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АННОТАЦИЯ 
Обоснование. Циркадные ритмы функций и процессов в организме в норме строго согласованы
между собой и с факторами внешней среды, что обеспечивает поддержание функционирования
органов и систем на оптимальном уровне. В ранее проведённых исследованиях показано, что
темновая депривация и хроническая алкогольная интоксикация, действуя как по отдельности,
так и совместно, вызывают существенные нарушения в циркадном ритмостазе. Однако
исследований, посвящённых изучению циркадных ритмов органоидов гепатоцитов в
экспериментальных условиях, нами не обнаружено.
Цель исследования — изучение суточной динамики площади поперечного сечения
митохондрий гепатоцитов у крыс обоего пола в условиях темновой депривации, хронической
алкогольной интоксикации и совместного действия этих факторов.
Материалы и методы. Работа выполнена на 80 самцах и 80 самках крыс аутбредного стока
Вистар в возрасте 6 мес, разделённых на 4 группы каждого пола: 1-я группа содержалась при
фиксированном световом режиме; 2-я группа — в условиях темновой депривации 24 ч в сутки;
3-я группа — в тех же условиях, что и животные контрольной группы, но подвергалась 
хронической алкогольной интоксикации; 4-я группа — в условиях темновой депривации и
хронической алкогольной интоксикации. Длительность эксперимента составляла 3 нед.
Образцы печени после фиксации и проводки традиционными методами анализировали при
помощи просвечивающего электронного микроскопа. Для оценки митохондриального аппарата 
гепатоцитов применяли микроморфометрические методы. Построение графиков и
статистическую обработку результатов выполняли в программе GraphPad Prism v. 8.41.
Хронобиологическую обработку результатов осуществляли с использованием программы
CosinorEllipse2006-1.1.
Результаты. В гепатоцитах крыс экспериментальных групп обоего пола обнаружен циркадный
ритм площади поперечного сечения митохондрий со сходными параметрами. Темновая
депривация и хроническая алкогольная интоксикация, действуя как отдельно, так и совместно,
вызывают перестройку циркадных ритмов размеров митохондрий, в большей степени
выраженную у самцов.
Заключение. Проведённое исследование свидетельствует о том, что циркадный ритм размеров
митохондрий оказывается зависим от режима освещения и токсического действия этанола и его
метаболитов. Циркадный ритм размеров митохондрий гепатоцитов самок по сравнению с
самцами более устойчив к действию темновой депривации и алкогольной интоксикации.
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alcohol intoxication 
David A. Areshidze  
Avtsyn Research Institute of Human Morphology of Petrovsky National Research Centre of Surgery, 
Moscow, Russia 

