
814

Экспериментальная медицина

было выявлено параллельное усиление про-
цессов свободнорадикального окисления с 
накоплением продуктов перекисного окис-
ления липидов в исследуемом органе.

2. Активация эндогенной агрессии 
пос ле острой остановки кровообращения 
на фоне окислительного стресса в тканях 
глазного яблока, сопровождающегося на-
рушением равновесия между прооксидант-
ной и антиоксидантной системами, может 
обусловливать вовлечение глазного яблока 
в формирование его в качестве органа ми-
шени для развития офтальмопатологии не 
только ишемического, но и воспалительно-
го характера токсического аутоиммунного 
генеза.
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цель. Изучить содержание метаболитов оксида азота (II), лактата, эндогенного карнитина и активности ми-

тохондриальных оксидоредуктаз ткани придатка яичка (эпидидимиса) в условиях дефицита синтеза оксида азо-
та и, исходя из полученных данных, дать оценку функционального состояния митохондрий эпидидимиса крыс.

Методы. 16 крыс линии Вистар были разделены на две равные группы. Первой группе в течение 7 дней 
вводили неселективный ингибитор NO-синтаз L-NG-нитроаргинина метиловый эфир (L-NAME) в дозе 25 мг/кг. 
Второй группе (контрольной) в течение 7 дней внутрибрюшинно вводили 0,9% раствор натрия хлорида. Из ткани 
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Митохондриальная дисфункция может 
приводить к разнообразным метаболичес-
ким нарушениям (в том числе окислитель-
ного фосфорилирования и метаболизма 
жирных кислот), способствующим разви-
тию оксидативного стресса, связанному с 
избыточным образованием активных форм 
кислорода [9].

В связи с накоплением информации о 
роли активных форм кислорода идёт интен-
сивное обсуждение проблемы оксидативно-
го стресса и митохондриальной дисфунк-
ции в развитии нарушений репродуктивной 
функции у мужчин [13]. Среди причин, спо-
собствующих развитию митохондриальной 
дисфункции, особую роль отводят сосудис-
тым заболеваниям, неотъемлемый атрибут 
которых — снижение синтеза оксида азо-
та (II) (NO) и развитие эндотелиальной дис-
функции [11, 13].

Необходимо отметить, что ряд исследо-
вателей [8, 13] отмечают важный вклад тка-
ни придатка яичка (эпидидимиса) в реали-
зацию репродуктивной функции, а также 
специфичную для него самую высокую кон-
центрацию среди других органов и тканей 

L-карнитина, снижающуюся при состояни-
ях, связанных с бесплодием у мужчин.

В связи с этим целью настоящего ис-
следования стала оценка функционально-
го состояния митохондрий эпидидимиса 
крыс на основе изучения содержания мета-
болитов NO (II), лактата, эндогенного кар-
нитина и активности митохондриальных 
оксидоредуктаз тканей придатка яичка (го-
ловки и хвоста) в модели дефицита синтеза 
оксида азота.

Исследование проведено на 16 кры-
сах-самцах линии Вистар с массой тела 
230– 270 г. Крысы были разделены на две 
группы по 8 животных. Животным пер-
вой (основной) группы ежедневно в тече-
ние 7 дней 1 раз в сутки внутрибрюшинно 
вводили L-NG-нитроаргинина метиловый 
эфир (L-NAME, производство «Sigma») — не-
селективный ингибитор NO-синтазы в дозе 
25 мг/кг. Вторая группа служила контро-
лем, животным этой группы вводили 0,9% 
раствор натрия хлорида в соответствии со 
схемой введения основной группы. Выбор 
доз осуществляли на основе литературных 
данных [6].

придатка яичка (головки и хвоста) получали гомогенат и выделяли из него митохондрии методом дифференци-
ального центрифугирования, где определяли активность митохондриальных ферментов (лактатдегидрогеназы, 
сукцинатдегидрогеназы и супероксиддисмутазы), а также измеряли концентрацию метаболитов NO, лактата, 
общего белка и эндогенного карнитина.

Результаты. В группе, получавшей L-NAME 25 мг/кг, по сравнению с контрольной группой статистически 
значимо (p <0,05) снижалась (в митохондриях тканей головки и хвоста эпидидимиса соответственно) активность 
сукцинатдегидрогеназы на 55 и 68%, лактатдегидрогеназы — на 78 и 92%, супероксиддисмутазы — на 16 и 43%, 
количество метаболитов NO сокращалось на 18 и 30%, количество лактата увеличивалось на 43 и 35%, при этом в 
хвосте придатка яичка на 25% уменьшалась доля связанного карнитина. Изменение концентрации карнитина в 
ткани головки эпидидимиса не носило статистически значимого характера.

