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Митохондриально-направленный антиоксидант SkQ1 демонстрирует высокую эффективность на разных 
экспериментальных моделях и может занять важное место в минимизации постоперационных осложнений 
при проведении операций на открытом сердце в условиях искусственного кровообращения или консервации 
трансплантата. 
Цель. Оценить степень сохранности и изменений изолированного сердца крысы, которое подверглось длительной 
кардиоплегической ишемии, при условии донации разных концентраций SkQ1.
Материалы и методы. Исследование эффективности SkQ1 (12 нг/мл, 120 нг/мл и контрольная группа – без 
донации SkQ1) проведено на модели изолированного сердца крыс линии Wistar (n=15) по Лангендорфу. Провели 
биохимический анализ (супероксиддисмутазы 2 [СОД-2], малонового диальдегида [МДА] тропонин-I, сердечного 
белка, связывающего жирные кислоты [с-БСЖК]), гистологию ткани (окраска гематоксилин-эозином), сканирующую 
электронную микроскопию в обратно-рассеянных электронах и иммунофлуоресцентную окраску на цитохром С 
и редуктазу цитохрома Р-450. Количественные данные обрабатывали в программе GraphPad Prism 7 (GraphPad  
Software, США).
Результаты. Наибольшая сохранность ткани миокарда выявлена при поддержке SkQ1 в концентрации 12 нг/мл:  
наименьшие концентрации МДА (49,5 [41,1; 58,9] мкмоль/г), тропонин-I (22,3 [20,3; 23,9] пг/мл),  
с-БСЖК (0,8 [0,6; 16,0] нг/мл) логично сочетались с обширными зонами с сохранением поперечной исчерченности, 
умеренным интерстициальным отёком. Также выявлены недеформированые митохондрии, расположенные между 
сократительными волокнами, иммунофлуоресценция цитохрома С была распределена локально, интенсивность 
свечения на 40% выше в сравнении с контролем (р <0,0001). Увеличение концентрации SkQ1 до 120 нг/мл 
скорее способствовало усугублению окислительного стресcа: концентрации МДА (63,8 [62,5; 83,0] мкмоль/г) и  
c-БСЖК (12,8 [4,1; 15,3] нг/мл) была ближе к контрольным значениям. Миокард данной группы охарактеризован 
резко выраженным отёком, фрагментацией мышечных волокон, некоторые группы кардиомиоцитов находились в 
состоянии глыбчатого распада, миоцитолиза и внутриклеточного отёка. Цитохром С был распределён равномерно в 
цитозоле кардиомиоцитов. 
Заключение. SkQ1 в концентрации 12 нг/мл проявлял выраженные антиоксидантные свойства в отношении 
ишемизированного миокарда, что позволило получить более высокую степень сохранности сердечной мышцы в 
сравнении с применением SkQ1 в концентрация 120 нг/мл, которая усугубила окислительный стресс и структурные 
изменения ткани.
Ключевые слова: пластомитин; SkQ1; изолированное сердце крысы; окислительный стресс; ишемия-репефузия; 
перфузия по Лангендорфу; гистология; сканирующая электронная микроскопия; иммунофлуоресценция
Список сокращений: АФК – активные формы кислорода; АТФ – аденозинтрифосфат; СОД – супероксиддисмутаза; 
ОС – окислительный стресс; ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания; ИК – искусственное кровообращение;  
SkQ1 – ионы Скулачёва с пластохиноном; МДА – малоновый диальдегид; с-БСЖК – сердечный белок, связывающий 
жирные кислоты; ИФА – иммуноферментный анализ; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия.
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Mitochondrial-targeted antioxidant SkQ1 demonstrates a high efficiency in animal models and potentially can be used for 
minimizing postoperative complications in an on-pump open-heart surgery. 
The aim of study was to the assessment of preservation degree and changes in the isolated rat heart characterized by 
prolonged cardioplegic ischemia, under the condition of donation of different SkQ1concentrations.
Material and methods. Isolated Langendorff-perfused rat hearts of Wistar line (n=15) were included in the presented 
study; the effectiveness of 12 ng/mL and 120 ng/mL of SkQ1 was analyzed. A biochemical analysis (superoxide dismutase 2 
[SOD2], malondialdehyde [MDA], Troponin-I, heart-type fatty acid-binding protein [H-FABP]), a histological analysis of tissues 
(hematoxylin and eosin staining), scanning electron microscopy using backscattered electrons and immunofluorescence 
staining for cytochrome C and cytochrome P450 reductase were performed. The quantitative data were processed using 
GraphPad Prism 7 (Graph Pad Software, USA).
Results. The optimal myocardial preservation was discovered while using 12 ng/mL of SkQ1: the lowest concentrations of 
MDA (49.5 [41.1; 58.9] mmol/g), Troponin-I (22.3 [20.3; 23.9] pg/mL) and H-FABP (0.8 [0.6; 16.0] ng/mL) were associated 
with extensive areas of tissues with preserved transverse dark and light bands and a moderate interstitial edema. Moreover, 
non-deformed mitochondria were located mainly between the contractile fibers. Cytochrome C immunofluorescence 
was distributed locally, the luminescence intensity was 40% higher compared to the control group (p <0.0001). Increasing 
SkQ1 concentration to 120 ng/mL contributed to the aggravation of oxidative stress: MDA (63.8 [62.5; 83.0] mmol/g) and 
H-FABP (12.8 [4.1; 15.3] ng/mL) concentrations were closer to the control group values. Myocardial tissue in this group was 
characterized by a pronounced edema and a fragmentation of muscle fibers. There were signs of cardiomyocyte decay, 
myocytolysis and an intracellular edema. Cytochrome C was distributed evenly.
Conclusion. 12 ng/mL of SkQ1 demonstrates pronounced antioxidant effects in the ischemic myocardium leading to a higher 
degree preservation of the heart muscle compared to 120 ng/mL of SkQ1 that was associated with an aggravated oxidative 
stress and structural changes of the tissue.
Keywords: plastomitin; SkQ1; isolated rat heart; oxidative stress; ischemia-reperfusion injury; Langendorff perfusion; 
histology; scanning electron microscopy; immunofluorescence
Abbreviations: ROS – reactive oxygen species; ATP – adenosine triphosphate; SOD – superoxide dismutase; OS – oxidative 
stress; CVDs – coronary vascular diseases; AC – artificial circulation; SkQ1 – Skulachov’s ions with plastoquinone; MDA – 
malondialdehyde; H-FABP – heart-type fatty acid-binding protein; ELISA – enzyme-linked immunoassay; SEM – scanning 
electron microscopy.

