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ВПЛИВ ГІПОКСИ-ГІПЕРКАПНІЇ НА СТРУКТУРНИЙ СТАН КЛІТИННИХ МЕМБРАН 

ГЕПАТОЦИТІВ ЩУРІВ 

 

© С. В. Хижняк, Л. І.Степанова, С. М. Мідик, С. Д. Мельничук 
 

Досліджено структурно-динамічні властивості клітинних мембран гепатоцитів щурів за гіпокси-

гіперкапнії при зниженні температури (штучний гіпобіоз) методом флуоресцентних зондів. Структур-

на реорганізація досліджуваних мембран (в більшій мірі внутрішньої мембрани мітохондрій) за штучно-

го гіпобіозу полягає в перебудовах їх поверхневого шару, зменшенні впорядкованості ліпідної компоненти 

та конформаційних модифікаціях білкових макромолекул 

Ключові слова: флуоресцентні зонди, мітохондрія, мембрани, ліпідний бішар, мікров′язкість, гіпоксія, 

гіперкапнія 

 

The structural and dynamic state of cellular membranes of rat hepatocytes under the influence of hypoxia, hy-

percapnia and hypothermia factors (artificial hypobiosis) was investigated using the method of fluorescent 

probes. The diverse changes of the structure and physical properties of these membranes (especially of inner mi-

tochondrial membrane) were shown. The structural reorganization of the membrane surface area, the decrease 

of the lipid structural orderliness and conformational modification of proteins occur during artificial hypobiosis 

Keywords: fluorescent probes, mitochondria, membranes, lipid bilayer, microviscosity, hypoxia, hypercapnia 

 

1. Вступ 

Актуальною проблемою біології та практичної 

медицини залишається дослідження адаптації тварин, 

у тому числі людини, до низьких температур. Штуч-

на гіпотермія (гіпобіоз), яку можна створити із вико-

ристанням гіпокси-гіперкапнічного газового середо-

вища при зниженні температури тіла, широко вико-

ристовується в медичній практиці з метою лікування 

та реабілітації після різноманітних захворювань, опе-

рацій тощо [1, 2].  

Формування штучного гіпобіотичного стану 

веде до гіпометаболізму [3, 4], а залучення клітинних 

мембран до регуляції метаболічних процесів 

пов’язано з їх структурними модифікаціями [5]. Змі-

ни в регуляції активності мембранозв’язаних ферме-

нтів та сигнальних білків можуть бути зумовлені мо-

дифікацією характеру молекулярних взаємодій біл-

кових молекул та анулярних ліпідів (білок-ліпідні 

взаємодії), а зміни структурної впорядкованості (мік-

ров’язкості) ліпідної компоненти впливають на орга-

нізацію функціонально-активної конформації білко-

вих молекул в мембрані [6]. Проте перебіг цих про-

цесів для клітинних мембран за штучного гіпобіозу 

залишається невідомим. 

 

2. Постановка проблеми 

Метою роботи було дослідження структур-

ної впорядкованості білкової та ліпідної компонент 

мікросомальної та внутрішньої мітохондріальної 

мембран гепатоцитів щурів за штучно створеного 
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гіпобіозу (вплив гіпоксії та гіперкапнії в умовах 

гіпотермії). 

 

3. Літературний огляд 

Формування гіпобіотичного стану є адаптив-

ною ознакою як рослинного, так і тваринного органі-

змів, реалізація якої обумовлена функціонуванням 

клітинних систем [3, 4]. Показано, що один з механі-

змів захисту від різкого зниження температури поля-

гає в зміні енергетичних процесів, які в значній мірі 

обумовлені функціонуванням мітохондрій [2]. З ін-

шого боку, мітохондрії чутливі до будь-якого впливу, 

особливо до кисневої недостатності [7]. Функціона-

льну активність мітохондрій, перш за все забезпечує 

її внутрішня мембрана, яка містить компоненти елек-

трон-транспортного (дихального) ланцюга [8]. Дослі-

дження за штучного гіпобіозу енергетичної активно-

сті мітохондрій гепатоцитів свідчить про зниження їх 

дихання та часткове роз'єднання процесів спряження 

окислення та фосфорилювання, що супроводжується 

пригніченням активності IV комплексу дихального 

ланцюга (цитохромоксидази) [9, 10].  

