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Уменьшение массы мышц и их функциональных возможностей (сила, работоспособность и ин-
сулиновая чувствительность) – это один из интегральных признаков старения. Одним из триг-
геров старения является увеличение продукции митохондриальных активных форм кислорода. 
В нашем исследовании впервые для скелетной мышцы человека изучались возраст-зависимые 
изменения продукции митохондриальных активных форм кислорода, ассоциированные со сни-
жением доли связанной с митохондриями гексокиназы-2. Для этого брали биопсию m. vastus 
lateralis у 10 молодых здоровых добровольцев и 70  пациентов (26–85  лет) с многолетним пер-
вичным артрозом коленного/тазобедренного сустава. Оказалось, что старение (сопоставление 
разных групп пациентов), в отличие от снижения двигательной активности/хронического вос-
паления (сопоставление молодых здоровых людей и молодых пациентов), вызывает выражен-
ное увеличение продукции перекиси изолированными митохондриями. Это коррелировало  
с возраст-зависимым распределением гексокиназы-2 между митохондриальной и цитозольной 
фракциями, снижением скорости сопряжённого дыхания выделенных митохондрий и дыхания 
при стимуляции глюкозой (субстратом гексокиназы). Обсуждается, что эти изменения могут быть 
вызваны возраст-зависимым снижением содержания кардиолипина – потенциального регулято-
ра митохондриального микрокомпартмента, содержащего гексокиназу. Полученные результаты 
способствуют более глубокому пониманию возрастных патогенетических процессов в скелетных 
мышцах и открывают перспективы для поиска фармакологических/физиологических подходов 
к коррекции этих патологий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: старение, скелетная мышца, митохондрия, митохондриальные активные 
формы кислорода, гексокиназа.
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Принятые сокращения: мАФК – митохондриальные 
активные формы кислорода.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Старение – это комплексный процесс, прису-
щий всем организмам и включающий ряд общих 
черт, в частности, прогрессирующее снижение 

функциональных и регенеративных возможностей 
организма, развивающееся на фоне нарушения 
адаптации к внешним и внутренним стрессорным 
воздействиям и приводящее в конечном итоге к 
смерти. Одной из наиболее хорошо разработанных 
теорий старения является митохондриальная тео-
рия, впервые предложенная Харманом в 1956  г., 
согласно которой триггером старения считается 
дисфункция митохондрий, ассоциированная с про-
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дукцией ими активных форм кислорода (АФК) и 
окислительными повреждениями биологических 
макромолекул [1]. Один из интегральных призна-
ков старения – уменьшение массы и силы скелет-
ных мышц, приводящее к выраженному сниже-
нию физической работоспособности и качества 
жизни. Последнее связано с тем, что скелетные 
мышцы не только обеспечивают движение и под-
держание позы, но также играют важную роль в 
регуляции метаболизма всего организма. Так, в 
норме скелетные мышцы, составляя до 40% мас-
сы тела, потребляют от 20 до 30% производимой 
энергии [2] и являются одним из основных инсу-
линозависимых потребителей глюкозы [3]. Счита-
ется, что, в отличие от других тканей, снижение 
функций митохондрий скелетных мышц является 
основным медиатором снижения их массы и силы 
у пожилых людей [4].

Важнейшую роль в регуляции метаболизма 
и потребления глюкозы из крови  [5] играет фер-
мент гексокиназа (EC  2.7.1.1), катализирующий 
скорость-лимитирующую реакцию гликолиза и 
осуществляющий перенос фосфорильного остатка 
с ATP на глюкозу с образованием глюкозо-6-фосфа-
та – интермедиата гликолиза и пентозофосфатного 
пути. В мышцах, как и в других инсулин-чувстви-
тельных тканях, преимущественно экспрессиру-
ются I и II из пяти известных изозимов гексокина-
зы; они имеют высокое сходство аминокислотных 
последовательностей, однако довольно сильно 
различаются по кинетическим параметрам и ме-
таболическим функциям (для обзора см. работу 
Wilson et  al.  [6]). В скелетных мышцах большая 
часть гексокиназы локализована на поверхности 
митохондрий, формируя метаболический ком-
партмент, в котором для фосфорилирования гексоз 
используется ATP, синтезируемый в митохондрии, 
что стимулирует дыхание митохондрий и функ-
ционально связывает гликолиз с окислительным 
фосфорилированием [7]. Связывание гексокиназы 
с митохондриями опосредовано белок-белковыми 
взаимодействиями с VDAC1  – основным белком 
внешней мембраны митохондрий, обеспечиваю-
щим транспорт различных соединений между 
митохондриями и остальной частью клетки  [8]. 
Формирование этого белкового комплекса приво-
дит к сближению мембран митохондрий и стаби-
лизации так называемых контактных сайтов, яв-
ляющихся структурной основой метаболического 
микрокомпартмента митохондрий, отвечающего 
за челночное движение ATP/ADP между активны-
ми центрами ATP-синтетазы и гексокиназы [9, 10].

Примерно 1–2% молекулярного кислорода в 
клетке при участии комплексов  I и III дыхатель-
ной цепи конвертируется в супероксид, спонтанно 
или при помощи ферментных систем, регулирую-
щих продукцию перекиси водорода с последую-

щим образованием митохондриальных активных 
форм кислорода (мАФК), способных повреждать 
биологические макромолекулы [11]. Установлено, 
что дисбаланс продукции и утилизации активных 
форм кислорода (АФК) лежит в основе окислитель-
ного стресса и индукции программированной 
гибели клетки, что является одной из ключевых 
причин развития сердечно-сосудистых и нейро-
дегенеративных патологий [12]. Важно отметить, 
что небольшое снижение митохондриального 
мембранного потенциала практически полностью 
останавливает генерацию мАФК [13]. В частности, 
в изолированных митохондриях активация окис-
лительного фосфорилирования при добавлении 
ADP приводила к снижению трансмембранного 
потенциала на небольшую величину – примерно 
на 20% (мягкая деполяризация), предотвращая об-
разование H2O2. Исследуя этот эффект, А. Галина с 
коллегами описали новый антиоксидантный ме-
ханизм, состоящий в циклическом движении ADP, 
образующегося при фосфорилировании глюкозы 
за счёт ATP, производимого при окислительном 
фосфорилировании и попадающего к активному 
центру гексокиназы через канал VDAC1 [14].

