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У роботі представлені дослідження вмісту оксиду азоту в субклітинних фракціях печінки та сироватці 
крові щурів за умов аліментарної депривації протеїну і гострого токсичного ураження ацетамінофеном. З 
метою моделювання низькопротеїнової дієти тварини протягом 28 днів отримували ізоенергетичний раціон, 
що містив 4,7 % протеїну, 10 % жирів та 85,3 % вуглеводів, розрахований згідно з рекомендаціями American 
Institute of Nutrition. Моделювання гострого токсичного ураження проводили шляхом введення per os дослідним 
тваринам ацетамінофену з розрахунку 1250 мг/кг маси тварини. Мітохондріальну та цитозольну фракцію 
клітин печінки щурів отримували методом препаративного диференційного центрифугування. Вміст оксиду 
азоту визначали за уніфікованим методом шляхом визначення вмісту NO2

-, який є стабільним метаболітом 
оксиду азоту. Оскільки NO інактивується в оксидазній реакції з перетворенням в нітрит або нітрат, який 
швидко метаболізується, то вміст оксиду азоту оцінювали за зміною NO2

-. Встановлено, що в 
мітохондріальній та цитозольній фракціях клітин печінки щурів відбувається підвищення вмісту оксиду азоту 
порівняно з контролем з максимальними значеннями в групі тварин, яким на тлі аліментарної депривації 
протеїну вводили токсичні дози ацетамінофену (на 60 % та 42 % відповідно). Водночас у сироватці крові 
дослідних груп щурів також спостерігається підвищення вмісту NO порівняно зі значеннями контрольної 
групи тварин. Слід відмітити, що аліментарна деривація протеїну та введення токсичних доз ацетамінофену 
проявляють однаковий характер щодо змін концентрації оксиду азоту. Таким чином реалізація біологічних 
ефектів оксиду азоту, в значній мірі, визначається його біодоступністю, тобто рівновагою між його 
генеруванням, з одного боку, та утилізацією в тканинах або перехопленням супероксидними аніон-радикалами 
й взаємодією з іншими клітинними компонентами, з іншого. Зростання вмісту NO може викликати порушення 
в редокс-залежних механізмах, які є проміжним етапом у виникненні та розвитку патологічних станів. 
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Вступ. Оксид азоту (NO) – один із 
біорегуляторів системної дії, задіяний у 
численних біохімічних процесах. Здатність 
швидко дифундувати й вільно проникати в 
клітини та екстрацелюлярний простір завдяки 
ліпофільності відображає різноманітність 
біологічних ефектів NO (Erkens et al., 2017; 
Napoli et al., 2013). Спектр біологічної дії оксиду 
азоту в значній мірі залежить від його вмісту в 
клітинах. Прямі ефекти NO спостерігаються при 
низьких концентраціях, основним призначенням 
яких є підтримання гомеостазу ендотеліальної та 
нейрональної функцій організму (Brown, 2010).  

Синтез оксиду азоту в організмі відбувається 
за участю ізоензимів NO-синтази (КФ 1.14.13.39, 
NOS) з L-аргініну. На відміну від конститутивної 
NOS, яка експресується постійно, активація 
індуцибельної ізоформи ензиму відбувається 

лише за умов патологічних станів і може бути 
індукована в клітинах різних типів за дії 
запальних стимулів (Li et al., 2014).  

У низці робіт (Dai et al., 2013; Дмитренко, 
Холиан, 2007) продемонстровано, що ключовий 
шлях метаболізму NO – реакція з 
гемопротеїнами. Внутрішньоклітинний ефект 
оксиду азоту зумовлений його швидким 
зв’язуванням із геміновою простетичної групою 
гуанілатциклази. NO стимулює розчинну 
гуанілатциклазу, що призводить до збільшення 
cGMP – вторинного посередника та потужного 
регулятора метаболічних процесів. Нещодавно 
з’ясувалося, що сигнальна система NO – 
розчинна гуанілатциклаза – cGMP задіяна не 
лише в системі гемостазу, а бере участь у 
регуляції проліферативних процесів у клітинах 
(Förstermann, Sessa, 2012). 
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Гіперпродукція NО в гепатоцитах призводить 
до зниження активності каталази та цитохрому 
Р-450 внаслідок зворотної дисоціації гему від 
апоферменту. NO також реагує з 
оксигемоглобіном еритроцитів, утворюючи 
метгемоглобін, внаслідок чого порушується 
транспорт кисню в крові (Bian, 2012). Унаслідок 
цього NO перетворюється в іон нітриту (NO2

