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Методом конкурентної молекулярної гібридизації показано, що гіпоксичний 

стрес супроводжується деградацією міоглобінової мРНК у скелетних м’язах щу-
рів. У цьому разі спостерігається зменшення вмісту міоглобіну. За тривалої 
адаптації до нестачі О2 активується експресія гена Mb і генів, які в нормі не 
експресуються. 

Ключові слова: міоглобін (Mb); гіпоксична гіпоксія; експресія міоглобінового гену. 

Міоглобіну належить особлива роль у адаптації організму до нестачі кисню 
(О2). Давно з’ясовано, що адаптація до гіпоксії і до фізичних навантажень су-
проводжується збільшенням вмісту цього дихального гемопротеїду в червоних во-
локнах скелетних м’язів [7]. Проте дотепер пір не досліджені закономірності 
експресії міоглобінового гену в динаміці адаптації нестачі О2. Тому метою нашого 
дослідження стало вивчення експресії міоглобінового гену за короткотривалої і 
тривалої дії гіпоксичної гіпоксії. 

Динаміку синтезу Mb вивчали шляхом визначенням його концентрації спект-
рофотометричним методом [3]. Молекулярну гібридизацію виконували, викорис-
товуючи ДНК скелетних м’язів щурів, попередньо адаптованих до гіпоксичної 
гіпоксії протягом 30 діб (7000 м 5 год щоденно); кДНК, яку отримували в реакції 
зворотної транскрипції, використовуючи сумарну фракцію полі-А-РНК із скелет-
них м’язів, адаптованих до гіпоксії щурів [5]; кДНК, яку отримували так само, 
використовуючи сумарну фракцію РНК з скелетних м’язів інтактних щурів 
(кДНКн); полі-А-РНК із скелетних м’язів адаптованих до гіпоксії щурів (кДНКг). У 
варіантах гібридизаці використовували мічену радіоактивним фосфором (32Р) по 5′ 
кінцю кДНК, отриманих у реакції зворотної транскрипції фракції РНК із м’язів 
адаптованих до гіпоксії щурів і аналогічно мічену кДНК, отриману на фракції РНК 
із м’язів інтактних щурів [11]. Сумарну РНК виділяли з заморожених тканин гу-
анідинізотіоціанатним методом [13]. Полі-А-вмісну РНК відділяли від інших видів 
РНК хроматографічно на оліго-(dT)-целюлозі ("Reanal") [8]. 
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В основі використаного нами методу конкурентної гібридизації лежить здат-
ність мічених і немічених кДНК конкурувати за місце посадки на матриці ДНК 
залежно від ступеня гомологічності їх нуклеотидних послідовностей. Реакційна 
суміш містила 32Р-міченої кДНК, отриману на полі-А-РНК із скелетних м’язів 
попередньо адаптованих до гіпоксичної гіпоксії щурів (32р-кДНКг) та кДНК 
(кДНКн), отриману на полі-А-РНК із скелетних м’язів інатктних тварин у різних 
варіантах досліду, використовуючи такі співвідношеннях: 1:0; 1:1; 1:10; 1:50–100 
відповідно, а також 32Р-міченої кДНК, отриману на полі-А-РНК із скелетних м’язів 
інатктних щурів (32р-кДНКг) та кДНК (кДНКг), отриману на полі-А-РНК з скелет-
них м’язів попередньо адаптованих до гіпоксичної гіпоксії інатктних тварин в 
таких же співвідношеннях. Як зонди використовували синтетичний олігонукле-
отид, комплементарний консервативній ділянці гена міоглобіна, що несе інфор-
мацію про первинну структуру ділянки білка в області 133–139 амінокислотних 
залишків, а також ген міоглобіна тюленя, вшитий в плазміду pBR-322, люб’язно 
наданої Blanshettod (Англія) [14].  

 
 
 Концентрація Mb                                                                         
(мг/г сухого м’яза) 0.03±0.02 
 
                                                                      
                                                                                  0.18±0.05* 
 
 
                                             ↑           ↑           ↑             ↑           ↑ 
                                        0.001      0.01        0.1         1.0         10    полі-А-РНК, мкг 

Рис. 1. Радіоавтографи гібридів кДНК міоглобінового гену із сумарними 
полі-А-РНК скелетних м’язів задніх кінцівок інтактних щурів (1), 
щурів із одноразовим впливом гіпоксичної гіпоксії (4 год при рО2 
56 мм рт. ст.) (2) 

 
На рис. 1 зображено радіоавтографи продуктів гібридизації фракціії полі-А-

РНК, отриманих із скелетних м’язів задніх кінцівок після одноразового перебу-
вання в барокамері, де рО2 становив 56 мм рт. ст., із кДНК міоглобінового гена. З 
представлених ретґенограм видно, що кількість радіоактивного матеріалу в моле-
кулярних гібридах зменшується в усіх серіях гібридизації у межах концентрацій 
10,0–0,1 мкг введеної у реакцію полі-А-РНК, а при концентрації полі-А-РНК 
0.01 мкг радіоактивний сиґнал не виявлено. Оскільки в реакцію гібридизації були 
задіяні сумарна фракція полі-А-РНК і кДНК, комплементарна гену Mb, то при-
пустимо, що зменшення радіоактивного сиґналу у продуктах гібридизації після 
одноразового впливу гіпоксичного фактору зумовлено пригніченням експресії Mb 
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гену, або прискоренням деградації міоглобінових мРНК через активацію РНК-аз. 
Одночасно ми спостерігали зменшення концентрації Mb у скелетних м’язах під-
дослідних тварин. Наприклад, якщо в нормі вміст Mb становить 0.30±0.02 мг/г, то 
після гіпоксичного стресу – 0.18±0.05 мг/г сухої ваги м’яза. Цей факт свідчить про 
можливість дії нестачі О2 у повітрі, яким дихають, на трансляційний апарат міо-
цитів скелетних м’язів піддослідних тварин. 

