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Вивчено АДФ- та Са2+-стимульоване дихання мітохондрій зародків в’юна на 

стадіях 8-ми та 64-х бластомерів. З’ясовано, що мітохондрії ікринок в’юна на різ-
них етапах дроблення перебувають в енергетично відмінних станах, які мають різ-
ну ефективність окисного фосфорилювання, дихання та транспортування йонів 
Са2+. 

Ключові слова: мітохондрія, в’юн, субстрати циклу Кребса, дихання мітохондрій, 
окисне фосфорилювання, зародок. 

У літературі зібрано багато даних, які свідчать про циклічний і спряжений з 
поділом-дробленням зародків амфібій, голкошкірих і риб характер споживання 
кисню [1, 13, 14]. З’ясовано також, що інтенсивність дихання зародків у процесі 
раннього розвитку зростає, зокрема, у в’юна у 8 разів [6], тоді як зростання спожи-
вання кисню в ікринок під час дроблення не пов’язують зі збільшенням кількості 
мітохондріального білка [8, 9]. 

Для соматичних клітин ссавців виявлено дві реципрокні гормонально-нук-
леотидно-субстратні системи регуляції аеробного енергозабезпечення: адреналін-
цАМФ-сукцинат і ацетилхолін-цГМФ-α-кетоглутарат [4]. Було доведено, що у від-
повідь на активацію симпатоадреналової системи вибірково активується окис-
нення у мітохондріях субстрату циклу Кребса сукцинату, тоді як у стані спокою, 
за переважних впливів парасимпатичної системи, вибірково активованим є 
окиснення α-кетоглутарату [3, 10, 11]. Це стає можливим завдяки зростанню 
активності відповідних дегідрогеназ циклу трикарбонових кислот і приєднанню 
нових шляхів підтоку субстратів через  реакції переамінування [5]. 

Оскільки циклічні зміни активностей дегідрогеназ циклу Кребса відомі для 
ранніх стадій поділу яєць в'юна [2], то логічно пов'язати їх із циклічністю зміни 
споживання кисню в цьому разі. Тому наша мета вивчити особливості окиснення 
субстратів циклу трикарбонових кислот сукцинату й α-кетоглутарату на різних 
стадіях поділу ікри в'юна. 

Головним об'єктом дослідження були зародки прісноводної риби в'юна 
(Misgurnus fossilis L.) на різних стадіях розвитку. Дорослі особини риб вилов-
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лювали у водоймах Львівської області. За лабораторних умов в’юнів сортували за 
статтю й утримували в акваріумах при температурі 4°С. Яйцеклітини утримували 
й заплід-нювали за Нейфахом [6]. Овуляцію стимулювали за допомогою внут-
рішньочеревного введення акліматизованим при 18°С самкам гонадотропіну 
зоріогонічного (в/о Мінського заводу ендокринних препаратів) – 750 од., або 
внутрішньом’язово – 500 од. Взяту, відповідно, через 24 або 36 год ікру заплід-
нювали в чашках Петрі у відстояній водопровідній воді суспензією спермії, отри-
маної із сім’яників самців. Через 5–10 хв після запліднення зиготи ретельно відми-
вали від надлишку сперміїв і в контрольних серіях інкубували в розчині Гольф ре-
тера при температурі 20–22°С. Візуально за стадіями розвитку стежили під 
біномулярним мікроскопом МБС-9, порівнюючими їх з описаними у літературі 
[7]. 

Запліднену ікру риби попередньо зважували. Гомогенізували в гомогенізаторі 
Поттера-Ельвегейма при 3 000 об/хв, три вертикальні ходи товкачика, з 
розрахунку 1 г ікри на 1 мл середовища виділення, що містило, ммоль: KCl – 25; 
KH2PO4 – 10; Mg2SO4; EGTA – 5; альбумін – 0,5 %; ТРІS-HCl – 10 (pH-7,4); 
цукрозу – 0,25 моль. Готовий гомогенат переміщали в центрифужні пробірки й 
центрифугували при 150 g (5 хв) та 350 g (5 хв) без зупинки ротора. Супернатант 
переливали в чисті центрифужні пробірки та осаджували фракції мітохондрій при 
5500 g (15 хв). 