Вывод. При L-NAME-индуцированном дефиците NO в митохондриях тканей придатка яичка происходило 
статистически значимое снижение активности митохондриальных оксидоредуктаз и накопление лактата, что 
указывало на развитие вторичной митохондриальной дисфункции.

ключевые слова: L-карнитин, NO, митохондриальная дисфункция, придаток яичка, эпидидимис, L-NAME.

STUDYING THE FUNCTIONAL CONDITION OF RAT EPIDIDYMIS MITOCHONDRIA AT NITRIC OXIDE (II) 
SYNTHESIS CHANGE

Zvyagina V.I., Bel’skikh E.S., Medvedev D.V., Golovach N.A.
Ryazan State Medical University named after academician I.P. Pavlov, Ryazan, Russia
Aim. To study the levels of nitric oxide (II) metabolites, lactate, endogenic carnitine and mitochondrial oxidoreductase 

activity in epididymis tissue at nitric oxide low synthesis and, based on the obtained data, to assess the functional condition 
of rat epididymis mitochondria.

Methods. 16 Wistar rats were allocated to two equal groups: The first group was administered L-NG-nitroarginine methyl 
ester (L-NAME), which is non-selective NO-synthase inhibitor, at a dose of 25 mg/kg for 7 days. The second group (the 
control group) got 0.9% sodium chloride solution administered as intraperitoneal injection for 7 days. Homogenate was 
obtained from epididymis tissue (head and tail), and mitochondria were isolated from it by differential centrifugation. 
Activities of mitochondrial enzymes (lactate dehydrogenase, succinate dehydrogenase and superoxide dismutase) were 
measured, as well as concentrations of NO metabolites, lactate, total protein and endogenous carnitine.

Results. Activity of succinate dehydrogenase was significantly decreased by 55 and 68%, lactate dehydrogenase activity — 
by 78 and 92%, superoxide dismutase — by 16 and 43% in the mitochondria of epididymis head and tail tissue, respectively in 
the group receiving 25 mg/kg of L-NAME, compared to the control group. The concentrations of NO metabolites decreased 
by 18 and 30%, lactate levels increased by 43 and 35%, the share of bounded carnitine decreased by 25% in epididymis tail. 
Changes of carnitine concentrations in epididymis head were non-significant.

Conclusion. In L-NAME-induced deficiency of NO in epididymis tissues mitochondria, statistically significant 
decrease in the activity of mitochondrial oxidoreductases and lactate accumulation was noticed, indicating the development 
of secondary mitochondrial dysfunction. 

Keywords: L-carnitine, NO, mitochondrial dysfunction, epididymis, L-NAME.
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Из ткани придатка яичка с помощью го-
могенизатора «Potter S» получали гомогенат, 
затем выделяли из него митохондрии мето-
дом дифференциального центрифугирова-
ния [7]. Осадок, содержащий митохондрии, 
ресуспендировали в субстрате выделения и 
далее использовали для определения актив-
ности митохондриальных ферментов (лак-
татдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы, 
митохондриальной Mn-зависимой суперок-
сиддисмутазы), а также для измерения кон-
центрации метаболитов NO, лактата и кар-
нитина.

Общее содержание белка по методу Ло-
ури, лактата и лактатдегидрогеназы в про-
бах измеряли с помощью стандартизиро-
ванных диагностикумов «DiaSyS Diagnostic 
Systems». Активность сукцинатдегидроге-
назы определяли с помощью метода, осно-
ванного на определении восстановленного 
гексацианоферрата [7]. Активность су-
пероксиддисмутазы исследовали при по-
мощи метода, основанного на торможении 
реакции аутоокисления кверцитина [3]. 
Определение метаболитов NO проводили с 
помощью метода в модификации В.А. Ме-
тельской на иммуноферментном анализато-
ре «StatFax 3200» [5].

Концентрацию карнитина в мито-
хондриях головки и хвоста эпидидими-

са крыс определяли по методу L. Wan и 
R.W. Hubbard, основанному на образовании 
свободного KoASH, реагирующего неэнзи-
матически с 5,5-дитиобис-2-нитробензоатом 
(DTNB) с образованием окрашенного 5-тио-
2-нитробензоата, интенсивность которо-
го измеряли спектрофотометрически при 
λ=410 нм [14]. Динамику концентрации кар-
нитина исследовали, измеряя количество 
общего и свободного карнитина, вычисляя 
количество связанного карнитина по разни-
це между ними и определяя соотношение 
«связанный карнитин / общий карнитин».

