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Проведено сравнительное исследование влияния кальциевой нагрузки на митохондрии сердца крысы
(МСК(K+)), у которых часть ионов K+ в их матриксе была заменена на ионы Na+ (МСК(Na+)). Нагруз-
ка МСК(K+) кальцием снижала их дыхание, разобщенное 2,4-динитрофенолом, и уменьшала потен-
циал внутренней мембраны (∆Ψмито). При этом набухание этих митохондрий увеличивалось в средах с
25 мМ K-ацетатом или 125 мМ NH4NO3. Эти эффекты кальциевой нагрузки были еще больше в анало-
гичных опытах с МСК(Na+). Ингибиторы митохондриальной кальций-зависимой поры (МКЗП), АДФ
и циклоспорин А, полностью устраняли вышеуказанные эффекты Ca2+ в опытах с МСК(K+), и лишь
частично в опытах с МСК(Na+). При увеличении внеклеточной концентрации Na+ наблюдался поло-
жительный инотропный эффект, однако пре-инкубация в бескальциевом растворе приводила к отри-
цательному инотропному эффекту. Таким образом, частичная замена K+ на Na+ в матриксе сделала
митохондрии сердца крысы более чувствительными к Ca2+ и увеличивала в их внутренней мембране
вероятность открытия МКЗП. Вместе с увеличением цитоплазматического [Na+]i это может увеличи-
вать кальциевую перегрузку кардиомиоцитов, делая более вероятным их повреждение при ишемии/ре-
перфузии.
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Концентрация Na+ в цитоплазме кардиомиоци-
тов, как известно, увеличивается в результате ише-
мии сердечной мышцы, но при этом накопления в
этих клетках Ca2+ не наблюдается [1, 2]. Последую-
щая реперфузия миокарда способствует кальцие-
вой и натриевой перегрузке кардиомиоцитов и ми-
тохондрий [2–4]. Повреждение мембран клеток и
митохондрий является другим отрицательным по-
следствием ишемии/реперфузии, наряду с умень-
шением цитоплазматической концентрации АТФ
в кардиомиоцитах [4–6]. Ишемия сердечной мыш-
цы крысы приводит к снижению давления в левом
желудочке, а также в результате этого снижается
скорость дыхания митохондрий в состоянии 3,
изолированных из этой ткани [1]. В результате
ишемии/реперфузии происходит активное по-
ступление в матрикс ионов Na+ посредством
Na+/Ca2+ и Na+/H+ митохондриальных обмен-
ников [1, 3, 7, 8].

В результате ишемии/реперфузии цитоплазма-
тическая концентрация ионов Na+ в кардиомиоци-
тах, как было показано, достигает 25–35 мМ [8]. По
этой причине ранее мы исследовали [9] митохон-
дрии сердца крысы (МСК), матрикс которых был
нагружен ионами Na+ в среде, содержащей 100 мМ
NaCl. В матриксе таких митохондрий концентра-
ция Na+ увеличивалась от 23 до 44 мМ [9]. В срав-
нении с контрольными органеллами без натриевой
нагрузки (МСК(K+)) у митохондрий с повышен-
ной концентрацией Na+ в их матриксе
(МСК(Na+)) возрастали пассивная калиевая и про-
тонная проницаемость их внутренней мембраны
(ВММ) и энергозависимое поступление K+ в мат-
рикс. При этом снижались скорости дыхания ми-
тохондрий, находящихся в состоянии 3 и 3РДНФ
(разобщенные ДНФ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Показано, что окислительный стресс и кальци-
евая перегрузка митохондрий делали более вероят-
ным открытие митохондриальной кальций-зави-
симой поры (МКЗП) в их внутренней мембране
(ВММ) что является причиной возникновения по-
вреждений сердечной мышцы из-за ишемии/ре-
перфузии [10–13]. В данном случае наблюдается
нарушение структуры наиболее важного и сложно-
го I митохондриального комплекса дыхательной
цепи [14].

