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Исследованы биоэнергетические характеристики изолированных митохондрий печени крыс в норме и при гипотермии различ-
ной глубины. Обнаружено, что умеренная (30 °С) гипотермия способствует существенному повышению скорости дыхания мито-
хондрий. Углубление гипотермического состояния до 20 °С продолжает стимулировать дыхание, однако при относительно уме-
ренной гипотермии повышение скорости дыхания митохондрий становится менее выраженным. Как при умеренной, так и при 
глубокой гипотермии скорости фосфорилирования митохондрий повышаются, а дыхательные контроли Р/О и чувствительность к 
2,4 ДНФ снижаются. Многие из указанных изменений респираторных параметров митохондрий более выражены при умеренной 
гипотермии. Сравнительный анализ биоэнергетических характеристики митохондрий, полученных при исследовании глутамат- и 
сукцинатзависимого дыхания позволяет предположить, что стимуляция дыхания митохондрий при гипотермии происходит глав-
ным образом за счет изменений в функционировании комплекса I дыхательной цепи. 
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Из всего многообразия сложных климатиче-
ских влияний на биосистемы температура является 
наиболее важным экологическим фактором. Не-
смотря на то, что у гомойотермных животных эво-
люция пошла в направлении стабилизации темпе-
ратуры тела на одном уровне, в экстремальных для 
организма условиях (ишемии, гипоксии, отравле-
нии, переохлаждении) температура тела таких жи-
вотных может существенно снизиться. Снижение 
температуры тела на 2−3 и более градусов называ-
ется гипотермией. В последние годы гипотермиче-
ские состояния все чаще используются в медицин-
ской практике в целях защиты от ишемических, ре-
перфузионных, травматических повреждений орга-
нов и тканей [1].  

Следует отметить, что гипотермия сопровож-
дается развитием целого ряда патологических или 
компенсаторно-приспособительных процессов, 
большая часть из которых, скорее всего, связана 
со структурно-функциональными изменениями в 
митохондриях клетки. Это может быть обусловле-
но тем, что митохондрии играют ключевую роль в 

энергетическом обмене клетки, сигнальной транс-
дукции, регуляции кальциевого гомеостаза, в раз-
витии окислительного стресса и апоптоза [2].  

Чувствительными индикаторами структурно-
функциональных изменений в мембранах мито-
хондрий могут служить их биоэнергетические па-
раметры. Ранее в работе Р.О. Мирской [3] была 
произведена оценка респираторных характеристик 
митохондрий печени и мозга крыс при гипотер-
мии, однако все исследования были выполнены на 
гомогенатах тканей, а не на чистых изолирован-
ных фракциях митохондрий.  

Ц е л ь  р а б о т ы  − исследование эффек-
тов кратковременной умеренной (30 °С) и глубо-
кой (20 °С) гипотермии на некоторые биоэнерге-
тические параметры изолированных митохондрий 
печени крыс. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Опыты выполнены на крысах-самцах Вистар 

3,5-месячного возраста, с массой тела 200−220 г., 
полученных из питомника филиала «Столбовая» 
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ФГБУН НЦБМТ ФМБА России (Моск. обл., Че-
ховский р-н) и содержащихся в стандартных усло-
виях вивария Дагестанского государственного 
университета. В контрольных и эксперименталь-
ных группах было использовано по 8 животных. В 
исследовании были соблюдены все нормы и пра-
вила выполнения экспериментальных работ с ис-
пользованием лабораторных животных (Директи-
ва 2010/63/EU Совета Европейского Сообщества 
по защите животных, используемых в экспери-
ментальных и других научных целях). 

Гипотермию вызывали наружным охлажде-
нием животных в плексигласовых камерах с ру-
башкой, через которую циркулировала холодная 
(5 °С) вода. Температуру тела крыс снижали рав-
номерно в течение 30 мин до 30 °С (кратковре-
менная умеренная гипотермия) и в течение 60 мин 
до 20 °С (глубокая гипотермия). В качестве кон-
троля служили интактные крысы с нормальной  
(37 °С) температурой тела. 