ВВЕДЕНИЕ
Антиоксиданты представляют собой молекулы, 

которые ингибируют реакции свободных радикалов 
с другими биологическими молекулами, тем 
самым поддерживая клеточный окислительно-
восстановительный гомеостаз, и, как конечный итог, –  
антиоксиданты сохраняют функцию и структурную 
целостность клетки [1]. Свободные радикалы в живых 
системах (в основном активные формы кислорода 
[АФК]), в норме образуются в митохондриях 
при окислительном метаболизме генерации 
аденозинтрифосфата (АТФ): пероксид водорода, 
супероксид, синглентный кислород, гидроксильный 
радикал и некоторые другие [2, 3]. Антиоксиданты 
разделяются на эндогенные – синтезируемые в 

организме (супероксиддисмутаза [СОД], каталаза, 
глутатионпероксидаза, α-токоферолом, глутатион 
и другие) [4–6], и экзогенные – синтетические, 
поступающие в организм с пищей или инъекционным 
путём (каротиноиды, флавоноиды, ликопин, лютеин, 
витамины) [7–10]. 

При многих патологических процессах происходит 
рост АФК и развитие окислительного стресса (ОС) 
по механизму обратной связи [11, 12]. Различные 
сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) несут в 
себе ОС как звено паталогического процесса [13]. ОС 
оказывает особую нагрузку на миокард при операциях 
на открытом сердце в условиях искусственного 
кровообращения (ИК) и вносит свой вклад в процесс 
послеоперационного восстановления пациента 
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[14]. Также ОС играет важную роль в пригодности 
трансплантата: способы консервации изучаются и 
совершенствуются и в настоящее время [15, 16]. 
Нарушение баланса «антиоксидант–оксидант» 
требует дополнительной антиокислительной 
поддержки, и, принимая во внимание тот факт, что 
главенствующая роль митохондрий в генерировании 
АФК, а именно депонирование в них антиоксидантов, 
является перспективным направлением в синтезе 
и изучении митохондриально-направленных 
антиоксидантов. 

В конце 1960-х академик В.П. Скулачёв впервые 
разработал молекулу, которая успешно накапливалась  
в митохондриях – это трифенилфосфоний. 
Дальнейшие исследования привели к выделению 
целого класса соединений на её основе, которому 
дали название «ионы Скулачёва» [17].

Наша работа посвящена изучению одного из 
«самых сильных ионов Скулачёва», особенностью 
которого является наличие пластохинона (SkQ1) 
как антиоксидантной составляющей молекулы [18];  
в нее также входят декаметиленовый линкер 
и липофильный катион, которые способствуют 
успешному проникновению и встраиванию 
антиоксиданта в мембрану митохондрий [19–21]. 
Проведение экспериментального исследования ex 
vivo на изолированном сердце крысы позволило 
смоделировать клиническое состояние миокарда, 
которое подвергали ИК, изучить изменения на 
тканевом и клеточном уровнях и определить 
наиболее эффективную концентрацию SkQ1.

ЦЕЛЬ. Оценить степень сохранности и изменений 
изолированного сердца крысы, которое подверглось 
длительной кардиоплегической ишемии, при 
условии донации разных концентраций SkQ1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования 
Блок-схема дизайна представлена на рисунке 1.