ABSTRACT 
BACKGROUND: Circadian rhythms of functions and processes in the body are normally strictly 
coordinated with each other and with environmental factors, which ensures the maintenance of the 
functioning of the organs and systems of the body at an optimal level. However, we have not found any 
studies devoted to the study of circadian rhythms of hepatocyte organelles under experimental 
conditions. 
AIM: Study of the daily dynamics of the cross-sectional area of hepatocyte mitochondria in rats under 
conditions of dark deprivation, chronic alcohol intoxication and the combined effect of these factors. 
MATERIALS AND METHODS: The work was performed on 80 males and 80 females Wistar rats, 
divided into 4 groups of each sex: 1st group was kept under a fixed light regime; the 2nd group was kept 
under conditions of dark deprivation; the 3rd group was kept in the same conditions as the animals of 
the control group, but were subjected to chronic alcohol intoxication; 4th group was kept in conditions 
of dark deprivation and subjected to chronic alcohol intoxication. Liver samples, after fixation and 
wiring, were analyzed using a transmission electron microscope. Micromorphometric methods were 
used to assess the mitochondrial apparatus of hepatocytes.  
RESULTS: In hepatocytes of rats from experimental groups of both sexes, circadian rhythm of the 
cross-sectional area of mitochondria with similar parameters was detected. Dark deprivation and 
chronic alcohol intoxication, acting both separately and together, cause a restructuring of the 
mitochondrial size distribution, which is more pronounced in males. 
CONCLUSION: The study indicates that the circadian rhythm of mitochondrial size is dependent on 
the lighting regime and the toxic effect of ethanol and its metabolites. The size ranges of mitochondria 
in hepatocytes of females, compared to males, are more resistant to the effects of dark deprivation and 
alcohol intoxication. 
Keywords: hepatocyte; mitochondria; morphometry; circadian rhythm. 
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ОБОСНОВАНИЕ 
Одним из фундаментальных свойств живого является ритмичность протекания биологических 
процессов на разных уровнях организации [1, 2]. Среди множества биоритмов с различным 
периодом колебания наиболее важны для млекопитающих циркадианные (циркадные) ритмы 
(ЦР). Эти ритмы, связанные с периодической сменой дня и ночи, сформировались в процессе 
адаптации к условиям суточного светового цикла [3,4].  
К настоящему времени в организме млекопитающих охарактеризовано более 500 различных 
функций и процессов, протекающих в зависимости от циркадианных ритмов. ЦР функций и 
процессов в организме, отличающиеся друг от друга амплитудой и фазой, в норме строго 
согласованы между собой и с факторами внешней среды, что обеспечивает поддержание 
функционирования органов и систем организма на оптимальном уровне [5–8]. К настоящему 
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времени хорошо известно, что практически всем физиологическим процессам, обладающим 
циркадианной ритмичностью, свойственны половые различия [9, 10]. 
Циркадные ритмы организма млекопитающих могут проявлять автономность, что обусловлено 
наличием в клетках «часовых генов», образующих молекулярно-генетическое звено 
биологических часов. Оно включает в себя ген Bmal, работающий в паре с геном Clock, 
семейство генов Per (Per1, Per2, Per3) и гены Cry (Cry1, Cry2), кодирующие белки 
криптохромы, а также другие, обеспечивающими системе дополнительную надёжность [11–13]. 
Однако ЦР чаще всего модулируются влиянием факторов внешней и внутренней среды [14], что 
обеспечивает адаптацию организма. Чередование периодов света и темноты — наиболее 
важный регулятор разнообразных физиологических ритмов для млекопитающих, включая 
человека. Смена света и темноты оказывает влияние на период и амплитуду ЦР, экспрессию 
генов и согласование всего комплекса суточных ритмов между собой [15, 16]. 
К настоящему времени бóльшая часть исследователей считает основным водителем ЦР в 
многоосцилляторной системе млекопитающих парное супрахиазматическое ядро гипоталамуса 
(СХЯ) (англ. nucleus suprachiasmaticus). Ритмоорганизующая функция СХЯ модулируется извне 
датчиками времени, наиболее значимым из которых является свет. Важнейшим участником 
ансамбля, регулирующего структуру ЦР у млекопитающих, служит шишковидная железа. Эта 
железа связана с СХЯ, от которых она получает информацию об освещённости, от чего и 
зависит сама выработка ею мелатонина и её ритмичность [17]. 
К одним из наиболее значимых факторов дезорганизации биоритмов в современном мире 
относят нарушение режима света-темноты, в частности световое загрязнение (темновую 
депривацию) — воздействие света в ночное время, нарушающее эндогенный ЦР, а также 
подавляющее ночную секрецию мелатонина [18]. Последнее имеет следствием ускоренное 
старение, развитие онкологических и обменных патологий, а также заболеваний органов 
желудочно-кишечного тракта и сердечно-сосудистой системы [19, 20]. Ещё одним 
хронодеструктором является алкоголь, действие которого которое может проявиться как на 
уровне часовых генов, так и на иерархически более высоких уровнях системы регуляции 
циркадианной ритмичности организма млекопитающих [21, 22].  
Большая часть исследований, посвящённых изучению ЦР, рассматривает проявления суточной 
периодичности физиологических, биохимических, молекулярно-генетических процессов, и 
лишь небольшой ряд работ посвящён ЦР морфологических параметров, и уж совсем небольшая 
часть — изучению морфологических проявлений суточной ритмичности на клеточном и 
органоидном уровне в норме и при патологии. В частности, для клеточного ядра описаны 
суточная динамика полиплоидии, архитектуры хроматина, размеров самого ядра [23–25]. 
Обнаружены суточные ритмы количества и морфологических параметров митохондрий [26], 
эндоплазматической сети [27, 28] и лизосом [29]. 
Одной из традиционных моделей изучения биоритмов на органном и клеточном уровне 
является печень. В ранее проведённых исследованиях нами показано, что темновая депривация 
и хроническая алкогольная интоксикация, действуя как по отдельности, так и совместно, 
вызывают ряд неблагоприятных структурных изменений в гепатоцитах крыс, а также 
существенные нарушения в циркадном ритмостазе печени [30, 31]. Однако исследований, 
посвящённых ЦР органоидов гепатоцитов в экспериментальных условиях, нами не обнаружено.  
Цель исследования — изучение суточной динамики площади поперечного сечения 
митохондрий гепатоцитов у крыс обоего пола в условиях темновой депривации (дефицита 
эпифизарного мелатонина), хронической алкогольной интоксикации и совместного действия 
этих факторов. Выбор площади поперечного сечения митохондрий в качестве исследуемого 
параметра обусловлен тем, что этот показатель является одним из наиболее информативных 
параметров, отражающих функциональное состояние органоида, а кроме того, описано наличие 
суточной динамики размеров митохондрий в норме [32]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ 