–), а 
за наявності гемового Fe2+ NO2

– – у більш 
стабільний іон нітрату (NO3

–). У клітинах кліренс 
NО може відбуватися також шляхом його 
спонтанного окислення киснем до NO2

– і NO3
– 

(Gisone et al., 2004). Нітрати, безсумнівно, є 
основним кінцевим продуктом окислення NO і 
рівень цього метаболіту в крові та тканинах 
перевищує вміст нітриту принаймні на два 
порядки (мМ NO3

– проти нМ NO2
–). 

Окрім цього, збільшення вмісту NO 
супроводжується утворенням високореакційного 
пероксинітриту (ONOO–). ONOO– виступає 
потужним прооксидантом та цитотоксином: 
посилює деструкцію клітинних структур шляхом 
модифікації протеїнів за залишками тирозину, 
індукує процеси пероксидного окислення ліпідів, 
призводячи до поглиблення оксидативно-
нітрозативного стресу (Chen et al., 2017; Radi, 
2013). 

Зростання кількості досліджень в області 
біологічної дії оксиду азоту характеризується 
виявленням множинності його ефектів, які 
демонструють як токсичну, так і захисну роль 
цієї «універсальної» молекули. При цьому 
питання особливостей змін вмісту NO у клітинах 
печінки за умов гострого токсичного ураження 
та аліментарної депривації протеїну залишається 
відкритим. 

З огляду на вищезазначене метою роботи було 
дослідити вміст оксиду азоту в субклітинних 
фракціях печінки та сироватці крові щурів за 
умов ацетамінофен-індукованого ураження та 
аліментарної нестачі протеїну. 

Матеріали та методи. Дослідження 
проводили на білих безпородних щурах віком 
2,5-3 місяці та масою 120-150 г. Утримання 
тварин та маніпуляції з ними проводили згідно з 
положеннями «European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals used for 
Experimental and Other Scientific Purposes» 
(Strasbourg, 1986) та «Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах», 
ухвалених Першим національним конгресом з 
біоетики (Київ, 2001). 

Нормування добового раціону проводили з 
урахуванням принципу парного харчування 
(Lomba et al., 2010). Протягом експерименту 
проводили моніторинг стану тварин. Щоденно 

фіксували масу тіла тварин та кількість спожитої 
їжі.  

Моделювання гострого токсичного ураження 
проводили шляхом введення per os дослідним 
тваринам ацетамінофену з розрахунку 1250 мг/кг 
маси тварини у вигляді суспензії в 2 % розчині 
крохмального гелю 1 раз в день протягом 2 діб 
(Стефанов, 2001; Покотило, Коваль, 2009). 

Модель дослідження передбачала поділ 
тварин на групи:  

І – тварини, які утримувалися на 
збалансованому напівсинтетичному раціоні – 
група контролю (К) (Reeves et al., 1993);  

ІІ – тварини, які протягом 28 днів до початку 
експерименту отримували напівсинтетичний 
низькопротеїновий раціон (1/3 загально-
прийнятої норми добової потреби протеїну) 
(НПР) (Kopylchuk et al., 2017);  

ІІІ – тварини, яким після перебування на 
збалансованому раціоні, моделювали токсичне 
ураження ацетамінофеном (ТУ);  

ІV – тварини, яким на тлі аліментарної 
депривації протеїну індукували гостре токсичне 
ураження ацетамінофеном (НПР+ТУ).  

Тварини І та ІІІ групи отримували раціон, 
збалансований за всіма нутрієнтами, що містив 
14 % протеїну (у вигляді казеїну), 10 % жирів, 
76 % вуглеводів. Тварини ІІ та ІV групи 
отримували ізоенергетичний раціон, що містив 
4,7 % протеїну, 10 % жирів та 85,3 % вуглеводів, 
розрахований згідно з рекомендаціями American 
Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993). 

Цервікальну дислокацію дослідних тварин під 
легким ефірним наркозом проводили на 28 та 31 
доби експерименту. 