Концентрация внутриклеточного натрия
([Na+]i) играет важную роль в контроле внутрикле-
точной концентрации кальция ([Ca2+]i), поскольку
[Na+]i является основным регулятором Na+/Ca2+

обменника [15, 16]. Са-АТФаза саркоплазматиче-
ского ретикулума и Na+/Ca2+ обменник – два ос-
новных из четырех регулирующих механизмов
снижения [Ca2+]i в цитоплазме [16]. Na+/Ca2+ об-
менник – это сарколеммальный белок, который
двунаправленно обменивает три иона Na+ на один
ион Ca2+. Направление обмена зависит от вне- и
внутриклеточных концентраций Na+ и Ca2+, а так-
же от величины мембранного потенциала. При ве-
личине мембранного потенциала, равной величи-
не потенциала покоя Na+/Ca2+ обменник служит
преимущественно для удаления Ca2+ из клетки, од-
нако, при деполяризации через Na+/Ca2+ обмен-
ник осуществляется приток Ca2+ клетку. Увеличе-
ние концентрации [Na+]i приводит к снижению
скорости вытеснения Ca2+ через Na+/Ca2+ обмен-
ник и оказывает положительный инотропный эф-
фект [17, 18]. Однако такое увеличение [Ca2+]i по-
средством увеличения концентрации [Na+]i может
приводить к нарушению ритма сердца и особенно
опасно для сердца в условиях ишемии/реперфузии
[17–19]. В данной работе мы стимулировали рост
[Na+]i методом увеличения внеклеточной концен-
трации натрия в растворе Рингера и изучали эф-
фекты повышенной концентрации Na+ на спон-
танное сокращение препаратов предсердий ля-
гушки. Вместе с тем можно полагать, что
сопоставление данных, полученных в опытах с ис-
пользованием представителей этих двух видов жи-
вотных, вполне оправдано исходя из полученных
ранее данных о единой структурной организации
митохондрий в сократительных тканях всех типов
многоклеточных животных и также в исследован-
ных хондриомах сердца крысы и сердца лягушки
Rana ridibunda.

Цель данной работы – исследовать эффекты на-
триевой перегрузки кардиомиоцитов на динамику
мышечных сокращений и оценить влияние нагруз-
ки митохондрий сердца крысы ионами Na+ и Ca2+

на потенциал внутренней мембраны, дыхание ми-
тохондрий в состояниях 4 и 3РДНФ, на набухание

этих органелл, а также на индукцию в их внутрен-
ней мембране кальций-зависимоой поры (МКЗП).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. В работе использовали
самцов породы Вистар весом 200–250 г. Животные
содержали при 20–23°C с 12-часовым циклом
свет/темнота со свободным доступом к питьевой
воде и к стандартной диете для крыс. В работе так-
же использовали самцов лягушек Rana ridibunda ве-
сом 140–160 г. Животные содержались при 8–10°C
с 12-часовым циклом свет/темнота в ванне с не-
большим количеством воды.

Выделение митохондрий. Митохондрии сердца
крысы (МСК(K+)) выделяли согласно методике,
разработанной нами ранее [20]. Концентрация
(мМ) ионов K+ и Na+ в матриксе этих митохондрий
была соответственно 128 ± 11 и 23 ± 2 [9]. Нагрузку
матрикса МСК ионами натрия проводили в рас-
творе, содержащем 5 мМ Трис-HCl (pH 8.60) и
110 мМ NaCl, согласно детально описанной нами
ранее процедуре [9]. Концентрация (мМ) ионов K+

и Na+ в матриксе нагруженных Na+ митохондрий
сердца крысы (МСК(Na+)) оказалась соответ-
ственно равна 101 ± 4 и 44 ± 2 [9]. Концентрацию
белка в митохондриальных препаратах оценивали
методом Бредфорда. Она оказалась около 25–
30 мг/мл.