Зміни функціональної активності клітинних 

мембран обумовлюються їх складом та фізико-

хімічними властивостями, які виявляються за різно-

манітних екзогенних впливах на організм (іонізуюча 

радіація, важкі метали тощо) [11, 12]. Важливим є 

з′ясування характеру структурно-динамічної модифі-

кації клітинних мембран за впливу гіпотермії, гіпер-

капнії та гіпоксії для встановлення клітинних механі-

змів штучного гіпобіозу.  

 

4. Матеріали і методи дослідження 

Дослідження були проведені на безпородних 

щурах-самцях масою тіла 170–180 г, яких утримували 

на стандартному раціоні віварію. При експерименті до-

тримувались усі біоетичні норми, згідно з Європейсь-

кою конвенцією «Про захист хребетних тварин, які ви-

користовуються для експериментальних і наукових ці-

лей» (Стразбург, 1986 р.) і «Загальних етичних принци-

пів експериментів на тваринах», ухвалених Першим 

Національним конгресом з біоетики (Київ, 2001).  

Стан штучного гіпобіозу створювали за мето-

дикою Бахметьєва-Джайя-Анжуса, яка детально опи-

сана в роботах [1]. Тварин поміщали в герметично 

закриту камеру, об’єм якої складав 3 л, а температура 

в ній становить – 3–4 ºС. Протягом подальших  

3,5 год у камері змінюється склад газового середо-

вища: зростає вміст вуглекислого газу та зменшуєть-

ся рівень кисню — у тварин розвивається гіперкапнія 

та гіпоксія, а температура тіла знижується до 16.5 °С. 

Тварин при досягненні стану штучного гіпобіоз, а та-

кож тварин контрольної групи, піддавали декапітації.  

Отримання мітохондріальної та післямітохон-

дріальної - мікросоми (ММ) фракцій клітин печінки 

проводили із застосуванням методу диференційного 

центрифугування [13]. Для одержання препаратів 

внутрішньої мітохондріальної мембрани (ВММ) про-

водили дворазову процедуру заморожування-від- 

таювання суспензії мітохондрій з подальшим її 

центрифугуванням при 25000 g протягом 30 хв. Кон-

центрацію білка вимірювали методом Грінберга [14]. 

Ступінь чистоти препаратів ВММ та мембран мікро-

сом (ММ) оцінювали за активністю маркерних ферме-

нтів сукцинатдегідрогенази та 5´-нуклеотидази [13].  

Структурно-динамічний стан ліпідної та білко-

вої компонент клітинних мембран оцінювали за допо-

могою флуоресцентних зондів, як детально описано в 

роботі [11], які локалізуються в різних ділянках  

мембрани: 1-анілінонафталін-8-сульфонат (АНС) –  

в основному на поверхні мембранного бішару, пі- 

рен – в зоні жирнокислотних ланцюгів фосфоліпідів 

[15]. До суспензії мембран (0,1 мг/мл) в 2,0 мл буфе-

ру, який містив 0,1 М КСl, 25 мМ Трис (рН=7,0) при 

безперервному перемішуванні порціями додавали  

1 мМ спиртовий розчин пірену до кінцевої концент-

рації 5 мкМ. Через 15 хв інкубації реєстрували спект-

ри флуоресценції. Мікров’язкість ліпідної компонен-

ти мембран визначали за ступенем ексимеризації пі-

рену N (N=Fе/Fм, де Fe-інтенсивність флуоресценції 

ексимерів пірену, а Fм –мономерів) для загальної лі-

підної фази при λзб =335нм (N335) і анулярних ліпідів 

при λзб=280 нм (N280) [15]. Інтенсивність флуоресцен-

ції триптофанових залишків білків мембран реєстру-

вали при 338 нм, довжина хвилі збудження – 296 нм. 

