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Исследовано инотропное и хронотропное действие гадолиния (Gd3+) на сокращение препаратов из
сердечной мышцы лягушки Rana ridibunda. Также изучали влияние Gd3+ на скорости поглощения кис-
лорода, набухание и потенциал внутренней мембраны (∆Ψмито) энергизованных глутаматом и малатом
митохондрий сердца крысы (МСК). Установлено, что Gd3+ снижал амплитуду и частоту спонтанных
сердечных сокращений. Вместе с тем он препятствовал индуцированному ионами Ca2+ набуханию
этих органелл в солевых средах и уменьшению ∆Ψмито. При этом Gd3+, независимо от наличия в среде
Ca2+, слабо влиял на дыхание митохондрий в состояниях 3 или 3РДНФ (в присутствии 2,4-динитрофе-
нола). В опытах без кальция Gd3+ стимулировал пассивное набухание МСК. Обнаруженные нами эф-
фекты Gd3+ могут свидетельствовать о том, что Gd3+ не оказывает токсического эффекта на МСК, а с
другой стороны, он тормозит открытие в их внутренней мембране митохондриальной кальций-зависи-
мой поры (МКЗП). Полученные данные важны для лучшего понимания механизмов действия редко-
земельных элементов на Ca2+-зависимые процессы в миокарде позвоночных.

Ключевые слова: дыхание митохондрий, инотропное действие, миокард, потенциал внутренней мем-
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Сокращения: СаV – потенциал-управляемые Ca2+-каналы, СaV1.2 – потенциал-управляемые Ca2+-ка-
налы L-типа, GBCAs – контрастные вещества на основе гадолиния, Gd3+ – гадолиний, Fmax – частота
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мембрана митохондрий, ДНФ – 2,4-динитрофенол, КМ – кардиомиоциты, МСК – митохондрии
сердца крысы, МКЗП – митохондриальная кальций-зависимая пора, НСФ – нефрогенный системный
фиброз, СА-узел – синоатриальный узел
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Хелаты гадолиния широко используются в каче-
стве контрастных веществ для магнитно-резонанс-
ной томографии. Одобренные контрастные веще-
ства на основе гадолиния (gadolinium-based contrast
agents – GBCAs) долгое время считались безопас-
ными и хорошо переносимыми при использовании
в рекомендуемых дозировках [1–3].

Однако в течение почти десяти лет у пациентов
с тяжелой почечной недостаточностью была выяв-
лена связь между введением GBCAs и развитием
нефрогенного системного фиброза (НСФ). Это
привело к изменениям в клинической практике,
направленным на снижение потенциала и частоты
развития НСФ. Появились новые сообщения о на-
коплении гадолиния в различных тканях пациен-

тов, у которых нет почечной недостаточности,
включая кости, мозг и почки [3]. Несмотря на на-
блюдения за накоплением гадолиния в тканях не-
зависимо от функции почек, имеются весьма огра-
ниченные клинические данные о потенциале и ме-
ханизмах токсичности препарата [1, 2, 4]. Нет
данных о действии солей Gd3+ как на сердечно-со-
судистую систему, так и на митохондрии, являю-
щиеся основным поставщиком АТФ для кардио-
миоцитов. Этот значительный пробел в знаниях
требует проведения дополнительных исследова-
ний, направленных на оценку влияния Gd3+ на от-
дельные органы, в первую очередь, на миокард, его
жизнеспособность и сократительную функцию.
Необходимо отметить, что из-за методических осо-
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бенностей данное исследование выполнялось на
позвоночных животных, эволюционно достаточно
отдаленных друг от друга. Однако исходя из дан-
ных о единой структурной организации митохон-
дрий в сократительных тканях всех типов много-
клеточных животных [5] и, в том числе, изученные
хондриомы сердца лягушки Rana ridibunda [6] и
сердца крысы [7], можно полагать, что экстраполя-
ция данных, полученных в экспериментах на этих
двух видах животных, вполне оправдана. Таким об-
разом, цель настоящей работы – изучить инотроп-
ные эффекты Gd3+ на изолированные препараты
сердца лягушки, а также его действие на мито-
хондрии как на возможные молекулярные мишени
его токсического действия, определяющие жизне-
способность сердечной мышцы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Регистрация и анализ параметров сокращения.
Для изучения сокращений использовали препара-
ты сердца лягушки Rana ridibunda, как описано ра-
нее [8, 9]. В наших экспериментах мы используем
чувствительную модель спонтанных сердечных
сокращений изолированных предсердий Rana ri-
dibunda, поскольку спонтанные сокращения изо-
лированных предсердий теплокровных отличают-
ся нестабильными сокращениями. Общность фи-
зиологических процессов, лежащих в основе
сердечной деятельности, позволяет нам проводить
аналогии и обсуждать результаты, полученные на
объектах разного вида животных.

