9.6 ± 0.6
21.1 ± 1.1
21.1 ± 1.1
20.8 ± 1.1
20.3 ± 0.9
60.5 ± 6.3

9.3 ± 0.3
20.6 ± 0.7
20.6 ± 0.7
21.3 ± 0.6
21.7 ± 0.6
49.1 ± 5.2
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магния часть стимулированного ГПК дыхания
митохондрий, по-видимому, связана с протоно-
форным действием этой жирной кислоты.

В присутствии ионов калия пальмитиновая
кислота в концентрации 15 мкМ (30 нмоль на 1 мг
белка), стимулируя дыхание митохондрий в той
же степени, как и 25 мкМ ГПК, индуцирует сни-
жение оптической плотности суспензии мито-
хондрий в меньшей степени. Этот небольшой
эффект пальмитиновой кислоты полностью
устраняется хлоридом магния (рис. 3в). Следова-
тельно, в наших экспериментальных условиях
пальмитиновая кислота обладает слабым ионо-
форным действием, что подтверждает получен-
ные ранее данные [34]. Как уже отмечалось, раз-
общающее действие пальмитиновой кислоты
осуществляется главным образом по протоно-
форному механизму при участии ADP/ATP- и ас-
партат/глутаматного антипортеров [1, 3, 6–8].
По-видимому, ионофорный эффект пальмити-
новой кислоты не вносит существенного вклада в
полное разобщающее действие этой жирной кис-
лоты. При аналогичных условиях ГДК в концен-
трации, вызывающей более чем двукратную сти-
муляцию дыхания, не влияет существенно на оп-
тическую плотность суспензии митохондрий
(рис. 3г). Эти данные можно рассматривать как
свидетельство того, что ГДК не способна индуци-
ровать энергозависимый транспорт ионов калия
и (или) Трис в матрикс митохондрий.

Полученные результаты можно рассматривать
как свидетельство того, что в отличие от пальми-
тиновой кислоты и ГДК разобщающее действие
ГПК, связанное с содействием переносу ионов
калия и, возможно, Трис в матрикс митохондрий,
формально можно рассматривать как ионофор-
ное разобщение. Однако ионофорное разобще-
ние митохондрий – это кратковременный про-
цесс. Для компенсации переноса положительно-
го заряда в матрикс при энергозависимом
транспорте (как в нашем случае) происходит пе-
ремещение протона дыхательной цепью в проти-
воположном направлении, а это приводит к
быстрому защелачиванию матрикса и к прекра-
щению транспорта [33, 34]. Для пролонгирования
ионофорного разобщения необходимо, чтобы од-
новременно с катионом в матрикс переносился и
протон. Следовательно, полное разобщающее
действие ГПК в сахарозной среде инкубации, со-
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Рис. 2. Зависимость скорости дыхания митохондрий
печени (Ju) от концентрации жирных кислот. a – ГДК
в отсутствиe (1, m) и в присутствии 10 мкМ циклоспо-
рина А (2, d); б – пальмитиновой кислоты (ПК) и в –
ГПК в отсутствиe (1, m) и в присутствии 3 мМ хлорида
магния (2, d). Условия опыта и состав среды инкуба-
ции А описаны в разделе “Материалы и методы”.
Концентрация митохондриального белка – 1.2 мг/мл.
На каждом рисунке (а, б и в) представлены данные ти-
пичного эксперимента, полученные на одном препа-
рате митохондрий. Для каждого рисунка аналогичные
результаты получены еще в двух независимых экспе-
риментах.
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держащей ионы калия и Трис, можно рассматри-
вать как результат протонофорного эффекта ГПК
в сочетании с усилением транспорта К+ и, воз-
можно, катионов Трис в матрикс. Следует отме-
тить, что ГПК, как и пальмитиновая кислота,
способна перемещаться через фосфолипидную
бислойную мембрану по механизму флип-флоп
[28]. Можно предположить, что рассматриваемые
эффекты ГПК обусловлены циклическим транс-
портом этой жирной кислоты из межмембранно-
го пространства в матрикс в виде нейтрального
комплекса аниона с К+ или Н+ и в обратном на-
правлении в виде свободного аниона. Выявление
способствующих этому процессу переносчиков

внутренней мембраны митохондрий – задача по-
следующих исследований.

