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У роботі представлені дослідження активності аргінази, а також вмісту L-аргініну та сечовини в 
цитозольній фракції клітин печінки щурів за умов різного забезпечення харчового раціону протеїном та 
сахарозою. Впродовж експерименту дослідні тварини споживали напівсинтетичний раціон AIN-93 відповідно до 
рекомендацій Американського інституту нутрієнтології з урахуванням кількості харчового протеїну та 
сахарози в перерахунку на кілограм дієти. З метою моделювання аліментарної депривації протеїну тварини 
протягом 28 днів щоденно отримували ннизькопротеїновий раціон, що містив 1/3 загальноприйнятої норми 
добової потреби протеїну. Дієту з високим вмістом сахарози моделювали шляхом збільшення кількості вуглеводу 
в 4 рази. Нормування добового раціону проводили з урахуванням принципу парного харчування. Активність 
аргінази в цитозольній фракції клітин печінки визначали за кількістю сечовини. Вміст L-аргініну оцінювали 
шляхом утворення забарвленого продукту в реакційній суміші з α-нафтолом та гіпобромідним реактивом після 
осадження протеїнів. Вміст сечовини діагностували уреазним методом відповідно до інструкції виробника. 
Встановлено, що зниження вмісту аргініну в цитозольній фракції клітин печінки щурів приблизно в 3 рази 
порівняно з контролем спостерігається лише в групах тварин, які отримували недостатню кількість харчового 
протеїну. При цьому у цитозолі клітин печінки щурів усіх дослідних груп спостерігається зниження активності 
аргінази порівняно зі значеннями контролю. Водночас за умов споживання високосахарозного раціону при 
нормальному надходженні протеїну зниження аргіназної активності на тлі стабільного клітинного рівня 
аргініну в цитозольній фракції печінки щурів можна розглядати як адаптаційний механізм підтримання 
тканинного пулу L-аргініну. Отже, дисбаланс нутрієнтів у харчовому раціоні призводить до порушення 
завершальної ланки орнітинового циклу, що супроводжується зниженням аргіназної активності та зменшенням 
кількості сечовини. Встановлені нами зміни вказують на порушення сечовиноутворювальної функції печінки. 
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Вступ. Упродовж останніх років особливих 
змін зазнає якісний та кількісний склад харчового 
раціону, що характеризується тенденцією до 
посиленого споживання легкодоступних 
вуглеводів (рафінований цукор, цукрозамінники, 
солодощі, здобні вироби, енерготоніки тощо) за 
умов значного дефіциту протеїнів (Moore et al., 
2016; Schwimmer et al., 2019).  

Нестача харчового протеїну, як правило, 
супроводжується розвитком ендогенної протеїно-
енергетичної недостатності та призводить до 
виснаження внутрішньоклітинного пулу 
амінокислот (Kopylchuk еt al., 2020). 

В останні роки наводяться численні факти про 
причетність порушень метаболізму аргініну до 
розвитку низки захворювань (Rodríguez-Gómez et 
al., 2016; Szefel et al., 2019). В організмі людини 
ендогенний синтез L-аргініну відбувається під час 
проходження орнітинового циклу в печінці, а 
також у нирках із цитруліну, який синтезується в 
слизовій оболонці тонкого кишечника як кінцевий 
продукт глутамінового/глутаматного метаболізму 
(Brosnan et al., 2004; Zhang et al., 2020). 

На відміну від більшості амінокислот, аргінін 
необхідний не лише для біосинтезу протеїнів, а й 
для утворення низки регуляторних і сигнальних 
молекул (Gawrys et al., 2020). 

Рівень аргініну знаходиться під контролем 
ензиму аргінази (КФ 3.5.3.1), максимальна 
активність якого спостерігається в печінці. 
Дослідження останніх років показали, що існують 
дві ізоформи цього ензиму, які відрізняються за 
внутрішньоклітинною локалізацією та 
метаболізмом (Caldwell et al., 2015). Хоча обидва 
ензими відповідають за утворення сечовини, 
аргіназа І – цитозольний ензим – функціонує в 
циклі сечовини та залучена до утворення 
орнітину, а згодом і поліамінів, тоді як 
мітохондріальна аргіназа ІІ регулює клітинну 
концентрацію L-аргініну/орнітину і, окрім того, 
інгібує активність NO-синтази (NOS), 
безпосередньо регулюючи синтез оксиду азоту 
(NO) (Kepka-Lenhart et al., 2008; Grobben et al., 
2020).  
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Дослідження активності аргінази та вмісту 
аргініну в клітинах за умов нутрітивного 
дисбалансу на сьогодні є досить обмеженими.  