Измерение скоростей поглощения кислорода в
препаратах изолированных из сердца крысы мито-
хондрий. Данные скорости (натомов O/мин мг бел-
ка) тестировали при 26°С в ячейке объемом 1.5 мл
на полярографе LP-7 (ЧССР) методом полярогра-
фии с применением закрытого платинового элек-
трода Кларка. Оценивали дыхание энергизован-
ных смесью глутамата и малата митохондрий, на-
ходящихся в состояниях 40 и 3РДНФ (разобщенном
2,4-динитрофенолом) [21]. Митохондрии (1 мг
белка в 1 мл) инъецировали в среду, содержащую
(мМ): 20 MOPS (pH 7.3), 125 KСl, 10 глутамат,
3 KH2PO4, 2 малат и 0.05 EGTA. Остальные добав-
ки указаны в подписи к рис. 1.

Оценка набухания митохондрий спектрофотомет-
рическим методом. Увеличение объема митохон-
дриального матрикса (набухание митохондрий)
исследовали с использованием спектрофотометра
СФ-46 (ЛОМО, РФ) при температуре 20°С по сни-
жению оптической плотности митохондриальной
суспензии из-за уменьшения светорассеяния при
длине волны 540 нм. Органеллы (1 мг белка в 1 мл)
вносили в среду, содержащую (мМ): 5 Трис-HCl
(pH 7.3) и 125 NH4NO3 или 100 сахарозы, 25 K-аце-
тата и 10 трис-HCl (pH 7.3). Во всех средах присут-
ствовал олигомицин (4 мкг/мл). Остальные добав-
ки указаны в подписях к рис. 2 и 3.
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КОРОТКОВ и др.

Оценка потенциала внутренней мембраны мито-
хондрий. Трансмембранный потенциал (∆Ψмито)
тестировали при 20°С стандартным методом [20] с
использованием спектрофлуориметра Shimadzu
RF-1501 (Shimadzu, Япония). Измеряли изменение
интенсивности флуоресценции сафранина О. Дли-
на волны возбуждающего света была 485 нм, а дли-
на эмиссионной волны равнялась 590 нм. Мито-

хондрии (0.5 мг белка в 1 мл) вносили в среду, со-
держащую (мМ): 10 трис-HCl (pH 7.3), 125 KCl,
50 сахарозы, 3 MgCl2 и 3 трис-PO4, а также 3 мкМ
сафранин и 1 мкг/мл олигомицина. Другие добав-
ки приведены в подписях к рис. 4.

Регистрация и анализ параметров сокращения.
Для изучения инотропного эффекта натрия ис-
пользовали спонтанно-сокращающиеся препара-
ты предсердий лягушки Rana ridibunda. Подробное
описание методики было представлено ранее [22].
Препараты помещали вертикально в ячейку из орг-
стекла и с помощью стальных крючков растягива-
ли до оптимальной длины для получения макси-
мальных спонтанных сокращений. Все экспери-
менты проводили в изометрическом режиме и при
температуре 8°C. С одной стороны препарат кре-
пили к неподвижному платиновому крючку, с дру-
гой стороны к тензометрическому датчику для из-
мерения силы сокращений. Сигнал с тензодатчика
подавался на компьютер, где обрабатывался с по-

Рис. 1. Влияние Ca2+ на скорость поглощения кислоро-
да энергизованными глутаматом и малатом митохон-
дриями сердца крысы. Митохондрии (1 мг/мл) были
внесены в среду, содержащую 125 мМ KCl, 20 мМ трис-
MOPS (pH 7.3), 3 мМ трис-PO4, 10 мМ глутамат и 2 мМ
малат. Числами над кривыми показаны скорости по-
глощения кислорода (натом O/мин на 1 мг белка). Вер-
тикальными стрелками показаны добавки митохон-
дрий: а – (RHM(K+), b – RHM(Na+). Наклонными
стрелками обозначено внесение в среду 150 мкМ Ca2+

