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В матриксе митохондрий (м.х.) животных и растительных клеток при­
сутствует фермент глутатионпероксидаза (1.11.1.9), использующий в каче­
стве субстрата Н2О2 и гидроперекиси органических соединений. Добавле­
ние очищенного фермента к суспензии м.х. тормозит индуцируемое глута­
тионом (GSH) набухание этих частиц (*),вызывает сокращение набухших 
м.х. в присутствии АТФ С,2), повышает фосфорилирующую способность 
дигитониновых субмитохондриальных фрагментов (3). Наличие глутатион- 
редуктазы (1.6.4.2) в м.х. (4) позволяет предполагать существование в них 
альтернативного пути окисления НАДФ-Н и субстратов НАДФ-зависимых 
оксидоредуктаз по следующей схеме:

НАДФ-Н + Н+-

НАДФ 2GSH ROOR

Несмотря на присутствие GSH в м.х. (5,6) возможность функционирования 
данной ферментной редокс-системы GSH ставилась под сомнение (7) и 
предполагалось, что гидроперекиси липидов, образующиеся во внутренней 
мембране м.х., разрушаются цитохромами.

Ранее нами было установлено, что в м.х. печени крыс имеется чувстви­
тельный к перекисному окислению липидов фонд низкомолекулярных тио­
лов (8). Данная работа доказывает, что наибольшую часть небелковых тио­
лов м.х. составляет глутатион, восстановление которого при помощи 
НАДФ-Н или субстратов НАДФ-зависимых дегидрогеназ тормозит пере­
кисное окисление липидов митохондриальных мембран.

М.х. печени крыс выделяли на среде, содержащей 0,3 М сахарозу, 
20 мЛ7 трис-НС1-буфер (pH 7,5), 1 ыМ ЭДТА, 0,005% бычий сывороточный 
альбумин. Определение общих тиолов проводили амперометрическим тит­
рованием (9), после инкубации м.х. в течение 2 мин. с 0,1% тритоном 
Х-100. Содержание небелковых тиолов в экстракте разрушенных детерген­
том м.х. определяли амперометрически (9) в 0,1 М трис-НС1О4-буфере 
(pH 7,5) или с реактивом Эллмана (10) после осаждения белка 0,26 М 
НС1О4 и нейтрализации раствора. Малоновый диальдегид — продукт сво­
боднорадикального распада перекисей липидов исследовали по Таппел и 
Залкин (**), белок — методом Лоури с предварительной обработкой м.х. 
0,5% дезоксихолатом и 0,1 N NaOH. Концентрация белка м.х. в пробе во 
всех опытах составляла 4—5 мг/мл. При проведении экспериментов в ат­
мосфере аргона реактивы насыщались инертным газом, и все операции, 
начиная с экстракции тиолов, проводились в пробирках с притертыми 
пробками. Использовались реактивы: GSH, глутатионредуктаза, диамид 
(ЗХКЖ^'-тетраметилазоформамид) , трис- (оксиметил) -аминометан, 5,5- 
дитиобис-(2-нитробензойная) кислота, бычий сывороточный альбумин фир­
мы «Calbiochem», изоцитрат фирмы «Nutritional Biochemicals Corporation», 
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глутамат фирмы «Chemapol», НАДФ-Н фирмы «Boehringer М.», дсзопсихо­
пат фирмы «Мегк», тритон Х-100 фирмы «Schuchart», остальные — «Реа- 
хим».

Для идентификации GSH использованы два подхода: 1) окисление вну- 
тримитохондриальных низкомолекулярных тиолов диамидом, который, со­
гласно литературным данным, предпочтительно окисляет GSH (*2), и 
2) восстановление окисленных диамидом тиолов безбелкового экстракта 
м.х. при помощи НАДФ-Н в присутствии дрожжевой глутатионредуктазы, 
имеющей абсолютную специфичность к GSH (13).

Рис. 1

нмоль на 1 не белка

Рис. 2
Рис. 1. Влияние диамида на общие и небелковые тиолы митохондрий пе­
чени крыс. Среда инкубации: 0,3 М сахароза, 20 мМ трис-НС1 (pH 7,5), 
1 м1/ ЭДТА; время инкубации 10 мин., 22°. а — общие, б — небелковые 

тиолы
Рис. 2. Восстановление внутримитохондриальных небелковых дисульфи­
дов экзогенным НАДФ-Н. 1 — исходный уровень (среда инкубации та же, 
что и на рис. 1); 2 — инкубация 20 мин. с 3 мМ НАДФ-Н; 3 — инкубация 
2 мин. с 0,4 мМ диамидом; 4—6 — после диамида добавлен НАДФ-Н и ин­
кубация 5, 10 и 15 мин. соответственно, а — инкубация при 22°, б — при 

30°

Установлено, что в высоких концентрациях диамид эффективно окисля­
ет как небелковые тиолы, так и сульфгидрильные группы белков м.х. пе­
чени крыс (рис. 1). Полное исчезновение низкомолекулярных тиолов сус­
пензии м.х. без сколько-нибудь заметного снижения уровня сульфгидриль­
ных групп белков при использовании малых количеств диамида отчасти 
объясняется способностью данного вещества окислять НАДФ-Н прямым 
взаимодействием и тем самым исключать глутатионредуктазную реакцию.

