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Митохондрии принимают участие в заболеваниях различной этиологии. Использование препара-
тов, направленных на улучшение функционального состояния митохондрий, может представлять
собой многообещающий терапевтический подход к заболеваниям различной природы. Астаксан-
тин представляет собой кето-каротиноид (ксантофилл) преимущественно морского происхожде-
ния. Он обладает как липофильными, так и гидрофильными свойствами и может проникать через
клеточную мембрану, локализуясь в митохондриях, и предотвращать митохондриальную дисфунк-
цию. В настоящем исследовании изучили влияние астаксантина на функциональное состояние
митохондрий мозга крысы, изменение митохондриальной динамики и митофагии при изопротере-
нол-индуцированном повреждении. При действии астаксантина митохондрии были более устойчи-
вы к Са2+-индуцированному открытию неспецифической поры, активность комплексов I, IV и V
дыхательной цепи повышалась. Более того, астаксантин изменял уровень маркеров деления и сли-
яния митохондрий, а также митофагии при изопротеренол-индуцированной митохондриальной
дисфункции, что, вероятно, приводило к повышению количества функциональных митохондрий
мозга крыс и улучшению их состояния. Астаксантин можно рассматривать как митохондриально-
направленный агент в терапии при патологических состояниях, связанных с окислительным повре-
ждением и митохондриальной дисфункцией, вызванных сердечной недостаточностью. В качестве
пищевой добавки астаксантин обладает потенциалом антиоксидантной защиты клеток при сердеч-
но-сосудистых заболеваниях.

Ключевые слова: астаксантин, изопротеренол-индуцированная митохондриальная дисфункция, мито-
фагия, митохондриальные динамики.
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Сердечная недостаточность представляет со-
бой совокупность расстройств, которые обуслов-
лены низкой сократительной способностью сер-
дечной мышцы − миокарда. Это такое состояние
сердца и сосудистой системы, при котором не-
возможно полноценно обеспечивать организм
кислородом и питательными веществами. В ре-
зультате нарушения питания, гипоксемии и ги-
поксии развиваются необратимые нарушения и

изменения во внутренних органах. Заболевания
сердца являются одной из причин, из-за которых
возникает расстройство мозгового кровообраще-
ния, в результате чего нарушается кровоток в ар-
териях и уменьшается кровоснабжение мозга [1,
2]. Причиной этого часто является недостаточное
снабжение мозга кислородом. Поддержание
структурной и функциональной целостности ми-
тохондрий необходимо для нормального функци-
онирования клетки. Митохондриальная дис-
функция приводит к развитию различных пато-
логий, таких как нейродегенеративные,
сердечно-сосудистые и др. [3]. Митохондриаль-
ная дисфункция может вызывать окислительный
стресс [4]. Снизить окислительный стресс спо-
собны антиоксиданты [5]. Одним из таких анти-

Сокращения: мРТР – пора неспецифической проницаемо-
сти (mitochondrial permeability transition pore), OPA1 – бе-
лок 1 атрофии зрительного нерва, DRP1 – родственный
динамину белок 1, PINK1 – PTEN-индуцированная кина-

за 1, VCa2+

in – скорость входа Са2+ в митохондрии, ММК –

митохондрии мозга крыс. 
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оксидантов является астаксантин – представи-
тель ксантофиллов, который представляет собой
фитонутриент темно-красного цвета, который
может быть синтезирован микроводорослями
Haematococcus pluvialis [6]. Он имеет уникальную
молекулярную структуру, которая позволяет ему
оставаться как внутри, так и вне клеточной мем-
браны [7]. Известно, что астаксантин значитель-
но ослабляет митохондриальную дисфункцию,
связанную с ишемическим повреждением мио-
карда, может снижать окислительный стресс [8] и
предотвращать развитие сердечно-сосудистых за-
болеваний [8–11]. Более того, было показано, что
астаксантин улучшает обучение и способствует
восстановлению памяти, снижает повреждение
нейронов, увеличивает количество пирамидных
нейронов в гиппокампе и восстанавливает нор-
мальную морфологию нейронов [12]. Ранее мы
показали, что астаксантин снижал дегенерацию,
отек мышечных волокон сердца и степень фиб-
розного повреждения миокарда после введения
изопротеренола. Изопротеренол используется в
качестве модели сердечной недостаточности [13].
Кроме того, астаксантин улучшал функциональ-
ное состояние митохондрий сердца у крыс. Вве-
дение астаксантина в сочетании с инъекцией изо-
протеренола увеличивало дыхательный контроль
в митохондриях сердца крыс. Также астаксантин

повышал Са2+-емкость и снижал скорость набу-
хания митохондрий, что замедляло открытие по-
ры неспецифической проницаемости (мРТР –
mitochondrial permeability transition pore), т.е. сни-
жало проницаемость митохондриальной мембра-
ны [10, 11].