Конформаційний стан білкових молекул у мембранах 

оцінювали за ефективністю гасіння акриламідом три-

птофанової флуоресценції згідно [16]. Суспензію 

мембран (0,1 мг/мл в об'ємі 2 мл) титрували 1 М роз-

чином акриламіду до кінцевої концентрації 0,4 М. 

Флуоресцентні дослідження проводили на спектроф-

луориметрі Shimadzu-RF510 (Японія). 

Результати експериментальних досліджень об-

робляли загальноприйнятими методами варіаційної 

статистики. Зміни показників вважали вірогідними 

при Р<0,05. 

 

5. Результати дослідження 

Отримані дані по дослідженню взаємодії флу-

оресцентного зонду АНС з мембранами гепатоцитів 

за штучного гіпобіозу свідчать про зниження інтен-

сивності флуоресценції АНС, зв’язаного з ВММ на 

19 % та ММ на 15 % відносно контролю, що, ймо- 

вірно, обумовлено зменшенням кількості місць зв’я- 

зування зонду з мембранами на 21 та 15 % відповідно 

(табл. 1).  

Таблиця 1 

Спектральні характеристики флуоресцентного зонду АНС, зв’язаного з препаратами внутрішньої мітохондріа-

льної (ВММ) та мікросомальної мембран (ММ) гепатоцитів щурів (M±m, n=6) 

Умови досліду 
ВММ ММ 

Контроль Гіпобіоз Контроль Гіпобіоз 

Інтенсивність флуоресценції АНС, відн.од. 1,00±0,02 0,81±0,03* 1,00±0,02 0,85±0,03* 

Константа зв’язування, 10
4
 М

-1
 52,90,37 55,90,61 36,10,48 28,50,31 

Кількість місць зв’язування, нмоль / мг білка 33,72,7 26,61,9* 21,71,8 18,51,7* 
Примітка: * – Р<0,05 щодо контролю 
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Константа зв’язування зонду з відповідними 

мембранами за гіпобіозу не відрізняється від контро-

льних значень (табл. 1). Враховуючи локальні струк-

турні перебудови мембрани в місцях зв’язування 

АНС, про що свідчать спектральні характеристики 

флуоресценції мембранозв’язаного АНС, необхідно 

відмітити зміни як фізичних властивостей мікроото-

чення зонду, так конформацiї мембранних компонент 

за штучного гіпобіозу.  

Визначення власної флуоресценції мембран, 

яка в значній мірі обумовлена наявністю білкових 

триптофанілів, показало, що за штучного гіпобіозу 

інтенсивність триптофанової флуоресценції ВММ 

зменшується, а ММ – збільшується на 15 та 12 % ві-

дповідно (табл. 2). Це може бути обумовлено струк-

турними перебудовами в мембрані, оскільки інші 

спектральні характеристики триптофанової флуоре-

сценції (положення максимуму спектру та ширина 

спектру флуоресценції) залишаються незмінними 

(дані не наведено).  

 

Для оцінки конформаційного стану білкових мо-

лекул досліджували гасіння їх триптофанової флуорес-

ценції нейтральним полярним гасником – акриламідом. 

Аналіз даних по гасінню в модифікованих координатах 

Штерна-Фольмера, згідно [16], дозволяє визначити час-

тку флуоресценції триптофанових залишків (β), яка до-

ступна для гасіння, та ефективну константу гасіння 

(КSV), зміни якої відображають структурну динаміку бі-

лкових молекул. Причому ефективність гасіння трип-

тофанової флуоресценції передусім залежить від швид-

кості дифузії гасника всередину білкової матриці, що 

обумовлено флуктуацією, тобто конформаційною ди-

намікою. За гіпобіозу частка доступних для гасіння 

триптофанових залишків білкових молекул досліджу-

ваних мембран не змінюється. встановлено зниження 

величина КSV для препаратів ВММ на 30 %, а ММ на 20 

% відносно контролю (табл. 2), що свідчить про змен-

шення рухливості білкових молекул, тобто підвищення 

їх внутрішньомолекулярної жорсткості, яке може за-

безпечувати їх функціональну активність.  