Отриманий осад мітохондрій ресуспендували в середовищі  виділення, яке 
додавали з розрахунку отримання суспензії 20–22 мг білка на 1 мл. Дихання 
реєстрували полярографічно за допомогою закритого електрода Кларка. 
Мітохондрії (МХ) інкубували при кімнатній температурі (20-22°С) у середовищі, 
що містило, ммоль: KCL – 50; KH2PO4 – 1; ТРІС-HCL – 5 (pH-7,4); цукрозу – 0,15 
моль. Як субстрати окиснення використовували сукцинат – 4 ммоль та α-
кетоглутарат – 4 ммоль. Дихання стимулювали додаванням у полярографічну 
комірку АДФ (200 мкмоль) та СаСl2 (200 мкмоль). Білок визначали за методом 
Лоурі [12]. Достовірність відмінностей оцінювали за критерієм Стьюдента.  

З’ясовано, що під час дроблення зародків в’юна активність дегідрогеназ 
циклу Кребса змінюється [1]. Зокрема, найбільші перепади активностей 
зафіксовані для двох ферментів – сукцинатдегідрогенази (СДГ) та α-
кетоглутаратдегідрогенази (КГДГ), тоді як активність інших дегідрогеназ 
змінюється в незначних межах. Тому в дослідженнях основну увагу ми приділяли 
вивченню особливостей окиснення у мітохондріях ікри в’юна на різних стадіях 
поділу двох субстратів циклу трикарбонових кислот – сукцинату (СК) і α-
кетоглутарату (КГ). 

Як видно з табл. 1, суттєвих відмінностей в окисненні СК мітохондріями ікри 
на стадії 8-ми та 64-х бластомерів не виявлено. Заслуговує на увагу недостовірне 
зростання швидкості V2 на стадії 64-х бластомерів порівняно з МХ на стадії 8-ми 
бластомерів (приблизно втричі), що зумовило більший дихальний контроль за 
Ларді (V3/V2) у другому випадку. 
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Таблиця 1 
Окиснення субстратів циклу Кребса в мітохондріях ікри в'юна на різних 
стадіях розвитку за умов стимулювання дихання додаванням АДФ, М ± m 

V2 V3 V4 Субстра-
ти окис-
нення, 
ммоль 

n Стадія 
поділу Нг-ат. О за 1 хв на 1 мг білка 

Стимулю-
вання ди-
хання, 
V3/V2 

Дихальний
контроль, 

V3/V4 

СК 4 3 8 2,43 ± 1,22 24,9 ± 1,45 7,29 ± 0,41* 12,2 ± 2,15 3,44 ± 0,27 

СК 4 3 64 7,29 ± 4,01 25,2 ± 1,64 9,81 ± 3,35 5,05 ± 2,96 3,64 ± 1,58 

КГ 4 4-5 8 1,69 ± 0,24 20,8 ± 2,72 
25,1 ± 0,86 

4,87 ± 0,73 
4,89 ± 1,32 

13,1 ±2,04 
7,42 ± 3,30 

2,75 ± 0,45 
2,97 ± 1,96 

КГ 4 3 64 0 24.0 ± 1,93 
21,9 ± 5,45 

8,32± 2,05** 
11,6 ± 1,50**

– 
2,74 ± 0,49 

3,14 ± 0,53 
1,85 ± 0,23 

Примітки. СК – сукцинат, КГ – α-кетоглутарат. Додавання АДФ – 200 мкмоль. 
*Різниця між окисненням сукцинату та α-кетоглутарату достовірна, р < 0,05. 
**Різниця достовірна між показниками мітохондрій на різних стадіях розвитку, 

р < 0,05. 
 
