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Abstract: After the administration of venom of Central Asian spectacled cobra into rats’ organism, the oxidation 

of NADH from the internal pathway of the respiratory chain of the liver mitochondria slows down, but in the external 

path, on the contrary, is enhanced. These changes are observed against the background of the release of cytochrome 

c from the inner mitochondrial membrane. As a result, electron transport from the respiratory chain to the oxygen 

molecule slows down. If flavosan is introduced into the animal organism with the subsequent administration of 

poison, the oxidation of NADH in the respiratory chain of the inner mitochondrial membrane is accelerated, but on 

the external, on the contrary, it slows down. 
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ВЛИЯНИЕ ЯДА СРЕДНЕАЗИАТСКОЙ КОБРЫ НА АКТИВНОСТЬ РОТЕНОН 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОЙ И НЕЧУВСТВИТЕЛЬНОЙ НАД.Н-ОКСИДАЗ МИТОХОНДРИИ ПЕЧЕНИ 

КРЫС И ИХ КОРРЕКЦИИ ФЛАВОСАНОМ 

 

Аннотация: После введения яда Среднеазиатской очковой кобры в организм крыс окисление НАДН на 

внутреннем пути дыхательной цепи митохондрии печени замедляется, а на внешнем пути, наоборот 

усиливается. Эти изменения наблюдаются на фоне выхода цитохрома с из внутренней мембраны 

митохондрий. В результате замедляется перенос электронов из дыхательной цепи до молекулы кислорода. 
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Если ввести в организм животных флавосан с последующим введением яда окисление НАДН в дыхательной 

цепи внутренней мембраны митохондрий ускоряется, а на внешнем, наоборот замедляется. 

Ключевые слова: окислительное фосфорилирование, НАД.Н-оксидаза, флавосан, яд кобры, окисления 

сукцината, перенос электронов, цитозоль, дыхательной активность, окисления НАД.Н. 

 

Введение 

УДК 591 
 

Актуальность. По данным всемирной 

организации здравоохранения (ВОЗ) от одних 

только укусов ядовитых змей ежегодно страдают 

около 0,5 миллиона человек, из которых около 40 

тысяч погибают [1-3]. Яды аспидовых змей 

первично действуют на дыхательный центр [1, 4], 

нервную систему с вторичным поражением 

кровообращения [1, 5], они почти не вызывают 

локальных изменений. Под действием яда кобры 

многие органы, в том числе и печень, 

претерпевают обычно острое жировое 

перерождение. У отравленных животных 

протоплазма печеночных клеток оказывается 

мутной и зернистой, снижается количество 

митохондрии, нарушается дыхание и 

окислительное фосфорилирование митохондрии 

[6-9]. При этом низкие концентрации ядов 

вызывают разобщение дыхания и окислительное 

фосфорилирование, а большие – ингибирование 

дыхательной функции митохондрии.  

Недавно было установлено, что суммарного 

флавоноидного препарата из термопсиса 

(Thermopsis alterniflora,  сем. бобовых - Fadaceae) 

– флавосан, малотоксичень, введение его орально 

в дозе 5000мг/кг массы тела не вызывало 

заметного побочного эффекта и гибели животных 

[10].  

Исследование влияние флавосана на  

организм животных в условиях гипоксии 

показало, что он заметно повышает устойчивость 

животных к кислородному голоданию [11]. 

Антигипоксический эффект флавосана связан с  

экономным расходованием кислорода в условиях 

гипоксии [11, 12].  

Было показано, что при введении в организм 

животных флавосана на фоне действия яда кобры 

продолжительность жизни животных 

повышается. Более высокие дозы флавосана 

заметно препятствуют повышению газо-

кислородного обмена, то есть организм более 

экономно расходует кислород [13], что в конечном 

итоге приводит к увеличению продолжительности 

жизни животных, отравленных ядом кобры [14].   

Исходя из этого, следует считать важным 

изучение антиядовые действия флавосана при 

отравлении крыс с ядом среднеазиатской кобры.  

Материал и методика. В 

экспериментальных исследованиях были 

использованы белые крысы самцы массой в 

среднем 180-200г. Животных содержали на 

смешанном рационе в хорошо вентилируемом, 

светлом помещении, в деревянных клетках 

(размером 50х30см) по 6-8 крыс в каждой. Пищу и 

воду крысы получали без ограничения.  