 

Таблиця 2 

Показники гасіння акриламідом триптофанової флуоресценції внутрішньої  

мітохондріальної (ВММ) та мікросомальної мембран (ММ) гепатоцитів щурів (M±m, n=6) 

Умови досліду 
ВММ ММ 

Контроль Гіпобіоз Контроль Гіпобіоз 

Інтенсивність триптофанової флуоресценції F0, відн.од. 1,00±0,02 0,85±0,04* 1,00±0,03 1,12±0,06* 

Частка доступних гасінню триптофанових залишків, fa 0,64±0,04 0,66±0,03 0,76±0,03 0,78±0,04 

Константа Штерна-Фольмера (КSV), M
-1

 7,21±0,38 5,04±0,16* 10,51±0,04 8,39±0,04* 
Примітки: Кsv – константа Штерна-Фольмера;F0–інтенсивність флуоресценції за відсутності гасника, λзб=295нм, 

λем=340 нм, fa – частка флуоресценції, яка зазнає гасіння; * – Р<0,05 щодо контролю 

 

Відомо, що основу структурної та функціона-

льної цілісності біологічної мембрани складають бі-

лок-ліпідні взаємодії, які залежать як від організації 

білкових молекул в мембрані, так і структурної впо-

рядкованості (мікров’язкості) ліпідної компоненти 

мембран [6]. 

Мікров’язкість ліпідної компоненти мембран 

досліджували з використанням гідрофобного зонду 

пірену, молекули якого локалізуються в ділянці жир-

нокислотних ланцюгів фосфоліпідів. При фіксованій 

температурі та концентрації зонду ступінь ексимери-

зації зонду залежить від мікров’язкості його оточення 

і може виступати її характеристикою. З підвищенням 

мікров’язкості дифузія молекул зонду уповільнюєть-

ся, тому ймовірність зіткнення двох молекул змен-

шується, відповідно зменшується і ступінь його ек-

симеризації [4]. 

Визначення мікров’язкості двох ліпідних фаз у 

одному зразку проводили при λзб=335 нм (в'язкість 

загальної ліпідної фази) та використовуючи метод 

індуктивно-резонансного переносу енергії (ІРПЕ) з 

триптофанових залишків мембранних білків на пірен 

при λзб=280нм (в'язкість анулярних ліпідів - знахо-

дяться на відстані ближче 3 нм від білкової глобули). 

Всі дані розраховували виходячи з первинних спект-

рів флуоресценції. 

На існування явища переносу енергії з мем-

бранних білків на пірен вказують наступні дані. При 

внесенні пірену до проби, що містить мембранні пре-

парати, інтенсивність триптофанової флуоресценції 

при фл=340 нм зменшується поряд із збільшенням 

флуоресценції при фл=390 нм та фл=470 нм відпові-

дно мономерної та ексимерної форм пірену. Тобто, в 

препаратах відбувається міграція енергії з триптофа-

нових залишків білків на пірен. 

Результати по визначенню величини ступеню 

ексимеризації пірену у мембранних препаратах пред-

ставлено в табл. 3. За штучного гіпобіозу для препа-

ратів ВММ ступінь ексимеризації пірену в загальній 

ліпідній фазі (N335) зростає на 12 %, а для анулярних 

ліпідів (N280) на 23 %. Отримані результати свідчать 

про зниження мікров’язкості ліпідної компоненти 

внутрішньої мембрани мітохондрій. Слід зауважити, 

що ступінь ексимеризації пірену в різних ліпідних 

пулах ВММ як в контролі, так і за гіпобіозу значно 

не відрізняється. Цей факт вказує на відносну одно-

рідність фізичних властивостей (мікров’язкості) ліпі-

дної фази мембрани мітохондрій. За штучного гіпо-

біозу для препаратів ММ ступінь ексимеризації піре-

ну в загальній ліпідній фазі та для анулярних ліпідів 

достовірно не змінюється.  