Выделение митохондрий из печени крыс про-
водили методом дифференциального центрифуги-
рования в градиенте плотности сахарозы [4]. Со-
став среды выделения: 0,25 М сахароза, 5 мМ 
HEPES, 0,5 мМ ЭДТА, 0,1% BSA (pH = 7,4). Из-
мерения потребления кислорода митохондриями 
печени крыс проводили полярографическим мето-
дом на анализаторе «Эксперт 001» (Санкт-
Петербург) с помощью электрода Кларка, ячейка 
которого для поддержания стабильной температу-
ры (26 °С) помещалась в термостатирующую ка-
меру. Среда инкубации содержала 0,32 М сахаро-
зу, 3 мМ HEPES, 0,25 мМ ЭДТА, 1 мМ MgCl2,  
13 мМ KCl (рН = 7,2). При исследовании сукцинат-
зависимого дыхания, в инкубационную среду до-
бавляли ингибитор комплекса I электрон-
транспортной цепи (ЭТЦ) − ротенон («Sigma», 
США) в концентрации 1,5 мкМ. После добавления 
к среде инкубации суспензии митохондрий (0,5 мг 
белка/мл) регистрировали исходную скорость ды-
хания митохондрий V1. Затем последовательно ре-
гистрировали скорость дыхания в разных метабо-
лических состояниях (по Чансу): V2 – скорость ды-
хания после добавления субстрата (3 мМ сукцината 
калия или 5 мМ глутамата калия), V3 – после добав-
ления аденозиндифосфата (АДФ, 100 мкМ) и 
КН2РО4 (1 мМ), V4 – после исчерпания добавлен-
ного АДФ, V5 – после добавления 2,4-динитро-
фенола (2,4-ДНФ) (100 мкМ).  

Из значений скорости дыхания митохондрий 
были вычислены следующие характеристики:  

1) коэффициент окислительного фосфорилирова-
ния (Р/О), как отношение концентрации добавлен-
ного АДФ, выраженной в наномолях, к количеству 
кислорода, потребленному за период фосфорили-
рующего дыхания; 2) дыхательный контроль (ДК) 
по Ларди, как отношение скоростей V3/V2;  
3) ДК по Чансу, как отношение скоростей V3/V4; 
4) отношение V5/V4, как показатель чувствитель-
ности митохондрий к протонофорам, в частности к 
2,4-ДНФ; 5) отношение V2/V4, как показатель спо-
собности мембран митохондрий сохранять соб-
ственный энергетический потенциал.  

Статистическая обработка эксперименталь-
ных данных данных произведена с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
с использованием пакета Statistica. Достоверность 
различия определяли с помощью критерия Фише-
ра на уровне значимости p ≤ 0,05.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Исследованы биоэнергетические характерис-

тики митохондрий печени крыс в норме и при ги-
потермии различной глубины. На рисунке при-
ведена типичная полярографическая кривая, полу-
ченная при исследовании дыхания митохондрий 
печени контрольных крыс на одном из использо-
ванных в исследовании субстратов − глутамате. 
Видно, что скорость дыхания изолированных ми-
тохондрий на эндогенных субстратах (метабо-
лическое состояние 1) очень низкая. Добавление 
сукцината в ячейку стимулирует дыхание (метабо-
лическое состояние 2). Добавление АДФ способ-
ствует еще более выраженной степени активации 

 
Полярографическая кривая дыхания митохондрий печени крыс 
при различных метаболических состояниях (субстрат – глута-
мат калия) 
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дыхания митохондрий (метаболическое состояние 
3). Через некоторое время, зависящее от скорости 
фосфорилирования, добавленный АДФ расходует-
ся, что приводит к замедлению электронного 
транспорта и уменьшению скорости дыхания 
(метаболическое состояние 4). Добавление в 
инкубационную ячейку разобщителя дыхания 2,4 
ДНФ способствует повышению скорости дыхания 
относительно скорости нефосфорилирующего 
дыхания (метаболическое состояние 5).  

Из табл. 1 видно, что снижение температуры 
тела крыс до 30 °С приводит к повышению ско-
рости дыхания на эндогенных субстратах в 2,9 
раза. Дальнейшее снижение температуры тела (до 
20 °С) способствует незначительному (на 15,8%) 
снижению этого показателя относительно умерен-
ной гипотермии. Выраженность эффектов гипо-
термии на дыхание митохондрий при других мета-
болических состояниях зависят от вида добавлен-
ного субстрата окисления: сукцината (субстрат 
комплекса II ЭТЦ) или глутамата (субстрат 
комплекса I ЭТЦ). 