Препараты растягивали до оптимальной длины,
и сокращения регистрировали в изометрическом
режиме. Препараты помещали в стеклянную тер-
мостатированную ячейку при 10°С, ориентировали
вертикально и растягивали с помощью стальных

крючков, сделанных из мандрена. Один стальной
крючок присоединяли к фиксированному плати-
новому крючку, второй – к тензодатчику. Сигналы
обрабатывали с помощью компьютерной програм-
мы WinPulse, силу сокращения определяли в Нью-
тонах (Н). Оценивали следующие параметры со-
кращения: максимальное усилие, развиваемое мы-
шечным препаратом (Fmax, мН), и период
полурасслабления (t1/2, с). В экспериментах ис-
пользовали нормальный раствор Рингера, содер-
жащий 110 мМ NaCl, 2.5 мМ KCl, 1 мМ MgCl2,
2.5 мМ CaCl2, 0.75 мМ NaH2PO4, 0.5 мМ NaHCO3,
5 мМ глюкозы (pH 7.4). Хлорид гадолиния готови-
ли в виде 100 мМ сток-раствора и вносили в экспе-
риментальный раствор до конечных концентраций
1 мМ непосредственно перед экспериментом. Дей-
ствие Gd3+ прекращали путем отмывания препара-
та нормальным раствором Рингера. Исследование
действия гадолиния на сократительные характери-
стики сердечной мышцы лягушки Rana ridibunda
проводили с использованием независимых препа-
ратов, полученных от четырех (n = 4) отдельных
животных. Использовали оптимальную 1 мМ кон-
центрацию Gd3+, как в наших аналогичных опытах
с другими лантаноидами (Y3+, La3+, Nd3+, Pr3+) [8–
10]. Применяли стандартные способы статистиче-
ской обработки результатов с использованием кри-
терия Стьюдента. Различия считали достоверными
при р < 0.05.

Выделение митохондрий. Для выделения одного
препарата митохондрий сердца крысы (МСК) ис-
пользовали 8 самцов линии Вистар массой 200–
250 г. Суммарная масса сердечной ткани была око-
ло 10 г. Все процедуры проводили на льду согласно
разработанной нами методике [10]. На итоговом
этапе МСК суспендировали в 3 мл среды, содержа-
щей 300 мМ сахарозу и 10 мМ трис-HCl (pH 7.3).

Рис. 1. Влияние 1 мМ Gd3+ на спонтанные сокращения предсердий лягушки. Регистрация сокращений при различных
временных интервалах. Полная схема опыта – (a); одиночное сокращение – (б). Время действия и концентрация Gd3+

обозначены горизонтальной линией под регистрацией сокращения. Черными кружками на рис. 1а отмечены одиночные
сокращения, представленные на рис. 1б. Горизонтальные метки справа вверху – время, мин (а), миллисекунды (б); вер-
тикальная – сила (Н).
Fig. 1. Effect of 1 mM Gd3+ on spontaneous contractions of the frog atria as recorded at different time intervals. Complete experi-
mental design – (a), single contraction – (b). Gd3+ action time and concentration are indicated by a horizontal line under the con-
traction record. Black circles in Fig. 1a mark single contractions shown in Fig. 1b. Horizontal bars (top right) – time, min (a) or ms
(b); vertical bar – contraction force (N).

1 мМ Gd3+

(a) (б)0.5 H

1 мин 250 мc
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Определенная по методу Бредфорда концентрация
белка в митохондриальных препаратах была в пре-
делах 20–30 мг/мл. В работе использовали: сахаро-
зу, очищенную от примесей катионов на ионооб-
менной колонке со смолой КУ-2-8, 2,4-динитро-
фенол (ДНФ) марки “ч. д. а.”; маннитол, CaCl2,
Gd(NO3)3, NH4NO3, K-ацетат и H3PO4 марки “х. ч.”;
сафранин, трис-ОН, KCl, олигомицин, глутамат,
малат, АДФ, MgCl2, MOPS и EGTA − фирмы Sigma.