Ранее на моделях коротко- и долгоживущих 
грызунов нами было показано, что мягкая деполя-
ризация митохондрий, ассоциированная с актива-
цией связанной гексокиназы, приводит к сниже-
нию продукции мАФК в различных тканях (в том 
числе в скелетных мышцах), а нарушение этого 
механизма коррелирует с возрастом короткожи-
вущих животных [15]. Целью этого исследования 
было изучение возрастного характера распределе-
ния гексокиназы, а также зависимости скорости 
продукции перекиси водорода митохондриями от 
активации митохондриальной гексокиназы её суб-
стратами в скелетной мышце человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования. Исследование было 
одобрено Комитетом по биомедицинской этике 
ГНЦ РФ  – ИМБП РАН и Локальным этическим ко-
митетом МНОЦ МГУ имени М.В. Ломоносова (про- 
токол № 2/20 от 16.03.2020). Все добровольцы под-
писали добровольное согласие на участие в иссле-
довании.

В исследовании приняли участие 10 здоровых 
добровольцев (возраст от 25 до 43 лет) и 70 паци-
ентов с многолетним первичным артрозом ко-
ленного/тазобедренного сустава (возраст от 26 до 
85  лет), разделённых на группы молодого (n  =  8, 
39 (26–45)  лет), среднего (n  =  20, 59 (58–62)  лет) и 
пожилого (n = 42, 72 (66–83) года) возраста (табл. 1). 
Эту патологию использовали ранее как модель 
для изучения эффектов снижения двигательной  
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активности и хронического воспаления для ске-
летных мышц бедра, в том числе и при старе-
нии [16–19]. Критериями невключения доброволь-
цев в исследование были: онкологические или 
системные заболевания в анамнезе; психические, 
физические и прочие причины, не позволяющие 
адекватно оценивать своё поведение и правильно 
выполнять условия протокола исследования; на-
личие в анамнезе любого существенного, по мне-
нию врача-исследователя, состояния/заболевания 
или обстоятельства, препятствующего включению 
в исследование; противопоказания для проведе-
ния оперативного лечения на момент включения; 
беременность и лактация. У всех участников ис-
следования был собран анамнез, оценен субъек-
тивный уровень физических возможностей (анке-
та SF12 [20]), а также уровень глюкозы и инсулина 
в крови натощак. У пациентов в начале плановой 
операции по замене тазобедренного/коленного 
сустава брали биопсию наружной головки четы-
рёхглавой мышцы бедра (~500 мг). У здоровых доб-
ровольцев пробы из наружной головки четырёх-
главой мышцы бедра (~200 мг) брали с помощью 
игольчатой биопсии с аспирацией под местной 
анестезией (1 мл 2%-ного лидокаина), как описано 
ранее [21]. Образец мышечной ткани сразу же по-
мещали в пробирку с кардиоплегическим раство-
ром («Custodiol», США); через 10 мин часть пробы 
отбирали на гистологические и биохимические 
исследования (см. ниже), а оставшуюся часть пере-
носили в свежую аликвоту раствора Custodiol для 
выделения митохондрий.

Гистологический анализ. Образцы скелет-
ных мышц фиксировали в 10%-ном забуференном 
нейтральном формалине в течение 24–48 ч. Гисто-
логическая проводка осуществлялась по стандарт-
ной методике с использованием 8 смен изопропи-
лового спирта (общая продолжительность – 5,5 ч 
при 37 °С) и 3  смен парафина (общая продолжи-
тельность – 5 ч при 62 °С). Затем препараты зали-
вали в парафиновые блоки, изготавливали срезы 
толщиной 1  мкм и монтировали их на предмет-
ные стёкла («Menzel GmbH&Co KG», Германия). 
Окрашивание производили по стандартной мето-
дике с использованием гематоксилина Майера и 
эозина («PanReac AppliChem», Испания). Микроско-
пическое исследование проводили на микроско
пе Leica DM600Β с камерой Leica DFC 420Х («Leica 
Microsystems GmbH», Германия), используя репре-
зентативные поля зрения для получения микро-
фотографий. Обработку и анализ изображений 
проводили с помощью программного обеспечения 
LasX («Leica Microsystems GmbH») и FiJi.

Выделение митохондрий. Выделение мито-
хондрий проводили, как описано ранее [15]. Био-
псийные образцы мышечной ткани ополаскивали 
ледяным раствором 0,9%-ного NaCl, обсушивали 

фильтровальной бумагой, взвешивали и фрагмен-
тировали на кусочки размером 0,5–1 мм охлаждён-
ными и промытыми средой выделения (см. ниже) 
ножницами с загнутыми концами. Полученные 
фрагменты гомогенизировали с помощью микро-
гомогенизатора Поттера (стекло/тефлон) с клирен-
сом 200 микрон в течение 2 мин при 4 °C в соотно-
шении 10 : 1 (v/m) в среде выделения следующего 
состава: 300 мМ маннит, 0,5 мМ ЭГТА, 20 мМ HEPES/
NaOH, pH  7,6 и 0,1% БСА. Гомогенат центрифуги-
ровали при 1000  g в течение 10  мин при 4 °С на 
центрифуге 5410 («Eppendorf», Германия). Супер-
натант собирали и центрифугировали при 9000 g 
в тех же условиях. Осадок митохондрий суспен-
дировали в том же объёме среды выделения без 
БСА (использовали микрогомогенизатор) и цен-
трифугировали при 10 500  g в течение 10  мин и  
при 4 °С. Полученный осадок суспендировали в ми-
нимальном объёме, типичная концентрация белка 
полученного препарата митохондрий составляла 
90–100  мг/мл, что определялось методом бицин-
хониновой кислоты («Pierce», США). Содержание 
белка в препаратах митохондрий определяли с би-
цинхониновой кислотой и 1 мг/мл раствором БСА 
в качестве стандарта согласно инструкции произ-
водителя («Pierce»). Все процедуры по выделению 
и хранение митохондрий во время экспериментов 
проводили при 4 °С.

