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В эксперименте на крысах установлена роль нитроксидергической системы в механизмах регуляции окислитель-
ного стресса. Развитие окислительного стресса осуществляли воздействием на крыс высокожировой нагрузкой в 
течение 180 суток. Показано, что активация нитроксидергических механизмов коррелирует с повышением анти-
оксидантного статуса организма, и, напротив, ингибирование синтеза оксида азота смещает прооксидантное-
антиоксидантное равновесие в сторону интенсификации свободнорадикального окисления липидов. 
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Процессы свободнорадикального окисления, 
лежащие в основе метаболизма всех клеток и 
определяющие адаптивную состоятельность ор-
ганизма к действию повреждающих факторов, 
являются не только необходимым звеном жиз-
недеятельности, но и выступают как универсаль-
ное неспецифическое звено в развитии многих 
патологических состояний. Показателем изме-
нения стационарного равновесия окислительно-
восстановительных реакций является дисбаланс 
в системе «прооксиданты-антиоксиданты», сме-
щение которого в сторону прооксидантов приво-
дит к формированию окислительного стресса [1]. 
Имеющиеся к настоящему времени данные по-
зволяют считать, что как в индукции окисли-
тельного стресса, так и в механизмах антиокси-
дантной защиты (АОЗ) принимает участие оксид 
азота (NO) [2]. Физиологический эффект взаи-
модействия активных форм кислорода (АФК) и 
NO остается предметом активных дебатов. Есть 
исследования, свидетельствующие о том, что NO 
способен усиливать негативные эффекты суперок-
сидного радикала и других АФК [3]. В ряде работ 
in vitro продемонстрировано, что NO замедляет 
перекисное окисление липидов (ПОЛ), действуя 
как скавенджер кислородных радикалов [4]. В на-
стоящее время выдвинута гипотеза о том, что NO 
участвует в регуляции стрессорных реакций, огра-
ничивая их чрезмерную активацию [4]. 

Один из защитных эффектов NO при окисли-
тельном стрессе связан с его способностью увели-

чивать активность антиоксидантных ферментов и 
экспрессию кодирующих их генов путем актива-
ции редокс-зависимых транскрипционных факто-
ров и сигнальных систем (AP-1, Nrf2/Keap1/ARE) 
[5, 6]. Однако полученные данные зачастую носят 
противоречивый характер, и не существует еди-
ного мнения о взаимосвязи совокупности про- и 
антиоксидантных процессов и нитроксидергиче-
ской системы. 

Цель работы: изучить состояние нитрокси-
дергической системы, про- и антиоксидантный 
статус организма крыс в динамике воздействия 
высокожировой нагрузкой; установить нитрокси-
дергические механизмы регуляции окислитель-
ного стресса.

Материал и методы
Эксперимент выполнен на половозре-

лых крысах-самцах линии Вистар массой тела 
180,5 ± 10,6 г. Развитие окислительного стресса у 
крыс осуществляли воздействием на них высоко-
жировой нагрузкой в течение 180 суток. Известно, 
что пища, насыщенная жирами и холестерином, 
провоцирует прооксидантные процессы, реакции 
окисления липидов, белков, способствует сниже-
нию резерва антиоксидантной защиты и развитию 
окислительного стресса [1]. Высокожировой раци-
он включал 19 % топленого говяжьего сала и 2 % 
холестерина от общей массы рациона [7]. Эвтана-
зию животных проводили через 30, 90 и 180 суток 
эксперимента путем декапитации под эфирным 
наркозом в соответствии с требованиями Евро-
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пейской конвенции по защите эксперименталь-
ных животных 86/609 [8]. Сформировано 4 группы 
животных по 10 особей в каждой: контрольная – 
интактные крысы, находившиеся на стандартном 
рационе вивария, и опытные группы – животные, 
содержавшиеся на экспериментальном рационе 
(30 суток – опытная группа 1, 90 суток – опытная 
группа 2, 180 суток – опытная группа 3). 

