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Данная работа является развитием исследований, 
начатых в 2012 г. [1]. В этой работе мы изучали дей‑
ствие пинацидила и Ca2+ на функционирование 
комплекса I дыхательной цепи митохондрий сердца 
крысы в присутствии глутамата и малата. В настоя‑
щем сообщении соответственно представлены ре‑
зультаты исследования влияния указанных соеди‑
нений на комплекс II в присутствии сукцината 
и ингибитора комплекса I —  ротенона. 

Известно, что результатом ишемии сердечной 
мышцы и следующей за ней реперфузии было уве‑
личение концентрации Ca2+ в цитоплазме кардио‑
мицетов и кальциевая перегрузка митохондрий, 
которая, в свою очередь, способствует появлению 
в их внутренней мембране (ВММ) кальцийзависи‑
мой поры (МКЗП) [2, 3]. Ранее индуцированное 
кальциевой перегрузкой митохондрий открытие 
МКЗП в их внутренней мембране было показано 
в экспериментах c митохондриями и кардиомиоци‑
тами in vitro, а также в опытах с изолированными 
сердцами крыс. При этом в опытах с изолирован‑
ными митохондриями и пермебелизованными кар‑
диомиоцитами обнаружили, что открытие этой поры 
сопровождалось набуханием митохондрий и сни‑
жением потенциала ВММ ΔΨмито. 

Сократительные параметры изолированного 
сердца крысы после воздействия ишемии и после‑
дующей реперфузии заметно улучшались в опытах 
с модуляторами митохондриальных KАТФ‑зависимых 
каналов (митоKАТФ) —  пинацидилом Pin и диазок‑
сидом [4, 5]. Параллельно снижались кальциевая 
перегрузка митохондрий и скорость расхода АТФ 
кардиомиоцитами. Такой эффект этих модуляторов 
получил название фармакологического преконди‑
ционирования, однако до сих пор до конца не ясен 
механизм этого явления [2, 4–7]. Согласно одной 
точке зрения, модуляция митоKАТФ запускает слож‑
ный каскадный механизм прекондиционирования 
с участием протеинкиназы С и активных форм кис‑
лорода; согласно другой —  защитное действие этих 
модуляторов обусловлено их способностью умеренно 
разобщать дыхание митохондрий и, как следствие, 
снижать ΔΨмито и зависящее от него накопление 
ионов кальция в матриксе.

Было обнаружено, что Pin снижал ΔΨмито в опы‑
тах с изолированными митохондриями печени, 
мозга и сердца крысы и препятствовал вызываемому 
АДФ снижению потенциала ВММ митохондрий 
сердца крысы в присутствии сукцината и пирувата 
[8–10]. В присутствии Pin снижалось накопление 
Ca2+ митохондриями за счёт уменьшения транспорта 
Ca2+ в матрикс и увеличения его выхода из органелл, 
а также стимулировались набухание митохондрий 
и протонная проницаемость ВММ [4–6, 10]. Акти‑
вируя дыхание в базальном или четвёртом по Чансу 
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состояниях, Pin разобщал окислительное фосфори‑
лирование в митохондриях сердца крысы, мыши 
и морской свинки [4, 8, 10–13]. Pin слабо влиял 
на дыхание этих митохондрий в состоянии 3 
по Чансу (АДФ в среде), а скорости синтеза АТФ 
в этих органеллах под действием пинацидила слабо 
менялись или незначительно снижались [10, 11, 13]. 
Pin препятствовал открытию МКЗП в кардиомио‑
цитах крысы [14]. По мнению ряда исследователей 
[2, 6], существует определённая взаимосвязь между 
структурными элементами, формирующимим ми‑
тоKАТФ и КЗНК. К настоящему времени практи‑
чески не изучено влияние Pin на индукцию МКЗП 
во внутренней мембране митохондрий сердца крысы 
в присутствии сукцината. В связи с этим представ‑
ляло интерес изучить совместное действие пинаци‑
дила и Ca2+ на набухание, дыхание и мембранный 
потенциал митохондрий сердца крысы в присут‑
ствии сукцината и ингибитора комплекса I —  роте‑
нона.

