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Известно, что открытие митохонд&
риальных пор является ключевым звеном
в развитии апоптоза и постреперфузион&
ных нарушений функции сердца, тяжесть
которых коррелирует со степенью изме&
нения проницаемости митохондриальных
мембран [3, 10]. Среди целого ряда аген&
тов, влияющих на открытие митохондри&
альных пор (МП), особый интерес пред&
ставляет оксид азота, как естественный
регулятор многих физиологических про&
цессов. Данные относительно его учас&
тия в модуляции открытия митохондри&
альных пор достаточно противоречивы,
поскольку он может как предотвращать,
так и инициировать гибель клеток [7].
Показано, что введение NO перед ише&
мией&реперфузией миокарда имитирует
эффект „precondition” и уменьшает раз&
меры инфаркта [4, 17]. Оксид азота спо&
собен напрямую или опосредованно вза&
имодействовать с митохондриями [9],
связываясь с цитохромоксидазой, окис&
ляя убихинол или взаимодействуя с су&
пероксидом, образуя пероксинитрит, что
ведет к угнетению клеточного дыхания [6,
8], либо путем окисления тиоловых групп
белков приводя к открытию митохондри&
альных пор [5, 14]. Физиологические кон&
центрации NO влияют на процессы инак&
тивации каспаз посредством их S&нитро&
золирования [12]. Мы предприняли по&
пытку оценить роль оксида азота в под&
держании функционального состояния
сердца при ишемии&реперфузии и его
участие в изменении проницаемости
митохондриальных мембран.

Методы исследования

Эксперименты выполнены на изо&
лированных сердцах морских свинок

массой 350&450 г. Перфузию коронарных
сосудов осуществляли ретроградно по
методу Лангендорфа при постоянном
давлении 75 мм рт.ст., температуре 370С,
аэрации карбогеном (95% О

2
 и 5% СО

2
)

раствором Кребса – Хензеляйта следую&
щего состава (в ммоль/л): NaCl & 118; KCl
& 4,7; MgSO

4
 & 1,2; NaHCO

3
& 24; KH

2
PO

4
 &

1,2; глюкоза & 10; CaCl
2
 & 2,5. Давление в

полости левого желудочка (развиваемое
давление, Рлж), его первую производную
dР/dt

max 
и dР/dt

min
, конечно&диастоличес&

кое давление (КДД) измеряли в помощью
латексного баллончика тензодатчиками
746 („Мингограф&82”, Elema, Швеция) и
регистрировали на персональном компь&
ютере с помощью программного обеспе&
чения Global Lab. Рассчитывали индекс
сократимости, интенсивность сократи&
тельной функции равной произведению
Рлж на частоту сердечных сокращений
(ЧСС). Величину коронарного потока оп&
ределяли по объёму оттекающего от сер&
дца перфузионного раствора за 1 мин.
Напряжение кислорода в притекающем и
оттекающем от сердца через легочной
ствол растворе измеряли с помощью
газоанализатора BMS 3 Mk 2. Кислород&
ную стоимость работы сердца вычисля&
ли как отношение потребления кислоро&
да к произведению развиваемого давле&
ния на частоту сердечных сокращений.
Открытие митохондриальных пор (МП)
регистрировали спектрофотометрически
(СФ–46) по появлению в оттекающем от
сердца на 1 мин реперфузии растворе
митохондриального фактора, который,
как показано в наших предыдущих рабо&
тах [2], обусловливает характерный пик
поглощения в диапазоне длины волны
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230&260 нм и может служить маркером
образования МП в условиях in vivo. То&
тальную ишемию моделировали путём
полного прекращения перфузии сердца
в течение 20 мин. Реперфузионные изме&
нения отслеживали на протяжении 40
мин.

Для выяснения влияния оксида азо&
та на функциональное состояние сердца
при ишемии&реперфузии в перфузион&
ный раствор вводили (10 мин) донор NO
нитропруссид Na (10&4 М) или блокаторы
синтеза NO & L&NMMA (10&4 М) и амино&
гуанидин (10&5 М). Для угнетения откры&
тия митохондриальных пор использова&
ли классический ингибитор митохондри&
альной проницаемости циклоспорин А
(SIGMA, 10&6 М).

Статистическая обработка данных
производилась разностным методом с
использованием критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение

Показано, что предварительная
перфузия донора оксида азота нитро&
пруссида Na оказывала протекторное
действие на развитие реперфузионных
нарушений деятельности сердца. Сер&
дечная аритмия практически отсутство&
вала после возобновления потока, а сте&
пень восстановления параметров сокра&
тительной активности миокарда и кисло&
родной стоимости работы серца (рис.1)
через 40 минут реперфузии была суще&
ственно выше, чем в контрольной серии.
При этом концентрация митохондриаль&
ного фактора, являющегося показателем

открытия митохондриальных пор в усло&
виях in situ и in vivo, в оттекающем от
сердца растворе снижалась, что дает нам
возможность заключить, что защитное
действие оксида азота на миокард при
реперфузии реализовывалось как по&
средством улучшения функционального
состояния сердца перед ишемией, так и
через угнетение процесса открытия ми&
тохондриальных пор.