Для выявления различий между незави-
симыми группами применяли U-критерий 
Манна–Уитни с использованием програм-
мы «StatPlus 2009». Уровень различий рас-
сматривали как статистически значимый 
при вероятности ошибки p <0,05.

Исходя из полученных результатов, 
следовало, что L-NAME в дозе 25 мг/кг 
статистически значимо приводил к сни-
жению концентрации метаболитов NO и 
вместе с тем повышал содержание лактата 
в митохондриях тканей эпидидимиса по 
сравнению с показателями животных кон-
трольной группы. Под действием L-NAME 
в тканях придатка яичка происходило сни-
жение активности всех трёх изучаемых ок-
сидоредуктаз (табл. 1).

Таблица 1
Определение показателей функционального состояния митохондрий эпидидимиса крыс в условиях  

моделирования L-NAME-индуцированного дефицита синтеза NO (II)

Примечание: в/б — внутрибрюшинно; NO — оксид азота (II); ЛДГ — митохондриальная лактатдегидрогеназа; 
СДГ — сукцинатдегидрогенза; СОД — митохондриальная супероксиддисмутаза; *p <0,05; результаты представле-
ны в виде медиана [квартиль 1; квартиль 3].

Исследуемые показатели/группы Головка эпидидимиса Хвост эпидидимиса

NaCl 0,9% в/б L-NAME 
25 мг/кг в/б

NaCl 0,9% в/б L-NAME 
25 мг/кг в/б

Общий белок митохондриальной фракции, 
мг/мл

1 [0,8; 1,5] 2 [1,9; 2,3]* 1,7 [1,5; 2,0] 1,9 [1,5; 2,0]

Концентрация метаболитов NO (мкмоль/мг 
белка в пробе)

176 [163; 191] 144 [131; 148]* 165 [153; 183] 115 [97; 140]*

Концентрация лактата (мкмоль/мг белка) 14 [13; 16] 20 [17; 22]* 17 [14; 21] 23 [22; 26]*

Активность ЛДГ (ЕД/мг белка) 9 [9; 13] 2 [2; 3]* 12 [11; 20] 1 [1; 3]*

Активность СДГ (нмоль сукцината/мин на 1 г 
белка)

31 [29; 31] 14 [11; 15]* 38 [29; 52] 12 [8; 19]*

Активность СОД (оптическая плотность, у.е./
мг белка)

6 [6; 7] 5 [4; 5]* 14 [13; 14] 8 [7; 10]*

Карнитин общий, мкмоль/мг белка ткани 83 [67; 95] 85 [67; 102] 50 [43; 52] 6 [5; 6]*

Карнитин свободный, мкмоль/мг белка ткани 60 [46; 70] 69 [54; 82] 29 [25; 31] 5 [5; 5]*

Карнитин связанный, мкмоль/мг белка ткани 23 [20; 26] 20 [17; 21] 19 [18; 21] 1 [1; 1]*

Соотношение карнитин свободный / карнитин 
общий

0,29 [0,28; 0,3] 0,21 [0,2; 0,24] 0,42 [0,38; 0,43] 0,17 [0,15; 0,18]*
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Снижение концентрации метаболитов 
NO в митохондриях тканей эпидидимиса 
(на 18% в головке и 30% в хвосте эпидиди-
миса, p <0,05), вероятно, было связано с ин-
гибированием митохондриальной синтазы 
оксида азота за счёт непосредственного воз-
действия L-NAME [1].

Как следует из табл. 1, более выраженное 
снижение активности оксидоредуктаз про-
исходило в митохондриях тканей хвоста: 
активность лактатдегидрогеназы, сукцинат-
дегидрогеназы, супероксиддисмутазы в мито-
хондриях головки снижалась соответственно 
на 78, 55 и 16% (p <0,05), а в митохондриях 
хвоста придатка — на 92, 68 и 43% (p <0,05).

Митохондриальная лактатдегидрогена-
за — составная часть митохондриального 
лактат-окисляющего комплекса, обеспечи-
вающего дегидрирование лактата и одновре-
менно транспорт образующегося пирувата в 
митохондрию [4].

В тканях придатка яичка обнаружен 
прирост концентрации внутримитохондри-
ального лактата (на 43% в головке и на 35% 
в ткани хвоста эпидидимиса, p <0,05), что 
на фоне снижения активности лактатдегид-
рогеназы в митохондриях указывало на 
уменьшение потребления лактата митохон-
дриями в качестве источника энергии.

