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Аннотация. В работе рассматривается влияние растительного тритерпеноида бетулина и его 
производного бетулоновой кислоты на митохондрии печени крыс. Установлено, что бетулоновая 
кислота и, в меньшей степени, бетулин активируют митохондриальное дыхание в состояниях 2 и 4 
и ингибируют дыхание, стимулированное ADP и ДНФ. В этом случае эффект бетулоновой кислоты 
приводит к значительному снижению дыхательного контроля и коэффициента АДФ/О, а также к 
снижению мембранного потенциала. Эффекты обоих соединений были наиболее выражены в 
случае использования сукцината как субстрата дыхания. Установлено, что действие указанных 
агентов на функциональные показатели органелл обусловлено как протонофорным эффектом 
бетулоновой кислоты, так и ингибированием комплексов дыхательной цепи обоими соединениями. 
Оба агента также достоверно усиливали генерацию H2O2 в митохондриях, окисляющих сукцинат, в 
то время как бетулоновая кислота оказывала антиоксидантное действие в присутствии НАД-
зависимых субстратов. Было также обнаружено, что бетулин индуцирует митохондриальную 
агрегацию. Бетулоновая кислота гораздо менее эффективно индуцировала агрегацию митохондрий. 
Обсуждаются возможные механизмы влияния бетулина и бетулоновой кислоты на 
функционирование митохондрий печени крысы. 
Ключевые слова: бетулин, бетулоновая кислота, митохондрии, ингибирование, агрегация.  

 
Поиск новых высокоэффективных препаратов является одной из актуальных задач современной биологии 

и медицины. К соединениям, сочетающим доступность и ценную биологическую активность, относятся вещества 
растительного происхождения, в том числе тритерпеноиды различной структуры [1,2]. Наиболее перспективные 
соединения включают в себя тритерпеноиды ряда лупана, в частности бетулин и его производные. В настоящее 
время считается, что бетулин и его производные обладают противовирусными (проявляют активность против 
ВИЧ, вируса герпеса и вируса Эпштейна-Барра), противовоспалительными, антиоксидантными и другими 
свойствами [3-5]. Неудивительно, что создание препаратов на основе бетулина и его производных является 
рассматривается как перспективное направление фармакологии и медицины. 

 Известно, что бетулин и его производные бетулоновая и бетулиновая кислоты проявляют выраженные 
цитотоксические свойства, включая ингибирующую активность в отношении различных линий раковых клеток 
[6-8]. Учитывая гидрофобную природу этих агентов, неудивительно, что их основными клеточными мишенями 
являются мембранные структуры, в частности митохондриальные мембраны. Эти органеллы играют 
центральную роль в энергетическом метаболизме, а также участвуют в запуске внутреннего пути клеточной 
гибели путем апоптоза [9]. Ключевую роль в митохондриальной дисфункции при этих патологиях играет 
открытие митохондриальной MPT поры, что приводит к деполяризации органелл, набуханию матрикса, 
нарушению синтеза АТP и выделению проапоптотических белков из межмембранного пространства, таких как, 
например, цитохром с [9,10]. Ранее было показано, что бетулин и его производные способны вызывать 
окислительный стресс в митохондриях, что сопровождается открытием МРТ поры, выделением цитохрома с в 
цитоплазму с последующей активацией каспаз и инициированием гибели клеток по пути некроза или апоптоза 
[11,12]. Предполагается, что митохондриально-направленные эффекты лежат в основе цитотоксического 
действия этих соединений. 

Следует отметить, что, несмотря на значительный прогресс в этой области, результаты изучения влияния 
бетулина и его производных на функционирование митохондрий и проницаемость их мембран фрагментарны и 
скорее демонстрируют долгосрочные последствия (снижение Δψ , индукция апоптоза) без раскрытия каких-либо 
молекулярных мишеней и механизмов действия. Поэтому в настоящей работе нами изучены митохондриально-
направленные эффекты тритерпеноидов лупанового ряда: бетулина и бетулоновой кислоты. 

