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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА ВЫДЕЛЕНИЯ  
МИКРОСОМАЛЬНОЙ ФРАКЦИИ ПЕЧЕНИ КРЫС 
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В ходе исследования оптимизирован экспериментальный протокол получения микросомальной фракции гепато-
цитов крысы. Для подтверждения пригодности методики в рамках изучения метаболизма лекарственных средств 
in vitro была проведена оценка дыхательной активности микросом флуориметрическим методом. 
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ISOLATION OF MICROSOMES FROM RAT LIVER: AN OPTIMIZATION PROTOCOL  

The current study was undertaken to optimize the experimental protocol of the rat liver microsome isolation. To verify 
the feasibility of the method, we evaluated respiratory chain activity of microsomes using a fluorometric method. 
We conclude that the optimized protocol can be used at the initial stage of in vitro drug metabolism studies. 
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Микросомальное окисление осуществля-

ется ферментными системами, локализован-

ными преимущественно в эндоплазматическом 

ретикулуме клеток печени и других тканей. При 
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гомогенизации и ультрацентрифугировании 

тканей эндоплазматический ретикулум распа-

дается на отдельные мелкие замкнутые везику-

лы – микросомы [2, 7]. Механизм микросомаль-

ного окисления отличается от митохондриально-

го  тем, что в нем кислород используется не 

в биоэнергетических, а в пластических целях. 

Ферменты микросом способны использовать 

кислород для частичного окисления специфиче-

ских органических соединений: стероидных гор-

монов, холестерина и других гидрофобных мо-

лекул [1, 3, 6].  

В результате молекулы потенциально ток-

сичного (как правило, гидрофобного) вещества 

в процессе гидроксилирования в микросомах 

становятся более полярными, легче гидрати-

руются водой и выводятся из организма. 

Методы выделения микросом основаны на 

разной скорости осаждения субклеточных 

структур печени при центрифугировании в за-

висимости от их размера и плотности [5]. Обя-

зательным условием является обработка ткани 

печени раствором хлорида кальция, для 

уменьшения фактора осаждения микросом, вы-

зывающим их преципитацию. 

Выделение микросомальной фракции пе-

чени используется для изучения дыхательной 

функции в норме и при патологии, а также для 

изучения путей биотрансформации ксенобиоти-

ков, в частности,  метаболизма лекарственных 

средств. 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ 

Оптимизировать протокол получения мик-

росомальной фракции печени крысы с после-

дующей флуориметрической детекцией дыха-

тельной активности полученных субклеточных 

структур. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование выполнено на 4 крысах-

самках линии «Вистар» массой 250–350 г, со-

державшихся в виварии НИИ фармакологии 

ВолгГМУ на стандартном водно-зерновом ра-

ционе. 

Стандартный протокол выделения микро-

сомальных фракций печени крыс требовал 

предварительной эвтаназии животных методом 

декапитации, после которой печень животного 

извлекали, отмывали от крови 1,5 % раствором 

калия хлорида из шприца, обсушивали её 

фильтровальной бумагой и помещали в чашку 

Петри, стоящую на льду. Затем 0,5 г ткани из-

мельчали и переносили в пробирки для гомоге-

низатора, куда предварительно наливалось 

1,5 мл охлажденного 1,5 % раствора калия хло-

рида. Пробирки помещали в гомогенизатор на 

средней скорости (1000 об./мин). Затем гомоге-

нат центрифугировали при 10 000 g в течение 

20 мин. Надосадочную жидкость сливали 

в микроцентрифужные пробирки. К супернатан-

ту добавляли 0,04 М раствора кальция хлорида 

в соотношении 1:5 по объему и пипетировали. 

Центрифугировали полученный раствор при 

3 000 g в течение 15 мин. Полученный суперна-

тант сливали, а к осадку, содержащему обога-

щенную фракцию микросом, добавляли 3 мл 

0,1 М раствора с рН 7,4 трис-буфера и пипети-

ровали. Таким образом была получена взвесь 

микросом [4, 7]. 

