
231

МЕДИЦИНСКИЙ ВЕСТНИК СЕВЕРНОГО КАВКАЗА 
2019. Т. 14. № 1.2

Medical news of north caucasus
2019. Vоl. 14. Iss. 1.2

231

Гусарева Марина Александровна, кандидат медицинских наук, заведующая отделением радиологии; 	
e-mail: oncorad@mail.ru; http://orcid.org/0000-0002-9426-9662 

Тимошкина Наталья Николаевна, кандидат биологических наук, руководитель лаборатории молекулярной онкологии; 	
e-mail: n_timoshkina@mail.ru; http://orcid.org/0000-0001-6358-7361

Потемкин Дмитрий Сергеевич, младший научный сотрудник; e-mail: desmonddimon@gmail.com; http://orcid.org/0000-0002-5221-3644 

Арапова Юлия Юрьевна, кандидат биологических наук, научный сотрудник испытательного лабораторного центра; 	
e-mail: juli.arapova@yandex.ru; http://orcid.org/0000-0002-4300-6272

Стасов Виталий Викторович, кандидат физико-математических наук, эксперт-физик по контролю за источниками ионизирующих 	
и неионизирующих излучений отделения радиологии; e-mail: vitaly_stasov@mail.ru; http://orcid.org/0000-0002-6953-5391 

© Коллектив авторов, 2019
УДК [616-005.4+616.36]:576.311.347
DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2019.14022
ISSN – 2073-8137
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CHANGES IN THE MEMBRANE POTENTIAL OF MITOCHONDRIA  
IN DEPENDENCE ON THE CONTINUANCE OF ISCHEMIA  
AND REPERFUSION OF LIVER IN RATS
Popov К. А., Bykov I. М., Tsymbalyuk I. Yu., Kurzanov A. N., Storozhuk A. P., Esaulenko E. E.

Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia

Проведено исследование изменений мембранного потенциала митохондрий гепатоцитов в зависимости от раз-
личной длительности ишемического и последующего реперфузионного периодов. Полученные результаты показали 
поэтапное снижение мембранного потенциала митохондрий, выделенных из ткани печени крыс после ишемического 
периода различной продолжительности. Снижение данного показателя достигало практически нулевых значений 
после 25-минутного пережатия аналога печеночно-двенадцатиперстной связки. В то же время была отмечена тен-
денция к восстановлению нормальных значений митохондриального мембранного потенциала в реперфузионный 
период, наиболее характерная для ткани печени после 10–15-минутной длительности ишемии (на 30–60 %, до 102–
154 мВ). Таким образом, полученные данные отражают высокую лабильность функционального состояния митохон-
дрий при ишемически-реперфузионном повреждении гепатоцитов и могут быть использованы для изучения особен-
ностей течения различных гипоэнергетических состояний, а также для оценки эффективности митохондриальных 
цитопротекторов в экспериментальной коррекции широкого спектра патологических процессов.
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The study in the membrane potential of hepatocyte mitochondria in dependence on the various continuances of the 
ischemic and the following reperfusion period has been performed. The received data has demonstrated the gradual 
decrease in the membrane potential of mitochondria extracted from the liver tissue of rats after the ischemic periods of 
various continuances. The decrease in this index has practically reached the null-values after 25-minute clamping of the 
analogue of hepatoduodenal ligamentum. At the same time the tendency to the restoration of normal values for mitochondrial 
membrane potential at the reperfusion period has been revealed, most typically for the liver tissue after 10–15 minute 
ischemia (by 30–60 %, up to 102–154 mv). Thus, the received data demonstrate the high lability of the functional state of 
mitochondria at the ischemic-reperfusion disorder of hepatocytes and can be used for studies in the course peculiarities 
for various hypoenergetical conditions as well as for evaluation of effectiveness of mitochondrial cytoprotectors within the 
experimental correction of wide range of pathological processes.
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Ключевые нарушения при ишемически-репер-
фузионном синдроме связаны с переходом 
на анаэробное энергообеспечение клетки в 

период выключения кровотока и усиленной гене-
рацией свободных радикалов после восстановле-
ния кровообращения в ткани [1, 2]. Эти процессы 
непосредственно связаны с метаболическими из-
менениями, происходящими в матриксе и на вну-
тренней мембране митохондрий. 