(Ca2+), 1 мкМ CsA (CsA), 4 мкг/мл олигомицина (OM)
и 30 мкМ 2,4-динитрофенола (DNP). Цифрами справа
от кривых показано: 1 – без добавок, 2 – Ca2+, 3 – ОМ
+ Ca2+ + CsA.
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Рис. 2. Влияние Ca2+ на набухание (ΔD540) митохон-
дрий сердца крысы в среде с NH4NO3. Митохондрии
(1 мг/мл) добавляли в среду, содержащую 125 мМ
NH4NO3, 5 мМ трис-HCl и 1 мкг/мл олигомицина, а
также (где указано) 100 мкМ Ca2+ (Ca2+), 2 мкМ CsA
(CsA), 500 мкМ ADP (ADP). Цифрами справа от кри-
вых показана добавка до митохондрий: 1 – без добавок,
2 – Ca2+, 3 – Ca2+ + CsA + ADP. Стрелками показаны
добавки митохондрий: а - (RHM(K+), b – RHM(Na+),
а также 10 мМ глутамат с 2 мМ малатом (G + M).
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мощью программы WinPulse. Силу сокращения
выражали в Ньютонах (Н). В экспериментах ис-
пользовали раствор Рингера, содержащий (мМ):
2.5 KCl, 110 NaCl, 2.5 CaCl2, 1 MgCl2, 0.5 NaHCO3,
0.75 NaH2PO4 и 5 глюкозы (pH 7.4). Повышенную
концентрацию натрия получали добавлением со-
ответствующего количества NaCl в раствор Ринге-
ра.

Схема экспериментов была следующей: пред-
сердия инкубировались в растворе с повышен-
ной концентрацией Na+ (140 мМ), затем из рас-
твора убирали Са2+, а затем снова добавляли.
Время инкубации в каждом из растворов состав-
ляло 3–4 мин.

Применяли стандартные способы статистиче-
ской обработки результатов с использованием кри-
терия Стьюдента в статистической программе Mic-
rosoft Origin 6.0. Различия считали достоверными
при р < 0.05. На всех рисунках представлены стан-
дартные результаты из трех независимых экспери-
ментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние кальция на митохондрии сердца крысы,

нагруженные Na+. Мы обнаружили ранее, что пере-
грузка МСК(K+) ионами Ca2+ индуцировала от-
крытие поры во ВММ митохондрий сердца крысы,
что проявлялось в снижении их дыхания в состоя-
нии 3РДНФ (рис. 1a, кривые 1 и 2) [23]. После внесе-

Рис. 3. Влияние Ca2+ на набухание (ΔD540) митохон-
дрий сердца крысы в среде с K-ацетатом и сахарозой.
Митохондрии (1 мг/мл) добавляли в среду, содержа-
щую 25 мМ K-ацетат, 100 мМ сахарозу, 10 мМ трис-
ацетат и 1 мкг/мл олигомицина. Добавки и обозначе-
ния как на рис. 2.
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Рис. 4. Влияние Ca2+ на изменение потенциала
(ΔΨмито) внутренней мембраны энергизованных глу-
таматом и малатом митохондрий сердца крысы. Мито-
хондрии (0.5 мг/мл) вносили в среду, содержащую
125 мМ KCl, 10 мМ трис-HCl, 3 мМ MgCl2, 3 мМ трис-
PO4, 3 мкМ сафранин О и 1 мкг/мл олигомицина, а
также (где указано) 1 мкМ CsA (CsA) и 500 мкМ ADP
(ADP). Стрелками показаны добавки митохондрий: а –
(RHM(K+), b – RHM(Na+), а также 10 мМ глутамат с
2 мМ малатом (G + M), 60 мкМ Ca2+ (Ca2+) и 1 мкМ
FCCP (FCCP). Цифрами справа от кривых показаны опы-
ты: 1 – без добавок, 2 – Ca2+, 3 – Ca2+ + CsA + ADP.

2 min

300
�F485/590

2 min

300
�F485/590

RHM(K+)
G+M

RHM(Na+)

G+M

(a)

(b)

Ca2+

Ca2+

Ca2+

Ca2+

FCCP

FCCP

1

3

2

1

3

2



488

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 6  2021

КОРОТКОВ и др.