З огляду на вищесказане мета роботи – 
дослідити аргіназну активність та вміст L-аргініну 
в цитозольній фракції клітин печінки щурів за 
умов різного забезпечення харчового раціону 
протеїном та сахарозою. 

Матеріали та методи. Дослідження 
проводили на білих безпородних щурах масою 
120-150 г та віком 2,5-3 місяці. Усі маніпуляції 
проводили відповідно до загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, 
регламентованих положеннями «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986 р., зі 
змінами, 1998 р.) та «Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах», ухвалених 
Першим національним конгресом з біоетики 
(Київ, 2001).  

Дослідні щури впродовж експерименту 
споживали напівсинтетичний раціон AIN-93 
відповідно до рекомендацій Американського 
інституту нутрієнтології з урахуванням кількості 
харчового протеїну та сахарози в перерахунку на 
кілограм дієти (Reeves et al., 1993).  

З метою моделювання аліментарної депривації 
протеїну тварини протягом 28 днів щоденно 
отримували напівсинтетичний низькопротеїновий 
раціон, що містив 1/3 загальноприйнятої норми 
добової потреби білка (Kopylchuk еt al., 2020).  

Дієту з високим вмістом сахарози моделювали 
відповідно до рекомендацій (Fernandes-Lima, 
2015). 

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

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 
напівсинтетичний низькопротеїновий раціон 
(1/3 загальноприйнятої норми добової потреби 
протеїну) (НПР); 

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

4 – щури, які на при нестачі харчового протеїну 
споживали надлишок сахарози (НПР/ВС). 
Цервікальну дислокацію дослідних тварин під 

легким ефірним наркозом проводили на 29 добу 
експерименту відповідно до діючих рекомендацій 
та етичних стандартів у стані наркозу (Закон 
України № 3447-1 від 21.02.2006р. «Про захист 
тварин від жорстокого поводження»). 

Для отримання цитозольної фракції 
гомогенізацію тканин печінки проводили в 0,25 М 
розчині сахарози. Ядра та фракцію мітохондрій 
одночасно осаджували центрифугуванням при 12 
000 g протягом 15 хв До отриманого супернатанту 
додавали іони Са2+ і Мg2+ (до 9 об’ємів 
надосадової рідини – 1 об’єм 80 мМ розчину 
CaCl2 та 1 об’єм 160 мМ розчину MgCl2 у 10 мМ 
трис-НСl буфері, рН 7,4). Отримані дослідні 
зразки перемішували на магнітній мішалці 
впродовж 10 хв при 4 °С з подальшим 
центрифугуванням при 10 000 g протягом 10 хв. 
Отриманий осад – мікросомна фракція (Kopylchuk 
еt al., 2020), що утворюється як агрегатна 
суспензія при додаванні до реакційного 
середовища іонів двовалентних металів (Ca2+, 
Mg2+), враховуючи те, що вони нейтралізують 
негативний заряд мікросом. Надосадову рідину, 
що залишалася після отримання мікросомної 
фракції, відбирали та використовували у 
подальших дослідженнях як цитозольну 
(постмікросомну) фракцію.  

Активність аргінази в цитозольній фракції 
визначали за кількістю сечовини (Перетятко та 
ін., 2009). Реакційна суміш містила: 2 М трис-HCl, 
pH 7,5, 0,2 M MnCl2, 10 M NaOH, 1 M розчин 
аргініну та 100 мкг протеїну. Проби інкубували 
при 37 °С протягом 30 хв. Реакцію зупиняли 
внесенням до розчину 100 мкл 50 % ТХО, після 
чого визначали загальний вміст сечовини за 
допомогою діагностичного набору фірми 
«Філісіт-Діагностика» (Україна) відповідно до 
інструкції виробника. Активність аргінази 
виражали в мікромолях утвореної сечовини за 1 
хв на 1 мг загального протеїну в пробі.  