В следующих опытах изучено влияние ГДК и
ГПК на генерацию Н2О2 митохондриями печени.
Эффекты этих жирных кислот сравнивали с дей-
ствием пальмитиновой кислоты – известного ин-
гибитора образования Н2О2 [5, 9]. Как уже отме-
чалось, митохондрии сердца, энергизованные пу-
тем окисления сукцината, наиболее интенсивно
генерируют Н2О2 в условиях обратного транспор-
та электронов, и скорость этого процесса суще-
ственно снижается ротеноном [1, 2, 5, 9–12].
В наших условиях скорость генерации Н2О2 ми-
тохондриями печени, энергизованными путем

Рис. 3. Влияние ионов магния на индуцированные ГПК (а и б), пальмитиновой кислотой (в) и ГДК (г) изменения оп-
тической плотности суспензии митохондрий печени в среде инкубации А (а, в и г) и Б (б). Кривые на а и б: 1 – без до-
бавок, 2 – 25 мкМ ГПК, 3 – 50 мкМ ГПК, 4 – 3 мМ MgCl2 + 50 мкМ ГПК. Кривые на в: 1 – 15 мкМ пальмитиновой
кислоты, 2 – 3 мМ MgCl2 + 15 мкМ пальмитиновой кислоты. Кривые на г: 1 – 40 мкМ ГДК, 2 – 3 мМ MgCl2 + 40 мкМ
ГДК. Условия опыта и состав сред инкубации А и Б описаны в разделе “Материалы и методы”. Концентрация мито-
хондриального белка в кювете – 0.5 мг/мл. MgCl2 был добавлен в кювету сразу после внесения митохондрий (не по-
казано). На каждом из рисунков представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате ми-
тохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах.
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окисления сукцината, без ротенона и в его при-
сутствии (6 нмоль на 1 мг белка) составляет, соот-
ветственно, 622 ± 41 (n = 5) и 310 ± 14 (n = 7) пмоль
Н2О2 /мин на 1 мг белка. Следовательно, ингиби-
рование обратного транспорта электронов роте-
ноном в митохондриях печени приводит к умень-

шению скорости генерации Н2О2 в 2 раза, что со-
ответствует опубликованным данным [39].

В отсутствие ротенона, т.е. в условиях обрат-
ного транспорта электронов, пальмитиновая кис-
лота уже в концентрациях 6 и 8 мкМ (30 и
40 нмоль на 1 мг белка) ингибирует генерацию
Н2О2 митохондриями печени на 40% (рис. 4а,
кривая 1). ГПК приблизительно в той же степени
ингибирует генерацию Н2О2 митохондриями при
более высоких концентрациях – 12 и 16 мкМ (60 и
80 нмоль на 1 мг белка) (рис. 4а, кривая 2). Анало-
гичный эффект ГДК наблюдается при концен-
трациях 30 и 40 мкМ (150 и 200 нмоль на 1 мг бел-
ка) (рис. 4а, кривая 3). В присутствии ротенона,
т.е. при ингибировании обратного транспорта
электронов, пальмитиновая кислота, ГПК и ГДК
в концентрациях 8, 16 и 40 мкМ, соответственно,
также снижают генерацию Н2О2 митохондриями
печени (рис. 4б).