В экспериментах применялись самцы линии Ви‑
стар массой 200–250 г. Митохондрии сердца крысы 
(МСК) выделяли согласно описанной нами ранее 
методике [1]. На заключительной стадии выделения 
органеллы суспендировали в 3 мл среды, содержа‑
щей 300 мМ сахарозу и 10 мМ трис‑HCl (pH 7,3). 
Все процедуры выделения митохондрий проводили 
на льду. Концентрация белка в митохондриальных 
препаратах определялась методом Бредфорда и была 
в пределах 20–30 мг/мл.

В работе использовали сахарозу, очищенную 
от примесей катионов на ионообменной колонке 
со смолой КУ‑2‑8. Трис‑ОН, KCl, карбонилцианид‑
p‑трифторометоксифенилгидразон (FCCP), олиго‑
мицин, АДФ, пинацидил (Pin), сукцинат, ротенон, 
карбоатрактилозид (CAT), MgCl2, циклоспорин 
А (CsA), 5‑гидроксидеканоат (5‑HD) и MOPS были 
получены от фирмы “Sigma”. Протонофор 2,4‑ди‑
нитрофенол (ДНФ) был марки ч. д. а., а остальные 
реактивы —  NH4NO3, CaCl2, H3PO4, K‑ацетат 
и CH3COOH — были марки х. ч.

Набухание митохондрий оценивали по описан‑
ному нами ранее методу [1] с применением спект‑
рофотометра СФ‑46 (“ЛОМО”, Россия) при длине 
волны 540 нм и температуре 20 °C. Митохондрии 
суспендировали в средах, содержащих: 125 мМ 
NH4NO3, 5 мМ трис‑HCl (pH 7,3) и 1 мМ трис‑PO4 
(рис. 1) или 25 мМ K‑ацетат, 10 мМ трис‑ацетат 
(pH 7,3) и 100 мМ сахарозу (рис. 2). При отсутствии 
дыхательных субстратов набухание митохондрий 
в среде с нитратом аммония, который в водном рас‑
творе диссоциирует на молекулу NH3 и ионы NO3

- 

и H+, позволяет оценить пассивную протонную 
проницаемость ВММ, поскольку эта мембрана сво‑
бодно проницаема для NO3

- и NH3. Все среды со‑
держали 2 мкМ ротенон и 1 мкг/мл олигомицина. 
Там, где указано, до митохондрий вносили 100 мкМ 
Pin, 150 мкМ Ca2+, 500 мкМ АДФ, 1 мкМ CsA 
и 300 мкМ 5‑HD.

Скорости дыхания митохондрий (нг‑атом 
О/мин ⋅ мг белка) оценивали полярографическим 
методом с использованием закрытого платинового 
электрода типа Кларка на анализаторе Эксперт‑001 
(НПО “Эконикс эксперт”, Россия) при 26 °C 
в ячейке объёмом 1,5 мл в среде, содержащей 125 мМ 
KCl, 20 мМ трис‑MOPS (pH 7,3), 5 мМ сукцинат, 
1 мкМ ротенон, 3 мМ трис‑PO4 и 0,05 мМ EGTA 
(рис. 3). После митохондрий (там, где показано) 
в среду добавляли: 150 мкМ АДФ (АДФ), 100 мкМ 
Pin (Pin), 2 мкМ CAT (CAT), 150 мкМ Ca2+ (Ca), 