Мітохондріальну фракцію клітин печінки 
отримували методом диференційного 
препаративного центрифугування (Акопова, 
Сагач, 2004). До середовища гомогенізації 
входили: 250 мМ розчин сахарози, 1 мМ ЕDТА, 
10 мМ трис-НСl, рН 7,4. Отриманий тканинний 
гомогенат фільтрували через чотири шари марлі. 
Ядра та уламки клітин осаджували 
центрифугуванням при 800 g протягом 10 хв. 
Фракцію мітохондрій із супернатанту 
осаджували при 10000 g впродовж 10 хв. 
Отриманий осад двічі промивали середовищем 
виділення субклітинної фракції без ЕDТА.  

Мікросомну фракцію отримували методом 
(Sabatini, 2014). Надосадову рідину, що 
залишалася після отримання мікросомної 
фракції, відбирали та використовували у 
подальших дослідженнях як цитозольну 
(постмікросомну) фракцію.  

Для отримання сироватки крові цільну кров 
вносили в попередньо прогріті пробірки та 
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залишали при температурі 37°С протягом 30 хв 
для утворення фібринового згустку. Тонкою 
скляною паличкою відділяли згусток від стінок 
пробірки з подальшим центрифугуванням при 
1000 g впродовж 20 хв. Сироватку крові 
обережно відбирали та використовували в 
подальших дослідженнях. 

Вміст оксиду азоту визначали за 
уніфікованим методом (Hwang et al., 1994) 
шляхом визначення вмісту NO2

-, який є 

стабільним метаболітом оксиду азоту. Оскільки 
NO швидко інактивується в оксидазній реакції з 
перетворенням в нітрит або нітрат, який швидко 
метаболізується, то вміст оксиду азоту 
правомірно оцінювати за зміною NO2

- (Curran et 
al., 2001). Для цього до інкубаційної суміші 
додавали розчин 2 М HClO4 та центрифугували 
при 1000 g протягом 15 хв. Вміст NO2

- в 
досліджуваних субклітинних фракціях та 
сироватці крові реєстрували за інтенсивністю 
забарвлення фіолетово-червоного азокомплексу 
при λ = 548 нм. Побудову калібрувальної кривої 
для визначення кількості NO2

- здійснювали з 
використанням стандартного розчину NaNO2 в 

20 мМ калій-фосфатному буфері (рН 7,4) з 
наступною серією розведень різної концентрації 
при додаванні реактиву Гріса.  

Концентрацію протеїну в дослідних зразках 
визначали за методом Лоурі (Lowry et al., 1951). 

Статистичне опрацювання результатів 
досліджень здійснювали з використанням 
програми Microsoft Excel. Для оцінки 
вірогідності різниці між статистичними 
характеристиками двох альтернативних 
сукупностей даних обчислювали коефіцієнт 
Стьюдента. Вірогідною вважали різницю при 
показах вірогідності р ≥ 0,95 (рівень значимості 
Р < 0,05). 

Результати та їх обговорення. Результати 
досліджень показали, що в мітохондріальній 
фракції всіх дослідних груп тварин 
спостерігається підвищення вмісту оксиду азоту 
(рис. 1). Максимальне зростання рівня даного 
показника (на 60 %) порівняно з контролем 
зареєстровано в щурів, яким після перебування 
на низькопротеїновій дієті моделювати гостре 
токсичне ураження (рис. 1). 

   

   
Рис. 1. Вміст оксиду азоту в мітохондріальній фракції 
клітин печінки щурів за умов токсичного ураження та 

аліментарної депривації протеїну 

Fig. 1. Nitric oxide content in the rat liver 
mitochondrial fraction under conditions of 

alimentary protein deprivation and toxic injury 
Примітка (тут і надалі):  
К – тварини, які утримувалися на збалансованому 
напівсинтетичному раціоні (контроль);  
НПР – тварини, які протягом 28 днів до початку 
експерименту отримували напівсинтетичний 
низькопротеїновий раціон;  
ТУ – тварини, яким після перебування на збалансованому 
раціоні, моделювали токсичне ураження ацетамінофеном; 
НПР+ТУ – тварини, яким на тлі аліментарної депривації 
протеїну індукували гостре токсичне ураження 
ацетамінофеном; 
*– статистично достовірна різниця порівняно з 
показниками контролю, Р ≤ 0,05. 