Блокада синтеза оксида азота как с
помощью L&NMMA, так и аминогуаниди&
на (блокатора индуцибельной формы NO&
синтазы, iNOS) сопровождалась сниже&
нием развиваемого давления в левом
желудочке вследствие уменьшения коро&
нарного потока. Однако, при перфузии L&
NMMA наблюдались более глубокие из&
менения параметров кардиодинамики по
сравнению с введением аминогуанидина.
Степень увеличения кислородной сто&
имости работы сердца, отражающая эф&
фективность функционирования дыха&
тельной цепи, также была выше (рис. 1).
Это подтверждало ранее полученные
нами данные [1], свидетельствующие о
том, что оксид азота, синтезируемый
конститутивной NO&синтазой, регулиру&
ет работу дыхательной цепи и, по&види&
мому, проницаемость внутренней мемб&
раны митохондрий.

Степень реперфузионных наруше&
ний функции сердца на фоне угнетения
NO&синтаз в целом существенно не отли&
чалась от таковой в контрольной серии
(рис. 2). Однако, скорость расслабления

миокарда на 40&й
минуте реперфузии
на фоне блокады
индуцибельной NO –
синтазы с помощью
а м и н о г у а н и д и н а
была достоверно
выше, чем в контро&
ле. Кислородная
стоимость работы
сердца также увели&
чивалась в меньшей
мере (рис. 1). Инте&
ресно отметить, что

 
Рис. 1. Изменение кислородной стоимости работы сердца при ишемии-
реперфузии (* Р < 0,05 относительно исходной величины) 
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и количество митохондриального факто&
ра в оттекающем от сердца растворе,
отражающее открытие митохондриаль&
ных пор, уменьшалось при этом практи&
чески вдвое по сравнению с контролем.

Известно, что избыточное количе&
ство NO, продуцируемое iNOS после вос&
становления потока, может взаимодей&
ствовать с супероксидным радикалом,
превращаться в пероксинитрит и стиму&
лировать увеличение проницаемости
митохондриальных мембран [7]. Поэтому
вполне логично, что блокада индуцибель&
ной NО&синтазы в определенной мере
предотвращала открытие митохондри&
альных пор. Полученные факты свиде&
тельствовали в пользу того, что оксид
азота, синтезируемый именно индуци&
бельной NО&синтазой, через цепь биохи&
мических превращений может способ&
ствовать открыванию митохондриальных
пор.

С другой стороны, оксид азота,
получаемый клеткой в результате рабо&
ты конститутивной NO&синтазы и реали&
зующий свое действие в основном по&
средством активации растворимой гуа&
нилатциклазы, не только активно регули&
рует работу дыхательной цепи, но и, ве&
роятно, проницаемость внутренней мем&
браны митохондрий. Действительно, по&
казано, что в эндотелиальных, миокарди&

альных и других клет&
ках оксид азота, приво&
дящий к образованию
гуанозин&3’5’&моно&
фосфата (цГМФ), осу&
ществляет цГМФ&зави&
симое угнетение от&
крывания митохондри&
альных пор [11, 13, 16].
Для выяснения этого
вопроса блокировали
активность NO – синта&
зы с помощью L&NMMA
после введения инги&
битора образования
МП циклоспорина А.
Оказалось, что блокада
митохондриальных пор

циклоспорином А снимала эффект воз&
действия L&NMMA на кислородную сто&
имость работы сердца (рис.3), что сви&
детельствовало о том, что защитный
эффект оксида азота осуществляется по&
средством его влияния на процесс от&
крывания митохондриальных пор.

Таким образом, результаты наших
исследований свидетельствовали, что
оксид азота активно влияет на процесс
открытия митохондриальных пор и соот&
ветственно развитие реперфузионных
нарушений функции сердца. Механизмы
реализации его ингибирующего либо
стимулирующего воздействия на откры&
тие МП могут быть разными. С одной
стороны, при введении в раствор доно&
ра NO нитропруссида Na наблюдалось
угнетение образования митохондриаль&
ных пор. Это подтверждалось уменьше&
нием количества фактора, который выде&
лялся из митохондрий в начале реперфу&
зии, и уменьшением постишемических
нарушений функции сердца. С другой
стороны, предварительная блокада инду&
цибельной формы NO&синтазы также в
определенной степени ограничивала об&
разование МП при ишемии&реперфузии,
что свидетельствовало в пользу участия
оксида азота, синтезируемого iNOS, или
продуктов его превращения в процессах
стимуляции открывания митохондриаль&
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Рис. 2. Изменения показателей кардиодинамики на 40-й минуте реперфу-
зии на фоне блокады NO-синтаз с помощью L-NMMA или аминогуанидина. 
Р < 0,05 относительно контрольной серии 
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ных пор.

Механизм влияния NO на проница&
емость мембран остается до конца не
выясненным и требует дальнейших ис&
следований. Результаты наших исследо&
ваний согласуются с данными, получен&
ными в экспериментах на изолированных
митохондриях: показано, что влияние NO
на МП имеет дозозависимый характер:
концентрации NO в пределах от 10 nM до
1мкМ, которые в физиологических усло&
виях синтезируются конститутивними
формами NO&синтазы, в первую очередь
эндотелиальной, угнетают образование
митохондриальных пор [7].