Одним из основных показателей функциональ-
ного состояния митохондрий является мембранный 
потенциал, возникающий при переносе протонов по 
дыхательной цепи в межмембранное пространство. 
Мембранный потенциал обеспечивает сопряжение 
окисления и фосфорилирования, в результате кото-
рого синтезируется АТФ. Нарушения функциональ-
ного состояния митохондрий уже на ранних этапах 
проявляются снижением способности генерировать 
мембранный потенциал, что может быть связано как 
с нарушением цепи переноса электронов, так и с на-
рушением целостности внутренней мембраны, дей-
ствием разобщителей окислительного фосфорили-
рования и другими причинами [3, 4, 5, 6]. 

Цель исследования  – определение изменений 
мембранного потенциала митохондрий гепатоцитов 
в зависимости от различной длительности ишемиче-
ского и последующего реперфузионного периодов.

Материал и методы. В исследовании использо-
вали 70 белых нелинейных половозрелых крыс-самцов 
массой 220–250 г. Все манипуляции с лабораторными 
животными проводили под общей анестезией Золети-
лом 100 (Virbac, Франция). Моделирование ишемиче-
ского повреждения печени осуществляли с помощью 
маневра Прингла – пережатие аналога печеночно-две-
надцатиперстной связки сосудистым зажимом. После 
ишемического периода длительностью 10, 15, 20 или 
25 минут забирали печень для исследований сразу без 
снятия зажима или через 30 минут после восстанов-
ления кровотока. Таким образом, были сформирова-
ны следующие группы животных: контрольная группа 
(группа К, интактные животные, у которых забирали 
печень без моделирования патологического процес-
са), группы животных, у которых забирали печень без 
восстановления кровотока, то есть в ишемическом пе-
риоде (группы 10и, 15и, 20и и 25и), группы животных, 
у которых забирали печень после 30-минутной репер-
фузии (группы 10р, 15р, 20р и 25р). Печень сразу по-
мещали в холодную среду, содержащую не менее 40 % 
замороженной составляющей, для выделения мито-
хондрий (250 мМ сахароза, 1 мМ ЭДТА и 2 мМ хлорид 
магния в 0,02 М трис-HCl буфере с рН 7,4) и доставля-
ли в лабораторию. Выделение митохондрий осущест-
вляли методом дифференциального центрифугирова-
ния с использованием центрифуги Centrifuge 5424  R 
(Eppendorf, Германия) при охлаждении до +2  °С [7]. 
Определение белка в полученной суспензии органелл 
осуществляли по методу Брэдфорд [7], после чего 
готовили рабочие растворы с концентрацией белка  
3 мг/мл. Определение мембранного потенциала мито-
хондрий осуществляли с использованием катионного 
флуоресцентного красителя сафранин О (AppliChem, 
США) в конечной концентрации в реакционной смеси 
1 мкМ [8, 9]. Концентрация митохондрий в конечной 
смеси составляла 0,3 мг белка/мл. Энергезацию осу-

ществляли внесением в реакционную смесь 10  мкМ 
ротенона и 5 мМ сукцината. Для деэнергезации в 
реакционную смесь вносили ингибитор цитохромов  
1 мМ азид натрия. Регистрацию интенсивности флуо-
ресценции проводили с помощью спектрофлуориме-
тра СМ 2203 (Solar, Беларусь) при длине волны воз-
буждения – 495 нм и длине волны испускания – 586 нм. 
Все измерения выполняли в термостатируемой кюве-
те при 25 °С при постоянном перемешивании. Расчет 
мембранного потенциала митохондрий осуществляли 
теоретически по формуле, предложенной и апробиро-
ванной в работах [9, 10].

Статистический анализ полученных данных прово-
дили с помощью программного обеспечения Microsoft 
Exсel 2010 и Stat plus версия 6 (AnalystSoft Inc., США). 
Оценку распределения полученных данных проводи-
ли с использованием критерия Шапиро – Уилка, дан-
ные представляли в виде медианы и квартилей (1-го 
и 3-го). Оценку статистической значимости различий 
между группами животных проводили с помощью не-
параметрического критерия Краскела – Уоллиса с по-
следующим, при необходимости, сравнением групп 
между собой с помощью критерия Манна – Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при ве-
роятности ошибки менее 5 % (p<0,05).

