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Искусственную умеренную гипотермию широко используют в клинической практике для защиты органов
от последствий ишемии (реперфузии), травм и гипоксии. Однако снижение температуры тела гомойо-
термных животных индуцирует окислительный стресс, выраженность которого может зависеть от време-
ни воздействия холодового фактора. Поскольку митохондрии играют ключевую роль в генерации актив-
ных форм кислорода, нами исследована зависимость интенсивности свободно-радикальных процессов в
митохондриях печени крыс от длительности умеренной гипотермии (30°С). Оказалось, что кратковремен-
ная (30 мин) гипотермия активизирует процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ), при этом суще-
ственно увеличивается концентрация гидроперекисей липидов, основания Шиффа и малонового диаль-
дегида. Пролонгирование гипотермии до 1 ч снижает содержание многих продуктов ПОЛ, а при 3-часовой
гипотермии наблюдается их нормализация. Кратковременная гипотермия и ее пролонгирование до 1 ч со-
провождается окислительной деструкцией митохондриальных белков, что выражается в снижении содер-
жания в них сульфгидрильных групп и повышении карбонильных. При этом 3-часовая гипотермия спо-
собствует нормализации исследованных маркеров окислительной модификации белков. Динамика изме-
нения уровней сульфгидрильных и карбонильных групп в матричных белках митохондрий носит более
выраженных характер по сравнению с мембранными белками. Исследование спектральных характери-
стик мембранных белков митохондрий показало снижение на начальных этапах гипотермии интенсивно-
сти их флуоресценции. Основной вклад в него вносят остатки триптофана, локализованные на перифе-
рии. Пролонгирование гипотермии до 3-х ч способствует восстановлению параметров флуоресценции до
уровня контроля. Данные, полученные при анализе вторых производных спектров флуоресценции, сви-
детельствуют об изменениях в пространственной конфигурации мембранных белков.
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Гипотермия – это состояние, развивающееся у
гомойотермных животных при снижении темпера-
туры их тела. В зависимости от этиологии развития
гипотермического состояния различают несколько
видов гипотермии – случайная, интраоперацион-
ная, искусственная. Случайная гипотермия может
иметь место у животных, обитающих в регионах со
значительными колебаниями температурного режи-
ма; у людей, профессиональная деятельность кото-
рых связана с работой в условиях низких температур
(Brown et al., 2012). При проведении обширных опе-

раций с использованием наркоза человек может
подвергаться так называемой интраоперационной
гипотермии (Sun et al., 2015).

Искусственные гипотермические состояния ши-
роко применяются при операциях на сердце и мозге,
а также в терапевтических целях для предупрежде-
ния рисков развития ишемических и реперфузион-
ных повреждений жизненно важных органов и за-
щиты от последствий гипоксии, ишемии−реперфу-
зии, инсульта и инфаркта, травм (Polderman, 2009;
Søreide, 2014). Защита, обусловленная понижением
температуры тела, является результатом снижения
скорости метаболических процессов и уменьшения
потребности тканей в кислороде и глюкозе (Alva at al.,
2013). Наиболее часто для этих целей используют
умеренную пролонгированную гипотермию (Усен-
ко, Царев, 2009).

1 Принятые сокращения: АФК – активные форм кислорода, ДК –
диеновые конъюгаты, МДА – малоновый диальдегид, ОМБ –
окислительная модификация белков, ПОЛ – перекисное
окисление липидов, ВПСФ – вторые производные спектров
флуоресценции, СРП – свободно-радикальные процессы,
ОШ– основания Шиффа.
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Наряду с положительными терапевтическими
эффектами умеренная гипотермия вызывает ряд не-
желательных изменений в организме, что ограничи-
вает потенциальные возможности ее применения.
Гипотермия является экстремальным состоянием для
гомойотермного организма: она сопровождается
стрессовой реакцией, которая провоцирует интенси-
фикацию свободно-радикальных процессов (СРП),
связанную с образованием активных форм кислорода
(АФК) (Эмирбеков, Кличханов, 2011; Alva et al.,
2013). Известно, что АФК могут стимулировать пе-
рекисное окисление липидов (ПОЛ) и способство-
вать окислительной модификации как растворимых,
так и мембранно-связанных белков (ОМБ), что при-
водит к потере их функциональной активности. Про-
лонгирование умеренной гипотермии может изме-
нить скорость генерации и элиминации АФК. Вопрос
о том, как зависит интенсивность СРП от длительно-
сти умеренней гипотермии в настоящее время остает-
ся малоизученным. А между тем понимание основ-
ных механизмов деструктивных или компенсаторно-
приспособительных изменений, лежащих в основе
терапевтической гипотермии, жизненно важно для
разработки надлежащего и эффективного лечения.

Известно, что основными источником АФК в
клетке являются митохондрии (Гривенникова, Ви-
ноградов, 2013), поэтому наиболее перспективными
для более детального раскрытия механизмов генера-
ции и утилизации АФК на различных временных
промежутках гипотермического состояния является
исследование прооксидантного статуса этих орга-
нелл. Интенсификация процессов ПОЛ и ОМБ в
митохондриях может изменить проницаемость их
мембран, активность ферментов дыхательной цепи
и АТФазы, способствовать открытию митохондри-
альной поры. Поскольку митохондрии играют клю-
чевую роль в энергетическом обмене, регуляции
кальциевого гомеостаза и апоптозе (Панов, 2015;
Panel et al., 2018), то указанные окислительные по-
вреждения их структурных элементов при гипотер-
мии могут способствовать каскадному развитию в
клетках патологических процессов.

