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 Князева И.Р., Медведев М.А., Иванов В.В. и др. 

Исследовано влияние рентгеновских импульсов наносекундной длительности (частота повторения 8—22 импульса в се-

кунду, доза в импульсе 0,3—1,8 мР) на функциональную активность изолированных митохондрий печени мышей. Исследуемое 

воздействие изменяет скорость потребления кислорода митохондриями в различных метаболических состояниях по Чансу 

и степень сопряжения процессов окисления и фосфорилирования. Данный эффект зависит от параметров воздействия. 

Ключевые слова: импульсно-периодическое рентгеновское излучение, дыхание митохондрий печени. 

The effect of nanosecond pulses of X-ray (pulse repetition rate of 8—22 pulses per second, dose 0,3—1,8 mR per pulse) on the 

functional activity of isolated mitochondria of mice liver. The effects of changing the rate of oxygen consumption by mitochondria 

in different metabolic states of Chance and the degree of coupling of oxidation and phosphorylation were investigated. That effect 

depends on the parameters of exposure. 

Key words: pulsed periodic X-ray, respiration of liver mitochondria. 
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Введение  

Одним из механизмов биологического действия  

ионизирующей радиации, в том числе и рентгеновского 

излучения, является изменение уровня активных форм 

кислорода (АФК) в клетках [7, 8, 10]. АФК являются 

необходимым компонентом для нормального функцио-

нирования клеток при контроле основных жизненных 

процессов, поддерживая ряд физиологических функций, 

обеспечивая гомеостатическую функцию, генерацию 

энергии в митохондриях иммунологическую защиту, 

трансдукцию гормональных сигналов и изменение кле-

точных процессов через факторы роста, транскрипции и 

другие сигнальные системы [3, 9, 21].  

В то же время, выступая в качестве радикалов-

инициаторов, АФК в состоянии вызывать процессы 

окислительной модификации клеточных биополиме-

ров, прежде всего липидов, белков и нуклеиновых 

кислот [3, 9, 11]. При этом изменяются физико-

химические свойства биологических мембран, что, в 

свою очередь, может приводить к ингибированию 

мембраносвязанных ферментов, повреждению мем-

бран и нарушению ионного равновесия вследствие 

нарушения специфической и неспецифической прово-

димости мембран [14, 15].  

Эффекты повышения уровня АФК относят в боль-

шей степени к воздействиям ионизирующего излучения, 

в том числе рентгеновского, генерируемого в неим-

пульсном режиме. В различных сферах человеческой 

деятельности, например в медицине, начинают исполь-

зоваться источники рентгеновского излучения, генери-

рующие импульсы малой, в том числе наносекундной, 
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длительности. Изучение вопроса о биологическом 

действии таких импульсов обусловлено необходимо-

стью оценки воздействия излучений с высокой дозой в 

импульсе при относительно низком среднем уровне 

доз, не превышающем гигиенических нормативов 

безопасного воздействия. При этом самое пристальное 

внимание уделяется установлению первичных меха-

низмов и общих закономерностей влияния данного 

фактора на живые объекты. 

Известно, что эффекты биологического действия 

импульсно-периодического рентгеновского излучения 

(ИПРИ) могут быть реализованы посредством моду-

ляции уровня активных форм кислорода и последую-

щей окислительной модификации биополимеров в 

тканях [6, 12]. Поскольку одним из основных источ-

ников АФК в клетке является дыхательная цепь мито-

хондрий [1, 17, 22], именно эти субклеточные структу-

ры можно рассматривать как потенциальные мишени 

биологического действия импульсно-периодического 

рентгеновского излучения.  

Цель работы — изучение влияния импульсно-

периодического рентгеновского излучения на измене-

ние функционального состояния митохондрий, оце-

ненное по скорости потребления кислорода митохон-

дриями в различных метаболических состояниях. 

Материал и методы  

Эксперименты проведены на изолированных ме-

тодом дифференциального центрифугирования мито-

хондриях из печени беспородных белых мышей-

самцов массой 25—30 г. Мыши содержались в стан-

дартных условиях вивария при постоянной темпера-

туре и влажности в условиях светового режима 

12 : 12, корм и вода были доступны в любое время 

суток. Содержание животных и все манипуляции, свя-

занные с забором материала и выделением субклеточ-

ных фракций, осуществлялись в соответствии с сани-

тарными правилами по устройству, оборудованию и 

содержанию экспериментально-биологических кли-

ник, а также основывались на положениях Хельсинк-

ской декларации Всемирной медицинской ассоциации 

1964 г., дополненной в 1975, 1983 и 1989 гг. [18].  

Забор ткани печени и выделение субклеточных 

фракций проводились при температуре от 0 до 4 С. 