Продолжительность исследования 
и условия проведения
Препарат «Пластомитин» (концентрат SkQ1 – 

1,7 мг/мл) был предоставлен в рамках договора о 
научном сотрудничестве с ООО «Митотех» (Москва, 
Россия). Рабочие растворы SkQ1 были приготовлены 
путём разведения концентрата перфузионным 
раствором. 

Эксперименты над здоровыми крысами линии 
Wistar (♂, средняя масса 300±50 г, n=30) проводили 
в соответствии с правилами Европейской конвенции 
(Strasbourg, France, 1986). Животных содержали 
в стандартных условиях вивария со свободным 
доступом к пище и воде. Световой день составлял 
8 часов свет и 16 часов животные пребывали без 
света при влажности 68%. Исследование одобрено 
Локальным этическим комитетом федерального 
государственного бюджетного научного учреждения 

«Научно-исследовательский институт комплексных 
проблем сердечно-сосудистых заболеваний» 
(протокол № 22 от 10 декабря 2015 г.). Исследование 
проводили с ноября по декабрь 2022 года на научно-
технической базе ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний» (Кемерово, Россия).

Перфузию изолированного сердца проводили 
по Лангендорфу при постоянном давлении 
столба жидкости 80 см вод. ст. Для перфузии был 
использован раствор Кребса-Гензелейта (ммоль/л): 
натрия хлорид – 118,0, натрия гидрокарбонат – 25,0, 
глюкоза – 11,0, калия хлорид – 4,8, калия гидрофосфат –  
1,2, магния сульфат – 1,2; кальция (II) хлорид – 1,2, 
обогащённый смесью газов – 95% кислорода и 
5% оксида углерода (II), рН=7,4 с поддержанием 
температуры от 37 до 38°С. 

Протокол перфузирования 
Стабилизацию сокращений сердца (перфузия 

раствором Кребса-Гензелейта) проводили 20 минут; 
подключение 2-го потока перфузионного раствора 
с SkQ1 – 10 минут; гипоперфузию (20 мл/ч) 
охлаждённым (t=4°С) кардиоплегическим раствором 
(кустодиол, Dr. F.KOHLER CHEMIE, GmbH, Германия) –  
10 минут; глобальную кардиоплегическую ишемию –  
240 минут (t=8°С); реперфузию – 30 минут. Сердца 
первой опытной группы перфузировали двойным 
потоком раствором Кребса–Гензелейта с SkQ1 в 
концентрации 120 нг/мл. Сердца второй опытной 
группы перфузировали аналогично 1 группе с 
отличием в концентрации SkQ1, которая составила 
12 нг/мл.

Сформированные группы
Первая опытная группа сердец «SkQ1 120 нг» 

(n=10), вторая – «SkQ1 12 нг» (n=10), перфузируемые 
по вышеописанному протоколу. Контрольная группа 
(n=10) исключала добавление SkQ1 во 2-й поток 
перфузионного раствора.

Исследуемые параметры

Биохимические показатели
Методом иммуноферментого анализа измерены 

митохондриальная супероксиддисмутаза (СОД-2; 
EU2577, Wuhan Fine Biotech, Китай), сердечный белок, 
связывающий жирные кислоты (с-БСЖК; НК414, 
HycultBiotech, Нидерланды), сердечный тропонин 
(тропонин I; CSB-Е08594r, CUSABIO BIOTECH Co., 
Китай). Малоновый диальдегид (МДА) определен 
с помощью набора OxiSelect™ TBARS Assay Kit MDA 
Quantitation (STA-330, Cell Biolabs, США).

Гистология
Эксплантированные образцы фиксировали 

в 10% забуференном формалине (B06-001/M, 
ООО «Биовитрум», Россия) в течение 24 ч, затем 
промывали водой для удаления фиксирующего 

DOI: 10.19163/2307-9266-2024-12-3-219-230



222

(PHARMACY & PHARMACOLOGY)

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 12, Выпуск 3, 2024

раствора и обезвоживали в IsoPrep 06-002/M 
(ООО «Биовитрум», Россия), оставляя в последней 
порции на 18 ч. Затем образцы пропитывали  
3 порциями парафина при 56°С в течение 60 мин в 
каждой порции. Пропитанные образцы заливали 
гистомиксом 247 (ООО «Биовитрум», Россия). 
Далее изготавливали срезы толщиной 8 мкм с 
помощью микротома HM 325 (Thermo Scientific, 
США), помещали в термостат и сушили 18 ч при 
37°С. После образцы депарафинизировали в 3 
порциях о-ксилола (103118 АО «ЛенРеактив», 
Россия) в течение 1–2 мин и дегидратировали в 
3 порциях 96% спирта также в течение 1–2 мин. 
Срезы окрашивали гематоксилином Гарриса (05-004, 
ООО «Биовитрум», Россия) в течение 15–20 мин, с 
дальнейшей промывкой в воде до 10 мин. Далее на 
срез наносили несколько капель эозина (05-011/L,  
ООО «Биовитрум», Россия) на 30°С и промывали в 
воде. После срез помещали в 96% спирт. Просветление 
срезов проводили в о-ксилоле несколько минут с его 
дальнейшим удалением. На последнем этапе срезы 
заключали в монтирующую среду Витрогель (12-005, 
ООО «Биовитрум», Россия). Образцы исследовали 
методом световой микроскопии с использованием 
микроскопа AXIO Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) при 
увеличении объективов ×50, ×200 и ×400.