Материалом исследования явились кровь, взя-
тая утром натощак из шейной вены после декапи-
тации крыс, ткань печени. Определяли интеграль-
ный показатель антиоксидантной активности 
(АОА) в плазме крови по величине торможения 
перекисного окисления липидов в модельной 
системе желточных липопротеидов по методу 
Г.И. Клебанова [9]. Содержание продуктов пере-
кисного окисления липидов крови оценивали по 
количеству в эритроцитах продуктов, реагирую-
щих с тиобарбитуровой кислотой (ТБКРП) и гид-
роперекисей липидов в плазме. Концентрацию 
ТБКРП в эритроцитах крови определяли по мето-
ду М.С. Гончаренко [10], основанному на способ-
ности тиобарбитуровой кислоты в кислой среде 
взаимодействовать с низкомолекулярными диаль-
дегидами с образованием окрашенного комплек-
са, содержание гидроперекисей липидов в плаз-
ме крови определяли в гептан-изопропанольных 
экстрактах [11]. Интенсивность процессов ПОЛ 
в печени изучали по уровню образования гидро-
перекисей липидов, диеновых конъюгатов (ДК), 
ТБКРП. Гидроперекиси липидов обнаруживали 
спектрофотометрическим методом благодаря их 
способности окислять Fe2+ до Fe3+, ионы кото-
рого обнаруживали с помощью реакции с тио-
цианатом аммония, ДК определяли в гептановых 
экстрактах по величине коэффициента молярной 
экстинкции, ТБКРП – по реакции образования 
окрашенного триметинового комплекса с ТБКРП 
(в нашей модификации для ткани печени) [12]. 
Антиоксидантный статус крови и печени анали-
зировали по количеству восстановленного глу-
татиона, активности глутатионредуктазы (глу-
татион: НАФН+ – оксидоредуктаза, КФ 1.8.1.7), 
глутатионпероксидазы (глутатион: перекись во-
дорода – оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.9), каталазы 
(перекись водорода: перекись водорода – окси-
редуктаза, КФ 1.11.1.6). Содержание восстанов-
ленного глутатиона определяли по методу Эллма-
на [13], расчет производили по калибровочной 
кривой. Активность глутатионредуктазы изучали 
по скорости окисления НАДФН в присутствии 
окисленного глутатиона [14], глутатионперокси-
дазы – по изменению поглощения восстановлен-
ного глутатиона после инкубации в присутствии 
перекиси водорода [15], каталазы – по скорости 
утилизации перекиси водорода в реакционной 
смеси, в которую вносили эритроциты [12]. Ана-
лизировали устойчивость эритроцитов к перекис-
ному гемолизу (УЭПГ) [12]. Суммарный уровень 

метаболитов NO в сыворотке крови исследовали 
колориметрическим методом с использованием 
реактива Грисса для нитрит-иона и восстановле-
ния нитрат-иона кадмиевой пылью, импрегни-
рованной медью [16]. Иммуногистохимическое 
исследование активности индуцибельной NO-
синтазы в печени выполняли на парафиновых 
срезах с применением стрептавидин-биотинового 
метода (Millipore, Франция). Демаскировку анти-
гена проводили в цитратном буфере (рН 6,0) под 
действием микроволнового излучения (СВЧ-
печь Samsung, Япония). В качестве первичных 
антител использовали кроличьи антитела к NO-
синтазе. Биотилинированные антитела второго 
слоя и стрептавидин, меченный пероксидазой, 
входили в систему визуализации Millipore, HRP 
(Франция). В качестве хромогена использовали 
3,3-диаминобензидина тетрахлорид («Диа-М», 
Россия). Ядра клеток докрашивали гематоксили-
ном Майера в течение 10–20 мин. Количествен-
ную оценку активности NO-синтазы проводили 
с помощью специализированного программного 
обеспечения «Видеотест – Мастер Морфология 
5,2» (Россия) и выражали в процентах суммарной 
площади иммуноокрашенных структур. 

Статистическую обработку данных проводили с 
использованием методов описательной статисти-
ки и корреляционного анализа. Статистическую 
значимость различий средних величин определя-
ли по критериям Стьюдента, Вилкоксона, Уайта, 
Колмогорова – Смирнова. 

Результаты и обсуждение
Результаты исследования состояния антиокси-

дантной системы и активность прооксидантных 
процессов в крови и печени крыс при воздействии 
высокожировой нагрузкой представлены в табли-
це 1. У крыс опытной группы 1 (30 суток воздей-
ствия высокожировым рационом) выявлено увели-
чение уровня гидроперекисей липидов (в 4,7 раза, 
р < 0,001) и ТБКРП (на 13,4 %, р < 0,01) в крови 
относительно контрольной группы. Интегральный 
показатель общей антиоксидантной активности не 
отличался от значения в контрольной группе. Рез-
ко снижалась устойчивость эритроцитов к пере-
кисному гемолизу (в 3,7 раза, р < 0,001), на 13,7 % 
уменьшалась активность каталазы (р < 0,05). 
Наблюдалось угнетение активности ферментов 
глутатионового звена АОЗ: глутатионредукта-
зы (р < 0,01), глутатионпероксидазы (р < 0,001), 
снижение уровня восстановленного глутатиона 
(р < 0,001) в эритроцитах крови. В печени обна-
ружено достоверное увеличение уровня диеновых 
конъюгатов (в 8,7 раза) и ТБКРП (в 1,6 раза) по 
сравнению с соответствующими показателями в 
контрольной группе. Ответная реакция системы 
АОЗ выражалась в снижении активности глута-
тионредуктазы в 3,5 раза (р < 0,01) при падении 
содержания восстановленного глутатиона на 38 % 
(р < 0,01) в печени. Активность глутатионперок-
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сидазы не изменялась. Полученные результаты 
исследования свидетельствуют об активации про-
цессов липопероксидации, снижении антиокси-
дантной защиты, что указывает на развитие окис-
лительного стресса.

