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Известно, что в отсутствие синтеза АТР и действия протонофорных разобщителей, то есть в состо-
янии 4, стимуляция дыхания митохондрий без изменения пассивной утечки протонов сопровожда-
ется снижением коэффициента Н+/О. В настоящей работе установлено, что при окислении сукци-
ната митохондриями печени N,N,N',N'-тетраметил-п-фенилендиамин (ТМФД) и α,ω-гексадекан-
дикарбоновая кислота (ГДК) эффективно стимулируют дыхание в состоянии 4, и такое их действие,
в отличие от протонофорного разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ), не вызвано усилением про-
тонной проводимости внутренней мембраны. При этих условиях ТМФД и ГДК не оказывают суще-
ственного влияния на эффективность окислительного синтеза АТР и на трансформацию энергии
комплексом IV (цитохром с-оксидазой). Полученные данные рассматриваются как свидетельство
того, что при окислении сукцината митохондриями печени ТМФД и ГДК избирательно отключают
комплекс III электрон транспортной цепи от трансформации энергии. Теоретически обосновано,
что при этих условиях коэффициент Н+/О может быть определен исходя из отношения скоростей
дыхания в отсутствие и в присутствии ТМФД и ГДК. Основываясь на этой модели, рассмотрено из-
менение коэффициента Н+/О в зависимости от стимуляции ТМФД и ГДК дыхания митохондрий в
состоянии 4. Установлено, что под влиянием ТМФД или ГДК значение коэффициента Н+/О
уменьшается при окислении сукцината с 6 до предельных значений 2. Сделано заключение, что в
митохондриях печени при свободном дыхании, в отличие от окислительного синтеза АТР, значения
коэффициента Н+/О составляют 4 и 2 для комплексов III и IV соответственно.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно хемиосмотической теории Митчелла

[1, 2] в митохондриях транспорт электронов ком-
плексами электрон-транспортной цепи (ЭТЦ)
сопряжен с векторным переносом Н+ из матрикса
в межмембранное пространство. Это приводит к
запасанию энергии в виде разности электрохими-
ческих потенциалов Н+ или выраженной в воль-
тах протон-движущей силы (Δр). Энергия Δр рас-
ходуется на синтез АТР Н+-АТР-синтазой, а так-
же на связанный с этим транспорт в матрикс ADP
и Pi в обмен на АТР [1, 3–7]. Часть энергии Δр
рассеивается вследствие пассивной утечки про-
тонов [3, 4, 6, 8, 9]. В отсутствие синтеза АТР в ин-

тактных митохондриях пассивная утечка прото-
нов рассматривается как один из основных меха-
низмов потребления кислорода [3, 4, 6, 8, 9].
Наряду с окислительным синтезом АТР, это так
называемое свободное дыхание (окисление) име-
ет важное физиологическое значение. Так, в ка-
честве основных функций свободного дыхания в
митохондриях рассматриваются: продукция теп-
ла для поддержания температуры тела у тепло-
кровных животных и ингибирование продукции
активных форм кислорода [3, 4, 6, 8, 9].

Для характеристики эффективности генера-
ции Δр комплексами дыхательной цепи Митчел-
лом предложен стехиометрический коэффициент
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Н+/О, свидетельствующий о количестве прото-
нов, перенесенных комплексами ЭТЦ через внут-
реннюю мембрану митохондрий при потребле-
нии одного атома кислорода [2]. В том случае, ес-
ли рассматривается перенос пары электронов
каким-либо одним комплексом ЭТЦ, применя-
ется также коэффициент Н+/2е– [3]. В последнее
десятилетие достигнут консенсус в вопросе о зна-
чениях этих величин для различных комплексов
ЭТЦ. Так, комплекс I (NADH-CoQ-редуктаза)
при окислении NADH + Н+ транспортирует 2 элек-
трона на кофермент Q (CoQ) сопряженно с вектор-
ным переносом 3–4 Н+ [3, 5, 10, 11]. Окисление
CoQН2 комплексом III (bc1-комплекс, CoQH2-
цитохром с-редуктаза) сопровождается транспор-
том 2 электронов на цитохром с, что сопряжено с
векторным переносом 2 Н+, дополнительно к
этому в межмембранное пространство освобож-
даются 2 Н+ [3, 5, 12–14]. В процессе переноса
комплексом IV (цитохром c-оксидаза) 2 электро-
нов от цитохрома с до молекулярного кислорода
из матрикса захватывается 4 Н+ и в межмембран-
ное пространство освобождается 2 Н+ с транс-
мембранным переносом 4 положительных заря-
дов [3, 5, 15]. Таким образом, при условии, что в
расчет принимаются освобожденные в межмем-
бранное пространство протоны, значения коэф-
фициента Н+/О (Н+/2е–) составляют 4, 4 и 2 для
комплексов I, III и IV соответственно. Если же в
расчет принимаются захваченные из матрикса
протоны, значения коэффициента Н+/О (Н+/2е–)
составляют 4, 2 и 4 для комплексов I, III и IV со-
ответственно. Эти значения коэффициентов со-
ответствуют количеству перенесенных положи-
тельных зарядов из матрикса в межмембранное
пространство [3, 5].