Результаты и обсуждение. В результате про-
веденных исследований теоретически рассчитанный 
мембранный потенциал митохондрий печени крыс 
контрольной группы составил в среднем 180,2 мВ 
(табл.). Моделирование 10-минутной сосудистой изо-
ляции печени сопровождалось значительным сниже-
нием мембранного потенциала, определенного в ми-
тохондриальной суспензии, выделенной из органа без 
восстановления кровотока. У животных рассматрива-
емой подгруппы мембранный потенциал митохондрий 
был на 34,6  % ниже контрольного показателя. Даль-
нейшее увеличение длительности ишемического пе-
риода сопровождалось прогрессирующим снижением 
значения анализируемого показателя (рис.). 

Таблица 
Мембранный потенциал митохондрий печени 

крыс при различной длительности ишемически-
реперфузионного поражения (Ме(Q1/Q3)

Исследуемые 
группы Мембранный потенциал, мВ

Контрольная 180,2 (172,3/185,6)
10и 117,8 (107,1/123,5)
15и 61,5 (55,2/68,9)*
20и 28,3 (24,5/33,1)*
25и 10,1 (0/17,1)*
10р 154,7 (148,2/160,5)^
15р 102,6 (95,7/107,1)*^
20р 59,9 (54,2/60,4)*^
25р 14,3 (8,3/21,2)*

Примечание: * – р<0,05 при сравнении между показате-
лями групп животных с длительностью ишемии 10 и 15 ми-
нут, 15 и 20 минут, 20 и 25 минут; ^ – р<0,05 при сравнении 
между показателями групп животных с одинаковой длитель-
ностью ишемии, но с реперфузией или без. Все показатели 
животных опытных групп статистически значимо отличались 
от показателя контрольной группы.
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Рис. Типичные кинетические кривые интенсивности 
флуоресценции сафранина О в энергезированном  

и деэнергезированном состоянии митохондрий  
после различной по длительности ишемии печени крыс:
К – митохондрии печени крысы из контрольной группы;  

10’, 15’, 25’ – образцы митохондрий печени крыс: 
после 10, 15 и 25-минутной сосудистой  

изоляции соответственно

У животных после 15-минутной сосудистой изо-
ляции без реперфузионного периода значение мем-
бранного потенциала митохондрий печени было 
снижено в 2,9 раза. Пережатие аналога печеночно-
двенадцатиперстной связки на 20–25 минут и без 
восстановления кровотока характеризовалось зна-
чениями мембранного потенциала митохондрий пе-
чени, близкими к нулю (10–30 мВ), и тем не менее 
между показателями этих двух групп было зареги-
стрировано статистически значимое отличие. Кроме 
того, только среди образцов суспензий митохондрий 
гепатоцитов животных, перенесших 25-минутную 
ишемию, встречались полностью неспособные гене-
рировать мембранный потенциал. Исследование из-
менений функционального состояния митохондрий 
печени в ранние сроки реперфузионного периода 
(через 30 минут после восстановления кровотока в 
печеночной артерии и воротной вене) было продик-
товано представлениями об усугублении метабо-
лических нарушений в данный период вследствие 
прогрессирования окислительных повреждений на 
фоне резко возникшей относительной гипероксии. 
Таким образом, можно было бы ожидать дальнейше-
го неуклонного снижения мембранного потенциала. 
Однако исследования показали, что в ранние сроки 
реперфузионного периода изменения имеют тенден-
цию к восстановлению адекватного функционирова-
ния митохондрий. Наиболее выраженное увеличение 
рассматриваемого показателя было зафиксировано 
в печени крыс, подвергавшихся 10–15-минутной со-
судистой изоляции с 30-минутным периодом восста-
новления кровотока. Так, показатель животных после 
10-минутной ишемии с 30-минутной реперфузией 
увеличивался на 31,3  % относительно аналогичного 
параметра крыс, подвергавшихся только 10-минут-
ной сосудистой изоляции, при этом он только на 14 % 
был ниже контрольных цифр. 