В эксперименте проводилось исследование 

некоторых механизмов антитоксического 

действия флавосана. В качестве токсина выбрали 

яд среднеазиатской кобры Naja naja Oxiana 

Echwald. Животных разделили на 5 группы по 6-8 

в каждой. Во второй, третьей, четвертой и пятой 

группах яд среднеазиатской кобры животным 

вводили внутримышечно в дозе 2 мг/кг веса [14]. 

Через 2 мин животным второй, третьей и 

четвертой группы дополнительно вводили 

флавосан – 250, 500 и 750 мг/кг массы тела 

соответственно. Первая группа крыс  получала 

физиологический раствор. Через 15 мин после 

введения яда кобры животных декапитировали.  

Яд среднеазиатской кобры получали из 

института зоологии АН РУ3. В работе были 

использованы образцы яда коллекции 2010 и 2011 

г, высушенного в эксикаторе над хлористым 

кальцием.  

Митохондрия выделяли из ткани печени 

животных по общепринятому методу 

дифференциального центрифугирования [15] с 

некоторыми модификациями [16]. Крыс забивали, 

извлекали печень и погружали ее в стаканчик со 

средой выделения следующего состава: сахароза 

300мМ, трис-НС1 - 10мМ, ЭДТА - 2мМ. Печень 

очищали от посторонних тканей (жира, 

соединительной ткани), затем определяли ее 

массу путем взвешивания, размельчали 

ножницами и помещали в десятикратный по 

сравнению с органом объем предварительно 

охлажденной среды выделения и 

гомогенизировали в течение 30-40с в 

комбинированном гомогенизаторе с тефлоновым 

пестиком, имеющим резьбовой ножевой блок  с 

тканеподающим устройством. 

Активность полиферментных систем 

митохондрий определяли после замораживания и  

оттаивания митохондрий. НАД.Н-оксидазная 

активность оценивали добавляя в ячейку объемом 

1мл 3 мкмоль НАД.Н. НАД.Н-оксидазную 

активность определяли также в присутствии 2 мкг 

ротенона. Среда изменения: 0,66 М сахароза, 

содержащая 50 мМ трис-HСl, рН 7,4 и 5 мМ 

гистидина [17]. Активность оксидазных систем в 

митохондриях регистрировали полярографически 

при помощи вращающегося платинового 

электрода в  стандартных условиях в ячейке 

полярографа объемом 1 мл при 25ºС. Содержание 

белка определяли по методу Лоури [18]. 
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Результаты и их обсуждение. Известно, что 

митохондрии печени имеют две системы 

окисления – внутренний фосфорилирующий путь 

окисления сукцината и субстратов, окисляющихся 

через НАД, и внешний путь свободного окисления 

добавленного НАД.Н; начальный участок 

дыхательной цепи этого пути представляет собой 

НАД.Н2-цитохром в5-редуктазу [19]. Один из этих 

путей окисления ингибируется ротеноном 

(внутренний путь окисления).  В табл. 1 

представлены результаты раздельного 

определения скоростей окисления НАД.Н по 

внутреннему и внешнему путям при 25ºС. Видно, 

что введение в организм животных 2 мг яда кобры 

на кг массы тела яда кобры скорости окисления 

НАД.Н по дыхательной цепи на 41,2% от 

контроля. В то же время скорость окисления 

НАД.Н по внешнему – 

ротеноннечувствительному пути окисления 

НАД.Н повышалось на 95,7%.  

 

Таблица 1. Влияние флавосана на внутренний и внешний путь окисления НАД.Н митохондрии  

на фоне отравлении крысы ядом кобры (М ± м;  n = 6-7) 

 

 

Вариант 

Дозы 

флавосана, 

мг/кг 

Скорость дыхания, нанограмм атом кислорода/мин мг 

белка 

Внутренний путь 

окисления НАД.Н 

Внешний путь окисления 

НАД.Н 

Интактные животные 0 61,24±5,05 4,60±0,42 

Отравленные животные  0 36,01±4,21**** 9,00±0,77**** 

 250 42,62±4,00**** 7,81±0,53**** 

 500 49,84±4,67*** 6,90±0,38*** 

 750 54,45±3,85** 5,92±0,32* 

Примечание: здесь степень достоверности различий: *Р < 0,05; **Р < 0,02; ***Р < 0,01; ****Р < 0,001. 