Методы определения коэффициента Н+/О
(Н+/2е–) для ЭТЦ изолированных митохондрий
основаны на регистрации количества перенесен-
ных через мембрану протонов в обмен на прони-
кающий катион (К+ в присутствии валиномици-
на или Са2+) [16–18]. В этом случае происходит
падение мембранного потенциала (Δψ) и увеличе-
ние ΔрН. Очевидно, что такое действие проника-
ющих катионов делает невозможным непосред-
ственное определение значений коэффициента
Н+/О (Н+/2е–) при различных функциональных
состояниях митохондрий, в частности, при окис-
лительном фосфорилировании и при вызванном
пассивной утечкой протонов свободном дыхании.

Теоретически обосновано, что, исходя из мо-
лекулярной структуры и функции Н+-АТР-син-
тазы, для синтеза 1 молекулы АТР в митохондриях
млекопитающих необходимо 2.7–3 протона [3, 19].
Еще 1 протон необходим для электрогенного об-
мена ADP и Рi на АТР [3, 7]. Экспериментально
установлено, что значения коэффициента ADP/2е–

для комплексов I, III и IV близки к 1, 0.5 и 1 соот-
ветственно [20–22]. Исходя из этих данных, зна-
чения коэффициента Н+/2е– при окислительном
фосфорилировании определены как 4, 2, 4 для
комплексов I, III и IV соответственно [3, 20]. Эти
значения соответствуют количеству положитель-
ных зарядов, перенесенных комплексами дыха-
тельной цепи, что свидетельствует об электроген-
ных процессах синтеза АТР Н+-АТР-синтазой, а
также обмена ADP и Рi на АТР, связанных с со-
вершением работы [3, 7, 19]. Выше уже отмеча-
лось, что свободное дыхание митохондрий обу-
словлено пассивной утечкой протонов через
внутреннюю мембрану [3, 4, 6, 8, 9]. Очевидно,
что в этом случае, в отличие от окислительного
фосфорилирования, протонами не совершается
какой-либо работы. Недавно нами было предпо-
ложено, что при свободном дыхании митохон-
дрий значения коэффициента Н+/О составляют
4, 4 и 2 для комплексов I, III и IV соответствен-
но [23]. Необходимы дальнейшие исследования
для подтверждения этой гипотезы.

В митохондриях усиление пассивной утечки
протонов с помощью протонофорных разобщи-
телей, таких как 2,4-динитрофенол (ДНФ) и др.,
сопровождается стимуляцией дыхания и сниже-
нием Δр без изменения коэффициента Н+/О [24].
Вместе с тем, изначально сопряженная с транс-
формацией энергии дыхательная цепь может
быть модифицирована таким образом, что элек-
троны будут переноситься без формирования Δр
[25–29]. В этом случае увеличение скорости ды-
хания митохондрий без изменения пассивной
утечки протонов и Δр сопровождается уменьше-
нием коэффициента Н+/О [25, 27]. Этот феномен
определен как “декаплинг” (decoupling) или, го-
воря по-другому, “отключение” [25, 26, 28–30].

В качестве агентов, осуществляющих подоб-
ное отключение, наше внимание привлекли:
N,N,N',N'-тетраметил-п-фенилендиамин (ТМФД),
способный шунтировать комплекс III ЭТЦ путем
передачи электронов от CoQН2 до цитохрома с
[25, 31], и α,ω-гексадекандикарбоновая кислота
(ГДК), переключающая комплекс III на холостой
режим работы [29]. Представляет интерес мето-
дический подход, позволяющий вычислить значе-
ния коэффициента Н+/О (Н+/2е–) для комплек-
сов III и IV в случае свободного дыхания мито-
хондрий при полном отключении одного из них.
При окислении митохондриями сукцината в усло-
виях свободного дыхания избирательное полное
отключение комплекса III ЭТЦ должно приво-
дить к снижению коэффициента Н+/О до значе-
ния, характерного для комплекса IV.

В настоящей работе установлено, что ТМФД
и ГДК, в используемых концентрациях, стимули-
руя дыхание митохондрий: а) не оказывают суще-
ственного влияния на эффективность окислитель-
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ного синтеза АТР, б) не усиливают пассивную
утечку протонов и в) не влияют на трансформа-
цию энергии комплексом IV ЭТЦ. Принимая во
внимание эти данные, на основе эксперимен-
тальных исследований в условиях свободного ды-
хания митохондрий теоретически определены
значения коэффициента Н+/О для комплексов
III и IV ЭТЦ. Установлено, что в митохондриях
печени, окисляющих сукцинат при отключении
ТМФД и ГДК комплекса III ЭТЦ значение коэф-
фициента Н+/О уменьшается с 6 до предельных
значений 2. Полученные результаты рассматри-
ваются как свидетельство того, что при свобод-
ном дыхании митохондрий значения коэффици-
ента Н+/О составляют 4 и 2 для комплексов III и
IV соответственно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Митохондрии из печени белых половозрелых

крыс самцов (весом 210–250 г) выделяли обще-
принятым методом дифференциального центри-
фугирования с последующим освобождением от
эндогенных жирных кислот с помощью бычьего
сывороточного альбумина (БСА) фракции V в со-
ответствии с описанной ранее методикой [28].
Среда выделения содержала 250 мМ сахарозу,
1 мМ EGTA, 5 мМ MOPS (рН до 7.4 доводили
трис). Концентрацию белка митохондрий опре-
деляли биуретовым методом, в качестве стандар-
та использовали раствор БСА. Во время проведе-
ния эксперимента суспензию митохондрий (60–
70 мг митохондриального белка в 1 мл) хранили
на льду.

