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В работе дано краткое описание главных смысловых направлений поиска и изучения предложенной Р. Виль!
ямсом модели локального сопряжения дыхания и фосфорилирования. В процессе поиска были найдены ус!
ловия, при которых удалось выявить характерные функциональные особенности фосфорилирующей систе!
мы митохондрий, которые, в соответствии с теорией, должны наблюдаться в эксперименте в тех случаях,
когда эта система работает в режиме суперкомплекса. Доказана возможность существования двух режимов
работы фосфорилирующей системы: режима П. Митчелла и режима Р. Вильямса. Продемонстрирована
способность АТФ!синтетазы (F1F0) использовать в реакции синтеза АТФ в качестве источника энергии тер!
модинамический потенциал кислоты Бренстеда. Методом двойного титрования при работе фосфорилиру!
ющей системы в режиме суперкомплекса доказано существование жесткой стыковки электрон!транспорт!
ной системы и АТФ!синтетазного комплекса. На модели БЛМ сформирована модельная система химичес!
кого синтеза фракции мембраносвязанных ионов водорода (кислот Бренстеда), обладающих избытком сво!
бодной энергии, и найдены катализаторы, которые избирательно ускоряют отрыв протонов, входящих в эту
фракцию. Зарегистрировано формирование фракции кислот Бренстеда, обладающих избытком свободной
энергии, при работе протонных помп на мембранах митопластов и митохондрий. В экспериментальной
части работы приведено краткое описание результатов исследования свойств новых типов разобщителей,
которые направленно переводят систему фосфорилирования из режима локального сопряжения в режим
трансмембранного переноса протонов и, тем самым, достоверно ускоряют дыхание митохондрий и снижа!
ют величину параметра АДФ/О.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: локальное сопряжение; фосфорилирующая система митохондрий; мембраносвязанные
протоны, обладающие избытком свободной энергии; разобщители, отключающие локальное сопряжение.

В 1961 г. были предложены две модели про!
тонного сопряжения процессов дыхания и фос!
форилирования митохондрий. Механизм П. Мит!
челла [1] в настоящее время считается общепри!
нятым. В качестве начальной стадии трансфор!
мации энергии окислительных реакций он
предполагает процесс индукции электрохими!
ческого потенциала ионов водорода на внутрен!
ней митохондриальной мембране, который осу!
ществляется протонными помпами, путем транс!
мембранного переноса ионов водорода. Соглас!

но этой модели, автономно!функционирующая
АТФ!синтетазная система использует энергию
мембранного потенциала для синтеза АТФ
(Митчелл). Механизм локального сопряжения
(Р. Вильямс) [2] предполагает прямой перенос
энергии от дыхательных протонных помп к
АТФ!синтетазе, протекающий с участием ионов
водорода в составе мембранного суперкомплек!
са, включающего и Н+!помпы, и АТФ!синтетаз!
ный комплекс.

В этой связи следует указать, что согласно
Эйгену энергия полной сольватации протона в
водной фазе составляет более 260 ккал/моль.
Учитывая, что при синтезе одного моля АТФ за!
пасается 7,3 ккал/моль [3], а на синтез одной
молекулы АТФ расходуется 2,7–3,3 протона [4],
можно заключить, что необходимая энергия для
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ДВУЛИКОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ

синтеза АТФ может быть с огромным избытком
запасена за счет энергии реакции частичной де!
гидратации протона. Модель Вильямса допуска!
ет такой механизм запасания энергии окисли!
тельных реакций, поскольку согласно этой мо!
дели при синтезе АТФ перенос энергии на АТФ!
синтетазу осуществляется не «свободными»,
полностью гидратированными протонами, а
связанными с мембранным суперкомплексом
протонами – кислотами Бренстеда, которые хо!
рошо экранированы от объема свободной вод!
ной фазы и поэтому могут переноситься на
АТФ!синтетазу в частично дегидратированной
форме.