Цель настоящей работы заключалась в исследо-
вании интенсивности СРП в митохондриях печени
крыс при умеренной (30°С) гипотермии различной
длительности. Оценивали содержание в митохон-
дриях продуктов ПОЛ и ОМБ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные и моделирование гипотермии. Экспери-

менты выполнены на крысах-самцах линии Вистар,
массой 200–220 г, содержащихся в условиях вива-
рия. Животных делили на 4 группы по 8 в каждой –
контрольную (температура тела 37°С) и три группы
животных, подвергнутых гипотермии. Гипотермию
вызывали наружным охлаждением животных в плек-
сигласовых камерах с рубашкой, через которую цир-
кулировала холодная (5°С) вода. Температуру тела

крыс снижали равномерно со скоростью 0.28°С/мин
до 30°С (кратковременная умеренная гипотермия),
поддерживали этот уровень гипотермии в течение 1
и 3 ч (пролонгированая умеренная гипотермия). Тем-
пературу измеряли в прямой кишке на глубине 4–5 см
ректальным цифровым термометром MS6501.

Выделение митохондрий. Использовали метод
дифференциального центрифугирования в градиен-
те плотности сахарозы (Рыбадченко, Коганов, 1998).
Определение белка производили по методу Лоури
(Lowry et al., 1951).

Определение продуктов ПОЛ. Продукты ПОЛ
экстрагировали из митохондрий смесью гептана и
изопропанола. Полученные гептановые и изопропа-
нольные экстракты сканировали на спектрофото-
метре Beckman DU-730 в области длин волн от 190 до
400 нм. Поглощение в области 232–240 нм соответ-
ствовало диеновым коньюгатам (ДК), в области 276
и 268 нм – уровню кетодиенов и сопряженных трие-
нов (СТ). Основания Шиффа (ОШ) регистрировали
на длине волны 360 нм (Влочегарский и др., 1998).

Определение гидроперекисей липидов. К митохон-
дриальной фракции добавляли 2.8 мл этанола и
0.05 мл 50%-ного раствора трихлоруксусной кисло-
ты. Смесь интенсивно встряхивали в течение 5–6
мин и центрифугировали 10 мин при 3000 g. Супер-
натант использовали для определения гидропереки-
сей липидов, которые легко реагируют с ионами
двухвалентного железа соли Мора. Полученные ио-
ны трехвалентного железа определяли спектрофото-
метрически с использованием тиоцианата аммония
в качестве хромогена при длине волны 480 нм (Mi-
haljević et al., 1996).

Определение содержания малонового диальдегида
(МДА). Содержание МДА в митохондриях опреде-
ляли по реакции его с тиобарбитуровой кислотой.
Расчет производили с использованием коэффици-
ента молярной экстинкции 1.56 × 105 л М–1 см–1 в
нмолях на 1 мг белка (Лысакова и др., 1997).

Определение содержания карбонильных и сульф-
гидрильных групп. Содержание карбонильных групп
в белках митохондрий определяли по реакции их с
2.4-динитрофенилгидразином (Venditti et al., 2004).
Расчет производили с использованием коэффици-
ента молярной экстинкции 22000 (М/л)–l cм–1 в
нмолях на 1 мг белка. Содержание SH-групп в бел-
ках митохондрий измеряли колориметрическим ме-
тодом, по реакции их с 5.5'-дитио-бис-2-нитробензой-
ной кислотой (Habeeb, 1972). Концентрацию выража-
ли в нмолях на 1 мг белка, используя коэффициент
молярного поглощения 13600 (М/л)–l cм–1.

Оценку суммарной флуоресценции митохондриаль-
ных белков проводили на сперктрофлуориметре Hi-
tachi F-7000 (Япония) с автоматической коррекцией
спектров. Спектр флуоресценции снимали в диапа-
зоне длин волн (λ) 290 ≤ λ ≤ 400 нм при длине волны
возбуждения 280 нм. Обработку спектров произво-
дили в программе Origin 8.6.
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ХАЛИЛОВ и др.

Статистическая обработка экспериментальных
данных. Использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ (ANOVA) и пакет СТАТИСТИКА. До-
стоверность различия определяли с помощью крите-
рия Фишера при уровне значимости P = 0.05. Средне-
статистические спектры флуоресценции получали
путем усреднения спектральных линий, полученных
в повторных экспериментах (n = 8) с использованием
фильтрации Фурье (по 5 точкам).

