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T H E F U N C T I O N A L S T A T E O F M O N O O X Y -
G E N A S E S Y S T E M IN RAT L I V E R T I S S U E 
A F T E R E F F E C T O F I O N O L A N D POLY-

C H L O R I N A T E D DI P H E N Y L S 

N. 1/. Lashneva, А. V. Khan, I/. A. Tutelyan 

L a b o r a t o r y of E n z y m o l o g y , I n s t i t u t e of Nu-
t r i t i o n , A c a d e m y of Medical Sciences of the 

U S S R , Moscow 

Af te r a s ingle a d m i n i s t r a t i o n of polychlo-
r i n a t e d d i p h e n y l s (sovol) at a dose of 50 mg/kg 
c o n t e n t of hemopro t e in s was increased s imul -
t a n e o u s l y w i t h an increase in the ra te of N-
a n d O-c lemethy la t ion in ra t l iver microsomes . 
Repea t ed a d m i n i s t r a t i o n s of a s y n t h e t i c 
a n t i o x i d a n t 2 ,6 -d i t r e t -bu ty 1-4-methyl phenol 
( ionol) a t a dose of 500 mg/kg s t i m u l a t e d a lso 
the l iver t i ssue monooxygenase sys tem; in 
th i s case , an increase in c o n t e n t of cy tochro-
mes P-450 and br> was a c c o m p a n i e d by a di-
s t i nc t acce l e r a t i on in o x i d a t i o n of the first, 
a n d second types of subs t r a t e s in microsomes . 
A c o m b i n e d e f fec t of sovol and ionol ma in -
t a ined the ra te of mic rosomal e n z y m e s indu-
c t i on , which exceeded m a r k e d l y the va lues 
caused by i n d i v i d u a l e f fec t s of the c o m p o u n d s . 
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A. M. Бабский, M. li. Кондрашова 

ВЛИЯНИЕ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЖИВОТНЫХ ПРИ СТРЕССЕ 
НА ДЫХАНИЕ МИТОХОНДРИЙ 

Л ь в о в с к и й университет им. Ивана Ф р а н к о , Институт биологической физики АН 
СССР, г. Пущи но 

Изменения энергетического обмена 
являются важной составляющей об-
щего адаптационного синдрома или 
стресса 15, 9.1. Они включают и пере-
стройки процессов в митохондриях (MX). 
Исследование этих изменений можно 
проводить путем изучения как реакций 
MX, выделенных из тканей животных 
при стрессе 15, 6] или при введении гор-
монов [10, 111, так и воздействия сыво-
ротки крови животных с измененным 
состоянием организма на MX, получен-
ные от интактных животных 13, 7.1. 
В частности, показано, что дыхание MX 
мозга кошки под действием сыворотки 
крови больных шизофренией изменяется 
в зависимости от тяжести состояния боль-
ного 12, 3]. При увеличении глубины 
заболевания наблюдается прогрессиру-
ющее ослабление энергетического конт-
роля дыхания MX, выражающееся в 
и н ги би р ова н и и фосфор и л и р у ющего ды-
хания (активное состояние, состояние 3) 
и подъеме дыхания покоя (контролируе-
мое состояние, состояние 4) 121. Пред-

ставлялось вероятным, что изменение 
энергетических процессов в выделенных 
MX под действием сыворотки крови мо-
жет явиться чувствительным показате-
лем состояния энергетического обмена 
при различных воздействиях на орга-
низм. Это предположение проверено в 
настоящей работе на примере адапта-
ционного синдрома (иммобилизацион-
ный стресс). 11ри этом использовали ком-
плекс условий, повышающих чувстви-
тельность выявления изменений в орга-
низме с использованием выделенных 
MX 15]. 

Оби а р у ж ен а до 11 о л н и тел ьн а я к р а с-
смотренным выше показателям началь-
ная стадия активации фосфорилирующе-
го дыхания MX, более сильно выражен-
ная при стрессе, чем в норме. Указанные 
изменения отчетливо проявляются на 
MX мозга и печени крыс, что позволяет 
шире применять описываемый метод для 
оценки степени изменений митохондри-
альных процессов в организме живот-
ных и человека. 



М е т о д и к а 

MX печени и мозга выделяли по общеприня-
тым методам с модификациями [5], обеспечи-
вающими лучшее выявление in v i t ro измене-
ний MX in v ivo . В экспериментах исполь-
зовали 70 крыс-самцов линии Вистар массой 
200—220 г. При работе с контрольными жи-
вотными обращали особое внимание на обес-
печение спокойного состояния ж и в о т н ы х . 
С этой целью не менее чем за 2 ч до опыта 
крыс переносили из привычной обстановки 
в и в а р и я и в ы д е р ж и в а л и в ящике с пищей д л я 
п р и в ы к а н и я к новой обстановке. 

