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У роботі представлені дослідження редокс-статусу глутатіонової системи та активності ензимів регенерації 
глутатіону в гепатоцитах щурів за умов різного забезпечення харчового раціону протеїном та сахарозою: вмісту 
відновленої та окисленої форм глутатіону, редокс-індексу глутатіону, глутатіонредуктазної та глюкозо-6-
фосфатдегідрогеназної активностей. Впродовж експерименту дослідні тварини споживали напівсинтетичний 
раціон AIN-93 відповідно до рекомендацій Американського інституту нутрієнтології. Виділення гепатоцитів про-
водили неензиматичним методом розчином Хенкса з додаванням 2 мМ ЕDТА. Концентрацію відновленого глу-
татіону досліджували за допомогою реактиву Елмана після депротеїнізації зразків на спектрофотометрі CARY 60 
(CША) при довжині хвилі 412 нм. Для визначення вмісту окисленого глутатіону до реакційної суміші вносили цинко-
вий пил з метою переведення окисленої форми у відновлену. Активність глутатіонредуктази в гепатоцитах визна-
чали за швидкістю окислення NADPH+H+. Активність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази досліджували за швид-
кістю відновлення NADP+ при довжині хвилі 340 нм. Встановлено, що за умов споживання надмірного вмісту саха-
рози на тлі нестачі харчового протеїну в гепатоцитах щурів відбувається максимальне зниження вмісту GSH (в 
4,5 разів порівняно з контролем) з одночасним зростанням рівня GSSG (у 12 разів порівняно з контролем), що ха-
рактеризується достовірним зменшенням редокс-індексу глутатіону та вказує на порушення окисно-відновної 
рівноваги у спряженій системі перетворення GSH ↔ GSSG. Дефіцит харчового протеїну призводить до активації 
ензимів регенерації глутатіону – глутатіонредуктази та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази в гепатоцитах щурів, 
що, ймовірно, спрямовано на підтримку стабільного рівня GSH за умов порушення процесу його синтезу в γ-
глутамілцистеїнсинтетазній реакції. Надмірне споживання сахарози виступає ключовим чинником зниження ак-
тивності досліджуваних ензимів у клітинах печінки щурів, що призводить до блокування першого етапу пентозо-
фосфатного циклу. Тому зменшення кількості NADPH, як наслідок встановлених змін, можна розглядати як одну із 
причин зниження вмісту відновленого глутатіону в клітинах печінки тварин за даних експериментальних умов. 
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Вступ. На сьогодні актуальним залишається пи-
тання щодо можливих механізмів формування 
метаболічних змін за умов порушення збалансова-
ності раціону макронутрієнтами. Надмірне спожи-
вання легкодоступних вуглеводів (рафінованого 
цукру, цукрозамінників, солодощів, здобних виро-
бів, енерготоніків тощо) за умов значного дефіциту 
протеїнів досить часто характеризується виник-
ненням нутрітивного дисбалансу (Stanhope, 2016; 
Jensen et al., 2018). Аліментарне перевантаження 
сахарозою на тлі білкової недостатності може ви-
ступати одним із чинників, що сприяє ініціації та 
прогресуванню метаболічних розладів, зокрема, в 
печінці. 

Інтенсивність окисно-відновних процесів відо-
бражає тіол-дисульфідний обмін, що досягає 0,5 % 
SH-сполук від загального пулу клітинних тіолів. 
Безпосереднім учасником клітинного редокс-
статусу є система GSH, яка підтримує фізіологічну 

прооксидантно-антиоксидантну рівновагу, утво-
рює GSH, GSSG, S-нітрозоглутатіон (GSNO) і змі-
шані дисульфіди GSH з протеїнами (Meyer et al., 
2005). Традиційні уявлення про біохімічні функції 
GSH як ключового антиоксиданта при оксидатив-
ному та нітрозативному стресі, кофактора в глута-
тіонозалежних реакціях детоксикації, регуляції 
активності ензимів, пов’язаних з GSH або GSSG, 
які здійснюють глутатіонування сульфгідрильних 
груп з утворенням протеїнозв’язаних дисульфідів 
GSH (Oestreicher et al., 2019), стали ширше. Розгля-
дається участь GSH в утворенні цитокінів, імунній 
відповіді, мітохондріальному метаболізмі, депону-
ванні цистеїну, підтриманні гомеостазу мікроеле-
ментів, здійсненні редокс-сигналінгу і регуляції 
клітинної проліферації, диференціації та апоптозу 
(Nagy, 2013; Bachhawat et al., 2018). 