Усиление процессов свободнорадикального 
окисления через 30 суток алиментарной нагрузки 
сопровождалось интенсификацией образования 
NO на 27 % (р < 0,05), повышением активности 
индуцибельной NO-синтазы в печени (табл. 2). 
Увеличение образования NO можно расценивать 
как адекватную стресс-реакцию организма, необ-
ходимую для осуществления быстрой антиокси-
дантной защиты. Известно, что в условиях нормы 
при кратковременном стрессе идет интенсивный 
синтез NO, который в качестве вторичного мес-
сенджера активирует редокс-чувствительные фак-
торы транскрипции (Nrf2, АР-1), регулирующие 

синтез антиоксидантных ферментов [5, 6]. Однако 
выявленное угнетение активности редокс-системы 
глутатиона, необходимой для нейтрализации ли-
поперекисей, на 30 сутки формирования алимен-
тарного стресса свидетельствует об окислительно-
восстановительном дисбалансе с преобладанием 
прооксидантных процессов. Также нельзя не учи-
тывать радикальную природу NO, который спо-
собен взаимодействовать с супероксид-анионом 
с образованием пероксинитрита (ОNОО–), что 
на фоне угнетения механизмов антиоксидантной 
защиты редокс-системы глутатиона и каталазы 
детерминирует цитотоксические свойства оксида 
азота и его интермедиатов с последующим по-
вреждением клеток [2]. 

Отличительной особенностью про- и анти-
оксидантных процессов, происходящих в крови 
и печени крыс через 90 суток воздействия высо-

Таблица 1 

Показатели системы «прооксиданты – антиоксиданты» 
в крови и печени крыс в условиях высокожировой нагрузки, M ± m

Показатели
Контрольная 

группа, 
n = 10

Сроки высокожировой нагрузки

30 суток 
(опытная 1), 

n = 10

90 суток 
(опытная 2), 

n = 10

180 суток 
(опытная 3), 

n = 10

Кровь

АОА, % 22,7 ± 0,6 24,64 ± 2,2 40,8 ± 2,0*** 41,6 ± 3,6**

Содержание ТБКРП, 
нмоль/г гемоглобина 4,6 ± 0,3 5,3 ± 0,3* 8,1 ± 0,2** 9,1 ± 0,2***

Содержание гидроперекисей липидов, 
усл. ед. 0,66 ± 0,07 3,10 ± 0,10*** 0,81 ± 0,12 1,27 ± 0,24*

УЭПГ, % 48,5 ± 7,0 12,9 ± 1,0** 38,3 ± 1,4 32,0 ± 4,7*

Активность каталазы, % 84,83 ± 2,05 73,21 ± 3,24* 80,8 ± 2,23 69,2 ± 4,2*

Содержание глутатиона, 
мкмоль/г гемоглобина 5,3 ± 0,2 3,5 ± 0,3*** 4,1 ± 0,1** 2,0 ± 0,2***

Активность глутатионредуктазы, 
мкмоль НАДФН/мин/г гемоглобина 75,1 ± 1,5 68,0 ± 1,5** 73,3 ± 1,6 50,1 ± 2,4***

Активность глутатионпероксидазы, 
мкмоль глутатиона/ч/мг гемоглобина 44,5 ± 0,8 32,5 ± 1,3*** 40,1 ± 2,2 21,4 ± 1,2***

Печень

Содержание ДК, 
нмоль/мг липидов 1,07 ± 0,17 9,34 ± 0,23** 1,14 ± 0,13 0,63 ± 0,07***

Содержание гидроперекисей липидов, 
ед. опт. пл./г ткани 0,40 ± 0,05 Не определя-

лось 0,31 ± 0,03 0,28 ± 0,02

Содержание ТБКРП, нмоль/мг белка 2,84 ± 0,65 4,66 ± 0,15** 2,67 ± 0,09 10,8 ± 0,9***