АДФ-стимульоване дихання в разі окиснення СК 4 ммоль не відрізнялось на 

різних стадіях розвитку зародків. Як показники фосфорилювання доданої АДФ, 
так і швидкість дихання залишались у цьому випадку на одному рівні, а коефіцієнт 
АДФ/О дещо зростав (+5%). 

У разі окиснення КГ 4 ммоль МХ ікри на різних стадіях поділу виявлено, що 
тоді, коли вони були на стадії 64-х бластомерів, швидкість V2 не реєструвалась. 
Зафіксовано певне недостовірне зростання АДФ-стимульованого дихання на стадії 
64-х бластомерів (+15%) порівняно із стадією 8-ми бластомерів. Використовуючи  
подвійну  стимуляцію додаванням АДФ, ми намагалися пересвідчитись щодо 
внеску ендогенного СК в окиснення мітохондріями екзогенного КГ. Як видно з 
табл. 1, у цьому випадку швидкість АДФ-стимульованого дихання (V3) за другого 
додавання вища на стадії 8-ми бластомерів, тобто простежується протилежна 
тенденція до результатів споживання кисню у випадку першого додавання АДФ. 
Водночас з’ясовано, що швидкість V4 за обох додатків АДФ була вищою у МХ 
ікри на стадії 64-х бластомерів (+70,8 та 137 %, р < 0,05). Це зумовило те, що за 
другого додавання АДФ дихальний контроль за Чансом (V3/V4) у МХ на стадії 64-
х бластомерів був знижений (–60,5%), але недостовірно. 

Під час аналізу показників окисного фосфорилювання в разі окиснення 
екзогенного КГ 4 ммоль, зазначимо, що вони загалом не відрізнялись на різних 
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стадіях поділу (табл. 2). Простежувалось лише недостовірне зростання коефіцієнта 
АДФ/О за двох додавань АДФ (+19,0% та +18,8% відповідно) та швидкості 
фосфорилювання на стадії 64-х бластомерів. 

Таблиця 2 
Окисне фосфорилювання у мітохондріях ікри в'юна на різних стадіях поділу за 

окиснення субстратів циклу Кребса 

Субстрати 
окиснення, 
ммоль 

n 
Стадія 
поділ
у 

Час фосфо-
рилювання, с 
на 1 мг б 

АДФ/О 
мкмоль АДФ 
на нг-ат. О 

Швидкість 
фосфори-
лювання 

СК 4 3 8 266 ± 33,8 1,88 ± 0,27 46,7 ±5,95 

СК 4 3 64 259 ± 28,7 1,98 ±0,33 48,8 ± 4,97 

КГ 4 4-5 8 
242 ± 52,2 
228 ± 98.8 

2,75 ± 0,45 
2,97 ± 0,96 

61,7 ± 19,1 
70,9 ± 28,0 

КГ 4 3 64 
165 ± 29,4 
169 ± 33,5 

3,28 ± 0,64 
3,53 ± 0,36 

77,0 ± 11,6 
75,2 ± 11,5 

Примітки: див табл. 1. 

Отже, великих відмінностей в окисненні цих двох субстратів на різних 
стадіях поділу ікри в'юна за умов стимулювання дихання МХ додаванням АДФ 
немає. Загалом, ці відмінності стосувались лише окиснення КГ і в цьому разі 
виявлено достовірні відмінності у диханні в стані 4. 

У разі порівняння АДФ-стимульованого дихання МХ ікри в'юна у мета-
болічних станах 2 та 3 окиснення СК та КГ фактично не відрізнялося як на стадії 
8-ми, так і на стадії 64-х бластомерів. Однак у стані 4 на стадії 8-ми бластомерів 
(V4, швидкість дихання після фосфорилювання доданої АДФ) виявлено достовірну 
різницю в диханні у разі окиснення двох субстратів, зокрема у випадку СК вона 
була вищою (+49,7%, р < 0,005) (див. табл. 1).  