МСК
Сукц

0,05

2 мин

∆D540

8
7
6
1
2

3

5
4

Рис. 1. Набухание митохондрий сердца крысы в среде 
с NH4NO3. Состав среды и концентрации добавок 
указаны в тексте. Добавки до митохондрий: 1 —  без 
добавок (контроль), 2 —  пинацидил (Pin), 3 —  Ca2+, 
4 —  Pin + Ca2+, 5 —  Pin + Ca2+ + 5‑HD, 6 —  Pin + 
+ Ca2+ + CsA, 7 —  Pin + Ca2+ + АДФ, 8 —  Pin + Ca2+ + 
+ АДФ + CsA. Добавки митохондрий сердца крысы 
(МСК) и сукцината (Сукц) показаны стрелками.
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Рис. 2. Набухание митохондрий сердца крысы в среде 
с К‑ацетатом и сахарозой. Состав среды указан 
в тексте. Добавки и обозначения, как на рис. 1.
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30 мкМ ДНФ (ДНФ), 300 мкМ 5‑HD (5‑HD) 
и 1 мкМ CsA (CsA). С учётом наличия в среде EGTA 
концентрация свободного Ca2+ была около 100 мкМ. 
Измерения дыхания и набухания проводили при 
концентрации митохондриального белка 1 мг на 1 мл 
среды инкубации.

Потенциал внутренней мембраны МСК оцени‑
вали по стандартной методике [1] по изменению 
интенсивности флуоресценции сафранина (усл. ед.) 
при комнатной температуре (рис. 4). Митохондрии 
(0,5 мг белка в 1 мл) добавляли в кварцевую кювету 
с 3 мл среды, содержащую 300 мМ сахарозу, 10 мМ 
трис‑HCl (pH 7,3), 3 мМ трис‑PO4, 3 мМ MgCl2, 
2 мкМ ротенон, 3 мкМ сафранин и 1 мкг/мл олиго‑
мицина. После митохондрий (где указано) в среду 
вносили: 5 мМ сукцинат (Succ), 100 мкМ пинацидил 
(Pin), 150 мкМ Ca2+ (Ca2+) и 1 мкМ FCCP (FCCP). 
На рисунках показаны результаты, полученные для 
трёх независимых экспериментов.

Пинацидил увеличивал пассивную протонную 
проницаемость ВММ, поскольку до внесения в среду 

дыхательного субстрата сукцината набухание МСК 
в среде с NH4NO3, ротеноном и олигомицином было 
сильнее в сравнении с контрольными опытами без 
пинацидила (рис. 1, кривые 1, 2). По сравнению 
с контролем пинацидил не влиял на индуцированное 
сукцинатом сжатие МСК, предварительно набухших 
в этой среде с NH4NO3 (рис. 1, кривые 1, 2). С дру‑
гой стороны, набухание МСК после внесения в среду 
сукцината в опытах с Ca2+ усиливалось в присутствии 
Pin и не зависело от наличия 5‑HD (рис. 1, кри‑
вые 3, 4). Усилившееся с Ca2+ и Pin набухание сме‑
нялось сжатием митохондрий (рис. 1, кривые 6–8) 
в присутствии ингибиторов МКЗП (АДФ и CsA). 
Набухание митохондрий в гипоосмотической среде 
с 25 мМ K‑ацетатом, 100 мМ сахарозой и 5 мМ сук‑
цинатом становится возможным в результате транс‑
порта K+ в матрикс по механизму электрофорети‑
ческого унипорта и зависит от величины ΔΨмито. 
В этой среде набухание МСК в среде с сукцинатом 
снижалось в опытах с Pin по сравнению с контролем 
(рис. 2, кривые 1, 2). Однако при кальциевой на‑
грузке органелл это набухание заметно увеличива‑
лось (кривая 3) и становилось ещё больше в опытах 
с Pin (кривая 4). Блокатор митоКАТФ (5‑HD) слабо 
влиял на совместный эффект пинацидила и Ca2+ 
(рис. 2а, кривая 5). При этом уменьшение этого 
эффекта в среде с K‑ацетатом и сахарозой достига‑
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Рис. 3. Влияние пинацидила на скорости поглощения 
кислорода митохондриями сердца крысы в среде с сук‑
цинатом и ротеноном. Показаны добавки: митохон‑
дрии сердца крысы МСК, АДФ, пинацидил Pin, кар‑
батрактилозид (CAT), Ca2+, 2,4‑динитрофенол (ДНФ), 
5‑HD и CsA. Цифрами над кривыми обозначены ско‑
рости поглощения кислорода (нг‑атом О/мин⋅мг 
белка). Состав среды и концентрации добавок указаны 
в тексте. Контроль —  опыты без добавок.
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Рис. 4. Флуоресценция сафранина в суспензии мито‑
хондрий сердца крысы. Стрелками показаны добавки: 
митохондрии сердца крысы (МСК), сукцинат (Сукц), 
пинацидил (Pin), Ca2+ (Ca2+) и FCCP (FCCP). Состав 
среды и концентрации добавок указаны в тексте. 
Контроль —  опыты без добавок.
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лось в опытах с CsA и АДФ (рис. 2а, кривые 6, 7) 
и было особенно заметно при их совместном при‑
сутствии (кривая 8). Известно, что нагрузка мито‑
хондрий ионами кальция способствует открытию 
МКЗП в их внутренней мембране и сопровождается 
набуханием митохондрий из‑за увеличения прони‑
цаемости ВММ для ионов и небольших молекул 
[2, 3]. Полученные данные позволяют предполо‑
жить, что ускорение набухания МСК в этих двух 
средах в опытах с Pin и Ca2+ может быть связано 
со стимуляцией пинацидилом открытия МКЗП 
во внутренней мембране этих органелл.

