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Целью данного исследования было изуче�
ние влияния геропротекторного средс�
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да азота в тканях печени, почек, сердца и мозга 
молодых и взрослых крыс. Установлено до�
стоверное увеличение количества NOx в тка�
нях исследуемых органов интактных взрослых 
крыс. Отмечена тенденция увеличения кон�
центрации как NO2

�, так и NO3
�. Для всех иссле�

дуемых тканей выявлено снижение доли NO2
� 

от общего количества метаболитов. �ыявлена 
возможность коррекции уровня оксида азота 
по его метаболитам у взрослых организмов под 
действием парафармацевтика с геропротектор�
ными свойствами ��ин��ита��.��ин��ита��.�ин��ита��.��.. 
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ВВЕДЕНИЕ
Сдвиги в NO�продуцирующей системе явля�

ются тканеспецифичными и зависят от возраста 
[3]. Согласно свободнорадикальной теории ста�
рения Хармана, накопление повреждений в ре�
зультате оксидативного стресса приводит к пов�
реждению тканей, канцерогенезу и, наконец, 
преждевременному старению [13]. 

� пожилом возрасте оксидативному повреж�
дению органов и тканей отводится особенно важ�
ная роль. Недостаточная эффективность системы 
антиоксидантной защиты с возрастом приводит к 
тому, что клетки постоянно подвергаются окис�
лительному стрессу. Оксид азота — один из клю�
чевых звеньев в его развитии [1].

Оксид азота содержится практически во всех 
тканях человеческого организма. � настоящее вре�
мя выделены NO�синтазы, специфичные для раз�
ных тканей и клеток [2]. Активность eNOS и nNOS 
постоянна и весьма низка. При воздействии акти�
ваторов синтеза этих ферментов (ацетилхолина, 
брадикинина, серотонина, АДФ, глутамата и др.) 
происходит увеличение образования оксида азо�
та до пикомолей (пмоль) на короткое время (не�
сколько минут). Индуцибельная NO�синтаза под 
влиянием иммуногенных и провоспалительных 
факторов (эндотоксины, бактериальные липопо�
лисахариды, гамма�интерферон и др.) стимулиру�
ет выделение оксида азота на протяжении многих 
часов, иногда дней в больших количествах нано�
молях (нмоль). Установлено, что в макрофагах, 
нейтрофилах, гепатоцитах синтез оксида азота в 
норме определяет также индуцибельная NO�син�
тза [4, 11]. 

Биологические эффекты оксида азота обус�
ловлены активацией клеточной растворимой гу�
анилатциклазы. � организме человека он вы�
полняет функции универсального мессенджера 
внутри� и межклеточной сигнализации.

Противодействие окислительному стрес�
су может играть существенную роль в механиз�
ме геропротекторного действия эндогенных и эк�
зогенных антиоксидантов. � настоящее время 
геропротекторы пептидной природы занимают 
лидирующее положение [14] в изучении их эф�
фектов на процессы старения. Среди средств рас�
тительного происхождения, которые обладают 
геропротекторными свойствами и содержат низ�
комолекулярные соединения (витамины А, С, Е, 
Д и К, биофлавоноиды и т.д.), интерес вызыва�
ет парафармацевтик ��ин��ита��. Биофлавонои�
ды кожицы и косточек красного винограда явля�
ются мощнейшими антиоксидантами — в 50 раз 
более сильными, чем витамин Е. Также они об�
ладают капилляроукрепляющим, антигипокси�
ческим, антигипертензивным, противовоспали�
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тельным, противовирусным, антиаллергическим, 
противострессовым, кардио�, гепато� и радиоза�
щитным действием [15, 16]. Геронтологами было 
экспериментально доказано, что длительное 
употребление биофлавоноидов с мощным капил�
ляроукрепляющим и антиоксидантным действи�
ем вызывает достоверное увеличение продолжи�
тельности жизни [14, 16].

Анализ полученных на сегодня данных [7, 8, 
9] позволяет обосновать целесообразность при�
менения в качестве геропротекторного средства 
растительного происхождения, обладающего вы�
раженным антиоксидантным действием, пара�
фармацевтика ��ин��ита��.