Измерение скорости дыхания. Скорость по-
требления кислорода митохондриями измеряли 
при 30 °С с помощью электрода Кларка закры-
того типа на оксиграфе («Hansatech», Великобри-
тания), как описано ранее  [15,  22]. Митохондрии 
(0,05–0,1  мг белка) инкубировали в ячейке окси-
графа, содержащей 0,5  мл дыхательной среды 
MIR05 [23] (0,5 мМ ЭГТА, 3 мМ MgCl2, 60 мМ калия 
лактобионат, 20 мМ таурин, 10 мМ KH2PO4, 20 мМ 
HEPES, 110  мМ сахароза, 1  г/л БСА (свободный от 
жирных кислот), 100  мкМ ди-аденозинпентафос-
фат калия), и оценивали эффективность дыхания 
в присутствии 5,5 мМ пирувата/малата или 10 мМ 
сукцината/2 мкМ ротенона, 1 мкМ олигомицина, 
0,1  мМ ADP, 5  мМ глюкозы, 10  нМ карбонил циа-
нид-4-(трифлуорометокси)фенилгидразона (FCCP) 
(вcе реагенты – «Sigma-Aldrich», США).

Измерение скорости продукции перекиси. 
Скорость продукции перекиси водорода мито-
хондриями оценивали по методу Zhou et  al.  [24] 
с модификациями, описанными нами ранее 
[25, 26]. Для регистрации продукции H2O2 мито-
хондриями использовали реагент Amplex Red 
(10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин; «Invitrogen», 
США). Резоруфин, продукт индуцированного H2O2 
окисления Amplex Red, измеряли путём монито-
ринга его флуоресценции (максимумы возбужде-
ния/эмиссии ~550/595  нм) на спектрофотометре 
Cary Eclipse («Agilent», США) в течение 10–15 мин.  
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Митохондрии (0,15 мг/мл митохондриального бел-
ка) инкубировали при 37 °С с перемешиванием 
встроенной магнитной мешалкой в среде MIR05, 
содержавшей 5 мкМ Amplex Red, пероксидазу хре-
на (12  ед./мл, «Sigma-Aldrich») и супероксиддис-
мутазу (45 ед./мл, «Sigma-Aldrich»). Реакцию ини-
циировали добавлением 10 мМ сукцината, после 
достижения максимальной скорости продукции 
перекиси вносили ADP (до 0,1 мМ конечной кон-
центрации) и глюкозу (конечная концентрация 
5  мМ). Скорость образования H2O2 рассчитывали 
по изменению интенсивности флуоресценции, как 
описано ранее [27]. Калибровочные кривые полу-
чали добавлением к аналитической среде свеже-
разбавленной H2O2 (концентрацию маточного рас-
твора перекиси водорода проверяли при 240  нм 
с использованием молярного коэффициента экс-
тинкции 43,6).

Измерение активности ферментов. Опреде-
ление ферментативной активности гексокиназы 
проводили в нефракционированном гомогенате 
ткани мышц, цитозольной и митохондриальной 
фракциях по методу Scheer et al.  [28] с небольши
ми модификациями. Буфер для анализа содер-
жал 50  мМ Tris-HCl, 5  мМ меркаптоэтанол, 5  мМ 
ATP, 10  мМ MgCl2, 0,5  мМ глюкозу, 0,8  мМ NAD+ 
и 1  ед./мл дегидрогеназы глюкозо-6-фосфата из 
Leuconostoc mesenteroides («Roche», Австрия) при 
pH 7,5. Все анализы проводили при 25 °С в общем 
объёме 1,0 мл, активность фермента определяли 
с использованием спектрофотометра Cary Varion 
300 («Agilent») путём измерения увеличения опти-
ческой плотности при длине волны 340 нм, где за 
1  единицу фермента принимали количество, ка-
тализирующее превращение 1 мкмоль субстрата 
в продукт в течение 1 мин. Расчёты проводили с 
учётом фактора разведения, различного для раз-
ных фракций. Для каждого измерения проводили 
три технических повтора. Использовали реагенты 
фирмы «Sigma-Aldrich».

Электрофорез в ПААГ и вестерн-блот анализ 
содержания гексокиназы в митохондриальных 
препаратах. Электрофорез в полиакриламидном 
геле проводили по методу Лэммли [29]. Митохон-
дрии лизировали в буфере следующего состава:  
150  мМ хлорид натрия, 50  мМ Tris-HCl, pH  8,0, 
0,5% Нонидет П-40, 1%-ный дезоксихолат натрия, 
0,5%-ный додецилсульфат натрия с коктейлем ин-
гибиторов протеаз («Thermo Fisher Scientific», США).  
После разделения (30 мкг белка на дорожку) белки 
из 12%-ного полиакриламидного геля переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану при помощи 
комбинированной системы для электрофореза/
иммуноблоттинга («Bio-Rad», США) и проводили 
иммуноблоттинг, как описано ранее [30]. Исполь-
зовали первичные мышиные моноклональные 
антитела против человеческих изозимов гексо-

киназы-1 и -2 (ab150013, ab227198, «Abcam», США) 
и против белка внешней мембраны митохондрий 
VDAC1 (ab186321, «Abcam»), а также вторичные ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(ab97023, «Abcam») в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Для визуализации сигнала 
использовали кит Novex ECL Kit («Invitrogen», США) 
и сканер ChemiDoc («Bio-Rad»).