Вміст L-аргініну в цитозольній фракції 
досліджували методом (Перетятко та ін., 2009) 
після осадження протеїнів 20 % розчином ТХО. 
Одержаний супернатант інкубували протягом 20 
хв при 37 °C в реакційній суміші наступного 
складу: 20 % NaOH, 0,02 % α-нафтол, 10 % 
сечовина, гіпобромідний реактив (Br2 та 5 % 
NaOH, співвідношення 1:100). Екстинкцію 
дослідних зразків вимірювали при довжині хвилі 
500 нм на спектрофотометрі CARY 60 (США). 
Концентрацію L-аргініну виражали у мкмоль/мг 
протеїну.  

Вміст сечовини оцінювали уреазним методом 
при використанні набору реактивів «Філісіт-
діагностика» (Україна) відповідно до інструкції 
виробника. Принцип методу ґрунтується на тому, 
що сечовина піддається уреазному гідролізу з 
утворенням вуглекислого газу та аміаку. Останній 
у реакційній суміші з гіпохлоритною та 
саліциловою кислотами утворює продукти 
зеленого забарвлення.  
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Статистичний аналіз отриманих результатів 
досліджень здійснювали з використанням 
прикладних програм статистичного аналізу 
Microsoft Excel 2010 та STATISTICA 6.0. Для 
оцінки міжгрупових відмінностей застосовували 
параметричний t-критерій критерій Стьюдента. 
Різницю між показниками вважали статистично 
значущою при p < 0,05. 

Результати та їх обговорення. Результати 
досліджень показали, що зниження вмісту 
аргініну в цитозольній фракції клітин печінки 
щурів приблизно в 3 рази порівняно з контролем 
спостерігається лише в групах тварин, які 
отримували недостатню кількість харчового 
протеїну (рис. 1).  

Так, зменшення концентрації L-аргініну в 
цитозольній фракції печінки щурів за даних 
експериментальних умов можна пояснити по-
різному. По-перше, зменшення надходження 
харчового протеїну призводить до змін в складі 
пулу вільних амінокислот (Roth еt al., 2011); по-
друге, за умов аліментарної депривації протеїну 
порушується синтез даної амінокислоти, що 
пов’язано зі змінами активностей ензимів циклу 
сечовини. У попередніх роботах (Kopylchuk еt 
al., 2020) наукової групи зазначається, що в 
протеїнодефіцитних щурів порушення циклу 
сечовини відбувається ще за умов конденсації 
клітинного аміаку в карбамоїлфосфатсинтетазній 
реакції, згодом відмічено зниження активностей 
ензимів синтезу ключових метаболітів 

орнітинового циклу – орнітину, цитруліну та 
аргініну (Kopylchuk еt al., 2020).  

По-третє, дана протеїногенна амінокислота 
може посилено використовуватися в реакція 
синтезу інших метаболітів. Наприклад, L-аргінін, 
гліцин та метіонін конденсуються у нирках з 
утворенням креатину (Morris, 2016; Joncquel-
Chevalier Curt M. еt al., 2015), який є субстратом 
креатинкіназної ензиматичної системи для 
утворенням креатинфосфату. Тому можна 
припустити, що при недостатній кількості 
протеїну інтенсифікуються системи відновлення 
клітинного рівня креатину з посиленим 
використанням L-аргініну. 

Окрім того, вказана амінокислота є 
безпосереднім субстратом синтази оксиду азоту, 
яка каталізує реакцію утворення цитруліну та 
NO. Причому вільний цитрулін може знову 
захоплюватися нирками та використовуватися 
для синтезу аргініну (Gawrys еt al., 2020).  

Водночас за умов споживання надмірного 
вмісту сахарози достовірних відмінностей між 
показниками L-аргініну в дослідній та 
контрольній групах щурів не виявлено (рис.1). У 
літературі (Мхітарян та ін., 2016) зазначено, що 
цитрулін вважається регулятором синтезу 
аргініну. Існує цикл аргінін – цитрулін – аргінін, 
що дозволяє захищати зазначену амінокислоту, 
яка надходить в раціон, від надмірної деградації 
в печінці. 