ния Ca2+ в среду наблюдалось уменьшение дыха-
ния энергизованных глутаматом и малатом
МСК(Na+), находящихся в состоянии 3РДНФ
(рис. 1b, кривые 1 и 2). Такое уменьшение данного
дыхания было больше по сравнению с аналогич-
ным снижением дыхания в опытах с контрольны-
ми митохондриями (МСК(K+)) (рис. 1a, кривые 1
и 2). Эксперименты с ингибитором МКЗП цикло-
спорином А (CsA) показали, что индуцированное
кальцием снижение дыхания в состоянии 3РДНФ
полностью исчезало в контроле (рис. 1a, кривая 3)
и дыхание этих митохондрий показало значения,
найденные в бескальциевых опытах (рис. 1a, кри-
вая 1). В подобных опытах с МСК(Na+) воздей-
ствие CsA было явно слабее (рис. 1b, кривая 3) и
дыхание этих митохондрий в состоянии 3РДНФ
практически не изменилось в сравнении с опыта-
ми с Ca2+ без CsA (рис. 1b, кривая 2). Поскольку
снижение дыхания в состоянии 3РДНФ не обяза-
тельно является результатом открытия кальций-за-
висимой поры во ВММ, а может быть связано с
увеличением митохондриального объема [23, 24],
поэтому мы изучали набухание митохондрий,
МСК(Na+) и МСК(K+), в средах с NH4NO3 или с
K-ацетатом и сахарозой.

Набухание неэнергизованных митохондрий в
среде, содержащей NH4NO3, дает возможность
изучить пассивную проницаемость ВММ для H+,
поскольку эта мембрана имеет высокую проницае-
мость для анионов NO3

– и молекул аммиака (NH3),
образующихся при диссоциации катионов аммо-
ния (NH4

+) на NH3 и протоны [25]. В этом случае
набухание органелл зависит только от поступления
H+ в матрикс. На рис. 2a (кривые 1 и 2) можно уви-
деть, что независимо от присутствия кальция, де-
энергизованные МСК(K+) слабее набухали в этой
среде в сравнении с аналогичными результатами,
найденными в опытах с МСК(Na+) (рис. 2b, кри-
вые 1 и 2). Возможно, большая пассивная протон-
ная проницаемость ВММ, найденная нами ранее в
опытах с МСК(Na+) [9], является причиной такого
результата, что позволяет предположить отсут-
ствие влияния ионов Ca2+ на эту проницаемость.
Можно увидеть (рис. 2а и 2b, кривая 1), что мито-
хондрии активно сжимались после внесения в сре-
ду глутамата и малата по причине откачки ионов
аммония ( ) из матрикса в результате работы
K+/H+ обменника [25, 26]. Обнаруженное здесь
(рис. 2а, кривая 2) массивное набухание нагружен-
ных кальцием МСК(K+) обусловлено появлением
во внутренней мембране МКЗП [23]. При нали-
чии в этой среде ингибиторов МКЗП (АДФ и
CsA) набухание этих митохондрий сменилось их
заметным сжатием (рис. 2а, кривая 3). С другой
стороны, такого результата не удалось достичь в
аналогичных опытах с МСК(Na+) (рис. 2b, кри-

+
4NH

вая 3). Кальциевая нагрузка этих митохондрий сти-
мулировала большее их набухание после внесения
субстратов, а влияние АДФ и CsA было слабее
(рис. 2b, кривая 3).

Изучение набухания энергизованных митохон-
дрий в 160 мОсм среде с CH3COOK и сахарозой да-
ет возможность оценить электрофоретический
транспорт K+ в матрикс энергизованных митохон-
дрий [20, 26]. В этом случае ионы K+ накапливают-
ся в матриксе электрофоретически при помощи
K+-унипортера митохондрий. Анион ацетата во
внешней среде находится в равновесии со свобод-
но проникающими через ВММ молекулами
CH3COOH, которые, проникнув в митохондрии,
снова диссоциируют на CH3COO– и протоны, ко-
торые далее удаляются из матрикса протонными
помпами электрон-транспортной цепи энергизо-
ванных митохондрий [27]. В конечном итоге про-
исходит накопление в матриксе ацетата калия и
идущей за ним воды, что влечет за собой набухание
митохондрий (рис. 3а и 3b, кривая 1). В сравнении
с МСК(K+), набухание МСК(Na+) было больше
после внесения субстратов в калий ацетатную сре-
ду с Ca2+ (рис. 3а и 3b, кривая 2). Независимо от на-
личия кальция в калий ацетатной среде, набухание
МСК(Na+) оказывалось всегда больше аналогич-
ного набухания МСК(K+).