Экстракция липидов и анализ содержания 
кардиолипина методом ВЭТСХ. Экстракцию ли-
пидов проводили по методу Блай и Дайера в по-
токе азота бескислородными растворами, барбо-
тированными в течение ночи 99,9%-ным N2  [31]. 
Экстрагированные липиды растворяли в смеси 
хлороформ/метанол 2 : 1 (v/v), хранили под азо-
том при −80 °С в эксикаторе с силикагелем. Тонко-
слойную хроматографию проводили по методике 
Pinault et al. [32], используя органические раство-
рители аналитической чистоты и ВЭТСХ хромато-
графические пластины с силикагелем на алюми-
ниевой подложке («Merck», Дармштадт, ФРГ). Перед 
нанесением образца или стандарта в день исполь-
зования пластины для ВЭТСХ размером 10 на 10 см 
готовили следующим образом: однократно погру-
жали в 2,3%-ную борную кислоту в этаноле, суши-
ли в течение 2 ч под вытяжным шкафом и акти-
вировали при 110 °С в течение 20 мин на песчаной 
бане. Образцы наносили с помощью самодельного 
стеклянного капиллярного аппликатора с шаро-
вым клапаном (приводимым в действие потоком 
азота) в виде полос длиной 10 мм на расстоянии 
15 мм от края пластины с постоянной скоростью 
нанесения около 200 нл/с при непрерывной суш-
ке потоком азота при давлении 1,5–2,0  бар. Для 
стандартов фосфолипидов («Avanti Polar Lipids», 
Франция) готовили исходный раствор (1 мг/мл) в 
смеси хлороформ/метанол (2 : 1, v/v). Элюирование 
проводили в стеклянной камере, уравновешенной 
парами элюента не менее 1  ч перед хроматогра-
фией; элюент состоял из смеси хлороформ/этанол/
триэтиламин/вода (3 : 3,5 : 3,5 : 0,7, v/v). Хромато-
графию прекращали при достижении фронтом 
10 мм от верхнего края пластины, после двухчасо-
вой сушки в вытяжном шкафу проводили окра-
шивание пластины путём погружения на 2 мин в 
0,5%-ный сульфат меди (m/v) в 1,16 М ортофосфор-
ной кислоте, высушивания в вытяжном шкафу в 
течение 2 ч при комнатной температуре в потоке 
азота и проявления на песчаной бане в течение 
15 мин при 155 °С. Пластины фотографировали в 
сканере ChemiDoc («Bio-Rad»). Измеренные вели-
чины интенсивности полос фосфолипидов были 
интегрированы и значения площади поверхности 
пиков были выражены в условных единицах с 
помощью программы ImageJ, далее рассчитывали 
концентрацию кардиолипина и монолизокардио-
липина (нмоль/мг митохондриального белка),  
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используя калибровочные кривые для соответ-
ствующих стандартов.

Статистические методы. Сравнение групп 
проводили с использованием дисперсионного 
анализа и критерия множественного сравнения 
Тьюки. Данные представлены в виде медианы с 
интерквартильным разбросом, значения p  <  0,05 
считались значимыми. Корреляционный анализ 
проводили, используя ранговый коэффициент 
корреляции Спирмана. Статистическую обработ-
ку проводили при помощи программы Prism 7.0 
(«Graph Software Inc.», Ла-Джолла, Калифорния, 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Характеристика групп добровольцев. Клини-
ко-анамнестические характеристики участников 
исследования представлены в табл. 1; было пока-
зано, что субъективная оценка физических воз-
можностей у пациентов значительно ниже, чем у 
молодых здоровых людей, а индекс массы тела и 
индекс инсулинорезистентости увеличены только 
у средневозрастных и пожилых пациентов.

Гистологический анализ выявил прогрессиру-
ющие с возрастом нарушения мышечных волокон 
у пациентов, а именно: атрофию мышечных воло-
кон, смещение ядер от периферии волокна, ин-
фильтрации иммунными клетками и увеличение 
расстояния между волокнами, предположительно 
связанное с увеличением доли соединительно-
тканного компонента (рис. 1).

Распределение гексокиназы между кле-
точными фракциями. Между здоровыми добро-
вольцами и молодыми пациентами не было най-
дено различий в активности гексокиназы ни в 
гомогенате, ни в изолированных фракциях (рис. 2).  

У пожилых пациентов было выявлено снижение 
общей активности гексокиназы по сравнению с 
остальными группами (p < 0,01 для ЗД, p < 0,05 для 
МП и СП, рис. 2, а) и достоверное повышение её ак-
тивности для цитозольной фракции по сравнению 
с группой молодых пациентов (p < 0,05, рис. 2, б). 
Однако у средневозрастных и пожилых пациен-
тов активность гексокиназы в митохондриальной 
фракции была ниже по сравнению как со здоровы-
ми добровольцами (р < 0,01 и 0,001 соответствен-
но), так и с молодыми пациентами (p < 0,05 и 0,01 
соответственно); более того, различия были обна-
ружены между средневозрастными и пожилыми 
пациентами (p < 0,05) (рис. 2, в).

Известно, что в скелетных мышцах человека 
соотношение I и II изозимов гексокиназы варьи-
рует и по данным разных авторов составляет от 
1/10 до 1/3  [5, 33, 34]. При этом более 90% изози-
ма I связано с митохондриями [35], и уровень экс-
прессии этого гена, равно как и представленность 
белка в скелетной мышце, не зависят ни от мета-
болической нагрузки, ни от физической активно-
сти, ни от концентрации глюкозы или инсулина 
в крови [36]. Напротив, для изозима II такая зави-
симость ярко выражена – экспрессия мРНК и кон-
центрация белка для гексокиназы-2 в скелетной 
мышце может кратно изменяться при изменении 
концентрации глюкозы или инсулина в крови, а 
также при изменении уровня (повседневной) дви-
гательной активности [2, 5, 8, 37, 38].