Исследование скорости сукцинатзависимого 
дыхания показало, что гипотермия 30 °С способ-
ствовала  повышению скорости потребления кис-
лорода в метаболическом состоянии 2 (на 34%). 
Дальнейшей стимуляции V2, при углублении ги-
потермии не наблюдалось. Добавление АДФ к ми-
тохондриям печени крыс, охлажденных до 30 °С, 
сопровождалось стимуляцией дыхания, при этом 
V3 становилось выше таковой контроля на 22,1%. 
Интенсификация фосфорилирующего дыхания 

становилась еще более выраженной при глубокой 
гипотермии. Умеренная гипотермия повышала 
скорость дыхания митохондрий в метаболическом 
состоянии 4 на 32,4%. Это повышение при даль-
нейшем снижении температуры тела животного 
становилось более существенным. При этом про-
исходила незначительная активация V5 (на 14%), 
которая продолжалась по мере углубления гипо-
термического состояния.  

Исследование скоростей глутаматзависимого 
дыхания показало, что при умеренной гипотермии 
V2 увеличивалась в 2,17 раза, V3 – на 89,5%, V4 –  
в 2,24 раза, V5 – в 2,1 раза. Дальнейшее сниже- 
ние температуры тела (до 20 °С) способство- 
вало тому, что при относительно умеренной 
гипотермии изменения скоростей дыхания 
становились незначительными. Так V1 снижалась 
на 25,8%, V2, V3 и V5 – не изменялись, а V4 
снижалась на 13,3%.  

На основе данных скоростей дыхания мито-
хондрий при различных метаболических состоя-
ниях был произведен расчет биоэнергетических 
характеристик при умеренной и глубокой гипо-
термии (табл. 2). Исследование сукцинатзависи-
мого дыхания показало, что и умеренная, и 
глубокая гипотермия в одинаковой степени 
(примерно на 17%) повышали скорость фосфори-
лирования. Однако в обоих случаях коэффициент 
окислительного фосфорилирования Р/О снижался. 
Умеренная гипотермия незначительно уменьшала 
значения ДК по Ларди (отношение V3/V2) и по 
Чансу (отношение V3/V4).  

Таблица 1. Скорости дыхания митохондрий печени крыс (нмоль О2/мин/мг) в норме  
и при гипотермии (M±m, n=8) 

Состояние животных V1 V2 V3 V4 V5 

Субстрат − сукцинат 

Контроль 4,00±0,33 15,10±0,90 51,04±4,80 15,80±1,70 47,21±4,10 

Гипотермия 30 °С 11,6±0,27* 20,37±1,10* 62,33±4,37 20,95±1,4 53,9±1,73 

Гипотермия 20 °С 9,77±3,80* 21,75±0,68* 69,81±1,70* 23,90±3,80 65,25±2,30* 

Субстрат − глутамат 

Контроль 4,14±0,14 7,17±0,36 27,58± 0,99 7,93± 0,40 15,90±0,95 

Гипотермия 30 °C  12,60±0,50* 15,6±0,19* 52,27±2,54* 17,84±1,34* 33,60±2,54* 

Глубокая 20 °С 9,35±0,56* 15,93±0,9* 52,2±2,71* 15,48±0,42* 33,92±0,42* 

П р и м е ч а н и е : * − р ≤ 0,05 по отношению к контролю. 
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Таблица 2. Биоэнергетические характеристики митохондрий печени крыс при гипотермии (M±m, n=8) 

Состояние животных Скорость фосфорили-
рования, нмоль/мин/мг Р/О V3/V2 V3/V4 V2/V4 V5/V4 

Субстрат − сукцинат 

Контроль 129,60±9,40 1,74±0,063 3,38±0,10 3,23±0,22 0,95±0,04 2,98±0,11 

Гипотермия 30 ° С 151,40±6,60 1,50±0,075* 3,06±0,11 2,97±0,09 0,97±0,04 2,57*±0,09 

Гипотермия 20 °С 154,93±7,70 1,59±0,03* 3,21±0,22 2,92±0,10 0,93±0,11 2,73±0,20 

Субстрат − глутамат 

Контроль 85,01± 7,46 2,22± 0,06 3,84±0,23 3,47±0,12 0,90±0,08 2,01±0,12 

Гипотермия 30 °C 145,33±3,33* 2,085±0,07 3,35±0,14 2,93±0,15* 0,87±0,07 1,88±0,14 

Глубокая 20 °С 130,55±10,73* 2,11±0,11 3,47±0,15 3,37±0,27 1,03±0,02 2,19±0,18 

П р и м е ч а н и е : * − р < 0,05 по отношению к контролю. 
 