Спектрофотометрическая оценка изменения объ-
ема митохондрий. Увеличение объема (набухание)
митохондрий в солевых средах становится возмож-
ным при одновременном поступлении в матрикс
катионов с анионами и идущей вслед за ними воды
[11]. При этом снижается оптическая плотность
проходящего через митохондриальную суспензию
света длиной волны 520–540 нм из-за уменьшения
ее светорассеивания [12, 13]. В частности, изучение
набухания МСК в солевых средах позволяет оце-
нить транспорт катионов (K+ и H+) через внутрен-
нюю мембрану [10, 11]. Набухание МСК регистри-
ровали при температуре 20°C на спектрофотометре
СФ-46 при длине волны 540 нм. Митохондрии

(1 мг белка на 1 мл) вносили в среду, содержащую
5 мМ трис-HCl (pH 7.3) и 125 мМ NH4NO3 (рис. 2)
или 100 мМ сахарозу, 10 мм трис-HCl (pH 7.3) и
25 мМ K-ацетат (рис. 3), а также 1 мкг/мл олиго-
мицина. До внесения митохондрий вводили веще-
ства до следующих концентраций: 60 мкМ Gd3+ и
250 мкМ Ca2+ (рис. 3) или 50 мкМ Gd3+ и 200 мкМ
Ca2+ (рис. 4). После митохондрий в среду вносили
субстраты до концентрации – 10 мМ глутамат и
2 мМ малат.

Измерение поглощения кислорода. Скорости по-
глощения кислорода (дыхание) митохондрий (нг-
атом О/мин на мг белка) оценивали методом поля-
рографии с применением закрытого платинового
электрода Кларка на анализаторе Эксперт-001
(НПО Эконикс эксперт, Россия) при 26°С в ячейке
объемом 1.4 мл [14]. Функциональные состояния
изолированных митохондрий оценивали по Чансу
[15]: состояние 40 (базальное, только субстрат в
среде), состояние 3 (после внесения АДФ в среду с
субстратом) и состояние 3РДНФ (дыхание разоб-
щенное 2,4-динитрофенолом). Митохондрии (1 мг
белка в 1 мл) добавляли в среду, содержащую
125 мМ KCl, 20 мМ трис-MOPS (pH 7.3), 3 мМ
трис-PO4, 5 мкМ EGTA, а также 10 мМ глутамат и

Рис. 2. Действие Gd3+ и Ca2+ на набухание (ΔD540) ми-
тохондрий сердца крысы в среде с NH4NO3. Митохон-
дрии (1 мг/мл) вносили в среду, содержащую 125 мМ
NH4NO3, 5 мМ трис-HCl и 1 мкг/мл олигомицина, а
также (где указано) 60 мкМ Gd3+ (Gd3+) и 250 мкМ
Ca2+ (Ca2+). Цифрами справа от кривых показана до-
бавка до митохондрий: 1 – без добавок (контроль), 2 –
Gd3+, 3 – Ca2+, 4 – Ca2+ + Gd3+. Стрелками показана
добавка в среду митохондрий сердца крысы (МСК), а
также глутамата и малата соответственно до концен-
траций 10 мМ и 2 мМ (G+M).
Fig. 2. Effect of Gd3+ and Ca2+ on swelling (ΔA540) of rat
heart mitochondria in the medium with NH4NO3. Mito-
chondria (1 mg/mL) were added into a medium containing
125 mM NH4NO3, 5 mM Tris-HCl, 1 μg/mL oligomycine,
and (whenever indicated) 60 μM Gd3+ (Gd3+) and 250 μM
Ca2+ (Ca2+). Numerals to the right of the traces show pre-
mitochondrial addition agents: 1 – no additions (control), 2 –
Gd3+, 3 – Ca2+, 4 – Ca2+ + Gd3+. Arrows indicate the addi-
tion of mitochondria into the medium and that of glutamate
and malate up to concentrations of 10 mM and 2 mM, re-
spectively (G+M).

