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Изучено влияние метилтриклозана, который является продуктом биодеградации известного проти-
вомикробного агента триклозана, на функциональные параметры митохондрий печени крысы.
Установлено, что метилтриклозан ингибирует активность комплексов II и IV дыхательной цепи
органелл, что может обуславливать снижение скорости потребления кислорода митохондриями в
состоянии 3 и 3UДНФ. Показано, что метилтриклозан увеличивает скорость образования перекиси
водорода митохондриями печени крысы. Продемонстрировано, что метилтриклозан индуцирует
неспецифическую проницаемость внутренней митохондриальной мембраны и мембраны одно-
слойных лецитиновых липосом. Метилтриклозан, в отличие от триклозана, оказывает более
“мягкое” влияние на органеллы и их мембраны, что, как предполагается, связано с молекулярной
структурой данного соединения. В работе обсуждаются возможные механизмы влияния метилтри-
клозана на митохондрии и липосомы.
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ВВЕДЕНИЕ
Триклозан (5-хлор-2-(2,4-дихлорфенокси)фе-

нол) (рис. 1а) – синтетический противомикроб-
ный препарат широкого спектра действия. Он ис-
пользуется во многих средствах личной гигиены,
чистящих средствах, медицинском оборудова-
нии, ветеринарии, текстильной промышленно-
сти и производстве пластмасс [1]. Антибактери-
альное действие триклозана связано с подавлени-
ем синтеза жирных кислот путем ингибирования
фермента ENR (редуктаза белка-переносчика
еноил-ацильного радикала), который участвует в

синтезе жирных кислот бактериальной мембраны
[2, 3]. Повышение концентрации триклозана в
окружающей среде вследствие его чрезмерного
использования привело к возникновению рези-
стентности некоторых бактерий к этому препарату.

На сегодняшний день токсическое действие
триклозана широко изучено, в литературе нако-
пилось достаточно информации, описывающей
различные негативные эффекты, индуцирован-
ные триклозаном, – от модуляции гормонально-
го статуса организма до летального исхода [4–13].
Известно, что на клеточном уровне триклозан
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Рис. 1. Структура триклозана (а) и метилтриклозана (б).
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вызывает падение мембранного митохондриаль-
ного потенциала и разобщение процессов дыха-
ния и окислительного фосфорилирования мито-
хондрий млекопитающих и других позвоночных
[14, 15]. Также известно, что данный агент спосо-
бен индуцировать нарушение структуры бислой-
ных липидных мембран, что приводит к их деста-
билизации и последующей пермеабилизации. Та-
кое действие триклозана может приводить к
набуханию митохондрий и выбросу проапопто-
тического белка цитохрома с из органелл [15, 16].

Метилтриклозан (2,4-дихлор-1-(4-хлор-2-ме-
токсифенокси)бензол) (рис. 1б) является продук-
том трансформации триклозана, образующимся
путем аэробной биодеградации последнего [17, 18].
Известно, что метилтриклозан, как и его предше-
ственник триклозан, накапливается в воде, ило-
вых отложениях, рыбе и беспозвоночных орга-
низмах, вблизи очистных сооружений. Данные
по влиянию метилтриклозана на живые организ-
мы достаточно фрагментарны. На сегодняшний
день известно, что метилтриклозан, в отличие от
триклозана, не проявляет антибактериальных
свойств [19]. С другой стороны, метилтриклозан
подобно триклозану способен оказывать токси-
ческое действие на эмбриональное развитие ры-
бок Danio rerio и Paracentrotus lividus [20], влиять на
развитие дождевого червя Eisenia andrei [21] и ока-
зывать токсический эффект на культуру клеток
HepG2 [22].