Дыхание митохондрий регистрировали поля-
рографическим методом при 37°С в термостати-
руемой ячейке объемом 1 мл с помощью кисло-
родного электрода типа Кларк и установки Oxygraph
Plus (Hansatech Instruments, Великобритания).
Концентрация в ячейке белка митохондрий –
1.0 мг/мл. Калибровку осуществляли общепри-
нятым методом, при этом концентрация кисло-
рода в указанной среде инкубации, насыщенной
воздухом при нормальном атмосферном давле-
нии при 37°С, была принята как 406 мкМ O
(203 мкМ O2) [25]. Скорость дыхания митохон-
дрий выражали как мкМ О/мин.

При исследовании сопряженного с синтезом
АТР дыхания митохондрий (окислительного
фосфорилирования) применяли метод пульса
ADP, как подробно описано в работе [32]. Среда
инкубации содержала 200 мМ сахарозу, 20 мМ
KCl, 5 мМ янтарную кислоту, 5 мМ КН2РО4,
0.5 мМ EGTA, 2 мМ MgCl2, 10 мМ MOPS (рН
до 7.4 доводили трис). Применяли следующий
порядок работы. Сразу после митохондрий в кис-
лородную ячейку добавляли 2 мкМ ротенон и, ес-
ли это необходимо, ТМФД или ГДК, или ДНФ.

В отсутствие указанных активаторов дыхания ми-
тохондрии потребляют кислород с низкой скоро-
стью – нами рассматривается как состояние 4а
(J4а). Через 2 мин после внесения ротенона,
ТМФД или ГДК, или ДНФ к митохондриям до-
бавляли 200 мкМ ADP, это приводило к много-
кратной стимуляции сопряженного с синтезом
АТР дыхания – состояние 3 (J3). После того как
весь добавленный ADP был израсходован в про-
цессе синтеза АТР, митохондрии вновь потребляют
кислород с низкой скоростью – состояние 4б (J4б).
Еще через 2 мин после выхода митохондрий в со-
стояние 4б добавляли 50 мкМ ДНФ для опреде-
ления максимальной скорости транспорта элек-
тронов по дыхательной цепи (состояние разоб-
щенное, Ju). В качестве меры эффективности
окислительного синтеза АТР применяли, как в
работе [32]: скорость синтеза АТР (Jр), коэффи-
циент дыхательного контроля (RC), стехиометри-
ческие коэффициенты ADP/О (P/O). Наряду с
этим, для оценки эффективности окислительно-
го фосфорилирования применяется также сте-
хиометрический коэффициент ADP/ΔO (P/ΔO),
где ΔO количество кислорода, потребляемого ми-
тохондриями в состоянии 3, за вычетом количе-
ства кислорода, потребленного в состоянии 4б за
тот же промежуток времени [32]. Коэффициент
RC определяли как отношение величин J3 и J4б.
Коэффициент ADP/O (P/O) определяли с учетом
всего количества кислорода потребляемого мито-
хондриями в состоянии 3, как подробно описано
в работах [22, 32]. Скорость синтеза АТР (Jр) опреде-
ляли как произведение величин J3 и ADP/O. Коэф-
фициент ADP/ΔO определяли как отношение ве-
личин скорости синтеза АТР и разности между
скоростями дыхания в состояниях 3 и 4б по урав-
нению: .

При исследовании несопряженного с синте-
зом АТР дыхания митохондрий (свободное дыха-
ние, нами рассматривается как состояние 4) при-
меняли среду инкубации следующего состава:
250 мМ сахароза, 5 мМ янтарная кислота, 0.5 мМ
EGTA, 10 мМ MOPS (рН до 7.4 доводили трис).
Концентрация в ячейке белка митохондрий –
1.0 мг/мл. При регистрации дыхания в поляро-
графическую ячейку сразу после митохондрий
добавляли ротенон (2 мкМ) и через 2 мин после
этого ТМФД или ГДК в указанных в табл. 2 кон-
центрациях.

Протонофорную активность исследуемых в
работе соединений определяли двумя способами.
Во-первых, путем индукции набухания деэнерги-
зованных митохондрий печени крыс, инкубиро-
ванных в изотоническом растворе ацетата калия в
присутствии валиномицина, как в работах [33, 34].
Среда инкубации содержала 145 мМ ацетат калия,
0.2 мМ EGTA, 5 мМ цианид натрия, 5 мМ трис,
pH 7.4. Во-вторых, путем индукции набухания

( )Δ = −3 4бADP O pJ J J
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Таблица 1. Влияние ТМФД, ГДК и ДНФ на показатели дыхания и окислительного фосфорилирования мито-
хондрий печени при окислении сукцината

Примечание. Условия опыта, состав среды инкубации и символы описаны в разделе “Материалы и методы”. Размерность
величин: J4а, J3, J4б и Ju – мкМ О/мин; JP – мкМ ADP/мин; RC, P/O и P/ΔO – относительные единицы. Приведены средние
значения ± стандартная ошибка среднего (n = 6). 
* Различия между опытом (присутствие модулирующих агентов) и контролем (без добавок) статистически значимы, р < 0.05
(критерий Стьюдента). 
♦ Различия между опытом (присутствие ТМФД или ГДК) и контролем (присутствие ДНФ) статистически значимы, р < 0.05
(критерий Стьюдента).