Сканирующая электронная микроскопия
Образцы фиксировали в 4% забуференном 

формалине в течение 24 ч, затем постфиксировали 
1% тетраоксидом осмия в 0,1 M фосфатном 
буфере (10010001, Gibco, США) и окрашивали 
2% тетраоксидом осмия (7563, Sigma-Aldrich, 
США) в бидистиллированной воде в течение 
48 ч. Далее образцы обезвоживали в серии 
этанола возрастающей концентрации (50, 60, 
70, 80 и 95%), окрашивали 2% уранилацетатом  
(22400-2, Electron Microscopy Sciences, США) в 95% 
этаноле, обезвоживали 99,7% изопропанолом  
(06-002/M, ООО «Биовитрум», Россия) в течение 
5 ч и ацетоном (ОКП241811ОНО, ООО АО РЕАХИМ, 
Россия) в течение 1 ч, пропитывали смесью ацетона с 
эпоксидной смолой Epon (14910, Electron Microscopy 
Sciences, США) в соотношении 1:1 (6 ч). После образцы 
переносили в свежую порцию эпоксидной смолы 
(на 24 ч) и далее проводили её полимеризацию в 
емкостях FixiForm (40300085, Struers, Дания) при 
60°С. Затем образцы в эпоксидных блоках подвергали 
шлифовке и полировке на установке TegraPol-11 
(60799, Struers, Дания). Контрастирование цитратом 
свинца проводили по Рейнольдсу в течение 
7 мин путём нанесения раствора на поверхность 
шлифованного образца с последующей его отмывкой 
бидистиллированной водой. Далее проводили 
напыление на полированную поверхность 
эпоксидных блоков углерода (толщина покрытия 
10–15 нм) с помощью вакуумного напылительного 
поста EM ACE200 (Leica, Германия). Визуализацию 

структуры образцов проводили при помощи 
сканирующей электронной микроскопии в обратно-
рассеянных электронах на электронном микроскопе 
S-3400N (Hitachi, Япония) в режиме BSECOMP при 
ускоряющем напряжении 10 кВ. 

Конфокальная микроскопия
Из замороженных образцов миокарда 

крыс (8 образцов сердца) с помощью криотома 
Microm HM 525 (Thermo Scientific, США) готовили 
серийные криосрезы толщиной 8 мкм с интервалом 
100 мкм. Препараты фиксировали в 4% растворе 
параформальдегида в течение 10 мин. Для 
пермеабилизации срезы обрабатывали 0,1% 
раствором Triton-X100 (Sigma-Aldrich, США) в 
течение 15 мин. Далее на срезы наносили смесь 
первичных антител (мышиные антитела к цитохрому C  
(ab13575, Abcam, Великобритания) и кроличьи 
антитела к редуктазе цитохрома Р-450 (ab180597, 
Abcam, Великобритания) и икубировали 18 ч при 4°С. 
Затем срезы промывали и инкубировали со смесью 
вторичных антител (антитела козы к IgG кролика, 
конъюгированные с Alexa Fluor 488-conjugated 
(A11034, Thermo Fisher Scientific, США) и антитела 
козы к IgG мыши, конъюгированные с Alexa Fluor 
555-conjugated (A31570, Thermo Fisher Scientific, 
США) в течение 1 ч при комнатной температуре. 
На всех этапах окрашивания для промежуточной 
отмывки срезов использовали фосфатно-солевой 
буфер с добавлением 0,1% твина-20 (P9416, Sigma-
Aldrich, США). Для удаления автофлуоресценции 
срезы обрабатывали Autofluorescence Eliminator 
Reagent (2160, Merck KGaA, Германия) по методике, 
предложенной производителем. Ядра клеток 
докрашивали DAPI (10 мкг/мл, D9542, Sigma-
Aldrich, США) в течение 30 мин. Готовые препараты 
заключали под покровное стекло с использованием 
монтирующей среды ProLong Gold Antifade Mountant 
(P36930, Thermo Fisher Scientific, США). После 
высушивания препараты анализировали с помощью 
конфокального микроскопа LSM700 (Carl Zeiss, 
Германия).

Для каждого препарата делали снимки 10-ти 
случайно выбранных полей зрения. Полученные 
фотографии анализировали с помощью программы 
ImageJ (Wayne Rasband (NIH), США) и измеряли 
среднюю интенсивность флуоресцентного сигнала 
для каждого снимка. 