Мы задались намерением проверить пра!
вильность гипотезы Вильямса. Для этого нам
пришлось ответить на вопрос о том, насколько
справедлива и модель Митчелла. После ряда не!
удачных попыток выполнить вторую, далеко не
простую задачу, пришло решение, которое отк!
рыло путь к исследованию механизма локально!
го сопряжения. Оказалось, что система окисли!
тельного фосфорилирования способна функци!
онировать в двух формах – в диссоциированной
форме, соответствующей модели Митчелла, и в
форме суперкомплекса согласно модели Виль!
ямса. В ходе этих исследований мы обнаружили,
что при переходе к условиям низкоамплитудно!
го набухания митохондрий при пониженной то!
ничности среды инкубации (120 мОсм) функци!
ональные параметры системы соответствуют ре!
жиму ее работы в форме суперкомплекса [5, 6].

ОБНАРУЖЕНИЕ ДВУХ РЕЖИМОВ 
РАБОТЫ ФОСФОРИЛИРУЮЩЕЙ 

СИСТЕМЫ МИТОХОНДРИЙ

Изменения функциональных параметров фос!
форилирующей системы митохондрий сопровож!
даются глубокой перестройкой ультраструктуры
мембраны митохондрий, что было нами зареги!
стрировано на митохондриях с помощью элект!
ронной микроскопии [6], а также метода мало!
углового рассеяния нейтронов на «живых» функ!
ционирующих митохондриях [7]. Кроме того, с
помощью флуоресцентного зонда [6] были заре!
гистрированы сильно выраженные структурные
изменения в белковой и липидной компонентах
митохондриальной мембраны. При этом путем
двойного ингибиторного анализа было показа!
но, что в функционирующем суперкомплексе
электрон!транспортная система ферментов и
система синтеза АТФ жестко сопряжены друг с
другом, так же как и элементы часового меха!
низма, который прекращает свою работу при
блокировке вращения любого элемента [5].

Итак, было установлено, что верными оказа!
лись оба варианта протонного сопряжения в
фосфорилирующей системе. Это открытие поз!
волило нам продолжить эксперименты, направ!
ленные на обнаружение и изучение условий об!
разования и свойств мембраносвязанных ионов
водорода, обладающих избытком свободной
энергии (точнее, мембраносвязанных кислот
Бренстеда). Опыты проводились как на мито!
хондриях, так и в модельных системах.

В ходе этих исследований был проведен сис!
тематический поиск характерных функциональ!
ных признаков фосфорилирующей системы ми!
тохондрий, которые, в соответствии с теорией,
должны наблюдаться в тех случаях, когда эта
система работает в режиме суперкомплекса.

КИСЛОТЫ БРЕНСТЕДА 
КАК СУБСТРАТ АТФ4СИНТЕТАЗЫ

На начальном этапе исследования было най!
дено решение ключевого вопроса, связанного с
переносом энергии на АТФ!синтетазу при рабо!
те системы в режиме суперкомплекса. Положи!
тельный ответ на вопрос о том, может ли АТФ!
синтетаза использовать термодинамический по!
тенциал кислот Бренстеда в качестве источника
энергии, был получен на бинарной системе ок!
тан–вода, в которой АТФ!синтетаза (F1F0), вы!
деленная из митохондрий сердца, сорбирова!
лась на межфазной границе (со стороны водной
фазы). В водную фазу этой системы добавлялись
субстраты фосфорилирования. При этом в каче!
стве источника энергии в реакции синтеза АТФ
на межфазной границе использовался термоди!
намический потенциал кислоты Бренстеда
(пентахлорфенола), которая добавлялась в гид!
рофобную фазу октана [8].

ФОРМИРОВАНИЕ ФРАКЦИИ 
МЕМБРАНОСВЯЗАННЫХ ИОНОВ 

ВОДОРОДА, ОБЛАДАЮЩИХ ИЗБЫТКОМ
СВОБОДНОЙ ЭНЕРГИИ, НА ПЛОСКОЙ

ЛИПИДНОЙ МЕМБРАНЕ

Первая удачная попытка регистрации связы!
вания протона с поверхностью мембраны при
работе протонной помпы была описана Драче!
вым с соавт. [9] на модели родопсиновых бля!
шек. Авторы обнаружили, что в реакции диссо!
циации мембраносвязанных кислот Бренстеда,
образующихся при работе протонных помп, су!
ществует достаточно высокий кинетический
барьер, способствующий удержанию протона на
поверхности родопсиновых бляшек. 
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ЕРЕМЕЕВ,  ЯГУЖИНСКИЙ

