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В последние годы гипотермию различной глубины и длительности все чаще используют в медицин-
ской практике для защиты органов и тканей от повреждений, вызванных гипоксией, ишемией и ре-
перфузией. Однако начальные этапы гипотермии индуцируют окислительный стресс, в развитии
которого ключевая роль принадлежит митохондриям. Целью данной работы является исследование
эффектов гипотермии различной длительности на структурно-динамические параметры митохон-
дрий, которые определялись с помощью флуоресцентных зондов – пирена и 1-анилинонафталин-
8-сульфоната (АНС). Обнаружено, что кратковременная гипотермия и ее пролонгирование увели-
чивают коэффициент эксимеризации пирена в аннулярных и общих липидах митохондриальных
мембран, что указывает на снижении их микровязкости. При пролонгированной гипотермии уве-
личивается коэффициент полярности микроокружения пирена в общих липидах, в то время как в
аннулярных данный показатель не претерпевает каких-либо изменений. Исследование кинетики
связывания флуоресцентного зонда АНС с митохондриями печени крыс демонстрирует нелиней-
ный характер зависимости интенсивности флуоресценции зонда от его концентрации. Это указы-
вает на наличие в мембранах митохондрий как минимум двух гетерогенных участков связывания.
Кратковременная гипотермия и ее пролонгирование снижают интенсивность флуоресценции АНС
при всех исследованных концентрациях зонда. Это снижение обусловлено изменениями кинетиче-
ских параметров связывания зонда с различными участками мембранных белков: для участков
1-го типа – снижением числа мест связывания зонда (N1), а для участков 2-го типа – повышением
константы диссоциации зонда (Kd2). Таким образом, гипотермия индуцирует ряд существенных из-
менений в физическом состоянии липидной матрицы митохондриальных мембран, а также в струк-
турной организации и локализации мембранных белков. Выраженность некоторых из этих измене-
ний зависит от длительности воздействия низкотемпературного фактора.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы гипотермические состояния
нашли широкое применение в медицинской прак-
тике. Многочисленные исследования демонстри-
руют эффективность использования гипотермии
при операциях на сердце и мозге [1, 2], инсульте,
инфаркте, неонатальной гипоксии [3, 4], травмах
[5, 6]. Оказалось, что гипотермия способствует
защите различных органов и тканей от послед-
ствий их гипоксических, ишемических и репер-
фузионных повреждений. Протекторный эффект
гипотермии обусловлен снижением температуры
тела, в результате которого снижаются скорости
метаболических процессов и уменьшаются по-
требности тканей в кислороде и глюкозе [7]. В те-

рапевтических целях чаще всего используют уме-
ренную гипотермию [8]. Однако следует учесть,
что сама по себе гипотермия является экстре-
мальным состоянием для гомойотермного орга-
низма [5] и может привести к развитию ряда пато-
логических процессов, выраженность которых
может зависеть от длительности воздействия низ-
котемпературного фактора. В связи с этим для
разработки надлежащего эффективного лечения
возникает необходимость тщательного и всесто-
роннего изучения всех изменений, которые про-
исходят в организме на различных временных от-
резках его охлаждения.

Обнаружено, что снижение температуры тела
крыс до 30°С сопровождается развитием оксида-
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тивного стресса с последующей интенсификацией
свободнорадикальных процессов (СРП) [9, 10].
Известно, что ключевую роль в индукции СРП
играют активные формы кислорода (АФК), обра-
зующиеся в электрон-транспортной цепи (ЭТЦ)
митохондрий [11]. Гипотермия может оказывать
влияние на функциональную активность фер-
ментов ЭТЦ и скорость передачи электронов во
внутренней мембране митохондрий. Ранее нами
было обнаружено, что умеренная гипотермия
приводит к существенному повышению скорости
дыхания и снижению коэффициента окислитель-
ного фосфорилирования митохондрий печени
крыс. При этом наряду с изменениями респира-
торных характеристик [12, 13] увеличиваются
уровни маркеров окислительного стресса продук-
тов перекисного окисления липидов (ПОЛ) и
окислительной модификации белков (ОМБ) [14].

Причинами интенсификации дыхания мито-
хондриями могут быть как структурно-конфор-
мационные перестройки дыхательных белков ЭТЦ,
так и изменения проницаемости митохондриаль-
ных мембран. Возможно, что определенную роль
в этих процессах играют и сами АФК, которые
посредством ОМБ и ПОЛ могут стать причиной
модификации структурно-динамических пара-
метров митохондрий.

Чувствительным и информативным методом
для исследования изменений физико-химиче-
ских параметров биологических мембран являет-
ся метод флуоресцентного зондирования. Из-
вестно, что интенсивность зондовой флуоресцен-
ции может зависеть от полярности и заряда
мембран, количества гидрофобных карманов и
конформации белков, мембранного потенциала,
фазового состояния и вязкости липидов. Широ-
кое применение для исследований структурно-
динамических характеристик мембран нашли
флуоресцентные зонды – 1-анилинонафталин-8-
сульфонат (АНС) и пирен [15, 16]. АНС прежде
всего реагирует на конформацию белков, их заряд
и гидрофобные карманы, пирен – на вязкость ли-
пидной фазы [17–19]. Анионный зонд АНС поз-
воляет исследовать поверхностные свойства мем-
браны, в то время как пирен – глубинные гидро-
фобные участки.