Эксперименты проводили на митохондриях печени лабораторных крыс, которые выделяли общепринятым 
методом дифференциального центрифугирования [13]. При исследовании окислительного фосфорилирования 
дыхание митохондрий регистрировали полярографическим методом с помощью cистемs Oxygraph Plus 
(Hansatech Instruments). Применяли следующие показатели дыхания и окислительного фосфорилирования: 
состояние 2 – скорость дыхания митохондрий в присутствии неорганического фосфата (Фн)  до добавления АDP; 
состояние 3 – скорость дыхания митохондрий в присутствии Фн и АDP; состояние 4 – скорость дыхания 
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митохондрий в присутствии Фн после того, как весь добавленный АDP был израсходован в процессе синтеза АТФ 
(состояние 4 по Чансу); состояние 3UДНФ – максимальная скорость дыхания в присутствии протонофорного 
разобщителя 2,4-динитрофенола. RC – отношение скоростей дыхания органелл в состояниях 3 и 4 (дыхательный 
контроль по Чансу); ADP/O – стехиометрический коэффициент, показывающий эффективность окислительного 
фосфорилирования. Значение коэффициента ADP/O определяли пульсовым методом [14]. Разность 
электрических потенциалов (Δψ) на внутренней мембране митохондрий оценивали по распределению катиона 
тетрафенилфосфония через внутреннюю мембрану, концентрацию которого регистрировали с помощью ТФФ+-
чувствительного электрода. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий оценивали 
спектрофотометрически. Скорость образования Н2О2 суспензией митохондрий измерялась с помощью 
флуоресцентного индикатора Amplex Red. Агрегацию органелл оценивали с помощью метода конфокальной 
микроскопии.  

Влияние бетулина и бетулоновой кислоты на функциональное состояние митохондрий печени крыс 
оценивали по скорости митохондриального дыхания в присутствии глутамат/малата (субстраты комплекса I 
дыхательной цепи) или сукцината (субстрат комплекса II) в присутствии ротенона. Как видно из таблиц 1 и 2,  
10 и 50 мкМ бетулина оказывали незначительное влияние (изменение менее чем на 10-15%) как на сукцинат-, так 
и на глутамат/малат-зависимое дыхание органелл во всех функциональных состояниях, не влияя на параметр 
дыхательного контроля и эффективность синтеза АTP. В то же время 5 мкМ бетулоновой кислоты уже было 
достаточно для активации сукцинат-зависимого дыхания органелл в состояниях 2 и 4 (на 57 и 52% 
соответственно) и для подавления дыхания в состояниях 3 и 3UДНФ (на 16 и 8% соответственно) (не показано). 
При этом показатель дыхательного контроля снизился на 46%. Отношение ADP/O также обнаружило тенденцию 
к снижению. При использовании НАД-зависимых субстратов (2,5 мМ глутамата и 2,5 мМ малата) эффекты 
бетулоновой кислоты демонстрируют одинаковый тренд (табл. 2). Однако в этом случае они немного менее 
выражены – 20 мкМ бетулоновой кислоты вызывает снижение RC и ADP/O на 43 и 16% соответственно. 

Таблица 1. Влияние бетулина и бетулоновой кислоты на сукцинат-зависимое дыхание 
митохондрий печени крысы 

Добавки Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ RC ADP/O 

нмоль O2 ∗ мин−1 ∗ мг−1 белка отн. ед. 
Контроль 12,28±0,27 67,37±0,43 15,40±0,42 72,7±0,54 4,41±0,19 1,93±0,05 

Бетулин 
10 мкМ 12,53±0,21 68,96±0,41 15,54±0,19 73,11±0,18 4,45±0,10 1,95±0,01 

50 мкМ 13,73±0,14* 70,30±0,05* 17,01±0,04* 69,12±0,09* 4,13±0,09 1,87±0,02 
Бетулоновая кислота 

10 мкМ 23,89±0,75* 55,07±0,01* 27,71±0,52* 63,67±0,52* 1,99±0,15* 1,39±0,11* 

20 мкМ 26,73±0,02* 44,94±0,07* 35,56±1,00* 49,10±1,10* 1,28±0,21* 1,15±0,06* 
Примечание. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n=3). *Разница между 
контролем (без добавок) и экспериментом (в присутствии бетулина или бетулоновой кислоты) 
является статистически значимой (p < 0.05, t-тест). 