Реактивы. В работе использовали сахарозу,
HEPES, ЭДТА, тиоцианат аммония (AppliСhem,
Германия), бычий сывороточный альбумин, тиобар-
битуровую кислоту, 2.4-динитрофенилгидразин,
5.5'-дитио-бис-2-нитробензойную кислоту (Sigma,
США), гептан, изопропанол, трихлоруксусную кис-
лоту (Acros Оrganics, Бельгия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследована интенсивность ПОЛ и ОМБ в мито-
хондриях печени крыс при умеренной (30°С) кратко-
временной (30 мин) и пролонгированной до 1 и 3 ч
гипотермии. Интенсивность ПОЛ в биосистеме мож-
но оценить по содержанию в ней первичных (ДК и
гидроперекисей), вторичных (кетодиенов, сопряжен-
ных триенов, МДА) и третичных (ОШ) продуктов.
Уровень ДК, кетодиенов, сопряженных триенов и
ОШ в нейтральных липидах и фосфолипидах мито-
хондрий определяли по спектрам поглощения их
экстрактов смесью гептана и изопропанола. В спек-
трах поглощения этих экстрактов митохондрий крыс
было обнаружено несколько максимумов, которые
соответствуют ДК (240 нм), кетодиенам и сопряжен-

ным триенам (260–280 нм), а также ОШ (362 нм)
(рис. 1). При этом четкие полосы поглощения иссле-
дуемых продуктов пероксидации липидов митохон-
дрий наблюдали в изопропаноловом экстракте, а в
гептановой фракции они практически отсутствовали.

Изопропанол экстрагирует фосфолипиды, на до-
лю которых в мембранах митохондрий приходится
около 90%. Основные из них – это фосфотидилхо-
лин (~40%), фосфодидилэтаноламин (~29%) и кардио-
липин (~15%) (Schenkel, Bakovic, 2014). Поскольку в со-
став фосфолипидов входит существенно больше нена-
сыщенных жирных кислот, то они в большей степени,
чем нейтральные липиды, подвергаются свободно-ра-
дикальному окислению (Gaschler, Stockwell, 2017).

В табл. 1 представлены результаты влияния гипо-
термии на содержание в митохондриях печени крыс
продуктов ПОЛ, растворимых в изопропаноле, а
также гидроперекисей липидов и МДА. Как видно,
кратковременная гипотермия 30°С активизирует про-
цессы ПОЛ. При этом наблюдается незначительное
увеличение таких продуктов ПОЛ, как ДК, кетодиены
и сопряженные триены, в то время как содержание
гидроперекисей липидов, ОШ и МДА существенно
увеличивается: на 40, 18.3 и 39.4% соответственно.

Гипотермия в течение 1 ч, в целом, снижает ин-
тенсивность процессов ПОЛ, на это указывает сни-
жение уровня содержания многих продуктов перок-
сидации липидов относительно контроля. При этом
содержание МДА не изменяется и остается на уров-
не такового крыс, подверженных кратковременной
гипотермии. Дальнейшее пролонгирование гипо-
термии (до 180 мин) способствует нормализации

Рис. 1. Спектры поглощения продуктов ПОЛ в митохондриях печени контрольных крыс в гептановой (Г-фаза, штриховая
кривая) и изопропаноловой (ИП-фаза, сплошная кривая) фазах: диеновых конъюгатов (а), кетодиенов и сопряженных трие-
нов (б) и оснований Шиффа (в). D – оптическая плотность, отн. ед.
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ПОЛ: уровень всех показателей пероксидации липи-
дов достигает контрольных значений.

АФК, образующиеся в митохондриях, могут при-
вести к окислительной модификации не только ли-
пидов, но и белков. Наиболее чувствительными к

окислению являются серосодержащие аминокис-
лотные остатки белков. Тиольные группы этих ами-
нокислот могут находиться в двух состояниях: вос-
становленном (-SH) и окисленном (-S–S-). В усло-
виях окислительного стресса SH-группы белков
могут подвергаться окислению с образованием соот-
ветствующих дисульфидов (Дубинина, 2006).

Исследование показало, что умеренная кратковре-
менная гипотермия способствует незначительному
(на 8.2%) снижению концентрации сульфгидрильных
групп в белках мембран митохондрий (рис. 2а). Про-
лонгирование гипотермического состояния до 1 ч
индуцирует еще большее снижение содержания SH-
групп (на 13.6%). А 3-часовая гипотермия способствует
их нормализации. Корреляционный анализ показал
наличие отрицательной корреляции (r = –0.76) между
содержанием МДА в митохондриях и уровнем SH-
групп в мембранных белках крыс с нормотермией и
гипотермией.

Анализ содержания SH-групп в белках митохон-
дриального матрикса (рис. 2б) позволил выявить более
значимые эффекты кратковременной гипотермии:
снижение их уровня составило около 25.6% относи-
тельно контроля. Пролонгирование гипотермического
состояния до 1 ч сопровождается дальнейшим окисле-
нием сульфгидрильных групп матричных белков. На-
против, 3-часовая гипотермия способствует повы-
шению содержания SH-групп относительно 1-часо-
вой гипотермии (на 17.6%), однако содержание их
все еще остается на более низком уровне относи-
тельно контроля.

Окисление боковых радикалов белков может
приводить к образованию продуктов с карбониль-
ными группами, которые также часто используются
в качестве маркеров окислительного повреждения
белков (Дубинина, 2006). Карбонильные производ-
ные образуются в результате катализируемого ме-
таллом окисления пролиновых, аргининовых, лизи-
новых, гистидиновых остатков аминокислот. Они
могут образовываться также при участии аминокис-
лотных остатков лизина, цистеина и гистидина в ре-
акциях с продуктами ПОЛ (Dalle-Donne et al., 2003).

Таблица 1. Содержание продуктов ПОЛ (нмоль на 1 мг белка) в митохондриях печени при умеренной гипотермии раз-
личной длительности

Примечание. Даны средние значения и их ошибки (n = 8). Отличия достоверны относительно контроля (а) или кратковременной (30 мин)
гипотермии (б) при Р < 0.05.