В нашей лаборатории на модели бислойной
липидной мембраны (БЛМ) была разработана
модельная система протонного транспорта [10,
11], в которой процесс трансмембранного пере!
носа ионов водорода лимитирован реакцией от!
рыва протона от поверхности липидного би!
слоя. При этом на транс!стороне БЛМ прямым
методом было зарегистрировано образование
фракции мембраносвязанных ионов водорода,
обладающих избытком свободной энергии. Это
согласуется с нашей гипотезой о возможности
запасания энергии окислительных реакций в
форме частично дегидратированных мембра!
носвязанных протонов (точнее, кислот Бренсте!
да) [12]. Полученные в этой работе результаты
позволяют говорить о возможности протекания
специфической реакции дегидратации кислот
Бренстеда в процессе их переноса через гидро!
фобный барьер липидного бислоя.

О КАТАЛИЗАТОРАХ РЕАКЦИИ 
ДИССОЦИАЦИИ КИСЛОТ БРЕНСТЕДА,

СВЯЗАННЫХ С ПОВЕРХНОСТЬЮ 
МЕМБРАН

Анализ результатов работы Антоненко с со!
авт. [10] выявил необычное свойство слабых ос!
нований – аниона лимонной кислоты (цитрата)
и HEPES, которые обычно рассматриваются как
рН!буферы. Однако в условиях экспериментов,
проведенных на БЛМ, они проявили себя как
катализаторы реакции отрыва мембраносвязан!
ных ионов водорода, обладающих избытком
свободной энергии, от поверхности мембраны.
В условиях поддержания постоянного значения
рН в среде повышение концентрации цитрата
(или HEPES) снижает положительный поверх!
ностный потенциал, индуцированный трансмемб!
ранным переносом протона в системе (потенци!
ал измерялся методом компенсации внутренне!
го поля мембраны). Параллельно было показа!
но, что слабые основания существенно усилива!
ют скорость переноса протонов через бислой и
тем самым, как показали прямые измерения,
снижают рН в примембранном неперемешивае!
мом слое. Последний эффект по знаку противо!
положен тому, который должен ожидаться в том
случае, если цитрат функционирует в качестве
буфера, поскольку повышение концентрации
буфера должно снижать, а не повышать гради!
енты рН в системе. Таким образом, был проде!
монстрирован специфический каталитический
эффект взаимодействия слабых оснований с
мембраносвязанными кислотами Бренстеда в
реакции их диссоциации на поверхности мемб!
раны. Существование явления катализа в соче!

тании с наблюдаемым значительным увеличе!
нием трансмембранного потока протонов еще
раз свидетельствует о неравновесности состоя!
ния и высокой свободной энергии мембрано!
связанных протонов (кислот Бренстеда), обра!
зующихся в условиях эксперимента.

ФРАКЦИЯ «ЭНЕРГИЗОВАННЫХ» 
ПРОТОНОВ НА ПОВЕРХНОСТИ 

МЕМБРАН МИТОПЛАСТОВ 
И МИТОХОНДРИЙ

Обнаружение катализаторов, избирательно
ускоряющих реакцию диссоциации мембрано!
связанных кислот Бренстеда, обладающих избыт!
ком свободной энергии, позволило легко обна!
ружить присутствие этой фракции на поверх!
ности митохондриальных мембран [13–15]. На
мембране митопластов в условиях работы дыха!
тельных Н+!помп был экспериментально заре!
гистрирован эффект образования вышеуказанной
фракции «энергизованных» протонов. В этих
опытах с помощью дзетта!сайзера регистриро!
вались изменения дзетта!потенциала на поверх!
ности митопластов, вызванные включением ра!
боты Н+!помп и последующим добавлением ка!
тализатора отрыва «энергизованных» протонов
(HEPES) от поверхности мембраны [13].

Такой же эффект удалось наблюдать на фос!
форилирующих митохондриях (в присутствии
субстратов – сукцината, АДФ, фосфата) в усло!
виях плотной стыковки внешней и внутренней
мембран митохондрий в среде с пониженной то!
ничностью (120 мОсм) [15].