Проведено экспериментальное, одноцентровое, проспективное, выборочное, 
рандомизированное, контролируемое исследование. 

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Работа выполнена на 80 самцах и 80 самках крыс аутбредного стока Вистар в возрасте 6 мес 
(масса тела — 350±15 г). Животные были получены из питомника ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
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России «Столбовая». Все крысы содержались в пластиковых клетках при температуре 20–22 °С 
и относительной влажности воздуха 60–70%; первоначально животных содержали при 
естественном освещении. Крысы имели свободный доступ к питьевой воде и брикетированному 
корму ПК-120-1 (ООО «Лабораторснаб», сертификат соответствия № POCCRU.nO81.B00113, 
ГОСТ P50258-92). Содержание животных и эксперименты выполнены в соответствии с 
Европейской Конвенцией о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов 
или в других научных целях (Страсбург, 18 марта 1986 г.). На проведение исследования 
получено разрешение биоэтического комитета ФГБНУ НИИМЧ им. А.П. Авцына, протокол 
№ 34(10) от 14.03.2021. 
Крысы были случайным образом разделены на 8 групп: 

• 1-я группа (контроль, самцы, n=20) содержалась при фиксированном световом режиме 
(свет:темнота/10:14 ч с включением света в 8:00 и выключением в 18:00 ч); 

• 2-я группа (самцы, n=20) содержалась в условиях темновой депривации 24 ч в сутки; 
• 3-я группа (самцы, n=20) содержалась в тех же условиях, что и животные контрольной 

группы, но эти крысы получали в качестве питья 15% раствор этанола ad libitum вместо 
воды, т.е. подвергались хронической алкогольной интоксикации; 

• 4-я группа (самцы, n=20) также содержалась в условиях темновой депривации, животные 
получали в качестве питья 15% раствор этанола ad libitum; 

• 5-я группа (контроль, самки, n=20) содержалась при фиксированном световом режиме 
(свет:темнота/10:14 ч с включением света в 8:00 и выключением в 18:00 ч); 

• 6-я группа (самки, n=20) содержалась в условиях темновой депривации 24 ч в сутки; 
• 7-я группа (самки, n=20) содержалась в тех же условиях, что и контроль, но животные 

получали в качестве питья 15% водный раствор этанола ad libitum вместо воды, т.е. 
подвергались хронической алкогольной интоксикации; 

• 8-я группа (самки, n=20) также содержалась в условиях темновой депривации, животные 
получали в качестве питья 15% раствор этанола ad libitum. 