4
3

2
1

МСК

0.05�D540

2 мин

G + M

Рис. 3. Действие Gd3+ и Ca2+ на набухание (ΔD540) ми-
тохондрий сердца крысы в среде с K-ацетатом и сахаро-
зой. Митохондрии (1 мг/мл) добавляли в среду, содер-
жащую 25 мМ K-ацетат, 100 мМ сахарозу и 1 мкг/мл
олигомицина, а также (где указано) 60 мкМ Gd3+

(Gd3+) и 250 мкМ Ca2+ (Ca2+). Добавки и обозначения
как на рис. 2.
Fig. 3. Effect of Gd3+ and Ca2+ on swelling (ΔA540) of rat
heart mitochondria in the medium with potassium acetate
and sucrose. Mitochondria (1 mg/mL) were injected into a
medium containing 25 mM K-acetate, 100 mM sucrose,
1 μg/mL oligomycine, and (whenever indicated) 60 μM
Gd3+ (Gd3+) and 250 μM Ca2+ (Ca2+). Additions and des-
ignations as in Fig. 2.
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2 мМ малат (рис. 4). После добавления митохон-
дрий в среду вносили вещества (показано стрелка-
ми) до следующих конечных концентраций: Ca2+

(Ca2+) – 200 мкМ; Gd3+ (Gd3+) – 25 мкМ; ADP
(ADP) – 300 мкМ; ДНФ (ДНФ) – 15 мкМ.

Определение митохондриального потенциала.
Для оценки ∆Ψмито использовали стандартную ме-
тодику Вальдмайера и др. [16]. Оценивали интен-
сивность флуоресценции сафранина в суспензии
митохондрий при 20°С при длине волны возбужда-
ющего света и эмиссии соответственно при 485 и
590 нм на спектрофлуориметре Shimadzu RF-1501
(Shimadzu, Япония) (рис. 5). Митохондрии (0.5 мг
белка в 1 мл) вносили в кварцевую кювету с 3 мл
среды, содержащей 125 мМ KCl, 10 мМ трис-HCl
(pH 7.3), 50 мМ сахарозу, 3 мМ трис-PO4, 3 мМ
MgCl2, 3 мкМ сафранин и 1 мкг/мл олигомицина.
После митохондрий (показано стрелками) в среду
инкубации добавляли вещества до следующих ко-
нечных концентраций: 10 мМ глутамат и 2 мМ ма-
лат (G+M); Ca2+ (Ca2+) – 600 мкМ; Gd3+ (Gd3+) –
150 мкМ; ДНФ (ДНФ) – 30 мкМ. На рисунках по-
казаны типичные результаты, полученные для трех

независимых экспериментов. Выбор используе-
мых в настоящей работе концентраций Gd3+ и Ca2+

основывался на результатах наших опытов по
оценке биологической активности ряда металлов,
в том числе Y3+, La3+, Pr3+ и Nd3+ с использованием
препаратов желудочков сердца лягушки и изолиро-
ванных МСК в качестве биологических моделей
[8–10]. Применяли стандартные способы стати-
стической обработки результатов с использовани-
ем статистической программы Microsoft Origin 6.0.
Различия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Действие Gd3+ на силу сердечных сокращений.
Инотропное действие хлорида гадолиния опреде-
ляли на изолированных препаратах предсердия
сердца лягушки в условиях cпонтанного возбужде-
ния/сокращения. Установлено, что ионы Gd3+ в
концентрации 1 мМ через 10 мин после начала ин-
кубации предсердий в растворе Рингера достовер-
но снижали амплитуду спонтанных сердечных со-
кращений (Fmax) на 36 ± 5% (n = 4, p < 0.01, рис. 1).

Рис. 4. Влияние Gd3+ и Ca2+ на скорость поглощения кислорода энергизованными глутаматом и малатом митохондриями
сердца крысы. Митохондрии (1 мг/мл) были суспендированы в среде, содержащей 125 мМ KCl, 20 мМ трис-MOPS
(pH 7.3), 3 мМ трис-PO4, 10 мМ глутамат и 2 мМ малат. Цифрами над кривыми показаны скорости поглощения кислорода
(нг-атом O/мин на 1 мг белка). Стрелками показаны добавки митохондрий (МCК), а также реагентов до концентраций –
50 мкМ Gd3+ (Gd3+), 200 мкМ Ca2+ (Ca2+), 130 мкМ АДФ (АДФ) и две добавки 2,4-динитрофенола (ДНФ) до коцентра-
ции 10 мкМ. Цифрами справа от кривых показано: 1 – без добавок (контроль), 2 – Gd3+, 3 – Ca2+, 4 – Ca2+ + Gd3+.
Fig. 4. Effect of Gd3+ and Ca2+ on oxygen consumption rate in glutamate and malate energized rat heart mitochondria. Mitochon-
dria (1 mg/mL) were suspended in the medium containing 125 mM KCl, 20 mM Tris-MOPS (pH 7.3), 3 mM Tris-PO4, 10 mM glu-
tamate, and 2 mM malate. Numerals above the traces show oxygen consumption rates (ng-atom O/min per 1 mg of protein). Arrows
indicate the additions of rat heart mitochondria (RHM) and reagents up to concentrations of 50 μM Gd3+ (Gd3+), 200 μM Ca2+