Статистический анализ
Полученные данные обрабатывали в программе 

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, США). Характер 
распределения данных в выборках оценивали по 
критериям Колмогорова-Смирнова и Шапиро–
Уилка. В связи с не нормальностью распределения 
полученных данных, результаты интерпретировали 
в виде Me [25%; 75%]. Межгрупповые отличия 
оценивали с использованием критерия Краскела–
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Уоллиса с поправкой Данна. Статистически 
значимыми считали различия при уровне р <0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биохимические показатели
Cуперсоксиддисмутаза (СОД) – один из 

важнейших металлосодержащих ферментов 
клеточной антиоксидантной системы и неотъемлемый 
критерий оценки ОС. Митохондриальная изоформа 
(СОД-2) может охарактеризовать локальную 
антиоксидантную систему клетки и степень 
дисфункции митохондрий [22–24]. Концентрация 
СОД-2 после экспериментального моделирования 
240-минутной холодовой кардиоплегии не имела 
статистически значимых отличий между группами с 
дополнительной антиокисидантной поддержкой и 
без таковой. 

Малоновый диальдегид (МДА) – еще один 
параметр ОС, продукт окисления ω-3 и ω-6 жирных 
кислот, реактивный альдегид, может ковалентно 
связываться с липидами белками и ДНК, тем самым 
нарушая их функцию, является мутагеном [25–27].  
Максимальное количество МДА на 1 г ткани миокарда 
обнаружено в контрольной группе без поддержи 
SkQ1 и достигало 70,9 [58,7; 87,8] мкмоль/г. 
Минимальная концентрация МДА отмечена в 
группе «SkQ1 12 нг» 49,4 [41,1; 58,9] мкмоль/г, что 
было статистически значимо ниже контрольных 
значений (р=0,02). Сердечный белок, связывающий 
жирные кислоты (с-БСЖК), находясь в цитоплазме 
клеток поперечнополосатой мускулатуры, быстро 
высвобождается в ответ на повреждающее действие, 
поэтому является чувствительным ранним маркёром 
ишемического повреждения миокарда [28, 29]. 
Медиана, отражающая уровень высвобожденного 
с-БСЖК в миокардиальный отток к концу реперфузии, 
была ниже в группе «SkQ 12 нг» и достигала 
0,8 нг/мл, что более чем на 90% ниже остальных 
групп исследования, однако, без статистической 
значимости. Сердечный тропонин – клинический 
биомаркёр диагностики инфаркта миокарда [30].  
Концентрация тропонина-I почти на 50% 
статистически значимо ниже в группах «SkQ1 12 нг» 
и «SkQ1 120 нг» в сравнении с контрольной  
группой (p=0,03; табл. 1).

Дополнительная антиоксидантная поддержка 
SkQ1 в концентрации 12 нг/мл отразилась 
в сдерживании развития ОС и снижении 
высвобождения маркёров повреждения 
миокарда в условиях 240-минутной холодовой 
кардиоплегической ишемии с последующей 
реперфузией.

Гистологическое исследование
Данные гистологического анализа в 

большей мере согласуются с биохимическими 
параметрами. Наиболее выраженные структурные 
изменения миокарда обнаружены в группе 

контроля и «SkQ1 120 нг», которые коснулись как 
кардиомиоцитов, так и сосудов, и стромы. Так в срезах 
контрольного миокарда в интерстиции отметили 
диффузный отёк (Рис. 2А). Сосуды паретически 
расширены, запустевшие с набухшим эндотелием. 
В интрамуральных зонах мышечные волокна 
истончены, дискомплексированы, волнообразно 
деформированы и неравномерно окрашены. В 
субэпикардиальных и субэндокардиальных зонах 
обширные участки фрагментации мышечных 
волокон. Цитоплазма кардиомиоцитов гомогенная 
оксифильная без поперечной исчерченности (Рис. 2Б).

Гистологическая картина при введении в 
перфузионный раствор SkQ1 120 нг/мл представлена 
глубокими структурными изменениями, несмотря 
на установленные биохимические параметры. 
В миокарде данной группы выявлен резко 
выраженный отёк (Рис. 2В) преимущественно в 
периваскулярных пространствах и межмышечных 
прослойках. Паретическая дилятация сосудов, как и в  
контроле, с отслойкой эндотелия в некоторых из них. 
Фрагментация и дискомплексация кардиомиоцитов 
более выражена в субэпикардиальных и 
субэндокардиальных зонах. Фрагментация, 
истощение мышечных волокон сочетались с их 
волнистостью и полихромазией. В значительной 
части нарушена целостность сарколеммы. Выявлены 
группы кардиомиоцитов в состоянии глыбчатого 
распада и миоцитолиза, а также внутриклеточного 
отёка. Ядра клеток деформированы, с расплывчатым 
контуром и диффузным просветлением хроматина, 
неравномерно увеличены и отёчны. Отмечен 
очаговый липофусциноз (Рис. 2Г).