Индуцированное кальцием набухание энерги-
зованных митохондрий (рис. 3а и 3b, кривая 3) за-
метно снижалось в среде с АДФ и CsA, и стало
сопоставимо с результатами опытов без кальция
(рис. 3а и 3b, кривая 1). Однако данные ингибиторы
действовали слабее в экспериментах с МСК(Na+).

Как известно, снижение флюоресценции саф-
ранина О в митохондриальной суспензии свиде-
тельствует о возникновении электрохимического
потенциала (ΔΨмито) внутренней мембраны [28]. В
этом случае на ее матриксной стороне возникает
отрицательный заряд являющейся движущей си-
лой при движении сафранина О в митохондрии. В
опытах без Ca2+ и ингибиторов потенциал внутрен-
ней мембраны МСК(K+) после добавки глутамата
и малата снижался медленнее (рис. 4а, кривая 1),
чем в аналогичных опытах с МСК(Na+) (рис. 4b,
кривая 1). После добавки Ca2+ в среду наблюдалось
ощутимое снижение ΔΨмито в опытах с МСК(Na+)
(рис. 4b, кривая 2), однако этот эффект был не так
выражен в аналогичных опытах с МСК(K+)
(рис. 4а, кривая 2) и был сопоставим со снижением
потенциала, найденным в опытах без кальция
(рис. 4а, кривая 1). Индуцированное кальцием от-
крытие поры во ВММ приводит к снижению ΔΨмито
и выходу сафранина О из митохондрий в инкуба-
ционную среду, что регистрируется как увеличение
флуоресценции этого красителя [23, 29, 30]. Инду-
цированное кальцием уменьшение ΔΨмито в опытах
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с МСК(K+) было ингибировано в присутствии
АДФ и CsA (рис. 4а, кривая 3), однако эффект по-
следних был заметно слабее в аналогичных экспе-
риментах с МСК(Na+) (рис. 4b, кривая 3).

Существует точка зрения [12], что в цитоплазме
миоцитов существует некий микродомен, натрие-
вое пространство с нечеткими границами
(Na+ “Fuzzy Space”), тесно примыкающий к сарко-
плазматическому ретикулуму. Регулирование кон-
центрации Na+ в этом пространстве обеспечивает-
ся за счет Na+–Ca2+ обменника и Na+ канала сар-
колеммы, а также активностью Na+ помпы
(Na+/K+-АТФазы). Увеличение поступления Na+ в
цитоплазму миоцитов связывают с открытием Na+

канала в плазмолемме [12]. Приток ионов Na+ в это
пространство вследствие ишемии может способ-
ствовать поступлению Ca2+ в цитоплазму по меха-
низму Na+/Ca2+ обмена, что усиливает кальциевую
перегрузку миоцитов [12]. Другими причинами
Na+ и Ca2+ перегрузки миоцитов во время ише-
мии/реперфузии могут быть приток Na+ в мио-
плазму через Na+/H+ обменник, а также наруше-
ние функции Na+/K+-АТФазы из-за истощения
АТФ и увеличение притока Na+ через гемиканалы
коннексина [12]. Как известно, результатом ише-
мии является увеличение концентрации Na+, H+ и
Ca2+ в матриксе митохондрий с одновременным
увеличением ионной проницаемости внутренней
мембраны [4].