(Ca2+), 130 μM ADP (ADP), and two additions of 2,4-dinitrophenol (DNP) up to 10 μM concentration. Numerals to the right of
the traces show: 1 – no additions (control), 2 – Gd3+, 3 – Ca2+, 4 – Ca2+ + Gd3+.
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При этом период полурасслабления незначительно
уменьшался, на 4 ± 1% (n = 4). Частота сокращения
также незначительно снижалась, на 13 ± 3% (n = 4).
Незначительный отрицательный хронотропный
эффект Gd3+ может быть обусловлен его ингибиру-
ющим действием на потенциал-управляемые Са2+-
каналы (СаV) пейсмекерных клеток синоатриаль-
ного узла (СА-узла). Таким образом, полученные
данные (рис. 1) свидетельствуют о том, что Gd3+

оказывает значительное отрицательное инотроп-
ное действие на миокард.

Известно, что концентрация свободных ионов
кальция в цитозоле [Ca2+]i, а также динамика его
изменения внутри сердечной клетки определяют
величину развиваемого напряжения и скорость со-
кращения/расслабления [17]. В наших экспери-
ментах Gd3+ подавлял сократимость миокарда, что,
вероятно, является следствием уменьшения кон-
центрации Ca2+ в цитозоле при аппликации Gd3+.
В КМ вход внеклеточного Ca2+ осуществляется
преимущественно через потенциал-управляемые
Ca2+-каналы L-типа (СaV1.2) [17]. Блокирование
этих каналов с помощью специфических блокато-
ров (верапамила, нифедипина) приводит к нару-
шению механизма запуска сокращения в сердеч-
ной мышце [18], осуществляемого по принципу
Ca2+-индуцированного высвобождения Ca2+, к па-
дению амплитуды Fmax и в результате к нарушению
сердечной деятельности.

В имеющейся литературе нет указаний на меха-
низм действия Gd3+ как на кальциевые каналы
плазматической мембраны в КМ, так и на сокра-
щение КМ. Предполагается, что в электровозбуди-
мых клетках лантаноиды блокируют входящие
Ca2+ токи, активируемые деполяризацией поверх-
ностной мембраны [19]. Сравнение влияния хло-
рида гадолиния и хлористого лантана на парамет-
ры сокращения КМ указывает на сходство в инги-
бирующем действии этих соединений, что может
свидетельствовать об общем механизме их блоки-
рующего действия на СaV1.2. Полученные резуль-
таты могут свидетельствовать о возможном дей-
ствии Gd3+ на потенциал-управляемые Ca2+-кана-
лы сердечных клеток, что выражается в
уменьшении Fmax спонтанно сокращающихся пре-
паратов, а также в снижении частоты спонтанных
сокращений. Ионы Gd3+ практически не влияли на
время полурасслабления сердечной мышцы, что
может свидетельствовать о том, что Gd3+ не влияет
на реабсорбцию кальция из цитозоля.

Не исключено, что отрицательный инотропный
эффект Gd3+ мог быть обусловлен не только его
конкурентным действием на кальциевые каналы
плазматической мембраны, но и его влиянием на
кальциевые транспортеры МСК. В этой связи
представлялось важным определить влияние Gd3+

на функциональное состояние митохондрий и
установить его действие на катионный транспорт
через ВММ.

Ранее мы обнаружили, что иттрий не оказывал
заметного влияния на дыхание изолированных
МСК [10]. Однако, учитывая физико-химические
различия этих двух металлов, можно предположить
и наличие у них разной биологической активности.

