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Ожирение ассоциируется с преждевременной смертностью, пониженным качеством жизни и большими
затратами на поддержание здоровья, однако эффективность его терапии в настоящее время крайне низка.
Целью данной работы стало изучение влияния нового митохондриального катионного разобщителя C4R1 (про%
изводного родамина 19) на ожирение у мышей линии C57Bl/6, которые в течение восьми недель содержа%
лись на жировой диете в термонейтральных условиях. Экспериментальная группа мышей принимала С4R1
в питьевой воде последовательно в двух дозах (30 и 12–14 мкмоль/кг в сутки) в общей сложности в течение
30 дней. Действие препарата зависело от дозы. Через шесть дней после приема С4R1 в дозе 30 мкмоль/кг в
сутки потребление пищи уменьшилось на 68%, масса тела – на 19%, масса жировой компоненты тела – на
21%. Потеря веса объяснялась как сниженным потреблением пищи, так и ускоренным метаболизмом, ве%
роятно, вследствие разобщения митохондрий. Уменьшение жировой компоненты массы тела под воздей%
ствием С4R1 сопровождалось снижением дыхательного коэффициента до максимально низкого уровня
(0,7). Примечательно, что классический разобщитель 2,4%динитрофенол при суточной дозе 27 мкмоль/кг
массы тела не изменял изучаемые параметры. Наша работа вносит вклад в поиск митохондриальных разоб%
щителей как эффективных препаратов в борьбе с ожирением.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: катионный митохондриальный разобщитель, 2,4%динитрофенол, ожирение, ско%
рость метаболизма, энергозатраты.

Количество людей, страдающих ожирением,
значительно выросло в течение последних деся%
тилетий – в настоящее время более миллиарда
взрослых и детей имеют избыточную массу тела.
Ожирение играет существенную роль в разви%
тии многих патологий, таких как диабет, гипер%
липидемия, сердечно%сосудистые заболевания и
рак [1, 2]. Ожирение можно преодолеть либо по%
вышая энергозатраты с помощью увеличения
физической активности и/или теплопродукции,
либо уменьшая поступление энергии (пищи).
Многочисленные диеты могут успешно снижать
массу тела и быть полезными для здоровья в це%

лом, однако более 90% пациентов в конечном
итоге набирают потерянный вес [2, 3]. Фарма%
кологическое лечение может стать долгождан%
ным способом преодоления ожирения и его ос%
ложнений в тех случаях, когда не удается конт%
ролировать вес с помощью физических нагрузок
и ограничения питания.

Митохондриальные разобщители окисли%
тельного фосфорилирования рассматриваются в
качестве возможных средств терапии ожирения
[1, 4, 5]. Разобщитель 2,4%динитрофенол (ДНФ)
использовался для этой цели в 30%х годах прош%
лого столетия [6, 7], однако вскоре был запре%
щен из%за высокой токсичности. ДНФ предс%
тавляет собой слабую кислоту, которая действу%
ет в качестве протонофора: проникая через
мембрану внутрь митохондрий в нейтральной
протонированной форме, он теряет протон и
возвращается в анионной форме, используя
энергию трансмембранного потенциала. Таким
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образом, ДНФ увеличивает протонную прово%
димость мембраны митохондрий и энергозатра%
ты организма [8–10].

В настоящее время ДНФ широко использу%
ется как модельный препарат для изучения вли%
яния митохондриального разобщения на энер%
гетический баланс в организме, митохондриаль%
ные механизмы адаптации, механизмы развития
окислительного стресса и старение [9–13]. Дли%
тельное применение низких доз ДНФ уменьша%
ло массу тела подопытных мышей, нормализо%
вывало содержание глюкозы, триглицеридов и
инсулина в крови и увеличивало продолжитель%
ность жизни [11]. В другом исследовании поло%
жительный эффект ДНФ на массу тела и мета%
боличеcкие параметры подтвердился, однако
также было показано отрицательное действие
препарата на сократительную активность ске%
летной мускулатуры [9]. В экспериментах на вы%
деленном сердце низкие концентрации ДНФ
вызывали значительное укорочение интервала
QT на электрокардиограмме и мерцание желу%
дочков сердца [14]. Подобные побочные эффек%
ты в отношении жизненно важных органов в со%
четании с узким терапевтическим диапазоном
концентраций (небольшой разницей между эф%
фективной и летальной дозами [6, 15]) исключа%
ют ДНФ из списка препаратов для борьбы с
ожирением [16].

За последние годы были разработаны альтер%
нативные катионные разобщители [17, 18], в т.ч.
производные родамина 19 [19, 20]. Положитель%
ный заряд позволяет им целенаправленно пос%
тупать в митохондрии. Кроме того, действие
данных разобщителей линейно зависит от вели%
чины мембранного потенциала, т.е. является са%
морегулирующимся [21]. Благодаря такой само%
регуляции, а также способности специфически
накапливаться в митохондриях и, предположи%
тельно, низкой токсичности новые катионные
разобщители рассматриваются в качестве перс%
пективных средств для лечения ожирения.