А. Скорость дыхания в различных состояниях

условия опыта J4а J3 J4б Ju

Без добавок 27.0 ± 1.58 116.6 ± 3.67 28.4 ± 0.89 157.9 ± 1.75
ДНФ 5.5 мкМ 52.9 ± 2.70* 129.9 ± 2.60* 54.3 ± 2.36* 161.2 ± 6.57
ТМФД 0.1 мМ 51.1 ± 3.01* 134.1 ± 5.01* 52.9 ± 2.48* 199.7 ± 5.52*/♦

ГДК 0.1 мМ 50.2 ± 3.56* 103.3 ± 4.19*/♦ 52.5 ± 3.33* 112.6 ± 2.81*/♦

Б. Эффективность синтеза АТР

условия опыта JP RC ADP/O ADP/ΔO

Без добавок 200.1 ± 3.60 4.11 ± 0.059 1.70 ± 0.028 2.28 ± 0.027
ДНФ 5.5 мкМ 175.8 ± 3.33* 2.43 ± 0.053* 1.35 ± 0.022* 2.32 ± 0.019
ТМФД 0.1 мМ 215.7 ± 10.05♦ 2.53 ± 0.096* 1.61 ± 0.040♦ 2.66 ± 0.054*/♦

ГДК 0.1 мМ 160.9 ± 6.31* 1.99 ± 0.086*/♦ 1.56 ± 0.049♦ 3.18 ± 0.042*/♦

также деэнергизованных митохондрий печени,
инкубированных в изотоническом растворе нит-
рата аммония [35]. Среда инкубации содержала
135 мM NH4NO3, 0.1 мM EGTA, 5 мМ цианид на-
трия, 10 мM HEPES, pH 7.4. Набухание митохон-
дрий определяли по уменьшению поглощения
митохондриальной суспензии при 600 нм с помо-
щью планшетного спектрофотометра Multiskan
GO (Thermo Fisher Scientific, США).

В работе использовали MOPS, трис, ГДК, ян-
тарную кислоту, ТМФД, FCCP, валиномицин,
ацетат калия, NH4NO3, очищенный от жирных
кислот БСА фракции V (Sigma); ротенон, EGTA
(Serva); ДНФ, сахарозу, KCl (Fluka); КН2РО4,
MgCl2 (Merck).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние ТМФД, ГДК и ДНФ на дыхание и
окислительное фосфорилирование митохондрий
печени. Эффекты ТМФД и ГДК целесообразно
сравнить с действием одного из классических
протонофорных разобщителей ДНФ. Как следует
из данных табл. 1, в отсутствие синтеза АТР (со-
стояние 4а) ДНФ, ТМФД и ГДК в указанных кон-
центрациях стимулируют дыхание митохондрий в
1.96, 1.89 и 1.86 раза соответственно, т.е. в равной
степени. В состоянии 3 ДНФ и ТМФД стимули-
руют, а ГДК ингибирует дыхание митохондрий
(табл. 1). Обращает на себя внимание то, что ско-
рости дыхания митохондрий в состояниях 4а (J4а)

и 4б (J4б) равны как в отсутствие, так и в присут-
ствии изучаемых соединений (табл. 1). Следова-
тельно, в состоянии 4б ТМФД и ГДК не индуци-
руют гидролиз АТР, образованный в процессе
окислительного фосфорилирования. ТМФД сти-
мулирует, а ГДК ингибирует разобщенное 50 мкМ
ДНФ до максимального уровня дыхание мито-
хондрий (табл. 1).

Известно, что стимуляция дыхания митохон-
дрий протонофорными разобщителями, в част-
ности ДНФ, сопровождается снижением показа-
телей эффективности окислительного фосфори-
лирования: JP, RC и ADP/O [32, 36, 37], но без
изменения коэффициента ADP/ΔO [32]. В наших
условиях аналогичные эффекты ДНФ наблюда-
ются уже при концентрации этого разобщителя
5.5 мкМ (табл. 1). ТМФД, также как ДНФ, снижа-
ет RC, но в отличие от этого разобщителя не ока-
зывает существенного влияния на скорость син-
теза АТР (JP) и коэффициент ADP/O, но увеличи-
вает коэффициент ADP/ΔO (табл. 1). ГДК, также
как ТМФД, не оказывает существенного влияния
на коэффициент ADP/O, увеличивает коэффи-
циент ADP/ΔO, но снижает скорость синтеза АТР
(табл. 1).

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований свидетельствуют о том, что ТМФД,
стимулируя дыхание в состояниях 4а и 4б в рав-
ной степени, не оказывает существенного влияния
на эффективность окислительного синтеза АТР.
Как известно, дыхание митохондрий в состоянии 3
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состоит из двух составляющих: сопряженного с
синтезом АТР дыхания и свободного дыхания
[22, 32]. Ранее нами было обосновано, что при ка-
ком-либо воздействии на митохондрии увеличе-
ние коэффициента ADP/ΔO без изменения коэф-
фициента ADP/O свидетельствует о том, что при
данных условиях скорость свободного дыхания
как составляющая скорости дыхания в состоянии
3 меньше скорости дыхания в состоянии 4 [32].
Следовательно, в отличие от протонофорных раз-
общителей, ТМФД и ГДК в меньшей степени
увеличивают скорость свободного дыхания как
составляющую дыхания в состоянии 3, чем ско-
рость дыхания в состоянии 4. Подробное выясне-
ние молекулярных механизмов их действия – за-

дача последующих исследований. ГДК отличает-
ся от ТМФД только тем, что снижает скорость
окислительного синтеза АТР. Такое действие
ГДК, по-видимому, обусловлено ингибировани-
ем транспорта электронов по дыхательной цепи.
Во всех последующих экспериментах концентра-
ция ГДК была не выше 0.1 мМ.