При малых концентрациях оксид
азота играет важную регуляторную роль
во многих физиологических процессах.
Кроме участия в регуляции давления и
расслаблении сосудистых гладких мышц,
NO действует непосредственно на мито&
хондриальное дыхание [18], его ингиби&
рующее влияние на дыхательные фер&

менты митохондрий также может быть
одной из причин снижения кислородной
стоимости работы сердца [1]. Более того,
существует представление, что блокада
поры под действием NO объясняется
именно ингибированием цитохромокси&
дазы [3].

Большие концентрации оксида азо&
та, более 20 мкМ, имеют противополож&
ный эффект – угнетение синтеза АТФ и
нитрозолирование тиоловых (&SH) групп
митохондриальных белков ведут к откры&
ванию митохондриальных пор [5, 14, 15].
Как известно, увеличение уровня свобод&
ного оксида азота в клетках в несколько
раз может быть вызвано активацией ин&
дуцибельной формы NO&синтазы, что
имеет место и при реперфузии сердца.
При этом молекула оксида азота взаимо&
действует с супероксидом (О

2
&), гиперп&

родукция которого происходит именно
при реперфузии, образуя мощный окси&
дант – пероксинитрит (ONOO), который

 

 
 1 2 
Рис. 3. Влияние блокады синтеза NO на кислородную стоимость работы сердца в контрольних усло-
виях (1) и после введения циклоспорина А (2). 
** Р < 0,01 относительно контроля 
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в свою очередь через окисление тиоло&
вых групп белков может приводить к от&
крыванию митохондриальных пор [8, 15].
В пользу этого факта свидетельствовало
то, что добавление дитиотреитола (ДТТ),
известного восстановителя (&SH)&групп,
в суспензию митохондрий блокировало
образование МП под действием больших
концентраций NO [14]. В наших экспери&
ментах на изолированном сердце морс&
ких свинок предварительное введение
ДТТ предотвращало выделение митохон&
дриального фактора в начале реперфу&
зии сердца [2].

Два противоположных эффекта ок&
сида азота на активацию митохондриаль&
ных пор при реперфузии вероятно обус&
ловлены природой самой молекулы. С
одной стороны, она может выступать как
свободный радикал, который способен
нитрозолировать тиоловые группы бел&
ков и тем самым вызывать открытие
митохондриальных пор. С другой сторо&
ны, безусловно, оксид азота является не
самым эффективным, но, вероятно, наи&
более естественным ингибитором мито&
хондриальных пор, проявляя активность
в концентрациях, обеспечиваемых эндо&
телиальными клетками и кардиомиоци&
тами.
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Резюме

РОЛЬ ОКСИДУ АЗОТУ В МОДУЛЯЦІЇ
ВІДКРИТТЯ МІТОХОНДРІАЛЬНИХ ПОР

ПРИ ІШЕМІЇ&РЕПЕРФУЗІЇ
ІЗОЛЬОВАНОГО СЕРЦЯ

Шиманська Т.В., Добровольський Ф.В.,
Сагач В.Ф.

Показано, що попередня перфузія
донора оксиду азоту нітропрусиду Na
проявляла протекторну дію на розвиток

реперфузійних порушень діяльності сер&
ця. Серцева аритмія практично була
відсутня після відновлення потоку, а
ступінь відновлення параметрів скорочу&
вальної активності міокарду і кисневої
вартості роботи серця через 40 хвилин
реперфузії був істотно вище, ніж в конт&
рольній серії. При цьому концентрація
мітохондріального фактора, що є показ&
ником відкриття мітохондріальних пор в
умовах in situ і in vivo, в розчині, що
відтікав від серця, знижувалася, що дає
можливість укласти, що захисна дія ок&
сиду азоту на міокард при реперфузії ре&
алізовувалася як за допомогою пол&
іпшення функціонального полягання сер&
ця перед ішемією, так і через пригноб&
лення процесу відкриття мітохондріаль&
них пір.

Summary

ROLE OF NITROGEN OXIDE IN
MODULATION OF OPENING OF

MITOCHONDRIAL PORES AT ISCHEMIC&
REPERFUSION OF AN ISOLATED HEART

Shimanskaya T.V., Dobrovolskiy F.V.,
Sagach V.F.

It is shown that preliminary perfusion
of oxide donor of nitroprussid Na rendered
a protector action on development of
reperfusion violations of cardiac activity.
Cardiac arrhythmia was practically absent
after renewal of the stream, and the degree
of renewal of parameters of recovery activity
of myocardium and oxygen labour costs of
heart in 40 minutes of perfusion was
substantially higher, than in control series.
Concentration of mitochondrial factor being
the index of opening of mitochondrial pores
in the conditions of in situ and in vivo in
solution flowing back from a heart went
down, that enables us to conclude that
protective action of myocardium nitrogen
oxide at reperfusion was realized both by
means of improvement of the functional
state of the heart before ischemia and
through oppression of process of opening
of mitochondrial pores.