Содержание глутатиона, мкг/мг белка 8,03 ± 0,22 4,96 ± 0,11** 7,30 ± 0,17** 4,10 ± 0,17***

Активность глутатионредуктазы, 
нмоль НАДФН/мин/мг белка 3,89 ± 0,13 1,12 ± 0,04** 1,55 ± 0,11*** 1,01 ± 0,04***

Активность глутатионпероксидазы, 
нмоль глутатиона /мин/мг белка 0,53 ± 0,07 0,75 ± 0,09 0,12 ± 0,01*** 0,12 ± 0,01***

Примечание: здесь и в табл. 2 отличие от величины соответствующего показателя животных контрольной группы 
достоверно: * – при р < 0,05; ** – при р < 0,01; *** – при р < 0,001.
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кожировым рационом (опытная группа 2), стала 
нормализация некоторых изучаемых параметров 
(содержание гидроперекисей липидов в крови 
и печени, ТБКРП и ДК в печени, устойчивость 
эритроцитов к перекисному гемолизу, активность 
каталазы) (табл. 1). Наблюдалось повышение об-
щей АОА в 1,8 раза. Состояние редокc-системы 
глутатиона в клетках крови характеризовалось 
увеличением уровня восстановленного глутатиона 
относительно опытной группы 1, повышением ак-
тивности глутатионредуктазы и глутатионперок-
сидазы до значений контрольных крыс. В печени 
сохранялась низкая активность глутатионперокси-
дазы и глутатионредуктазы, первоначально выяв-
ленная у крыс опытной группы 1. 

Полученные данные свидетельствуют о фор-
мировании компенсаторного ответа антиокси-
дантной системы на 90-е сутки алиментарной 
нагрузки, направленного на утилизацию высоко-
токсичных продуктов перекисного окисления ли-
пидов, снижение интенсивности окислительного 
стресса. Важную роль в активации антиоксидант-
ных процессов, нормализации внутриклеточного 
тиол-дисульфидного баланса, повышении устой-
чивости клеток к мембранодеструкции играет 
NО [17]. Исследование динамики уровня NО 
на 90 сутки эксперимента выявило тенденцию к 
уменьшению его количества в крови, снижение 
активности индуцибельной NО-синтазы в печени. 
В то же время показатели нитроксидергической 
системы оставались выше контрольных значе-
ний. Стабилизация повышенной экспрессии NО 
до 90 суток воздействия высокожировым рацио-
ном способствует усилению антиоксидантной за-
щиты организма, формированию компенсаторно-
приспособительного ответа клетки.

На 180 сутки алиментарной нагрузки наблю-
дался срыв компенсаторных процессов в системе 
«прооксиданты-антиоксиданты». Подтверждением 
этого служило накопление у крыс опытной группы 
3 начальных и конечных продуктов ПОЛ в крови 
и печени. Установлено снижение активности ка-
талазы и УЭПГ относительно значений контроль-
ной группы на 34 % (p < 0,05) и 18 % (p < 0,05) 
соответственно. Состояние редокс-системы глута-
тиона на 180 сутки эксперимента характеризова-

лось значительным угнетением ферментативной 
активности глутатионпероксидазы и глутатион-
редуктазы, снижением уровня восстановленного 
глутатиона как в крови, так и в печени. В этих 
условиях выявленное снижение содержания 
метаболитов NО у крыс опытной группы 3 стало 
закономерным следствием угнетения экспрессии 
NO-синтазы, усиления прооксидантных процессов. 
Можно предположить, что недостаточность 
адаптационных возможностей антиоксидантной 
защиты детерминирована угнетением активности 
нитроксидергической системы. Это указывает на 
снижение защитных возможностей организма 
и срыв компенсаторных процессов в системе 
«прооксиданты-антиоксиданты». 