Оптимизация методики включала проведе-

ние перфузии печени перед её диспергировани-

ем. Для этого брюшную полость наркотизирован-

ного животного (хлоралгидрат, 400 мг/кг, в/б) 

вскрывали срединным разрезом и осторожно 

перемещали внутренности вправо за пределы 

брюшной полости. В воротную вену вводился 

катетер диаметром 0,8 мм, соединенный сили-

коновой трубкой с перфузионным перистальти-

ческим насосом [8]. Перфузию печени произво-

дили раствором Рингера со скоростью 

6 мл/мин. О корректности катетеризации свиде-

тельствовало набухание и осветление печени; 

после этого для обеспечения оттока жидкости 

производился разрез нижней полой вены и 

вставлялся дренаж, а скорость перфузии уве-

личивали до 11 мл/мин. После того, как печень 

становилась максимально бледной, она извле-

калась. Объем затраченного перфузата со-

ставлял 200–300 мл. Извлеченную печень из-

мельчали и сразу помещали в пробирки для 

гомогенизации. Проведение следующих этапов 

не отличалось от стандартного протокола, опи-

санного выше. 

Для подтверждения получения фракций 

микросом проводили оценку дыхательной ак-

тивности флуориметрическим методом, осно-

ванным на добавлении к фракции 0,1 мМ рас-

твора НАДФН или 0,1 мМ раствора НAДН и реги-

страции падения их флуоресценции в процессе 

окисления препаратами микросом. Уровень 

флуоресценции измеряли в мультимодальном 

ридере Zenyth 1100/3100.  

Статистическая обработка результатов про-

изводилась в программах GraphPad Prism 5.0 и 

Statistica 8.0. Для проверки нормальности рас-

пределения показателей использовали крите-

рий Шапиро-Уилка. Распределение показателя 

считали нормальным при уровне значимости 

р ˃ 0,05. Для количественной характеристики 

показателей использовали среднее арифмети-

ческое  значение и среднеквадратическое от-

клонение. Для анализа различий динамики 

флуоресценции проводился двухфакторный 

дисперсионный анализ с пост-хок тестом Нью-

мена-Кеулса. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В ходе проведенных исследований была 

подтверждена адекватность получения  микро-

сомальных фракций обоими методами. Однако 

уровень флуоресценции при добавлении рас-

твора НАДФН к микросомальной фракции, по-

лученной модифицированным методом с пред-

варительной перфузией печени раствором 

Рингера, был достоверно выше, чем методом, 

не подразумевающим перфузию (см. рис.). 

При этом достоверные различия сохранялись 

на протяжении всего периода инкубации.  

Обнаруженные различия свидетельствуют 

о том, что концентрация микросом, полученных 

перфузионным методом, выше, а функции их 

ферментативных систем сохранены полнее. Это 

связано с тем, что раствор Рингера, которым 

производилась перфузия печени, содержит каль-

ция хлорид и приближен по составу к межклеточ-

ной жидкости, что обеспечивает максимальное 

сохранение метаболических свойств органелл, 

присущих им in vivo. Кроме того, раствор облада-

ет достаточной буферной емкостью (309 мосм/л), 

благодаря чему предотвращает сдвиг рН в кис-

лую сторону метаболитами во время перфузии.  
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Рис. Сравнительная динамика флуоресценции при различных способах получения микросомальных фракций 

Примечание: * – p < 0,05, *** – p < 0,001 (двухфакторный дисперсионный анализ с пост-хок тестом Нью-
мена-Кеулса). 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в результате проведенного 

исследования была оптимизирована методика 

получения микросомальной фракции печени 

крыс. Апробированный протокол может в даль-

нейшем применяться в рамках исследования 

метаболизма лекарственных средств in vitro как 

одного из обязательных этапов изучения их 

фармакокинетических характеристик. 
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