В качестве основы метода получения MX 
из головного мозга использовали работу 
К. Ozawa и соавт. [14]. Ж и в о т н ы х декапити-
р о в а л и . Д л я получения более концентриро-
ванной суспензии MX использовали мозг 
2 животных . После извлечения его х р а н и л и 
в течение 10 мин в среде гомогенизации, ох-
л а ж д е н н о й до появления плавающих шелко-
вистых кристаллов . Мозг гомогенизировали 
без предварительного измельчения в гомоге-
низаторе Поттера — Эльвегейма при скорости 
180 об/мин и 3—4 в е р т и к а л ь н ы х ходах пе-
стика. Среда гомогенизации с о д е р ж а л а 0,30 М 
майнит и 0,01 М трис-HCl р Н 7,4. Из 10% 
г ом ore и а та це нтр и фуг и р о в а н и е м п оэта п и о 
осаждали ф р а к ц и ю ядер : 3 мин при 600 g 
и 4 мин при 1300 g без остановки центрифуги . 
Митохондриальную ф р а к ц и ю получали цент-
рифугированием надосадочной жидкости в 
течение 20 мин при 20 000 g. Полученный 
осадок пе промывали . MX разводили средой 
гомогенизации до концентрации 40—50 мг 
белка в 1 мл. 

Д л я получения сыворотки цельную кровь 
брали непосредственно в с т е к л я н н у ю центри-
ф у ж н у ю сухую темную пробирку . От 1 жи-
вотного получали о к о л о 5 мл крови. Пробир-
ку выдерживали в холодильнике при 2 °С 
в течение 30 мин. Стеклянной палочкой про-
водили по внутренней стороне пробирки у 
верхнего к р а я свернувшейся крови и центри-
фугировали 20 мин при 600 g и температуре 
2 °С. Отслоившуюся от сгустка сыворотку 
отсасывали на холоду пастеровской пипет-
кой, не д о п у с к а я гемолиза . Сыворотку ис-
пользовали в день выделения , с о х р а н я я ее 
на льду при ограничении попадания прямого 
света. П р и б л и з и т е л ь н ы й выход сыворотки из 
5 мл крови 0 ,5—1 мл. 

Влияние сыворотки крови на энергетиче-
ский обмен оценивали путем полярографиче -
ской регистрации д ы х а н и я MX мозга в сре-
де инкубации следующего состава: маннит — 
0,17 М, К С 1 — 0 , 0 4 М, К 2 Н Р 0 4 — 0,01 М, 
Э Д Т Д — 2 - 1 0 - 4 М, трис-HCl — 0,02 М ( р Н 
7,4). В среду инкубации вносили 2 ,5—3,5 мг 
митохоидриального белка на 1 мл суспензии. 
Дополнительные добавки: сукцинат — 6 мМ, 
глутамат — 6 мМ, А Д Ф — 170 мкМ. Темпе-
ратура инкубации 20 и 26 °С. Поглощение 
кислорода регистрировали с использованием 
платинового электрода на полярографе LP-7 . 
Исследовали влияние сыворотки крови на 
скорость д ы х а н и я MX в активном состоянии 
(Vn) и в состоянии покоя (V4). Абсолютные 
скорости д ы х а н и я в ы р а ж а л и в нанограмм-
атомах кислорода в 1 мин на 1 мг белка M X . 
Белок определяли по Л о у р и [13]. 

Иммобилизационный стресс (ИС) вызывали 
фиксацией животных в положении на животе 

в течение 24 ч [12]. Развитие стресса контро-
л и р о в а л и по с н и ж е н и ю массы тимуса , увели-
чению массы надпочечников и и з ъ я з в л е н и я м 
ж е л у д к а [9]. 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е -
и и е 

В полярографических исследованиях 
дыхания следует уделять внимание за-
висимости удельных скоростей дыхания 
от концентрации MX при хранении, а 
также инкубации в полярографической 
ячейке [8.1. На рис. 1 приведен пример 
повышения скорости окисления сукци-
ната при замедлении фосфорилирования 
в разведенном препарате MX печени. 
Такой фон, по нашим предыдущим дан-
ным , препятствует выявлению стимули-
рующих воздействий, которые ожидали в 
эксперименте с сывороткой крови при 
стрессе. Можно рекомендовать оптималь-
ные для выявления физиологических из-
менений концентрации MX, которые со-
ставляют (в миллиграммах митохон-
дриального белка на 1 мл суспензии) 
для печени 70—90 и для мозга 40— 
50, а в полярографической ячейке (в мг 
митохондриального белка на I мл пробы) 
для печени 4—5, для мозга 2,5—3,5. 

