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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МЕДИЦИНА И БИОЛОГИЯ 
 

УДК 616.411 
ОСОБЕННОСТИ ТКАНЕВОГО ДЫХАНИЯ ТИМУСА КРЫС 

В РАЗЛИЧНЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ГАММА-ИЗЛУЧЕНИЯ 

И. А. Никитина 

Гомельский государственный медицинский университет 

В статье представлена характеристика тканевого дыхания в тканях тимуса белых крыс после облучения иони-
зирующей радиацией. Установлено, что в ближайшие сроки после облучения резко падает  уровень дыхания на эн-
догенных субстратах и практически исчезает адаптивный потенциал электронно-транспортной цепи. В последую-
щем происходит волнообразное восстановление уровня дыхания и состояния электронно-транспортной цепи с пре-
вышением на 90 сутки показателей состояния митохондриальной дыхательной системы у контрольных животных. 

Ключевые слова: тканевое дыхание, тимус, гамма-излучение. 
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FEATURES OF TISSUE RESPIRATION IN THYMUS OF RATS 
IN DIFFERENT TERMS AFTER GAMMA-RADIATION EXPOSURE 

I. A. Nikitina 

Gomel State Medical University 

The article presents the description of mitochondrial oxidation in thymus tissues of white rats exposed to ioniz-
ing radiation. It has been established that the level of respiration on endogen substrates decreases sharply in short-
term period after the exposure and the adaptive potential of electron-transport chain almost disappears. In long-term 
period the level of respiration and the state of electron-transport chain restores in an undulatory way, control animals 
have higher indices of mitochondrial respiration system on the 90th day. 

Key words: tissue respiration, thymus, gamma-radiation. 
 
 
Введение 
Система иммунитета играет важную го-

меостатическую роль в жизнедеятельности ор-
ганизма. Известно, что она наряду с другими 
функциями участвует в развитии первичных 
реакций на  радиационное поражение [1]. В то 
же время лимфоидная ткань отличается высо-
кой чувствительностью к воздействию различ-
ных повреждающих факторов. 

Ионизирующие излучения вызывают ряд 
морфологических изменений тимуса — цен-
трального органа иммунной системы. Так, на-
пример, γ-облучение в дозе 6,9 Гр вызывает 
повреждения коркового вещества тимуса с 
массовой гибелью тимоцитов. Однако гибель 
лимфоидных клеток тимуса под действием ра-
диации сопровождается быстрой регенерацией. 
В начальный период регенерации качествен-
ный состав тимоцитов отличается от такового 
в «стабильном» тимусе [2]. 

Иммунодепрессия, вызванная действием 
радиации, обычно обусловлена опустошением 
лимфоидных органов и гибелью лимфоцитов. 
Существует мнение [3], что причиной гибели 
лимфоцитов тимуса является деградация  ДНК. 
Однако интерфазная гибель лимфоцитов во мно-
гом связана с нарушением проницаемости мем-
бран для ионов [3]. Одним из ранних признаков 
повреждения тимоцитов после γ-облучения явля-
ется выход ионов калия и кальция из клеток. Под-
держание нормального уровня ионов в клетке 
происходит с затратой энергии и непосредственно 
связано с функционированием митохондрий. Име-
ется ряд указаний на то, что одной из центральных 
причин развития патологических процессов при 
воздействии малых доз ионизирующих излучений 
являются нарушения в функционировании мито-
хондрий [4]. Поэтому для раскрытия механизмов 
развития нарушений в иммунной и других систе-
мах при воздействии ионизирующих излучений 
необходима оценка состояния энергетического 
метаболизма на тканевом, клеточном и субклеточ-
ном уровнях, что должно позволить выработать 
систему защитных мер, предупреждающих разви-
тие патологических явлений при воздействии ма-
лых доз радиации. 

Цель 
Исследование влияния γ-облучения в дозе 

0,5 Гр на параметры тканевого дыхания тканей 
тимуса в разные сроки после облучения. 

Материалы и методы 
Исследования проводились на белых кры-

сах-самцах массой 200–230 г. При проведении 
исследований соблюдались все требования Евро-
пейской Конвенции по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментальных и 
других научных целей (18.03.1986 г., пересмотр. 
02.12.2005 г., Страсбург) и Директивы 86/609/ЕЕС 
«Защита животных, используемых в научных це-
лях» (в редакции от 05.05.2009 г., Страсбург). 