Целью данной работы явилось исследование
эффектов умеренной гипотермии различной дли-
тельности на некоторые структурно-динамиче-
ские параметры мембран митохондрий посред-
ством оценки кинетики связывания флуорес-
центных зондов – АНС и пирена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Опыты выполнены на
крысах-самцах Вистар 3.5-месячного возраста с
массой тела 200−220 г, полученных из питомника

филиала “Столбовая” ФГБУН НЦБМТ ФМБА
России (Московская область, Чеховский район)
и содержащихся в стандартных условиях вивария
Дагестанского государственного университета.
В контрольных и экспериментальных группах
было использовано по 8 животных. В ходе иссле-
дования были соблюдены все нормы и правила
выполнения экспериментальных работ с исполь-
зованием лабораторных животных (Директива
2010/63/EU Совета Европейского Сообщества по
защите животных, используемых в эксперимен-
тальных и других научных целях).

Моделирование гипотермических состояний.
Гипотермию вызывали наружным охлаждением
животных в плексигласовых камерах с рубашкой,
через которую циркулировала холодная вода
(15°С). Температуру тела крыс снижали равно-
мерно в течение 30 мин до 30°С (кратковремен-
ная умеренная гипотермия), в течение 60 мин и
180 мин (пролонгированная умеренная гипотер-
мия). В качестве контроля служили интактные
крысы с нормальной температурой тела (37°С).

Выделение митохондрий. Выделение митохон-
дрий из печени крыс проводили методом диффе-
ренциального центрифугирования в градиенте
плотности сахарозы [20]. Крыс декапитировали.
Быстро выделяли печень, промывали ледяной
средой выделения (1°С) в течение 5 мин. Печень
предварительно измельчали, пропускали через
пресс и готовили 10% гомогенат в среде выделе-
ния, после чего центрифугировали при 1800 g
10 мин. Супернатант отделяли и центрифугиро-
вали при 15000 g в течение 15 мин на центрифуге
MR 23i (Thermo Fisher Scientific, США). Получен-
ный дважды отмытый осадок доводили до 2 мл и
суспендировали в 0.32 М сахарозе. Суспензию
митохондрий наслаивали на заранее приготов-
ленный градиент плотности сахарозы (содержа-
щий 3.5 мл 1.1 М, 7.5 мл 0.8 М, 7.5 мл 0.5 М и 5 мл
0.3 М сахарозы) и центрифугировали в бакетном
роторе SW32 Ti при 7000 g на ультрацентрифуге
Optima L-90K (Beckman Coulter, США).

Митохондрии, находящиеся в слоях 0.5–0.8 М
отсасывали специальным приспособлением для
отбора фракций и осаждали при 15000 g на цен-
трифуге MR 23i (Thermo Fisher Scientific). Полу-
ченные митохондрии промывали в среде выделе-
ния и повторно центрифугировали при 15000 g в
течение 15 мин. Митохондрии ресуспендировали
в среде инкубации и хранили на льду.

Все растворы сахарозы, использованные для
создания градиента ее плотности в пробирке, бы-
ли приготовлены на буфере 10 мМ НЕРЕS, содер-
жащем 1 мМ EDTA (рН 7.2) и 0.1% альбумин. Со-
став среды выделения: 0.25 М сахароза, 5 мМ
HEPES, 0.5 мМ EDTA, 0.1% BSA (pH 7.4). Среда
инкубации содержала 0.32 М сахарозу, 3 мМ
HEPES, 0.25 мМ EDTA, 1 мМ MgCl2, 13 мМ KCl
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(рН 7.4). Содержание белка в суспензии митохон-
дрий определяли по методу Лоури [21].

Исследование структурно-динамических пара-
метров мембран митохондрий с помощью флуорес-
центных зондов. В работе использовали интакт-
ные митохондрии, суспендированные в среде
инкубации. К 1 мл суспензии митохондрий до-
бавляли 0.05 мл стокового раствора сукцината
(до конечной концентрации 3 мМ), 0.05 мл рас-
твора КН2РО4 (до конечной концентрации 1 мМ)
и 0.02 мл раствора флуоресцентного зонда. Со-
держание белка в исследуемой пробе составляло
0.08 мг/мл. Измерения проводили на спектро-
флуориметре HitachiF 7000 (Япония) при темпе-
ратуре 25°С. Оценка микровязкости мембран
митохондрий производилась с помощью флуо-
ресцентного зонда пирена. Микровязкость ли-
пидного слоя митохондриальных мембран оцени-
вали при длине волны возбуждения λвозб = 337 нм,
а микровязкость зон белок-липидных контактов
при λвозб = 280 нм. Максимумы длин волн флуо-
ресценции (λ эмисс) составляли для мономеров пи-
рена – 394 нм, для эксимеров – 470 нм [15, 16].

Исследования концентрационной зависимо-
сти флуоресценции АНС, инкубированного с
суспензией митохондрий, проводили в диапазоне
концентраций 2.5–32.5 мкМ при температуре
25°С. Исследования проведены на спектрофлуо-
риметре Hitachi F7000 при λвозб = 360 нм и λэмисс
в диапазоне 400–550 нм. По полученным спек-
трам флуоресценции АНС определяли оптимум
интенсивности флуоресценции зонда (Iфл). Затем
строили графики зависимости оптимума интен-
сивности флуоресценции от концентрации зонда
в пробе. Для расчета кинетических характеристик
связывания зонда использовали нелинейный
многомерный регрессионный анализ.

Статистическая обработка. Обработка дан-
ных производилась с помощью однофакторного
дисперсионного анализа (ANOVA) с использова-
нием пакета Statistica. Достоверность различия
определяли с помощью критерия Фишера на
уровне значимости p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Известно, что в воде АНС имеет очень низкий

квантовый выход, тогда как в комплексе с белка-
ми он многократно увеличивается [16, 18]. Связы-
вание АНС может зависеть от локализации и
структуры мембранных белков, а также их заряда.
Исследование концентрационной зависимости
флуоресценции АНС позволит детально изучить
кинетику его взаимодействия с митохондриаль-
ными мембранами печени контрольных и гипо-
термированных крыс: обнаружить наличие отли-
чающихся по своей структуре участков связывания
зонда, рассчитать их количество и аффинность.