МАтЕРИАЛы И МЕтОДы 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили на белых кры�
сах двух возрастных групп — 14�недельные (мо�
лодые) и 30�недельные (взрослые). Экспери�
ментальную группу составили взрослые крысы, 
которые получали парафармацевтик с геропро�
текторным действием ��ин��ита�� на протяже�
нии 30 дней. Группами контроля служили 14�не�
дельные и 30�недельные интактные крысы.

Животных декапитировали под легким эфир�
ным наркозом, затем извлекали органы (печень, 
почки, сердце, мозг).

Уровень метаболитов оксида азота опреде�
ляли с помощью реактива Грисса. Метод опре�
деления нитратов и нитритов достаточно точно 

отражает степень активности NO�синтазы. Го�
могенат тканей готовили в среде выделения, со�
держащей 0,25 М сахарозы и 1 мМ ЭДТА в соот�
ношении 1:9. Далее проводили диализ в течение 
2 ч против дистиллята. Затем отбирали образцы 
проб и измеряли объем диализата. Белки в диа�
лизате осаждали смесью 0,5 Н КОН и 5% ZnSO4 в 
объемном соотношении 2:5. При определении со�
держания нитритов отбирали 10 мл пробы и при�
ливали 1 мл реактива Грисса (5°С). Через 15 ми�
нут после интенсивного встряхивания пробирок 
развивается окраска. Спектрофотометрирова�
ние проводили при =540 нм, контролем служил 
дистиллят. Т.к. реактив Грисса позволяет иден�
тифицировать только нитриты, то для определе�
ния нитратов было проведено восстановление их 
до нитритов цинковой пылью. �осстановление и 
диазотирование проходило при 5°С. Через 10 ми�
нут пробирки центрифугировали и отбирали су�
пернатант. Спектрофотометрировали при =540 
нм против �холостой пробы��. Определение со�
держания нитрит� и нитрат�ионов проводили при 
помощи калибровочной кривой, построеннной по 
натрия нитриту.

Полученные в результате исследования по�
казатели обрабатывались на персональном ком�
пьютере в программе Excel 2007 для Windows 
XP с использованием методов вариационной 
статистики. Достоверность средних отличий 
оценивали с использованием t�критерия Стью�
дента.

ТАБЛИЦА 1
Содержание нитратов и нитритов (мкг/мг) в тканях молодых и взрослых крыс

Орган Показатель
Группы животных

14�недельные
интактные крысы

30�недельные
интактные крысы

экспериментальная
группа

Печень NO2
� 4,5±0,1 5,6±0,2** 5,1±0,3

NO3
� 13,7±0,2 21,3±0,5** 18,6±0,4*

NOx 18,2±0,2 26,9±0,8** 23,7±0,7*

Почки NO2
� 3,6±0,2 4,3±0,3** 4,6±0,1

NO3
� 13,8±0,3 19,1±0,6** 14,9±0,5*

NOx 17,4±0,3 23,4±0,5** 19,5±0,6*

Сердце NO2
� 3,2±0,2 3,8±0,2** 3,5±0,1

NO3
� 12,1±0,3 19,7±0,3** 13,4±0,2*

NOx 15,3±0,4 23,5±0,4** 16,9±0,5*

Мозг NO2
� 3,9±0,1 4,2±0,2** 3,5±0,2*

NO3
� 11,5±0,4 21,6±0,2** 15,6±0,5*

NOx 15,4±0,2 25,8±0,5** 19,1±0,4*

Примечания: * –  достоверность результатов относительно 30-недельных интактных крыс (р<0,05), ** – достоверность резуль-
татов относительно 14-недельных интактных крыс (р<0,05).



ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

101Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2010, том 5, №2

РЕзуЛЬтАты ИССЛЕДОВАНИЯ  
И Их ОбСуЖДЕНИЕ

Определение уровня продукции стабильных 
метаболитов оксида азота в различных тканях 
органов группы 14�недельных интактных крыс 
выявило следующие различия. Максимальное 
содержание NO2

�
 и NO3

� наблюдалось в ткани 
печени. �озможно, это обусловлено активаци�
ей не только конститутивной, но и индуцибель�
ной NO�синтазы гепатоцитов. По литературным 
данным [2], iNOS печени обладает уникальны�
ми свойствами, характерными как для индуци�
бельных (индуцируется комбинацией факторов: 
интерлейкин�1, фактор некроза опухолей, ин�
терферон и липополисахарид), так и для конс�
титутивно экспрессируемых NO�синтаз, и явля�
ется основой неспецифической резистентности 
организма.