Вторым фактором, который мы учи-
тывали, было влияние глутамата на ре-
гуляцию окисления сукцината. В боль-
шинстве случаев исследователи [13], ра-
ботая с MX мозга, в качестве субстратов 
используют смесь сукцината с глута-
матом. При этом скорости дыхания воз-
растают, так как уменьшается тормо-
жение сукцинатдегидрогеназы щавеле-
воуксусной кислотой (ЩТ). ЩТ сильно 
выражено у MX мозга и играет сущест-
венную роль в регуляции внутрикле-
точного метаболизма. Другим фактором 
снятия ЩТ может быть повышение тем-
пературы. На рис. 2 представлена за-
висимость скорости окисления сукци-
ната и действия сыворотки крови от 
добавки глутамата и температуры инку-
бации. Видно, что скорость дыхания 
увеличивается при использовании глу-
тамата (см. рис. 2, б, г) и повышении 
температуры (см. рис. 2, в, г), но стиму-
лирующее действие сыворотки крови 
при ИС уменьшается (см. рис. 2, г) 
или даже обращается (см. рис. 2, б) на 
исходно более активных препаратах 
MX. Наиболее глубокое ЩТ наблюда-
ется при низкой температуре (20 °С) 
и отсутствии глутамата (см. рис. 2, а). 
Основным фактором ускорения дыхания 
при низкой температуре является добав-
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Рис. 1. Зависимость MX. 
К о н ц е н т р а ц и я 

белка 

скорости д ы х а н и я от концентрации суспензии 
ААХ в с у с п е н з и и и п о л я р о г р а ф и ч е с к о й ячейке соответственно: Л — 7 3 , 0 и 4 ,5 мг 
в I мл; Б 17,5 и 1,1 мг белка в I мл. Температура инкубации 23 °С. 

Рис . 2. Зависимость скорости ф о с ф о р и л и р у ю щ е г о д ы х а н и я MX мозга !крысы и 
действия сыворотки крови от температуры инкубации проб, содержавших субст-

раты о к и с л е н и я . 
Температура инкубации: А — 2О °С; 1> — 2 6 °С- Субстраты окисления: а. и сукцинит С> мМ; 
Г>, г с у к ц и н а т | глутамат по G мМ. К о н ц е н т р а ц и я MX 3 мг белка в I мл. Светлые столби-
ки ннтактные MX; з а ш т р и х о в а н н ы е - -(-сыворотка спокойных крыс, темные -{-сыво-

ротка крыс после 11С. К о н ц е н т р а ц и я сыворотки 0 ,02 л /л . 

Рис. 3. В л и я н и е различных концентраций [сыворотки крови крыс после ИС на 
скорости д ы х а н и я MX мозга крыс в третьем (светлые столбики) и четвертом (за-

штрихованные столбики) метаболическом состоянии. 
Концентрация сыворотки: 1 0; 2 - 0,01 л /л; 3 — 0 ,02 л/л; 4- 0 , 0 3 л/л; 5 — 0 ,04 л/л; б 
0 , 0 5 л /л . Сыворотку д о б а в л я л и в пробу до M X . Субстрат окисления: сукцинат + г л у т а м а т по 

К о н ц е н т р а ц и я M X 2,4 мг белка в 1 мл. Температура инкубации 26 °С . 6 мМ. 

ка глутамата, стимулирующая дыхание 
более чем в 2 раза (см. рис. 2, б). Однако 
Щ Т при 20 ° С снимается не полностью. 
11овышение температуры до 26 ° С до-
полнительно значительно активир ует 
дыхание M X за счет более полного сня-
тия Щ Т , так как глутамат дополнитель-
но активирует дыхание всего на 2 8 % 
(см. рис. 2, г). Т а к и м образом, при тем-
пературе 26 ° С Щ Т более лабильно и 
легче может быть снято соответствую-
щими добавками. Оптимальным условием 
для обнаружения действия сыворотки 
крови при стрессе является температура 
26 ° С при отсутствии глутамата. 

Д а н н ы е о влиянии сыворотки крови на 
скорости дыхания интактных M X мозга 
в оптимальных условиях представлены 
в таблице, из которой следует, что сы-
воротка крови животных в покое и при 
И С увеличивает V ; { и V 4 , а сыворотка 
крови «стрессовых» животных усили-
вает этот эффект. Высокая достовер-
ность данного вывода подтверждается 
статистической обработкой с использо-
ванием критерия Вилкоксона [12]: р С 
< 0 , 0 1 . Сходную, но менее выраженную 
зависимость наблюдали и на M X пе-
чени. Т а к , разница между действием 

сыворотки крови (при увеличенной кон-
центрации) крыс в покое и при И С по 
V 3 была около 8 % , а по V 4 еще меньше. 