Таблица 2. Влияние бетулина и бетулоновой кислоты на глутамат/малат-зависимое дыхание 
митохондрий печени крысы 

Добавки Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ RC ADP/O 

нмоль O2 ∗ мин−1 ∗ мг−1 белка отн. ед. 
Контроль 5,46±0,15 32,82±0,98 8,73±0,21 32,96±1,71 3,77±0,08 2,68±0,03 

Бетулин 
10 мкМ 4,95±0,16 32,15±0,86 8,54±0,28 30,60±0,45 3,78±0,05 2,70±0,05 

50 мкМ 5,66±0,11 31,28±0,82 9,14±0,03 27,36±0,83* 3,35±0,18 2,60±0,08 
Бетулоновая кислота 

10 мкМ 5,40±0,18 26,33±0,43* 9,92±0,08* 26,34±0,71* 2,66±0,04* 2,42±0,06* 

20 мкМ 6,36±0,11* 23,52±0,40* 10,98±0,09* 23,70±0,22* 2,15±0,08* 2,24±0,06* 
Примечание. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n=3). *Разница между 
контролем (без добавок) и экспериментом (в присутствии бетулина или бетулоновой кислоты) 
является статистически значимой (p < 0.05, t-тест). 
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Рисунок 1. Кинетика (A) и скорость (B) набухания митохондрий печени крыс в NH4NO3 среде, 
индуцированного 20 мкМ бетулина (кривая 2), 20 мкМ бетулоновой кислотой (кривая 3) и 25 нМ FCCP (кривая 
4). Кривая 1 – контроль (без добавок). На диаграммах приведены средние значения ± стандартная ошибка 
среднего (n = 3). *Разница между контролем (без добавок) и экспериментом (с тестируемыми агентами) 
является статистически значимой (p < 0,05, t-тест) 

Наблюдаемое увеличение скорости дыхания митохондрий в состояниях 2 и 4 в присутствии тритерпеноидов 
может свидетельствовать о возможном протонофорном эффекте изучаемых соединений. Этот эффект может быть 
связан с повышенной проницаемостью митохондриальной мембраны для H+, индуцированной этими 
соединениями. Действительно, можно видеть, что бетулоновая кислота, подобно классическому 
протонофорному разобщителю FCCP, вызывает набухание митохондрий в изоосмотическом растворе NH4NO3, 
что может указывать на способность этого агента увеличивать протонную проводимость митохондриальной 
мембраны. В то же время бетулин практически неэффективен (рис. 2). 

Эти данные также подтверждены при измерении мембранного потенциала органелл в присутствии этих 
агентов. Установлено, что бетулоновая кислота (но не бетулин) дозозависимо индуцирует падение мембранного 
потенциала органелл (не показано). При этом эффект бетулоновой кислоты более выражен на митохондриях, 
окисляющих сукцинат. 

Для дальнейшего выяснения того, что лежит в основе влияния исследуемых соединений на 
митохондриальное дыхание, мы исследовали их влияние на активность комплексов дыхательной цепи органелл 
(таблица 3). Видно, что 20 мкМ бетулина не влияет на активность комплексов I, II, III и IV. В то же время бетулин 
ингибировал совокупную активность комплексов II+III на 10%. 20 мкМ Бетулоновая кислота также не влияла на 
активность комплекса I и комплекса II, но значительно ингибировала активность комплексов III и IV (на 25 и 
22% соответственно). Ингибирующий эффект бетулоновой кислоты был особенно очевиден при оценке 
совокупной активности комплексов II+III (ингибирование на 86%). 

Ранее было показано, что бетулин и бетулоновая кислота вызывают развитие окислительного стресса в 
раковых клетках и в то же время не влияют на генерацию АФК в нормальных клетках [5,15]. В настоящей работе 
мы также исследовали влияние различных концентраций бетулина и бетулоновой кислоты на скорость 
образования H2O2 митохондриями печени крыс (рис. 2). Установлено, что при концентрациях 10–20 мкМ бетулин 
и бетулоновая кислота одинаково увеличивают скорость генерации H2O2 митохондриями, окисляющими 
сукцинат (рис. 2А). В случае НАД-зависимых субстратов бетулин не влиял на образование перекиси водорода 
(рис. 2Б). В этом случае бетулоновая кислота проявляла слабый антиоксидантный эффект, снижая образование 
H2O2 митохондриями печени крыс. 