Рис. 5. Влияние Gd3+ и Ca2+ на изменение потенциала
(ΔΨмито) на внутренней мембране энергизованных
глутаматом и малатом митохондрий сердца крысы. Ми-
тохондрии (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 и 1 мкг/мл олигомицина. Стрел-
ками показано внесение в среду митохондрий сердца
крысы (МСК), 10 мМ глутамат и 2 мМ малат (G+M),
350 мкМ Ca2+ (Ca2+), 67.5 мкМ Gd3+ (Gd3+) и 30 мкМ
2,4-динитрофенола (ДНФ). Цифрами справа от кривых
показано: 1 – без добавок (контроль), 2 – Ca2+, 3 –
Ca2+ + Gd3+. Над кривыми отмечена скорость измене-
ния флуоресценции сафранина О в суспензии мито-
хондрий (усл. ед./мин), которая рассчитывалась по-
средством программного продукта Excel 2003 за 1 мин
до внесения в среду ДНФ.
Fig. 5. Effect of Gd3+ and Ca2+ on changes in the inner
membrane potential (ΔΨmito) of glutamate and malate ener-
gized rat heart mitochondria. Mitochondria (0.5 mg/mL)
were added into the medium containing 125 mM KCl,
10 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 3 mM Tris-PO4, 3 μM sa-
franin, and 1 μg/mL oligomycine. Arrows indicate the addi-
tions of rat heart mitochondria (RHM), 10 mM glutamate
and 2 mM malate (G+M), 350 μM Ca2+ (Ca2+), 67.5 μM
Gd3+ (Gd3+) and 30 μM 2,4-dinitrophenol (DNP). Nu-
merals to the right of the traces show: 1 – no additions (con-
trol), 2 – Ca2+, 3 – Ca2+ + Gd3+. Rates of safranine O flu-
orescence change (arbitrary units per min) in the mitochon-
drial suspension are shown above experimental traces as
calculated in Excel 2003 for 1 min before DNP injection into
the medium.
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КОРОТКОВ и др.

Учитывая наши экспериментальные данные и
данные литературы о блокирующем действии лан-
таноидов на CaV-каналы [9, 10, 20], мы предполо-
жили, что в КМ гадолиний, подобно действию дру-
гих, ранее изученных нами лантаноидов [8–10],
может оказывать заметное влияние на кальцийза-
висимые процессы в митохондриях и, в частности,
ингибировать митохондриальный Ca2+-унипортер
и влиять на дыхание митохондрий, находящихся в
различных энергетических состояниях.

Действие Gd3+ на набухание митохондрий. Ранее
было показано, что пассивную протонную прони-
цаемость ВММ можно оценить по набуханию не-
энергизованных митохондрий в среде с NH4NO3
[21]. Можно увидеть (рис. 2), что набухание не-
энергизованных МСК в содержащей Gd3+ среде с
NH4NO3 (кривая 2) было таким же, как в контроле,
без Gd3+ (кривая 1). Далее, после внесения глута-
мата с малатом и независимо от наличия или отсут-
ствия в среде Gd3+, энергизованные МСК во всех
опытах сжимались (рис. 2, кривые 1, 2) из-за откач-
ки протонов из матрикса протонными насосами
дыхательной цепи [21]. Еще до внесения глутамата
и малата в среду, МСК в среде с Ca2+ и не зависимо
от наличия в ней Gd3+ (рис. 2, кривые 3, 4) демон-
стрировали гораздо большее набухание в сравне-
нии с аналогичными опытами без Ca2+ (рис. 2, кри-
вые 1, 2). Скорее всего, это связано с транспортом
кальция в матрикс при участии эндогенных суб-
стратов [9]. Энергизация МСК в среде с Ca2+ (кри-
вая 4) стимулировала сжатие митохондрий, кото-
рое в среде с Gd3+ было сильнее, чем в аналогичных
опытах с Ca2+ (кривая 3).

Известно [12], что набухание энергизованных
митохондрий в гипоосмотической (160 мОсм) сре-
де с 25 мМ K-ацетатом и 100 мМ сахарозой позво-
ляет оценить энергозависимый транспорт ионов
K+, поступающих в матрикс по механизму электро-
форетического унипорта [11]. Параллельно этому в
митохондрии, по градиенту концентрации, посту-
пают молекулы уксусной кислоты, для которых
ВММ свободно проницаема [11]. В матриксе они
диссоциируют на анионы ацетата и ионы водорода,
которые удаляются из энергизованных митохон-
дрий протонными помпами электрон-транспортной
цепи, что в конечном итоге приводит к накоплению в
нем K-ацетата и набуханию органелл. Ранее мы полу-
чили экспериментальные доказательства того, что
усиление набухания энергизованных МСК в среде
с K-ацетатом в присутствии редкоземельных эле-
ментов (La3+, Y3+, Pr3+, Nd3+) связано с активацией
этими ионами транспорта калия в матрикс мито-
хондрий [8–10]. В наших экспериментах с Gd3+

