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Досліджено вплив модуляторів обміну іонів Са в мітохондріях – олігоміцину, Mg2+ та ру-
тенієвого червоного (RuR) – на розмір та гранулярність цих субклітинних структур, одержаних із 
гладенького м’яза матки. Методом фотонної кореляційної спектроскопії показано, що середній гідро-
динамічний діаметр ізольованих мітохондрій становить 655 ± 14 нм (n = 5; контроль). Внесення олі-
гоміцину (1 мкг/мл) – інгібітора F0-компонента АТР-синтази, вірогідно індукує збільшення середнього 
гідродинамічного діаметра мітохондрій до 913 ± 75 нм (n = 5), що на 39% більше від контролю. У при-
сутності в середовищі інкубації як RuR (10 мкМ), який є блокатором Са2+-уніпортеру, так і іонів Mg 
(7 мМ), середній гідродинамічний діаметр мітохондрій вірогідно збільшується відносно контролю до 
788 ± 28 (n = 5) та 788 ± 38 (n = 5) нм відповідно, що на 17% більше від контрольного значення. 
Методом проточної цитометрії встановлено, що олігоміцин (1 мг/мл) спричинює збільшення бокового 
світлорозсіювання у суспензії ізольованих мітохондрій. Додавання RuR (10 мкМ) та Mg2+ (7 мМ) прак-
тично не призводить до суттєвих змін параметра бокового світлорозсіювання. Отже, гранулярність 
мітохондрій суттєво збільшується під впливом олігоміцину, але залишається майже незмінною за дії 
Mg2+ та RuR.

К л ю ч о в і  с л о в а: міометрій, ізольовані мітохондрії, фотонна кореляційна спектроскопія, 
проточна цитометрія.

М ітохондріям належить важлива роль 
у забезпеченні функціонування клі­
тин, зокрема, у контролі внутрішньо­

клітинних кальцієвих транзієнтів, термінації 
кальцієвих сигналів у цитозолі [1, 2]. 

Виникнення різноманітних патологічних 
станів супроводжується порушенням структур­
но-функціональних, а саме, Са2+-транспорт­
них властивостей мітохондрій [2, 3]. Показано, 
що вони зазнають порушень у разі реперфузії 
та ішемії серця, мозку, нирок; їхні дисфункції 
мають місце при нейродегенеративних хворо­
бах – Паркінсона, Альцгеймера, а також при 
кардіопатіях [4, 5]. Отже, дослідження змін 
структури та розміру мітохондрій можна ви­
користовувати як тест на наявність патологіч­
них змін організмів. З іншого боку, не мож­
на виключати, що зміни у трансмембранному 
обміні іонів Са в мітохондріях можуть супро­
воджуватися також зміною їхніх структурно-
функціональних та фізико-хімічних, зокрема 
осмотичних властивостей. 

Вивчення морфології мітохондрій здійс­
нюють за допомогою різноманітних підходів. 
Найпоширенішими, поряд з електронною 

мікроскопією, є дослідження їхньої структури 
та розміру за зміною бокового світлорозсію­
вання з використанням спектрофлуориметра 
[6, 7] або за зміною прямого світлорозсіюван­
ня з викориcтанням спектрофотометра [8, 9]. У 
2003 р. G. Mattiasson та колеги [10] запропону­
вали використовувати для визначення розміру 
та об’єму мітохондрій метод проточної цито­
метрії [11]. Також дослідження гідродинаміч­
ного діаметра мітохондрій клітин міометрія 
проводили за допомогою методу фотонної ко­
реляційної спектроскопії [12].

Мета цієї роботи – дослідження впливу 
модуляторів трансмембранного обміну іонів 
Са – олігоміцину, Mg2+ та RuR – на розмір та 
гранулярність мітохондрій міометрія щурів.

Матеріали і методи

Препарат ізольованих мітохондрій одер­
жували з міометрія невагітних щурів за допо­
могою методу диференціального центрифугу­
вання [13]. Одержаний препарат суспендували 
у буфері такого складу: 10 мМ HEPES (рН 7,4), 
250 мМ цукроза, 1 мМ ЕГТА (температура 
4 °С). 

експериментальні роботи



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 6 53

Визначення концентрації протеїну фрак­
ції мітохондрій проводили за методом Бред­
форд [14]. Вміст протеїну у пробі становив 
50 мкг/мл.

Для електронно-мікроскопічних дослі­
джень осад мітохондрій фіксували в розчині 
глутарового альдегіду та чотириокису осмію, 
потім обезводнювали в ацетоні. Препарати 
просочували та полімеризували в епоксид­
ній смолі «Епон-Аралдит». Ультратонкі зрізи 
забарвлювали уранілацетатом, а потім свин­
цевим барвником за E. Reynolds [15]. Зрізи 
переглядали та фотографували за допомогою 
електронного мікроскопа Н-600.