В наших работах было экспериментально по!
казано возникновение мембраносвязанных кис!
лот Бренстеда, обладающих избытком свобод!
ной энергии, на мембранах митопластов [13] и
митохондрий [14, 15]. На основании этих экспе!
риментов мы получили полное уравнение термо!
динамического потенциала ионов водорода (ΔG)
как сумму электрохимического потенциала
Митчелла (ΔμH) и сольватационного потенциа!
ла (Δμsolv), который обусловлен частичной дегид!
ратацией протонов, связанных с мембраной:

ΔG = ΔμH + Δμsolv.

В работах Солодовниковой с соавт. [12] и
Ягужинского с соавт. [16] было показано, что
энергия сольватационного потенциала может
быть использована для синтеза АТФ, при этом
катализатор реакции отрыва протонов снижает
параметр АДФ/О на 15–30%. Этот результат го!
ворит о том, что фракция мембраносвязанных
протонов участвует в синтезе АТФ.
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О ДВУХ НОВЫХ МЕХАНИЗМАХ 
РАЗОБЩЕНИЯ ДЫХАНИЯ 
И ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ 

МИТОХОНДРИЙ, СВЯЗАННЫХ 
С РАБОТОЙ ФОСФОРИЛИРУЮЩЕЙ 

СИСТЕМЫ В РЕЖИМЕ ЛОКАЛЬНОГО 
СОПРЯЖЕНИЯ

В нашей лаборатории был направленно раз!
работан класс протонофоров, избирательно вза!
имодействующих с фракцией поверхностно!
связанных ионов водорода. Для этого нами бы!
ло синтезировано поверхностно!активное про!
изводное фенола: 2,4,6!трихлор!3!пентадецил!
фенол (ТХФ!С15) [17], который, исходя из дан!
ных экспериментов, избирательно взаимодей!
ствует с фракцией мембраносвязанных ионов
водорода. ТХФ!С15, как показано во многих се!
риях экспериментов [17, 18], в диапазоне кон!
центраций от 10 нМоль до десятков мкМоль
стимулирует дыхание митохондрий. Если с по!
мощью катализатора [10] или путем включения
системы транспорта фосфата [19] (рис. 1) убрать
эту фракцию, разобщающий эффект данного со!
единения практически исчезает.

В работах, проведенных на модельной систе!
ме (бислойной мембране), было показано, что
ТХФ!С15 обладает свойствами слабого протоно!

фора (рис. 2). При создании градиента рН меж!
ду ячейками мы наблюдали возникновение
трансмембранного потенциала в 45–48 мВ. 

Параллельно нами проводились исследова!
ния с поверхностно активным соединением
[10!(2,4,5!триметил!3,6!диоксоциклогексан!
1,4!диен!1!ил)децил]трифенилфосфония хло!
ридом (SkQ3) [20, 21]. При проведении сравни!
тельных исследований SkQ3 и ТХФ!С15 на ми!
тохондриях были получены аналогичные ре!
зультаты (рис. 3). Это, очевидно, связано с вос!
становлением SkQ3 до гидрохинона в мембра!
нах митохондрий и может зависеть от присут!
ствия жирных кислот в экспериментальной сис!
теме. Эксперименты на БЛМ проводились с за!
ранее восстановленной формой SkQ3 (SkQ3H2)
на мембране, сформированной из дифитонил!
фосфотидилхолина – аналога дифитоноилфос!
фотидилхолина, в котором отсутствуют радика!
лы жирных кислот, и сложноэфирные связи за!
менены на связи простых эфиров. Результаты
экспериментов показали наличие протонофор!
ной активности SkQ3 (рис. 2). При создании
градиента рН, равного 1, наблюдалась индукция
трансмембранного потенциала, величина которо!
го соизмерима с теоретическим значением и сос!
тавляет ~40–45 мВ. Опыты проводились по стан!
дартной методике в средах, содержавших 81 мМ
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Рис. 1. Снятие эффекта стимуляции дыхания митохондрий печени крыс протонофором ТХФ!С15 путем удаления с поверх!
ности мембран митохондрий фракции энергизованных протонов катализатором HEPES 20 мМ (а) и путем включения
системы транспорта фосфата (б) [18] (печатается с разрешения Springer)
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Рис. 2. Доказательство протонофорных свойств ТХФ!С15 и восстановленной формы SkQ3H2. Вольт!амперные характе!
ристики поверхностно активных протонофоров в отсутствие и в присутствии градиента рН на БЛМ [23] (печатается с раз!
решения Springer)
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Рис. 3. Снятие эффекта стимуляции дыхания митохондрий печени крыс протонофором SkQ3 путем удаления с поверх!
ности мембран митохондрий фракции энергизованных протонов путем добавления катализатора HEPES 20 мМ (а) и пу!
тем включения работы системы транспорта фосфата (б) [21] (печатается с разрешения Springer)
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KCl и 3 мМ HEPES при pH 7,0. В нашей преды!
дущей работе было показано, что рК(SkQ3) = 9,5
[20]. Учитывая эффект снижения значения
константы диссоциации на 1,0–1,5 рН при свя!
зывании поверхностно активных кислот на
межфазной границе мембрана–вода, это соеди!
нение должно быть эффективным протонофо!
ром в условиях эксперимента. Полученный ре!
зультат (рис. 2) не противоречит данным работы
Северина с соавт. [22], согласно которым прото!
нофорность производных SkQ связана с их спо!
собностью эффективно образовывать гетероди!
меры с жирными кислотами. В работе этих авто!
ров использовалась окисленная (хиноидная)
форма SkQ, которая практически не взаимодей!
ствует с ионами водорода и поэтому в отличие
от использованной нами свежеприготовленной
восстановленной формы не обладает протоно!
форными свойствами.