Миокард группы «SkQ1 12 нг» имел наименее 
выраженные и наименее масштабные структурные 
изменения. Обширные участки компактного 
расположения кардиомиоцитов чередовались с 
зонами фрагментации волокон. В интерстиции 
отмечен умеренный отёк, преимущественно 
периваскулярный. Ядра кардиомиоцитов хорошо 
различимы, располагались ближе к центру 
цитоплазмы, в которой сохранялась поперечная 
исчерченность. Однако имелись группы клеток с 
набуханием цитоплазмы и плохо различимыми 
ядрами с нечёткими контурами (Рис. 2Д и 2Е).

Таким образом, во всех изученных группах 
выявлены дисциркуляторные, дистрофические 
и деструктивные изменения миокарда. Однако 
данные изменения были менее выражены при 
дополнительной антиоксидантной поддержке 
изолированных сердец в период аноксии в 
концентрации SkQ1 12 нг/мл и имели мозаичный 
характер, сочетаясь с обширными зонами 
относительно сохранного миокарда.

Сканирующая электронная микроскопия 
в обратнорассеянных электронах
Снимки образцов с большим увеличением, 

полученные с применением сканирующей 
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электронной микроскопии (СЭМ), позволили 
детализировать внутриклеточные изменения. Без 
антиоксидантной поддержки SkQ1 отмечали наличие 
зон со «стёртой» поперечной исчерченностью. В этих 
зонах митохондрии «слипались» и образовывали 
электронноплотные структуры, не имеющие 
четкого разделения на отдельные органеллы. Ядра 
были сжавшимися, округлой формы без четкой 
границы, плотно прилегали к электроноплотному 
содержимому цитоплазмы, хроматин располагался 
неупорядоченно (Рис. 3А и 3Б). При больших 
увеличениях наблюдалось нарушение структуры 
сократительных волокон, не имевших чёткой 
структуры, вероятно, вследствие лизиса (Рис. 3В). 
Пространство между клетками было расширено и 
заполнено волокнистым содержимым.

В группе «SkQ1 120 нг» выявлены расширенные 
пространства между кардиомиоцитами, в которых 
наблюдали наличие фрагментов капилляров и 
клеток (Рис. 3Г). В цитоплазме кардиомиоцитов в 
областях локализации митохондрий обнаружены 
вакуолеподобные структуры с прозрачным 
содержимым (Рис. 3Д). Митохондрии имели 
разнообразную форму и обладали высокой 
электронной плотностью, часть из них имела 
поверхностные выросты. Данные органеллы 
часто образовывали плотные скопления и 
соседствовали со свободными пространствами. В 
некоторых участках митохондрии имели тесный 
контакт с сократительными волокнами (Рис. 3Е). 
В данной группе ядра кардиомиоцитов были 
светлые, вытянутые, ядерная мембрана имела 
неровности, ядрышки и эухроматин практически  
отсутствовали (Рис. 3Д).

В группе «SkQ1 12 нг» поперечная исчерченность 
образцов миокарда была хорошо выражена. 
Сократительные волокна и кардиомиоциты имели 
высокую сохранность (Рис. 3Ж–И). Митохондрии 
с четкими границами, в большинстве случаев 
располагались в виде слоёв между сократительными 
волокнами (Рис. 3З и 3И). Ядра кардиомиоцитов 
были вытянутые, поверхность гладкая. Эухроматин 
располагался пристеночно, ядрышки в центре 
ядер. Между наружной поверхностью ядра и 
сократительными волокнами обычно присутствовали 
свободные пространства.

Подтверждена и детализирована высокая 
структурная и внутриклеточная сохранность 
миокарда при антиоксидантной поддержке SkQ1 в 
концентрации 12 нг/мл.

Конфокальная микроскопия
Цитохром С – глобулярный белок, ковалентно 

связанный с группой гема. Выполняет множество 
важных функций. В митохондриальной цепи переноса 
электронов действует как электронный носитель 
от комплекса III к комплексу IV [31]. Цитохром С,  

высвобождаясь из митохондрии, становится 
активирующим фактором апоптоза клетки [32]. 
Распределение и интенсивность свечения цитохрома С  
в исследуемых образцах тканей отличались в 
зависимости от концентрации SkQ1. Наиболее 
выраженное увеличение иммунофлуоресценции 
было отмечено в обеих группах с антиоксидантной 
поддержкой, контрольная группа обладала крайне 
низкой иммунофлуоресценцией. (Рис. 4А–В). 
Количественный анализ подтвердил визуальные 
наблюдения: свечение цитохрома С в ткани миокарда 
группы «SkQ 12 нг» было на 40% статистически 
значимо выше в сравнении с контролем (р <0,0001; 
Рис. 4Г). Между опытными группами статистическая 
разница отсутствовала. Однако стоит отметить, что 
при антиоксидантной поддержке миокарда SkQ1 в 
концентрации 12 нг/мл было отмечено наибольшее 
количество локального увеличения свечения 
цитохрома С в зонах структурной сохранности ткани. 
При донации SkQ1 в 120 нг/мл иммунофлуоресценция 
цитохрома С была относительно равномерной, 
что может говорить о высвобождении фермента в 
цитозоль. 