Учитывая различный уровень связывания 
этих изозимов с митохондриальной мембраной 
и разную регуляцию их экспрессии, измерение 
активности проводили при 42 °С, когда подав-
ляющая часть гексокиназы-2 инактивирована, а 
активность гексокиназы-1 меняется незначитель-
но [5]. Было показано отсутствие различий актив-
ности гексокиназы-1 во фракции митохондрий  

Таблица 1. Характеристика групп участников исследования

n Возраст, 
лет ИМТ, кг/м2 HOMA-IR, 

у.е.
Физические  

возможности SF-12, у.е.

Норма 18,5–25,0 < 2,7 40–60

Здоровые добровольцы (ЗД) 10 25–43 
(34,5)

18,9–29,4 
(22,5)

0,14–3,3 
(1,3) 52,0–59,8 (56,3)

Молодые пациенты (МП) 8 26–44 (38) 20,8–30,9 
(25,7)

1,43–4,65 
(2,7) 16,1–31,7 (26,8)

Средневозрастные пациенты (СП) 20 52–64 (59) 21,3–49,3 
(34,5)

0,81–12,5 
(4,6) 19,1–29,8 (25,2)

Пожилые пациенты (ПП) 42 65–85 (72) 20,8–45 
(30,4)

1,12–10,96 
(3,4) 15,5–37,7 (23,0)

Примечание. Представлен разброс, минимальные и максимальные значения. ИМТ  – индекс массы тела, 
HOMA-IR – индекс инсулинорезистентности.
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Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии продольных срезов скелетных мышц, окрашенные гематоксили-
ном-эозином. Объектив 20×. а – Образец участника исследования 35 лет (группа ЗД, n = 10); б – образец паци-
ента 37  лет (группа МП, n  =  8); в  –  образец пациента 56  лет (группа СП, n  =  20); г  –  образец пациента 72  лет 
(группа ПП, n = 42)

вне зависимости от возраста и клинического ста-
туса (рис. 4, г).

Данные анализа распределения изозимов в 
группах различного возраста были подтверждены 
при помощи электрофореза митохондриальных 
белков с последующим иммуноблоттингом; репре-
зентативные блоты представлены на рис. 3.

Полученные данные позволили предполо-
жить, что, во-первых, наблюдаемые различия в 
распределении активности гексокиназы между 
митохондриями и цитозолем в большей степени 
определяются возрастом, а не снижением двига-
тельной активности/хроническим воспалением, а 
во-вторых, выявленные различия связаны с изме-
нением содержания гексокиназы-2, а не -1.

Дыхание изолированных митохондрий. 
Скорость дыхания изолированных митохондрий 
определяли при помощи полярографа, оценивая 
изменение концентрации кислорода во времени; 
репрезентативные полярограммы представлены 
на рис.  4,  а. Полученные значения скорости ды-
хания митохондрий скелетных мышц в разных 
состояниях в зависимости от возраста участни-

ков исследования представлены на рис.  4,  б–ж. 
Эндогенное дыхание (состояние 1) инициировали 
добавлением респираторного субстрата пирувата 
совместно с малатом, как описано выше, а после 
внесения ингибитора комплекса  I  – ротенона  – 
дыхание вновь активировали сукцинатом. Он не-
сколько стимулировал дыхание; теперь оно было 
ограничено отсутствием ADP (акцептора энергии, 
состояние  2). Добавление 0,1  мМ ADP увеличи-
вало частоту дыхания до максимального уровня 
(состояние 3); однако в течение нескольких минут 
потребление О2 снижалось до уровня, предшеству-
ющего добавлению ADP, поскольку ADP истощал-
ся при фосфорилировании до ATP (состояние  4). 
Максимальная скорость потребления О2 была до-
стигнута после добавления протонофорного раз-
общителя дыхания и фосфорилирования  – FCCP. 
Блокирование дыхания достигалось добавлением 
1  мМ цианида калия (KCN), скорость дыхания в 
его присутствии вычиталась из всех полученных 
ранее значений [22].

Представленные на рис.  4, а, е и ж данные 
демонстрируют изменение скорости дыхания при 
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Рис. 2. Активность гексокиназы в скелетной мышце молодых здоровых добровольцев (ЗД, n  =  10), молодых 
(МП, n = 8), средневозрастных (СП, n = 20) и пожилых (ПП, n = 42) пациентов. а  – Суммарная активность гек-
сокиназы в гомогенате; б  –  активность гексокиназы цитозольной фракции; в  –  активность гексокиназы-2, 
связанной с митохондриями; г  –  активность гексокиназы-1, связанной с митохондриями. Представлены ме-
дианы и интерквартильные разбросы. * р < 0,05

Рис. 3. Содержание I и II изозимов гексокиназы (ГК-1 и 2 соответственно) в митохондриях скелетной мыш-
цы пациентов разного возраста. а  – Репрезентативные электрофореграммы: 1 и 2  – молодые пациенты (МП) 
37 и 39 лет, 3 и 4 – средневозрастные пациенты (СП) 59 и 60 лет, 5 и 6 – пожилые пациенты (ПП) 77 и 81 лет. 
Мембранный белок VDAC1 использован как контроль нагрузки митохондриального белка. б  –  Возрастные 
изменения содержания ГК-1 (слева) и ГК-2 (справа), для всех групп пациентов n = 8, * р < 0,001

добавлении 5 мМ глюкозы к митохондриям в со-
стоянии  4 на фоне сукцината после исчерпания 
ADP. При этом фактически состояние 3 продолжа-
ется и дыхание происходит практически с макси-
мальной скоростью, как если бы добавленный ADP 
не был исчерпан, что говорит о его постоянном 
уровне в микрокомпартменте вследствие гексо-
киназной реакции при насыщающей концентра-
ции глюкозы и доступе к митохондриальному 
ATP, что полностью подтверждает ранее получен-
ные С. Бессманом и Д. Вильсоном данные  [7, 39]. 
Таким образом, можно утверждать, что связанная 
на поверхности митохондрий гексокиназа сохра-

нила функциональную сопряжённость в составе 
микрокомпартмента при фракционировании 
митохондрий, т.е. после выделения митохондрии 
представляли собой высокосопряжённый препа-
рат (рис. 4, ж–и).