Продукты Контроль
Гипотермия

30 мин 1 ч 3 ч

Диеновые конъюгаты 36.44 ± 2.96 44.13 ± 3.15 38.82 ± 2.74 34.53 ± 2.72
Кетодиены 56.15 ± 5.48 62.67 ± 6.24 58.34 ± 4.65 55.28 ± 4.38
Сопряженные триены 24.46 ± 1.84 29.66 ± 1.45 27.58 ± 1.63 25.74 ± 1.63
Гидроперекиси липидов 6.55 ± 0.14 9.17 ± 0.22а 4.67 ± 0.20а 6.16 ± 0.11б

МДА 0.38 ± 0.019 0.53 ± 0.056а 0.50 ± 0.039а 0.44 ± 0.023
Основания Шиффа 1.42 ± 0.05 1.68 ± 0.08а 1.35 ± 0.04б 1.30 ± 0.06б

Рис. 2. Содержание сульфгидрильных групп в белках
мембран (а) и матрикса (б) митохондрий печени крыс в
норме (столбец 1) и умеренной гипотермии различной
длительности: кратковременной (30 мин, столбец 2) и
пролонгированной до 1 ч (столбец 3) и 3 ч (столбец 4).
Различия достоверны относительно контроля (*) и 1-ча-
совой гипотермии (+) при Р < 0.05.
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На рис. 3а видно, что при кратковременной гипо-
термии содержание карбонильных групп в мембран-
ных белках митохондрий печени крыс повышается
на 19%. Пролонгирование гипотермического состо-
яния до 1 ч способствует дальнейшему повышению
содержания карбонильных групп, которое составля-
ет 52 и 28% относительно контроля и кратковремен-
ной гипотермии соответственно. При этом 3-часо-
вая гипотермия нормализует уровень карбонильных
групп, снижая его на 29.2% относительно 1-часовой
гипотермии. Корреляционный анализ показал на-
личие положительной корреляции (r = 0.71) между
содержанием МДА в митохондриях и уровнем кар-
бонильных групп в мембранных белках митохон-
дрий крыс с нормо- и гипотермией.

Гипотермия оказала более существенное влияние
на содержание карбонильных групп в матричных
белках митохондрий (рис. 3б). Так, содержание кар-
бонильных групп в них при кратковременной гипо-
термии увеличилось на 22.9%. Пролонгирование ги-
потермического состояния до 1 ч способствует повы-
шению уровня карбонильных групп в 2.49 раз
относительно контроля и в 2 раза относительно крат-
ковременной гипотермии. Дальнейшее пролонгиро-
вание гипотермии (3 ч) значительно снижает (на 67%)
содержание карбонильных групп относительно 1-ча-
совой гипотермии. При этом содержание карбо-
нильных групп становится на 17% меньше контроль-
ного уровня.

В связи с тем фактом, что в белках, находящихся
в окружении липидов, триптофан и тирозин облада-
ют уникальной способности легко вступать в реак-
ции с АФК с образованием радикалов, нами иссле-
дована интенсивность суммарной флуоресценции
(ИФ) мембран митохондрий печени крыс при гипо-
термии. Как видно из рис. 4а, в контроле спектр ИФ
митохондрий имеет симметричную колоколообраз-
ную форму с максимумом около 333 нм, что может
свидетельствовать об основном вкладе в спектр флу-
оресценции остатков триптофана (Онищенко и др.,
2004). Кратковременная гипотермия и ее пролонги-
рование до 1 ч способствуют снижению ИФ мито-
хондрий, при этом другие спектральные параметры
существенно не изменяются. Пролонгирование ги-
потермии до 3-х ч способствует восстановлению
значений I до уровня контроля.

При анализе спектров флуоресценции предпо-
чтительно применять вторые производные спектров
флуоресценции (ВПСФ), поскольку они, по сравне-
нию с исходными спектрами, дают возможность по-
лучить более детальную информацию о состоянии
микроокружения ароматических остатков белков, а в
ряде случаев разделить вклад тирозиновой и трипто-
фановой составляющих в суммарный спектр (Они-
щенко и др., 2004). Анализ ВПСФ показал, что при ги-
потермии в спектрах формируется пик при 305 нм, со-
ответствующий тирозиновой флуоресценции (рис. 4б).

Характеристики этого пика при пролонгировании
гипотермии не изменяются.

Помимо тирозинового компонента в спектрах
ВПСФ митохондриальных белков гипотермирован-
ных крыс наблюдается формирование длинновол-
новых пиков (при 345 и 355 нм), соответствующих
триптофанилам, расположенным на периферии мо-
лекулы белка, которые частично или полностью кон-
тактируют с водным окружением.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что на начальных этапах снижения тем-

пературы тела развивается стрессовая реакция, при-
водящая к активации симпатоадреналовой и гипота-
ламо-гипофизарно-адренокортикальной систем (Ку-
линский, Ольховский, 1992). В результате этого
индуцируются терморегуляторные реакции, направ-
ленные на увеличение производства тепла за счет ак-
тивации метаболических процессов и снижение теп-
лопотерь за счет вазоконстрикции и централизации
кровотока. Возникновение спазма периферических

Рис. 3. Содержание карбонильных групп в белках мем-
бран (а) и матрикса (б) митохондрий печени крыс в нор-
ме (столбец 1) и умеренной гипотермии различной дли-
тельности: кратковременной (30 мин, столбец 2) и про-
лонгированной до 1-ого (столбец 3) и 3-х (столбец 4) ч.
Различия достоверны относительно контроля (*), крат-
ковременной гипотермии (#), и 1-часовой гипотермии
(+) при Р < 0.05.
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сосудов повышает вязкость крови и нарушает мик-
роциркуляцию (Alva et al., 2004). Все это в совокуп-
ности со сдвигом при низких температурах кривой
диссоциации оксигемоглобина влево приводит к си-
туации тканевой гипоксии (Zinchuk, Hlutkin, 2015).