Молекулярные механизмы токсического дей-
ствия метилтриклозана на клетки эукариотиче-
ских организмов до конца не установлены. Можно
предположить, что метилтриклозан, как и трикло-
зан, способен индуцировать дисфункцию мито-
хондрий и пермеабилизацию клеточных мембран.
Однако действие метилтриклозана, оказываемое
на живые организмы, может быть менее выраже-
но по сравнению с действием триклозана в связи
с заменой гидроксильной группы на метильную в
его структуре (рис. 1). Известно, что подобные
структурные особенности значительно снижают
мембранотропные свойства различных агентов
[23] и в том числе могут оказывать непосред-
ственное влияние на эффекты, вызываемые ме-
тилтриклозаном на фосфолипидные мембраны.
Поэтому в настоящей работе нами исследовано
in vitro влияние метилтриклозана на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
митохондрий печени крысы, активность ком-
плексов дыхательной цепи органелл и продукцию
ими перекиси водорода. Кроме того, нами изуче-
но влияние этого соединения на проницаемость
внутренней мембраны митохондрий, а также
фосфолипидной мембраны искусственных липо-
сом. Полученные в работе данные свидетельству-
ют о том, что метилтриклозан в высоких концен-
трациях вызывает нарушение функциональной
активности комплексов дыхательной цепи мито-

хондрий, а также индуцирует неспецифическую
пермеабилизацию внутренней мембраны орга-
нелл и мембраны однослойных лецитиновых ли-
посом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение митохондрий из печени крыс. Мито-
хондрии выделяли из печени половозрелых крыс
(самцов) линии Wistar (масса 220–250 г) обще-
принятым методом дифференциального центри-
фугирования в соответствии с ранее описанной
методикой [24]. Среда выделения содержала 210 мM
маннитол, 70 мM сахарозу, 1 мM EDTA и 10 мM
HEPES–KOH, pH 7.4. Полученная суспензия ми-
тохондрий содержала 70–80 мг митохондриаль-
ного белка на 1 мл, концентрация которого опре-
делялась методом Лоури [25].

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий. Дыхание митохондрий ре-
гистрировали полярографическим методом при
25°C в термостатируемой ячейке объемом 1 мл с
помощью кислородного электрода типа Кларк и
установки Oxygraph Plus (Hansatech Instruments,
Великобритания) [26]. Среда инкубации содер-
жала 200 мМ сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ янтарную
кислоту (или 2.5 мМ глутамат и 2.5 мМ малат), 5 мМ
КН2РО4, 0.5 мМ EGTA, 2 мМ MgCl2, 10 мМ
HEPES–KOH (рН 7.4) Концентрация митохондри-
ального белка в кювете составляла ~1.3 мг/мл. Сле-
дующие функциональные состояния были опре-
делены: состояние 2 – базальное дыхание мито-
хондрий в присутствии энергетического субстрата;
состояние 3 – дыхание митохондрий в присут-
ствии субстратов, стимулированное добавкой
ADP; состояние 4 – митохондриальное дыхание
после того, как добавленный ADP будет полно-
стью фосфорилирован; состояние 3UДНФ – мак-
симальное дыхание митохондрий в присутствии
разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ). Коэф-
фициент дыхательного контроля определяли как
отношение скорости дыхания в состоянии 3 к
скорости дыхания в состоянии 4.

Оценка активности комплексов дыхательной
цепи митохондрий. Влияние метилтриклозана на
активность комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий печени крыс оценивали спектрофото-
метрически с помощью планшетного спектрофо-
тометра Multiscan Go (Thermo, Финляндия) в
соответствии с протоколом [27, 28]. Для разруше-
ния митохондрий, освобождения индивидуаль-
ных комплексов дыхательной цепи и достижения
их максимальной ферментативной активности
изолированные митохондрии (10–15 мг/мл мито-
хондриального белка) предварительно подверга-
ли трехкратной процедуре замораживания/отта-
ивания при –20/+30°C в гипотоническом буфере,
содержавшем 10 мМ Трис–HCl, pH 7.6. Актив-
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ность комплекса I дыхательной цепи оценивали
при 25°C по эффективности окисления добавлен-
ного NADH суспензией разрушенных митохон-
дрий (0.15 мг/мл), которое определялось по сни-
жению светопоглощения суспензии при длине
волны 340 нм. Активность комплекса II дыха-
тельной цепи оценивали при 37°C по эффектив-
ности восстановления 2.6-дихлорфенолиндофе-
нолята натрия суспензией разрушенных мито-
хондрий (0.2 мг/мл) в присутствии субстрата
окисления сукцината, которое определялось по
снижению светопоглощения суспензии при дли-
не волны 600 нм. Активность комплекса III дыха-
тельной цепи оценивали при 25°C по эффектив-
ности восстановления добавленного цитохрома с
суспензией разрушенных митохондрий (0.1 мг/мл),
которое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм.
Активность комплекса IV дыхательной цепи оце-
нивали при 25°C по эффективности окисления
добавленного цитохрома с (восстановленного в
соответствии c [27]) суспензией разрушенных ми-
тохондрий (0.1 мг/мл), которое определялось по
снижению оптической плотности суспензии при
длине волны 550 нм. Активность комплексов ды-
хательной цепи (в отсутствие и в присутствии ме-
тилтриклозана) регистрировали через 2–3 мин
после начала окислительно-восстановительной
реакции (в нмоль/мин на 1 мг белка).