Производное родамина с длинной алкиль%
ной цепью, С12R1, увеличивает протонную про%
водимость искусственных липидных мембран и
разобщает окислительное фосфорилирование в
изолированных митохондриях и целых клетках
[19, 20]. Другое производное родамина с более
короткой алкильной цепью, С4R1, обладает,
напротив, низкой протонофорной активностью
на искусственных липидных мембранах, однако
разобщает митохондрии даже более эффектив%
но, чем С12R1 [20].

Целью данного исследования стало изучение
действия нового катионного разобщителя С4R1
in vivo на склонных к ожирению мышах линии
C57Bl/6, содержащихся на диете с высоким со%

держанием жира в термонейтральных условиях
(30°). Известно, что мыши, живущие при низ%
кой температуре окружающей среды, активно
вырабатывают тепло для поддержания нормаль%
ной жизнедеятельности [22, 23], и эта дополни%
тельная теплопродукция маскирует эффект ра%
зобщителя [10, 24]. Довольно часто препараты,
направленные на борьбу с ожирением, снижают
потребление пищи. Игнорирование этого фак%
тора приводит к преувеличению роли повышен%
ных энергозатрат в снижении веса [25, 26]. С
целью различения эффектов препарата, завися%
щих и независящих от потребления пищи, в наш
эксперимент была дополнительно включена
группа мышей попарного кормления. Задачей
данного исследования было также сравнение
обнаруженных эффектов С4R1 с эффектами
классического разобщителя ДНФ. Известно,
что ДНФ разобщает митохондрии в концентра%
ции, в 10 раз большей, чем С4R1 ([20] и [27] для
сравнения). Однако данные о действующей дозе
ДНФ in vivo очень противоречивы (эффектив%
ные дозы отличаются в 1000 раз [9, 11]). В нашей
работе мы изучили действие ДНФ в дозе, срав%
нимой с дозой С4R1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Содержание животных. В исследовании было
использовано 30 самцов мышей линии C57Bl/6J
возраста 7–8 недель (на начало эксперимента).
Мыши содержались в термонейтральных усло%
виях (30°) и получали диету с высоким (45%) со%
держанием жира (D12451, «Research Diets Inc.»,
США) в течение восьми недель до начала экспе%
римента, чтобы вызвать ожирение, и на протя%
жении всего эксперимента. Свет в комнате с
животными включался в 8.00 утра и выключался
в 20.00. Мыши содержались поодиночке в инди%
видуальных клетках с добавлением опилок, на%
личием картонного цилиндра для укрытия и бу%
маги. Эксперимент одобрен комитетом по этике
г. Стокгольм.

Назначение C4R1, ДНФ и измерение основных
физиологических параметров. Перед началом
эксперимента с С4R1 мыши были разделены на
три группы согласно массе тела и массе жировой
компоненты массы тела: пять мышей в первой
контрольной группе, пять мышей во второй
контрольной группе и пять мышей в экспери%
ментальной группе. Экспериментальная группа
получала еду ad libitum и препарат C4R1 с питье%
вой водой. C4R1 был первоначально растворен в
95%%ном этаноле до концентрации 0,25 М и за%
тем разбавлен в 30 мл питьевой воды до опреде%
ленной концентрации с учетом веса животного.
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ДЕЙСТВИЕ РАЗОБЩИТЕЛЯ C4R1 НА МЕТАБОЛИЗМ МЫШЕЙ

Концентрация препарата и продолжительность
его потребления варьировали на разных этапах:
первый этап продолжался шесть дней, [C4R1] =
= 0,39–0,41 мМ (в зависимости от массы тела
животного), второй этап – в течение последую%
щих 16 сут, [C4R1] = 0,19–0,21 мМ. На 22%й день
эксперимент был прерван на шесть дней и затем
возобновился в течение восьми суток, [C4R1] =
= 0,19–0,21 мМ. Первая контрольная группа по%
лучала еду ad libitum и питьевую воду с соответ%
ствующей концентрацией бромида натрия и
этанолом (0,08–0,16%), поскольку C4R1 был в
форме бромида и первоначально растворен в
этаноле. Вторая контрольная группа получала
питьевую воду с теми же добавками, что и пер%
вая контрольная группа, но столько еды, сколь%
ко экспериментальные мыши съедали за преды%
дущие 1–2 дня (так называемое попарное корм%
ление).