В среде с дыхательным субстратом, но до внесе‑
ния в неё АДФ или разобщителей базальное дыхание 
митохондрий в основном зависит от ионной про‑
ницаемости ВММ. По сравнению с контролем 
(рис. 3, кривая 1) базальное дыхание МСК было 
стимулировано Pin (кривая 2) и в меньшей степени 
Ca2+ (кривая 3). Такая стимуляция дыхания наблю‑
далась при внесении в среду Pin, а потом и Ca2+ 
(кривая 4) независимо от присутствия в ней 5‑HD 
или CsA (кривые 5, 6). Ранее обнаружили [8, 15], что 
вызываемая пинацидилом активация базального 
дыхания МСК в среде с пируватом и малатом устра‑
нялась после инъекции в среду карбатрактилозида 
(CAT), фиксирующего транслоказу адениновых 
нуклеотидов (ТАН) в с‑конформации. В опытах 
с МСК, помещёнными в среду с сукцинатом и ро‑
теноном, мы получили подобный результат (рис. 3, 
кривая 7). При этом внесение в среду Pin с после‑
дующей инъекцией CAT не повлияло на активацию 
этого дыхания ионами кальция (рис. 3, кривая 8). 
Таким образом, можно предположить, что вызыва‑
емая пинацидилом активация базального дыхания 
МСК независимо от наличия в среде Ca2+ обуслов‑
лена тем, в какой конформации находится ТАН. 
Скорее всего, эта активация непосредственно 
не связана с открытием МКЗП во внутренней мем‑
бране.

Стимулированное разобщителями (FCCP, ДНФ) 
дыхание митохондрий определяется активностью 
ферментов их дыхательной цепи, а дыхание фосфо‑
рилирующих органелл в состоянии 3 по Чансу (АДФ 
в среде) дополнительно регулируется ферментами, 
участвующими в синтезе АТФ. В среде с сукцинатом 
Ca2+ в отличие от пинацидила заметно снижал ды‑
хание МСК в третьем или разобщённом ДНФ со‑
стояниях (рис. 3, кривые 1–3). При последователь‑
ном внесении Pin и Ca2+ в среду дыхание этих орга‑
нелл в состоянии 3 уменьшалось независимо от на‑
личия в среде ингибитора МКЗП —  CsA или инги‑
битора митоKАТФ —  5‑HD (рис. 3, кривые 4–6). 