(рис. 3) набухание МСК еще до внесения глутамата
и малата в среду с K-ацетатом заметно ускорилось
при наличии в ней Gd3+ (кривая 2) по сравнению с
контролем (кривая 1). При последующей энергиза-

ции митохондрий набухание митохондрий допол-
нительно возросло. В аналогичных опытах с одним
Ca2+ (рис. 3, кривая 3) набухание деэнергизован-
ных митохондрий было заметно сильнее в сравне-
нии с контролем (кривая 1). Однако это набухание
ощутимо снизилось при совместном присутствии в
среде Ca2+ и Gd3+ (кривая 4). Последующее внесе-
ние субстратов окисления не повлияло на соотно-
шение величины этого набухания (кривые 3 и 4).
Эти данные позволяют предположить, что допол-
нительное ускорение набухания митохондрий
сердца крысы в среде с K-ацетатом и Gd3+ может
быть связано со стимуляцией ионами Gd3+ калие-
вой проницаемости внутренней мембраны. Тормо-
жение набухания МСК в этой среде с Ca2+ в присут-
ствии Gd3+, скорее всего, вызвано конкурентным
ингибированием ионами Gd3+ митохондриального
кальциевого унипортера [22]. А это, в свою оче-
редь, может уменьшать поступление Ca2+ в мат-
рикс митохондрий и снижать вероятность откры-
тия МКЗП во внутренней мембране.

Действие Gd3+ на дыхание митохондрий. Ранее
нами было показано, что ионы La3+, Y3+, Pr3+ и
Nd3+ активировали дыхание МСК, находящихся в
состоянии 40 [8–10]. На рис. 4 (кривая 2) видно, что
Gd3+ также незначительно активировал дыхание
МСК, находящихся в состоянии 40 и энергизован-
ных глутаматом и малатом. По-видимому, этот эф-
фект Gd3+ связан с активацией транспорта K+ в
матрикс митохондрий, на что могут указывать дан-
ные, представленные на рис. 3, а также результаты,
полученные нами ранее в аналогичных экспери-
ментах с другими лантаноидами (см. выше). Ионы
Gd3+, по сравнению с контролем, не действовали
на дыхание МСК, находящихся в состояниях 3 и
3РДНФ (рис. 4, кривые 2 и 1). После внесения Ca2+ в
среду (кривая 3) происходила кратковременная ак-
тивация дыхания в состоянии 40, связанная с по-
тенциал-зависимым поступлением ионов Ca2+ в
матрикс с последующим снижением дыхания
МСК в состояниях 3 и 3РДНФ. В том случае, когда
Gd3+ вносили в среду до Ca2+ (кривая 4) скорости
дыхания в состояниях 3 и 3РДНФ практически не из-
менялись. Подобные результаты были получены в
аналогичных опытах с указанными выше трехва-
лентными катионами, что указывает на сходство
механизмов действия ранее изученных лантанои-
дов и Gd3+ на МСК. Отсутствие эффекта Gd3+ на
дыхание митохондрий в состояниях 3 и 3РДНФ в
опытах без кальция (рис. 4, кривая 2) не позволяет
говорить о каком-либо токсическом эффекте
Gd3+ на МСК. Это отличает действие Gd3+ и дру-
гих изученных нами редкоземельных элементов
от действия тяжелого металла (Cd2+), который в
подобных экспериментах заметно угнетал дыха-
ние фосфорилирующих митохондрий [23]. С дру-
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гой стороны, снижение скоростей дыхания мито-
хондрий, находящихся в состоянии 3 и 3РДНФ в
опытах с Са2+, вероятнее всего, связано с набуха-
нием митохондрий [8] (рис. 2 и 3) и с активацией
митохондриальной кальцийзависимой поры в их
внутренней мембране [8, 24].