Как показано выше (рис. 1), пальмитиновая
кислота уже в концентрации 30 мкМ (25 нмоль на
1 мг белка) эффективно стимулирует дыхание ми-
тохондрий (в 2.4 раза) и снижает Δψ; ГПК в кон-
центрации 60 мкМ (50 нмоль на 1 мг белка) также
эффективно стимулирует дыхание митохондрий
(в 3.5 раза) и снижает Δψ. В отличие от этого сти-
муляция дыхания митохондрий ГДК даже в кон-
центрации 200 мкМ (167 нмоль на 1 мг белка) в
3.4 раза не сопровождается снижением Δψ (рис. 1).
Как уже отмечалось, такое действие ГДК как “де-
сопрягающего” агента может быть обусловлено
переключением комплексов дыхательной цепи
на холостой режим работы, при котором транс-
порт электронов не сопровождается векторным
переносом Н+ из матрикса в межмембранное
пространство [13, 24–27]. Наши представления о
действии ГПК и ГДК как ингибиторов генерации
АФК в митохондриях иллюстрирует рис. 5. В це-
лом, результаты проведенных исследований поз-
воляют предположить, что ингибирование гене-
рации Н2О2 в митохондриях печени может быть
обусловлено стимуляцией дыхания как протоно-
форными и ионофорными разобщителями, так и
“десопрягающими” агентами, и, следовательно,
может быть не связано со снижением Δψ.

Суммируя полученные данные, можно сделать
следующие выводы.

1. Продукты ω-окисления пальмитиновой
кислоты – ГПК и ГДК, стимулируют дыхание
изолированных митохондрий печени в состоянии
2 различными путями. ГПК стимулирует дыхание
и снижает Δψ в митохондриях в той же степени,
как пальмитиновая кислота и классические про-
тонофорные разобщители. Такое ее действие обу-
словлено сочетанием протонофорного эффекта с
усилением транспорта К+ и, возможно, катионов
Трис в матрикс. В отличие от этого эффекта, сти-
муляция дыхания митохондрий ГДК не сопро-

Рис. 4. а – Зависимость относительной скорости ге-
нерации пероксида водорода (VПВ, %) в митохондри-
ях печени, инкубируемых без ротенона, от концен-
трации жирной кислоты (ЖК): пальмитиновой (1, m),
ГПК (2, j) и ГДК (3, d). Представлены данные ти-
пичных экспериментов, полученные на одном препа-
рате митохондрий. Для каждой ЖК аналогичные ре-
зультаты были получены еще в двух независимых экс-
периментах. б – Относительная скорость генерации
пероксида водорода (VПВ, %) в митохондриях печени,
инкубируемых с ротеноном, в отсутствие (1) и в при-
сутствии: 8 мкМ пальмитиновой кислоты (2), 16 мкМ
ГПК (3) и 40 мкМ ГДК (4). Условия опыта и состав
среды инкубации А описаны в разделе “Материалы и
методы”. На диаграммах приведены средние значе-
ния ± стандартная ошибка среднего (n = 3–5). * –
различия между данными опытов (присутствие жир-
ных кислот) и контролем (их отсутствие) статистиче-
ски значимы, р < 0.01 (критерий Стьюдента).
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вождается снижением Δψ и подавляется 10 мкМ
циклоспорином А. ГДК рассматривается как “де-
сопрягающий” агент, переключающий комплек-
сы дыхательной цепи митохондрий на холостой
режим работы.

2. Пальмитиновая кислота, ГДК и ГПК в кон-
центрациях, приблизительно в равной степени
стимулирующих дыхание митохондрий в состоя-
нии 2, одинаково эффективно ингибируют обра-
зование Н2О2. Ингибирующие эффекты этих

Рис. 5. Гипотетическая схема, иллюстрирующая ингибирование ГПК и ГДК генерации Н2О2 в митохондриях печени. 
а – При окислении сукцината (Сукц) в фумарат (Фум) в дыхательной цепи митохондрий электроны передаются на ко-
фермент Q и далее на комплексы III и IV (КIII/IV) с последующим восстановлением О2 до Н2О. С этим процессом со-
пряжен векторный перенос Н+ приводящий к генерации протондвижущей силы (Δр). В отсутствие синтеза АТР и не-
большой утечки Н+ Δр-зависимый обратный транспорт электронов (ОТЭ) от кофермента Q к комплексу I (КI) при-
водит к восстановлению NAD+ до NADH. Этот процесс блокируется ротеноном. Вследствие гипервосстановленности
переносчиков электронов комплексов I и III происходит одноэлектронное восстановление О2 до . Известно, что