Редуктаза цитохрома Р-450 (POR) входит в 
систему цитохрома Р-450, локализуется в мембране 
гладкого эндоплазматического ретикулума. 
Фермент необходим для переноса электронов 
от NADP к цитохрому P-450 в микросомах, а 
также к гемоксигеназе и цитохрому B5 [33]. POR 
визуально слабо дифференцирована в ткани и не 
имела статистических различий между группами  
сравнения (Рис. 4А–Г). 

В данной статье мы представили результаты 
эффективности митохондриально-направленного 
антиоксиданта SkQ1 в зависимости от концентрации 
на модели изолированного сердца крысы по 
Лангендорфу. Выбранная модель позволила нам 
судить непосредственно об эффекте изучаемого 
антиоксиданта, его кардиотоксичности, исключая 
влияние гормонов, вегетативной нервной системы 
и других органов [34]. Этапы перфузирования 
сердца были построены с целью моделирования 
клинического состояния сердца при операциях в 
условиях ИК или условиях, близких к трансплантации. 
Ранее нами  уже были проведены подобные 
исследования [35]. 

Мы обнаружили, что меньшая из 
рассматриваемых концентраций SkQ1 (12 нг/мл)  
способствовала наибольшей сохранности 
миокарда на тканевом и клеточном уровнях. При 
помощи гистологического исследования и СЭМ 
выявлены обширные зоны с недеформированными 
мышечными волокнами, неповреждёнными 
сарколеммой и органеллами кардиомиоцитов. 
Эти данные полностью соответствовали низким 
уровням маркёров ОС и повреждения миокарда. 
Данная концентрация способствовала вероятному 
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связыванию SkQ1 с кардиолипином и снижению 
пероксидазной активности цитохрома С, которое 
соответственно привело к снижению развития ОС 
в митохондриях, к их структурной сохранности, что 
в итоге не позволило цитохрому С выйти в цитозоль [36].  
Л.Е. Бакеева с соавт. провели eх vivo и in vivo 
исследования по изучению дозозависимого эффекта 
SkQ1 на крысах линии Wistar и также пришли к 
выводам, что очень низкие концентрации SkQ1 
могут оказать выраженный антиоксидантный 
эффект при ОС [37]. В 2021 году M. Hamed и 
соавт. опубликовали результаты исследования 
безопасности и эффективности MitoQ (соединение 
с убехиноном, один из аналогов SkQ, которое было 
разработано в Новой Зеландии) на модели ишемии 
и реперфузии почки в зависимости от концентрации  
от 50 до 250 мкмоль/л. В итоге, наименьшая 
изучаемая концентрация (50 нмоль/л) оказала 
выраженный антиоксидантный эффект, который 
привел к повышению общего кровотока и диуреза в 
почках свиней и человека [38]. 

В собственных экспериментах при повышении 
концентрации SkQ1 в 10 раз (120 нг/мл) было 
спровоцировано усугубление ОС при моделировании 
ишемических и реперфузионных повреждений 
изолированного сердца. Наблюдали обширные  
зоны с деформированными и разобщёнными 
мышечными волокнами, отёком, глыбчатым 
распадом – признаке острого некроза ткани, с 
относительно высокими уровнями маркеров 
ОС и повреждения миокарда и одновременно  
«сплошной» внутриклеточной иммунофлуоресценцией 
цитохрома С, сигнализирующей о нарушении 
структуры и функции митохондрий и возможном 
запуска апоптоза. Авторы пришли к выводу, что 
перфузия изолированного сердца в течение  
10 мин («SkQ1 120 нг/мл») до периода 
глобальной ишемии оказывала выраженный  
кардиотоксичный эффект, в связи с чем можно 
предположить, что концентрация митохондриально-
направленного антиоксиданта играет важную роль  
в коррекции ОС.

Рисунок 1 – Блок-схема дизайна исследования

Модель изолированного сердца крысы
Перфузия по Лангендорфу раствором Кребса-Хензеляйта (n=З0)

Адаптация. 20 мин

Подключение 2 потока Кребса-Хензеляйта 10 мин

SkQ1 12 нг
(n=10)

SkQ1 120 нг
(n=10)

Без SkQ1
(контроль, n=10)

Гипоперфузия (20 мл/ч) кустодиолом (t = 4°С) 10 мин

Глобальная кардиоплегическая ишемия (t = 8°С) 240 мин

Реперфузия 30 мин
Сбор перфузата на 30-й мин

ИФА
● Тропонин I
● с-БСЖК

Отключение изолированных сердец от перфузии

Заморозка (t=-140°С)Гомогенат ткани Закладка в формалин

ИФА
● МДА
● СОД2

Гистология
● гематоксилин

и эозин

СЭМ Конфокальная
микроскопия

● цитохром С
● редуктаза
   цитохрома Р-450
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Рисунок 2 – Гистологическая окраска срезов миокарда гематоксилин-эозином. 
Примечание: А – диффузный интерстициальный отёк (▲), растяжение и истончение мышечных волокон (■), ув. ×20; Б («SkQ1 120 нг») –  