В связи с этим нами была исследована зависи-
мость интенсивности флуоресценции АНС, ин-
кубированного с митохондриями, от его концен-
трации в диапазоне 2.5–30 мкМ.

Из рис. 1, где приведены соответствующие
спектры флуоресценции АНС, видно, что харак-
тер спектров и положение максимума флуорес-
ценции зависят от концентрации зонда. Особое
внимание привлекает тот факт, что с повышени-
ем концентрации зонда происходит смещение
максимума интенсивности флуоресценции в
длинноволновую область. Так, максимум интен-
сивности флуоресценции при концентрации АНС
2.5 мкМ соответствует длине волны испускания
458 нм, а при 32.5 мкМ – 477 нм, таким образом,
смещение в длинноволновую область составляет
19 нм. Это может быть обусловлено различиями в
полярности окружения связанного с белками
зонда, что свидетельствует о гетерогенности сай-
тов связывания АНС на белковой молекуле.

На рис. 2 представлена зависимость максиму-
ма интенсивности флуоресценции АНС от его
концентрации. Оказалось, что она носит нели-
нейный характер и представлена двумя пересека-
ющимися в окрестностях одной точки прямыми.
Из рисунка видно, что с повышением концентра-
ции зонда интенсивность флуоресценции его ли-
нейно увеличивается, однако в области концен-
траций 10–12.5 мкМ происходит изменение ха-
рактера концентрационной зависимости и она
становится менее выраженной.

Исследование позволяет предположить нали-
чие как минимум двух типов участков связывания
зонда, имеющих различное сродство к АНС, одни
из которых обеспечивают более полярное окру-
жение зонда, а другие менее полярное. Это под-
тверждается наличием двух обособленных отри-
цательных пиков на графиках вторых производ-
ных спектров флуоресценции АНС (рисунок не
приведен).

Для каждого линейного участка представлен-
ного графика зависимости, методом регрессион-
ного многомерного нелинейного анализа, ис-
пользуя в опции “нелинейное оценивание”
уравнение y = ymax × [ANS]/(Kd + [ANS]), где y –
это интенсивность флуоресценции, а ymax – это
максимальная интенсивность флуоресценции,
Kd – константа диссоциации, были рассчитаны
кинетические параметры связывания зонда – ymax
и Kd; ymax – это величина, которая зависит от чис-
ла мест связывания зонда (N) и, таким образом,
может опосредованно отражать это число [22].

Из табл. 1 видно, что константы диссоциации
двух гетерогенных сайтов связывания АНС с ми-
тохондриями печени крыс в контроле существен-
но отличаются: Kd2 больше Kd1 в 2.24 раз. Соот-
ветственно отличается и кажущееся число цен-
тров связывания АНС (N1 и N2). Так, участков
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первого типа связывания (N1) меньше таковых
второго типа (N2) на 24.43%. Данный факт, скорее
всего, является следствием связывания АНС как с
гидрофобными карманами белка (имеющих бо-
лее высокое сродство к зонду), так и с остатками по-
ложительно заряженных аминокислот (имеющих
более низкое сродство к зонду).

Интенсивность флуоресценции АНС и кине-
тика его связывания с митохондриями гипотер-
мированных крыс претерпевает значительные из-
менения. Из рис. 3 видно, что при кратковремен-
ной гипотермии интенсивность флуоресценции
инкубированного с митохондриями зонда значи-
тельно снижается и остается примерно на этом же
уровне при гипотермии продолжительностью
60 мин. Пролонгирование гипотермии до 3 ч спо-
собствует дальнейшему снижению интенсивно-
сти флуоресценции АНС, однако это снижение
по сравнению с кратковременной гипотермией
не является ярко выраженным.

Анализ изменений кинетических параметров
связывания АНС с митохондриями гипотермиро-
ванных крыс показал, что кратковременная гипо-
термия приводит к снижению N1 на 18% (табл. 1).
При пролонгировании гипотермических состо-
яний до 1 и 3 ч значения N1 не претерпевают до-
стоверных изменений относительно умеренной
кратковременной гипотермии. Параметр Kd1 у
гипотермированных крыс остается на уровне
контрольных значений.

Из табл. 1 видно, что параметр N2 в динамике
гипотермических состояний не меняется, в то
время как Kd2 при кратковременной гипотермии
повышается на 76%. Дальнейшее пролонгирова-
ние гипотермии до 1 и 3 ч не приводит к суще-
ственным изменениям данного параметра.

Рис. 1. Спектры флуоресценции АНС, инкубированного с митохондриями печени контрольных крыс, при различных
концентрациях зонда, мкМ: 1 – 2.5, 2 – 5, 3 – 7.5, 4 – 10, 5 – 12.5, 6 – 15, 7 – 17.5, 8 – 20, 9 – 22.5, 10 – 25, 11 – 27.5, 12 – 30,
13 – 32.5. Стрелками указаны длины волн эмиссии, при которых интенсивность флуоресценции АНС максимальна.
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Рис. 2. Концентрационная зависимость интенсивно-
сти флуоресценции АНС в митохондриях печени
контрольных крыс.
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Степень погруженности и конфигурация мем-
бранных белков могут определяться фазовым со-
стоянием липидного матрикса. Для исследования
эффектов гипотермии на структурно-динамиче-
ские параметры митохондриальных мембран,
связанные с состоянием их липидной фазы, был
использован флуоресцентный зонд пирен.

Пирен – это гидрофобный зонд, флуоресцен-
ция которого очень чувствительна к микроокру-
жению. Квантовый выход в воде пирена ничтож-
но мал, при этом он может диффундировать в
гидрофобный слой мембраны, где интенсивность
флуоресценции его возрастает [15, 19].