Митохондрии млекопитающих образуют вы-
сокодинамическую ретикулярную сеть, в которой
происходят слияние и деление митохондрий, при
этом относительный баланс этих двух событий
влияет на контроль качества митохондрий. Слия-
ние (fusion) опосредуется митофузином 1, мито-
фузином 2 и белком OPA1 (белком 1 атрофии зри-
тельного нерва), которые играют роль в слиянии
внешней и внутренней мембран митохондрий со-
ответственно. Родственный динамину белок 1
(DRP1) необходим для деления (fission) митохон-
дрий и регулируется посредством фосфорилиро-
вания с помощью протеинкиназы A и Cdk1/цик-
лина B [14, 15]. Когда митохондрии повреждены,
слияние митохондрий может снимать окисли-
тельный стресс, позволяя функциональным ми-
тохондриям дополнять дисфункциональные ми-
тохондрии путем диффузии и обмена компонен-
тами между органеллами. Деление необходимо
для создания новых митохондрий, однако оно
также способствует контролю качества митохон-
дрий, позволяя удалять поврежденные митохон-
дрии [16].

Митофагия – это процесс избирательной де-
градации митохондрий путем доставки в лизосо-
мы/вакуоли с использованием процессов аутофа-
гии. Он представляет значительный интерес как
для ученых-биологов, так и для клиницистов из-
за многих новых аспектов этого пути и связей
между митофагией и физиологическими процес-
сами, такими как развитие и старение, а также не-
которыми заболеваниями, например нейродеге-
неративными и онкологическими [17–19]. В нор-
мальных условиях митохондрии постоянно
подвергаются циклам деления и слияния, что по-
могает сохранить нормальную функцию мито-
хондрий за счет обмена содержимого матрикса.
Дисбаланс в равновесии деления/слияния или
повреждение митохондрий может привести к де-
градации митохондрий путем митофагии. Взаи-
мосвязанные факторы, такие как индукция мито-
фагии, динамика митохондрий (деление и слия-
ние), модуляция молекулярных механизмов
митофагии путем нацеливания на отдельные
компоненты, взаимодействие с другими видами
аутофагии и митохондриальный биогенез образу-
ют сложную взаимодействующую сеть, которая
управляет митохондриальной деградацией по-
средством митофагии, и, таким образом, мито-
хондриальной функцией, и клеточной целостно-
стью [20].

В настоящем исследовании мы изучили вли-
яние астаксантина на изменение функциональ-
ного состояния митохондрий мозга, митохондри-
альной динамики и митофагии у крыс с изопро-
теренол-инициированной митохондриальной
дисфункцией. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка животных к эксперименту. Для ис-
следования использовали четыре группы крыс
линии Вистар (в возрасте 2 месяца, массой 220–
250 г). Первая группа была контрольная, второй
группе вводили астаксантин (150 мг/кг, Natural,
Китай) в течениe 14 суток [21] ежедневно с помо-
щью пластиковых трубочек, позволяющиx безбо-
лезненно вводить вещество; третьей группе дела-
ли инъекцию изопротеренола (100 мг/кг) [13] два-
жды в течение двух суток подкожно; четвертой
группе вводили астаксантин так же, как и второй
группе, затем проводили инъекцию изопротере-
нола так же, как третьей группе. 

Выделение митохондрий мозга крыс. Мозг из-
влекали в течение 20–26 с и оставляли в физиоло-
гическом растворе в течениe 5 мин. Несинаптиче-
ские митохондрии мозга крысы (ММК) выделяли
методом, описанным в работе [22] и
модифицированным в нашей лаборатории [23].
После охлаждения мозг измельчали и помещали в
раствор, содержащий 320 мМ сахарозы, 0.5 мМ
ЭДТА, 0.5 мМ ЭГТА, 0.02% бычьего сывороточ-



92

БИОФИЗИКА  том 69  № 1  2024

КРЕСТИНИН и др.

ного альбумина (фракция V, не содержащая жир-
ных кислот) и 10 мМ трис-HCl, рН 7.4 и гомоге-
низировали в стеклянном гомогенизаторе в соот-
ношении 1:10. Гомогенат центрифугировали при
2000 g в течение 3 мин. Процедуру повторяли два-
жды и осадок удаляли. Супернатант центрифуги-
ровали при 12500 g в течение 10 мин. Осадок про-
мывали в градиенте Перколла (3–10–15–24%)
при 31300 g в течение 10 мин. Полученный осадок
несинаптических митохондрий (нижний слой)
суспендировали в среде выделения без ЭДТА,
ЭГТА и альбумина и центрифугировали при
11500 g в течение 10 мин. Осадки ресуспендирова-
ли в том же буфере. Все манипуляции проводили
при 4°С. Концентрацию белка определяли по ме-
тоду Брэдфорда (Bio Rad Protein assay, Bio-Rad,
Германия), она составляла 30–35 мг/мл.