Функцію розподілу мітохондрій за 
розміром визначали методом фотонної 
кореляційної спектроскопії [16] за допомогою 
лазерного кореляційного спектрометра 
Malvern Instruments «ZetaSizer-3» (Велика 
Британія), обладнаного He-Ne-лазером 
ЛГН‑111 (потужність Р = 25 мВт, λ = 633 нм). 
Реєстрацію лазерного випромінювання, 
розсіяного (RI = 1,33) від суспензії мітохондрій, 
проводили одразу після внесення ефекторів 
протягом 60 сек при температурі +22 °С під 
кутом розсіювання 90°. Одержані результати 
вимірювань обробляли за допомогою 
комп’ютерної програми PCS-Size mode v1.61.

Дослідження бокового та прямого 
світлорозсіювання мітохондрій проведено 
на проточному цитометрі COULTER EPICS 
XLTM (Beckman Coulter) з аргоновим лазером 
(λзбуд. = 488 нм). Результати цих експериментів 
аналізували за допомогою програми SYS­
TEM IITM Software (Beckman Coulter, США). 
Для досліджень використовували протокол 
аналізу зразків, як описано нами раніше 
[17]. У протокол вводили логічне обмеження 
для реєстрації зразків за прямим та боковим 
світлорозсіюванням, яке реєстрували одразу 
після внесення ефекторів. Аналіз проб 
припиняли в умовах реєстрації 10 000 подій у 
межах області вимірювання (15–20 сек). 

Тестування чистоти фракції ізольованих 
мітохондрій міометрія за допомогою проточно­
го цитометра проводили з використанням флуо­
ресцентного маркера NAO (10-nonyl acridine 
orange) в концентрації 100 нМ (λзбуд. = 488 нм, 
λфл. = 525 нм), як описано нами раніше [17]. 
Введення у протокол експерименту логічного 
обмеження за NAO-позитивними частками 
дає можливість реєструвати зміни параметрів 
світлорозсіювання саме в мітохондріях. Усі 
проби мали більше ніж 95% «NAO-позитив­
них» подій, що підтверджує їхнє «мітохонд­
ріальне» походження.

Реєстрацію бокового та прямого світло­
розсіювання в суспензії мітохондрій, а також 
їхнього гідродинамічного діаметра проводи­
ли в середовищі інкубації наступного скла­
ду: 20 мМ HEPES (рН=7,4), 250 мМ цукроза, 
100 мкМ Pi (у вигляді K+-фосфатного буфера, 
pH =7,4), 0,5 мМ MgCl2, 5 мМ сукцинат натрію 
(температура 22 °С). 

У роботі використовували реактиви: D- 
(+) – цукрозу, NAO, HEPES, сукцинат натрію 
(Sigma, США), а також інші реактиви вітчиз­
няного виробництва кваліфікації чда та хч.

Результати та обговорення 

Фракцію ізольованих мітохондрій міо­
метрія досліджували методом електронної 
мікроскопії. Електронна мікрофотографія 
(рис. 1) демонструє всі морфологічні ознаки 
інтактності мітохондрій у фракції: неушко­
джені внутрішня та зовнішня мітохондріальні 
мембрани, наявність крист. 

За результатами електронно-мікроскопіч­
них досліджень оцінювали форму та харак­
теристичні розміри мітохондрій в одержа­
них фракціях. Діаметр мітохондрій складав 
500–700 нм, вони мали еліпсоїдальну форму 
з ексцентриситетом 0,8–1,0. Ретельніше оха­
рактеризувати геометричні розміри ізольо­
ваних мітохондрій можна із використанням 
методу фотонної кореляційної спектроскопії, 
який дає можливість одержати функцію роз­
поділу гідродинамічного діаметра мітохондрій 
(рис. 2). За допомогою лазерного кореляційно­
го спектрометра показано, що найвірогідніший 
середній гідродинамічний діаметр ізольованих 
мітохондрій становить 655 ± 14 нм (n = 5), що 
корелює з даними електронної мікроскопії 
(рис. 1).

Рис. 1. Електронна мікрофотографія ізольова-
них мітохондрій міометрія. Збільшення в 20 000 
разів, середній діаметр мітохондрій 600 нм
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Раніше із використанням ізотопної 
(45Са2+) та флуоресцентної техніки нами було 
продемонстровано, що ізольовані мітохондрії 
міометрія здатні накопичувати іони Са; моду­
лятори обміну іонів Са через мітохондріаль­
ну мембрану (протонофор СССР, RuR, Mg2+, 
олігоміцин) унеможливлювали цей процес [13, 
18–20].