Необходимые реактивы готовились на бидистиллиро-

ванной воде. Для получения изолированных митохон-

дрий из печени мышей использовалась методика 

D. Jonson и H. Lardy [20] с небольшими модифика-

циями. Печень освобождалась от крови путем перфу-

зии in situ охлажденной до 1 С средой выделения, 

содержащей раствор сахарозы в концентрации 

0,3 моль, раствор ЭДТА концентрацией 1 ммоль, трис-

буфер концентрацией 10 ммоль (pH 7,4). Навеска пе-

чени 1,5 г измельчалась в гомогенизаторе Поттера. Для 

удаления не полностью разрушенных клеток и ядер го-

могенат центрифугировали 5 мин при 5 000g (0...2 С) 

на рефрижераторной центрифуге ЦРЛ-1 (Россия). На-

досадок центрифугировали при 10 000g 5 мин 

(0...2 С), осадок митохондрий тщательно ресуспенди-

ровали в среде, содержащей сахарозу (0,3 моль) и 

трис-буфер (20 ммоль) (рН 7,4). Полученная суспен-

зия митохондрий хранилась на тающем льду на про-

тяжении всего эксперимента.  

Функциональное состояние митохондрий опреде-

лялось по скорости потребления кислорода. Для этого 

использовался совместимый с персональным компью-

тером измеритель кислорода АКПМ-02Л (Россия), 

снабженный амперометрическим сенсором АСрО2-01 

(Россия) и полярографическая ячейка объемом 1,3 мл. 

Ячейка заполнялась средой инкубации, насыщенной 

кислородом и содержащей сахарозу (250 ммоль), 

МgCl2 (2,5 ммоль) и КН2РО4 (5 ммоль) (рН 7,4). После 

установки электрода в ячейку вносилась суспензия 

митохондрий, содержащая 0,7—1,0 мг белка. Ско-

рость дыхания выражалась в наномолях О2 в минуту 

на 1 мг белка. Содержание белка в пробах суспензии 

митохондрий определялось по методу Бредфорда [13].  

Измерение скорости потребления кислорода изоли-

рованными митохондриями проводилось в различных 

состояниях по Чансу [16]: V0 — эндогенное дыхание в 

состоянии 1 по Чансу (скорость потребления кислорода 

клетками на эндогенных субстратах); V2 (V4S) — ско-

рость дыхания в состоянии 2 и 4 по Чансу (при содер-

жании в среде инкубации сукцината в концентрации 

5 ммоль (субстрат комплекса II) при отсутствии аде-

нозиндифосфата (АДФ)); V3 — скорость дыхания в 

состоянии 3 по Чансу (условия те же, что и при опре-

делении V4, но в присутствии АДФ концентрации 

200 мкмоль; при этом фактором, лимитирующим ско-

рость реакции, является сама дыхательная цепь). 

Для оценки эффективности работы дыхательной 

цепи рассчитывалось отношение скорости фосфори-

лирующего дыхания к скорости нефосфорилирующе-

го дыхания, по величине которого можно судить о 
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степени сопряженности окисления и фосфорилирова-

ния, а также о степени интактности митохондриаль-

ных препаратов [16].  

Суспензии митохондрий подвергались однократ-

ному воздействию 4 000 рентгеновских импульсов с 

частотами повторения в диапазоне 10—22 за секунду. 

Опыты проводились в одно и то же время (в утренние 

часы). Источником ИПРИ служил ускоритель Sinus-

150, разработанный в Институте сильноточной элек-

троники СО РАН [2], который генерировал фотоны 

рентгеновского излучения с энергией 90—120 кэВ, 

длительностью импульса 4 нс, дозой 0,3—1,8 мР/имп 

и суммарной поглощенной дозой до 80 мГр. Измере-

ние поглощенной дозы производилось с помощью 

термолюминесцентных LiF-детекторов в комплекте 

дозиметра КДМ-02М (Россия) и электростатического 

дозиметра с кварцевым волокном Arrow-Tech-138 (Ar-

row-Tech Inc., США). Выбор параметров воздействия 

основывался на результатах ранее проведенных экс-

периментов, посвященных изучению эффектов дейст-

вия импульсно-периодического рентгеновского излу-

чения на окислительные процессы в крови и печени 

мышей и крыс [6, 12].  

В работе использовались облученные и ложнооблу-

ченные суспензии митохондрий. Последние подверга-

лись аналогичным манипуляциям, что и облученные, но 

без включения источников излучения. Для каждого из 

режимов воздействия было выполнено одинаковое ко-

личество экспериментов (по пять-шесть повторностей). 