В липидном бислое мономеры пирена способ-
ны образовывать эксимерные формы, количество
которых зависит от скорости латеральной диффу-
зии зонда. Это в свою очередь определяется мик-
ровязкостью липидной матрицы. Таким образом,
коэффициент эксимеризации пирена, представ-
ляющий собой отношение интенсивности флуо-

ресценции эксимеров и мономеров пирена
(FЭ/FM), является величиной обратно пропорци-
ональной микровязкости липидов. При этом от-
ношение F470/F395 нм при λвозб = 337 нм отражает
вязкость липидных слоев мембраны клеток, а при
λвозб = 280 – микровязкость липид-белковых кон-
тактов [11, 16, 23].

Кроме этого, спектральные характеристики
пирена могут быть использованы для оценки по-
лярности его окружения. Соотношение максиму-
мов флуоресценции пирена F372/F393 при λвозб =
= 337 нм характеризует изменения полярности
микроокружения его мономеров в общих ли-
пидах, а при λ возб = 280 нм – в аннулярных липи-
дах [23].

Пирен также позволяет оценить структурные
перестройки мембранных белков по изменению
эффективности переноса энергии электронного
возбуждения с триптофановых остатков белков
на флуоресцентный зонд [15–17]. Для определе-

Таблица 1. Кинетические параметры связывания АНС с митохондриями печени крыс в норме и при гипотермии
(M ± m, n = 8)

* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001 относительно контроля.

Серия экспериментов N1, усл.ед. N2, усл.ед. Kd1, мкМ Kd2, мкМ

Контроль 827.99 ± 28.49 1095.72 ± 79.53 4.13 ± 0.31 9.26 ± 0.98
Гипотермия 30°С, 30 мин 671.59 ± 63.70*** 1145.72 ± 89.58 4.20 ± 0.20 16.30 ± 1.12**
Гипотермия 30°С, 1 ч 644.27 ± 55.02*** 1143.59 ± 31.98 4.00 ± 0.14 15.32 ± 1.15**
Гипотермия 30°С, 3 ч 649.22 ± 49.41*** 1084.53 ± 59.28 4.30 ± 0.04 17.60 ± 1.24**

Рис. 3. Зависимость интенсивности АНС в митохондриях печени крыс от концентрации зонда при умеренной гипо-
термии различной длительности: контроль (1), умеренная гипотермия в течение 30 (2), 60 (3) и 180 мин (4).

Iфл, отн. ед.

700

600

500

400

20150
[AHC], мкМ

105

900

800

300

200
25 30

1

2
3

4



356

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ХАЛИЛОВ и др.

ния степени тушения флуоресценции белков
мембран митохондрий, мы измеряли интенсив-
ность флуоресценции их при λвозб = 280 нм и
λфлу = 333 нм в отсутствие пирена и после инкуба-
ции с зондом. Эффективность переноса энергии
определяли по выражению: (F0 – F)/F0) × 100, где
F0 – интенсивность флуоресценции суспензии
мембран митохондрий в отсутствие пирена, F –
интенсивность флуоресценции суспензии мем-
бран митохондрий после инкубации с пиреном
(7.76 мкМ).

Особого внимания заслуживает вопрос о том,
где локализуется пирен в митохондриях: во внут-
ренней или наружной мембране. Известно, что
гидрофобный зонд пирен в мембранах преиму-
щественно накапливается в области углеводород-
ных хвостов фосфолипидов, где может быстро пе-
ремещаться латерально. Однако было показано,
что он также способен к быстрому трансмембран-
ному перемещению [24]. Исходя из этого, пирен
может распределиться не только во внешней
мембране митохондрий, но и во внутренней мем-
бране.

Известно, что наружная мембрана митохон-
дрий состоит из билипидного слоя и пронизыва-
ющих его белков (менее 20% по весу) при соотно-
шении липидов и белков по массе – примерно 1 : 1.
Напротив, во внутренней мембране содержание
белка (транспортные белки, ферменты дыхатель-
ной цепи, а также крупные ATP-синтазные ком-
плексы) столь высоко (около 75% по весу), что в
ней местами нарушается типичное для биомем-
бран взаимное расположение липидов и белков,
причем липиды не образуют бимолекулярного
слоя, локализуясь на поверхности [25].

Отсюда следует то, что латеральная диффузия
зонда в липидной матрице наружной мембраны
менее ограничена, и измеренный нами коэффи-
циент эксимеризации пирена в липидной матри-
це, скорее всего, отражает поведение зонда в на-
ружной мембране. В то время как особая архитек-
тоника липидов и высокое содержание белков во
внутренней мембране позволяет предположить,
что большая часть липидов внутренней мембра-
ны включена в состав аннулярных липидов, а это

ограничивает свободную латеральную диффузию
зонда. Следовательно, здесь преимущественно
регистрируется эксимеризация пирена в анну-
лярных липидах, нежели в общих.

В работе Ягужинского и сотр. [26]. было отме-
чено, что в белках внешней мембраны митохон-
дрий (в частности, в порине) содержится мини-
мальное количество триптофана, но он присут-
ствует в значительном количестве в комплексах
дыхательной цепи внутренней мембраны. Авторы
предположили, что с помощью данного метода
представляется возможным изучить свойства
именно внутренней мембраны митохондрий.

Из табл. 2 видно, что значение параметра
FЭ/FМ (λвозб = 337 нм) сразу после снижения тем-
пературы тела возрастает на 24%. Пролонгирова-
ние гипотермии до 1 и 3 ч не вызывает дальней-
ших изменений FЭ/FМ, не считая того, что имеется
небольшая тенденция к снижению FЭ/FМ отно-
сительно кратковременной гипотермии, которая
не достигает уровня контрольных значений.