Экспериментальные животные содержа-
лись на стандартном рационе. Рандомизиро-
ванным отбором сформировано 6 групп живот-
ных: 5 опытных и 1 контрольная — по 5 живот-
ных в каждой группе. Опытных животных 
подвергли однократному общему γ-облучению 
на установке «ИГУР-1», источник 137Cs, в дозе 
0,5 Гр, мощность дозы — 0,92 Гр/мин. Поляро-
графический анализ потребления кислорода 
тканями тимуса проводился на 3, 10, 30, 60 и 
90 сутки после облучения. 

Животных умерщвляли путем декапита-
ции. Извлекали тимус, отмывали его от крови 
физиологическим раствором, переносили в 
раствор Хэнкса. Ткани тимуса механически 
пермеабилизировали. Все исследования прово-
дили при температуре 0–2 °С. В полученных 
тканевых препаратах изучали показатели тка-
невого дыхания на установке Record 4 (ИТЭБ 
РАН, Пущино, Россия) в ячейке объемом 2 мл 
с закрытым платиновым электродом Кларка 
при температуре 37 °С в растворе Хэнкса. 

Состояние энергетического обмена иссле-
дуемой ткани определяли по скорости потреб-
ления кислорода тканями тимуса на эндоген-
ных субстратах (Vэнд), а также используя суб-
страты дыхания: сукцинат, 5 мМ (Vяк) и глута-
мат 5 мМ (Vглу). Кроме того, исследовано по-
требление тканью кислорода при разобщении 
окислительного фосфорилирования с исполь-
зованием 2,4-динитрофенола 2,5 мМ (Vднф). 
Также оценены параметры митохондриального 
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дыхания при ингибировании первого (амила-
лом 5 мМ) и второго (малонатом 5 мМ) ком-
плексов дыхательной цепи. Использование 
данной системы субстратов и ингибиторов ды-
хания позволяет достаточно полно охарактери-
зовать состояние энергетического обмена и, в 
известной мере, оценить скорость процессов, 
лимитирующих тканевое дыхание. 

На основании данных ингибиторного ана-
лиза рассчитывали показатели амителрези-
стентного (АРД) и малонатрезистентного ды-
хания (МРД): АРД = Vам/Vэнд; МРД = Vмал/Vам. 
Приведенные относительные показатели кос-
венно характеризуют эндогенные пулы субстра-
тов, их соотношение, а также состояние мембран-
ных транспортных систем, активность различных 
участков дыхательной цепи митохондрий и сте-
пень сопряжения окислительного фосфорилиро-
вания [1, 2]. Скорость поглощения кислорода 
тканевыми препаратами выражена в нмоль 
О2/(минхмг белка). Определение белка в тка-
нях тимуса проводили биуретовым методом [5]. 

Данные представлены медианой и грани-
цами верхнего и нижнего квартилей. Наличие 
статистически значимых отличий между груп-
пами оценивали с помощью критерия Манна-
Уитни. Различия признавались значимыми при 
p < 0,05. Статистическая обработка данных осу-
ществлялась с помощью пакета «Statistica», 6.0. 

Результаты и их обсуждение 
Традиционно исследования дыхания и 

окислительного фосфорилирования (ОФ) про-
водятся на изолированных митохондриях. Од-
нако в последние годы увеличивается количе-
ство фактов, свидетельствующих о том, что 
эти органеллы тесно взаимодействуют с цито-
скелетом и другими компонентами клетки [6]. 
Исследование  дыхания и ОФ при незначи-
тельных повреждениях клеток приближает нас 
к пониманию этих процессов in vivo. 

Уровень клеточного дыхания тканей тиму-
са крыс-самцов половозрелого возраста отно-
сительно высок и составляет 6,7 ± 0,8 нмоль 
О2/(минхмг белка), чему способствует интен-
сивное кровоснабжение и содержание доста-
точного числа митохондрий в лимфоидных 
клетках [7]. Скорость потребления кислорода 
является интегральным показателем, отра-
жающим уровень эндогенных субстратов в 
ткани, активность соответствующих транс-
портных систем, дегидрогеназ и всей дыха-
тельной цепи в целом при условии сохранения 
жизнеспособности тканевого препарата [4]. 

В трехдневный срок после острого воздей-
ствия ионизирующего излучения в дозе 0,5 Гр 
эндогенное дыхание тканей тимуса резко пада-
ет (рисунок 1), что соответствует стадии ост-
рой стресс-реакции [2].  

 

 
Рисунок 1 — Скорость тканевого дыхания тимоцитов крыс на эндогенных субстратах 

после облучения в дозе 0,5 Гр 
Условные обозначения: R — медиана; � — границы верхнего и нижнего квартилей;  — минимум 

и максимум; * р  0,05 по сравнению с контролем, критерий Манна-Уитни (n = 16–20) 
 
 
На 10 сутки после облучения наблюдается 

рост уровня эндогенного дыхания, который в 
последующем — до 30 суток замедляется. По-
казатель эндогенного дыхания достигает уров-
ня контроля на 60 сутки и, продолжая расти, к 
90 суткам превышает контроль более чем на 40 %. 
Общая динамика восстановления уровня тка-
невого дыхания соответствует стадии регене-
рации, наступающей для тимуса на 3–30 сутки, 
и слабо выраженной стадии вторичного опус-
тошения тимуса на 30–60 сутки [2]. 