По данным ряда исследователей, переме-
щение лактата в митохондрии с его последу-
ющим окислением там является предпочти-
тельным и определяет скорость выделения 
лактата из клетки [4]. В связи с этим до-
пустимо предположение, что снижение 
процессов митохондриального окисления 
лактата при увеличении его внутримито-
хондриальной концентрации в сравнении 
с показателями контрольной группы ука-
зывало на изменение метаболизма митохон-
дрий тканей эпидидимиса под действием 
L-NAME. Данные изменения характерны 
для активизации процессов анаэробного 
гликолиза, когда образуется избыточное ко-
личество лактата, который не может быть 
утилизирован митохондриями клетки.

Снижение активности сукцинатдегидро-
геназы в показателях животных опытной 
группы также указывало на изменения ме-
таболизма, характерные для анаэробного 
гликолиза, типичного для гипоксических 
состояний, — когда снижается активность 
пируватдегидрогеназного комплекса, по-
вышается соотношение восстановленной и 
окисленной форм никотинамиддинуклеоти-
да (NADH/NAD+) и уменьшается активность 
ферментов цикла трикарбоновых кислот.

Выраженность изменений концентрации 
карнитина и активности супероксиддисму-
тазы в условиях воздействия L-NAME в го-
ловке и хвосте придатка яичка различалась, 
что позволяет говорить о различной способ-
ности митохондрий тканей эпидидимиса 
адаптировать свой метаболизм. Это прояв-
лялось как более значительным снижением 
концентрации метаболитов NO и снижени-
ем активности супероксиддисмутазы, так 
и более выраженными изменениями содер-
жания карнитина в митохондриях тканей 
хвоста эпидидимиса (общее его количество 
статис тически значимо снижалось на 88%, 
а соотношение «связанный / свободный кар-
нитин» уменьшалось с 0,42 до 0,17, p <0,05).

Изменение концентрации эндогенного 
карнитина, возможно, свидетельствовало об 
адаптивном сдвиге в митохондриях ткани 
хвоста придатка, направленном на поддер-
жание уровня процессов синтеза аденозин-
трифосфата (АТФ). Исходя из результатов, 
представленных в табл. 1, следовало, что в 
условиях анаэробного гликолиза в ткани 
хвоста изменения показателей карнитина, 
вероятно, указывали на ограничение воз-
можностей митохондрий к β-окислению 
жирных кислот и выведение избытка ток-
сичных ацильных интермедиатов из клет-
ки в виде ацил-карнитинов [8, 15]. В то же 
время статистически значимое снижение 
концентрации общего карнитина в мито-
хондриях ткани хвоста служило маркёром 
развития репродуктивных нарушений [8].

Супероксиддисмутаза служит частью ан-
тиоксидантной защиты митохондрии, сни-
жение её активности могло быть обусловле-
но уменьшением синтеза активных форм 
кислорода на комплексах I, II и III [12]. По 
данным ряда исследователей, уменьшение 
образования активных форм кислорода, 
следовательно, и активности супероксид-
дисмутазы возможно в случае накопления 
аденозиндифосфата (АДФ) [2, 12]. Таким 
образом, если рассматривать активность 
этого фермента как косвенный показатель 
интенсивности клеточного дыхания, то 
можно сделать вывод о более выраженном 
увеличении концентрации АДФ и соответ-
ствующем снижении содержания АТФ в 
митохондриях тканей хвоста эпидидими-
са по сравнению с головкой под действием 
L-NAME [2].

Таким образом, моделирование L-NAME-
индуцированной системной эндотелиаль-
ной дисфункции, вероятно, было связано 
с развитием гипоксических изменений в 
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тканях придатка яичка и, исходя из по-
лученных данных, способствовало форми-
рованию условий, предрасполагающих к 
развитию митохондриальной дисфункции 
тканей хвоста эпидидимиса.

ВЫВОДЫ

1. При L-NAME-индуцированном сниже-
нии концентрации метаболитов NO в ми-
тохондриях тканей придатка яичка проис-
ходит статистически значимое уменьшение 
активности митохондриальных оксидоре-
дуктаз и накопление лактата, что указывает 
на развитие вторичной митохондриальной 
дисфункции.

2. Уменьшение концентрации метабо-
литов NО способно вызывать нарушение 
репродуктивной функции, на что указывает 
статистически значимое снижение содер-
жания общего карнитина в митохондриях 
ткани хвоста придатка.

3. Изменения в условиях L-NAME-
индуцированного дефицита NO в мито-
хондриях более выражены в тканях хвоста 
эпидидимиса, что, возможно, указывает 
на их меньший адаптивный потенциал по 
сравнению с митохондриями тканей голов-
ки при состояниях, связанных с развитием 
митохондриальной дисфункции.
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