Воду меняли каждые 4–5 дней. Количество
потребляемой еды и воды измеряли каждые 1–2
дня. Потребление воды использовалось для
подсчета дозы препарата (мкмоль/кг массы тела
в сутки). Вторая контрольная группа получала
суточную порцию еды ежедневно в 20.00 перед
началом активного ночного периода, чтобы не
нарушать естественные суточные ритмы мышей.
По этой же причине потребление пищи, воды и
массу тела измеряли каждые 1–2 дня также в
20.00. Состав тела – липидную (жировую) ком%
поненту массы тела и безлипидную (безжиро%
вую) компоненту массы тела – измеряли с по%
мощью магнитно%резонансной томографии (МРТ)
на EchoMRI%100 («EchoMRI», США) дважды до
начала эксперимента с назначением C4R1, а так%
же непосредственно перед его началом (0%й
день), на второй, шестой и пятнадцатый дни
эксперимента. Следует подчеркнуть, что жиро%
вая компонента массы тела, измеряемая с по%
мощью МРТ, – понятие гораздо более широкое,
чем масса жировой ткани. Это общее количест%
во всех липидов тела во всех тканях. Подобно
этому безжировая компонента массы тела – бо%
лее широкое понятие, чем мышечная ткань,
включающее в себя белки и углеводы всех тка%
ней организма, цитоплазму клеток и межкле%
точную жидкость, плазму крови (за исключени%
ем липидов плазмы) и др. Другими словами,
масса безжировой компоненты массы тела – это
масса тела за исключением всех липидов и, воз%
можно, минералов костей.

Эксперимент с ДНФ был проведен отдельно
в течение восьми дней. Группы мышей формиро%
вались аналогично эксперименту с С4R1. ДНФ
был первоначально растворен в 95%%ном этаноле
до концентрации 0,5 М и затем разбавлен в 30 мл
питьевой воды до концентрации 0,39–0,41 мМ

(в зависимости от массы тела животного). Бу%
тылки с водой и растворенным в ней ДНФ были
защищены от света. Контрольные мыши полу%
чали 0,07–0,1% этанола в питьевой воде. Ос%
тальные условия – как в эксперименте с С4R1.

Непрямая калориметрия. Мыши из экспери%
мента с C4R1 в течение первых двух, седьмого и
шестнадцатого дней эксперимента были помеще%
ны в метаболические камеры («Somedic INCA»,
Швеция) для измерения газообмена с помощью
непрямой калориметрии. Мыши из экспери%
мента с ДНФ были помещены в метаболические
камеры на седьмой день применения препарата.
Перед каждым использованием камер кисло%
родный анализатор на основе оксида циркония
калибровали с помощью двух смесей кислорода
в азоте (18 и 25%). Содержание углекислого газа
измеряли с помощью двухканального инфра%
красного датчика (модель 0633%1240, «Testo»,
Германия), соединенного с эталонным инстру%
ментом (модель Testo 650, «Testo», Германия).
Датчик углекислого газа был откалиброван с по%
мощью двух смесей углекислого газа в азоте
(0,02 и 0,2%). Объем метаболических камер сос%
тавлял 4 л. Воздух подавался в камеру со ско%
ростью 1 л/мин. Воздух, выходящий из камеры,
проходил сквозь силикагель (гранулы диамет%
ром 2 мм с диаметром пор 0,3 нм; «Merck», Гер%
мания) для просушки. Каждые 2 мин во входя%
щем и исходящем воздухе измеряли содержание
кислорода и углекислого газа, поглощение кис%
лорода и выделение углекислого газа рассчиты%
вали как разницу между концентрациями газов
в этих двух пробах. Скорость метаболизма в по%
кое определяли как минимальную стабильную в
течение 10–15 мин скорость поглощения кисло%
рода. Дыхательный коэффициент (ДК) был рас%
считан как отношение скорости выделения уг%
лекислого газа к скорости поглощения кислоро%
да. Энергозатраты определяли с помощью урав%
нения Вейра и нормализовывали на массу без%
жировой компоненты массы тела:

Энергозатраты 
(мВт/г безжировой компоненты массы тела) = 

= (16,3 × VO2
+ 4,57 × VCO2

) × 1000/(60 × m),

где VO2
– скорость поглощения кислорода, VCO2

–
скорость выделения углекислого газа, m – масса
безжировой компоненты массы тела.

Статистический анализ. Все результаты предс%
тавлены как средние значения ± стандартные
ошибки среднего. Данные были обработаны в
программе KaleidaGraph (версия 4.5.2). Непар%
ный t%тест Стьюдента с неравными дисперсия%
ми был использован для расчета статистической
значимости, р < 0,05 и р < 0,01.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика потребления пищи и веса тела мыA
шей. Мыши, получавшие С4R1, пили несколько
меньше воды, чем контрольные мыши обеих
групп (рис. 1, а). Данный эффект не был связан
со сниженным потреблением пищи, поскольку
потребление воды мышами второй контрольной
группы (с попарно ограниченным питанием) не
изменялось. Возможность того, что мышам не
нравился вкус C4R1, и это заставляло их отказы%
ваться от воды, должна быть проверена с по%
мощью теста личных предпочтений. С учетом
потребления воды была рассчитана фактическая
доза C4R1, полученная мышами (рис. 1, б).