Выбор крыс, являющихся ночными животными, в качестве моделей для исследования 
обусловлен тем, что рядом работ подтверждено наличие общей для млекопитающих 
регуляторной системы циркадной ритмичности организма, что позволяет экстраполировать 
полученные на крысах данные на млекопитающих других видов, в том числе и на человека, за 
исключением исследований, связанных с двигательной активностью и изучением пищевого 
времязадатчика [33]. 
Отбор самок крыс в экспериментальные группы осуществлялся после определения фазы 
эстрального цикла по кольпоцитограмме таким образом, чтобы в эксперимент вошли животные 
в фазе диэструса. 
Критерием отбора крыс в исследование наряду с отсутствием видимых отклонений поведения и 
внешнего вида животного (состояние шерстного покрова, глаз, конечностей) было исходное 
предпочтение алкоголя (15% раствор этилового спирта) водопроводной воде. Для этого провели 
предварительный эксперимент: в течение 3 сут крыс содержали в индивидуальных клетках со 
свободным доступом к обеим жидкостям. В течение эксперимента ежедневно определяли объём 
выпитого раствора этанола, затем вычисляли массу спирта на 1 кг массы тела. В среднем 
животные обоего пола выпивали 15,48±1,28 мл/сут, что в пересчёте на абсолютный этанол 
составляет 7 г/кг массы тела. 
Длительность эксперимента составляла 3 недели. 
Выведение крыс из эксперимента осуществляли в углекислотной камере, оборудованной 
устройством для верхней подачи газа (100% СО2) в 9:00, 15:00, 21:00 и 3:00. Предварительно у 
животных измеряли ректальную температуру. Заполнение объёма камеры газом производили со 
скоростью 20% в минуту во избежание возникновения у животных диспноэ и боли. Под 
действием газа животные засыпали, после чего у них выполняли забор крови для 
гематологических и биохимических исследований, также осуществляли эвисцерацию печени. 

ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
Образцы печени размером 2 мм3 фиксировали 2,5% раствором глутарового альдегида на 
фосфатном буфере (рН=7,4), затем дофиксировали в 1% растворе оксида осмия (OsO4), 
обезвоживали в этаноле, в процессе обезвоживания контрастировали 1% уранилацетатом на 
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70% этаноле и проводили заливку в смесь эпон–аралдит по стандартной методике [34]. От 
каждого животного забирали по 4 образца.  
Ультратонкие срезы, полученные на ультратоме LKB III (LKB Produkter, Швеция), 
дополнительно контрастировали цитратом свинца по Рейнольдсу и просматривали в 
просвечивающем электронном микроскопе JEM-100CX (JEOL, Япония). Фотофиксацию 
препаратов осуществляли с помощью камеры Gatan ES500W Erlangshen (Model 782) (Gatan Inc., 
США). 
Для микроморфометрической оценки митохондриального аппарата гепатоцитов в каждом 
препарате анализировали 20 непересекающихся полей зрения при ×20 000. С целью 
стандартизации результатов исследования на полутонких срезах, окрашенных толуидиновым 
синим, для анализа выбирали однотипные участки — промежуточную зону печёночных долек 
[35]. При помощи программы ImageJ определяли площадь сечения одной митохондрии. 