Ймовірно, що за умов гіпоксичного стресу присутні всі перераховані вище 
механізми. Яким би не був механізм тимчасового припинення процесів утворення 
Mb у міоцитах скелетних м’язів тварин за умов дії гіпоксичного фактору, це явище 
вважаємо позитивним, оскільки за сучасними уявленнями про механізми форму-
вання адаптації на молекулярному рівні процеси біодеградації відіграють значну 
роль [1]. Якщо враховувати те, що м’язи порівняно з іншими тканинами мають 
відносно високу резистентність до нестачі О2, то вибіркова біодеградація Mb і 
тимчасове припинення експресії саме його гену – процес цілком доцільний. Про 
це може свідчити недавно виявлений той факт, що лабораторні миші з “нокауто-
ваним” геном Mb не відрізняються за основними фізіологічними показниками від 
звичайних мишей [2]. 

Можна припустити, що пригнічення синтезу й зменшення вмісту Mb у м’язах 
у терміновий період адаптації до гіпоксії своєрідне “жертвоприношення” на ко-
ристь мозку, для якого обмеження у постачанні О2 пов’язані з розвитком необер-
нених критичних процесів. 

Виявлене нами пригнічення синтезу Mb у міоцитах скелетних м’язів щурів за 
гіпоксичного стресу аналізу, які зображені на рис. 2. Видно, що радіоактивний 
сигнал у молекулярних супроводжується експресією генів, які в нормі неактивні. 
Про це свідчать результати гібридизаційного гібридах із співвідношенням введе-
них у гібридизацію 32р-кДНКн (помічена радіоактивним фосфором, комплемен-
тарна до РНК, виділеної з м’язів інтактних щурів): кДНКг (немічена кДНК, комп-
лементарна до РНК, виділеної з м’язів щурів, що піддавались дії гіпоксичного 
фактору) – 1:0; 1:1; 1:10 не змінюється. При співвідношені 32р-кДНКн:кДНКг 1:100 
за наявності в гібридизаційній суміші фракції полі-А-РНК, виділеної з м’зів тва-
рин, що піддавались гіпоксичному стресу, в гібридах спостерігається зменшення 
радіоактивного сиґналу. Ці результати свідчать про те, що в м’язах тварин під 
впливом гіпоксичного фактору з’являються якісно нові полі-А-РНК, що, очевидно, 
пов’язане з активацією транскрипції ділянок геному, які не експресуються в нормі. 
Продукти експресії індукованих нестачею О2 генів, утворюючи молекулярні гібри-
ди з кДНК, зменшують кількість гібридизаційного матеріалу в реасоціатах 32р-
кДНКн – кДНКг а отже, зменшується кількість радіоактивного матеріалу за даних 
умов гібридизації. 
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Рис. 2. Радіоавтографи конкурентної гібридизації: а – 32р-кДНК щурів, 
адаптованих до гіпоксії з полі-А-РНК, виділеної з м’язів щурів за 
наявності кДНК інткатних щурів; б – кДНК щурів, адаптованих до 
гіпоксії з полі-А-РНК, виділеної з м’язів щурів за наявності 
32р-кДНК інтактних щурів 
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Про швидку експресію генів, які не експресуються у нормі, під впливом 
гіпоксії відмічено у низці праць [4, 10]. 

Вважають, що активація ранніх генів є неспецифічним ланцюгом адаптації до 
гіпоксії і супроводжується збільшенням білків родини HSP-70 [9], які відіграють 
важливу роль у захисті клітин від шкідливих ефектів дефіциту О2. Показано, що 
вихідна висока продукція HSP-70 у трансгенних тварин підвищує стійкість органів 
до гіпоксичних ушкоджень [15]. 

Дослідження останніх років показали, що активатором синтезу HSP-70 є 
оксид азоту, утворення якого при гіпоксії активується [15]. 

Отже, ймовірно, що встановлені нами зміни в експресії генів під впливом 
нестачі О2, зумовлені NO-активацією синтезу родини білків HSP-70. 
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Hypoxical hipoxia effect on myoglobin biosynthesis in skeletal rat muscles. By the 
method of completitive molecular hybridization it was shown that hypoxical stress 
caused the temporary mRNA degradation. The adaptation of animals to low O2 level 
lead to activated expression of Mb gene and some new genes that were not expressed at 
normal O2 level. 

Keywords: myoglobin; hypoxic hypoxia; expression of myoglobin gene. 

 
Стаття надійшла до редколегії 15.02.2001 

Прийнята до друку 11.04.2001 