На рис. 2 представлена динамика потребле%
ния пищи и массы тела. Следует отметить, что
изучение действия C4R1 на аппетит не являлось
задачей данного исследования. В течение первых
шести дней средняя суточная доза C4R1, получа%
емая мышами, составляла 30 мкмоль/кг массы
тела (рис. 1, б). Эксперимент начался в 20.00 пер%
вого дня (соответствует времени 0 на графиках),
когда мыши впервые получили воду с C4R1 или с
бромидом натрия и этанолом. В это же время мы%
ши были помещены на два дня в метаболические
камеры. Новое окружение вызвало у животных
стресс и привело к небольшому снижению массы
тела и потребления пищи во всех группах. Пот%
ребление пищи в эти дни существенно не разли%
чалось между группами, однако эксперименталь%
ные мыши потеряли значительно больше веса,
чем мыши обеих контрольных групп.

В период между вторым и шестым днями
мыши были перемещены из метаболических ка%
мер в стандартную комнату. Потребление пищи
и масса тела контрольных животных восстано%
вились. Потребление пищи экспериментальны%
ми мышами и, соответственно, мышами второй
контрольной группы с попарно ограниченным
питанием продолжало снижаться, что приводи%
ло к потере веса. Однако экспериментальные
мыши потеряли за эти четыре дня в 2 раза боль%
ше веса, чем мыши с ограниченным питанием
(2,54 и 1,24 г соответственно), несмотря на оди%
наковое количество съеденной еды.

На шестой день потребление пищи у боль%
шинства экспериментальных мышей сократи%
лось до 0,5–0,8 г/сут (что составляет 20–30%
обычного суточного рациона) без признаков
стабилизации. Согласно требованиям комитета
по этике экспериментов на животных такое
снижение потребления пищи было признано
критическим, и с целью предотвращения из%
лишнего воздействия на здоровье мышей кон%
центрация C4R1 в питьевой воде была уменьше%
на вдвое. Средняя получаемая доза C4R1 в пери%

од с 7 по 22%й день составляла 12 мкмоль/кг в
сутки. Одновременно со сменой концентрации
препарата в 20.00 седьмого дня мыши были по%
мещены в метаболические камеры на 24 ч.

Подобно первым двум дням в камерах пот%
ребление пищи и масса тела контрольных мы%
шей несколько уменьшилось. Оба параметра
продолжали снижаться в экспериментальной
группе без видимого ускорения, вызванного пе%
реносом в метаболические камеры. Мыши вто%
рой контрольной группы с попарно ограничен%
ным питанием, подобно животным первой
контрольной группы, теряли вес вследствие
стресса от метаболических камер.
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Рис. 1. Потребление воды (а) и полученная мышами доза
С4R1 (б). а – потребление воды измеряли каждые 2–3 дня.
Каждая точка на графике обозначает потребление воды
(мл/сут) в течение предшествующего периода измерения; б –
полученная мышами доза C4R1 (мкмоль/кг в сутки) была
рассчитана с учетом выпитой ими воды (см. рис. 1, а). Три
группы мышей обозначены как контроль, контроль 2
(группа с попарно ограниченным кормлением) и препарат
(экспериментальная группа, потребляющая C4R1 с питье%
вой водой). Отсчет времени – от начала приема препарата.
Периоды нахождения мышей в метаболических камерах
обозначены черными прямоугольниками на оси Х, n = 5
для каждой группы. Точки на графике представляют собой
средние значения ± стандартные ошибки. Символы # и ##
обозначают статистически значимые различия между
группами препарат и контроль 2, р < 0,05 и р < 0,01 соответ%
ственно. Для удобства восприятия статистически значи%
мые различия указаны только между этими двумя группами
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В период с шестого по девятый день потреб%
ление пищи стабилизировалось. Параллельно с
этим масса тела мышей второй контрольной
группы также стабилизировалась. Однако масса
тела экспериментальных мышей продолжала
снижаться в течение этих трех дней.

В период с 9 по 15%й день потребление пищи
экспериментальными мышами стало спонтанно
возрастать, несмотря на постоянный прием пре%
парата C4R1. Параллельно приему пищи масса
тела экспериментальных мышей и контрольных
мышей с попарно ограниченным питанием сна%
чала стабилизировалась на минимальном уров%
не, а затем стала увеличиваться. На этом этапе с
момента начала эксперимента контрольные мы%
ши с ограниченным питанием потеряли 11%

массы тела, в то время как экспериментальные
(потребляющие C4R1) – 24% массы тела.

На 15%й день, когда потребление пищи экс%
периментальными мышами полностью восста%
новилось, мыши были помещены в метаболи%
ческие камеры на 24 ч.

В период с 15 по 22%й день потребление пи%
щи экспериментальными мышами стабилизи%
ровалось на уровне контрольных мышей. Одна%
ко масса их тела была все еще значительно ни%
же, чем мышей обеих контрольных групп.