Отже, споживання кисню мітохондріями ікри в’юна на різних стадіях  поділу  
за умов окиснення різних субстратів практично не відрізняється. Відмінності в 
окисному фосфорилюванні за умов цих двох субстратів циклу Кребса цілком 
можна пояснити особливостями організації дихального ланцюга. Проте, очевидно, 
ефективність споживання кисню мітохондріями ікри в’юна на різних стадіях дроб-
лення є вищою у разі окиснення екзогенного КГ. 

Поглинання іонів Са2+ мітохондріями є енергозалежним процесом. Як видно з 
табл. 3, в разі окиснення екзогенного СК додавання 200 мкмоль Са2+ спричиняло 
стимуляцію дихання МХ, яке було сильніше виражене в ікринок на стадії 8-ми 
бластомерів, аніж на стадії 64-х. Значення V3 у цьому випадку, відповідно, на 
31,3% більше, а V4 – на 45,3% менше (див. табл. 3). 

Таблиця 3 
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Дихання мітохондрій ікри в'юна на різних стадіях поділу в разі окиснення 
субстратів циклу Кребса за стимуляції дихання додаванням іонів Ca2+, 

200 мкмоль 
V2 V3 V4 Субстрати 

окиснення,
ммоль 

n Стадія 
поділу ат. О за 1 хв на 1 мг бiлка 

Стимуля-
ція дихан-
ня, V3/V2 

Дихальний 
контроль, 

V3/V4 
СК 4 3 8 0 48,7 ± 4,19* 10,8 ± 1,00 0 4,51 ± 0,27**

СК 4 3 64 2,45 ± 0,38 37,1 ± 7,23 15,7 ± 1,99 13,7 ± 2,70 2,48 ± 0,68 

α- КГ 4 3 8 0 25,9 ± 6,01 10,3 ± 3,26 0 2,69 ± 0,31 

α-КГ 4 3 64 0 26,9 ± 5,61 11,0 ± 1,96 0 2,42 ± 0,12 

Примітки. ЯК – сукцинат, КГ – α-кетоглутарат. Додавання Ca2+ – 200 мкмоль. 
* Різниця між окисненням сукцинату та α-кетоглутарату достовірна, р < 0,05. 
** Різниця достовірна між показниками мітохондрій на різних стадіях розвитку, 

р < 0,05. 
 
Дихальний контроль за Чансом (V3/V4) також був вищим у мітохондріях ікри-

нок на стадії 8-ми бластомерів (+21,9%, р < 0,05) (див. табл. 3). 
У цьому разі показники транспорту Са2+ в МХ ікринок на стадії 8-ми бласто-

мерів мали дещо більший, але недостовірний, час поглинання доданого Са2+ 
(+11,5 %) та нижчий коефіцієнт Са2+/О (– 40,8 %). Швидкість транспортування 
Са2+ у МХ майже не відрізнялась у обох випадках (табл. 4). 

Під час окиснення екзогенного КГ мітохондрніями ікринок на різних стадіях 
дроблення швидкість Са2+-стимульованого дихання (V3 та V4) практично не відріз-
нялась на стадіях 8-ми та 64-х бластомерів (див. табл. 3). Проте показники, що ха-
рактеризують поглинання Са2+ МХ, на різних стадіях дроблення були дещо відмін-
ними. 

Зокрема, час транспортування Са2+ у МХ ікринок на стадії 8-ми бластомерів 
був тривалішим, а швидкість цього процесу – меншою, аніж у МХ ікринок на ста-
дії 64-х бластомерів (+52,9 та -66,1%, р < 0,1). Коефіцієнт Са2+/О навпаки, був 
вищим у мітохондріях ікринок на стадії 64-х бластомерів (+64,1%) (див. табл. 4). 

Отже, МХ ікринок на стадії 64-х бластомерів здатні сильніше поглинати Са2+ 
і, на нашу думку, кальцієва ємність цих мітохондрій вища. 