Особыми преимуществами изучения ин-
тактных клеток является возможность оценки 
дыхания в физиологически контролируемом 
состоянии в ответ на внутриклеточные инги-
биторы или активаторы дыхания. Так, введе-
ние экзогенных субстратов заметно увеличива-
ет интенсивность тканевого дыхания в контро-
ле. Глутамат окисляется глутаматдегидрогена-
зой и, включаясь в окислительный цикл, по-
ставляет восстановленные эквиваленты на 
первый комплекс дыхательной цепи, а янтар-
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ная кислота — на второй. Введение этих суб-
стратов дает возможность оценить состояние 
дыхательной цепи и косвенно охарактеризо-
вать эндогенные пулы субстратов в клетке в 
разные периоды времени после облучения. 
Так, отсутствие выраженной стимуляции в бли-
жайшие сроки после облучения (таблица 1), ве-
роятно, обусловлено тем, что лимитирующим 
звеном потребления кислорода митохондриями 
является не дефицит субстратов, поставляющих 
восстановленные продукты к переносчикам элек-
тронно-транспортной цепи, а общая пропускная 
способность самой электронно-транспортной це-

пи. На 3 сутки наблюдается даже ингибирование 
дыхания субстратами. Это можно объяснить тем, 
что окисление большого количества сукцината в 
цикле Кребса приводит к накоплению оксало-
ацетата, являющегося даже в небольших количе-
ствах сильным ингибитором сукцинатдегидро-
геназы [8]. Таким образом, на 3–10 сутки на фо-
не общего уменьшения уровня эндогенного ды-
хания низкое стимулирующее действие солей 
янтарной и глутаминовой кислот указывает на 
достаточный уровень субстратов дыхания и 
невозможность за их счет вызвать стимули-
рующей эффект. 

Таблица 1 — Состояние тканевого дыхания тимуса крысы при добавлении субстратов и ингибиторов 
дыхательных комплексов 

Скорость дыхания Контроль 3 сутки 10 сутки 30 сутки 60 сутки 90 сутки 

Vглу 
8,0 

7,2–9,1 
2,1* 

1,6–2,8 
4,1* 

3,6–4,3 
7,8 

5,8–7,2 
7,4 

6,0–8,0 
11,3* 

11,0–12,1 

Vяк 
7,6 

7,4–7,9 
3,1* 

2,4–3,7 
4,6* 

4,1–5,7 
6,2 

5,6–7,7 
6,8 

6,2–7,1 
10,6* 

10,4–13,3 

Vднф 
8,6 

8,4–10,4 
3,7* 

2,9–5,1 
6,9 

6,0–7,9 
6,4 

5,3–7,1 
6,9 

6,2–7,8 
10,5* 

10,5–11,2 

Vам 
6,6 

6,3–7,0 
3,2* 

2,3–4,2 
5,4 

4,7–6,7 
6,1 

3,7–6,7 
7,1 

6,5–7,3 
8,8* 

8,4–9,3 

Vмал 
4,8 

4,7–5,0 
0,9* 

0,8–1,7 
2,5* 

1,7–3,0 
5,0 

3,1–5,8 
6,1* 

5,6–6,3 
6,9* 

6,7–7,6 

Примечание. Над чертой — медиана, под чертой — границы верхнего и нижнего квартилей (n = 5); * р < 0,05 
 
 
В более отдаленные сроки (30–60 сутки) 

происходит волнообразное восстановление со-
стояния электронно-транспортной цепи и сис-
темы окислительного фосфорилирования. 

Разобщители максимально активируют ра-
боту электронно-транспортной цепи, что позво-
ляет определить ее емкость в митохондриях ин-
тактных клеток. Скорость потребления кислоро-
да после добавления разобщителей является 
максимально возможной при данном состоянии 
электронно-транспортной цепи и обеспеченно-
сти ее восстановленными продуктами. 