На фоне снижения относительной микровяз-
кости липидного бислоя мембран митохондрий
при гипотермии наблюдается увеличение пара-
метра FЭ/FМ (λвозб = 280 нм), которое начинается
сразу после снижения температуры тела и состав-
ляет 25%. Дальнейшее пролонгирование гипотер-
мического состояния не сопровождается измене-
ниями FЭ/FМ (λвозб = 280), во многих случаях этот
параметр возрастает всего лишь на 22.5% относи-
тельно контроля. Таким образом, сразу же после
снижения температуры тела достоверно снижает-
ся микровязкость как общих липидов митохон-
дриальной мембраны, так и аннулярных.

Параметр (F0 – F)/F0 пирена, характеризую-
щий снижение эффективности переноса энергии
электронного возбуждения с триптофановых
остатков мембранных белков на пирен, при всех
исследованных гипотермических состояниях не
претерпевает достоверных изменений. Незначи-
тельное снижение эффективности переноса про-
исходит при умеренной пролонгированной 3 ч
гипотермии, но оно не является статистически
достоверным.

Таблица 2. Структурно-динамические параметры митохондрий печени крыс в норме и при гипотермии (М ± m,
n = 8)

* p ≤ 0.05 относительно контроля.

Серия экспериментов
FЭ/FМ

(λвозб = 337)
F370/F390

(λвозб = 337)
FЭ/FМ

(λвозб = 280)
F370/F390

(λвозб = 280)
(F0 – F)/F0, %

Контроль 0.45 ± 0.026 1.07 ± 0.01 0.58 ± 0.04 0.96 ± 0.06 44.5 ± 3.7
Гипотермия 30°С, сразу 0.56 ± 0.023* 1.1 ± 0.009 0.73 ± 0.029* 0.92 ± 0.008 46.7 ± 3.5
Гипотермия 30°С, через 1 ч 0.54 ± 0.033* 1.18 ± 0.04* 0.71 ± 0.008* 0.93 ± 0.01 45.6 ± 1.34
Гипотермия 30°С, через 3 ч 0.52 ± 0.02* 1.17 ± 0.09* 0.71 ± 0.016* 0.94 ± 0.001 41.2 ± 3.72
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Полученные результаты показывают, что в
мембранах митохондрий печени крыс при всех
исследованных гипотермических состояниях па-
раметр F370/F390 (λвозб = 280 нм), характеризую-
щий полярность микроокружения зонда в области
аннулярных липидов, существенно не изменяется.
При этом пролонгирование гипотермического
состояния приводит к статистически достоверным
изменениям параметра F370/F390 (λвозб = 337 нм),
указывающего на полярность микроокружения
зонда в общих липидах. Так пролонгирование ги-
потермии до 1 и 3 ч приводит к повышению
F370/F390 (λвозб = 337 нм) на ~10%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Особенность липидов в составе мембран – это

изменение их физико-химического состояния
под действием факторов внешней среды, особен-
но температуры. Полученные данные (микровяз-
кость аннулярных и общих липидов, полярность
микроокружения белков, тушение) указывают на
изменения структурно-динамических характери-
стик мембран митохондрий печени крыс при ги-
потермии.

После понижения температуры тела повыша-
ется значение параметра FЭ/FМ (λвозб = 337 нм),
что указывает на повышение текучести (или соот-
ветствующее снижение микровязкости) липид-
ного бислоя мембран митохондрий по сравнению
с нормой, поскольку степень эксимеризации пи-
рена находится в обратной зависимости от мик-
ровязкости липидной фазы [17, 23]. При гипотермии
возрастает также текучесть зон белок-липидных
контактов, которые представлены аннулярными
липидами, составляющими микроокружение
мембранных белков, что подтверждает увеличе-
ние параметра FЭ/FМ (λвозб = 280 нм) по сравне-
нию с контролем.

Обнаруженные изменения вязкости мембран-
ных липидов при гипотермии указывают на суще-
ственные структурные перестройки в липидах
мембран митохондрий. В первую очередь они мо-
гут быть связаны с изменениями жирнокислот-
ного состава фосфолипидов, поскольку для опти-
мального функционирования наружной и внут-
ренней мембраны митохондрий имеет большое
значение регуляция фазовых состояний липидов
мембран.

Так, по данным Шепелева [27], при снижении
температуры тела до 27–28°С происходят измене-
ния фосфолипидного спектра и содержания по-
линенасыщенных жирных кислот (ЖК) в липи-
дах митохондрий миокарда белых крыс и собак.
Вместе с тем повышение степени ненасыщенно-
сти липидов при умеренной гипотермии приво-
дило к снижению их микровязкости и сдвигу фа-
зового перехода в область низких температур.

Автор предположил, что основная роль этих пе-
рестроек в липидах мембран митохондрий связа-
на с повышением устойчивости животных к низ-
котемпературным воздействиям.

К сожалению, в современной литературе мы
не обнаружили какую-либо новую информацию
о влиянии гипотермии на липидный состав мито-
хондриальных мембран гомойотермных живот-
ных. Имеются отдельные работы, в которых было
показано, что умеренная гипотермия и ее про-
лонгирование изменяют ЖК-состав липидов си-
наптических и эритроцитарных мембран. Так, в
работе Каландарова и соавт. [28], в которой был
проведен анализ ЖК-состава суммарных фосфо-
липидов (ФЛ) синаптических мембран мозга
крыс, показано, что при умеренной гипотермии
достоверно снижается количество насыщенных
ЖК (С16:0, С17:0) и моноеновых жирных кислот
(С18:1, С20:1), при этом количество полиненасы-
щенных ЖК (С20:4, С22:4) существенно возрас-
тает.