Образование H2O2 митохондриями печени. Ско-
рость образования H2O2 суспензией митохондрий
печени крыс измеряли с помощью флуоресцент-
ного индикатора Amplex Red на планшетном флу-
ориметре Tecan Spark 10M (Tecan, Швейцария)
при длине волны возбуждения 560 нм и длине
волны излучения 590 нм [26]. Среда инкубации
содержала 210 мM маннитола, 70 мM сахарозы,
5 мM сукцината, 1 мM KH2PO4, 10 мкM EGTA,
1 мкM ротенона и 10 мM HEPES–KOH (pH 7.4),
10 мкМ Amplex Red и пероксидазу хрена
(акт. 1 ед/мл). Концентрация митохондриально-
го белка составляла 0.15 мг/мл. Измерения прово-
дились при 37°C и постоянном перемешивании.
Количество образованной перекиси водорода
рассчитывалось по калибровочной кривой.

Индукция неспецифической проницаемости внут-
ренней мембраны митохондрий. Открытие мито-
хондриальной поры оценивали по набуханию
митохондрий, которое регистрировали по изме-
нению оптической плотности суспензии мито-
хондрий (A540) на планшетном спектрофотометре
Multiscan Go (Thermo, Финляндия). Среда инку-
бации содержала 210 мМ маннитола, 70 мМ саха-
розы, 5 мМ янтарной кислоты, 10 мкМ EGTA,
1 мкМ ротенона, 3 мМ Трис–HCl, pH 7.4. Кон-
центрация митохондриального белка в кювете со-
ставляла ~0.4 мг/мл. Скорость набухания мито-
хондрий (Vmax = ΔА540/мин на 1 мг белка) рассчи-

тывали как изменение оптической плотности
суспензии в течение первых 30 с от начала высо-
коамплитудного набухания.

Электронная микроскопия митохондрий печени
крыс. Для проведения электронной микроскопии
образцы митохондрий фиксировали в течение 2 ч
с использованием 2.5% глутарового альдегида,
предварительно растворенного в среде инкуба-
ции, состоящей из 210 мM маннитола, 70 мM са-
харозы, 5 мM сукцината, 10 мкM EGTA, 1 мкM
ротенона и 10 мM HEPES–KOH, pH 7.4, после че-
го осуществлялась постфиксация 1% тетраокси-
дом осмия. Далее образцы заливали в эпоксид-
ную смолу Epon 812. Микроскопические срезы,
полученные с помощью микротома Leica EM
UC6 (Leica, Германия), окрашивались цитратом
свинца и уранилацетатом, после этого они под-
вергались электронно-микроскопическому ис-
следованию на микроскопе JEM-100B (JOEL,
Япония).

Приготовление однослойных липосом. Липосо-
мы были получены методом экструзии [16]. 7.5 мг
лецитина гидратировали в течение 2 ч при перио-
дическом перемешивании в 0.75 мл буфера, со-
держащего 10 мМ Трис–HCl (pH 7.5), 40 мМ KCl
и 50 мкМ EGTA. Полученную суспензию много-
слойных липосом подвергали 5 циклам заморажи-
вания/оттаивания при температуре –20/+30°C.
На следующем этапе суспензия липосом подвер-
галась экструзии через поликарбонатную мем-
брану (диаметр пор 0.1 мкм) с использованием
микроэкструдера Avanti (Avanti Polar Lipids, США).
Все описанные выше операции (за исключением
процедуры замораживания/оттаивания) прово-
дились при комнатной температуре.