� ткани почек содержание нитратов и нитритов 
было на 4,4% меньше, чем в ткани печени. Показа�
тели содержания метаболитов оксида азота были 
равнозначными для ткани сердца и мозга (табл. 1). 

Помимо количественного содержания NOх ин�
формативным является и соотношение стабиль�
ных метаболитов между собой. Анализ соотноше�
ния NO2

�/NO3
� для разных тканей показал, что в 

ткани мозга молодых крыс процентное содержа�
ние нитрит�ионов от общего количества метабо�
литов оксида азота наиболее высокое. � ткани пе�
чени доля NO2

� составила 24,7%, в серце — 21%, 
а в почках — 20,7%. Процентное содержание нит�
рат�ионов для ткани печени — 75,3%, почек — 
79,3%, сердца — 79%, для ткани мозга было, соот�
ветственно, меньшим и составило 74,7%. � тканях 
преобладают нитраты, так как NO3

�, образовав�
шиеся в результате основного пути метаболиз�
ма оксида азота, являются более стабильными и в 
условиях организма практически не восстанавли�
ваются в нитриты [5].

Следовательно, у молодых крыс содержание 
NOх в разных тканях не однозначно. Но при этом 
количественное содержание метаболитов окси�
да азота в тканях печени и почек (между собой) 
достоверно не отличается, в тканях сердца и моз�
га — аналогично.

Сравнительная оценка содержания NOx ин�
тактных 14�недельных и 30�недельных животных 
показала тенденцию к увеличению уровня мета�
болитов с возрастом во всех исследуемых тканях. 
� ткани печени взрослых крыс наблюдалось до�
стоверное увеличение содержания NOх по срав�
нению с группой молодых в 1,5 раза, в ткани по�
чек — в 1,3 раза, а в тканях сердца и мозга — в 1,5 

и 1,7 раза соответственно (табл. 1). При этом уве�
личивалось содержание как нитритов, так и нит�
ратов для всех тканей 30�недельных интактных 
крыс по сравнению с 14�недельными интактны�
ми животными. 

Накопление метаболитов оксида азота в тка�
нях взрослых крыс можно связать с получен�
ными нами ранее результатами об увеличении 
продуктов окислительной модификации бел�
ков (ОМБ), образованных на стадии инициа�
ции свободнорадикального окисления [8]. Мож�
но судить о вкладе оксида азота в процессы ОМБ 
с возрастом.

Динамика изменения соотношения NO2
�/NO3

� 

в тканях взрослых интактных крыс по сравнению 
с молодыми была различной. � ткани печени доля 
NO2

� снизилась на 3,9%, в ткани почек — на 2,3%, 
в ткани сердца — на 4,8%. Максимальное сниже�
ние содержания нитрит�анионов (NO2

�) наблю�
далось в ткани мозга и составило 9%. Соответс�
твенно, при этом доля NO3

� увеличивалась во всех 
тканях (рис. 1). �осстановление нитрат�ионов в 
нитрит�ионы малоэффективно, и основная часть 
нитратов выводится с мочой. Полученные данные 
позволяют предположить, что изменение баланса 
NO2

�/NO3
� может привести к увеличению дефи�

цита оксида азота [6].
Применение парафармацевтика ��ин��ита�� 

привело к снижению содержания стабильных ме�
таболитов оксида азота во всех тканях: в ткани пе�
чени — на 11,8%, почек — на 16,7%, сердца — на 
28,1%; мозга — на 26%. Ранее нами была установ�
лена возможность нормализации состояния энер�
гетического обмена и уровня ОМБ с возрастом 
под действием парафармацевтика ��ин��ита����ин��ита���ин��ита���� 
[7], что, возможно, связано с более эффективным 
функционированием антиоксидантной системы 
(АС). Так как оксид азота является бифункцио�
нальной молекулой, то механизм ее действия за�

Рис. 1. Процентное содержание NO2 — в структуре метаболи-
тов оксида азота в различных тканях 30-недельных интакт-
ных и экспериментальных животных.
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висит от условий, в которых она синтезируется. 
Уменьшение содержания NOх можно объяснить 
отсутствием потребности в оксиде азота за счет 
активного действия АС, вследствие воздействия 
антиоксиданта.