Максимальное активирующее действие 
сыворотки крови наблюдали при ее 
концентрации в полярографической ячей-
ке 0,02 л /л (рис. 3). П р и увеличении 
концентрации от 0,02 до 0,05 л / л сни-
жалась при одновременном повышении 
V 4 . П р и концентрации выше 0,05 л / л 
наступало полное разобщение окисли-
тельного фосфорилирования, и тогда 
и V 4 равны. В этом случае различия 

Изменение скоростей дыхания MX мозга интакт-
ных крыс под влиянием сыворотки крови крыс 

в покое и при И С 

V , % V , % 

Интактиые 
MX 3 0 , 5 5 ± 4 , 6 0 100 63,55=ь3,75 100 
+ с ы в о р о т к а 

63,55=ь3,75 

К 3 7 , 3 2 ± 3 , 6 6 122 6 8 , 6 2 ± 2 , 9 0 108 
Н-сыворотка 
ИС 4 1 , 3 0 ± 4 , 3 2 135 78 ,20+2 ,64 123 

П р и м с ч а н и е. 1\ животные в покое; 
ИС — подвергнутые стрессу; концентрация сы-
воротки в ячейке 0,02 л /л . 
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между влиянием сыворотки крови в по-
кое и при ИС не наблюдали. При пони-
жении концентрации ниже 0,02 л/л 
влияние сыворотки крови уменьшалось. 
Такие взаимозависимости между ско-
ростями дыхания MX характерны для 
действия сыворотки крови крыс и в 
покое, и при ИС. Наличие подобной за-
висимости между скоростями дыхания 
в контролируемом и активном состоя-
нии MX позволяет предположить су-
ществова ни е стимул и р у ющего и и и ги -
бирующего начала в сыворотке крови 
при действии на дыхание MX. 

Известно, что морфологические и 
функциональные изменения, наблюдае-
мые при стрессе, связаны с активацией 
симпатоадреналовой системы (ось ги-
поталамус — гипофиз — надпочечники) 
и системы мобилизационных реакций 
организма. Такое напряжение адапта-
ционных механизмов приводит к ги-
перактивному состоянию MX, которое 
наряду с ускорением энергопродукции 
характеризуется гиперактивацией транс-
порта кальция, приводящей к повреж-
дению мембран 14], что существенно па-
ру LU а ет 11 о р м ал ьное фу и к циони р оваи ие 
MX и клеток. Как показали проведенные 
исследован и я, ги 11 ер акти вное состоя ни е 
MX в организме при ИС можно выявить 
по действию сыворотки крови подопыт-

ного животного на MX иитактного жи-
вотного, что дает возможность следить 
за изменениями при различных физио-
логических и патологических состояниях 
животных и человека. 
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E F F E C T O F A N I M A L B L O O D S E R U M ON 
M I T O C H O N D R I A L R E S P 1 R A T I O N IN 

S T R E S S 

A. M. Bub sky, M. N. Kondrashova 

1. F r a n k o S ta l e U n i v e r s i t y , Lvov, I n s t i t u t e 
of Biological Phys i c s , A c a d e m y of Sciences 

of the U S S R , P use hi no 

Effee t of sma l l a m o u n t s of rat blood s e rum 
on r e sp i r a t i on of the a n i m a l bra in mi tochond-
ria was s t u d i e d . The fo l lowing c o n d i t i o n s we-
re shown to be c r i t i c a l : the r a t s had to be kept 
u n d i s t u r b e d to avoid the e f fee t s of s t ress , 
high c o n c e n t r a t i o n s of m i t o c h o n d r i a l suspen-
sion had to be used, i n c u b a t i o n of the suspen-
sion at 26° and use of succ ina te as a s u b s t r a t e 
of ox ida t i on were a lso e s s e n t i a l . Low concen-
t r a t i o n s of blood se rum o b t a i n e d f rom ra t s , 
m a i n t a i n e d in t r a n q u i l e s t a t e a n d , especia l -
ly, under c o n d i t i o n s of i m m o b i l i z a t i o n s t ress , 
insreased the resp i ra t ion ra te in ac t ive s t a t e 
(V;,) as wel l as in unac t i ve s t a t e (V^). An in-
crease in c o n c e n t r a t i o n of blood se rum caused 
an i n h i b i t i o n of the V;, and a c t i v a t i o n of the 
V,, s t a t e s as well as c o m p l e t e uncoup l i ng of 
o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n in m i t o c h o n d r i a . 
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