Для подтверждения высказанных предположе-
ний о взаимосвязи между интенсивностью окис-
лительного стресса и синтезом NO был проведен 
корреляционный анализ изучаемых показателей 
(табл. 3). Обнаружено, что на 30 сутки развития 
алиментарного стресса содержание метаболитов 
NO отрицательно коррелировало с общей АОА и 
содержанием ТБКРП в сыворотке крови, через 
90 суток высокожировой нагрузки выявлены поло-
жительные взаимосвязи с АОА, активностью глута-
тионредуктазы и каталазы. Обнаруженная корреля-
ционная связь между ферментами глутатионового 
звена, каталазы и уровнем NО в крови доказыва-
ет участие этой сигнальной молекулы в индукции 
образования ферментов АОЗ. Данный механизм 
обеспечивает физиологическую регуляцию интен-
сивности окислительного стресса при адаптации к 
неблагоприятным факторам. На 180 сутки алимен-
тарного стресса установлена только положительная 
связь между содержанием метаболитов NO в сыво-
ротке крови и устойчивостью мембран эритроцитов 
к окислительному стрессу (УЭПГ). Выявленные 
минимальные связи NО с параметрами системы 
антиоксидантной защиты свидетельствуют о нару-
шении регуляции окислительно-восстановительных 
процессов на данном этапе, неконтролируемом те-
чении окислительного стресса.

Заключение
Проведенное исследование позволило выявить 

особенности про- и антиоксидантного статуса 
организма крыс в динамике воздействия высоко-

Таблица 2 

Показатели нитроксидергической системы в условиях высокожировой нагрузки, M ± m

Показатель
Контрольная 

группа, 
n = 10

Сроки высокожировой нагрузки

30 суток 
(опытная 1), 

n = 10

90 суток 
(опытная 2), 

n = 10

180 суток 
(опытная 3), 

n = 10

Содержание метаболитов NO, 
мкмоль/л

33,0 ± 1,4 42,0 ± 1,2* 38,5 ± 0,3** 23,1 ± 0,7***

Активность NO-синтазы, % 11,2 ± 0,3 15,9 ± 0,1** 13,4 ± 0,3* 3,1 ± 0,1***
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жировым рационом и установить роль нитрокси-
дергической системы в регуляции окислительного 
стресса. Кратковременная высокожировая диета 
(30 суток) провоцировала развитие окислитель-
ного стресса, сопровождающегося накоплением 
продуктов ПОЛ и угнетением активности редокс-
системы глутатиона в клетках крови и печени, 
активацией индуцибельной NO-синтазы, гипер-
продукцией NО. Длительное поддержание эффек-
торного состояния при пролонгировании высоко-
жировой нагрузки до 90 суток характеризовалось 
появлением компенсаторно-приспособительного 
ответа со стороны всех исследуемых звеньев анти-
оксидантной системы. Отмечено увеличение син-
теза глутатиона и активация глутатион-зависимых 
ферментов в крови, сохранение повышенной ак-
тивности индуцибильной NO-синтазы в печени 
и синтеза NO. Индукция обозначенных выше 
реакций антиоксидантной защиты купировала 
развитие окислительного стресса, минимизиро-
вала накопление высокотоксичных липоперокси-
дов в крови и печени. На 180 сутки алиментар-
ной нагрузки наблюдался срыв компенсаторных 
процессов в антиоксидантной системе, истоще-
ние ее адаптационных резервов – наблюдался 
редокс-дисбаланс со смещением в сторону ак-
тивации прооксидантных реакций и ингибиро-
вания антиоксидантных. Выявленное угнетение 
активности нитроксидергической системы стало 
патогенетическим фактором, усиливающим окис-
лительный стресс. Показано, что активация нит-
роксидергических механизмов коррелирует с по-
вышением антиоксидантного статуса организма, 

и, напротив, ингибирование синтеза NО смещает 
прооксидантное-антиоксидантное равновесие в 
сторону интенсификации свободнорадикального 
окисления липидов. Отсюда следует, что состоя-
ние нитроксидергической системы и активность 
генерации NО может являться одним из важных 
механизмов поддержания оптимального баланса 
между про- и антиоксидантными процессами, ре-
гуляции интенсивности окислительного стресса. 
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NITROXIDERGIC MECHANISMS OF OXIDATIVE STRESS REGULATION 

Yuliya Konstantinovna KARAMAN, Tatyana Pavlovna NOVGORODTSEVA, 
Natalia Vladimirovna BIVAL’KEVICH, Elena Grigor’evna LOBANOVA, Vera Innokent’evna YAN’KOVA 

Vladivostok Affiliation of the Far East Centre for Physiology and Respiratory Pathology of the SB RAMS – 
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The role of nitroxidergic system in the mechanisms of oxidative stress regulation has been revealed in experiments with 
rats. The development of oxidative stress has been realized through the high caloric load impact on rats during 180 days. 
It has been shown that the activation of nitroxidergic mechanisms correlates with the increased of antioxidant status and, 
conversely, the inhibition of nitric oxide synthesis displaces the prooxidant-antioxidant balance towards the intensification 
of lipids free radical oxidation. 

Key words: oxidative stress, nitric oxide, antioxidant system, high caloric load.
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