 
Снижение температуры тела до 20 °С вызы-

вало незначительное повышение ДК по Ларди от-
носительно умеренной гипотермии, при этом ДК 
по Чансу оставался на уровне умеренной гипотер-
мии. Ни умеренная, ни глубокая гипотермия не 
оказывали эффекта на соотношение V2/V4, которое 
характеризовало способность мембран митохон-
дрий сохранять собственный энергетический по-
тенциал. При этом наблюдалось снижение пара-
метра V5/V4, которое при умеренной гипотермии 
является более выраженным. Отношение скоро-
стей дыхания V5/V4, является показателем чув-
ствительности митохондрий к протонофору − 2,4- 
ДНФ, который разобщает дыхание и фосфорили-
рование.  

Исследование глутаматзависимого дыхания 
митохондрий позволило обнаружить, что умерен-
ная гипотермия сопровождается существенным 
повышением скорости фосфорилирования (на 
70,9%). Дальнейшее снижение температуры тела 
(до 20 °С) незначительно снижает этот параметр 
относительно умеренной. При этом наблюдается 
уменьшение Р/О, более выраженное при умерен-
ной гипотермии. Гипотермия 30 °С снижает зна-
чение ДК по Ларди (на 12,8%) и Чансу (на 15,6%), 
в то время как глубокая гипотермия способствует 
повышению значений ДК до уровней, близких к 
контролю. Снижение температуры тела крыс до  
30 °С мало влияет на отношение V2/V4, однако 
дальнейшее воздействие низкотемпературного 

фактора способствует повышению этого парамет-
ра на 14,4% относительно контроля. При этом 
умеренная гипотермия незначительно снижает па-
раметр V5/V4, а глубокая, напротив, повышает. 

Исследование показало, что снижение темпе-
ратуры тела до 30 °С сопровождается существен-
ной стимуляцией дыхания митохондрий почти во 
всех метаболических состояниях. Дальнейшее 
снижение температуры тела (до 20 °С) приводит 
лишь к незначительным изменениям скоростей 
дыхания и относительно умеренной гипотермии. 
Поскольку эффекты гипотермии на респираторные 
характеристики митохондрий более выражены при 
исследовании глутаматзависимого дыхания, то 
стимуляция дыхания митохондрий при гипотер-
мии происходит, главным образом, за счет изме-
нений в функционировании комплекса I дыхатель-
ной цепи − НАДН-коэнзим Q-оксидоредуктазы. 

Скорость дыхания в состоянии 1 определяет-
ся скоростью поступления электронов в ЭТЦ. 
Стимуляция V1 при гипотермии может происхо-
дить либо за счет повышения эндогенной концен-
трации субстрата, либо, что вероятнее всего, за 
счет активации ферментативного аппарата мито-
хондрий, что приводит к увеличению скорости 
утилизации эндогенных субстратов.  

В метаболическом состоянии 2 лимитирую-
щей стадией является скорость транспорта прото-
нов через внутреннюю митохондриальную мем-
брану. Поэтому повышение респираторной актив-
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ности митохондрий можно объяснить разобщаю-
щим действием гипотермии на окислительное 
фосфорилирование, которое происходит за счет 
увеличения пассивной проницаемости для прото-
нов. Обнаруженные снижения показателей ДК по 
Чансу у митохондрий гипотермированных крыс 
свидетельствуют о нарушении проницаемости 
внутренней митохондриальной мембраны мито-
хондрий при низких температурах тела. Это объ-
ясняет снижение их чувствительности к протоно-
фору и согласуется с уменьшением значений Р/О.  