 

Рис. 1. Вміст L-аргініну в цитозольній фракції 
печінки щурів за умов різного забезпечення 

харчового раціону нутрієнтами 

Fig. 1. The content of L-arginine in the hepatic 
cytosolic fraction of rats under the conditions of 

different nutrients provisions 
Примітка: К – щури, які споживали  повноцінний раціон; НПР – щури, які перебували на низькопротеїновій 
дієті; ВС – щури, які отримували високосахарозний раціон; НПР/ВС – тварини, які на тлі аліментарної 
нестачі протеїну споживали надлишок сахарози; *− статистично вірогідна 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 excess sucrose on the 
background of protein alimentary deficiency; * – statistically significant difference compared with the control, P≤0.05. 
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Як відомо, в печінці синтезується достатня 
кількість L-аргініну, який використовується в 
циклі сечовини, і таким чином, практично не 
впливає на позаклітинну концентрацію 
амінокислоти. Внутрішньоклітинний вміст L-
аргініну значно вищий за концентрацію його у 
плазмі крові та позаклітинній рідині. Це 
пов’язане з тим, що гепатоцити проявляють 
низьку активність захоплення амінокислот, 
зокрема аргініну (Premakumar еt al., 2019). 
Однак, невдовзі дослідниками встановлено, що 
частина позаклітинного L-аргініну може швидко 
захоплюватися клітинами печінки для активного 
синтезу NО.  

В експериментальних дослідженнях різних 
науковців (Pudlo еt al., 2017; Gawrys еt al., 2020) 
зазначено, що недостатня активність аргінази 
призводить до підвищення активності NО-
синтази. Остання, в свою чергу, виснажує запас 
вільного L-аргініну, оскільки дана амінокислота 
є спільним субстратом для обох ензимів. Відомо, 
що в результаті активності NО-синтази 
відбувається перетворення L-аргініну до L-
цитруліну та NО. Однак при цьому утворюється 
проміжний продукт N-гідрокси-L-аргінін, який 
вважається мікромолярним інгібітором аргінази. 

Враховуючи те, що вміст аргініну знижується 
лише за умов недостатності протеїну в 
харчовому раціоні, логічним етапом нашої 
подальшої роботи було дослідження активності 
аргінази – одного із ключових ензимів циклу 
сечовини, який забезпечує неокислювальні 
перетворення даної амінокислоти.  

Нами встановлено, що в цитозолі клітин 
печінки щурів усіх дослідних груп 
спостерігається зниження активності аргінази 
порівняно зі значеннями контролю (рис. 2).  

Проте, цікавим для обговорення залишається 
той факт, чому за умов стабільного клітинного 
рівня аргініну в цитозольній фракції печінки 
щурів, які споживали надмірну кількість 
сахарози (рис. 1), активність аргінази порівняно з 
контролем знижується? Необхідно врахувати, що 
концентрація аргініну в печінці тварин 
підтримується не лише за рахунок циклу Кребса-
Гензеляйта, надходження екзогенного протеїну 
(оскільки даний раціон повноцінно збагачений за 
кількістю протеїну), а й внаслідок захопленням 
гепатоцитами аргініну із кровоплину, куди він 
потрапляє із нирок.  

Після досягнення системної циркуляції 
близько 83 % цитруліну посилено захоплюється 
та метаболізується нирками до аргініну через 
частковий цикл сечовини за дії 
аргініносукцинатсинтетази та 
аргініносукцинатліази (але не інших ензимів 
орнітинового циклу). Таким чином кількості 
цитруліну, перетвореного нирками, достатньо 
для підтримання фізіологічного пулу аргініну в 
організмі (Мхітарян та ін., 2016). 

Водночас за умов нестачі протеїну в 
харчовому раціоні незалежно від кількості 
сахарози в цитозольній фракції печінки щурів 
зменшення вмісту аргініну (рис. 1) однозначно 
супроводжується зниженням активності аргінази, 
що, в свою чергу, відображається на кількості 
утворених продуктів реакції – орнітину та 
сечовини. 

Нами встановлено зниження вмісту 
сечовини в печінці щурів усіх дослідних груп 
порівняно зі значеннями контролю (рис. 3). 
Проте, необхідно відзначити, що ключовим 
чинником зниження даного показника слід 
вважати саме дефіцит протеїну.  