Снижение концентрации кислорода в тканях мо-
жет привести к накоплению восстановительных эк-
вивалентов в митохондриальных цепях переноса
электронов (Скулачев и др., 2012). Основными сай-
тами производства АФК, прежде всего супероксид-
ного анион-радикала ( ), в дыхательной цепи ми-
тохондрий являются комплексы I и III (Gusdon et al.,
2015). Супероксидный анион-радикал не проникает
через мембрану и в норме быстро удаляется путем
превращения в пероксид водорода (H2O2) с помо-
щью супероксиддисмутазы (Wong et al., 2017). H2O2
может дополнительно восстановливаться в присут-
ствии ионов двухвалентного металла и супероксида
в реакциях Фентона или Хабер−Вейса с образовани-
ем гидроксильного радикала.

Таким образом, несмотря на то, что печень явля-
ется основным резервуаром антиоксидантов в орга-
низме, высокая концентрация в ней ионов железа
может стать одной из причин интенсивной генера-
ции гидроксильного радикала. Эта высокотоксич-
ная молекула с высокой скоростью реагирует со
многими метаболитами, тем самым вызывая окис-

−i
2O

лительное повреждение.  также может очень
быстро взаимодействовать с оксидом азота, в резуль-
тате чего образуются реактивные формы азота, в
частности пероксинитрит (Pacher et al., 2007).

Поскольку митохондрии всегда подвержены риску
избыточной продукции АФК, они содержат множе-
ство антиоксидантных ферментов (глутатионперок-
сидазу, глутатионредуктазу, марганец-содержащую
супероксиддисмутазу, каталазу и пероксиредоксины)
и неферментных антиоксидантов (глутатион, коэн-
зим А, убихинол и витамин Е) (Кулинский, Колес-
ниченко, 2009; Maroz et al., 2009; Handy, Loscalzo,
2012; Figueira et al., 2013). Однако высокая скорость
генерация АФК может нарушить динамическое рав-
новесие между прооксидантами и антиоксидантами
и привести к дисфункции антиоксидантного фер-
ментного каскада.

Данные из литературы свидетельствуют об интен-
сификации образования АФК и нарушении проок-
сидантно-антиоксидантного баланса в тканях при
гипотермии, что стимулирует окислительную моди-
фикацию клеточных липидов и белков (Alva et al.,
2013). Особенно ярко выраженная интенсификация
наблюдается при умеренной кратковременной ги-
потермии (Эмирбеков, Кличханов, 2011; Аль-Рабии
и др., 2015а). Результаты нашего исследования тоже
указывают на интенсификацию СРП на начальных

−i
2O

Рис. 4. Спектры суммарной флуоресценции белков мембран митохондрий печени крыс (кривая 1) и их вторые производные
(ВПСФ, кривая 2) в норме (контроль) и умеренной гипотермии различной длительности: 30 мин, 1 и 3 ч. ИФ – интенсивность
флуоресценции.
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этапах гипотермии, о чем свидетельствуют высокие
уровни продуктов ПОЛ и ОМБ.

Среди первичных механизмов повреждения кле-
ток при окислительном стрессе лидирует окисление
жирнокислотных остатков в фосфолипидах мембран.
Основным субстратом для свободно-радикальных ре-
акций являются двойные связи ненасыщенных жир-
ных кислот в составе фосфолипидов (Gaschler, Stock-
well, 2017). Митохондриальные мембраны обладают
особой чувствительностью к АФК, поскольку кар-
диолипин, локализованный во внутренней мембра-
не митохондрий, у большинства животных содержит
четыре остатка линолевой кислоты (Schenkel, Bakov-
ic, 2014).

В результате свободно-радикального окисления
жирных кислот образуются гидроперекиси и ДК
(первичные продукты), которые очень нестабильны.
При участии металлов переменной валентности они
быстро метаболизируют во вторичные (альдегиды и
диальдегиды) и третичные (ОШ) продукты ПОЛ. Это
снижает гидрофобность липидов и нарушает устой-
чивость мембран, изменяет работу мембраносвязан-
ных ферментов, повышает проницаемость мембран
для ионов (Sies et al., 2017).

В работе Зинчука и Глуткина (Zinchuk, Hlutkin,
2015) установлено, что в печени крыс при гипотер-
мии 28.5°С, вызванной наружным охлаждением в
течение 2-х ч, возрастает содержание как ДК, так и
ОШ. Результаты нашего исследования (табл. 1) де-
монстрируют, что кратковременная гипотермия из
всех продуктов ПОЛ значимо увеличивает только
содержание гидроперекисей, МДА и ОШ. Незначи-
тельный рост других первичных (ДК) и вторичных
(кетодиенов и сопряженных триенов) продуктов
ПОЛ может объясняется тем, что время жизни этих
продуктов короткое и на ранних этапах может про-
исходить обрыв цепной реакции при взаимодей-
ствии липопероксильных радикалов друг с другом
или с антиоксидантами, например, токоферолом.