Влияние ТМФД, ГДК и ДНФ на пассивную
утечку протонов через внутреннюю митохондриаль-
ную мембрану. При проведении исследований эф-
фекты ТМФД и ГДК сравнивали с действием од-
ного из классических протонофорных разобщи-
телей ДНФ. Концентрации этих соединений, в
которых они при окислении сукцината прибли-
зительно в равной степени (в 2.0 раза) стимулиру-
ют свободное дыхание, приведены в табл. 1.

Одним из методов оценки способности раз-
личных соединений транспортировать протоны
через внутреннюю митохондриальную мембрану
является регистрация набухания органелл в изо-
тоническом растворе ацетата калия в присут-
ствии валиномицина [33, 34]. С помощью этого
метода определяется транспорт протонов из мат-
рикса в межмембранное пространство, т.е. в на-
правлении противоположном пассивной утечке
протонов через внутреннюю мембрану энергизо-
ванных митохондрий [33, 34].

Другим методом оценки способности различ-
ных соединений транспортировать протоны че-
рез внутреннюю митохондриальную мембрану
является регистрация набухания органелл в изо-
тоническом растворе нитрата аммония [35]. Ин-
дукция протонной проводимости при одновре-
менном транспорте NH3 и  приводит к на-
коплению в матриксе осмотически активных
ионов ,  и вследствие этого набуханию
митохондрий. Этот метод позволяет определить
наличие транспорта протонов из межмембранно-
го пространства в матрикс, как это характерно
для пассивной утечки протонов через внутрен-
нюю мембрану энергизованных митохондрий.
Вместе с тем известно, что транспорт таких анио-
нов как , SCN– и др. через внутреннюю мем-
брану митохондрий осуществляется при участии
анионного канала, который может блокироваться
гидрофобными соединениями [38]. Сказанное в
полной мере относится и к методу оценки спо-
собности ТМФД транспортировать протоны
через внутреннюю митохондриальную мембрану
путем регистрации набухания органелл в изото-
ническом растворе роданида аммония [25]. В на-
стоящей работе для оценки влияния ТМФД и
ГДК на транспорт протонов были применены оба
описанных выше метода.

Как видно из рис. 1а, ДНФ в концентрациях
5.5 мкМ эффективно индуцирует снижение опти-
ческой плотности суспензии деэнергизованных

−
3NO

+
4NH −

3NO

−
3NO

Рис. 1. Относительная скорость набухания деэнерги-
зованных митохондрий печени в среде с ацетатом ка-
лия (а) и нитратом аммония (б) в отсутствие добавок
(контроль) и в присутствии ДНФ, ГДК и ТМФД в ука-
занных концентрациях. Условия опыта и состав сред
инкубации описаны в разделе “Материалы и методы”.
В отсутствие добавок (контроль) абсолютные значе-
ния скорости набухания митохондрий составляют: в
ацетате калия – 0.051 ± 0.002 ΔA600/мин на 1 мг белка,
в нитрате аммония – 0.022 ± 0.002 ΔA600/мин на 1 мг
белка. Приведены средние значения ± стандартная
ошибка среднего (n = 5). 
* Различия между скоростью дыхания в присутствии
ДНФ и в отсутствие (контроль) статистически значи-
мы, р < 0.05 (критерий Стьюдента).
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митохондрий, инкубируемых в изотонической
среде ацетата калия, что свидетельствует об уве-
личении проницаемости внутренней митохон-
дриальной мембраны для протонов. В отличие от
этого разобщителя 0.1 мМ ГДК и ТМФД вплоть
до концентрации 0.2 мМ не оказывают суще-
ственного влияния на снижение оптической
плотности суспензии митохондрий (рис. 1а).
Следовательно, ГДК и ТМФД не влияют на про-
ницаемость внутренней мембраны митохондрий
для протонов при условии их перемещения из
матрикса в межмембранное пространство. Как
показано на рис. 1б, ДНФ в той же концентрации
также эффективно индуцирует снижение оптиче-
ской плотности суспензии деэнергизованных ми-
тохондрий, инкубируемых в изотоническом рас-
творе нитрата аммония. ГДК и ТМФД в указан-
ных концентрациях не оказывают существенного
влияния на снижение оптической плотности сус-
пензии митохондрий (рис. 1б). Следовательно,
ГДК и ТМФД также не усиливают проницае-
мость внутренней мембраны митохондрий для
протонов при условии их перемещения из меж-
мембранного пространства в матрикс.

Таким образом, результаты исследований, по-
лученные двумя независимыми методами, свиде-
тельствуют о том, что ТМФД и ГДК, в отличие от
протонофорных разобщителей, стимулируют ды-
хание митохондрий без усиления пассивной утеч-
ки протонов. Эти данные подтверждают извест-
ные ранее, полученные другими методами ре-
зультаты [25, 29].