МЕТОДЫ СТАТИСТИЧЕСКОЙ ОБРАБОТКИ. 
Построение графиков, иллюстрирующих суточную динамику исследуемого параметра, и 
статистическую обработку результатов выполняли в программе Prism v. 8.41 (GraphPad, США). 
Для статистического расчета амплитуды и акрофазы ЦР осуществляли косинор-анализ — 
международный, общепризнанный метод унифицированного исследования биологических 
ритмов, с использованием программы CosinorEllipse2006-1.1. Косинор-анализ предназначен для 
анализа волновых процессов и обработки хронобиологических данных. При проведении анализа 
экспериментальные данные аппроксимируются методом наименьших квадратов синусоидой. 
Определялось наличие достоверного ЦР, а также его акрофаза и амплитуда. Выходной 
информацией косинор-анализа являются основные параметры ритмов: мезор, т.е. величина 
среднего уровня синусоиды (h), амплитуда синусоиды (А) и акрофаза (Phi), т.е. время 
наступления максимума функции. Мезор совпадает по величине со среднесуточным значением 
исследуемой функции. Акрофаза — это мера пикового времени общей ритмической 
изменчивости за 24-часовой период, т.е. время наступления максимума функции. Амплитуда 
соответствует половине общей ритмической изменчивости в цикле. Акрофазу выражают в 
часах, значения амплитуды — в тех же единицах, что и исследуемые переменные. 
Затем осуществляется построение эллипса ошибок, необходимого для определения 
достоверности существования ритмов на принятом доверительном уровне (в данном 
исследовании — на уровне 0,95). Синусоида изображается на плоскости точкой, полярные 
координаты которой — амплитуда и акрофаза. Все полученные таким образом точки в 
декартовых координатах рассматриваются как реализации двумерной случайной величины с 
гипотетически нормальным законом распределения, и строится эллипс рассеивания ошибок 
генерального среднего. ЦР считается статистически значимым при выполнении двух условий: 
усреднённая аппроксимирующая хронограмма синусоида (изображённая крестиком) должна 
входить в эллипс, а сам эллипс не должен проходить через центр координат (так как в данном 
случае акрофаза будет приходиться на весь 24-часовой период) [36, 37]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Проведённое исследование показало, что площадь поперечного сечения митохондрий 
гепатоцитов как самцов, так и самок контрольной группы в норме характеризуются суточной 
динамикой с максимумом в 15 ч и снижением до минимума к 3 ч (рис. 1). По результатам 
косинор-анализа фазово-амплитудные характеристики обнаруженного ЦР также 
характеризуются сходными параметрами: в гепатоцитах самцов акрофаза ритма поперечного 
сечения отмечается в 14:27, амплитуда его составляет 0,083 мкм2, у самок акрофаза ритма 
отмечена в 14:19 при амплитуде 0,057 мкм2 (рис. 2). 
Под влиянием темновой депривации суточная динамика площади поперечного сечения 
митохондрий гепатоцитов самцов практически не изменяется, ЦР присутствует и 
характеризуется акрофазой, сместившейся на 13:16, и значительным уменьшением амплитуды 
ритма, составившей 0,048 мкм2. В тех же условиях в гепатоцитах самок максимальных размеров 
митохондрии достигают в утренние часы при сохранившемся минимуме в 3 ч. По данным 
косино-анализа, акрофаза ритма смещается на 12:07 при амплитуде 0,063 мкм2. 
Хроническая алкогольная интоксикация вызывает значительные изменения суточной динамики 
размеров митохондрий в гепатоцитах самцов. Максимум ритма смещается на вечерние часы при 
сохраняющемся минимуме в 21 ч. При этом акрофаза ЦР мигрирует на 13:21, амплитуда его 
составляет 0,075 мкм2. В гепатоцитах самок параметры суточной динамики ритма 
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характеризуются максимумом в 9 ч при сохраняющемся минимуме в 3 ч, а косинор-анализ 
показывает акрофазу в 11:58 при амплитуде 0,084 мкм2. 
Совместное действие этанола и темновой депривации также вызывает изменение суточной 
динамики исследуемого параметра у самцов. В этом случае при максимуме площади 
поперечного сечения митохондрий в 9 ч минимальные значения составляют 21 ч, а акрофаза 
ритма смещается на 8:19 с амплитудой 0,076 мкм2. У самок в тех же условиях форма 
хронограммы практически совпадает с таковой у животных 2-й группы; акрофаза ритма, 
приходящаяся на 11:41, также практически совпадает с показателями самок 2-й группы, но 
амплитуда ритма увеличивается до 0,106 мкм2.. 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Проведённое исследование позволило установить наличие чёткого и статистически значимого 
ЦР размеров митохондрий в гепатоцитах крыс контрольных групп обоего пола. Примечательно, 
что в условиях фиксированного светового режима как форма хронограммы, так и 