Известно, что мембрана митохондрий содержит
высокие концентрации витамина Е, примерно 35–
40% от его суммарного содержания в гепатоцитах,
причем более 70% его локализовано в наружной
мембране митохондрий. Главной антиоксидантной
функцией витамина Е является обрыв цепной реак-
ции процесса ПОЛ. В этой ситуации α-токоферолол
отдает свой атом водорода липопероксидам, восста-
навливая их с очень высокой скоростью. Витамин Е
может восстанавливаться аскорбиновой кислотой
(Cantoni et al., 2017) или убихинолом, которые к тому
же способны нейтрализовать суперокидный или
гидроксильный радикалы (Maroz et al., 2009). Пока-
зано, что содержание витамина С в митохондриях
печени крысы достаточно высокое и составляет при-
мерно 0.5–1 мМ. Предполагается, что аскорбиновая
кислота может транспортироваться в межмембранное
пространство митохондрии с помощью натрий-зави-
симого транспортера витамина С (SVCT2) и непосред-

ственно окисляться суперокидным радикалом, гене-
рируемым комплексом III, или восстанавливать вита-
мин Е, превращаясь в окисленную форму. Окисленная
форма витамина С в свою очередь может восстанав-
ливаться убихинолом или транспортироваться в
матрикс митохондрии и восстанавливаться там с по-
мощью глутатиона (Cantoni et al., 2017)

Первичные продукты ПОЛ могут не восстанавли-
ваться с помощью антиоксидантов, а с высокой ско-
ростью превращаться в более стабильные гидропе-
рекиси (поскольку концентрация кислорода в ли-
пидной матрице митохондрий достаточно высокая).
В пользу данного предположения свидетельствуют
данные настоящей работы (табл. 1) содержание гид-
роперекисей при гипотермии существенно увеличи-
вается.

Высокие уровни МДА и ОШ при кратковремен-
ной гипотермии и ее часовом пролонгировании могут
быть обусловлены тем, что эти вторичные и третич-
ные продукты ПОЛ медленно или вовсе не утилизи-
руются в клетке. Действительно, в работе Львовой с
сотрудниками (1993) было показано, что по достиже-
нию температуры тела крыс 30°С происходит незна-
чительное повышение содержания МДА в гомогена-
тах печени крыс, которое при 3-часовом пролонги-
ровании гипотермического состояния становится
более существенным (Львова и др., 1993).

Результаты нашего исследования (табл. 1) прове-
денного на изолированных митохондриях печени
частично противоречат этим данным (Львова и др.,
1993), поскольку демонстрируют снижение содер-
жания всех вторичных и третичных продуктов ПОЛ
за 3 ч воздействия низкотемпературного фактора.
Однако они хорошо согласуются с данными другой
работы (Аль-Рабии и др., 2015а), в которой показано
снижение интенсивности ПОЛ в эритроцитах крыс
при 3-часовой гипотермии. Авторы связывают это
снижение с обнаруженным повышением содержания
глутатиона и активности ферментов антиоксидант-
ной защиты эритроцитов (Аль-Рабии и др., 2015б).

Можно предположить, что снижение содержания
гидроперекисей при пролонгировании гипотермии
связано с активацией в митохондриях и клетках пе-
чени антиоксидантной системы на основе глутатио-
на и глутатионпероксидазы. Так было показано, что
митохондриальная глутатионпероксидаза in vitro
восстанавливает гидропероксид кардиолипина в
гидроксикардиолипин и, таким образом, защищает
митохондрии от оксислительного повреждения (Ку-
линский, Колесниченко, 2009). Поскольку концен-
трация гидроперекисей при пролонгировании гипо-
термии снижается, следовательно, будет уменьшать-
ся и содержание конечных продуктов метаболизма
гидроперекисей – МДА и ОШ. Кроме того, можно
предположить, что в митохондриях активируется си-
стема по метаболизированию МДА. Известно, что
МДА может деградировать с образованием уксусной
кислоты (Halliwell, Gutteridge, 2015).
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Накопление на начальных этапах гипотермии
продуктов пероксидации в липидах мембран мито-
хондрий может снизить активность ферментов ды-
хательной цепи и потенциал внутренней мембраны
митохондрий (Панов, 2015). Показано, что сниже-
ние мембранного потенциала может активировать
белки Bax. Эти белки через взаимодействие с пори-
новыми белками способны увеличивать проницае-
мость митохондриальной мембраны, что ведет к
освобождению цитохрома с из мембраны. Это спо-
собствует активации каспазы 9 и связанного с ней
апоптотичекого пути (Ghibelli, Diederich, 2010).

АФК могут стать одной из причин открытия так
называемых митохондриальных мембранных пор
(МРТР). Итогом активации пор является повышение
интенсивности образования АФК и выход в цито-
плазму ферментов антиоксидантной системы, что в
значительной степени снижает процесс обезврежива-
ния АФК и повышает их уровень (Panel et al., 2018).