Підтримання вмісту GSH здійснюється не тіль-
ки за рахунок синтезу de novo, а й активності глу-
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татіонредуктази (КФ 1.8.1.7, ГР), яка відновлює 
GSSG в присутності NADPH до GSH (Couto et al., 
2016). Необхідний для відновлення глутатіону 
NADPH генерується в реакціях пентозофосфатного 
циклу за дії дегідрогенази глюкозо-6-фосфату (КФ 
1.1.1.49, Г-6-ФДГ) (Chen et al., 2019). 

Враховуючи вищесказане, метою роботи стало 
дослідження редокс-статусу глутатіонової системи 
та активності ензимів регенерації глутатіону в ге-
патоцитах щурів за умов різного забезпечення хар-

чового раціону протеїном та сахарозою. 
Матеріали та методи. Для досліджень викори-

стовували білих щурів масою 100-120 г та віком 
2,5-3 місяці. Усі маніпуляції проводили відповідно 
до загальних етичних принципів експериментів на 
тваринах, регламентованих положеннями «Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986 р., зі змі-
нами, 1998 р.) та «Загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах», ухвалених Першим 
національним конгресом з біоетики (Київ, 2001).  

Щурів утримували у пластмасових клітках із 
піщаною підстилкою та вільним доступом до води. 
Дослідні тварини протягом експерименту спожи-
вали напівсинтетичний раціон AIN-93 відповідно 
до рекомендацій Американського інституту нутрі-
єнтології (Reeves et al., 1993).  

Нормування добового раціону проводили з ура-
хуванням принципу pair-feeding (Lind T. et al., 
2018).  

Високосахарозну дієту моделювали відповідно 
до рекомендацій (Fernandes-Lima, 2015). 

Дослідні тварини були поділені на групи: 
1 – щури, які утримувалися на напівсинтетичному 

раціоні, збалансованому за всіма нутрієнтами – 
група контролю (К); 

2 – щури, які протягом 4 тижнів отримували напів-
синтетичний низькопротеїновий раціон (1/3 за-
гальноприйнятої норми добової потреби проте-
їну) (НПР); 

3 – щури, які впродовж експерименту споживали 
високосахарозний раціон (ВС); 

4 – щури, які на при нестачі харчового протеїну 
споживали надлишок сахарози (НПР/ВС). 
Тривалість експерименту складала 28 днів. Усіх 

тварин виводили з досліду шляхом цервікальної 
дислокації шийних хребців після попередньої лег-
кої наркотизації діетиловим ефіром. 

Виділення гепатоцитів проводили неензимати-
чним методом (Kravchenko et al., 2002). Тканини 
печінки спочатку перфузували розчином Хенкса 
(37 °С) без ЕDТА шляхом введення через v. portae 
для видалення крові із судин, а потім з додаванням 
2 мМ ЕDТА для ослаблення міжклітинних контак-
тів внаслідок видалення іонів Са2+. Отримані гепа-
тоцити (осад) ресуспендували в розчині Хенкса без 

ЕDТА до концентрації 2-3×106 кл/мл та підрахову-
вали в камері Горяєва шляхом фарбування в 0,2 % 
трипановому синьому. Життєздатність гепатоцитів 
становила 93±2 %. 

