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Монооксид азота представляет со-
бой уникальный по своей при-

роде и механизмам действия вторичный 
месседжер. Важная роль оксида азота 
заключается в том, что он регулиру-
ет не только физиологические (ней-
ротрансмиссия, снижение агрегации 
тромбоцитов [12], регуляция тонуса 
гладких мышц [13], реакции иммун-
ной системы [12]), но и патологиче-
ские процессы (развитие воспалитель-
ной реакции, окислительного стресса) 
[14]. Оксид азота является свободным 
радикалом, который синтезируется 
из аргинина с помощью NO-синтазы 
[6], одним из блокаторов синтеза яв-
ляется аналог L-аргинина, N-нитро-L-
аргининметиловый эфир (L-NAME) [9].

Известно, что ингибиторы синтеза 
NO увеличивают количество лейкоци-
тов более чем в 15 раз [11]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что NO – важ-
ный эндогенный модулятор деятельно-
сти лейкоцитов. Синтез NO приводит 
к адгезии лейкоцитов и их миграции в 
ткани. Кроме этого оксид азота регули-
рует функциональную активность, рост 
и смерть иммунных клеток [8], включая 
макрофаги, Т-лимфоциты, тучные клет-

ки, нейтрофилы [7]. Тем не менее, роль 
монооксида азота в формировании им-
мунитета, а так же его эффекты и меха-
низмы воздействия на клетки иммунной 
системы, в том числе и моноядерные 
лейкоциты, пока остается относительно 
неизвестными. Именно поэтому внима-
ние исследователей привлекают моно-
циты, которые обладают широким спек-
тром иммунной защиты, регулируют 
апоптоз и выживание, пролиферацию 
и дифференцировку клеток, а так же 
активацию других форменных элемен-
тов крови [1]. Одним из диагностически 
значимых показателей воспалительного 
процесса, апоптоза и иммунного отве-
та является степень активации лизосо-
мальных цистеиновых протеиназ. 

Экспрессия лизосомальных проте-
аз, например, катепсинов В и L, часто 
связывают с развитием апоптоза, проли-
ферацией опухолевых клеток, инвазией, 
метастазированием [2]. Так же актива-
ция лизосомальных протеаз свидетель-
ствует об иммунном ответе организма. 
Катепсины представляют очень важную 
часть иммунной системы и должны 
находиться под контролем, чтобы из-
бежать патологических повреждений 

клеток и тканей. Они участвуют в акти-
вации врожденного и приобретенного 
иммунитета, регулируют хронические 
воспаления и аутоиммунные расстрой-
ства [15]. Именно поэтому действие 
модуляторов синтеза оксида азота на 
активность катепсинов В, L, Н в моно-
ядерных лейкоцитах является централь-
ной темой текущего исследования. 

Цель. Определить влияние моду-
ляторов синтеза оксида азота на актив-
ность катепсинов В, L, Н в моноядер-
ных лейкоцитах.

Материалы и методы. Исследова-
ния проводились на 36 половозрелых 
беспородных белых крысах одного воз-
раста. Контрольная группа состояла из 
12 крыс, средней массой 319±16,3 грам-
мов. Крысы содержались в обычных 
условиях вивария, без введениях каких-
либо препаратов.

Эксперимент №1: группа из 8 крыс, 
средней массой 313±21 граммов. Кры-
сам на протяжении 10 дней перорально 
вводили аргинин в дозе 500 мг/кг. 

Эксперимент №2: группа из 8 крыс, 
средней массой 282±60 граммов. Кры-
сам ежедневно, в течение 7 дней, вну-
трибрюшинно вводили L-NAME в дозе 
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Таблица 1
Значения активностей катепсинов В, L, Н (нмоль/чх106 клеток) контрольной и экспериментальных групп (М±s)

B L H
Контроль 2,04±0,88 39,49±18,39 8,17±2,85
L-аргинин 0,90±0,37 19,44±5,98* 8,08±3,02
L-NAME 1,96±1,12 50,97±30,14* 27,69±18,99*

L-аргинин + L-NAME 2,62±0,52 40,55±9,36 13,01±6,02*

Примечание: * – статистически значимые отличия от контрольной группы (р≤0,05)
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на 25 мг/кг.
Эксперимент №3: группа из 8 крыс, 

средней массой 300±30 граммов. На 
фоне перорального введения раствора 
L-аргинина проводилось внутрибрю-
шинное введение раствора L-NAME в 
указанных дозах.