 

Таким образом, эти данные указывают, что 

торможение дыхательной активности внутренней 

мембраны и повышение внешний путь окисления 

митохондрий является одним из самых ранних 

функциональных нарушений митохондрий при 

отравлении животных с ядом кобры. 

Введение флавосана на фоне отравление 

животных ядом кобры приводит к нормализации 

внутренний и внешний путь окисления НАД.Н 

митохондрии и эти изменения зависела от дозы 

флавосана. Так, если после введения 250, 500 и 750 

мг флавосана на кг массы тела животных внешний 

путь окисления НАД.Н повышается 

соответственно на 69,8; 50,0 и 28,7% от уровня 

нормы, то внутренний путь уменьшается – 30,4; 

18,6 и 10,6%. Это означает, что флавосан 

стабилизирует внутренний мембраны 

митохондрий и тормозит выбывание цитохрома с 

из мембраны.  

На наш взгляд, условиям активации 

внешнего пути окисления  НАД.Н и 

ингибирования внутреннего пути окисления 

субстратов при отравлении животных ядом кобры 

является десорбция цитохрома с внутренней 

мембраны митохондрий в межмембранное 

пространство, в результате чего происходит 

подключение системы флавин5-цитохром в5 к 

цитохромоксидазе. Эти результаты 

свидетельствует о глубоком нарушении 

сопряжения между белок-фосфолипидными 

связами внутренней мембраны митохондрий при 

набухании [20, 21]. Нарушения в мембранах, 

связанные с изменениями фосфолипидов, в 

значительной степени изменяют способность 

внутренней мембраны митохондрий к 

акцептированию цитохрома с [21, 22]. Эти 

характеристики очень чувствительны к 

образованию нарушений мембран и изменяются 

даже при малых степенях «скрытых» 

повреждений [22]. На наш взгляд, расщепление 

фосфолипидов внутренней мембран митохондрий 

эндогенными фосфолипазами при действия яда 

кобры приводит к нарушению функции 

свободноплавающего переносчика 

восстановительных эквивалентов от дегидрогеназ 

к цитохромным цепочкам – коэнзим Q [23]. В 

дыхательной цепи существуют три центра 

связывания коэнзим Q: 1) исследованная и 

охарактеризованная Л.С. Ягужинским и сотр. [24] 

гидрофобная площадка в сукцинатдегидрогеназе; 

2) участок дыхательной цепи между цитохромами 

b и с1, где связываются антимицин А, 2-гидрокси-

3-алкилбензо- и нафтохиноны; 3) место 

связывания ротенона в НАД.Н-дегидрогеназа [23]. 

В этих точках связывания коэнзим Q 

взаимодействие ядра коэнзима с 

соответствующим ферментом осуществляется за 

счет разных функциональных групп молекулы 

коэнзим Q [24].  

Повреждённые митохондрии являются 

спусковым крючком освобождения цитохрома с 

через митохондриальные поры [25]. 

Высвобождающийся цитохром с  является 

«смертным приговором» клетки [26]. Цитохром с 

влечёт за собой передачу сигнала апоптоза, 

результатом которого часто является различные 

заболевания. Так, во многих апоптозных нейронах 

в период развития у позвоночных  нервной 
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системы происходит утрата кардиолипина - 

легкоокисляемого фосфолипида, входящего в 

состав внутренней мембраны митохондрий. 

Показано, что содержание кардиолипина 

снижается перед исчезновением в этих клетках 

митохондрий, причем к моменту утраты 

кардиолипина масса митохондрий уменьшается 

незначительно. А тот факт, что исчезновение 

кардиолипина конкурентно связано с продукцией 

митохондриями активных форм кислорода и 

увеличением пероксидации липидов указывает на 

участие в этих процессах свободных кислородных 

радикалов [27]. Со сказанным хорошо 

коррелирует сообщение принципиальной 

важности о двух стадийности процесса 

освобождения цитохрома с из митохондрий 

апоптотических клеток. На первой стадии 

наблюдается отделение цитохрома с от 

внутренней мембраны митохондрий, где он 

ассоциирован с кардиолипином за счет 

электростатического и/или гидрофобного 

взаимодействия. Это отделение происходит после 

окислительной модификации кардиолипина. 