Действие Gd3+ на потенциал внутренней мембра-
ны. На рис. 5 показано влияние Gd3+ и Ca2+ на по-
тенциал внутренней мембраны МСК. Добавка в
среду глутамата и малата (кривые 1–3) индуциро-
вала потенциал-зависимое поглощение сафранина
митохондриями, что наряду с данными полярогра-
фических опытов (рис. 4) доказывает их жизнеспо-
собность и возникновение разности потенциалов
на ВММ. Последующая добавка Gd3+ не приводи-
ла к изменению величины флуоресценции сафра-
нина (кривая 3) и соответственно ΔΨмито. Итоговая
инъекция ДНФ приводила к сбросу ΔΨмито на внут-
ренней мембране МСК (кривые 1–3). После добав-
ления Са2+ (в среду без Gd3+) (рис. 5, кривая 2) на-
блюдалось кратковременное повышение флуорес-
ценции сафранина, связанное с потенциал-
зависимым поглощением Ca2+ энергизованными
митохондриями [25]. После этого происходило
Ca2+-индуцированное снижение ΔΨмито, связанное
с выходом сафранина в среду из-за открытия
МКЗП [8, 25]. Внесение в среду Gd3+ (рис. 5, кри-
вая 3) несколько ослабляло последующее действие
Са2+ на ΔΨмито и вызывало задержку выхода сафра-
нина из митохондрий, что видно при сравнении
скоростей Ca2+-индуцированного увеличения сиг-
нала сафранина в опытных (рис. 5, кривые 2, 3) и в
контрольной пробах (рис. 5, кривая 1). Вызванное
Gd3+ торможение кальцийзависимого кратковре-
менного снижения потенциала и скорости Ca2+-
индуцированного выхода сафранина из митохон-
дрий можно объяснить уменьшением транспорта
Ca2+ в матрикс МСК за счет конкурентного инги-
бирования митохондриального Ca2+-унипортера и,
как следствие, последующего ингибирования
Са2+-индуцированного открытия МКЗП во внут-
ренней мембране митохондрий по аналогии с дру-
гими изученными нами лантаноидами [8–10, 26].

Таким образом, проведенные эксперименты
показали, что ионы Gd3+ обладают значительным
отрицательным инотропным и незначительным
хронотропным действием при спонтанном сокра-
щении миокарда (предсердия). Кроме того, ионы
Gd3+ увеличивают ионную проницаемость внут-
ренней мембраны митохондрий, оказывают бло-
кирующее действие на энергозависимый транс-
порт Ca2+ в митохондрии, но при этом практически
не влияют на дыхание изолированных митохон-
дрий. Сочетание этих эффектов Gd3+ может быть
причиной снижения сократимости сердечной

мышцы при попадании солей Gd3+ в организм че-
ловека.

Исследования по определению митохондриаль-
ного потенциала проводили на базе Центра кол-
лективного пользования в ИЭФБ РАН.
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EFFECTS OF Gd3+ AND Ca2+ ON FROG HEART MUSCLE CONTRACTILITY 
AND RESPIRATION, SWELLING AND THE INNER MEMBRANE POTENTIAL 

OF RAT HEART MITOCHONDRIA
S. M. Korotkova,#, C. V. Sobola, I. V. Schemarovaa, A. V. Novozhilova,

E. R. Nikitinaa, and V. P. Nesterova

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: korotkov@SK1645.spb.edu

The inotropic and chronotropic effects of gadolinium ions (Gd3+) were studied in heart muscle preparations of
the frog Rana ridibunda. In addition, the influence of Gd3+ on oxygen consumption rates, swelling and the inner
membrane potential (∆Ψmito) were studied in glutamate and malate energized rat heart mitochondria (RHM). It
was found that Gd3+ decreases the amplitude and frequency of spontaneous heart contractions. At the same
time, Gd3+ prevents Ca2+-induced swelling of these organelles in salt media and falling ∆Ψmito. In this case, re-
gardless of the presence of Ca2+ in the medium, Gd3+ has a weak effect on mitochondrial state 3 or 3UDNP res-
piration (in the presence of 2,4-dinitrophenol). In calcium free experiments, Gd3+ stimulates passive swelling of
RHM. These effects of Gd3+ may indicate that Gd3+ does not exert a toxic effect on RHM but, on the other
hand, inhibits opening of the mitochondrial permeability transition pore (MPTP) in the inner membrane. Our
data provide better insight into the mechanisms of action of rare earth elements on Ca2+-dependent processes in
the myocardium of vertebrates.

Keywords: mitochondrial respiration, inotropic effect, myocardium, inner membrane potential, Ca2+, Gd3+