Приготовление липосом, загруженных сульфо-
родамином Б. Липосомы, загруженные сульфоро-
дамином Б (СрБ), готовили из лецитина с исполь-
зованием метода, описанного выше. Отличия за-
ключались в буфере для гидратации, содержащем
50 мМ СрБ вместо 40 мМ KCl, и дополнительной
очистке полученных после экструзии липосом от
внешнего СрБ на колонке, заполненной сефадек-
сом G-50. Для уравновешивания колонки приме-
нялся буфер следующего состава: 10 мM Трис–HCl
(pH 7.5), 50 мкM EGTA и 40 мM KCl.

Измерение выхода сульфородамина Б из липо-
сом. Выход СрБ из липосом оценивали по увели-
чению флуоресценции исследуемой суспензии
однослойных липосом согласно ранее описанно-
му методу [29]. Среда инкубации содержала 40  мM
KCl, 50 мкM EGTA, 10 мM Трис–HCl (pH 7.5).
Изменение уровня флуоресценции измерялось с
использованием спектрофлуориметрической опто-
волоконной системы USB 2000 (Ocean Optics, Inc,
США) (длины волн возбуждения и излучения
флуоресценции – 565 и 586 нм, соответственно).
Выход СрБ из липосом определялся в течение
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5 мин после добавления триклозана и метилтри-
клозана. Уровень СрБ, загруженный в липосомы,
определялся после добавления 0.1% раствора не-
ионного детергента Тритона Х-100.

Статистический анализ. Полученные данные
были проанализированы с использованием про-
грамм GraphPad Prism 7 и Microsoft Excel и пред-
ставлены как средние значения ± ошибка средне-
го (n = 3–7). Статистический анализ проводили с
использованием t-критерия, при этом значимы-
ми считались различия, удовлетворяющие усло-
вию p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метилтриклозан ингибирует дыхание 

митохондрий печени крысы
В настоящей работе изучено влияние метил-

триклозана на дыхание митохондрий печени
крысы в разных функциональных состояниях.
Измерения проводили в присутствии глутамата и
малата – субстратов комплекса I дыхательной це-
пи и сукцината, субстрата комплекса II дыхатель-
ной цепи митохондрий.

В табл. 1 показано влияние различных концен-
траций метилтриклозана на дыхание митохон-
дрий печени крысы, энергизованных глута-
мат/малатом. Установлено, что в концентрациях
5, 10 и 20 мкМ данный агент не оказывает влия-
ния на скорость потребления кислорода мито-
хондриями. Лишь 50 мкМ метилтриклозан вызы-
вает снижение скорости потребления кислорода
при стимуляции дыхания ADP (состояние 3) и
ДНФ (состояние 3UДНФ), не оказывая влияние на
дыхание органелл в состояниях 2 и 4. Также было
установлено, что метилтриклозан достоверно
снижает коэффициент дыхательного контроля (ДК)
только в концентрации 50 мкМ. В то же время

можно отметить, что триклозан уже в концентра-
ции 5 мкМ существенно стимулирует дыхание в
состояниях 2 и 4 и ингибирует дыхание органелл,
стимулированное ADP и ДНФ (состояние 3 и
3UДНФ), тем самым значительно снижая параметр
дыхательного контроля (табл. 1).