Было показано, что субстратное дыхание в 
состоянии 2 достоверно снижается, как при акти-
вации комплекса I, так и комплекса II (рис. 4, б и 
в) для групп средневозрастных и пожилых паци-
ентов в сравнении не только со здоровыми доб-
ровольцами, но и с молодыми пациентами. При 
этом стимулированное дыхание (ADP или FCCP) 
не различалось между здоровыми добровольцами 
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Рис. 4. Дыхание митохондрий скелетной мышцы молодых здоровых добровольцев (ЗД, n = 10), молодых (МП, 
n  =  8), средневозрастных (СП, n  =  20) и пожилых (ПП, n  =  42) пациентов. а  –  Репрезентативные полярограм-
мы: P – пируват + малат, S – сукцинат + ротенон, A – ADP, G – глюкоза, F – FCCP, K – KCN; б – скорость дыхания 
на пирувате с малатом; в – скорость дыхания на сукцинате в присутствии ротенона; г – скорость фосфорили-
рующего дыхания на сукцинате с ротеноном в присутствии ADP (состояние 3); д – скорость дыхания на сукци-
нате с ротеноном в состоянии 4; е – скорость фосфорилирующего дыхания на сукцинате с ротеноном в присут-
ствии ADP и глюкозы; ж – скорость разобщённого дыхания в присутствии FCCP; з и и – дыхательный контроль 
по ADP и FCCP соответственно. Представлены медианы и интерквартильные разбросы; * р < 0,05

и молодыми пациентами, но демонстрировало 
выраженное (кратное) возрастное снижение:  
для групп «СП» и «ПП» по сравнению со здоровыми 
добровольцами и для «ПП» по сравнению с моло-
дыми пациентами (рис. 4, г и ж). Эффект продол-
женного состояния  3 (см. выше) при измерении 
скорости дыхания в присутствии глюкозы исчезал 
с возрастом, причём для группы «ПП» различия 
были значимы по отношению ко всем остальным 
группам, в том числе средневозрастных пациен-
тов (рис. 4, е).

Продукция перекиси митохондриями. Было 
показано, что генерация перекиси митохондрия-
ми, энергизованными сукцинатом, имеет тен-

денцию к увеличению уже у молодых пациентов 
по сравнению со здоровыми добровольцами того 
же возраста (рис.  5,  а), однако достоверный при-
рост этого показателя наблюдался при увеличе-
нии возраста пациентов, что коррелировало со 
степенью диссоциации гексокиназы с мембраной 
митохондрии (рис. 2, табл. 2) и снижением скоро-
сти фосфорилирующего дыхания (рис. 3, рис. S1, в 
Приложения и табл. 2). Подтверждая ранее полу-
ченные нами и другими исследователями дан-
ные [15, 40–46], мы обнаружили значимое сниже-
ние генерации перекиси водорода митохондриями 
при стимуляции дыхания в присутствии субстрата 
гексокиназной реакции (р  <  0,05 для групп «ЗД»  
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Рис. 5. Продукция перекиси водорода митохондриями скелетной мышцы молодых здоровых добровольцев 
(ЗД, n = 10), молодых (МП, n = 8), средневозрастных (СП, n = 20) и пожилых (ПП, n = 42) пациентов. а – Продук-
ция в присутствии сукцината; б  –  продукция в присутствии сукцината при активации митохондриальной 
гексокиназы субстратами ферментативной реакции. Представлены медианы и интерквартильные разбросы; 
* р < 0,05

Рис. 6. Содержание кардиолипина в митохондриях скелетной мышцы молодых здоровых добровольцев (ЗД), 
молодых (МП), средневозрастных (СП) и пожилых (ПП) пациентов, для всех групп n = 8. а – Репрезентативная 
тонкослойная хроматограмма: 1–3 – молодые пациенты, 4–6 – пожилые пациенты. СЖК – свободные жирные 
кислоты, КЛ и МЛКЛ – кардиолипин и монолизокардиолипин, ФК – фосфатидная кислота, ФЭ – фосфатидилэта-
ноламин, ФИ – фосфатидилинозитол, ФС – фосфатидилсерин, ФХ и ЛФХ – фосфатидилхолин и лизофосфатидил-
холин; б и в – усреднённые значения содержания кардиолипина и монолизокардиолипина, нормированные 
на содержание фосфатидилхолина

и «МП» на рис. 5, а и б, см. также рис. S1, д При-
ложения) и выявили отсутствие достоверных 
изменений для групп «СП» и «ПП». Кроме того, 
оказалось, что для молодого возраста, вне зависи-
мости от клинического статуса, значения скорости 
продукции перекиси достоверно снижаются в при-
сутствии глюкозы, т.е. при активации ATP/ADP-чел-
нока в микрокомпартменте гексокиназы и внеш-
ней мембраны митохондрий, в то время как в 
среднем и пожилом возрасте продукция перекиси 
при добавлении субстрата гексокиназной реакции 
остаётся высокой (как в присутствии сукцината) 
(рис. 5, а и б, а также рис. S2 Приложения).

Содержание кардиолипина в митохон-
дриях. Ранее мы показали важность сохранения 
интактной структуры и общего содержания мито-
хондриального липида кардиолипина, а также 
продемонстрировали, что кардиолипин присут-
ствует в составе протеолипидных комплексов ми-

тохондрий, включающих гексокиназу, связанную с 
VDAC1 [10, 47]. В настоящей работе были выявлены 
значимые различия в содержании кардиолипина 
в митохондриях скелетных мышц пожилых паци-
ентов по сравнению с группой здоровых добро-
вольцев (p < 0,01) и группой молодых пациентов 
(p < 0,05) (рис. 6, б), в то время как для монолизо-
кардиолипина значимые различия наблюдали 
между следующими группами: пациенты среднего 
возраста по отношению к здоровым добровольцам 
(p < 0,01) и молодым пациентам (p < 0,05); пожилые 
пациенты и здоровые добровольцы (p < 0,001); по-
жилые пациенты и молодые пациенты (p < 0,01). 
Таким образом, уменьшение содержания митохон-
дриального кардиолипина и накопление моноли-
зокардиолипина не происходит у молодых пациен-
тов относительно здоровых людей, но наблюдается 
при увеличении возраста пациентов (рис. 6), и это 
коррелирует с продукцией мАФК (табл. 2).
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Таблица 2. Взаимосвязь (коэффициент корреляции Спирмана) показателей, характеризующих функции 
митохондрии в скелетных мышцах человека, в отдельных группах