Вместе с тем в недавнем исследовании Раджа-
бовой и соавт. [29] было обнаружено, что в ЖК
суммарных ФЛ эритроцитарных мембран индекс
ненасыщенности, а также отношения ПНЖК/НЖК
и неНЖК/НЖК сразу после снижения темпера-
туры тела существенно не изменяются, но после
пролонгированной гипотермии заметно снижа-
ются. Таким образом, характер изменений ЖК
состава ФЛ мембран различных биологических
структур при гипотермии неоднозначен.

Следует также отметить, что проведенные ра-
нее исследования структурно-динамических па-
раметров эритроцитарных мембран с применением
флуоресцентного зонда пирена, показали сниже-
ние микровязкости как общих, так и аннулярных
липидов после 1.5 ч гипотермии [30]. Таким обра-
зом, результаты исследования микровязкости
эритроцитарных мембран [30] и их ЖК-состава
[29] хорошо коррелируют. Это позволяет нам
предположить, что снижение вязкости липидов
митохондриальных мембран тесно связано с по-
вышением степени их ненасыщенности.

Механизмы, посредством которых может про-
исходить изменение ЖК-состава митохондри-
альных мембран при гипотермии, могут быть раз-
нообразны, учитывая что, митохондрии являются
поставщиками ацетил-КоА – инициальной за-
травки синтеза ЖК, и участвуют в последователь-
ной элонгации синтезированной в цитоплазме
углеводородной цепочки ЖК. Вероятнее всего, в
митохондриях при гипотермии происходит вклю-
чение механизмов ремоделирования мембранных
липидов путем деацилирования и реацилирова-
ния ФЛ.

Показано, что на начальных этапах развития
гипотермия сопровождается стрессорной реак-
цией, при которой происходит активация гипота-
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ламо-гипофизарно-надпочечниковой системы [31].
В результате включаются механизмы, направлен-
ные на увеличение липолиза. Было показано, что
при гипотермии в крови увеличивается количе-
ство ненасыщенных ЖК [32], которые гипотети-
чески могут использоваться для ремоделирова-
ния митохондриальной мембраны.

Известно, что изменение индекса ненасыщен-
ности в мембранах пойкилотермных животных
может происходить и с помощью ферментов – де-
сатураз. Низкие температуры способны включать
десатурацию ЖК, увеличивая тем самым индекс
ненасыщенности клеточных мембран. В работе
Гонзалеза и соавт. [32] было показано, что у адап-
тированных к холоду крыс, которым снижали
температуру до 30–32°С в течение 20–25 дней и
затем охлаждали до 15°С в течение 12 ч, также на-
блюдалось повышение активности различных де-
сатураз печени. Причем, повышение активности
ферментов коррелировало с увеличением содер-
жания арахидоновой кислоты и снижением олеи-
новой кислоты в микросомах сердца и печени.

В нашем эксперименте исследуемые крысы не
были адаптированы к холоду и не подвергались
длительному и глубокому охлаждению. Однако
все же можно выдвинуть предположение о том,
что снижение микровязкости в митохондриях пе-
чени крыс при умеренной гипотермии также мо-
жет быть связано с повышением активности деса-
тураз и изменением ЖК-состава в сторону увели-
чения содержания ненасыщенных ЖК.

Известно, что процессы обновления ФЛ уско-
ряются после их окислительной модификации, в
ходе которого окисленные ацильные цепи быстро
удаляются из ФЛ мембран под действием каль-
ций-зависимой фосфолипазы А2 [33]. Ранее нами
было установлено, что кратковременная умерен-
ная гипотермия стимулирует ПОЛ в митохондри-
ях [14]. Гипотетически, интенсификация ПОЛ
при гипотермии может привести к заметному уве-
личению параметра F370/F390, показывающего по-
лярность микроокружения пирена в аннулярных
или общих липидах. В соответствии с нашими
экспериментальными данными, гипотермия уве-
личивает полярность ФЛ липидного бислоя, в то
время как значительных изменений ее в области
белок-липидных контактов не происходит. Это
свидетельствует о том, что активация процессов
ПОЛ при гипотермии не оказала существенного
влияния на ЖК аннулярных фосфолипидов.

Снижение микровязкости липидного матрик-
са мембран митохондрий, возможно, является
адаптивной реакцией, направленной на сохране-
ние функциональной активности этих органелл.
Ранее нами обнаружено, что кратковременная
гипотермия и ее пролонгирование увеличивают
интенсивность дыхания митохондрий печени
крыс [12, 13]. Было предположено, что одной из

причин увеличения уровней потребления кислоро-
да митохондриями может быть снижение вязко-
сти внутренней мембраны митохондрий, способ-
ствующее повышению подвижности в липидной
матрице убихинона. Настоящее исследование
позволило экспериментально подтвердить спра-
ведливость этого предположения. Гипотермия
действительно приводит к снижению вязкости
мембран и тем самым, возможно, способствует
увеличению подвижности и активности участни-
ков ЭТЦ и позволяет сохранять энергетический
потенциал митохондрий.

Изменения, происходящие в митохондриаль-
ных мембранах гомойотермных животных при
низких температурах тела, могут затрагивать не
только липидную матрицу. Проведенное нами
исследование кинетических характеристик свя-
зывания флуоресцентного зонда АНС с мембра-
нами митохондрий указывает на то, что при гипо-
термии происходят существенные изменения как
в структуре, так и в локализации мембранных
белков.

Результаты исследования свидетельствуют о
гетерогенности сайтов связывания АНС с мито-
хондриями. Каковы возможные причины такой
гетерогенности?