При использовании сукцината в качестве суб-
страта дыхания метилтриклозан уже в концентра-
ции 10 мкМ вызывает снижение скорости потреб-
ления кислорода в состоянии 3UДНФ. В концен-
трации 20 мкМ метилтриклозан стимулирует
скорость дыхания митохондрий в состоянии 2, но
при этом подавляет стимуляцию дыхания разоб-
щителем ДНФ (дыхание митохондрий в состоя-
нии 3UДНФ). Метилтриклозан в концентрации
50 мкМ увеличивает скорость потребления кис-
лорода в состояниях 2 и 4 и снижает скорость
дыхания в состояниях 3 и 3UДНФ. Показатель
дыхательного контроля статистически значимо
снижается только при использовании метилтри-
клозана в концентрации 50 мкМ. В то же время
триклозан в концентрации 5 мкМ существенно
увеличивает скорость дыхания в состояниях 2 и 4
и ингибирует дыхание органелл в состояниях 3 и
3UДНФ, что сопровождается значительным сни-
жением параметра дыхательного контроля (табл. 2).

На рис. 2 показано влияние метилтриклозана
на активность комплексов дыхательной цепи ми-
тохондрий печени крыс. Из рисунка следует, что
метилтриклозан не оказывает влияния на актив-
ность комплексов I и III (рис. 2а, 2в). Однако в
концентрации 50 мкМ метилтриклозан статисти-
чески достоверно ингибирует активность ком-
плексов II и IV дыхательной цепи на 10 и 15% со-
ответственно.

Таблица 1. Влияние метилтриклозана и триклозана на параметры дыхания и окислительного фосфорилирования
митохондрий печени крыс, окислящих глутамат и малат

Примечание. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 3). ДК – коэффициент дыхательного контроля (со-
стояние 3/состояние 4).
* Различия между контролем (в отсутствие метилтриклозана или триклозана) и экспериментом (в присутствии метилтрикло-
зана или триклозана) статистически значимы, p < 0.05.

Метилтриклозан, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ

ДК, отн. ед.
нмоль О2/мин на 1 мг белка

0 2.96 ± 0.25 31.74 ± 2.26 5.56 ± 0.45 28.28 ± 1.46 5.72 ± 0.10
5 2.70 ± 0.20 29.91 ± 1.29 5.30 ± 0.30 27.80 ± 0.40 5.65 ± 0.08

10 2.58 ± 0.03 31.00 ± 2.25 5.50 ± 0.40 26.22 ± 0.02 5.64 ± 0.03
20 2.83 ± 0.37 29.63 ± 1.88 5.25 ± 0.15 27.80 ± 2.00 5.45 ± 0.02
50 2.90 ± 0.10 23.64 ± 0.39* 5.15 ± 0.25 22.38 ± 0.42* 4.60 ± 0.30*

5 мкМ триклозан 4.35 ± 0.23* 26.04 ± 0.46* 6.14 ± 0.17* 25.41 ± 0.21* 4.25 ± 0.19*
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Влияние метилтриклозана 
на продукцию H2O2 митохондриями

На рис. 3 продемонстрирована способность
метилтриклозана статистически значимо усили-
вать продукцию перекиси водорода митохондри-

ями. При этом данный эффект является дозоза-
висимым, минимальная действующая концен-
трация составляет 5 мкМ, а максимальный
эффект наблюдается при концентрации этого
агента равной 50 мкМ.

Таблица 2. Влияние метилтриклозана и триклозана на параметры дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния митохондрий печени крыс, окисляющих сукцинат

Примечание. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 3).
* Различия между контролем (в отсутствие метилтриклозана или триклозана) и экспериментом (в присутствии метилтрикло-
зана или триклозана) статистически значимы, p < 0.05.

Метилтриклозан, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ

ДК, отн. ед.
нмоль О2/мин на 1 мг белка

0 12.41 ± 0.26 57.80 ± 0.29 12.50 ± 0.46 69.67 ± 0.49 4.65 ± 0.12
5 13.79 ± 0.93 57.15 ± 1.95 12.98 ± 1.07 71.28 ± 4.50 4.40 ± 0.23

10 13.01 ± 0.81 57.48 ± 0.95 13.09 ± 0.40 62.92 ± 0.33* 4.39 ± 0. 07
20 13.81 ± 0.16* 56.56 ± 1.83 13.60 ± 0.54 58.97 ± 3.59* 4.15 ± 0.29
50 14.13 ± 0.10* 56.77 ± 0.06* 14.92 ± 0.32* 60.80 ± 1.08* 3.81 ± 0.09*