Додавання до ізольованих мітохондрій мо­
дуляторів – олігоміцину, RuR та Mg2+ – приз­
водило до зміни середнього гідродинамічного 
діаметра субклітинних структур у порівнянні 
з контролем. 

Дійсно, як можна бачити на рис. 3, під 
впливом олігоміцину (1 мкг/мл) – інгібітора 
постачання протонів до матриксу мітохондрій 
по каналу F0 [21], відбувається вірогідне збіль­
шення середнього гідродинамічного діаметра 
мітохондрій до 913 ± 75 нм (n = 5), що на 39% 
більше від контролю (стовпчики 2 та 1 від­
повідно).

Додавання 10 мкМ RuR та 7 мМ Mg2+ та­
кож призводить до вірогідного збільшення се­
реднього гідродинамічного діаметра мітохонд­
рій. У присутності в середовищі інкубації RuR 
та Mg2+ (рис. 3, стовпчики 3 та 4 відповідно) 
середній гідродинамічний діаметр мітохондрій 
становить 788 ± 38 та 788 ± 28 нм (n = 5) від­
повідно. Отже, обидва модулятори збільшують 
гідродинамічний діаметр мітохондрій на 16,8% 
відносно контролю (рис. 3, стовпчик 1).  

Рис. 2. Типова функція розподілу гідродинамічного діаметра мітохондрій міометрія

З метою дослідження особливості струк­
тури мітохондрій в умовах дії модуляторів 
обміну Са2+ застосували метод проточної ци­
тометрії із вимірюванням показника боково­
го світлорозсіювання (side scatter – SS). Цей 
показник (розсіювання під кутом 90°) відоб­
ражає оптичну неоднорідність клітин чи суб­
клітинних структур, характер включення та 
гранулярність досліджуваного об’єкта. 

Показано (рис. 4), що у відповідь на до­
давання олігоміцину (1 мкг/мл) до фракції 
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Рис. 3. Значення гідродинамічного діаметра ізо-
льованих мітохондрій міометрія. Метод фотон-
ної кореляційної спектроскопії (М ± m, n = 5). 
1 – стандартне середовище інкубації (контроль), 
2 – за додавання олігоміцину (1 мг/мл), 3 – за 
додавання RuR (10 мкМ), 4 – за додавання Mg2+ 
(7 мМ). *Різниця відносно контролю вірогідна 
(Р < 0,05)
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ізольованих мітохондрій реєструється віро­
гідне збільшення бокового світлорозсіювання 
(зсув вправо геометричного положення піка 
параметра SS) по відношенню до контролю 
(стовпчики 2 та 1 відповідно). В нашому ви­
падку збільшення бокового світлорозсіювання 
під впливом олігоміцину свідчить про збіль­
шення гранулярності мітохондрій. 

Додавання 10 мкМ RuR та 7 мМ Mg2+ 
(стовпчики 3 та 4 відповідно), на відмі­
ну від олігоміцину (стовпчик 2), практично 
не призводить до змін параметра бокового 
світлорозсіювання в порівнянні з контролем 
(стовпчик 1). 

Метод проточної цитометрії також ви­
користовується для дослідження розміру біо­
логічних об’єктів. З цією метою реєструють 
такий параметр, як пряме світлорозсіювання 
(forward scatter – FS). Пряме (мале кутове) 
світлорозсіювання – це розсіювання світла від 
поверхні клітин чи субклітинних структур під 
малими кутами (1–19°), пропорційно діаметру 
досліджуваного об’єкта. 

Проте вважають, що дослідження змін 
діаметра мітохондрій міометрія за параметром 
прямого світлорозсіювання FS проточного 
цитометра COULTER EPICS XLTM (Beckman 
Coulter) не є коректним. Це пов’язано, перш за 
все, з конструктивними особливостями пря­
мого каналу [22], в якому розташована блокую­
ча діафрагма (Blocker Bar), що перешкоджає 
надходженню лазерного випромінювання до 
фотодетектора за відсутністю або малим роз­
міром частинок у зоні детекції. Тому варіації 
розміру мітохондрій, що мають діаметр близь­
кий до довжини хвилі збудження, не впливають 
на інтенсивність малокутового розсіювання.

Рис. 4. Бокове світлорозсіювання ізольованих 
мітохондрій міометрія. Метод проточної ци-
тометрії (М ± m, n = 5). 1 – стандартне се-
редовище інкубації (контроль), 2 – за додаван-
ня олігоміцину (1 мг/мл), 3 – за додавання RuR 
(10 мкМ), 4 – за додавання Mg2+ (7 мМ).
*Різниця з контролем вірогідна (Р < 0,05)

Дійсно, в наших дослідженнях параметр 
FS залишається практично незмінним. Се­
реднє значення параметра FS ізольованих 
мітохондрій (контроль) та в умовах додаван­
ня ефекторів (1 мкг/мл олігоміцину, 10 мкМ 
RuR, 7 мМ Mg2+) не змінюється і становить 
близько 21.