Виявлене зниження структурної впорядкова-

ності ліпідної компоненти ВММ гепатоцитів за шту-

чного гіпобіозу свідчить про порушення білок-

ліпідних взаємодій в мембрані. В’язкість ліпідів, як 

відомо, є інтегральною величиною і залежить від 

складу фосфоліпідів, вмісту холестеролу, який впо-

рядковує структуру мембрани, кількості ненасичених 

жирних кислот та ступеня їх ненасиченості тощо. 

Крім того, зміна в’язкості ліпідної фази мембран мо-
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же бути пов’язана з порушенням гідрофобних взає-

модій між молекулами ліпідів та α-спіральними діля-

нками білків [17].  

 

7. Висновки 

Аналіз отриманих результатів свідчить, що 

введення тварин в стан штучного гіпобіозу за впли-

ву гіпокси-гіперкапнічного середовища при зни-

женні температури тіла супроводжується змінами 

структури та фізичних властивостей клітинних 

мембран гепатоцитів щурів, які полягають у мо-

дифікації поверхневих ділянок мембран, структур-

ної впорядкованості ліпідної компоненти, гідрофоб-

них білок-ліпідних взаємодій, зниженням конфор-

маційної рухливості мембранних білкових молекул. 

Враховуючи, що функціонування мембранних си-

стем, в тому числі інтегральних мембранних білків, 

залежить від їх динамічних властивостей та ліпідного 

оточення, виявлені за гіпобіозу зміни структурно-

динамічної впорядкованості переважно мітохон-

дріальної мембрани, може призводити до змін 

функціонування транспортних систем мембран, про-

цесів енергетичного обміну тощо. Це може висту- 

пати складовою клітинного механізму дії гіпокси- 

гіперкапнічного середовища.  
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ВПЛИВ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН НА ПУХЛИННІ КЛІТИНИ 

РАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ ПРИ БЕЗКОНТАКТНОМУ СПІВ-КУЛЬТИВУВАННІ 

 

© О. М. Перепелиціна, О. В. Ястребова, С. В. Безуглий, М. В. Сидоренко  
 

В данній роботі було визначено кінетичні параметри росту пухлинних клітин людини (MCF-7) in vitro 

при спів-культивуванні з МСКл, оцінено рівень експресії деяких онкогенних маркерів пухлинними кліти-

нами (естрогенового рецептору, рецептору епідермального фактору росту, цитокератинів та  

Е-кадхеріну) під впливом МСКл та проведено порівняльний аналіз вищезазначених параметрів при різних 

строках культивування в суспензивній та адгезивній фракціях культури 

Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини, естрогеновий рецептор, рецептор ЕФР, цитокера-

тин, Е-кадхерин  

 

In the present work were determined the kinetic parameters of the growth of human tumor cells (MCF-7) in vitro 

when co-cultured with MSCs, estimated levels of expression of some tumor markers by tumorigenic cells (estro-

gen receptor, EGF receptor, cytokeratin and E-cadherin) under the influence of human MSCs, and conducted a 

comparative analysis of the above parameters at different stages of cultivation in suspension and adhesion cul-

ture fractions 

Keywords: mesenchymal stem cells, estrogen receptor, EGFR, cytokeratin, E-cadherin 

 

1. Вступ 
Клітинна замісна терапія – направлення в ме-

дицині, що використовує здатність стовбурових клі-

тин (зокрема мезенхімальних стовбурових клітин 

(МСК)) відновлювати тканини і органи людини. По 

всьому світу вивчають можливості клітинної терапії і 

застосовують, для лікування спадкових і набутих 

хвороб, які до цього часу вважалися невиліковними 

при традиційних підходах терапії, в тому числі і для 

раку. Є багато особливостей, які роблять цю нову 