Полученные данные подвергались статистической 

обработке, при которой рассчитывалась средняя 

арифметическая величина показателя и ее стандартная 

ошибка. Статистическая обработка результатов про-

изводилась с использованием пакета программ 

Statistica 6.0 for Windows. Статистическая значимость 

различий между показателями облученных и ложно-

облученных выборок определялась с помощью непа-

раметрического U-критерия Манна—Уитни [4].  

Результаты 

В результате проведенных экспериментов было 

показано, что скорость потребления кислорода мито-

хондриями на эндогенных субстратах (в метаболиче-

ском состоянии 1 по Чансу) не изменялась после воз-

действия импульсно-периодического рентгеновского 

излучения всех используемых интенсивностей и час-

тот повторения импульсов (рис. 1).  

 

а 

 

б 
Рис. 1. Влияние импульсно-периодического рентгеновского излуче-

ния с дозой от 0,3 до 1,8 мР/имп и частотами повторения 10—

22 имп/с на скорость потребления кислорода митохондриями в при-

сутствии эндогенного субстрата (в метаболическом состоянии 1 по 

Чансу) (а) и после добавления сукцината (5 ммоль) (в метаболиче-

ском состоянии 2 по Чансу) (б). Здесь и на рис. 2, 3 штриховой по-

лосой обозначен 95%-й доверительный интервал значений для 

группы ложного облучения; * — р ≤ 0,05 между показателями  

 облученной и ложнооблученной выборок  

Добавление к суспензии облученных митохонд-

рий субстрата дыхания (сукцинат в концентрации 

5 ммоль) переводило митохондрии в состояние 2 и 

характеризовалось снижением скорости потребления 

кислорода по отношению к группе ложного облучения 

практически при всех режимах воздействия (рис. 1,б). 

При этом эффект воздействия уменьшался с увеличе-

нием частоты повторения импульсов. Облучение ми-

тохондрий ИПРИ с дозой 0,3 мР/имп при частоте по-

вторения 10 за секунду оказалось неэффективным в 

отношении изменения скорости потребления кислоро-

да  
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в состоянии 2 в присутствии экзогенного субстрата 

сукцината и в отсутствии синтеза аденозинтрифосфата 

(АТФ). 

Добавление АДФ к суспензии облученных мито-

хондрий в присутствии экзогенного субстрата перево-

дило митохондрии в фосфорилирующее состояние 

(состояние 3 по Чансу), при этом скорость потребле-

ния кислорода при всех режимах воздействия была 

существенно ниже, чем у ложнооблученных органелл 

(рис. 2). Эффект воздействия ИПРИ на митохондрии в 

этом метаболическом состоянии зависел от частоты 

повторения импульсов и импульсной дозы. С ростом 

дозы рентгеновских импульсов от 0,3 до 1,8 мР/имп и 

частоты повторения импульсов от 10 до 22 в секунду 

скорость потребления кислорода митохондриями 

уменьшалась. Эти результаты свидетельствуют об 

ингибировании транспорта электронов в дыхательной 

цепи изолированных митохондрий в фосфорилирую-

щем состоянии под влиянием ИПРИ. 

 
Рис. 2. Изменение скорости потребления кислорода митохондриями 

в присутствии экзогенного субстрата дыхания сукцината и АДФ 

(состояние 3 по Чансу) после воздействия импульсно-периодического 

рентгеновского излучения с импульсной дозой от 0,3 до 1,8 мР/имп  

 и частотами повторения 10—22 имп/с 

Влияние ИПРИ на эффективность работы дыха-

тельной цепи было оценено по изменению коэффици-

ента дыхательного контроля, рассчитанного как от-

ношение скоростей фосфорилирующего и нефосфори-

лирующего дыхания изолированных митохондрий. 

Проведенные эксперименты показали (рис. 2), что 

коэффициент дыхательного контроля, отображающий 

степень сопряжения процессов окисления и фосфори-

лирования, уменьшался после воздействия рентгенов-

ских импульсов большинства из использованных ре-

жимов воздействия. ИПРИ с минимальной из исполь-

зованных доз 0,3 мР/имп приводило к уменьшению 

уровня дыхательного коэффициента в большей степе-

ни при крайних частотах (10 и 22 имп/с). Воздействие 

ИПРИ со средней из использованных доз 1,1 мР/имп 

эффективно (более чем в 2 раза) снижало степень со-

пряжения окисления и фосфорилирования только при 

частоте повторения 22 имп/с. Облучение рентгенов-

скими импульсами с максимальной из использован-

ных доз приводило к снижению уровня дыхательного 

коэффициента при всех частотах повторения импуль-

сов. При режимах воздействия ИПРИ со средней до-

зой 1,1 мР/имп с частотами 10, 13 и 16 имп/с и мини-

мальной из использованных доз 0,3 мР/имп и частотой 

13 имп/с дыхательный коэффициент существенно не 

изменялся (рис. 3). Полученные результаты свиде-

тельствуют о разобщающем действии ИПРИ на фоне 

угнетения дыхания в нефосфорилирующем и фосфо-

рилирующем состояниях (состояние 2 и 3). 