В интактном органе 2,4-динитрофенол ока-
зывает на эндогенное дыхание относительно 
слабое стимулирующее действие (таблица 1). 
В эксперименте A. Cittadini и др. [9] стимули-
рование динитрофенолом привело к 100 % рос-
ту интенсивности потребления кислорода. Не-
значительное повышение дыхания при дейст-
вии разобщителя в проведенном эксперименте 
указывает на относительно небольшой запас 
прочности дыхательной системы. Еще более 
резерв ослабляется после острого воздействия 
ионизирующего излучения. Падение показате-
лей действия ДНФ на 3 сутки после облучения 
(таблица 1) свидетельствует о полном исчерпа-
нии резервных возможностей дыхательной цепи 
[8]. Таким образом, относительно низкий уро-
вень потребления кислорода ограничен возмож-

ностями самой электронно-транспортной цепи. 
На 10–30 сутки происходит увеличение резер-
ва системы и уменьшение ее разобщенности. 
Динамика изменения VДНФ также свидетель-
ствует о волнообразном восстановлении со-
стояния электронно-транспортной цепи и окис-
лительного фосфорилирования после облучения 
и наличии периодов острой стресс-реакции, по-
следующей регенерации и стадии вторичного 
опустошения тимуса на 30–60 сутки. 

Дополнительная информация может быть 
получена при анализе уровня дыхания интакт-
ных клеток в присутствии ингибиторов дыха-
тельной цепи. Их использование позволяет от-
разить состояние NAD- и FAD-окисляемых 
субстратов в клетках тимуса и оценить вклад 
дыхательных комплексов в работу электронно-
транспортной цепи. Последовательное  введе-
ние амитала и малоната вызывает ингибирова-
ние вначале первого, а затем второго комплек-
са дыхательной цепи, что позволяет оценить 
вклад каждого из них в общий механизм 
транспорта протонов в клетках тимуса, а также 
роль жирных кислот в тканевой энергетике. 
Более высокое значение коэффициента АРД по 
сравнению с таковым для МРД свидетельству-
ет о высокой активности сукцинатдегидроге-
назы и преобладающем вкладе второго ком-
плекса дыхательной цепи в системе митохонд-
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риального окисления ткани тимуса крыс. В 
свою очередь коэффициент МРД — показатель 
«остаточного» дыхания после добавления 
ингибиторов указывает на вклад жирных ки-

слот в энергетику ткани. Повышенный уро-
вень АРД над МРД (рисунок 2) указывает на 
превалирующую роль первого комплекса 
дыхательной цепи. 

 

 

Рисунок 2 — Ингибиторный анализ состояния тканевого дыхания крысы 
после облучения в дозе 0,5 Гр 

Условные обозначения:  — амителрезистентное дыхание;  — малонатрезистентное дыхание; 
R — медиана; � — границы верхнего и нижнего квартилей; 

 — минимум и максимум; * р  0,05 по сравнению с контролем, критерий Манна-Уитни (n = 5) 
 
 
После облучения эта закономерность прояв-

ляется особенно четко на 3 и 10 сутки. Затем от-
личия в участии обоих комплексов снижаются и 
становятся минимальными на 90 сутки, прибли-
жаясь к состоянию, характерному для контроля. 

Заключение 
Острое γ-облучение крыс в дозе 0,5 Гр вызва-

ло резкое падение уровня эндогенного дыхания в 
тимусе в ближайшие сроки после облучения, со-
провождающееся выраженным нарушением функ-
ционирования электронно-транспортной цепи. В 
отдаленные сроки после облучения происходит 
волнообразное восстановление уровня эндогенно-
го дыхания, состояния дыхательной цепи и сис-
темы окислительного фосфорилирования. 
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ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ МОЧЕВИНЫ И ЗНАЧЕНИЙ РН 

НА ПОКАЗАТЕЛИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ БЫЧЬЕГО СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА 

П. А. Авдеев, В. А. Игнатенко, Ю. В. Корноушенко, Л. А. Евтухова 

Гомельский государственный университет имени Ф. Скорины 
Гомельский государственный медицинский университет 

Мочевина как химическое вещество влияет на конформацию бычьего сывороточного альбумина, вызы-
вая частичное разворачивание его белковой глобулы с выходом на поверхность гидрофобных аминокислот. 
Изменение значения рН раствора, в котором находится белок, сказывается на состоянии белка. Имеется не-
сколько конформационных состояний, в которые переходит сывороточный альбумин. 

Задачей наших исследований являлось изучение влияния различных концентраций мочевины и значе-
ний рН на конформацию сывороточного альбумина. Очень чувствительными для изучения конформации 
белка являются методы собственной и зондовой флуоресценции. Изучая зависимость влияния различных 
факторов на показатели флуоресценции, можно с определенной долей вероятности предположить о кон-
формационных переходах в белке. 

Ключевые слова: бычий сывороточный альбумин, флуоресценция, флуоресцентный зонд АНС, мочеви-
на, рН, конформация белка. 