Последующее повышение проницаемости 

внешней мембраны митохондрий под действием 

онкобелка Bax приводит к высвобождению 

цитохрома с из митохондрий [28]. Об утрате 

молекулярного взаимодействия между 

цитохромом с и кардиолипином, обусловленной 

перекисным окислением липидов, несколько 

раньше сообщали и другие исследователи [29]. 

Именно модификация кардиолипина в условиях 

перекисного окисления липидов индуцирует 

выход цитохрома с из митохондрий в цитозоль, 

что является одним из важных начальных этапов 

апоптоза.  

Цитохром с, вышедший из митохондрии в 

цитозоль, связывается с цитозольным белком, 

названным “первый фактор, активирующий 

апоптоз” (Apaf-1). С Apaf-1 связываются также 

дезоксиАТР (dATP) и несколько молекул 

прокаспазы 9 (неактивного предшественника 

каспазы 9, особого фермента-протеазы) [30-32]. 

После образования комплекса прокаспаза 9 

расщепляется на каспазу 9 и более короткий 

пептид, не обладающий какой-либо активностью. 

Каспаза 9 атакует прокаспазу 3, расщепляя ее с 

образованием активной каспазы 3. Каспаза 3 – это 

протеаза, которая осуществляет протеолиз 

ферментов, занимающих ключевые позиции на 

метаболической карте клетки, а также белки-

предшественники нуклеаз и структурные белки. 

Все это в конечном счете ATФ аза либо 

инактивируется окисленной формой 

фосфатидилсерина, либо просто не узнает 

окисленный фосфолипид. Вот почему окисление 

фосфатидилсерина посредством АФК ведет к его 

появлению во внешнем слое плазматической 

мембраны. По-видимому, существует специальный 

рецептор, обнаруживающий фосфатидилсерин в 

наружном липидном слое. Предполагается, что 

этот рецептор, связав фосфатидилсерин, шлет 

внутрь клетки сигнал апоптоза. 

Здесь в первую очередь нас интересует не то, 

в каких далее процессах и в какой роли участвует 

выделившийся цитохром с, а сам факт 

высвобождения его из митохондрий. С нашей 

точки зрения, этот простой, на первый взгляд, акт 

очень важен, так как в качестве положительной 

обратной связи поддерживает нарушение 

транспорта электронов в дыхательной цепи, 

снижает утилизацию О2 митохондриями и, 

следовательно, способствует накоплению его в 

клетке и устойчивости необходимого для апоптоза 

состояния окислительного стресса сначала в 

митохондриях, затем в цитоплазме и внутри всей 

клетки. К тому же, положительная обратная связь 

по поддержанию окислительного стресса в 

клетках реализуется, очевидно, и по другим 

каналам. Одним из них является активных форм 

кислород - зависимое повреждение 

митохондриальной ДНК (мтДНК) с образованием 

и накоплением, в частности, 8-гидрокси-2-

дезоксигуанозина. Правда, это окислительное 

повреждение мтДНК в какой-то степени 

репарируется [33]. Другой канал такой обратной 

связи может действовать путем окислительного 

повреждения мтДНК-полимеразы, что должно 

приводить к уменьшению репликации мтДНК [34] 

и соответственно ослаблению митохондриальной 

базы. Таким образом, в митохондриях существуют 

разные способы подержания возникшего в них 

окислительного стресса не ниже какого-то 

определенного уровня. 

Анализируя полученные результаты можно 

заключить, что в присутствии яда кобры скорости 

окисления НАД.Н по внутеннему пути 

дыхательной цепи митохондрии подавляется, а 

скорости окисления НАД.Н по внешнему пути 

повышается. Эти изменения происходит на фоне 

десербции цитохрома с из внутренней мембраны 

митохондрии и знаичительному повышению 

процесса перекисного окисления липидов 

митохондрии. Эти факты свидетельствуют о том, 

что при отравлении  животных ядом кобры 

наблюдается глубокие нарушения в системе 

окислительного фосфорилирования и цепи 

переноса электронов. Введение флавосана в 

организм животных отравленных ядом кобры 

приводит к повышению скорости окисления 

НАД.Н по внутеннему пути дыхательной цепи 

митохондрии и подавлению скорости окисления 

НАД.Н по внешнему пути. 
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