Концентрацію відновленого глутатіону в гепа-
тоцитах досліджували за допомогою реактиву Ел-
мана після депротеїнізації зразків. Принцип методу 
ґрунтується на взаємодії 5,5′-дитіобіс-2-
нітробензойної кислоти з вільними SH-групами 
глутатіону. В результаті даної реакції утворюється 
забарвлений продукт – тіонітрофенільний аніон, 
кількість якого прямо пропорційна вмісту SH-груп 
глутатіону (Салига, 2013). Екстинкцію дослідних 
зразків вимірювали на спектрофотометрі CARY 60 
(CША) при довжині хвилі 412 нм.  

Для визначення вмісту окисленого глутатіону 
до реакційної суміші вносили цинковий пил з ме-
тою переведення окисленої форми у відновлену 
(Іскра, 2013). Таким чином отримували вміст зага-
льного глутатіону (GSH + GSSG). Концентрацію 
окисленої форми глутатіону визначали за різницею 
вмісту загального та відновленого глутатіону. 

Активність глутатіонредуктази в гепатоцитах 
визначали методом (Власова и др., 1990), що ґрун-
тується на вимірюванні швидкості окислення 
NADPH+H+ та реєструється за зменшенням адсор-
бції при довжині хвилі 340 нм. Для цього безпосе-
редньо в кювету вносили 100 мкл гепатоцитів, 50 
мМ калій-фосфатний буфер, pH 7,0, що містив 1 
мМ ЕDТА, 0,5 мМ розчин окисленого глутатіону. 
Реакцію відновлення глутатіону ініціювали шля-
хом додавання 0,1 мМ розчину NADPH+H+. Кое-
фіцієнт молярного поглинання для перерахунку 
активності ензиму становив 6220 М-1·см-1. 

Активність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази до-
сліджували методом, описаним у літературі 
(Stantont, 2012). Реакція утворення NADPH+H+ 
практично незворотна, тому активність ензиму 
визначають за швидкістю відновлення NADP+. До 
реакційної суміші, що містила 0,05 М трис-НСl 
буфер, рH 7,5, 0,1 мМ MgSО4, 0,005 М NADP до-
давали 100 мкл гепатоцитів. Реакцію запускали 
додаванням 1,5 мМ розчину глюкозо-6-фосфату. 
Екстинкцію дослідних зразків вимірювали на спе-
ктрофотометрі при довжині хвилі 340 нм протягом 
3 хв.  

Статистичний аналіз отриманих результатів до-
сліджень здійснювали з використанням приклад-
них програм статистичного аналізу Microsoft Excel 
2010 та STATISTICA 6.0. Для оцінки міжгрупових 
відмінностей застосовували параметричний t-
критерій критерій Стьюдента. Різницю між показ-
никами вважали статистично значущою при p < 
0,05. 

Результати та їх обговорення. Результати дос-
ліджень засвідчують зниження вмісту відновлено-
го глутатіону (рис. 1, а) на тлі підвищення рівня 
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його окисленої форми в гепатоцитах усіх дослід-
них груп щурів (рис. 1, б). Відомо, що пул віднов-
леного глутатіону (GSH) в організмі забезпечуєть-
ся трьома шляхами: внутрішньоклітинний синтез, 
надходження екзогенного глутатіону через плазма-
тичні мембрани, а також відновлення його з окис-
леної форми (GSSH) (Forman et al., 2009). Тому, як 
показано попередніми дослідженнями (Копильчук 
та ін., 2014), зменшення концентрації GSH у печін-
ці тварин за умов споживання низькопротеїнового 
раціону пов’язано з порушенням його синтезу вна-
слідок недостатності амінокислот. Також встанов-
лену закономірність, ймовірно, можна пояснити 
тим, що за умов нутрітивного дисбалансу спостері-
гається зниження активності γ-
глутамілцистеїнсинтетази, яка бере участь в каталі-
зі першої АТP-залежної стадії синтезу глутатіону із 
цистеїну та глутамату (Копильчук та ін., 2020).  

Окрім того, сам глутатіон може слугувати резе-
рвом цистеїну, а кількість вільного цистеїну висту-
пає лімітуючим фактором синтезу GSH de novo. 
Тому, ймовірно, за умов нестачі протеїну змен-
шення вмісту GSH можна пов’язати із його частко-
вим розпадом задля вивільнення амінокислот, які в 
подальшому будуть використані для синтезу тка-
нинних білків. 