Измерение митохондриальных функций. Скоро-

сти потребления О2 при Са2+-индуцированном

открытии мРТР и скорость входа Са2+ в митохон-
дрии измеряли в термостатируемой ячейке, в ко-
торую вмонтированы О2-электрод Кларка (Clark-

type electrode) и Са2+-селективный электрод [10,
24]. Митохондрии инкубировали в среде, содер-
жащей 10 мМ трис-HCl-буфере, рН 7.4, содер-
жавшем 120 мМ KCl, 0.4 мМ KH2PO4. Глутамат

(5 мМ) и малат (5 мМ) использовали в качестве
дыхательных субстратов. Концентрация мито-
хондриального белка в среде составляла 1 мг/мл.

Са2+ добавляли последовательно, каждая добавка
составляла 25 нмоль на 1 мг белка. Скорости по-

требления О2 при Са2+-индуцированном откры-

тии мРТР считали как число атомов нг-О, по-
требляемых митохондриями в минуту на мг бел-
ка. Все измерения проводили при открытой
ячейке.

Нативный электрофорез и измерение активно-
сти комплексов электрон-транспортной цепи (I, IV)
и АТФ-синтазы. Электрофорез в неденарурирую-
щих условиях выполняли, как описано в работе
[25]. Изолированные ММК суспендировали в бу-
фере, содержащем 0.75 М аминокапроновой кис-
лоты, 50 мМ бис-трис/HCl, pH 7.0, и 10% доде-
цилмальтозида, суспензию держали на льду в
течение 20 мин. После 10-минутного центрифу-
гирования при 10000 g в супернатант добавляли
5%-й Serva Blue G, растворенный в 1 М аминока-
проновой кислоте. Образцы наносили на гради-
ентный (3–13%) гель с нагрузкой 70 мкг образца
на дорожку. Калибровочный набор HMW для на-
тивного электрофореза (Sigma-Aldrich, США) ис-
пользовали в качестве молекулярных маркеров.
Активность комплексов I, IV и V в геле определя-
ли, как описано ранее [26]. Для измерения актив-
ности комплекса I гель помещали в буфер, содер-
жащий 100 мМ трис-HCl, рН 7.4, 0.14 мМ НАДН,
1 мг/мл NBT (нитросинего тетразолия хлорид) в

течение ~10–30 мин. Для выявления активности
комплекса IV гель окрашивали в течение 1 ч бу-
фером, содержащим 10 мМ KH2PO4 (рН 7.4),

1 мг/мл 3,3'-диаминобензидина и 0.2 мг цитохро-
ма с. Для определения активности комплекса V
гель окрашивали в течение 16 ч буфером, содер-
жащим 10 мМ АТФ, 35 мМ трис-HCl, 270 мМ
глицина, 14 мМ MgSO4, 0.2% Pb(NO3)2. После

инкубации в соответствующих субстратах реак-
ции останавливали 10%-й уксусной кислотой, ге-
ли промывали водой и сканировали.

Электрофорез и вестерн-блоттинг. Аликвоты
митохондриальной суспензии (2 мг/мл) из каж-
дой экспериментальной группы переносили в
пробирки (типа «Эппендорф») и солюбилизиро-
вали в буфере Лэммли (Bio-Rad, США). Образцы
митохондриального белка (20 мкг) наносили на
каждую дорожку и разделяли методом электро-
фореза (12.5%-й гель) в денатурирующих услови-
ях. Перенос белков с геля на нитроцеллюлозную
мембрану (0.2 мкм) осуществляли методом ве-
стерн-блоттинга. Полученные мембраны окра-
шивали антителами к DRP1 (Elabscience, США),
митофузину 2 (Elabscience, США), OPA1 (Cloud-
Clone Corp., США), PTEN-индуцированной ки-
назе 1 (PINK1, Cusabio, США) и прохибитину 2
(Cusabio, США). Транслоказу внешней мембра-
ны (Cell Signaling, США) и цитохром с-оксидазу
использовали для нормирования белка.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали среднее значение ± стан-
дартное отклонение не менее чем четырех неза-
висимых экспериментов. Статистическую значи-
мость различий между парами средних значений
оценивали с помощью критерия Стьюдента–
Ньюмена–Кеулса. Различие считалось достовер-
ным при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Сначала мы изучили влияние астаксантина,
изопротеренола и совместное действие астаксан-
тина и изопротеренола на изменение скоростей

дыхательных активностей, скорости входа Са2+

(VCa
2+

in) в митохондрии и пороговой концентра-

ции Са2+ (концентрация Са2+, при которой про-
исходит открытие мРТР) в ММК (рис. 1). Видно,
что в присутствии астаксантина (рис. 1б) количе-

ство добавок Са2+ (5 добавок) не отличалось от
контроля (рис. 1а), тогда как в присутствии изо-
протеренола (4 добавки) количество добавок

Са2+ снижалось по сравнению с контролем. При
совместном действии астаксантина и изопроте-
ренола (рис. 1г), количество добавок не отлича-
лось от контроля. При воздействии изопротере-
нола митохондрии мозга были более чувствитель-
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ны к Са2+, тогда как астаксантин способствовал
устойчивости митохондрий к формированию
мРТР.