 
Таблица 3. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий печени крыс в присутствии 20 
мкМ бетулина или бетулоновой кислоты (в % от контроля) 

Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV Комплекс I+III Комплекс II+III 
Бетулин 

98,1 ± 3,2 102,6 ± 2,0 95,2 ± 3,1 98,1 ± 0,6* 100,5 ± 1,8 90,1 ± 0,6* 
Бетулоновая кислота 

103,7 ± 4,8 106,8 ± 8,6 75,2 ± 5,0* 78,7 ± 0,5* 103,0 ± 2,3 14,0 ± 1,7* 
Примечание. Активность комплексов в отсутствие добавок принята за 100%. Приведены средние значения 

± ошибка среднего (n=3). *Разница между контролем (без добавок) и экспериментом (в присутствии бетулина 
или бетулоновой кислоты) является статистически значимой (p < 0,05, t-тест). 
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Рисунок 2. Влияние бетулина (A) и бетулоновой кислоты (Б) на скорость генерации H2O2 митохондриями 
печени крыс. В качестве субстратов для дыхания использовали 2,5 мМ глутамат + 2,5 мМ малат (А) или 5 мМ 
сукцинат + 1 мкМ ротенон (Б). Приведены средние значения ± ошибка среднего (n = 4). * *Разница между 
контролем (без добавок) и экспериментом (в присутствии бетулина или бетулоновой кислоты) является 
статистически значимой (p < 0,05, t-тест) 

 
Рисунок 3. Митохондрии печени крыс в отсутствии (А) и в присутствии 50 мкМ бетулина (Б). Шкала – 10 мкм 

Кроме того, нами установлено, что бетулин способен активно влиять на поверхностные свойства мембран 
митохондрий. Показано, что внесение бетулина к суспензии органелл приводит к их агрегации и может 
сопровождаться пермеабилизацией их мембран (рис. 3). В этом случае бетулоновая кислота была гораздо менее 
эффективна (не показано). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что бетулин и бетулоновая кислота способны оказывать 
существенное влияние на функционирование митохондрий. В основе эффектов этих тритерпеноидов может 
лежать ингибирование активности комплексов дыхательной цепи митохондрий, а также протонофорное 
действие. Кроме того, бетулин способен активно индуцировать агрегацию мембран органелл. Это стоит 
учитывать при разработке новых высокоэффективных лекарственных агентов на основе природных 
тритерпеноидов лупанового ряда. 
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LUPANE TRITERPENOIDS AS MODULATORS OF FUNCTIONAL ACTIVITY OF RAT LIVER 
MITOCHONDRIA 
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Abstract. The effect of plant triterpenoid betulin and its derivative betulonic acid on rat mitochondria is 
considered. It was found that betulonic acid and, to a lesser extent, betulin activate mitochondrial respiration 
in states 2 and 4 and inhibit respiration stimulated by ADP and DNP. In this case, the effect of betulonic 
acid leads to a significant decrease in respiratory control and the ADP/O coefficient, as well as to a decrease 
in membrane potential. The effects of both compounds were most pronounced when succinate was used as 
a respiratory substrate. It was established that the effect of these agents on the functional parameters of 
organelles is due to both the protonophore effect of betulonic acid and the inhibition of respiratory chain 
complexes by both compounds. Both agents also significantly enhanced the generation of H2O2 in succinate 
oxidizing mitochondria, while betulonic acid exerted an antioxidant effect in the presence of NAD-
dependent substrates. It was also found that betulin induces mitochondrial aggregation. Betulonic acid was 
much less effective in this case. Possible mechanisms of the effect of betulin and betulonic acid on the 
functioning of rat liver mitochondria are discussed. 
Key words: betulin, betulonic acid, mitochondria, inhibition, aggregation. 
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