5 мкМ триклозан 17.94 ± 0.32* 50.34 ± 2.05* 17.14 ± 0.71* 56.74 ± 2.02* 2.95 ± 0.24*

Рис. 2. Влияние метилтриклозана на активность комплексов I (а), II (б), III (в) и IV (г) дыхательной цепи митохондрий
печени крыс (в % от контроля). Активность комплексов в контроле, т.е. без добавок (Б.д.), принята за 100%. Концен-
трация митохондриального белка в кювете 0.1–0.15 мг/мл. В отсутствие добавок (Б.д.) активность комплексов I, II, III, IV
составляла 341 ± 18, 449 ± 14, 695 ± 21 и 483 ± 24 нмоль/мин/мг белка соответственно. Добавки: метилтриклозан
(МТРН) в указанных на рисунке концентрациях, 10 мкМ ротенон, 10 мМ малонат, 10 мкг/мл антимицин А (Ант), 300 мкМ
NaCN. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5). * – Различия между контролем (в отсутствие добавок)
и экспериментом (в присутствии метилтриклозана или специфического ингибитора) статистически значимы, p < 0.05.
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Метилтриклозан индуцирует пермеабилизацию 
митохондрий печени крыс

Известно, что в концнтрации 10–5 М триклозан
индуцирует пермеабилизацию внутренней мем-

браны митохондрий и однослойных лецитиновых
липосом [16]. В связи с этим была изучена спо-
собность метилтриклозана индуцировать неспе-
цифическую проницаемость митохондрий пече-
ни крысы.

На рис. 4а показано, что добавление 50 мкМ
метилтриклозана к суспензии митохондрий при-
водит к высокоамплитудному набуханию орга-
нелл, которое сопровождается лаг-периодом. В то
же время можно видеть, что триклозан в той же
концентрации индуцирует интенсивное набуха-
ние органелл без лаг-периода (рис. 4а). Показано,
что 50 мкМ метилтриклозан индуцирует макси-
мальное набухание органелл (рис. 4б). Дальней-
шее увеличение концентрации метилтриклозана
приводит к снижению скорости митохондриаль-
ного набухания. В то же время эффект триклозана
дозозависим и достигает максимума при 100 мкМ
этого агента (рис. 4б). Как показано ранее, эф-
фект триклозана проявляется в присутствии цик-
лоспорина А, известного ингибитора MPT-поры
[16]. Набухание митохондрий, индуцированное
метилтриклозаном, также не чувствительно к
циклоспорину А (рис. 4в). Последнее говорит о
том, что механизм набухания в этом случае не

Рис. 3. Влияние различных концентраций метилтри-
клозана (MTPH) на продукцию H2O2 митохондрия-
ми печени крысы. Приведены средние ± ошибка
среднего (n = 5). * – Отличие от контроля (в отсут-
ствие добавок) статистически значимо при р < 0.05.
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Рис. 4. Набухание митохондрий печени крыс в присутствии триклозана и метилтриклозана. а – Изменение оптиче-
ской плотности суспензии митохондрий печени крысы, индуцированное 50 мкМ метилтриклозана (сплошная линия)
и 50 мкМ триклозана (штриховая линия). Стрелкой обозначено время добавки изучаемых агентов. Представлены дан-
ные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. б – Зависимость скорости изменения
оптической плотности суспензии митохондрий печени крыс от концентрации метилтриклозана (сплошная линия) и
триклозана (штриховая линия). Приведены средние значения ± ошибка средней (n = 5). в – Скорость набухания ми-
тохондрий печени крысы, индуцированного 50 мкМ метилтриклозана в отсутствие (Контроль) и в присутствии 1 мкМ
циклоспорина А (ЦсА). Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5).
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связан с образованием белковой MPT-поры. Воз-
можно, в основе процесса лежит образование пор
в липидной фазе внутренней мембраны органелл,
как это показано нами ранее для триклозана [16].