На 22%й день эксперимент был прерван на
шесть дней, все мыши получили обычную пить%
евую воду. Непосредственно сразу после этого
мыши экспериментальной группы стали пот%
реблять на 35% больше пищи по сравнению с
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Рис. 2. Эффекты C4R1 на потребление пищи (а) и массу тела мышей (б). а – потребление пищи измеряли каждые 2–3 дня,
как указано на рис. 1, а; б – масса тела. Условия и обозначения аналогичны приведенным на рис. 1. Символы * и ** обо%
значают статистически значимые различия с группой контроль, символы # и ## – различия с группой контроль 2, р < 0,05
(один символ) и р < 0,01 (два символа)
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животными первой контрольной группы, имею%
щими неограниченный доступ к еде. Через че%
тыре дня потребление пищи в эксперименталь%
ной группе возвратилось к нормальным значе%
ниям. За это время масса тела эксперименталь%
ных мышей внезапно возросла на 14%. Подоб%
ное быстрое восстановление аппетита и массы
тела экспериментальными животными указыва%
ет на отсутствие необратимой токсичности C4R1
и вызванных им поражений пищеварительного
тракта. Примечательно, что мыши с ограничен%
ным питанием, которые продолжали получать
столько еды, сколько съедали эксперименталь%
ные мыши, не увеличили потребление пищи и
ели, как животные первой контрольной группы.

На 28%й день после начала эксперимента и
через шесть дней «восстановительного» периода
начался повторный эксперимент с C4R1 (доза
14 мкмоль/кг в сутки), целью которого было
проверить действие разобщителя при повтор%
ном применении. Как показано на рис. 2, пот%
ребление пищи и масса тела мышей экспери%
ментальной группы повторно снизились и затем
спонтанно стали возрастать. Однако амплитуда
изменений была вдвое меньше, чем в первый
раз – если за первые шесть дней первого этапа
эксперимента назначение C4R1 (средняя полу%
ченная доза 30 мкмоль/кг в сутки) привело к
снижению потребления пищи на 68% и потере
веса на 19% (6,8 г), то за первые шесть дней
третьего этапа (средняя полученная доза C4R1
14 мкмоль/кг в сутки) – на 38 и 11% (3,8 г) соот%
ветственно. Таким образом, во%первых, C4R1 дей%
ствует на аппетит и вес тела повторно, несмотря
на предшествующее спонтанное восстановле%
ние обоих параметров, и, во%вторых, эффекты
препарата зависят от дозы.

Динамика изменений состава тела мышей.
Состав тела измерялся до начала и в течение
первого эксперимента (рис. 3). Потеря веса экс%
периментальными мышами и мышами с огра%
ниченным питанием сопровождалась потерей мас%
сы жировой компоненты массы тела (рис. 3, а).
За 15 дней эксперимента мыши с ограниченным
питанием потеряли в 3 раза меньше жира, чем
экспериментальные мыши.

Потребление C4R1 сопровождалось также
потерей массы безжировой компоненты тела
(рис. 3, б), более выраженной, чем у мышей вто%
рой контрольной группы с попарно ограничен%
ным питанием. Необходимо отметить, что эта
разница может объясняться большей потерей
воды при похудении, а не только сокращением
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Рис. 3. Эффект C4R1 на состав тела: жировую (a) и безжи%
ровую (б) компоненты массы тела. Состав тела определяли
с помощью МРТ. Мыши находились в метаболических ка%
мерах в течение первых двух дней, а также седьмого дня
эксперимента, как это обозначено черными прямоуголь%
никами; n = 5 для каждой группы. Точки на графике предс%
тавляют собой средние значения ± стандартные ошибки.
Символы * и ** обозначают статистически значимые раз%
личия с группой контроль, р < 0,05 и р < 0,01 соответствен%
но; символ # – статистически значимое различие с груп%
пой контроль 2, р < 0,05
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На графике представлены средние значения (n = 5 для
каждой группы). Символ * обозначает статистически зна%
чимое различие с группой контроль, р < 0,05; символ # – с
группой контроль 2, р < 0,05
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содержания белков и углеводов. На 15%й день
эксперимента безжировая компонента массы
тела была восстановлена.

Динамика изменений метаболизма мышей.
Поглощение кислорода является основным ме%
таболическим параметром, отражающим ско%
рость метаболизма и энергозатраты. Ночью мы%
ши активны и потребляют много кислорода,
тогда как в дневные периоды они в основном
спят и поглощают гораздо меньше кислорода. За
скорость метаболизма в покое была принята ми%
нимальная, стабильная в течение 10–15 мин,
скорость поглощения кислорода в течение дня.
Скорость метаболизма в покое не различалась
между тремя группами мышей в первые два дня
эксперимента (данные не приведены).