характеристики самого ЦР не продемонстрировали значимых межполовых различий. Согласно 
литературным данным, предполагается, что в поддержании циркадной ритмичности размеров 
митохондрий в норме ведущая роль принадлежит гену bmal1, а также сопряжённым с ним генам 
[38, 39]. 
Однако не менее важными факторами, определяющими циркадную ритмичность 
морфологических и функциональных характеристик митохондрий, являются как 
тканеспецифичность ритма, так и влияние факторов внешней и внутренней среды (двигательная 
активность, режим питания, митотическая активность клеток, их дифференцировка) [40–42]. 
Темновая депривация и хроническая алкогольная интоксикация, действуя и как монофактор, и 
совместно, вызывают перестройку циркадной ритмичности размеров митохондрий гепатоцитов.  
Примечательно, что у животных всех групп ЦР перестраиваются, ни в одной группе не 
наблюдается разрушений ритма. Ранее проведённые нами исследования [16, 30, 31] 
свидетельствуют о том, что совместное влияние постоянного освещения приводит к 
разрушению в гепатоцитах ЦР экспрессии основных генов, регулирующих ЦР на клеточном 
уровне (per2, clock, bmal1), а у самцов аналогичный эффект оказывает и темновая депривация 
как монофактор. Таким образом, а данном случае можно предположить, что в поддержании 
исследованного ЦР площади поперечного сечения митохондрии регуляторные часовые гены 
принимают как минимум неосновное участие. 
В то же время в тех же исследованиях нами показано, что из ЦР всего спектра исследованных 
параметров наименее лабильным оказывается ЦР содержания глюкозы в крови. При 
сопоставлении параметров этого ритма с ритмом площади митохондрий обнаруживается, что у 
животных контрольных групп совпадают по времени акрофазы ритмов глюкозы и площади 
митохондрий, при этом акрофаза глюкозы отмечается на 1 ч раньше.  
В дальнейшем под влиянием хронической алкогольной интоксикации и темновой депривации 
ритм глюкозы у самцов характеризовался акрофазой, «мигрирующей» в диапазоне от 11:36 до 
15:05 , но синхронизации его с ЦР площади митохондрий не отмечено. У самок в тех же 
условиях акрофаза ритма располагалась в диапазоне от 12:40 до 13:11, всегда опережая 
акрофазу ЦР площади митохондрий не более чем на 90 мин. Взаимосвязь между 
функциональным состоянием клетки и морфологическими изменениями митохондрий в 
настоящее время является предметом активного изучения. Предполагается, что ведущая роль в 
изменениях размеров митохондрий принадлежит динамике ряда белков: миофилина1/2, 
митофилина, ChChd3, ChChd6, OPA1, Sam50 [43–45], меняющейся в зависимости от 
функциональных потребностей клетки. С учётом данных о том, что увеличение размеров 
митохондрий отражает усиление продукции в них АТФ [46, 47], можно предположить, что в 
печени ведущим времязадатчиком в отношении митохондрий оказывается режим питания. 
Кроме того, проведённое исследование показывает, что ЦР размеров митохондрий гепатоцитов 
самок по сравнению с самцами оказываются более устойчивыми к действию темновой 
депривации и алкогольной интоксикации.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Впервые установлено, что размеры митохондрий гепатоцитов самцов и самок крыс в норме 
характеризуются сходными характеристиками циркадного ритма. Показано, что как отдельно, 
так и совместно действующие факторы — темновая депривация и хроническая алкогольная 
интоксикация — вызывают перестройку исследованных циркадных ритмов, при этом ритм 
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размеров митохондрий у самок оказывается менее пластичным, чем у самцов. Вопрос о 
существовании этого различия, а также о механизмах перестройки ритмов и роли в этом 
процессе внешних и внутренних времязадатчиков остаётся открытым и требует дальнейшего 
изучения. 
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Рис. 1. Суточная динамика площади поперечного сечения митохондрий гепатоцитов: а — самцы, b — самки. ТД — 
темновая депривация, ХАИ — хроническая алкогольная интоксикация. 

Fig. 1. Daily dynamics of the cross-sectional area of hepatocyte mitochondria: а — males, b — females. ТД — dark 
deprivation, ХАИ — chronic alcohol intoxication. 
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Рис. 2. Результаты косинор-анализа суточного ритма площади поперечного сечения митохондрий гепатоцитов: а — 
самцы, b — самки. ТД — темновая депривация, ХАИ — хроническая алкогольная интоксикация. 
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Fig. 2. Results of cosinor analysis of the daily rhythm of the cross-sectional area of hepatocyte mitochondria: а — males, b 
— females. ТД — dark deprivation, ХАИ — chronic alcohol intoxication. 
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