У разі порівняння Са2+-стимульованого дихання за умов енергозабезпечення 
під час окиснення двох різних субстратів ЦТК помічаємо, що ці показники є знач-
но вищими у випадку окиснення СК 4 ммоль. Наприклад, V3 у МХ ікринок на 
стадії 8-ми бластомерів за окиснення СК 4 ммоль була вищою, аніж за окиснення 
КГ (78,8 %, р < 0,05), як і на стадії 64-х бластомерів (+37,9 %). У цьому разі час 
транспортування Са2+ в мітохондрії під час окиснення СК є меншим на обох 
стадіях (-108%, p < 0,05 – стадія 8-ми; -51,8% – стадія 64-х бластомерів), а 
швидкість транспортування Са2+ в МХ є більшою (+138 %, р < 0,1 – стадія 8-ми; 
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+436%, р < 0,1 – стадія 64-х бластомерів), аніж у випадку окиснення КГ. Коефі-
цієнт Са2+/О ж практично не змінюється. 

Таблиця 4 
Показники транспортування Ca2+, спряженого зі стимуляцією дихання, в 

мітохондрії ікри в'юна на різних стадіях поділу, M ± m 
Субстрати 
окислення, 
ммоль 

n Стадія 
поділу 

Час транспорту-
вання Са2+, с × 

×1 мг б. 

Са2+/О мкМ 
Са2+ на нг-ат. О 

Швидкість 
транспорту-
вання Са2+ 

ЯК 4 3 8 51,4 ±12,2* 5.36 ± 1,40 260 ± 73,3 
ЯК 4 3 64 46,1 ± 6,63* 7,55 ± 1,78 257 ± 26,6 
КГ 4 3 8 107 ± 10,7 4,93 ± 1,64 109± 8,50 
КГ 4 3 64 70,0 ± 15,7 8,09 ± 3,51 181± 34,0 

Примітки див. до табл. 3. 

Отримані нами результати узгоджуються з відомими фактами про 
особливості окиснення СК та КГ у МХ різних тканинах тварин [3,4]. Очевидно, 
CК відіграє головну роль в енергозабезпеченні поглинання іонів Са2+ з цитозолю 
мітохондріями, що теж підтверджує відомі раніше факти. Однак у цьому разі на 
стадії 8-ми бластомерів МХ ікринок в'юна сильніше реагують на додавання 
екзогенного Са2+ і показники дихання тоді вищі від окиснення СК. 

На нашу думку, отримані дані свідчать про те, що МХ ікринок в'юна на 
різних етапах дроблення перебувають в енергетично відмінних станах, які мають 
різну ефективність окисного фосфорилювання, дихання та транспортування іонів 
Са2+. Показники дихання мітохондрій ікри в'юна на стадіях 8-ми й 64-ох 
бластомерів у разі окиснення ЯК 4 ммоль практично не відрізняються. У випадку 
окиснення α-КГ 4 ммоль виявлено достовірну різницю в диханні після додавання 
АДФ між МХ ікри на стадії 8-ми і 64-х бластомерів. У останніх вона більша. 
Дихання МХ ікринок на обох стадіях майже однакове в разі окислення обох 
субстратів, проте ефективність окиснювального фосфорилювання вища у випадку 
окиснення КГ 4 ммоль. Показники Са-стимульованого дихання є вищими у МХ 
ікринок на стадії 8-ми бластомерів, аніж на стадії 64-х. У цьому випадку 
енергозабезпечення транспортування іонів Са2+ у МХ на першій з цих стадій є 
ліпшим завдяки інтенсивнішому використанню екзогенної СК. 

____________________ 
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We have study ADP- and Ca2+-stimulated respiration of mitochondria from embryo 
of loach at stages 8 and 64 blastomeres. Is has been shown that mitochondria of loach 
embryo on different stage of embriogenesys are in different energetic condition, which 
are characterized by different efficiency of transport Са, oxidative phosphorylation and 
respiration. 
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