На рис. 2 показаны количественные характе-

ристики скоростей входа Са2+ после первой

(VCa2+

in.1) и второй (VCa2+

in.2) добавок, дыхатель-

ных активностей при Са2+-индуцированном от-
крытии мРТР и значение пороговой концентра-

ции Са2+ в наших экспериментальных условиях.

Как видно на рис. 2а, величина VCa2+

in.1 в присут-

ствии астаксантина и при комбинированном воз-
действии астаксантина и изопротеренола не из-
менялась по сравнению с контролем и снижалась
в присутствии изопротеренола на 36% по сравне-
нию с контролем и на 26% по сравнению с астак-
сантином и изопротеренолом при их комбиниро-
ванном воздействии. Аналогичный эффект на-

блюдался при подсчете VCa2+

in.2 (рис. 2б).

Изопротеренол снижал этот параметр на 40% по
сравнению с контролем и на 36% по сравнению с
астаксантином и изопротеренолом при их комби-
нированном воздействии. Снижение скорости

входа Са2+ в присутствии изопротеренола гово-
рит о том, что митохондрии более чувствительны

к Са2+, тогда как в присутствии астаксантина
ММК из группы 4 более устойчивы к индуктор-

ному воздействию Са2+, несмотря на добавление
изопротеренола. Этот эффект подтверждается

при измерении пороговой концентрации Са2+

(рис. 2в). Пороговая [Са2+] в присутствии изо-
протеренола уменьшалась на 38% по сравнению с
контролем и на 30% по сравнению с совместным
действием астаксантина и изопротеренола. На
рис. 2г показано изменение скорости потребле-

ния О2 в состоянии 2 (VO2
Cast.2). Как видно на

Рис. 1. Влияние астаксантина и изопротеренола на транспорт Са2+ и потребление О2 в митохондриях мозга крыс: (а) –
контроль, (б) – в присутствии астаксантина, (с) – в присутствии изопротеренола, (д) – совместное действие
астаксантина и изопротеренола. По оси абсцисс – время после добавления ММК, стрелки показывают время
добавления Ca2+ (25 мкМ). Данные представлены как среднее значение (± SD) из пяти независимых экспериментов.
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Рис. 2. Количественные характеристики эффектов астаксантина и изопротеренола на транспорт Са2+ и потребление О2

в митохондриях мозга крыс: (а) – изменение скорости входа Са2+ после первой добавки Са2+ (VCa2+

in.1), (б) – изменение

скорости входа Са2+ после второй добавки Са2+ (VCa
2+

in.2), (в) – изменение пороговой концентрации Са2+, (г) –

изменение скорости потребления О2 в состоянии 2 (VO2
Cast.2);  (д) – изменение скорости потребления О2 в состоянии 3

(VO2
Ca st.3);  (е) – изменение потребления О2 в состоянии 4 (VO2

Ca st.4). Все измерения проведены в открытой ячейке.

Данные представлены как среднее значение (± SD) из пяти независимых экспериментов. * – Значимое изменение по
сравнению с контролем, p < 0.05; # –значимое изменение по сравнению с изопротеренолом, p < 0.05.
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Рис. 3. Влияние астаксантина на активность комплексов I, IV и V дыхательной цепи при изопротеренол-
индуцированной митохондриальной дисфункции. (а) – Вверху гель, окрашенный буфером для определения
активности CI, содержащий 100 мМ трис-HCl, pH 7.4, 0.14 мМ NADH, 1 мг/мл NBT; внизу диаграмма, количественно
отражающая изменения активности СI. (б) – Вверху гель, окрашенный буфером для определения активности CIV,
содержащий 10 мM KH2PO4 (рН 7.4), 1 мг/мл DAB и 0.2 мг цитохрома с; внизу диаграмма, количественно отражающая
изменения активности CIV. (в) – Вверху гель, окрашенный буфером для определения активности СV (10 мM ATP,
35 мM трис-HCl, 270 мM глицин, 14 мМ MgSO4, 0.2% Pb(NO3)2), внизу диаграмма, количественно отражающая
изменения активности CV. Данные представлены как среднее значение (± SD) из четырех независимых
экспериментов. * – Значимое изменение по сравнению с контролем, p < 0.05; # –значимое изменение по сравнению
с изопротеренолом, p < 0.05.