Поскольку лимитирующая стадия в метабо-
лическом состоянии 3 − акцепция протонов в 
АТФ-синтетазном комплексе, можно предполо-
жить, что увеличение V3 при гипотермии проис-
ходит за счет активации АТФ-синтетазы. Напри-
мер, активация АТФ-синтетазы могла произойти 
за счет модификации её аннулярных липидов при 
гипотермии и снижением их микровязкости. Не-
смотря на повышение скорости фосфорилирующе-
го дыхания, гипотермия приводит к снижению ДК 
по Ларди – параметра, характеризующего способ-
ность митохондрий реагировать на добавление 
АДФ ускорением своего дыхания, то есть является 
своего рода единицей измерения сродства дыха-
тельной цепи к АДФ. Можно предположить, что 
при гипотермии происходит, с одной стороны, ак-
тивация АТФ-синтазы в митохондриях, с другой − 
повышение в них протонной утечки. При этом ми-
тохондрии гипотермированных крыс сохраняют 
способность удерживать свой энергетический по-
тенциал на уровне контрольных значений.  

В состоянии 5 скорость дыхания определяет-
ся только активностью всех переносчиков ЭТЦ. 
Считается, что лимитирующей стадией электрон-
ного переноса является перенос электронов с ко-
энзима Q (убихинона) на цитохром [3]. Поскольку 
убихинон является подвижным переносчиком, 
скорость этой стадии тоже будет зависеть от вяз-
кости мембраны. Следовательно, повышение V5 
при гипотермии может быть обусловлено сниже-
нием вязкости липидного бислоя внутренней мем-
браны митохондрий. Это предположение хорошо 
согласуется с повышением у гипотермированных 
крыс скорости фосфорилирующего дыхания V3. 

Известно, что на начальных этапах развития 
гипотермия сопровождается стрессорной реакци-
ей, при которой происходит активация гипотала-
мо-гипофизарно-надпочечниковой системы [5]. В 
результате включаются механизмы химической 
терморегуляции, направленные на увеличение 

теплопродукции: усиливается обмен веществ, уве-
личивается распад гликогена и липидов, повыша-
ется содержание глюкозы и жирных кислот в кро-
ви [6]. Одним из возможных объяснений стимуля-
ции дыхания при гипотермии может быть усиле-
ние липолиза в тканях и увеличение концентрации 
свободных жирных кислот, которые являются раз-
общителями окислительного фосфорилирования. 
Показано, что при умеренной гипотермии в крови 
повышается концентрация тиреоидных гормонов 
[5], которые также являются стимуляторами тка-
невого дыхания, действуя как разобщители окис-
лительного фосфорилирования [7]. Стимуляция 
дыхания может быть вызвана и белками-
разобщителями – UCP-2, UCP-3, которые в не-
больших концентрациях были обнаружены в раз-
личных тканях гомойотермных животных [8]. 

Таким образом, стимуляцию дыхания можно 
рассматривать как компенсаторную реакцию, 
направленную на поддержание постоянной темпе-
ратуры тела в условиях повышенного теплообме-
на. Кроме того, слабое разобщение, в соответствии 
с гипотезой Скулачева, приводит к уменьшению 
степени восстановленности коэнзима Q (убихино-
на). Это в свою очередь снижает скорость генера-
ции супероксидного радикала дыхательной цепью 
[9], что особенно важно, учитывая интенсифика-
цию свободнорадикальных процессов в тканях го-
мойотермных животных на начальных этапах раз-
вития гипотермии [10]. 

ВЫВОДЫ 
1. Умеренная (30 °С) и глубокая (20 °С) гипотер-

мия стимулируют дыхание митохондрий пече-
ни, при этом скорости фосфорилирования по-
вышаются, а дыхательные контроли (Р/О и 
чувствительность к 2,4 ДНФ) снижаются. Ис-
следование глутамат- и сукцинатзависимого 
дыхания митохондрий позволяет предполо-
жить, что стимуляция его при гипотермии 
происходит главным образом за счет измене-
ний в функционировании комплекса I дыха-
тельной цепи.  

2. Многие из обнаруженных изменений респира-
торных параметров митохондрий более выра-
жены при умеренной гипотермии. Это указы-
вает на то, что основной вклад в изменения 
биоэнергетических характеристик митохон-
дрий, при снижении температуры тела крыс 
вносят начальные этапы развития гипотерми-
ческого состояния.  
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