Известно, что квантовый выход флуоресцен-
ции АНС зависит от полярности его окружения и
увеличивается в гидрофобных средах. В соответ-
ствии с некоторыми литературными данными
анионный зонд АНС чувствителен к поверхност-
ному заряду митохондрий [34]. В работе Векшина
[35] отмечается то, что митохондрии заряжены
отрицательно и снаружи, и внутри (положитель-
ный заряд – в межмембранном пространстве).
Гипотетически, АНС должен отталкиваться от
интактных энергизованных отрицательно заря-
женных митохондрий, что позволяет вести реги-
страцию мембранного потенциала. Однако сам
автор ясно указывает на то, что АНС и другие гид-
рофобные заряженные зонды плохо пропускают-
ся внешней мембраной нативныx митохондрий и
остаются “заякоренными” в ее наружной липид-
ной фазе. Поэтому изменение трансмембранного
потенциала на внутренней мембране, если оно
будет иметь место, не сможет заметно повлиять
на зондовую флуоресценцию. Экспериментально
показано, что интенсивности флуоресценции
АНС в интактных и разобщенных митохондриях
не имеют существенных различий, что свидетель-
ствует о низкой чувствительности флуоресцент-
ного зонда к поверхностному заряду митохон-
дрий [35].

По мнению других авторов, на внешней мем-
бране митохондрий отсутствует мембранный по-
тенциал [36], поскольку внешняя мембрана ми-
тохондрий обладает высокой степенью проница-
емости, через нее свободно проходят ионы и
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небольшие незаряженные молекулы за счет мем-
бранных белков, называемых поринами. Особую
роль играет митохондриальный порин – потен-
циал-зависимый анионный канал VDAC (voltage-
dependent anion channel). В зависимости от напря-
жения канал может быть селективен к анионам
органических соединений. Следовательно, суще-
ствует вероятность того, что АНС может переме-
щаться в межмембранное пространство через
VDAC и взаимодействовать со внутренней мито-
хондриальной мембраной, характеризующейся
большим содержанием белков.

Было показано, что нафталиновое кольцо мо-
лекулы АНС может проникать в гидрофобную об-
ласть мембраны и тем самым становиться менее
доступным для водной среды, что увеличивает
квантовый выход флуоресценции зонда [37]. Од-
нако многие авторы предполагают, что АНС
прежде всего реагирует на конформацию белков,
их заряд и гидрофобные карманы [38]. Повыше-
ние интенсивности флуоресценции АНС в белках
объясняется гидрофобностью сайтов связывания
и ограниченной подвижностью зонда в гидро-
фобных карманах белка [39]. Однако, помимо
гидрофобных взаимодействий с находящимися в
карманах белка ароматическими радикалами
аминокислот, зонд может связываться с помощью
электростатических взаимодействий с перифери-
ческими аминокислотными радикалами. Эти вза-
имодействия формируются между отрицательно
заряженной сульфоновой группой АНС и поло-
жительно заряженными аминокислотами, напри-
мер, гистидином, лизином или аргинином [40].

Было обнаружено, что вклад во флуоресцен-
цию АНС от внешних сайтов связывания гораздо
меньше, чем от глубоколежащих гидрофобных
сайтов [41]. Гидрофобные участки связывания
создают менее полярное окружение зонду, и, воз-
можно, имеют к АНС более высокое сродство.
Поэтому они быстрее насыщаются при более
низких концентрациях субстрата и характеризу-
ются относительно низкими значениями кон-
стант диссоциации. Напротив, внешние положи-
тельно заряженные аминокислотные сайты обес-
печивают более полярное окружение зонду и
имеют к нему меньшее сродство.

Таким образом, кинетические особенности
связывания АНС с белками достаточно хорошо
описывают полученные нами эксперименталь-
ные данные, демонстрирующие нелинейный ха-
рактер концентрационной зависимости флуорес-
ценции зонда, инкубированного с митохондрия-
ми. Это позволяет утверждать, что основной
вклад во флуоресценцию АНС в митохондриаль-
ных мембранах вносят белки, а не мембранный
потенциал.

Результаты исследования указывают на сни-
жение интенсивности флуоресценции АНС, ин-

кубированного с митохондриями, гипотермиро-
ванных животных. Оно может происходить либо
за счет снижения абсолютного числа сайтов свя-
зывания, либо за счет снижения аффинности
зонда к этим сайтам. Можно предположить, что
при гипотермии количество гидрофобных карма-
нов в белках митохондриальных мембран снижа-
ется, что приводит к падению интенсивности
флуоресценции зонда. Гипотетически снижение
числа гидрофобных карманов могло произойти за
счет повышения степени погруженности некото-
рых белков в липидный матрикс. Одной из воз-
можных причин такого явления может быть сни-
жения вязкости бислоя. В соответствии с литера-
турными данными микровязкость липидной
матрицы оказывает влияние на интенсивность
флуоресценции АНС [18].

Из приведенных выше данных по коэффици-
енту эксимеризации пирена в липидной фазе и в
зоне липид-белковых контактов видно, что вяз-
кость митохондриальных мембран снижается,
особенно в области аннулярных липидов. При-
чем дальнейшее пролонгирование гипотермии не
оказывает влияния на этот параметр. Такой же
феномен демонстрирует и параметр N1 для АНС,
в динамике пролонгирования гипотермии он не
претерпевает изменений. Корреляционный ана-
лиз показал, что между коэффициентом эксиме-
ризации пирена и N1 имеется отрицательная кор-
реляция (r = –0.9631, p < 0.05). Нельзя исключать
и возможность уменьшения числа мест связыва-
ния в результате компактизации белков митохон-
дриальных мембран и их уплотнения, что снижа-
ет доступность зонда к гидрофобным карманам.
Такая компактизация может произойти, напри-
мер, вследствие окисления остатков цистеина и
образования дисульфидных мостиков или же
остатков тирозина с образованием битирозино-
вых сшивок. Возможно, что компактизация име-
ет отношение и к процессам митохондриального
слияния в клетках. Известно, что митохондри-
альное слияние – это один из эволюционно кон-
сервативных процессов, необходимый для эф-
фективной работы митохондрий в условиях
стресса [42].