этом рисункe, во всех условиях изменения не

происходили. Добавление Са2+ (первый им-
пульс) приводило к повышению потребления О2

в состоянии 3 (VO2
Cast.3), причем в присутствии

астаксантина величина VO2
Cast.3 не отличалась от

контроля, тогда как изопротеренол снижал VO2
Cast.3

на 35% по сравнению с контролем (рис. 2д). При
совместном воздействии астаксантина и изопро-

теренола VO2
Cast.3 не отличалась от контроля, од-

нако повышалась на 30% по сравнению с изопро-
теренолом (рис. 2е).

На следующем этапе нашего исследования мы
измерили активность комплексов I, IV и V дыха-
тельной цепи в геле после нативного электрофо-
реза в наших экспериментальных условиях

(рис. 3). На рис. 3а показаны изменения активно-
сти NADH-убихинон-оксидоредуктазы комплек-
са I. Из рисунка видно, что введение астаксанти-
на не изменяло активность NADH-убихинон-ок-
сидоредуктазы комплекса I, в то время как
изопротеренол снижал ее активность на 40% по
сравнению с контролем. Совместное действие
астаксантина и изопротеренола не изменяло ак-
тивность CI по сравнению с контролем, но при-
водило к увеличению на 40% по сравнению с изо-
протеренолом. Изменения в активности цито-
хром с-оксидазы комплекса IV показаны на
рис. 3б. Хроническое введение астаксантина не
изменяло активность цитохром с-оксидазы ком-
плекса IV, в то время как изопротеренол снижал
ее активность в ММК на 70% по сравнению с
контролем. Совместное действие астаксантина и
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изопротеренола снижало активность цитохром
с-оксидазы комплекса IV на 20% по сравнению с
контролем и повышало на 47% по сравнению с
изопротеренолом. Изменение активности АТФ-
синтазы показано на рис. 3в. Астаксантин не из-
менял активность АТФ-синтазы в ММК, однако
изопротеренол снижал активность АТФ-синтазы
на 60% по сравнению с контролем. При совмест-
ном действии астаксантина и изопротеренола ак-
тивность АТФ-синтазы не отличалась от контро-
ля, но увеличивалась на 60% по сравнению с изо-
протеренолом. Астаксантин отменял эффект
изопротеренола, и активность всех исследуемых
комплексов повышалась. 

Митохондрии млекопитающих образуют вы-
сокодинамическую ретикулярную сеть, в которой
постоянно происходят события слияния и деле-
ния, при этом баланс этих двух событий влияет
на контроль качества митохондрий. Слияние
(fusion) опосредуется митофузином 1, митофузи-
ном 2 и белком OPA1, которые играют роль в сли-
янии внешней и внутренней мембран митохон-
дрий соответственно. Родственный динамину бе-
лок 1 (DRP1) необходим для деления (fission) и

регулируется посредством фосфорилирования с
помощью PKA и Cdk1/циклина B [14, 15]. Мы ис-
следовали изменение содержания белков, участ-
вующих в делении (DRP1) и слиянии (митофузин
2 и белок OPA1) митохондрий в наших экспери-
ментальных условиях (рис. 4). Как видно на этом
рисункe, изопротеренол повышал содержание
DRP1 в 2.7 разa в ММК по сравнению с контро-
лем, тогда как при совместном действии астак-
сантина и изопротеренола, уровень DRP1 повы-
шался в два раза по сравнению с контролем (рис.
4а). Уровни митофузина 2 (рис. 4б) и белка OPA1
(рис. 4в) снижались при действии изопротерено-
ла в два и три раза соответственно по сравнению с
контролем. Астаксантин отменял эффект изо-
протеренола, при этом содержание митофузина 2
повышалось в два раза по сравнению с действием
изопротеренола, а экспрессия белка OPA1 – на
35%.

Слияние (fusion) способствует смешению ми-
тохондрий и обеспечивает целостность и одно-
родность митохондриальной сети, защищает от
потери митохондриальной ДНК (мтДНК) и под-
держивает оптимальную биоэнергетическую ак-