За умов споживання надмірної кількості сахаро-
зи встановлено аналогічну тенденцію змін вмісту 
відновленого глутатіону, тоді як поєднання двох 
несприятливих чинників супроводжувалось мак-

симальним зниженням концентрації GSH у 4 рази 
порівняно з контролем (рис. 1, а).  

Зниження вмісту відновленого глутатіону в 
клітинах печінки тварин може ініціювати розвиток 
оксидативного стресу та поглиблювати процеси 
пероксидації ліпідів та протеїнів. За даних умов 
такі зміни можна пояснити, використовуючи різні 
підходи: по-перше, вірогідно, відбувається поси-
лене використання GSH в глутатіонтрансферазній 
чи глутатіонпероксидазній реакції; по-друге, по-
рушуються процеси перетворення окисленої фор-
ми глутатіону у відновлену внаслідок зниження 
активності NADPH-залежної глутатіонредуктази, 
яка використовує цей кофактор із пентозофосфат-
ного шляху.  

Співвідношення GSH/GSSG визначає оксида-
тивний статус клітин та чітко регулюється двома 
ензимами – глутатіонпероксидазою та глутатіонре-
дуктазою. За фізіологічних умов у клітинах 
підтримується відносно низький рівень GSSG. Це 
пов’язано з необхідністю обмежувати утворення 
змішаних з білками дисульфідів (Flohé, 2013).  

У нашому випадку спостерігається зниження 
вмісту відновленого глутатіону на тлі підвищення 
його окисленої форми, що призводить до зниження 
редокс-індексу глутатіону (рис. 2.) з найнижчими 
значеннями в групі тварин, які за умов нестачі хар-
чового протеїну споживали надмірну кількість 
сахарози.  

 
а б 

Рис. 1. Вміст відновленого (а) та окисленого (б) 
глутатіону в гепатоцитах щурів за умов різного 

забезпечення харчового раціону нутрієнтами. 

Fig. 1. The content of reduced (a) and oxidized (b) 
glutathione in rats’ hepatocytes under the conditions of 

different nutrients' suplementation in diet. 
 

Примітка (тут і надалі): К – група тварин, які отримували повноцінний раціон; НПР – тварини, які утри-
мувались на низькопротеїновому раціоні; ВС – тварини, які утримувались на високосахарозному  раціоні; 
НПР/ВС – тварини, які перебували на низькопротеїновому/високосахарозному раціоні; * – статистично 
достовірна різниця порівняно з контролем, Р ≤ 0,05. 
 

Note (hereinafter): С – animals that received a full semi-synthetic diet; LPD – animals that consumed a low-protein 

diet; HSD – animals that consumed a hight-sucrose diet; LPD/HSD – animals that consumed a low-protein/hight-
sucrose diet; * – statistically significant difference compared with the control, P≤0.05. 
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Враховуючи високу концентрацію GSH у субк-

літинних структурах, за фізіологічних умов спів-
відношення GSH/GSSG розглядається як динаміч-
ний індикатор оксидативного стресу, тобто 
об’єктивного тесту прооксидант-
но/антиоксидантного балансу (Lushchak, 2012). 
Водночас це фактор редокс-сигналізації, що визна-
чає транскрипцію ряду GSH-залежних ензимів, 
процеси проліферації, диференціації та апоптозу, а 
також механізм регуляції активності ферментів 
шляхом S-глутатіонування білків (Górny et al., 
2019). 

Для відновлення GSSG і, отже, рециклізації 
GSH в клітинах печінки існує спряжена система 
NADPH-глутатіонредуктази. Основне біологічне 
значення даного ензиму полягає у підтриманні в 
клітинах високого рівня стаціонарного рівня відно-
вленого глутатіону.Функціонування ГР та ензимів, 
що лімітують швидкість пентозофосфатного шляху 
– глюкозо-6-фосфатдегідрогенази та 6-
фосфоглюконатдегідрогенази, в багатьох тканинах 
тісно взаємопов’язані (Stantont, 2012).  