На рис. 5 представлены типичные микрофото-
графии митохондрий печени крыс до и после об-
работки суспензии органелл метилтриклозаном.
Можно видеть, что контрольные митохондрии
обладают плотной структурой матрикса и четко
различимыми кристами. Добавление метилтри-
клозана к митохондриям печени приводит к их
набуханию: происходит увеличение размера ми-
тохондрий, снижение плотности матрикса и по-
теря внешней митохондриальной мембраны.

Метилтриклозан индуцирует пермеабилизацию 
липосомальной мембраны

Поскольку метилтриклозан вызывает цикло-
спорин А-нечувствительное набухание митохон-
дрий, была оценена способность данного агента
индуцировать пермеабилизацию липосомальной
мембраны. Для этого были использованы одно-
слойные лецитиновые липосомы, загруженные
СрБ. Из рис. 6а следует, что добавление 50 мкМ
метилтриклозана к суспензии липосом приводит
к резкому кратковременному увеличению интен-
сивности флуоресценции, что свидетельствует о

выходе СрБ из липосом. На рис. 6б показана зави-
симость выхода СрБ из липосом от концентрации
метилтриклозана. Минимальная действующая
концентрация метилтриклозана составляет 25 мкМ.
При концентрации метилтриклозана 125 мкМ на-
блюдается 90% выброс красителя из липосом.
Стоит обратить внимание, что в этом случае кон-
центрация метилтриклозана в 3 раза выше, чем
концентрация липидов в системе (125 мкМ мети-
лтриклозана против 40–45 мкМ лецитина). Мож-
но отметить, что, как и в предыдущих экспери-
ментах данного исследования, триклозан являет-
ся более эффективным агентом: в концентрации
50 мкМ он индуцирует практически полный вы-
брос красителя из липосом (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе исследовано влияние ме-

тилтриклозана на дыхание и окислительное фос-
форилирование митохондрий печени крысы.
Можно видеть, что данный агент, в отличие от
триклозана, оказывает слабое влияние на дыха-
ние и окислительное фосфорилирование мито-
хондрий. Лишь в концентрации 20 мкМ и более
метилтриклозан способен активировать дыхание
органелл, окисляющих сукцинат в состояниях 2 и
4 и снижать скорость ДНФ-стимулированного
дыхания митохондрий. В этом случае метилтри-

Рис. 5. Микрофотографии митохондрий печени крысы в отсутствие (а) и в присутствии 140 мкМ метилтриклозана (б).
Шкала 1 мкм.

a б
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клозан достоверно снижает коэффициент дыха-
тельного контроля лишь в концентрации 50 мкМ,
в то время как триклозан снижает коэффициент
ДК уже в концентрации 5 мкМ (табл. 1 и 2). При
этом нами установлено, что метилтриклозан, в
отличие от триклозана, не оказывает существен-
ного влияния на активность комплексов дыха-
тельной цепи митохондрий печени крыс. Лишь в
высоких концентрациях (50 мкМ) метилтрикло-
зан незначительно (но статистически достовер-
но) подавляет активность комплексов II и IV ды-
хательной цепи митохондрий (рис. 2). Это инги-
бирующее действие может объяснить подавление
дыхания митохондрий метилтриклозаном.

Ранее мы установили, что триклозан способен
индуцировать дозозависимое набухание мито-
хондрий, не чувствительное к циклоспорину А
[16]. В настоящей работе показано, что метилтри-
клозан также способен индуцировать неспеци-
фическую проницаемость внутренней митохон-
дриальной мембраны и набухание органелл. На-
бухание органелл было продемонстрировано как
в экспериментах по светорассеянию суспензии
митохондрий, так и с помощью электронной
микроскопии. Как и в случае с триклозаном, ме-
тилтриклозан индуцировал циклоспорин А-не-
чувствительное набухание органелл. Данный
факт свидетельствует о том, что пермеабилизую-
щее действие метилтриклозана не связано с ин-
дукцией МРТ-поры во внутренней мембране ми-
тохондрий. При этом эффекты триклозана и ме-
тилтриклозана различаются как подинамике
набухания митохондрий, так и по концентраци-
ям, при которых развиваются эффекты. При до-
бавлении метилтриклозана к суспензии митохон-
дрий набухание запускается после небольшого
лаг-периода (около 10–15 с), а набухание мито-
хондрий, обработанных триклозаном, происхо-
дит без лаг-фазы (рис. 4а) [16]).