Группы ЗД (n = 10) МП (n = 8) СП (n = 20) ПП (n = 42)

ГК связанная/возраст нет r = −0,809
р = 0,015

r = −0,953
р = 0,0012

r = −0,866
p = 0,0002

Дыхание (сукц. + ADP)/возраст r = −0,814
p = 0,004 нет r = −0,88

p = 3,2e−7
r = −0,514
p = 3,6e−4

Дыхание (сукц. + ADP + глюк.)/возраст r = −0,843
p = 0,002

r = −0,8
p = 0,017

r = −0,917
p = 0,001

r = −0,746
p = 0,002

Дыхание (сукц. + ADP + глюк.)/ГК связанная r = 0,793
p = 0,006

r = 0,921
p = 0,001

r = 0,836
p = 4,5e−6

r = 0,824
p = 6,37e−12

Продукция перекиси  
(сукц.)/возраст

r = 0,87
p = 0,01

r = 0,77
p = 0,025

r = 0,872
p = 5,5e−7

r = 0,555
p = 9,57e−5

Продукция перекиси  
(сукц.)/ГК связанная

r = −0,761
p = 0,037 нет r = −0,887

p = 1,85e−7
r = −0,556

p = 8,92e−5

Продукция перекиси  
(сукц.)/дыхание (сукц. + ADP + глюк.)

r = −0,703
p = 0,023 нет r = −0,762

p = 9,34e−5
r = −0,477
p = 0,001

Продукция перекиси  
(сукц. + ADP + глюк.)/дыхание (сукц. + ADP + глюк.)

r = −0,765
p = 0,01 нет r = −0,791

p = 3,25e−5
r = −0,766

p = 1,35e−9

Продукция перекиси  
(сукц. + ADP + глюк.)/ГК связанная нет нет r = −0,932

p = 2,32e−9
r = −0,813

p = 2,07e−11

Продукция перекиси  
(сукц. + ADP + глюк.)/возраст

r = 0,94
p = 5,21e−5

r = 0,882
p = 0,004

r = 0,925
p = 5,67e−9

r = 0,674
p = 5,22e−7

Продукция перекиси  
(сукц. + ADP + глюк.)/дыхание (сукц. + ADP)

r = −0,754
p = 0,012 нет r = −0,854

p = 1,7e−6 нет

ГК общая/возраст нет нет нет r = −0,361
p = 0,016

Содерж. кардиолипина/дыхание  
(сукц. + ADP + глюк.) нет нет нет r = 0,622

p = 6,7e−06

Содерж. кардиолипина/ГК связанная нет нет нет r = 0,841
p = 9,53e−13

Содерж. кардиолипина/продукция перекиси (сукц.) нет нет нет r = −0,521
p = 0,00029

Содерж. кардиолипина/продукция перекиси  
(сукц. + ADP + глюк.)

r = −0,802
p = 0,005 нет нет r = −0,612

p = 1,03e−05

Содерж. монолизокардиол./ дыхание  
(сукц. + ADP + глюк.) нет r = −0,71

p = 0,048 нет r = −0,594
p = 2,13e−05

Содерж. монолизокардиол./ГК связанная нет r = −0,805
p = 0,016 нет r = −0,718

p = 3,99e-08

Содерж. монолизокардиол./продукция перекиси 
(сукц.) нет нет нет r = 0,432

p = 0,003

Содерж. монолизокардиол./продукция перекиси 
(сукц. + ADP + глюк.) нет нет нет r = 0,544

p = 0,00014

Дых. контроль (FCCP)/возраст нет нет нет r = −0,874
p = 0,0002
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Таблица 2 (окончание)

Группы ЗД (n = 10) МП (n = 8) СП (n = 20) ПП (n = 42)

Дыхание (сукц. + ADP)/ИМТ нет r = 0,719
p = 0,044 нет нет

HOMA-IR/ГК связанная нет нет нет нет

HOMA-IR/дыхание (сукц. + ADP) нет нет нет нет

HOMA-IR/возраст r = 0,94
p = 5e−5

r = 0,882
p = 0,004

r = 0,925
p = 0,0001

r = 0,674
p = 2e−5

HOMA-IR/ИМТ нет нет r = 0,453
p = 0,045

r = 0,472
p = 0,001

HOMA-IR/
дыхание (сукц. + ADP + глюк.) нет нет r = 0,448

p = 0,047 нет

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе исследовали влияние снижения дви-
гательной активности/хронического воспаления 
у молодых людей, а также возраста у пациентов 
с артрозом коленного/тазобедренного сустава на 
регуляцию продукции мАФК в скелетной мышце 
человека. Впервые для мышечной ткани человека 
была показана ассоциация возраст-зависимого 
увеличения продукции перекиси водорода мито-
хондриями со снижением доли гексокиназы-2, 
связанной с митохондриями. Это подтверждается 
данными о возраст-зависимом изменении распре-
деления гексокиназы-2 между митохондриальной 
и цитозольной фракциями и снижении скорости 
сопряжённого дыхания выделенных митохондрий 
и дыхания при стимуляции глюкозой – субстратом 
гексокиназы. Эти наблюдения хорошо согласуются 
и дополняют наши предыдущие данные по иссле-
дованию продукции мАФК тканями долго- и корот-
коживущих грызунов [15].