Таким образом, было показано, что незави!
симо от структуры молекулы поверхностно ак!
тивные соединения обладают одинаковыми
свойствами слабых разобщителей, избиратель!
но взаимодействующих с фракцией протонов,
связанных с мембраной, которая образуется на

поверхности мембраны митохондрий при рабо!
те Н+!помп.

В процессе многолетних исследований, про!
веденных в нашей лаборатории, было установ!
лено, что слабые непроникающие через мембра!
ны основания могут выступать в роли слабых
разобщителей окислительного фосфорилирова!
ния [12]. В нашей работе на БЛМ [10] было по!
казано, что добавление катализатора увеличива!
ет величину трансмембранного потока прото!
нов, поскольку медленной стадией транспорта
протона в условиях экспериментов является
стадия отрыва протона от поверхности мембран.
В работе Солодовниковой с соавт. [12] было
продемонстрировано, что добавление катализа!
тора (HEPES, 20 мМ) снижает эффективность
работы фосфорилирующей системы (АДФ/О).
Снижение параметра АДФ/О в этих экспери!
ментах сопряжено с переключением фосфори!
лирующей системы из режима локального соп!
ряжения, при котором используется сольвата!
ционный потенциал в реакции синтеза АТФ, на
режим трансмембранного переноса протона.
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A brief description of the principal meaningful directions of searching and investigating of the model of local coupling
between respiration and phosphorylation, proposed by R. Williams, is given in this paper. We found conditions where
it was possible to reveal typical functional features of the mitochondrial phosphorylating system. According to theo!
ry, such features should be observed in the experiment if the mitochondrial phosphorylating system operates in a
supercomplex state. It was proved that the phosphorylating system is able to operate in two states: P. Mitchell state and
R. Williams state. It was demonstrated that in the ATP!synthesis reaction ATP synthase (F1F0) is able to use thermo!
dynamic potential of Bronsted acids as a source of energy. It was proved using a double!inhibitor titration technique
that when the phosphorylating system operates in the supercomplex state, the electron!transport system and the ATP!
synthesis system have rigid docking. The model system of chemical synthesis of membrane!bound proton fraction
(Bronsted acids), carrying the excess of free energy, was developed on a BLM model. Catalysts selectively accelerat!
ing the proton detachment were also found. The formation of Bronsted acid fraction, carrying the excess of free ener!
gy, was registered during the operation of proton pumps on mitochondrial and mitoplast membranes. In the experi!
mental part of the work, a brief description of the study of new uncoupler types that transfer the phosphorylation sys!
tem from the local coupling state to the transmembrane proton transfer state is given. That is why they accelerate res!
piration of mitochondria and decrease the ADP/O parameter.

Key words: local coupling; phosphorylating system of mitochondria; membrane!bound protons carrying the excess of
free energy; uncouplers deactivating local coupling