 
Рис. 3. Изменение величины коэффициента дыхательного контроля 

после воздействия импульсно-периодического рентгеновского из-

лучения с импульсной дозой от 0,3 до 1,8 мР/имп и частотами по-

вто- 

 рения 10—22 имп/с 

Обсуждение 

Как показали эксперименты, воздействие им-

пульсно-периодического рентгеновского излучения 

с импульсной дозой от 0,3 до 1,8 мР/имп и частотами 

повторения 10—22 имп/с может изменять скорость 

дыхания митохондрий на экзогенном субстрате (сук-

цинат в концентрации 5 ммоль) и в фосфорилирую-

щем состоянии. Изменение функционального состоя-

ния митохондрий после воздействия ИПРИ зависело 

от частоты повторения импульсов и интенсивности 

излучения. Скорость дыхания митохондрий на сукци-
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нате снижалась при всех режимах воздействия ИПРИ. 

При этом увеличение дозы рентгеновских импульсов 

и частоты их повторения сопровождалось снижени-

ем ингибирующего эффекта ИПРИ на скорость по-

требления кислорода митохондриями в нефосфори-

лирующем состоянии на экзогенном субстрате, а в 

фосфорилирующем состоянии при стимуляции ды-

хания добавлением АДФ ингибирующее влияние 

этого фактора увеличивалось. В то же время коэф-

фициент дыхательного контроля, отражающий сте-

пень сопряжения процессов окисления и фосфори-

лирования, уменьшался при большинстве из исполь-

зованных доз и частот. Это указывает на ухудшение 

функционального состояния митохондрий, разобще-

ние окисления и фосфорилирования и снижение 

возможности продукции АТФ. 

В ранее проведенных экспериментах in vitro с ис-

пользованием флюоресцентного зонда дихлорфлюо-

ресцеиндиацетата было показано, что ИПРИ модули-

рует уровень наиболее стабильной АФК — гидропе-

роксида водорода в изолированных митохондриях 

печени [5]. Эффект воздействия ИПРИ на дыхание 

митохондрий также имеет сложную зависимость от 

интенсивности и частоты повторения импульсов, по-

скольку митохондрии при окислительном стрессе яв-

ляются как источником АФК, так и мишенью для их 

повреждающего действия. С одной стороны, О
•
,
–
,
2
 

образуется в процессе переноса электронов в дыха-

тельной цепи и синтезе АТФ, с другой стороны, его 

высокий уровень в митохондриях может ускорить или 

замедлить через различные механизмы перенос элек-

тронов и окислительное фосфорилирование. Функ-

циональные исследования поры в изолированных ми-

тохондриях показали, что индукторами ее открытия 

служат ионы Ca
2+

, вещества, снижающие мембранный 

потенциал, и различные прооксиданты. Снижение 

дыхания митохондрий после действия ИПРИ может 

быть обусловлено тем, что высокие концентрации 

АФК открывают во внутренней мембране митохонд-

рий поры неспецифической проницаемости, что при-

водит к удалению адениновых нуклеотидов, сниже-

нию продукции АТФ и поглощения кислорода [19]. 

Кроме того, активность сукцинатдегидрогеназы и 

F0F1-АТФазы ингибируется высокими концентрация-

ми О
2•–

 и гидроперекисями [23]. Окислительная мо-

дификация фосфолипидов внутренней мембраны ми-

тохондрий приводит к повышению ее ионной прово-

димости, разобщению дыхания и окислительного 

фосфорилирования, снижению мембранного потен-

циала. Снижение мембранного потенциала, в свою 

очередь, сопровождается увеличением продукции 

АФК в дыхательной цепи. 

Заключение 

Таким образом, ИПРИ в экспериментах in vitro 

оказывало существенное влияние на функциональное 

состояние митохондрий. Это выражалось в уменьше-

нии скорости потребления кислорода митохондриями 

в фосфорилирующем и нефосфорилирующем состоя-

нии и снижении уровня дыхательного контроля, ото-

бражающего степень сопряжения процессов окисле-

ния и фосфорилирования. Полученные результаты 

позволяют рассматривать митохондрии как одну из 

первичных мишеней воздействия импульсно-

периодического рентгеновского излучения. 

 

Работа выполнена в рамках аналитической ведом-

ственной целевой программы «Развитие научного по-

тенциала высшей школы (2011)»; проект № 2.1.1/13778. 
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