Можно предположить, что описанное нами 
возраст-зависимое снижение эффективности со-
пряжённого дыхания митохондрий скелетных 
мышц (рис. 4, г) связано с увеличением энергоде-
фицита в стареющей мышце, которое ранее было 
показано в работах на грызунах и первичных 
миобластах человека (для обзора см. работы Bratic 
et al., Pedersen et al. [48, 49]). Выраженное возраст-
ное падение чувствительности выделенных мито-
хондрий к ADP (рис. 4, г) подтвердило показанный 
Г. Холлоуэй и коллегами эффект уменьшения ADP-
индуцируемого снижения продукции перекиси в 
пермеабилизованных мышечных волокнах пожи-
лых людей по сравнению с молодыми  [50]. При 
этом отсутствие влияния добавления гексокиназы 
на дыхание и генерацию перекиси в цитируемой 
работе можно объяснить тем, что, во-первых, для 
сохранения микрокомпартмента в интактном со-

стоянии при фракционировании митохондрий не-
обходимо присутствие в среде ионов Mg2+; во-вто-
рых, при выделении митохондрий реассоциация 
гексокиназы с внешней мембраной не происходит 
зеркально диссоциации и требует специальных 
условий; в-третьих, добавленный фермент при-
мерно в десять раз менее эффективен, в сравне-
нии с адсорбированным, для стимуляции дыхания 
ADP, образующимся при фосфорилировании глю-
козы [39, 51].

Вызванные окислительным стрессом пато-
логические состояния скелетных мышц особенно 
ярко проявляются при старении, что приводит к 
апоптозу, атрофии и мышечной дисфункции [52–
54]. Всё больше данных в литературе указывает на 
связь между окислительным стрессом, вызывае-
мым избыточной продукцией мАФК гиперполя-
ризованными митохондриями, и гипергликеми-
ей [13, 15, 44, 55]. Наши данные подтверждают это 
наблюдение и частично объясняют механизмы, от-
ветственные за эти изменения [52]. Гексокиназа-2, 
в отличие от остальных изозимов этого фермента, 
имеет второй (не каталитический) сайт связыва-
ния глюкозы; оккупация этого сайта, вызванная 
гипергликемией, блокирует связывание с ним ша-
перона HSP7C (Heat shock cognate 71, кодируемого 
геном HSPA8), индуцирующего протеолитическую 
деградацию гексокиназы [44]. Это приводит к по-
вышению внутриклеточного содержания гексо-
киназы-2 и накоплению глюкозо-6-фосфата, кото-
рый обладает солюбилизирующим действием и 
вызывает десорбцию гексокиназы с поверхности 
митохондрий. По-видимому, эти события лежат в 
основе наблюдаемого нами и другими авторами 
возраст-зависимого разрушения микрокомпарт-
мента внешней мембраны, включающего гексоки-
назу-2 [14, 15], что ведёт не только к увеличению 
мембранного потенциала, повышению продукции 
мАФК и окислительному стрессу, но и может вы-
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звать апоптоз за счёт связывания проапоптотиче-
ского белка Bax с VDAC1 [56].

Мы обнаружили коррелирующее с возрастом 
снижение содержания кардиолипина в митохон-
дриях скелетных мышц (рис. 5, табл. 2). Известно, 
что ADP/ATP-транслоказа 1 (ANT), входящая в мик-
рокомпартмент и локализованная во внутренней 
мембране, входит в протеолипидный комплекс 
контактных сайтов митохондрий  [57], включаю-
щий 3 молекулы прочносвязанного кардиолипи-
на; при этом окисление кардиолипина приводит 
к нарушению структуры этого комплекса [58, 59]. 
Ранее было показано, что нарушение конформа-
ции ANT приводит к разрушению его комплекса 
с VDAC1 и контактных сайтов митохондрии  [60]. 
Можно предположить, что обнаруженное нами 
возраст-зависимое снижение содержания кардио-
липина в митохондриях скелетных мышц чело-
века, коррелирующее с количеством связанной 
гексокиназы, продукцией мАФК и фосфорилирую-
щего дыхания, является частью общего механизма 
нарушения мягкой деполяризации митохондрий 
скелетных мышц при старении. Это предположе-
ние открывает перспективы для дальнейших ис-
следований по изучению механизмов, лежащих 
в основе возраст-зависимого нарушения струк-
туры контактных сайтов митохондрий, которые 
ассоциированы с ремоделлингом кардиолипина 
при окислительном стрессе. Исследование этих 
механизмов представляется перспективным для 
поиска фармакологических/физиологических под-
ходов к коррекции возрастных патологий скелет-
ных мышц, вызванных нарушениями в окислении 
глюкозы и продукции мАФК.
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A decrease in muscle mass and its functionality (strength, performance and insulin sensitivity) is one 
of the integral signs of aging. One of the triggers of aging is an increase in the production of mitochon-
drial reactive oxygen species. In our study, for the first time, age-dependent changes in the production 
of mitochondrial reactive oxygen species associated with a decrease in the proportion of mitochondria-
associated hexokinase-2 in human skeletal muscle were studied. For this purpose, a biopsy from m. vastus 
lateralis in 10 young healthy volunteers and 70 patients (26-85 years old) with long-term primary arthro-
sis of the knee/hip joint was taken. It turned out that aging (comparison of different groups of patients), 
in contrast to inactivity/chronic inflammation (comparison of young healthy people and young patients), 
causes a pronounced increase in peroxide production by isolated mitochondria. This correlated with 
an age-dependent disruption of the mechanism of mild depolarization of mitochondria, namely with 
the distribution of hexokinase between the mitochondrial and cytosolic fractions, a decrease in the rate 
of coupled respiration of isolated mitochondria and respiration stimulated by glucose (the substrate of 
hexokinase). It is discussed that these changes may be caused by an age-dependent decrease in the con-
tent of cardiolipin, a potential regulator of the mitochondrial microcompartment containing hexokinase.  
The results obtained contribute to a deeper understanding of age-related pathogenetic processes in skel-
etal muscles and open prospects for the search for pharmacological/physiological approaches to the cor-
rection of these pathologies.
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