Исследовано влияние ТМФД и ГДК на транс-
формацию энергии цитохром с-оксидазой. В каче-
стве доноров электронов, передающих электроны
непосредственно на цитохром с, используются
ферроцианид с аскорбатом [22, 29]. В наших экс-
периментах, как и в предыдущей работе [29], ис-
пользовали ферроцианид и аскорбат в концен-
трации 10 и 5 мМ соответственно. Установлено,
что в этих условиях ДНФ стимулирует дыхание
до максимального уровня уже в концентрации
30 мкМ. Увеличение концентраций и ферроциа-
нида, и аскорбата не влияет на скорость дыхания
как в отсутствие, так и в присутствии ДНФ (дан-
ные не приведены). При окислении ферроциани-
да с аскорбатом скорость дыхания в отсутствие и
в присутствии 0.2 мМ ТМФД составляет 76.2 ± 5.81
и 82.0 ± 6.12 мкМ О/мин (n = 4) соответственно.
30 мкМ ДНФ стимулирует скорость дыхания в от-
сутствие и в присутствии 0.2 мМ ТМФД до 193.0 ±
± 14.73 и 209.6 ± 15.11 мкМ О/мин (n = 4) соответ-
ственно. Как показано нами ранее [29] и подтвер-
ждено в настоящей работе (данные не приведены),
при окислении ферроцианида с аскорбатом ГДК
не влияет на дыхание митохондрий в состоянии 4,
но частично ингибирует разобщенное 30 мкМ
ДНФ дыхание. Следовательно, ТМФД и ГДК не
оказывают существенного влияния на трансфор-

мацию энергии цитохром с-оксидазой. Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что при окислении
митохондриями сукцината десопрягающее дей-
ствие этих соединений заключается в избиратель-
ном отключении комплекса III ЭТЦ от генера-
ции Δр.

Теоретическое обоснование и эксперименталь-
ное исследование применения ТМФД и ГДК как
инструмента для определения значений коэффици-
ента Н+/О комплексов III и IV. Свободное дыха-
ние митохондрий в отсутствие синтеза АТР или
действия разобщителей (дыхание в состоянии 4)
определяется пассивной утечкой протонов по эн-
догенным путям [36, 39]. Скорость пассивной
утечки протонов ( ) в стационарном состоянии
может быть определена как произведение скоро-
сти дыхания и коэффициента Н+/О [8, 27]. Как
уже отмечалось во введении, увеличение скоро-
сти дыхания митохондрий без изменения 
сопровождается уменьшением коэффициента
Н+/О [25, 27]. Очевидно, что при этих условиях
справедливо уравнение:

(1)

где,  и  – скорости дыхания в состоянии 4 в
отсутствие и в присутствии стимулирующих ды-
хание эффекторов (ТМФД или ГДК) соответ-
ственно,  и  – коэффициенты
Н+/О в отсутствие и в присутствии этих стимули-
рующих дыхание эффекторов соответственно.

Исходя из уравнения (1), коэффициент 
может быть определен как:

(2)

В том случае, если скорость дыхания при по-
вышении концентрации активатора стремится к
своему максимальному значению ( ), коэф-
фициент  стремится к наименьшей вели-

чине  согласно уравнению:

(3)

При окислении сукцината митохондриями в
состоянии 4 в генерации Δр принимают участие
только III и IV комплексы дыхательной цепи. Хо-
рошо установлено, что в этом случае значение ко-
эффициента Н+/О равно 6 [3, 5, 20, 40]. Если при
окислении сукцината и при условии постоянного
значения Δр полностью и избирательно переклю-
чить комплекс III на холостой режим работы
(транспорт электронов без генерации Δр), то ско-
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рость дыхания в состоянии 4 достигнет макси-
мальной величины . В этом случае в транс-
формации энергии принимает участие только
комплекс IV, и, следовательно, по уравнению (3)
можно определить значение коэффициента Н+/О
для этого комплекса.

В табл. 2А приведены значения скорости
свободного дыхания митохондрий и рассчитан-
ные по уравнению (2) значения коэффициента

 при последовательно повышающихся
концентрациях ТМФД вплоть до 0.3 мМ в отсут-
ствие и в присутствии ГДК. Как видно из таб-
лицы, при окислении сукцината ТМФД эффек-
тивно стимулирует дыхание митохондрий. По-
следующее внесение 50 мкМ ДНФ приводит к
дальнейшей стимуляции дыхания (табл. 2А).
Стимулирующее действие ТМФД сопровождает-
ся снижением коэффициента  (табл. 2А).
ГДК в концентрации 0.07 мМ стимулирует дыха-

AmaxJ

+
А(Н О)

+
А(Н О)

ние митохондрий в отсутствие и в присутствии
ТМФД в концентрациях 0.05 и 0.1 мМ и ингиби-
рует в присутствии 50 мкМ ДНФ (табл. 2А). ГДК
существенно снижает коэффициент , но
только при концентрации ТМФД не более
0.05 мМ (табл. 2А).

В табл. 2Б приведены значения скорости
свободного дыхания митохондрий и рассчитан-
ные по уравнению (2) значения коэффициента

 при последовательно повышающихся
концентрациях ГДК в присутствии и в отсутствие
ТМФД. Как видно из табл. 2, ГДК вплоть до кон-
центрации 0.1 мМ стимулирует дыхание митохон-
дрий, внесение ДНФ в указанной концентрации
также приводит к дальнейшей стимуляции дыха-
ния (табл. 2Б). Стимулирующее действие ГДК со-
провождается снижением коэффициента .
ТМФД в концентрации 0.1 мМ стимулирует ды-
хание митохондрий в отсутствие и в присутствии

+
А(Н О)

+
А(Н О)

+
А(Н О)

Таблица 2. Влияние ТМФД в отсутствие и в присутствии ГДК (А), ГДК в отсутствие и в присутствии ТМФД (Б)
на скорость дыхания митохондрий печени в состоянии 4 (JА и ΔJА, мкМ О/мин) и коэффициент (Н+/О)А
при окислении сукцината

Примечание. Условия опыта и состав среды инкубации описаны в разделе “Материалы и методы”. Приведены средние зна-
чения ± стандартная ошибка среднего (n = 5). 
* Различия между скоростью дыхания в присутствии ГДК (А), ТМФД (Б) и в их отсутствие статистически значимы, р < 0.05
(критерий Стьюдента).