Исследование показало, что гипотермия не
влияет на Кd1, то есть на аффинность зонда к гид-
рофобным сайтам и силу гидрофобных взаимо-
действий зонда с белком. Это свидетельствует о
том, что изменения, происходящие в белках при
гипотермии, не затрагивают структуру радика-
лов, находящихся в гидрофобных карманах бел-
ков. Скорее всего, находящиеся в углублениях
белков радикалы, являются менее доступными
для АФК.

Кратковременная гипотермия и ее пролонги-
рование не влияют на N2, которое отражает число
положительно заряженных сайтов связывания с
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отрицательно заряженной сульфоновой группи-
ровкой зонда, однако при этом резко (почти в
2 раза) увеличивается Kd2, то есть уменьшается
его аффинность к таким участкам. Такая ситуа-
ция может складываться вследствие снижения
силы ионных взаимодействий зонда с радикала-
ми положительно заряженных аминокислот.

Известно, что эти аминокислотные остатки
лизина, аргинина и гистидина очень чувствитель-
ны к АФК и продуктам ПОЛ. Интенсификация
СРП при кратковременной гипотермии может
способствовать окислительной модификации ра-
дикалов этих аминокислотных остатков с образо-
ванием карбонильных групп. Ранее нами было
показано [14], что кратковременная гипотермия
увеличивает содержание карбонильных групп в
митохондриальных белках. При этом пролонги-
рование гипотермии в течение 3 ч способствует
их нормализации. В то время как в настоящем ис-
следовании значения Kd2 для АНС при 3-часовом
пролонгировании гипотермического состояния
изменений не претерпевают. Достаточно слабая
корреляция между интенсивностью ОМБ в мито-
хондриальных мембранах печени крыс и кинети-
кой связывания АНС при гипотермии, возможно,
связана с тем, что исследования содержания кар-
бонильных групп в белках проводились на изоли-
рованных мембранах митохондрий крыс, а кине-
тики связывания АНС – на интактных энергизо-
ванных митохондриях. В таких митохондриях
АНС, вероятнее всего, мог взаимодействовать с
поверхностью наружной мембраны митохон-
дрий. Поскольку митохондрии обладают соб-
ственной убиквитин-конъюгирующей системой
[43] можно предположить, что в течение 3 ч гипо-
термии модифицированные посредством окисле-
ния белки внутренней мембраны митохондрий,
возможно, подвергаются более интенсивной де-
градации и замене, чем белки наружной мембраны.
Вследствие этого нормализации значений Kd2 для
АНС в динамике пролонгирования гипотермии
не наблюдается.

Следует отметить, что определенный вклад в
снижение флуоресценции АНС при гипотермии
могут внести и изменения степени погруженно-
сти нафталинового кольца зонда в липидную мат-
рицу митохондриальной мембраны. Гипотетиче-
ски это может быть обусловлено падением по-
верхностной гидрофобности митохондриальной
мембраны вследствие накопления в ней гидро-
фильных продуктов ПОЛ.

Таким образом, флуоресцентное исследова-
ние структурно-динамических параметров мем-
бран митохондрий печени крыс при гипотермии
позволило выявить ряд существенных изменений
в состоянии и структурной организации липид-
ной матрицы и мембранных белков. Выражен-

ность этих изменений зависит от длительности
воздействия низкотемпературного фактора.

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что при низких температурах тела в мито-
хондриальных мембранах гомойотермных живот-
ных наряду с деструктивными процессами проис-
ходит развитие ряда компенсаторно-адаптивных
реакций. Эти реакции связанны со снижением
вязкости липидной матрицы, а также повышени-
ем конформационной подвижности мембранных
белков и направлены прежде всего на сохранение
функциональной активности митохондрий.
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Fluorescent Studies of the Structural and Dynamic Parameters of the Mitochondrial 
Membranes from the Liver of Rats at Hypothermia of Various Duration

R. A. Khalilov1, S. I. Khizrieva1, A. M. Dzhafarova1, *, V. R. Abdullaev1

1Dagestan State University, Makhachkala, Republic of Dagestan, 367000 Russia
*e-mail: albina19764@mail.ru

In recent years, hypothermia of varying depth and duration is increasingly used in medical practice to protect
organs and tissues from damage caused by hypoxia, ischemia, and reperfusion. However, the initial stages of
hypothermia induce oxidative stress, in the development of which mitochondria play a key role. The aim of
this work was to study the effects of hypothermia of various durations on a number of structural and dynamic
parameters of mitochondria, determined using f luorescent probes pyrene and ANS. It was found that short-
term hypothermia and its prolongation increases the coefficient of pyrene excimerization in annular and total
lipids of mitochondrial membranes, which indicates a decrease in their microviscosity. With prolonged hy-
pothermia, the polarity coefficient of the microenvironment of pyrene in total lipids increases, while in an-
nular lipids this parameter does not change. The study of the kinetics of the binding of f luorescent probe ANS
with rat liver mitochondria demonstrates a nonlinear dependence of the probe f luorescence intensity on its
concentration. This indicates the presence of at least two heterogeneous binding sites in mitochondrial mem-
branes. Short-term hypothermia and its prolongation reduce the intensity of ANS fluorescence at all probe
concentrations tested. This decrease is due to changes in the kinetic parameters of the probe binding to dif-
ferent regions of membrane proteins: for type 1 sites, it is a decrease in the number of probe binding sites (N1),
and for type 2 sites, an increase of the dissociation constant (Kd2) of the probe. Thus, hypothermia induces a
number of significant changes in the physical state of the lipid matrix of mitochondrial membranes, as well
as in the structural organization and localization of membrane proteins. The severity of some of these changes
depends on the duration of the low-temperature exposure.

Keywords: rats, hypothermia, mitochondrial membrane, f luorescence, ANS, pyrene, microviscosity
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