Дыхательный коэффициент (ДК) также яв%
ляется важным метаболическим параметром,
значения которого зависят от используемого в
данный момент источника энергии (белки, жи%
ры или углеводы). ДК рассчитывается как отно%
шение скорости выделения углекислого газа к
скорости поглощения кислорода. По определе%
нию теоретические значения ДК могут изме%
няться между 1 (исключительное использование
углеводов) и 0,7 (исключительное использова%
ние жиров). Средние значения ДК в ночные и
дневные периоды представлены на рис. 4. Зна%
чения ДК у контрольных мышей типичны для
высокожировой диеты (0,8–0,85 в независимос%
ти от времени суток). ДК мышей с ограничен%
ным питанием не отличался от ДК контрольных
мышей в первый день эксперимента. Только в
конце вторых суток, когда суточный рацион был
несколько уменьшен, ДК мышей с ограничен%
ным питанием снизился. Примечательно, что
назначение C4R1 сопровождалось уменьшением
ДК уже через несколько часов после начала экс%
перимента. Разница с группой ограниченного
питания стала статистически значимой уже в
первый день, когда потребление еды было еще
нормальным. Эти данные хорошо соотносятся с
более существенной потерей веса эксперимен%
тальными мышами в этот период времени
(рис. 2, б) и, вероятно, важны для понимания
эффектов C4R1, не зависящих от количества
потребляемой еды.

На седьмой день, когда потребление пищи
экспериментальными мышами стабилизирова%
лось на минимальном уровне, и масса тела про%
должала снижаться, мыши были в очередной раз
помещены в метаболические камеры на 24 ч.
Поглощение кислорода экспериментальными
животными было практически все время выше,
чем мышами с попарно ограниченным питани%
ем (данные не приведены). Скорость метабо%
лизма в покое была значительно ниже во второй

контрольной группе (с ограниченным питани%
ем), чем в первой (рис. 5, а), что, вероятно, объ%
ясняется низким потреблением пищи. Однако
скорость метаболизма в покое у эксперимен%
тальных мышей была на 23% выше, чем у мы%
шей с ограниченным питанием, несмотря на
одинаковое потребление пищи, и была такой
же, как у контрольных животных.

Энергозатраты могут быть рассчитаны на ос%
нове газообмена, они пропорциональны объему
поглощенного кислорода. Но поскольку коли%

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  5  2015

741

Рис. 5. Cкорость метаболизма в покое (а) и энергозатраты
(б) в течение седьмого дня эксперимента. а – скорость ме%
таболизма в покое, рассчитанная для каждой мыши как
минимальная стабильная в течение 10–15 мин скорость
поглощения кислорода. Представлены средние значения в
каждой группе ± стандартные ошибки (n = 5 для каждой
группы); б – затраты энергии, рассчитанные с помощью
уравнения Вейра и нормализованные на массу безжировой
компоненты тела. На рисунке представлены средние зна%
чения ± стандартные ошибки в ночной и дневной период
(n = 5 для каждой группы). Символы * и ** обозначают ста%
тистически значимые различия с группой контроль, сим%
волы # и ## – различия с группой контроль 2, р < 0,05
(один символ) и р < 0,01 (два символа)
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чество кислорода, необходимое для сжигания
различных источников энергии (жиров, белков,
углеводов), не строго пропорционально высво%
бождающейся при этом энергии, или, другими
словами, поскольку энергетический эквивалент
кислорода зависит от типа окисляемого субстра%
та, поглощение кислорода должно быть откор%
ректировано на ДК или выделение углекислого
газа. В данном исследовании мы вычисляли
энергозатраты с помощью уравнения Вейра и
нормализовывали их на массу безжировой ком%
поненты тела, которая является метаболически
более активной. Энергозатраты были выше у
мышей, принимающих C4R1, чем у мышей вто%
рой контрольной группы с попарно ограничен%
ным питанием (рис. 5, б).

На 15%й день эксперимента, когда потребле%
ние пищи было полностью восстановлено, и
масса тела начала увеличиваться, мыши были
помещены в метаболические камеры на 24 ч. На
этом этапе скорость метаболизма в покое была
одинаковой во всех группах мышей (данные не
приведены). Значения ДК у экспериментальных
мышей и мышей с ограниченным питанием
возвратились к контрольному уровню (данные
не приведены).