А. Эффект ТМФД в отсутствие и в присутствии ГДК

ТМФД, мМ
JА (Н+/О)А

без ГДК ГДК 0.07 мМ Без ГДК ГДК 0.07 мМ

0 27.2 ± 1.14 44.8 ± 2.11* 6.00 3.64 ± 0.233*
0.05 44.9 ± 2.78 57.4 ± 2.97* 3.63 ± 0.275 2.84 ± 0.191*
0.1 53.4 ± 2.64 63.6 ± 3.13* 3.06 ± 0.200 2.57 ± 0.169
0.15 59.4 ± 2.73 67.8 ± 3.23 2.75 ± 0.174 2.41 ± 0.154
0.2 63.0 ± 2.54 70.0 ± 3.41 2.59 ± 0.154 2.33 ± 0.151
0.3 67.7 ± 3.62 73.4 ± 4.03 2.41 ± 0.166 2.22 ± 0.155

+ ДНФ 50 мкМ 166.2 ± 11.06 124.4 ± 7.11* – –

Б. Эффект ГДК в отсутствие и в присутствии ТМФД

ГДК, мМ
JА (Н+/О)А

без ТМФД ТМФД 0.1 мМ Без ТМФД ТМФД 0.1 мМ

0 28.8 ± 1.21 53.8 ± 1.82* 6.00 3.21 ± 0.176*
0.02 36.0 ± 1.23 57.9 ± 1.41* 4.80 ± 0.256 2.98 ± 0.146*
0.04 41.4 ± 2.13 61.3 ± 1.84* 4.17 ± 0.280 2.82 ± 0.149*
0.06 46.8 ± 1.19 64.0 ± 3.60* 3.69 ± 0.185 2.70 ± 0.191*
0.08 49.8 ± 2.11 65.8 ± 3.41* 3.47 ± 0.208 2.58 ± 0.173*
0.1 53.2 ± 2.66 67.7 ± 3.38* 3.25 ± 0.213 2.46 ± 0.161*

+ ДНФ 50 мкМ 105.4 ± 5.21 117.6 ± 7.31 – –
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ГДК (табл. 2Б). ТМФД, стимулируя дыхание в от-
сутствие и в присутствии ГДК, существенно сни-
жает коэффициент  (табл. 2Б).

Полученные результаты можно было бы фор-
мально рассматривать как свидетельство адди-
тивного действия ТМФД и ГДК при стимуляции
дыхания и снижении коэффициента . Од-
нако по мере увеличения концентрации ТМФД
действие ГДК ослабляется так же, как по мере
увеличения концентрации ГДК ослабляется дей-
ствие ТМФД. Следовательно, такое аддитивное
действие могло быть обусловлено тем, что ТМФД
и ГДК в указанных концентрациях не достигают
своего максимального эффекта.

Эффективность действия ТМФД и ГДК может
быть выражена количественно как величина сни-
жения коэффициента Н+/О ( ) по урав-
нению:

(4)

Очевидно, что, если концентрации ТМФД и
ГДК стремятся к бесконечно большим значени-
ям, их эффект достигает максимальной величи-
ны ( ). В этом случае справедливо
уравнение:

(5)

Принимается, что зависимость коэффициента
 от концентрации ТМФД или ГДК мо-

жет быть описана с помощью уравнения:

(6)

где К0.5 – концентрации ТМФД и ГДК, при кото-
рых их эффект достигает 1/2 от максимальной ве-
личины.

Используя уравнения (4) и (5), уравнение (6)
можно преобразовать как:

(7)

В соответствии с уравнением (7) исследовали
при различных концентрациях ТМФД и ГДК за-
висимость  от величины .
Эту величину можно рассматривать как удельные
активности ТМФД и ГДК. Как видно из рис. 2а,
зависимость значений коэффициента  от
удельных активностей ТМФД (1) и ГДК (2) ли-
нейна в соответствии с уравнением (9). Точка пе-
ресечения экспериментальной прямой с осью ор-
динат определяет величину . Значение
этой величины составляет 2 как при максималь-

+
А(Н О)

+
А(Н О)

+Δ А(Н О)

+ + +Δ = −А 4 А(Н О) (Н О) (Н О) .
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ном эффекте ТМФД, так и при максимальном
эффекте ГДК (рис. 2а).

На рис. 2б зависимость коэффициента 
от удельных активностей ТМФД в присутствии
ГДК (1) и ГДК в присутствии ТМФД (2). В этом
случае точка пересечения экспериментальной
прямой с осью ординат также определяет величи-
ну . Значение этой величины также со-
ставляет 2 как при максимальном эффекте
ТМФД в присутствии ГДК, так и при максималь-
ном эффекте ГДК в присутствии ТМФД (рис. 2б).