Последние данные из литературы свидетельству-
ют о том, что ультраструктура митохондрий тоже
тесно связана с генерацией АФК (Schrepfer, Scorrano,
2016). Оказалось, что для эффективной работы мито-
хондрий в условиях стресса в клетках запускается
один из эволюционно консервативных процессов –
митохондриальное слияние (Escobar-Henriques, An-
ton, 2013). Оказалось, что повышенные уровни окис-
ленного глутатиона способствуют дисульфид-опосре-
дованной димеризации молекул митофузина – белка,
способствующего связыванию органелл, что являет-
ся начальной стадией процесса слияния митохон-
дрий (Shutt et al., 2012). АФК и продукты ПОЛ, обра-
зующиеся в митохондриях при гипотермии, могут
способствовать окислительной модификации от-
дельных аминокислотных остатков в белках и глубо-
ким изменениями их структурной организации (Ду-
бинина, 2006).

Результаты настоящего исследования (рис. 2)
свидетельствуют о том, что на начальных этапах ги-
потермии в митохондриальных белках содержание
SH-групп снижается, а карбонильных групп, напро-
тив, повышается. При этом 3-часовая гипотермия
способствует нормализации маркеров ОМБ. Подоб-
ная динамика изменения показателей ОМБ при ги-
потермии была обнаружена в работах, выполненных
на эритроцитах крыс (Аль-Рабии и др., 2015а, 2015б).

Как известно, в белках серосодержащие амино-
кислотные остатки являются наиболее чувствитель-
ными к окислению. Было показано, что in vivo окис-
ление тиоловых групп белков происходит в основном
под действием относительно мягкого окислителя –
Н2О2 (LoConte, Carroll, 2012). Расположенные на по-
верхности белковой молекулы SH-группы могут
обезвреживать АФК, и, тем самым, представлять
часть неферменативной антиоксидантной системы.
Регенерации сульфгидрильных групп происходит
спонтанно, при этом используется восстановлен-
ный глутатион. Способность тиольных групп обрати-

мо изменять свое редокс-состояние с последующим
изменением конформационных, каталитических или
регуляторных функций белка является базовым меха-
низмом тиол-опосредованного редокс-контроля кле-
точного метаболизма (Enns, Gowan, 2017).

В отличие от обратимого окисления SH-групп,
реакции карбонилирования белков протекают го-
раздо сложнее и являются необратимыми. Поэтому
клетка должна избавиться от карбонилированных
белков, деградируя их протеосомными системами.
Известно, что в условиях окислительного стресса и
дефицита АТФ активируется убиквитин-независи-
мая деградация модифицированных белков (Бунее-
ва, Медведев, 2018). Обнаруженное нами (рис. 3)
снижение концентрации карбонильных групп при
3-часовой гипотермии является, скорее всего, ре-
зультатом такой деградации.

Согласно полученным нами данным (рис. 2, 3)
содержание маркеров ОМБ в мембранных белках
меньше, чем в белках матрикса митохондрий. Это
может свидетельствовать о том, что интенсивность
СРП в мембранах ниже, несмотря на то, что элек-
тронно-транспортная цепь внутренней мембраны
митохондрий является основным источником АФК.

Маркерами окислительной модификации мем-
бранных белков могут служить ароматические ами-
нокислоты, содержание и положение которых в бел-
ках можно оценить по спектрам их собственной
флуоресценции. Исследование собственной флуо-
ресценции мембранных белков митохондрий пока-
зало (рис. 4), что при гипотермии интенсивность
суммарной флуоресценции снижается, в основном
за счет триптофановой флуоресценции. Снижение
триптофановой флуоресценции может объясняться
изменением конформации белков, вследствие чего
хромофорные группы триптофановых остатков ста-
новятся более доступными для молекул воды с рас-
творенными в ней тушителями (Lakowicz, 2000). С
другой стороны, снижение триптофановой флуорес-
ценции может быть обусловлено непосредственным
окислением АФК триптофановых остатков, чув-
ствительных к окислительному стрессу (Дубинина,
2006). Данные, полученные нами (рис. 4) при анали-
зе ВПСФ белков, позволяют предположить, что гипо-
термия затрагивает триптофанилы, локализованные
на периферии белков, тогда как триптофановые остат-
ки в центре глобулы не меняют свою локализацию.

Анализ ВПСФ белков митохондрий выявил появ-
ление на начальных этапах гипотермии пиков, соот-
ветствующих тирозиновой флуоресценции. Известно,
что спектры флуоресценции хромофоров тирозина по
положению и форме практически не изменяются при
значительных отклонениях свойств окружения. По-
этому изменения ВПСФ, скорее всего, обусловлены
увеличением расстояния между остатками тирозина и
триптофана, что снижает вероятность индуктивно-
резонансного переноса энергии на триптофанилы и
может свидетельствовать о конформационных пере-
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стройках белков в липидной матрице (Lakowicz,
2006). Причиной таких перестроек может являться
не только собственно ОМБ, но дезорганизация ми-
тохондриальной мембраны в результате интенсифи-
кации процессов ПОЛ. Интересно то, что пролонги-
рование гипотермии до 3 ч способствует восстанов-
лению интенсивности собственной флуоресценции
до уровня контрольных значений, что обусловлено,
скорее всего, деградацией и заменой модифициро-
ванных белков митохондриальных мембран.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что при низких температурах тела в
митохондриях печени крыс происходят существен-
ные изменения содержания интермедиатов СРП,
которые зависят от длительности гипотермического
состояния. Под действием холодового стресса на на-
чальных этапах гипотермии в митохондриях печени
крыс происходит интенсификация СРП, что согла-
суется с данными из литературы (Эмирбеков, Кли-
чханов, 2011; Alva et al., 2013; Аль-Рабии и др., 2015а).
Причем наряду с интенсификацией процессов ПОЛ
и ОМБ, наблюдаются и конформационные пере-
стройки митохондриальных белков в липидном мат-
риксе. Однако все эти изменения имеют обратимый
характер и при продолжающемся в течение 3 ч гипо-
термическом состоянии наблюдается нормализация
уровней маркеров окислительной деструкции липи-
дов и белков. Можно предположить, что 3-часовое
пролонгирование гипотермического состояния со-
провождается развитием в клетке ряда компесатор-
но-приспособительных реакций, направленных на
активацию компонентов антиокидантной системы
митохондрий и последующее снижение интенсив-
ности СРП. Центральная роль в этих реакциях, ско-
рее всего, принадлежит системе глутатиона.