Эффекты ДНФ на метаболические параметры
мышей. Второй целью данного исследования бы%
ло сравнение эффектов C4R1 с эффектами клас%
сического разобщителя ДНФ. ДНФ был раство%
рен в питьевой воде подобно C4R1. Фактическая
доза ДНФ, рассчитанная на основе потребления
воды, составила 27 мкмоль/кг в сутки. Прием

ДНФ в этой дозе в течение восьми дней не пов%
лиял ни на потребление воды или пищи, ни на
массу тела (данные не приведены) и скорость
метаболизма в покое (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы показали, что новый ка%
тионный митохондриальный разобщитель С4R1
эффективен для снижения массы тела у мышей,
страдающих ожирением. Попытка экстраполи%
ровать полученные результаты на человека зат%
руднена из%за значительных различий в термо%
регуляции и метаболизме между этими двумя
видами млекопитающих. Одной из основных
проблем использования мышей в эксперимен%
тах по изучению ожирения является существен%
ное повышение их метаболизма в ответ на даже
относительно небольшое падение окружающей
температуры. Подобное дополнительное тепло%
образование может маскировать эффекты ис%
следуемых препаратов, действие которых нап%
равлено на ускорение метаболизма и борьбу с
ожирением [22, 23]. Данная проблема была про%
демонстрирована в ряде работ [8, 10, 24], где эф%
фекты ДНФ и белка%разобщителя 1 (UCP1) изу%
чались на мышах, содержащихся или в термо%
нейтральных условиях (при 30°), или в «стандарт%
ных» для вивариев условиях (при 22°). Положи%
тельные эффекты ДНФ и UCP1 на ожирение
мышей были выявлены только в термонейт%
ральных условиях [8, 10, 24]. Таким образом,
температура окружающей среды должна прини%
маться во внимание при исследовании препара%
тов, нацеленных на борьбу с ожирением и уве%
личение энергозатрат. Эксперименты в нашей
работе по изучению С4R1 были проведены в тех
условиях, в которых метаболизм человека мак%
симально полно может быть воспроизведен на
мышах, а именно при термонейтральных 30° и
диете с высоким содержанием жиров и сахаров,
идентичной по калорийности западной диете,
предрасполагающей к ожирению. Это позволяет
предположить, что обнаруженные нами на стра%
дающих ожирением мышах эффекты С4R1 будут
выявлены и у человека.

Нами обнаружены два эффекта С4R1. Во%
первых, препарат вызвал уменьшение потребле%
ния пищи, а во%вторых, ускорение метаболизма
в покое. Подобное сочетание двух механизмов
действия представляется весьма полезным свой%
ством С4R1. Убедительно показано, что полите%
рапия ожирения (т.е. лечение, воздействующее
одновременно на несколько механизмов патоге%
неза) приводит к лучшим результатам, чем од%
нонаправленная монотерапия [2]. Подобно
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Рис. 6. Эффект ДНФ на скорость метаболизма в покое. Ско%
рость метаболизма в покое была рассчитана на седьмой день
приема препарата, как на рис. 5, а. Представлены средние
значения в каждой группе ± стандартные ошибки (n = 5
для каждой группы). Доза ДНФ составила 27 мкмоль/кг в
сутки

0,8

0,6

П
о

гл
о

щ
е

н
и

е
 к

и
с

л
о

р
о

д
а

, 
м

л
/м

и
н

1,0

контроль 1

контроль 2

препарат

0,4

0,2



ДЕЙСТВИЕ РАЗОБЩИТЕЛЯ C4R1 НА МЕТАБОЛИЗМ МЫШЕЙ

С4R1 двумя механизмами действия (уменьше%
нием энергопотребления и увеличением энерго%
затрат) обладает один из самых востребованных
в последние годы препарат сибутрамин, инги%
битор обратного захвата моноаминов (норадре%
налина и серотонина) [28, 29].

Потери веса и жировой компоненты массы
тела, вызванные С4R1, на разных этапах экспе%
римента на 25–50% объяснялись сниженным
потреблением пищи (вычислялось при сравне%
нии с группой попарно ограниченного кормле%
ния). В качестве механизмов снижения потреб%
ления пищи можно предположить, что С4R1
действует непосредственно на центры насыще%
ния в гипоталамусе или влияет на образование
(или на функционирование) гормоноподобных
пептидов, влияющих на аппетит. Во многих
фундаментальных исследованиях (см. обзор
Халфорд с соавт. [30]) был обнаружен целый ряд
сигнальных молекул, образующихся в кишечни%
ке (грелин, глюкагонопептидный гормон 1, глю%
козозависимый инсулинотропный полипептид,
оксинтомодулин, пептид YY), или поджелудоч%
ной железе (инсулин и амилин), или жировой
ткани (лептин и адипонектин) и действующих
на центры насыщения в гипоталамусе.

С4R1 увеличивал скорость метаболизма в по%
кое по сравнению с группой попарного кормле%
ния. Механизмом, с помощью которого С4R1
увеличивает скорость метаболизма в покое, ве%
роятно, является митохондриальное разобще%
ние. Разобщающая способность С4R1 была про%
демонстрирована в экспериментах in vitro на вы%
деленных митохондриях печени [20]. Авторы
предположили, что эффект С4R1 опосредован
взаимодействием с транспортными белками
внутримитохондриальной мембраны [20]. Мно%
гие транспортные белки обладают разобщаю%
щей способностью при определенных условиях
[31–33]. Максимально выражена разобщающая
способность у транспортного белка UCP1 в ми%
тохондриях бурого жира [34]. Ранее нами было
показано, что разобщение, вызываемое UCP1, в
3 раза превышает разобщение, опосредованное
всей совокупностью других транспортных бел%
ков [35, 36]. Представляется интересным изу%
чить возможность взаимодействия C4R1 с UCP1
в митохондриях бурого жира. Бурый жир и не%
давно открытые буроподобные жировые клетки
в белом жире (так называемые brite/beige) явля%
ются наиболее значительной теплообразующей
и метаболически активной (за счет UCP1) сис%
темой [37–39]. На возможность избирательной
активации UCP1 посредством C4R1 указывает
тот факт, что С4R1 быстро начал стимулировать
окисление жиров у мышей независимо от эф%
фекта снижения потребления пищи (наблюдае%