Рис. 4. Влияние астаксантина и изопротеренола на изменение содержания белков, участвующих в слиянии и 
делении митохондрий при изопротеренол-индуцированном повреждения. Транслоказу внешней мембраны 
использовали как контроль белковой нагрузки. (а) – Вверху иммуноокрашивание антителами к DRP1, внизу 
количественные характеристики, отражающие соотношение оптической плотности DRP1 к транслоказе внешней 
мембраны. (б) –Вверху иммуноокрашивание антителами к митофузину 2; внизу количественные характеристики, 
отражающèе соотношение оптической плотности митофузина 2 к транслоказе внешней мембраны. (в) – Вверху 
иммуноокрашивание антителами к белку OPA1; внизу количественные характеристики, отражающие соотношение 
оптической плотности белка OPA1 к транслоказе внешней мембраны. Данные представлены как среднее значение 
(± SD) из четырех независимых экспериментов. * – Значимое изменение по сравнению с контролем, p < 0.05; # –
значимое изменение по сравнению с изопротеренолом, p < 0.05. 
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тивность. С другой стороны, деление (fission)
способствует распространению и наследованию
митохондрий и помогает в изоляции дисфункци-
ональных (поврежденных) митохондрий из ин-
тактной сети и их избирательном удалении с по-
мощью митофагии [27]. Митофагия относится к
процессу селективного удаления клетками повре-
жденных митохондрий посредством аутофагии,
что играет важную роль в «контроле качества»
митохондрий и выживании клеток. Мы проана-
лизировали влияние астаксантина на изменение
маркеров аутофагии LC3A/B (I, II) и митофагии
PINK1 в митохондриях мозга у крыс с изопроте-
ренол-индуцированной митохондриальной дис-
функцией (рис. 5). На рис. 5а и 5б в верхней части
показан вестерн-блот белков LC3A/B (I, II) и
PINK1, в нижней части – результаты денситомет-
рического анализа. Астаксантин не изменял со-
держание LC3A/B (I, II), но повышал PINK1 на
40% по сравнению с контролем. Действие изо-
протеренола повышало содержание LC3A/B (I) и
LC3A/B (II) в два раза и снижало PINK1 на 20%
по сравнению с контролем. При совместном дей-
ствии астаксантина и изопротеренола уровни

LC3A/B (I) и LC3A/B (II) не изменялись по срав-

нению с контролем и снижались на 40 и 35% со-

ответственно по сравнению с действием изопро-

теренола. В этих условиях содержание PINK1

увеличивалось на 40% по сравнению с контролем

и в два раза по сравнению с одним изопротерено-

лом. 

У млекопитающих было охарактеризовано не-

сколько рецепторов митофагии, одним из них яв-

ляется прохибитин 2 – белок, который имеет ре-

шающее значение в ориентировании митохон-

дрий на аутофагическую деградацию [28]. На

рис. 6 показано изменение прохибитина 2 в ММК

в наших экспериментальных условиях. Содержа-

ние прохибитина 2 в ММК, изолированных из

группы 2, не изменилось, тогда как при действии

изопротеренола уменьшалось на 30% по сравне-

нию с контролем. При хроническом введении

астаксантина с последующей инъекцией изопро-

теренола уровень прохибитина 2 не изменялся по

сравнению с контролем и повышался на 26% по

сравнению с одним изопротеренолом.

Рис. 5. Влияние астаксантина и изопротеренола на изменение содержания LC3A/B (I, II) и PINK1. Цитохром
с-оксидазу использовали как контроль белковой нагрузки. (а) – Вверху иммуноокрашивание антителами к LC3A/B (I,
II), внизу количественные характеристики, отражающие соотношение оптической плотности LC3A/B (I, II) к
цитохром с-оксидазе. (б) – Вверху иммуноокрашивание антителами к PINK1; внизу количественные характеристики,
отражающие соотношение оптической плотности PINK1 к цитохром с-оксидазе. Данные представлены как среднее
значение ± SD четырех независимых экспериментов. * – Значимое изменение по сравнению с контролем, p < 0.05; # –
значимое изменение по сравнению с изопротеренолом, p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании мы изучили влия-
ние астаксантина на функциональное состояние
митохондрий головного мозга у крыс с изопроте-
ренол-индуцированной митохондриальной дис-
функцией. Изопротеренол используется в каче-
стве модели сердечной недостаточности [13],
признанной в международном научном сообще-
стве. Ранее мы показали, что содержаниe таких
белков, как аланинаминотрансфераза, аспартата-
минотрансфераза, лактатдегидрогеназа, тропо-
нин I и миоглобин, после введения изопротере-
нола снижалось в тканевых лизатах сердца крыс,
тогда как астаксантин увеличивал уровень этих
ферментов до контрольных значений [29]. Более
того, при гистологическом анализе криосрезов
левого желудочка сердца крысы после введения
изопротеренола были выявлены признаки фиб-
розоподобных повреждений в миокарде (средняя

зона), участки сращения набухших мышечных
волокон и гипертрофия миокарда. Астаксантин
снижал как дегенерацию и постишемический
отек мышечных волокон сердца, так и степень
фиброзоподобного поражения миокарда, вы-
званной изопротеренолом [10].

Взаимодействие между нейровоспалением и
сердечно-сосудистыми заболеваниями в послед-
нее время стало предметом исследований. Ней-
ровоспаление может быть как причиной, так и
следствием сердечно-сосудистых заболеваний
[30]. Более того, известно, что при неврологиче-
ских повреждениях происходит активация мик-
роглии – процесса, при котором первоначально
увеличивается тело клетки [31]. В наших недав-
них исследованиях мы наблюдали, что количе-
ство клеток на единицу площади не изменилось
во всех экспериментальных группах, однако мы
заметили значительное увеличение площади
MIP-областей (maximum intensity projection, про-
екция максимальной интенсивности), что свиде-
тельствует об увеличении размера Iba-1-позитив-
ных клеток микроглии. Размеры клеток микро-
глии значимо увеличивались у крыс после
инъекции изопротеренола, а при совместном
действии астаксантина и изопротеренола не от-
личались от контрольной группы [32]. Исходя из
ранее полученных результатов, инъекция изо-
протеренола приводила к повреждениям как сер-
дечной, так и мозговой тканей, в то время как
астаксантин отменял действие изопротеренола,
что указывает на его протекторный эффект.