Note (here and farther): 
C – rats maintained on full-value semi-synthetic 
ration – control group; 
LPR – rats maintained on low-protein ration; 
H – animals subjected to acetaminophen-induced 
liver lesions receiving complete ration; 
LPR+H – animals subjected to acetaminophen-
induced liver lesions that were previously fed semi-
synthetic low-protein ration; 
* – significant difference comparing to control,         
Р ≤ 0,05. 
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Відомо, що оксид азоту, який утворюється за 
участю мітохондріальної NO-синтази, є 
ендогенним регулятором енергетики мітохондрій 
– мембранного потенціалу, дихання та синтезу 
АТР (Feng et al., 2014). Під дією цитотоксичних 
дериватів NO внаслідок окислення або 
нітрозилювання тіолових груп цистеїновмісних 
ділянок білків внутрішньої мембрани 
мітохондрій (АТР/АDP-антипортери), може 
відбуватися відкриття мітохондріальних пор, 
експресія та вихід у цитозоль проапоптичних 
білків, що підтверджується попередніми 
дослідженнями (Voloshchuk, Kopylchuk, 2015). 
Саме таке неспецифічне відкриття пор 
перетворює мітохондрії з «електростанцій» у 
«топку» субстратів окислення без утворення 
АТР. 

За даними літератури (Li et al., 2014; Dai et al., 
2013), в гепатоцитах значні кількості NO 
утворюються за дії індуцибельної NO-синтази. 
Такі зміни супроводжується порушенням 
метаболічних процесів у печінці, які найчастіше 
корелюють з активністю амінотрансфераз у 
плазмі (Voloshchuk et al., 2014). Так, ефекти NO, 
опосередковані дією NOS, проявляються в 
інгібуванні глюконеогенезу, глікогенолізу та 
основних етапів гліколізу, які відбуваються в 
цитозолі клітин, шляхом рибозилювання і 
нітрозилювання ключових ензимів зазначених 
метаболічних шляхів. 

Аналіз отриманих результатів засвідчує, що в 
цитозольній фракції клітин печінки усіх 
дослідних груп щурів спостерігається зростання 
вмісту оксиду азоту (рис. 2). Так, у тварин, які 

споживали обмежену кількість харчового 
протеїну, вміст NO в 1,3 рази перевищував 
значення контролю (рис. 2). Відомо, що L-аргінін 
– єдиний субстрат для синтезу NO всіма 
формами NOS. Доступність внутрішньо-
клітинного L-аргініну є лімітуючим фактором 
синтезу оксиду азоту та потенційним механізмом 
контролю регуляторної функції NO, оскільки 
більшість типів клітин не здатні синтезувати L-
аргінін і потребують його екзогенного 
надходження (Van Faassen et al., 2009). 
Враховуючи те, що за дії певних факторів та 
умов середовища, організму притаманні зміни 
інтенсивності синтезу NO, зростання вмісту 
оксиду азоту в даному випадку, ймовірно, можна 
розглядати як дію багатофункціональної 
ефекторної молекули, що здійснює міжклітинну 
комунікацію та сприяє адаптації різних систем 
організму. 

Водночас за умов моделювання токсичного 
ураження тваринам, які перебували на 
повноцінному напівсинтетичному раціоні та 
зазнавали аліментарної нестачі протеїну, в 
цитозольній фракції клітин печінки 
спостерігається підвищення вмісту NO в 1,5 та 
1,7 рази відповідно порівняно з показниками 
контролю (рис. 2). Ймовірно, за умов введення 
токсичних доз ацетамінофену посилене 
утворення оксиду азоту відбувається внаслідок 
активації індуцибельної NO-синтази. 

З іншого боку, необхідно врахувати, що 
інтермедіати тіол-дисульфідної системи можуть 
виступати транпортерами NO, тим самим 
підвищуючи його біодоступність. 
 