Мембранный потенциал митохондрий печени 
животных после 15-минутной ишемии с 30-минут-
ной реперфузией возрастал на 66,8 % относительно 
митохондрий крыс, выделенных из органа также по-
сле 15-минутной сосудистой изоляции, но без вос-
становления кровотока. Результаты исследования 
функционального состояния митохондрий печени 
после 20-минутного ишемического периода с 30-ми-
нутной реперфузией также показали положительную 
динамику восстановления мембранного потенциала, 

однако его значения оставались в 3 раза ниже кон-
трольных цифр. Только после 25-минутной сосуди-
стой изоляции печени крыс значения мембранного 
потенциала митохондрий не отличались друг от друга 
вне зависимости от наличия или отсутствия периода 
восстановления кровотока. Последнее может свиде-
тельствовать о наличии глубоких нарушений энерге-
тического метаболизма в гепатоцитах, возможно, не-
обратимого характера. При этом летальность среди 
крыс изученных опытных групп наблюдалась только 
после 25-минутной ишемии печени. Вероятнее всего, 
это обусловлено выраженными гемодинамическими 
нарушениями, однако вызывает интерес согласован-
ность мобилизации функциональных резервов си-
стемы биоэнергетики клетки и других регуляторных 
физиологических систем.

Также следует отметить, что снижение регистри-
руемого in vitro уровня мембранного потенциала в 
суспензии выделенных митохондрий может быть 
связано как с нарушением функции органелл, так и с 
полной потерей ими жизнеспособности. Поэтому при 
10–15-минутной ишемии печени быстрое увеличение 
мембранного потенциала после восстановления кро-
вотока свидетельствует о сохранности большинства 
митохондрий в гепатоцитах, быстро возвращающих-
ся к нормальному функционированию в аэробных ус-
ловиях вне зависимости от действия повреждающих 
факторов реперфузии. В то же время 20-минутное и в 
особенности 25-минутное выключение органа из си-
стемного кровотока, вероятно, сопровождается ги-
белью значительной части митохондрий. Последнее 
подтверждается слабой динамикой восстановления 
функционального состояния митохондрий в репер-
фузионный период. В долгосрочной перспективе 
сохранение жизнеспособности печени может обе-
спечиваться за счет деления оставшихся органелл и 
регенерации сохранной части печени. В этот период 
важным представляется фармакологическая под-
держка системы биоэнергетики клетки, а также пер-
спективными являются разрабатываемые в послед-
нее время технологии трансплантации митохондрий 
[11, 12].

Заключение. Полученные в исследовании дан-
ные отражают высокую лабильность функционально-
го состояния митохондрий при ишемически-репер-
фузионном повреждении печени. При этом основные 
негативные тенденции связаны с действием повреж-
дающих факторов ишемического периода, в кото-
рый мембранный потенциал неуклонно снижается 
практически до нулевых значений при 25-минутной 
сосудистой изоляции печени. В ранние сроки после 
восстановления кровотока рассматриваемый по-
казатель имеет тенденцию к восстановлению нор-
мальных значений, наиболее отчетливо выраженную 
у крыс, подвергавшихся 10–15-минутной ишемии 
печени. Практически не изменялся мембранный по-
тенциал митохондрий после 30 минут реперфузии 
при 20–25-минутной продолжительности предше-
ствовавшего ишемического периода, что свидетель-
ствует о более глубоких нарушениях энергетического 
метаболизма. Полученные результаты могут быть ис-
пользованы для изучения особенностей течения раз-
личных гипоэнергетических состояний и для оценки 
эффективности цитопротекторов в эксперименталь-
ной коррекции широкого спектра патологических 
состояний, обусловленных митохондриальной дис-
функцией.

Финансирование: Работа выполнена при под-
держке государственного задания Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации (от 
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28.01.2015 ч.  1, раздел 1) «Осуществление при-
кладных научных исследований, в том числе прове-
дение доклинических исследований лекарственных 
средств и клинических исследований лекарственных 
препаратов».

Информированное согласие: Все манипуляции 
с лабораторными животными проводили в соответ-
ствии с принципами и правилами, принятыми в Кон-

венции о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других научных целей 
(Страсбург, 1986). Выполнение эксперименталь- 
ных работ было одобрено локальным этическим ко-
митетом (протокол № 51 от 23.05.2017).

Конфликт интересов. Все авторы заявляют об от-
сутствии потенциального конфликта интересов, тре-
бующего раскрытия в данной статье.
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