При последующей реперфузии концентрация
H+ в плазмолемме снижается, а концентрация Ca2+

еще больше возрастает, и в частности за счет
Ca2+/Na+ обменника, который транспортирует
ионы Na+ в цитопламу с последующим их удалени-
ем из цитоплазмы кардиомиоцитов Na+/K+-АТФа-
зой [4]. Ранее было обнаружено, что концентрация
Ca2+ в матриксе митохондрий [Ca2+]м сапонин пер-
меабилизованных кардиомиоцитов дозозависимо
уменьшалась при FCCP-индуцированном сниже-
нии ΔΨмито и достигала 50% от исходного уровня
при полном обнулении потенциала в условиях
полного ингибирования Ca2+ унипортера [31].
Снижение ΔΨмито при условии эксперимента
[Ca2+]м < [Ca2+]с стимулировало открытие МКЗП и
вход ионов Ca2+ в матрикс деэнергизованных ми-
тохондрий. Однако в присутствии CsA (игибитора
МКЗП) происходило уменьшение [Ca2+]м, что свя-
зывали с удалением Ca2+ из матрикса посредством
Na+/Ca2+ обмена. При этом ингибирование этого
обменника в безнатриевом растворе устраняло
этот эффект, и в матриксе сохранялась высокая
концентрация Ca2+ [31, 32]. Поскольку наша среда
не содержала Na+, то в этом случае Na+/Ca2+ об-
менник был не активен и концентрация Ca2+ в мат-

риксе МСК(Na+) не могла снижаться в опытах с
CsA.

Поглощение митохондриями кальция в основ-
ном катализируется расположенным во внутрен-
ней мембране кальциевым унипортером, тогда как
удаление ионов Ca2+ из матрикса возбудимых тка-
ней осуществляется в основном за счет митохон-
дриального Ca2+/Na+ обменника [13, 31, 33]. При
наличии кальция запускается катализируемый
циклофилином D процесс структурной перестрой-
ки белков, ответственных за открытие МКЗП во
внутренней мембране [4]. Этот процесс ингибиру-
ется селективным ингибитором этой поры цикло-
спорином А (CsA) уже в наномолярных концентра-
циях. При умеренной кальциевой нагрузке орга-
нелл МКЗП открывается в низко-проводящем
состоянии и ВММ становится проницаемой для
небольших неорганических катионов, и в том чис-
ле для Ca2+ [35]. В связи с этим ряд исследователей
предположили, что открытие такой поры, возмож-
но, является еще одним путем удаления кальция из
энергизованных митохондрий [11, 13]. С другой
стороны, открытие МКЗП при патофизиологиче-
ских условиях может служить в качестве пути
транспорта Ca2+ в митохондрии [11, 13, 33].

Ранее показали, что скорости дыхания энерги-
зованных NAD-зависимыми субстратами мито-
хондрий в состоянии 3 заметно снижались при
уменьшении концентрации ионов K+ в их матрик-
се [36]. При этом было обнаружено [9, 36, 37]
(рис. 1a, 1b, кривые 1), что в результате нагрузки
ионами Na+ митохондрий печени и сердца крысы
их дыхание в состоянии 3РДНФ снижалось в сравне-
нии с дыханием контрольных органелл (без Na+

нагрузки). Одной из причин такого снижения ды-
хания может быть уменьшение транспорта элек-
тронов в НАДН-убихиноновом участке дыхатель-
ной цепи [38]. Индуцированное кальцием сниже-
ние дыхания митохондрий в состоянии 3РДНФ
(рис. 1a и 1b, кривые 2) и в этом случае было более
заметно в опытах с МСК(Na+). Возможно, такой
результат может быть связан с тем, что Na+ увели-
чивал выход Mg2+ и адениновых нуклеотидов из мат-
рикса нагруженных кальцием митохондрий [39].

Влияние избыточной концентрации натрия на ам-
плитуду спонтанных сокращений предсердий лягуш-
ки. В наших экспериментах увеличение внекле-
точной концентрации Na+ на 30 мМ приводило к
положительному инотропному эффекту (сокра-
щения 4 и 5 на рис. 5с). Амплитуда спонтанных со-
кращений увеличивалась на 22 ± 2% (n = 3, p < 0.05).