По сравнению с контролем (рис. 3, кривая 1) раз‑
общённое ДНФ дыхание МСК в среде с сукцинатом 
слабо зависело от присутствия в ней Pin, Ca2+, CAT 
или CAT и Ca2+ (кривые 2, 3, 7, 8). Некоторое умень‑
шение этого дыхания наблюдалась в опытах, где Pin 
и Ca2+ были вместе (рис. 3, кривые 4, 5), независимо 
от наличия в среде CsA (кривая 6). Наши результаты 
опытов с МСК в среде с сукцинатом и ротеноном 
(рис. 3) или с глутаматом и малатом [1], а также 
данные других авторов [11–13] позволяют сделать 
вывод о том, что независимо от типа применяемого 
субстрата Pin в противоположность действию Ca2+ 
слабо влияет на энергетику митохондрий.

В отличие от данных [12] мы не нашли какого‑
либо защитного эффекта Pin на дыхание нагружен‑
ных ионами кальция МСК в третьем или разобщён‑
ном ДНФ состояниях (рис. 3, кривые 2–4). В согла‑
сии с ранее полученными данными [4, 7] мы не об‑
наружили заметного влияния пинацидила на вели‑
чину ΔΨмито (рис. 4, кривая 3). После добавки Ca2+ 
в среду наблюдалось снижение этого потенциала 
(рис. 4, кривая 2), которое существенно замедлилось 
в опытах с внесённым до ионов кальция Pin (кри‑
вая 3). Полученные нами данные (рис. 3, 4) позво‑
ляют предположить, что снижение дыхания МСК, 
находящихся в состоянии 3 или разобщённых ДНФ, 
и ΔΨмито в опытах с Ca2+ скорее всего связано с от‑
крытием МКЗП во внутренней мембране, которое 
сопровождается набуханием этих органелл и выхо‑
дом цитохрома c в межмембранное пространство. 
С другой стороны, модуляция митоKАТФ пинациди‑
лом, согласно [2, 6], напротив, препятствует откры‑
тию этой поры за счёт снижения поступления Ca2+ 
в матрикс митохондрий. Полученные данные согла‑
суются с тем, что протекторное действие пинацидила 
на сократительные параметры изолированного 
сердца крысы скорее всего обусловлено его способ‑
ностью оказывать умеренное разобщающее действие 
и подобно другому модулятору митоKАТФ диазоксиду 
снижать кальциевую перегрузку митохондрий сердца 
в условиях воздействия ишемии/реперфузии на сер‑
дечную мышцу.

В этой работе впервые показана стимуляция пи‑
нацидилом открытия МКЗП в низкопроводящем 
состоянии во внутренней мембране нагруженных 
ионами кальция митохондрий сердца крысы в при‑
сутствии сукцината, что проявилось в ещё большем 
набухании этих органелл по причине ускорения 
транспорта ионов K+ и H+ в матрикс по сравнению 
с аналогичными опытами без пинацидила. Это хо‑
рошо согласуется со снижением набухания МСК 
в присутствии сукцината и ингибиторов этой поры 
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(CsA и АДФ). Сделано предположение, что незави‑
симо от типа применяемого субстрата стимуляция 
пинацидилом базального дыхания митохондрий, 
невзирая на присутствие кальция в среде, зависит 
от конформации транслоказы адениновых нуклео‑
тидов, но не связана с открытием МКЗП во внут‑
ренней мембране.
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EFFECTS OF PINACIDIL AND CALCIUM ON SUCCINATE-ENERGIZED  
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The effect of pinacidil was studied on calcium‑loaded rat heart mitochondria (RHM) in the presence of succinate 
and rotenone. In experiments with pinacidil, the swelling of these mitochondria increased in media with NH4NO3 
or K‑acetate, but the inner membrane potential ΔΨmito and state 3 or 2,4‑dinitrophenol‑uncoupled respiration 
of these organelles were decreased due to opening of the mitochondrial permeability transition pore in the inner 
membrane. These effects were inhibited by cyclosporin A and ADP. It was concluded that the protective effect of 
pinacidil in the cardiac muscle ischemia/reperfusion may be associated with stimulation mitochondrial swelling 
and a decrease in RHM calcium overload resulted in a decrease in ΔΨmito due to the soft uncoupling pinacidil 
effect.

Keywords: pinacidil, Ca2+, mitochondrial respiration, mitochondrial swelling, the inner membrane potential.
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