, образующийся в комплексе I, освобождается в матрикс, а в комплексе III – в матрикс и в межмембранное про-
странство и быстро превращается в Н2О2 при участии соответствующих супероксиддисмутаз [9, 10]. 
б – ГПК, действуя как протонофорный разобщитель, а также содействуя транспорту К+ и, возможно, трис+ в матрикс,
вызывает снижение Δр, что сопровождается увеличением скорости транспорта электронов от кофермента Q до О2 и
уменьшением скорости ОТЭ. Это, как известно [9, 10, 12], приводит к снижению восстановленности переносчиков
электронов и, вследствие этого, к ингибированию генерации . ГДК, не вызывая снижения Δр, переключает ком-
плексы III и IV на холостой режим работы (на КIII/IV петля обратного транспорта Н+). Это сопровождается увеличе-
нием скорости транспорта электронов от кофермента Q до О2 и уменьшением скорости ОТЭ, а также снижением вос-
становленности переносчиков электронов и ингибированием генерации .
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жирных наблюдаются как в отсутствие ротенона
(при наличии энергозависимого обратного пере-
носа электронов комплексом I от сукцината), так
и в присутствии его (при условии транспорта
электронов только от сукцината до кислорода).
Предполагается, что эффекты указанных жирных
кислот как ингибиторов генерации Н2О2 в мито-
хондриях печени обусловлены стимуляцией ды-
хания различными путями и могут быть не связа-
ны со снижением Δψ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Президента Российской Федерации
(№ МК-61.2019.4) и Министерства науки и выс-
шего образования Российской Федерации
(№ 17.4999.2017/8.9).
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ω-Hydroxypalmitic and α,ω-Hexadecanedioic Acids As Activators of Free Respiration 
and Inhibitors of H2O2 Generation in Liver Mitochondria

A. A. Semenova1, V. N. Samartsev1, S. I. Pavlova1, M. V. Dubinin1, *
1Mari State University, pl. Lenina, 1, Yoshkar-Ola, 424001 Russia
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The effects of palmitic acid (PA) and the products of its ω-oxidation – ω-hydroxypalmitic acid (HPA) and
α, ω-hexadecanedioic acid (HDA) – on respiration in the absence of ATP synthesis and on the H2O2 gener-
ation were studied on isolated liver mitochondria energized by oxidation of succinate. It was shown that HPA
stimulates respiration and reduces the difference in electrical potentials (Δψ) in mitochondria to the same ex-
tent as is typical for PA and classical protonophore uncouplers. Under similar conditions, the stimulation of
mitochondrial respiration by HDA is not accompanied by a decrease in Δψ and is suppressed by 10 μM cyc-
losporin A. In this regard, HDA is considered as a “decoupling” agent that switches the complexes of the mi-
tochondrial respiratory chain to the idle mode. It was established that in the presence of 20 mM potassium
chloride in the sucrose incubation medium, stimulation of respiration by HPA (in contrast to PA and HDA)
is suppressed by 60% in the case of pre-incubation with 3 mM magnesium chloride. We found that under
these conditions, HPA at a concentration of 25 μM and above induces mitochondrial swelling, which is com-
pletely suppressed by magnesium chloride. HPA as an inducer of mitochondrial swelling is less efficient in the
absence of potassium chloride than in its presence. We assume that, in contrast to PA and HDA, HPA pro-
duces its activating influence on free respiration in mitochondria owing to a combination of its ionophore and
protonophore effects. It was established that PA, HDA, and HPA in concentrations equally stimulating res-
piration of mitochondria in state 2 are equally efficient in inhibiting the H2O2 generation. We conclude that
the effects of these fatty acids as inhibitors of H2O2 generation in isolated liver mitochondria are due to stim-
ulation of respiration in various ways and are not associated with a decrease in Δψ.

Keywords: mitochondria, uncoupling, free respiration, α,ω-hexadecanedioic acid, ω-hydroxypalmitic acid,
reactive oxygen species
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