При анализе уровня NO2
� в тканях печени, 

почек и сердца не установлено достоверных из�
менений, а в ткани мозга — достоверное сни�
жение показателя NO2

�. Однако только в ткани 
сердца экспериментальной группы содержание 
NO2

� достоверно приближено к данному пока�
зателю группы молодых интактных крыс. Сни�
жался уровень NO3

�
 в экспериментальной груп�

пе по сравнению со взрослыми интактными 
животными: в ткани печени — на 12,7%, почек — 
на 15,2%, сердца — на 32%, мозга — на 27,8% 
(табл. 1). Следует отметить, что для всех тканей 
экспериментальной группы характерно увели�
чение доли NO2

� относительно общего числа ме�
таболитов и снижение процентного содержания 
NO3

� (рис. 1). 
Таким образом, полученные данные указыва�

ют, что применение парафармацевтика с геропро�
текторной активностью способствует снижению 
содержания стабильных метаболитов оксида азо�
та в разных тканях крыс с возрастом.

ВыВОДы
1. �ыявлена возможность коррекции уровня 

оксида азота по его метаболитам у взрослых орга�
низмов под действием парафармацевтика с героп�
ротекторными свойствами ��ин��ита��.��ин��ита��.�ин��ита��.��. 

2. Установлено достоверное увеличение коли�
чества NOx в тканях сердца, мозга, печени и по�
чек у интактных взрослых крыс. Отмечена тен�
денция увеличения концентрации как NO2

�, так 
и NO3

�. Для всех исследуемых тканей выявлено 
снижение доли NO2

� от общего количества мета�
болитов.

3. Парафармацевтик ��ин��ита�� способство���ин��ита�� способство��ин��ита�� способство��� способство� способство�
вал снижению уровня стабильных метаболитов 
оксида азота у 30�недельных крыс за счет досто�
верного снижения NO3

� для всех исследуемых 
тканей. Изменение содержания NO2

� в ткани моз�
га достоверное, в отличие от других тканей.
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Метою дослiдження було вивчити вплив героп-
ротекторного засобу ��iн-�ита�� на рiвень мета-��iн-�ита�� на рiвень мета-�iн-�ита�� на рiвень мета-�� на рiвень мета- на рiвень мета-
болiтiв оксиду азоту в тканинах печiнки, нирок, 
серця, мозку молодих та дорослих щурiв. �ста-
новлено вiрогiдне пiдвищення кiлькостi NOx в тка-
нинах дослiджуваних органiв iнтактних дорослих 
щурiв. При цьому вiдзначалася тенденцiя збiль-
шення як NO2

-, так i NO3
-. Для всiх дослiджуваних 

тканин 30-тижневих iнтактних тварин виявлено 
зниження частки NO2

- вiд загальної кiлькостi ме-
таболiтiв. �становлена можливiсть корекцiї рiв-
ня оксиду азоту за його метаболiтами у дорослих 
органiзмiв пiд дiєю парафармацевтика з геропро-
текторними властивостями ��iн-�iта��.��iн-�iта��.�iн-�iта��.��..

E.A.Orlova, O.A.Lazarchuk. Effect paraphar-
maceutic «Vin-Vita» at the level of nitric oxide 
metabolites in the tissues of young and adult rats. 
Lugansk, Ukraine.

Key words: nitric oxide metabolites, antioxidant 
status, tissue, geroprotektor.

The purpose of this study was to investigate the in-
fluence geroprotektor means �Vin-Vita�� at the level 
of nitric oxide metabolites in liver, kidney, heart and 
brain of young and adult rats. Found a significant in-
crease in the amount of NOx in the tissues intact adult 
rats. This tended to increase as NO2

-, and NO3
-. For all 

tissues examined 30-week-intact animals showed a re-
duction in the proportion of NO2

- of the total metab-
olites. Revealed the possibility of correcting the level 
of NO in adult organisms under the influence of par-
apharmaceutic with geroprotektor properties �Vin-
Vita��. 
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