Таким чином, ізольовані мітохондрії міо­
метрія охарактеризовані нами за допомогою 
методів проточної цитометрії та фотонної 
кореляційної спектроскопії. Показано, що 
під впливом олігоміцину RuR та Mg2+ відбу­
вається вірогідне збільшення гідродинамічно­
го діаметра зазначених субклітинних струк­
тур. Проте гранулярність мітохондрій суттєво 
збільшується лише під впливом олігоміцину, 
RuR дуже незначно впливає на неї, а іони Mg 
практично не впливають. 

Зазначені факти слід брати до уваги під 
час аналізу експериментальних результатів, 
одержаних у разі вивчення впливу модуляторів 
трансмембранного обміну іонів Са на фізико-
хімічні та структурно-функціональні власти­
вості мітохондрій, зокрема на їхню іонно-ос­
мотичну рівновагу.

Автори висловлюють вдячність к.б.н. Чер­
нишову Володимиру Івановичу за допомогу у 
проведенні електронно-мікроскопічних до­
сліджень.

Виконання цієї роботи підтримано про­
грамами:

1. Державна цільова науково-технічна 
програма «Нанотехнології та наноматеріали», 
проект № 5.18.4.1-22/10.

2. Цільова комплексна міждисциплінарна 
програма наукових досліджень НАН України 
«Фундаментальні основи молекулярних та клі­
тинних біотехнологій», проект №13/1(4)-31/10.
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Исследовано влияние модуляторов обме­
на ионов Са в митохондриях – олигомицина, 
Mg2+ и рутениевого красного (RuR) – на размер 
и гранулярность этих субклеточных структур, 
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полученных из гладких мышц матки. Методом 
фотонной корреляционной спектроскопии по­
казано, что средний гидродинамический диа­
метр изолированных митохондрий составляет 
655 ± 14 нм (n = 5; контроль). Внесение оли­
гомицина (1 мкг/мл) – ингибитора F0-компо­
нента АТР-синтазы – достоверно индуциру­
ет увеличение среднего гидродинамического 
диаметра митохондрий до 913 ± 75 нм (n = 5), 
что на 39% больше контрольного значения. 
В присутствии в среде инкубации как RuR 
(10 мкМ), который является ингибитором 
Са2+-унипортера, так и Mg2+ (7 мМ), сред­
ний гидродинамический диаметр достоверно 
увеличивается по отношению к контролю до 
788 ± 28 и 788 ± 38 нм (n = 5) соответствен­
но, что на 17% больше контрольного значения. 
Методом проточной цитометрии показано, что 
олигомицин (1 мг/мл) вызывает увеличение 
бокового светорассеивания в суспензии изо­
лированных митохондрий. Добавление RuR 
(10 мкМ) и Mg2+ (7 мМ) практически не при­
водит к существенным изменениям парамет­
ра бокового светорассеивания изолированных 
митохондрий. Таким образом, гранулярность 
митохондрий существенно увеличивается под 
влиянием олигомицина, но остается практи­
чески неизменной в присутствии Mg2+ и RuR. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: миометрий, изоли­
рованные митохондрии, фотонная корреляцион­
ная спектроскопия, проточная цитометрия. 
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S u m m a r y

The influence of modulators of calcium ex­
change in mitochondria – oligomycin, Mg2+ and 
ruthenium red (RuR) – on the myometrium mi­
tochondria size and granularity was studied in the 
work. The study of the mitochondria size was car­
ried out using the photon correlation spectroscopy. 
It was shown that the average hydrodynamic di­
ameter was 655 ± 14 nm (n = 5; control). The 
addition of oligomycin (1 µg/ml) – the inhibitor 
of АТР-synthase F0-component, increases the 

mitochondria average hydrodynamic diameter to 
913 ± 75 nm (n = 5), that is by 39% more than 
the control. In the presence of RuR (10 µM) 
(Ca2+‑uniporter inhibitor) and Mg2+ (7 mM) the 
mitochondria average hydrodynamic diameter in­
creases to 788 ± 28  and 788 ± 38 nm (n = 5) 
respectively, that is by 17% more than the control. 
Using flow cytometry it was shown, that oligomy­
cin (1 µg/ml) causes the increase of side scattering 
of the mitochondria. Addition of RuR (10 µM) and 
Mg2+ (7 mM) does not lead to significant changes 
in side scattering of the mitochondria. So it was 
shown that oligomycin significantly increases mi­
tochondria granularity, but Mg2+ and RuR have no 
influence on this parameter

K e y  w o r d s: myometrium, isolated mito­
chondria, photon correlation spectroscopy, flow 
cytometry. 
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