Ранее мы установили, что в основе механизма
пермеабилизующего действия триклозана лежит
формирование поры в липидной фазе мембраны
[16]. При высоких концентрациях (более 50 мкМ)
триклозан проявлял детергентное действие [16].
В настоящей работе мы также исследовали влия-
ние метилтриклозана на проницаемость липосо-
мальной мембраны для флуоресцентного зонда
сульфородамина Б. Метилтриклозан подобно
триклозану индуцирует неспецифическую про-
ницаемость липосомальной мембраны. Но по
сравнению с триклозаном этот агент менее эф-
фективен, поскольку индуцирует полный выход
красителя из липосом лишь в концентрации бо-
лее чем 120 мкМ, в то время как триклозан демон-
стрирует подобный эффект при концентрации
50 мкМ (рис. 6а).

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют заключить, что метилтриклозан, как и
триклозан, вызывает комплексное нарушение
функционирования митохондрий. В частности,
метилтриклозан снижает скорость потребления
кислорода митохондриями вследствие ингибиро-
вания активности комплексов II и IV дыхательной
цепи, усиливает продукцию перекиси водорода
органеллами, а также индуцирует пермеабилиза-
цию митохондрий печени крыс и однослойных
лецитиновых липосом, что, по всей видимости,
обусловлено образованием липидных пор.

Следует отметить, что метилтриклозан, в отли-
чие от триклозана, оказывает более “мягкое” вли-
яние на органеллы и их мембраны. Можно пола-
гать, что это связано с их разными химическими
структурами (рис. 1). В процессе биотрансформа-
ции происходит замена гидроксильной группы в
молекуле триклозана на метильную. Подобная
модификация может обуславливать снижение
мембранотропных (разобщающих, пермеабили-
зующих и детергентных) эффектов метилтрикло-

Рис. 6. Влияние триклозана и метилтриклозана на проницаемость мембраны однослойных лецитиновых липосом. а –
Выход СрБ из липосом, индуцированный МТРН (сплошная линия) и ТРН (штриховая линия). Добавки: 50 мкМ
МТРН, 50 мкМ ТРН, 0.1% тритон X-100 (TX100). б – Зависимость выхода СрБ из липосом от концентрации метилтри-
клозана. Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 5).
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зана [23]. Возможно, подобные перестройки объ-
ясняют разницу и между эффектами, оказывае-
мыми на митохондрии печени и липосомы
триклозаном и метилтриклозаном. Более того,
появление метильной группировки в молекуле
триклозана должно способствовать снижению
токсического действия данного соединения на
живые организмы в целом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (№ 20-015-00124) и гранта президента РФ
для поддержки молодых ученых (МК-61.2019.4).
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Effect of Methyltriclosan on the Functioning of Isolated Rat Liver Mitochondria
and Permeability of Liposomal Membranes

K. S. Tenkov1, *, M. V. Dubinin1, A. A. Semenova1, K. N. Belosludtsev1, 2, 3

1Mari State University, Yoshkar-Ola, 424000 Russia
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Effects of methyltriclosan, a biodegradation product of the antimicrobial agent triclosan, on the functional
parameters of rat liver mitochondria were studied. It was found that methyltriclosan inhibits the activity of
complexes II and IV of the respiratory chain. This causes a decrease in the rate of oxygen consumption by
mitochondria in states 3 and 3UDNP. Methyltriclosan was shown to increase the rate of hydrogen peroxide
production by rat liver mitochondria. In addition, methyltriclosan induces permeabilization of both mito-
chondrial membranes and the liposome membranes. Methyltriclosan, in contrast to triclosan, has a milder
effect on organelles and their membranes. Possible mechanisms of methyltriclosan effects on mitochondria
and liposomes are discussed.

Keywords: liver mitochondria, methyltriclosan, triclosan, oxidative phosphorylation, MPT pore, liposomes



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