+
А(Н О)

+
Аmin(Н О)

Рис. 2. Линейная зависимость коэффициента (Н+/О)А
от удельной активности (Δ(Н+/О)А/[А]). а – ТМФД (1)
и ГДК (2); б – ТМФД в присутствии 0.07 мМ ГДК (1) и
ГДК в присутствии 0.1 мМ ТМФД (2). Значения коэф-
фициента (Н+/О)А представлены в табл. 2.
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При совместном действии ТМФД и ГДК коэф-
фициент  достигает такой же величи-
ны, как при действии этих агентов по отдельно-
сти. Следовательно, действие ТМФД и ГДК при
достижении их максимальных эффектов неадди-
тивное. Как известно, ТМФД, будучи редокс-
активным соединением, способен шунтировать
комплекс III путем передачи электронов от Co-
QН2 до цитохрома с [25, 31]. В то время как ГДК,
не обладая способностью транспортировать элек-
троны, переключает комплекс III на холостой ре-
жим работы по другому механизму [29]. Вполне
вероятно, что при совместном действии ТМФД и
ГДК до максимального уровня происходит пол-
ное отключение комплекса III от генерации Δр.
При этих условиях в генерации Δр будет прини-
мать участие только комплекс IV, и характеризую-
щий работу этого комплекса коэффициент Н+/О
равен 2.

Таким образом, при свободном дыхании мито-
хондрий в отличие от окислительного фосфори-
лирования значения коэффициента Н+/О состав-
ляют 4 и 2 для комплексов III и IV соответственно.
Как уже отмечалось во введении, электрогенные
процессы синтеза АТР Н+-АТР-синтазой, а также
обмена ADP и Рi на АТР связаны с совершением
работы [3, 7, 19]. Исходя из термодинамических
расчетов, обосновано, что значения коэффици-
ента Н+/2е– для комплексов I, III и IV составляют
4, 2 и 4 соответственно [3]. В отличие от окисли-
тельного синтеза АТР при свободном дыхании
пассивная утечка протонов из межмембранного
пространства в матрикс не сопровождается со-
вершением работы. Как уже предполагалось нами
ранее [41], в отсутствие синтеза АТР и разобще-
ния (при свободном дыхании) возвращение про-
тонов из межмембранного пространства в мат-
рикс осуществляется путем простой диффузии
протонов через какие-либо каналы внутренней
мембраны митохондрий. Можно полагать, что
скорость диффузии зависит от общего количества
протонов, освобождаемых комплексами ЭТЦ в
межмембранное пространство.

Суммируя полученные данные, можно сделать
следующие выводы:

1. При окислении сукцината митохондриями
печени ТМФД и ГДК эффективно стимулируют
свободное дыхание (в состояниях 4а и 4б), и такое
их действие, в отличие от протонофорного разоб-
щителя ДНФ, не вызвано индукцией протонной
проводимости внутренней мембраны. Эти соеди-
нения, стимулируя свободное дыхание и снижая
коэффициент дыхательного контроля, в отличие
от ДНФ не оказывают существенного влияния на
коэффициент ADP/O, но увеличивают коэффи-
циент ADP/ΔO. В отличие от протонофорных
разобщителей ТМФД и ГДК в меньшей степени

+
Аmin(Н О)

увеличивают скорость свободного дыхания как
составляющей части скорости дыхания в состоя-
нии 3, чем скорость дыхания в состоянии 4.

2. ТМФД и ГДК не оказывают влияния на
трансформацию энергии цитохром с-оксидазой.
Следовательно, десопрягающее действие этих со-
единений при окислении митохондриями сукци-
ната заключается в избирательном отключении
комплекса III ЭТЦ от генерации Δр.

3. Теоретически обосновано, что коэффици-
ент Н+/О может быть определен исходя из отно-
шения скоростей дыхания в отсутствие и в при-
сутствии ТМФД и ГДК. Под влиянием ТМФД
или ГДК значение коэффициента Н+/О умень-
шается при окислении сукцината с 6 до предель-
ных значений 2. Таким образом, в митохондриях
печени при свободном дыхании в отличие от
окислительного синтеза АТР значения коэффи-
циента Н+/О составляют 4 и 2 для комплексов III
и IV соответственно.
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Application of N,N,N',N'-Tetramethyl-p-Phenylenediamine and α,ω-Hexadecanedioic 
Acid for Determination of the H+/O Ratios of Complexes III and IV 

of the Liver Mitochondrial Respiratory Chain under Free Respiration Conditions
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2Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: dubinin1989@gmail.com

Stimulation of mitochondrial respiration in state 4 without changes in passive proton leakage is known to be
accompanied by a decrease in the H+/O ratio (Luvisetto et al., 1991. J. Biol. Chem. 266, 1034–1042). In the
present work, it was found that during the oxidation of succinate by liver mitochondria, N,N,N',N'-te-
tramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) and α,ω-hexadecanedioic acid (HDA) effectively stimulate respi-
ration in state 4, and their action, unlike the protonophore uncoupler DNP, is not caused by an increase in
the proton conductivity of the inner membrane. Under these conditions, TMPD and HDA do not signifi-
cantly affect the efficiency of oxidative ATP synthesis and energy transformation by complex IV (cytochrome
c oxidase). The data obtained are considered as evidence that during the oxidation of succinate by liver mito-
chondria, TMPD and HDA selectively disable ETC complex III from energy transformation. It is theoreti-
cally substantiated that, under these conditions, the H+/O ratio can be determined based on the ratio of re-
spiratory rates in the absence and presence of TMPD and HDA. Based on this model, we considered the
change in the H+/O ratio depending on the stimulation of mitochondrial respiration in state 4 by TMPD and
HDA. It has been established that under the influence of TMPD or HDA, the value of the H+/O ratio de-
creases during the oxidation of succinate from 6 to the limiting values of 2. We conclude that in liver mito-
chondria during free respiration, in contrast to the oxidative ATP synthesis, the values of the H+/O ratio are
4 and 2 for complexes III and IV, respectively.

Keywords: liver mitochondria, H+/O ratio, free respiration, TMPD, α,ω-hexadecanedioic acid
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