мое нами уменьшение дыхательного коэффици%
ента уже через несколько часов после начала
эксперимента, см. рис. 4). Хорошо известно, что
в буром жире эволюцией была создана наиболее
эффективная система для окисления жиров.

Примечательно, что классический анион%
ный разобщитель ДНФ в дозе 27 мкмоль/кг в
сутки не вызывал ускорение метаболизма мы%
шей. Наши результаты согласуются с данными,
полученными при изучении дозозависимых эф%
фектов ДНФ [10]: только доза в 19 раз выше, чем
доза, используемая нами, снижала массу тела
мышей и ее жировой компоненты и повышала
суммарные энергозатраты [10]. Разница между
эффективными in vivo дозами C4R1 и ДНФ сог%
ласуется с разницей между эффективными кон%
центрациями этих разобщителей в эксперимен%
тах на изолированных митохондриях [20, 27].

Интересно, что в работе Калдейра да Силва с
соавт. [11] чрезвычайно низкие дозы ДНФ (в
50–170 раз ниже, чем доза, используемая нами,
и в 1000 раз ниже, чем дозы, используемые в ра%
ботах Шлаговски с соавт. [9] и Голдгоф с соавт.
[10]) эффективно снижали массу тела и улучша%
ли симптомы метаболического синдрома. Авто%
ры объяснили свои результаты разобщением
окислительного фосфорилирования [11], одна%
ко убедительно это не доказали: ни скорость ме%
таболизма в покое, ни характеристики разобще%
ния митохондрий (олигомицин%нечувствительное
дыхание в пересчете на количество митохондри%
ального белка) не были измерены. В качестве
альтернативного объяснения можно, например,
предположить действие ДНФ на микробиоту
кишечника при длительном приеме препарата.

Наш эксперимент с двухэтапным назначе%
нием С4R1 (в общей сложности в течение 30
дней) не выявил никаких видимых токсических
эффектов препарата. Поведение мышей было
нормальным даже при исходной высокой дозе
разобщителя, существенно понизившей потреб%
ление пищи. Интересно, что через девять дней
после начала эксперимента потребление пищи
и вес тела начали спонтанно возрастать на фоне
назначения препарата. Самопроизвольный
возврат к нормальному потреблению пищи ука%
зывает на отсутствие токсического действия
С4R1 на пищеварительный тракт. Тот факт, что
все выявленные эффекты С4R1 (на массу тела,
потребление пищи, скорость метаболизма, ДК)
были временными и начинали спонтанно вос%
станавливаться на 9–15%й день назначения пре%
парата, представляется крайне интересным, но
малоизученным. Повторный эксперимент с
С4R1 через шесть дней после перерыва привел к
похожим результатам (снижение потребления
пищи и массы тела). Это дает основание ис%
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пользовать препарат не постоянно, а короткими
курсами по несколько дней.

Таким образом, катионный разобщитель
C4R1 может быть новой ступенькой к созданию
эффективного и безопасного лекарства против
ожирения.
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Obesity is associated with premature mortality, impaired quality of life, and large healthcare costs. However, treatment
options remain quite limited. Here we studied potential anti%obesity effects of a novel cationic mitochondrial uncou%
pler, C4R1 (derivative of rhodamine 19) in C57Bl/6 mice. Obesity was induced by long%term (eight weeks) high fat
diet feeding at thermoneutrality. The treated group of mice received consecutively two doses C4R1 in drinking water
(30 μmol/kg/day and 12–14 μmol/kg/day) during 30 days. Effects of C4R1 were dose%dependent. After six days of
C4R1 treatment in dose 30 μmol/kg/day, food intake was reduced by 68%, body weight by 19%, and fat mass by 21%.
Loss of body weight was explained partly by reduced food intake and partly by increased metabolism likely resulting
from uncoupling. Body fat reduction upon C4R1 treatment was associated with improved lipid utilization estimated
from decrease in respiratory quotient to the minimal level (0.7). Interestingly, the classical uncoupler 2,4%dinitrophe%
nol in similar dose (27 μmol/kg/day) did not have any effect. Our results are relevant to the search for substances
causing mild uncoupling of mitochondria, which could be a promising therapeutic strategy to treat obesity.
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