Поскольку большинство важных компонентов
митохондриальной электронно-транспортной
цепи расположены во внутренней митохондри-
альной мембране, а астаксантин достаточно
легко проникает через клеточную мембрану, до-
стигая субклеточных структур, в частности
митохондрий, то он способен защищать мито-
хондриальные мембраны от окислительного по-
вреждения [33]. Согласно результатам, получен-
ным в настоящем исследовании, астаксантин
улучшал функциональное состояние ММК, при
изопротеренол-индуцированной митохондри-
альной дисфункции. При этом скорость входа

Са2+, пороговая концентрация Са2+ и активность
комплексов I, IV и V дыхательной цепи повыша-

лись. Исходя из того, что Са2+ считается индукто-
ром открытия поры неспецифической проницае-
мости, открытие которой приводит к запуску
апоптотического каскада и впоследствии к гибе-
ли клетки [34], можно заключить, что при хрони-
ческом введении астаксантина ММК были более
устойчивы к формированию мРТР.

Известно, что открытие мРТР изменяет про-
ницаемость внутренней мембраны митохондрий,
что приводит к падению мембранного потенциа-
ла и деполяризации мембраны [35]. Слияние ми-

Рис. 6. Влияние астаксантина на изменение содержа-
ния прохибитина 2 при изопротеренол-индуциро-
ванной митохондриальной дисфункции. Цитохром
с-оксидазу использовали как контроль белковой на-
грузки. (а) − иммуноокрашивание антителами к про-
хибитину 2; (б) − количественная характеристика, от-
ражающaя соотношение оптической плотности про-
хибитина 2 к цитохром с-оксидазе. Данные
представлены как среднее значение ± SD четырех не-
зависимых экспериментов. * − р < 0.05 значимое из-
менение по сравнению с контролем, # − р < 0.05 зна-
чимое изменение по сравнению с изопротеренолом.
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тохондрий происходит преимущественно между
интактными митохондриями (с более высоким
мембранным потенциалом), т.е. в процессе слия-
ния участвуют неповрежденные митохондрии.
Однако при митохондриальной дисфункции мо-
жет формироваться субпопуляция неслитых ми-
тохондрий [36]. При введении изопротеренола

ММК были более чувствительны к Са2+, что при-
водило к индукции мРТР, при этом содержание
митофузина 2 и белка OPA1, ответственных за
слияние соответственно внешней и внутренней
мембраны митохондрий [37], снижалось, что под-
тверждает ранее высказанное предположение,
что открытие мРТР ингибирует слияние мито-
хондрий [38]. Напротив, введение астаксантина
приводило к тому, что ММК были более устойчи-
выми к открытию мРТР и содержание белков уве-
личивалось. 

Нарушения, дефекты или дисбаланс в меха-
низмах деления и слияния способствуют мито-
хондриальной дисфункции, которая связана со
многими острыми и хроническими неврологиче-
скими расстройствами, включая инсульт, череп-
но-мозговую травму [39]. Повышенная экспрес-
сия DRP1 приводит к усиленному делению и об-
разованию митохондриальных фрагментаций,
что способствует гибели нейронов после острых и
хронических поражений центральной нервной
системы [39, 40], однако в мозге ингибирование
DRP1-зависимого деления митохондрий обеспе-
чивает нейроптекцию [41]. В настоящем исследо-
вании изопротеренол снижал функциональное
состояние ММК при этом деление митохондрий
усиливалось, а слияние снижалось, что могло
привести к накоплению дисфункциональных ми-
тохондрий. Дисфункциональные митохондрии
могут потерять способность к слиянию путем
инактивации механизмов слияния или активации
механизмов деления, чтобы предотвратить по-
вторное включение поврежденных митохондрий
в здоровую митохондриальную сеть [42]. Извест-
но, что в условиях стресса FUNDC1, BNIP3 и
NIX рекрутируют аутофагосомы в митохондрии
путем прямого взаимодействия с LC3 через его
домены LIR. Накопленные дисфункциональные
митохондрии могут быть удалены посредством
аутофагии и митофагии [43]. Мы наблюдали, что
уровни маркеров аутофагии повышались при
изопротеренол-индуцированном повреждении
митохондрий, однако уровень маркера митофа-
гии PINK1 при этом снижался. При совместном
применении астаксантина и изопротеренола
аутофагия уменьшалась, в то время как митофа-
гия возрастала. Вероятно, в этих условиях соот-
ношение слияния и деления восстанавливалось,
уровень PINK1 повышался, поврежденные мито-
хондрии удалялись с помощью митофагии, коли-
чество функциональных ММК повышалось, что
улучшало их функциональное состояние. 