Известно, что глутатион в митохондриях состав-
ляет 10–15% от клеточного уровня, но при этом до-
стигает такой же высокой концентрации, что и в
клетке (5–10 мМ для печени крысы) (Кулинский,
Колесниченко, 2009). Пополнение пула глутатиона
возможно за счет восстановления его глутатионре-
дуктазой в матриксе митохондрий или благодаря пе-
реносу в митохондрии цитозольного глутатиона с
помощью белков-переносчиков. Оказалось, что
транспорт глутатиона в митохондрии гепатоцитов
зависит от жидкостности мембран (Кулинский, Ко-
лесниченко, 2009). Исходя из этого, можно предпо-
ложить, что процессы ПОЛ снижают вязкость мем-
бран, за счет чего скорость транспорта глутатиона
увеличивается. Кроме того, повышается активность
глутатионредуктазы и уровеня NADPH, необходи-
мого для восстановления окисленного глутатиона.

За образование NADPH в цитозоле ответственен
пентозофосфатный путь окисления углеводов, клю-
чевым ферментом которого служит глюкозо-6-фос-
фатдегидрогеназа. Показано, что в эритроцитах ак-
тивность этого фермента при кратковременном сни-
жении температуры тела до 28°С существенно

снижается (Dede et al., 2002). Сведений о каталитиче-
ской эффективности глюкозо-6-фосфатдегидрогена-
зы в клетках животных при пролонгированной гипо-
термии в доступной нам литературе не обнаружено.

Следует отметить, что снижение интенсивности
СРП в митохондриях при 3-часовой гипотермии мо-
жет быть обусловлено не только активацией их анти-
оксидантной системы, но и возможной интенсифи-
кацией дыхания, обусловленной разобщением ды-
хания и фосфорилирования. Прежде всего, это
разобщение направлено на поддержание постоянной
температуры тела в условиях повышенного теплооб-
мена. С другой стороны, в соответствии с гипотезой
Скулачева с сотрудниками (2012) слабое разобщение
приводит к уменьшению степени восстановленности
коэнзима Q. Это, в свою очередь, снижает скорость
генерации  дыхательной цепью (Скулачев и др.,
2012), что особенно важно, учитывая интенсифика-
цию СРП в тканях гомойтермных животных на на-
чальных этапах гипотермии.
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INTENSITY OF FREE-RADICAL PROCESSES IN RAT LIVER MITOCHONDRIA 
AT MODERATE HYPOTHERMIA OF VARIOUS DURATION

R. A. Khalilova, A. M. Dzhafarovaa, *, S. I. Khizrievaa, and V. R. Abdullaeva

aDepartment of Biochemistry and Biophysics, Dagestan State University, Dagestan, Makhachkala, 367000 Russia
*е-mail: albina19764@mail.ru

Artificial moderate hypothermia is widely used in clinical practice to protect organs from the effects of isch-
emia/reperfusion, injury and hypoxia. However, a decrease in the body temperature of homoiothermal animals in-
duces oxidative stress, the severity of which may depend on the time of exposure to the “cold” factor. Since mito-
chondria play a key role in the generation of ROS, we studied the dependence of the intensity of FRP in mitochon-
dria of the liver of rats on the duration of moderate (30°C) hypothermia. It turned out that short-term (30 min)
hypothermia activates the processes of LP, while the concentration of lipid hydroperoxides, SchB and MDA signifi-
cantly increases. Prolonging hypothermia to 1 hour reduces the content of many LP products, and at 3-hour hypo-
thermia their normalization is observed. Short-term hypothermia and its prolongation to 1 hour is accompanied by
oxidative destruction of mitochondrial proteins, which is ref lected in a decrease in the content of sulfhydryl groups
in them and an increase of carbonyl groups. At the same time, 3-hour hypothermia contributes to the normalization
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of the studied OMP markers. The dynamics of changes in the levels of sulfhydryl and carbonyl groups in mitochon-
drial matrix proteins is more pronounced in comparison with membrane proteins. The study of the spectral charac-
teristics of membrane proteins of mitochondria showed a decrease in the intensity of their f luorescence in the initial
stages of hypothermia. The main contribution to it is made by tryptophan residues localized at the periphery. The
prolongation of hypothermia to 3 hours promote to restore the parameters of f luorescence to the level of control.
The data obtained in the analysis of second derivatives of f luorescence spectra indicate certain changes in spatial
configuration of membrane proteins.

Keywords: rats, hypothermia, liver, mitochondria, lipid peroxidation, oxidative modification of proteins
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