У зв’язку з цим наступним етапом роботи стало 
дослідження активності глутатіонредуктази в гепа-
тоцитах щурів для встановлення однозначної від-
повіді зниження вмісту GSH, що може бути 
пов’язано або з активним використанням відновле-
ної форми в трансферазній та пероксидазній реак-
ціях, або недостатнім відновленням окисленої фо-
рми ГР. 

Нами встановлено, що обмежене надходження 
харчового протеїну супроводжується активацією 
глутатіонредуктази (рис. 3.) та глюкозо-6-

фосфатдегідрогенази порівняно зі значеннями кон-
тролю (рис. 4.). 

Враховуючи те, що для рециклізації GSH в клі-
тинах печінки існує спряжена система NADPH-
глутатіонредуктази – високоспецифічний ензим по 
відношенню до GSSG, то, вірогідно, такі зміни 
спрямовані на підтримання внутрішньоклітинного 
пулу GSH, синтез якого за умов дефіциту протеїну, 
як показано попередніми дослідженнями (Копиль-
чук та ін., 2014), значно знижується.  

Збільшення швидкості відновлення глутатіону 
за умов його дефіциту забезпечує більш високу 
швидкість обороту молекули глутатіону в процесі 
окисно-відновних взаємоперетворень. Активація 
глутатіонредуктази та підвищення спорідненості 
до субстрату засвідчують те, що глутатіонредукта-
за не є лімітуючою ланкою у підтримці пулу відно-
вленого глутатіону при висначенні його пулу в 
печінці (Couto et al., 2016). 

Відомо, що за нормальних умов близько 10 % 
глюкози окислюється через перетворення глюкозо-
6-фосфату в 6-фосфоглюконолактон. Це окислення 
каталізується глюкозо-6-фосфатдегідрогеназою, 
коферментом якої служить NADP+. Даний ензим є 
першим і ключовим ферментом в ланцюзі перетво-
рень глюкозо-6-фосфату. Для нормального функ-
ціонування пентозофосфатного шляху (ПФШ) 
необхідні активна NADP-залежна Г-6-ФДГ і акти-
вний механізм швидкого окислення NADPH. В 
гепатоцитах окислення NADPH абсолютно зале-
жить від доступності окисленого глутатіону і від 
NADPH-зв’язаної глутатіонредуктази (Bakirezer et 
al., 2019).  

 

    
Рис. 2. Редокс-індекс глутатіону в гепатоцитах 

щурів за умов різного забезпечення харчового раціону 
нутрієнтами. 

 
Fig. 2. Glutathione redox ratio in rats’ hepatocytes under 
the conditions of different nutrients' suplementation in 

diet. 

Рис. 3. Активність глутатіонредуктази в гепато-
цитах щурів за умов різного забезпечення харчового 

раціону нутрієнтами. 
 

Fig. 3. Glutathione reductase activity in rats’ hepatocytes 
under the conditions of different nutrients' suplemen-

tation in diet. 
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Рис. 4. Активність глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази в гепатоцитах щурів за умов 

різного забезпечення харчового раціону нут-
рієнтами. 

Fig. 4. Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in 
rats’ hepato-cytes under the conditions of different 

nutrients' suplemen-tation in diet. 

 
Таким чином споживання надмірної кількості 

сахарози, незалежно від надходження вмісту екзо-
генного протеїну, характеризується протилежними 
змінами активностей досліджуваних ензимів. 

Зниження ГР-активності (рис. 3.) на тлі підви-
щення вмісту GSSG (рис. 1, б), який використо-
вується ензимом як субстрат, вказує на пряму за-
лежність встановлених функціональних змін від 
надходження NADPН. Водночас при дефіциті Г-6-
ФДГ (рис. 4.), виявленому нами, концентрація 
NADPH, ймовірно, буде зменшуватися, що висту-
пає передумовою зниження концентрації відновле-
ного глутатіону. 