Причем время нарастания напряжения и время
полурелаксации одиночного сокращения практи-
чески не изменялись при увеличении внеклеточ-
ного натрия. Однако инкубация предсердий в
бескальциевом растворе при повышенной кон-
центрации натрия приводила к отрицательному
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инотропному эффекту. Амплитуда спонтанных со-
кращений снижалась на 31 ± 7% (n = 3, p < 0.01) (со-
кращение 4 vs. 7 на рис. 5с) и полностью не восста-
навливалась при нормальной концентрации каль-
ция. При этом в бескальциевом растворе
инотропный эффект натрия полностью нивелиро-
вался (сокращение 2 vs. 6 на рис. 5). Поэтому, мы
можем предположить, что инотропный эффект по-
вышенной концентрации натрия может быть обу-
словлен изменением [Ca2+]i. Частота спонтанных
сокращений была практически постоянной как в
растворе с высокой концентрацией натрия, так и в
бескальциевых растворах, что свидетельствует о
том, что ионы натрия практически не влияют на
пейсмекерную активность предсердий. Однако в
некоторых экспериментах мы наблюдали появле-
ние аритмий при инкубации предсердий в растворе
с высокой концентрацией натрия. Положитель-
ный инотропный эффект в наших экспериментах
мог быть обусловлен увеличением [Na+]i, что при-
водит к увеличению [Сa2+]i. Однако отрицатель-
ный инотропный эффект натрия при преинкуба-
ции в бескальциевом растворе (рис. 5с) был обна-
ружен нами впервые и молекулярные механизмы
такого снижения неизвестны. Однако нельзя ис-

ключить, что одной из причин является нарушение
митохондриальных функций.

Заключение. И так, натриевая перегрузка мито-
хондрий сердца крысы привела к увеличению чув-
ствительности этих органелл к действию на них
Ca2+, что проявилось в заметном снижении дыха-
ния этих митохондрий в состоянии 3РДНФ, умень-
шении ΔΨмито и увеличении их набухания в соле-
вых средах в сравнении с такими же опытами с
МСК(K+). Более слабое действие ингибиторов
МКЗП (АДФ и CsA) на кальциевые эффекты в экс-
периментах с МСК(Na+) дает основание предполо-
жить, что нагрузка матрикса ионами Na+ облегчает
открытие МКЗП во внутренней мембране и делает
эту пору менее чувствительной к действию ингиби-
торов. Наряду с увеличением [Na+]i в цитоплазме
это может приводить к усилению кальциевой пере-
грузки кардиомиоцитов, обусловливая, в свою оче-
редь, еще большее их повреждение при ишемии и
последующей реперфузии.
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A comparative study of the effect of calcium load on rat heart mitochondria [RHM(K+)] in which a part of the
K+ ions in their matrix were replaced by Na+ ions [RHM(Na+)] was carried out. Calcium loading of RHM(K+)
decreased their 2,4-dinitrophenol-uncoupled respiration and reduced the inner membrane potential (∆Ψmito).
Swelling of these mitochondria increased in media with 25 mM potassium acetate or 125 mM NH4NO3. These
effects of calcium loading were even greater in similar experiments with RHM(Na+). Inhibitors of the mitochon-
drial permeability transition pore (MPTP), ADP and cyclosporin A (CsA), abolished completely the above-
mentioned effects of Ca2+ in experiments with RHM(K+) and did only partially in experiments with
RHM(Na+). A positive inotropic effect was observed with an increase in the extracellular concentration of Na+,
however pre-incubation in a calcium-free solution led to a negative inotropic effect. Thus, the partial replace-
ment of K+ by Na+ in the matrix made rat heart mitochondria more sensitive to Ca2+ and increased the proba-
bility of MPTP opening in their inner membrane. Along with an elevation of cytoplasmic [Na+]i, this can further
increase calcium overload of cardiomyocytes, making their damage during ischemia/reperfusion more likely.

Keywords: mitochondrial permeability transition pore, mitochondrial potential, inotropic action, myocardium,
Na+, Са2+
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