 
 

  

Рис. 2. Вміст оксиду азоту в цитозольній фракції 
клітин печінки щурів за умов токсичного 

ураження та аліментарної депривації протеїну 
Fig. 2. Nitric oxide content in the rat liver cytosolic 

fraction under conditions of alimentary protein 
deprivation and toxic injury 

Рис. 3. Вміст оксиду азоту в сироватці крові 
щурів за умов токсичного ураження та 

аліментарної депривації протеїну 
Fig. 3. Nitric oxide content in the blood serum of rats 

under conditions of alimentary protein deprivation 
and toxic injury 
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Оскільки попередніми дослідженнями 
(Kopylchuk et al., 2016) показано, що за даних 
експериментальних умов відбувається зниження 
концентрації більшості тіолів – глутатіону, 
цистеїну, які здатні обмежувати цитотоксичність 
NO та його дериватів, шанс клітин вижити за 
умов патологічного процесу потенційно 
знижується. 

Відсутність електричного заряду та невеликі 
розміри молекули NO дозволяють їй легко 
проникати через мембрани клітин та здійснювати 
прямий цитотоксичний і цитопатичний вплив 
(Dai et al., 2013). Так, у сироватці крові 
дослідних груп щурів спостерігається 
підвищення вмісту NO порівняно з контролем 
(рис. 3). Як видно з рисунку, аліментарна 
деривація протеїну та введення токсичних доз 
ацетамінофену проявляють однаковий характер 
щодо змін концентрації даного показника. 

Висновки. Зростання вмісту оксиду азоту в 
мітохондріальній та цитозольній фракціях клітин 
печінки щурів супроводжується підвищенням 
рівня даного показника в сироватці крові з 
максимальними значеннями за умов 
ацетамінофен-індукованого ураження на тлі 
аліментарної нестачі протеїну. Отже, реалізація 
біологічних ефектів оксиду азоту, в значній мірі, 
ви-значається його біодоступністю, тобто 
рівновагою між його генеруванням, з одного 
боку, та утилізацією в тканинах або 
перехопленням супероксидними аніон-
радикалами й взаємодією з іншими клітинними 
компонентами, з іншого. Зростання вмісту NO 
може викликати порушення в редокс-залежних 
механізмах, які є проміжним етапом у 
виникненні та розвитку патологічних станів. 
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NITRIC OXIDE CONTENT IN RATS HEPATOCYTES UNDER CONDITIONS OF 

ALIMENTARY PROTEIN DEPRIVATION AND TOXIC INJURY 
 

G. P. Kopylchuk, I. M. Nykolaichuk, Y. I. Kokhaniuk 

In the research, the nitric oxide content in the rat liver and blood serum subcellular fractions under the conditions 
of alimentary protein deprivation and acute toxic damage by acetaminophen are presented. In order to simulate the 
low-protein diet of the animal for 28 days, an isoenergy diet containing 4.7 % protein, 10 % fats and 85.3% 
carbohydrates was calculated according to according to American Institute of Nutrition recommendations. The 
simulation of acute toxic lesions was performed by per os administration into experimental animals of acetaminophen 
at a rate of 1250 mg / kg of animal weight. Mitochondrial and cytosolic fraction of the liver cells of the rats were 
prepared by the method of preparative differential centrifugation. The content of nitrogen oxide was determined 
according to a unified method by determining the content of NO2

-, which is a stable nitrogen oxide metabolite. Since 
NO is inactivated in the oxidation reaction with conversion into nitrite or nitrate, which is rapidly metabolised, the 
nitrogen oxide content is evaluated by changing NO2

-
. It was established that in mitochondrial and cytosolic fractions of 

liver cells of the rats there is an increase in the content of nitric oxide in comparison with the control with the maximum 
values in the animal group, which received toxic doses of acetaminophen (60% and 42 % respectively) against the 
background of alimentary deprivation of protein. Meanwhile, in the blood serum of experimental groups of rats, there is 
also an increase in NO content compared to the values of the control group of animals. It should be noted that the 
alimentary derivation of the protein and the administration of the toxic doses of acetaminophen exhibit the same pattern 
as changes in the concentration of nitric oxide. In this way, the implementation of the biological effects of nitric oxide is 
largely determined by its bioavailability, that is, the equilibrium between its generation, on the one hand, and utilization 
in tissues or interception by superoxide anion radicals and interaction with other cellular components, on the other. 
The growth of the content of NO may cause a violation in the redox-dependent mechanisms, which is the intermediate 
stage in the occurrence and development of pathological conditions. 
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