 

  
Рис. 2. Аргіназна активність в цитозольній фракції 
клітин печінки щурів за умов різного забезпечення 

харчового раціону нутрієнтами 

Fig. 2. Arginase activity in hepatic cytosolic fraction of 
rats under the conditions of different nutrients 

provisions 

 

м
к

м
ол

ь
/(

хв
×

м
г 

п
р

ое
їн

у)
 



Біологічні системи. Т. 13. Вип. 2. 2021                                                                                                                         153 

 
Рис. 3. Концентрація сечовини в цитозольній 
фракції клітин печінки щурів за умов різного 
забезпечення харчового раціону нутрієнтами 

Fig. 3. The concentration of urea in the hepatic cytosolic 
fraction of rats under the conditions of different 

nutrients supplly 
 

Також з’ясовано, що при споживанні раціону 
з високим рівнем вуглеводів спостерігається 
зменшення вмісту сечовини майже у 1,5 рази 
порівняно з контролем, оскільки відбувається 
зниження активності аргінази, не зважаючи на 
доступність L-аргініну. 

Водночас у групі тварин, які споживали 
низькопротеїновий/високосахарозний раціон 
спостерігається зниження вмісту сечовини 
порівняно з контролем майже у 2 рази,оскільки 
кількість утвореної сечовини знаходиться в 
прямій залежності від рівня спожитого протеїну. 

Висновки. Отже, дисбаланс нутрієнтів у 
харчовому раціоні призводить до порушення 
завершальної ланки орнітинового циклу, що 
супроводжується зниженням аргіназної 
активності та зменшенням кількості сечовини. 
Встановлені нами зміни вказують на порушення 
сечовиноутворювальної функції печінки. 

Водночас за умов споживання 
високосахарозного раціону при нормальному 
надходженні протеїну зниження аргіназної 
активності на тлі стабільного клітинного рівня 
аргініну в цитозольній фракції печінки щурів 
можна розглядати як адаптаційний механізм 
підтримання тканинного пулу L-аргініну. 
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ARGINASE ACTIVITY IN RATS’ LIVER UNDER THE CONDITIONS OF DIFFERENT 
PROTEIN AND SUCROSE PROVISION  

 

H. P. Kopylchuk, I. M. Nykolaichuk, Yu. Yu. Kirichuk 
 

In the present study, the investigations of arginase activity, the content of L-arginine and urea in the cytosolic 
fraction of rats’ liver cells under the conditions of different protein and sucrose provision are presented. During the 
experiment, the experimental animals consumed a semi-synthetic diet AIN-93 in accordance with the recommendations 
of the American Institute of Nutrition taking into account the amount of dietary protein and sucrose per kilogram of 
diet. In order to modelate the alimentary protein deprivation, the animals received a low-protein diet daily for 28 days, 
which contained 1/3 of the generally accepted daily requirement of protein. A high-sucrose diet was modeled by 
increasing the amount of carbohydrate by 4 times. The rationing of the daily diet was carried out taking into account 
the principle of steam nutrition. Arginase activity in the cytosolic fraction of liver cells was determined by the amount of 
urea. The L-arginine content was evaluated by the formation of a colored product in the reaction mixture with α-
naphthol and hypobromide reagent after protein precipitation. Urea content was diagnosed by urease method 
according to the manufacturer's instructions. It was found that the decrease in arginine content in the cytosolic fraction 
of rats’ liver cells by approximately 3 times compared to the control is observed only in groups of animals that received 
insufficient amounts of dietary protein. In the cytosol of rats’ liver cells of all experimental groups the decrease in 
arginase activity compared with control values was shown. At the same time, under the conditions of high-sucrose diet 
consumption with normal protein intake, a decrease in arginase activity against a stable cellular level of arginine in the 
cytosolic fraction of rat liver can be considered as an adaptive mechanism to maintain tissue pool of L-arginine. Thus, 
the imbalance of nutrients in the diet leads to the distruption of final link of the ornithine cycle, which is accompanied 
by a decrease in arginase activity and a decrease in urea. The changes we found indicate a distruption of the urea-
forming function of the liver. 
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