Таким чином зменшення кількості NADPH, як 
наслідок встановлених змін, можна розглядати як 
одну із причин зниження вмісту відновленого глу-
татіону в клітинах печінки тварин за даних експе-
риментальних умов. 

Висновки. Отже, за умов споживання надмір-
ного вмісту сахарози на тлі нестачі харчового про-
теїну в гепатоцитах щурів відбувається макси-
мальне зниження вмісту GSH з одночасним зрос-
танням рівня GSSG, що характеризується до-
стовірним зменшенням редокс-індексу глутатіону 
та вказує на порушення окисно-відновної рівнова-
ги у спряженій системі перетворення GSH ↔ 
GSSG. 

Дефіцит харчового протеїну призводить до ак-
тивації ензимів регенерації глутатіону – глутатіон-
редуктази та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази в 
гепатоцитах щурів, що, ймовірно, спрямовано на 
підтримку стабільного рівня GSH за умов пору-
шення процесу його синтезу в γ-
глутамілцистеїнсинтетазній реакції. 

Надмірне споживання сахарози виступає клю-
човим чинником зниження активності досліджува-

них ензимів у клітинах печінки щурів, що призво-
дить до блокування першого етапу пентозофос-
фатного циклу.  

Фінансування. Дана робота виконана у рамках 
науково-дослідної держбюджетної теми 
«Біохімічні та лазерно-поляриметричні параметри 
комплексного прогнозування метаболічних пору-
шень» (№ державної реєстрації 0119U100717). 
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THE ACTIVITY OF GLUTATHIONE REGENERATION ENZYMES IN RATS’ 
HEPATO-CYTES UNDER THE CONDITIONS OF NUTRITIONAL IMBALANCE 

 
H. P. Kopylchuk, I. M. Nykolaichuk, V. Z. Soroka 

 
In the present study, the investigation of the redox status of the glutathione system and the activity of glutathione 

regeneration enzymes in rats’ hepatocytes under the conditions of different protein and sucrose supplementation: the 

content of reduced and oxidized forms of glutathione, glutathione redox ratio, glutathione reductase and glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity are presented. During the experiment, the experimental animals consumed a semi-
synthetic diet AIN-93 in accordance with the recommen-dations of the American Institute of Nutrition. Isolation of 
hepatocytes was performed by non-enzymatic method with Hanks' solution with the addition of 2 mM EDTA. The 
concentration of the reduced glutathione was investigated using Elman's reagent after the deproteinization of the samples 
on a CARY 60 spectrophotometer (USA) at a wavelength of 412 nm. To determine the content of oxidized glutathione, zinc 
dust was added to the reaction mixture in order to convert the oxidized form to the reduced one. Glutathione reductase 
activity in hepatocytes was determined by the oxidation rate of NADPH+•H+. Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity 
was investigated by NADP+ reduction rate at 340 nm. A maximum decrease in GSH content (at 4.5 times compared to 
control) with a simultaneous increase in GSSG levels (at 12 times compared with control) in rats’ hepatocytes was found 
under the conditions of consumption of excessive sucrose content on the background of deficiency of dietary protein. These 
results are characterized by a significant decrease in the glutathione redox ratio and indicates a disruption of the redox 
balance in the conjugate conversion system GSH ↔ GSSG. Deficiency of dietary protein leads to the activation of 
glutathione regeneration enzymes - glutathione reductase and glucose-6-phosphate dehydrogenase in rats’ hepatocytes, 
which is probably aimed at maintaining a stable level of GSH under the conditions of disruption of its synthesis in γ-
glutamylcysteine synthetase reaction. Excessive consumption of sucrose is a key factor in reducing the activity of the 
studied enzymes in rats’ liver cells, which leads to the blocking of the first stage of the pentose phosphate cycle. Therefore, 
the decrease in the amount of NADPH, as a consequence of the established changes, can be considered as one of the 
reasons for the decrease in the content of reduced glutathione in animals’ liver cells under the experimental conditions. 
 

Keywords: glutathione, glutathione reductase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, glutathione redox ratio, 
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