Известно, что прохибитин 2 считается распро-
страненным белком, локализованным во внут-
ренней мембране митохондрий и играющий клю-
чевую роль в гомеостазе клеточного энергетиче-
ского метаболизма [44]. Прохибитин 2 имеет
решающую роль для структурной и функцио-
нальной целостности митохондрий, модуляции
митохондриальной динамики, митофагии и так
называемого «контроля качества» митохондрий
[28, 45]. Более того, прохибитин 2 имеет решаю-
щее значение в деградации митохондрий при
аутофагии [43]. Снижение прохибитина 2 активи-
рует резидентную протеазу во внутренней мито-
хондриальной мембране, что приводит к расщеп-
лению PINK1, что в конечном счете ингибирует
митофагию [45]. Снижение прохибитина 2 под
действием изопротеренола в ММК способствова-
ло снижению PINK1 и, следовательно, замедле-
нию митофагии, в то время как астаксантин вос-
станавливал прохибитин 2 до контрольного уров-
ня, что приводило к повышению содержания
PINK1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании мы изучили влия-
ние астаксантина на функциональное состояние
митохондрий мозга, изменение слияния/деления
митохондрий и митофагию при изопротеренол-
индуцированном повреждения. Изопротеренол

снижал дыхательный контроль, eмкость Са2+ и
увеличивал скорость митохондриального набуха-
ния, что говорит о повышении проницаемости
митохондриальной мембраны в присутствии изо-
протеренола в ММК, в то время как введение
астаксантина улучшало эти параметры, несмотря
на инъекцию изопротеренола. Изопротеренол
усиливал деление митохондрий и ингибировал
слияние как внешних, так и внутренних митохон-
дриальных мембран, при этом митофагия замед-
лялась. Эти события, вероятно, происходят из-за
того, что в митохондриях снижается содержание
прохибитина 2 – белка, рассматриваемого как ре-
цептор митофагии [43]. Поврежденные митохон-
дрии не удаляются митофагией, накапливаются в
митохондриальной сети, и функции митохон-
дрий нарушаются (снижается дыхательный кон-
троль и активность комплексов (I, IV и V) дыха-
тельной цепи, митохондрии становятся более
чувствительны к открытию мPTP, ускоряется на-
бухание митохондрий). Астаксантин увеличивает
содержание прохибитина 2, что, в свою очередь,
приводит к регулированию баланса деления/сли-
яния и митофагии, восстанавливая целостность
митохондриальной сети. При этом улучшается
функциональное состояние митохондрий, кото-
рые становятся более устойчивыми к открытию
мРТР (повышается дыхательный контроль, ем-

кость Са2+ и активность комплексов дыхательной
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цепи, что приводит к замедлению открытия
мPTP и ингибированию набухания митохон-
дрий). Использование астаксантина в терапии
может быть перспективным подходом для про-
филактики и лечения как сердечно-сосудистых
заболеваний, так и мозговых нарушений.
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 Astaxanthin Prevents Dysregulation of Mitochondrial Dynamics in Rat Brain 
Mitochondria Induced under Isoproterenol-Induced Injury
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Mitochondria are involved in the development of diseases with different etiologies. The use of drugs which
can enhance the functional state of mitochondria may turn into a promising therapeutic approach to diseases
with different etiologies. Astaxanthin, a keto-carotenoid (xanthophyll) predominantly of marine origin,
shows both lipophilic and hydrophilic properties and can penetrate the cell membrane to localize to mito-
chondria where it prevents mitochondrial dysfunction.  This study examined the effect of astaxanthin on the
functional state of rat brain mitochondria, investigated the changes in mitochondrial dynamics and mitoph-
agy under isoproterenol-induced injury. In the presence of astaxanthin, mitochondria were more resistant to
Ca2+-induced opening of a nonspecific pore, and the activity of complexes I, IV and V of the respiratory
chain increased. Moreover, the presence of astaxanthin led to altered mitochondrial fission and fusion as well
as mitophagy, in isoproterenol-induced mitochondrial dysfunction. This presumably increased the quantity
of rat brain mitochondria and enhanced their functional state. Astaxanthin can be considered as a mitochon-
dria-targeted agent in therapy in pathological conditions associated with oxidative damage and mitochondri-
al dysfunction caused by acute heart failure. Astaxanthin as a dietary supplement has the potential to provide
antioxidant protection to cells in cardiovascular disease.

Keywords: astaxanthin, isoproterenol-induced mitochondrial dysfunction, mitophagy, mitochondrial dynamics
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