Для полного окисления небелковых сульфгидрильных групп м.х. требу­
ется несколько больший избыток диамида по отношению к содержанию ми­
тохондриального GSH (5 мол. на 1 моль GSH), чем в случае целых клеток 
(12). Как было показано Косовером и сотрудниками (12,14), окисление вну­
триклеточного GSH диамидом и азоэстером приводит к серьезным измене­
ниям структуры мембран и метаболизма клетки, обозначенным авторами 
как «катастрофа отсутствия GSH». Представляется перспективным приме­
нение диамида в качестве окислителя небелковых тиолов как эксперимен­
тальный подход для изучения роли GSH в функционировании м.х. Воз­
можность восстановления окисленных диамидом небелковых тиолов при 
добавлении в среду НАДФ-Н (рис. 2) позволила предположить, что этот 
эффект опосредован внутримитохондриальной глутатионредуктазной ре­
акцией.

Прямое доказательство присутствия GSH в м.х. было получено при ис­
пользовании дрожжевой глутатионредуктазы для восстановления низкомо­
лекулярных веществ, экстрагированных из этих субклеточных частиц и 
окисленных диамидом (рис. 3). Из общего количества небелковых тиолов 
м.х. печени крыс, составляющего 10—15 нмол. на 1 мг белка, 2/3 приходит­
ся на GSH.
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Бефод и Эдин (5) и Реджистер с сотрудниками (6) не обнаружили из­
менений уровня GSH во фракции м.х. печени при стрессе или содержании 
крыс на малобелковой диете. Динамика уровня внутримитохондриального 
GSH при «окислительном» стрессе до настоящего времени не изучалась. 
Изложенные ниже результаты исследования взаимосвязи перекисного окис­
ления липидов и ферментной редокс-системы GSH указывают на важную 
для м.х. метаболическую роль этого трипептида в процессах, сопровождаю­
щихся образованием перекисных соединений. Диамид, окисляя GSH, дол-

нмоль на t мг белка

Рис. 3. Регенерация полностью окисленных диамидом небелковых тиолов 
экстракта митохондрий при помощи дрожжевой глутатионредуктазы. 1 — 
исходный уровень тиолов экстракта; 2 — экстракт инкубирован 10 мин. 
при 22° с 10 м.М НАДФ-Н и 2 ед. глутатионредуктазы: 3 — окисленный 
диамидом (0,8 мМ) экстракт инкубирован как и в случае 2. а — газо­

вая фаза - воздух, б — аргон
Рис. 4. Влияние диамида на индуцируемое аскорбатом перекисное окис­
ление липидов митохондрий, а — инкубация митохондрий при 30° с 3 мЛ/ 
аскорбатом, б — до внесения аскорбата митохондрии инкубированы 
10 мин. с 0,25 мМ диамидом, переосаждены и суспендированы в среде 

сахароза — трис без ЭДТА

жен снижать устойчивость митохондриальных мембран к перекисному окис­
лению липидов. Действительно, в м.х., обработанных диамидом, значитель­
но стимулируется аскорбат-зависимое накопление малонового диальдегида 
(рис. 4). С другой стороны, индуцируемое Fe2+ перекисное окисление ли-

НАДФ-Н-зависимое восстановление небелковых тиолов 
митохондрий при перекисном окислении липидов

Таблица 1

Добавки
Небелковые 
тиолы (% 

от исходного 
уровня)

Малоно­
вый 

диальде­
гид 

(нмол/мг)

50 pM Fe2+ 47 6.2
+3 мМ НАДФ-Н 76 4,4

+10 мМ изоцитрат 55 4.5
+10 мМ изоцитрат + 1 мЛГ НАДФ 93 4,4
+10 м.1/ глутамат 62 4,0
-j-10 м.1/ глутамат + 1 мМ НАДФ 82 4,5
Примечание. Инкубация 30 мин. при 30° в среде сахароза — 

грис без ЭДТА.

пидов сопровождается снижением уровня небелковых тиолов м.х. (табл. 1). 
НАДФ-Н, так же как субстраты НАДФ-зависимых митохондриальных де­
гидрогеназ, регенерируют GSH посредством глутатионредуктазной реакции. 
Понижение концентрации малонового диальдегида при этом можно объяс-
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нить уменьшением доли перекисей, разрушающихся по свободнорадикаль­
ному пути, катализируемому негеминовым железом и гемопротеидами. 
В системе in vitro полному проявлению антиокислительной функции мито­
хондриальной редокс-системы GSH препятствует пространственная разоб­
щенность локализованной в матриксе глутатионпероксидазы и добавлен­
ных в среду инкубации инициаторов образования гидроперекисей, наличие 
мембранного барьера проницаемости для экзогенных субстратов и пири- 
диннуклеотидов (16.) и низкая, сравнительно со скоростями реакций пере­
кисного окисления, активность НАДФ-зависимых дегидрогеназ. В клетке 
восстановление перекисей, образующихся на внешней поверхности мембра­
ны м.х., может осуществляться, вероятно, за счет GSH и ферментов цито­
золя (16,17).

Второй Московский государственный Поступило
медицинский институт 15 VI 1973
им. Н. И. Пирогова
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