фрагментация мышечных волокон, дискомплексация кардиомиоцитов (ↆ), оксифилия цитоплазмы кардиомиоцитов, ув. ×40;  
В – разобщение, фрагментация (ↆ) и полихромазия мышечных волокон, интерстициальный отёк (▲), миоцитолиз и внутриклеточный 
отёк кардиомиоцитов (+), ув. ×20; Г («SkQ1 12 нг») – фрагментация мышечных волокон (ↆ), периваскулярный (●) и интерстициальный 
отёк (▲), набухание ядер кардиомиоцитов (↓), ув. ×20; Д – компактное расположение мышечных волокон (*), ув. ×20; Е – компактное 

расположение мышечных волокон (*), хорошо различимые ядра кардиомиоцитов (ↆ), сохранение сарколеммы, ув. ×40.

Таблица 1 – Параметры окислительного стресса и повреждения миокарда

Группы
Исследуемые параметры, Ме [25%; 75%]

СОД-2, нг/мл МДА, мкмоль/г Тропонин-I, пг/мл с-БСЖК, нг/мл
Контроль 13,0 [8,3; 18,3] 70,9 [58,7; 87,8] 47,7 [29,3; 54,2] 9,0 [2,1; 17,6]

SkQ1 120 нг 14,4 [11,6; 20,4] 63,8 [62,5; 83,0] 24,2 [23,5; 25,9]* 12,8 [4,1; 15,3]

SkQ1 12 нг 16,0 [8,4; 17,9] 49,5 [41,1; 58,9]* 22,3 [20,3; 23,9]* 0,8 [0,6; 6,0]

Примечание: * р <0,05 при сравнении со значениями группы контроля; СОД – суперсоксиддисмутаза; МДА – малоновый диальдегид; 
БСЖК – белок, связывающий жирные кислоты. 

Контроль

«SkQ 120 нг»

«SkQ 12 нг»

линейка 100 мкм линейка 50 мкм

А                                                                                                                                                                   Б

В                                                                                                                                                                  Г

Д                                                                                                                                                                  Е
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Рисунок 3 – Сканирующая электронная микроскопия миокарда
Примечание: А – волнообразная деформация, зоны «стёртой исчерченности», ув. ×1000; Б – сжавшееся ядро, ув. ×2500;  
В («SkQ1 120 нг») – «стёртая» исчерченность, нарушение структуры сократительных волокон, ув. ×5000; Г – разобщение 

кардиомиоцитов, ув. ×1000; Д – вакуолеподобные пространства вокруг митохондрий, ув. ×2500; Е («SkQ1 12 нг») – скопления 
митохондрий, ув. ×5000; Ж – сохранность исчерченности кардиомиоцитов, ув. ×1000;  

З, И – слои митохондрий вокруг мышечных волокон, вытянутые ядра, ув. ×2500 и ×5000.

Рисунок 4 – Иммунофлуоресцентное окрашивание срезов ткани миокарда
Примечание: А – контроль, слабое свечение иммунофлуоресцентых меток; Б – «SkQ1 120 нг», наличие дифференцированного  

свечения цитохрома С; В – «SkQ1 12 нг», наличие хорошо дифференцированного и зонального свечения цитохрома С;  
Г – количественный анализ цитохрома С и редуктазы цитохрома Р-450. Данные представлены в виде медианы 

 и межквартильного размаха, максимальным и минимальным значениями. Линейка 50 мкм, цитохром С – красный,  
редуктаза цитохрома Р-450 – зеленый, клеточное ядро – синий.  
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Ограничения исследования
На полученные результаты мог повлиять 

небольшой размер выборки наблюдений, равный 
10 сердцам в каждой группе исследования. Также 
стоит отметить, что при всём преимуществе 
и простоте модели изолированного сердца,  
отсечение системного влияния также могло  
выступить в роли ограничения по регуляции 
деятельности сердечной мышцы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Митохондриально-направленный антиоксидант 

SkQ1 в концентрации 12 нг/мл оказал выраженный 
антиоксидантный и кардиопротективный эффекты 
на модели ишемии и реперфузии изолированного 
сердца крысы, отражённый в высокой степени 

сохранности сократительного аппарата миокарда 
и органелл. Тогда как концентрация 120 нг/мл,  
наоборот, усугубила ОС и привела к 
деструктивным повреждениям ткани. Данный 
антиоксидант крайне перспективен в области 
создания кардиопротективных препаратов для 
кардиохирургии и трансплантации, в связи с чем 
требуется проведение дальнейших исследований.

SkQ1 в концентрации 12 нг/мл проявил 
выраженные антиоксидантные свойства в отношении 
ишемизированного миокарда, что позволило 
получить более высокую степень сохранности 
сердечной мышцы в сравнении с применением 
SkQ1 в концентрация 120 нг/мл, которая усугубила 
окислительный стресс и структурные изменения 
ткани.
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