Взятие крови выполняли из брюш-
ной аорты под легким эфирным нар-
козом. Эритроциты осаждали 6% рас-
твором декстрана, после чего плазму 
со взвешенными в ней лейкоцитами 
подвергали изопикническому центри-
фугированию на градиенте плотности 
урографин – полиглюкин. При этом 
получали две фракции лейкоцитов: ин-
терфазный слой содержал моноядерные 
лейкоциты, представленные лимфо-
цитами и моноцитами, осадок – поли-
морфноядерные гранулоциты. Клетки 
отмывали раствором хлорида натрия, 
пропускали через капроновый фильтр 
для удаления конгломератов клеток [4].

Активность катепсинов В, L и H из-
учали спектрофлуориметрическим ме-
тодом по Barrett & Kirschke [5].

Статистический анализ данных 
проводили по U-критерию Манна-Уит-
ни [3].

Результаты
Обсуждение результатов
Действие аргинина на активность 

катепсинов В, L, Н. 
При сопоставлении активностей 

катепсинов В и Н контрольной и пер-
вой экспериментальной группы были 
получены результаты, не имеющие ста-
тистически значимых различий, однако 
наблюдается тенденция к незначитель-
ному снижению активности. При срав-
нении активности катепсина L выявле-
но статистически значимое снижение 
активности. 

Незначительная степень снижения 
активности может объясняться, по-
видимому, низкой чувствительностью 
катепсинов В и Н к аргинину, особен-

но катепсина Н, так как его активность 
почти не изменилась. NO-синтаза явля-
ется индуцибельным ферментом и для 
её сборки необходим определенный 
интервал времени, то есть вполне ве-
роятно, что из субстрата (L-аргинина) 
не успевает синтезироваться избыток 
оксида азота и поэтому активность ка-
тепсинов резко не изменяется. Так же 
снижение активности катепсина L мо-
жет происходить вследствие активации 
цистатина С [10].

 Важно отметить, что L-аргинин яв-
ляется не только субстратом для синтеза 
NО, но и используется в организме как 
строительный материал – увеличивает 
синтез белка, способствует нормализа-
ции соединительной ткани, уменьшает 
рост патогенной микрофлоры, снижает 

частоту апоптоза клеток. Перечислен-
ные факты могут говорить о том, что 
L-аргинин способствует заживлению и 
укреплению биологических мембран и 
уменьшению секреции катепсинов. 

Действие L-NAME на активность 
катепсинов В, L, Н. 

После введения L-NAME актив-
ность катепсинов увеличилась по срав-
нению с контрольной группой, эти 
данные имеют статистически значимые 
различия для катепсинов L и Н.

Дефицит NO вызывает апоптоз кле-
ток, увеличивает воспалительные про-
цессы, поэтому активация катепсинов 
L и Н в моноядерных лейкоцитах явля-
ется показателем иммунного ответа на 
ингибирование синтеза оксида азота. 

Увеличение активности катепси-
нов может быть следствием регуляции 
функциональной активности моноядер-
ных лейкоцитов оксидом азота, и может 
согласовываться с известными данными 
о способности модуляторов дефицита 
NO, в частности L-NAME, увеличивать 
количество лейкоцитов в крови [11].

Важно учесть, что лизосомальные 
протеазы участвуют не только в про-
цессе апоптоза, антиген-презентации, 
воспаления, но и в активации белков 
(например, прогормоны). Поэтому тен-
денция увеличения активности катеп-
синов после введения L-NAME может 
быть показателем потребности в бел-
ковых молекулах. Дефицит моноокси-
да азота может вызывать повреждение 
лизосомальных мембран, что является 
основным путем экспрессии катепси-
нов. Еще одной причиной экспрессии 
катепсинов при моделировании дефи-
цита NO может быть инактивация ци-
статина, который является эндогенным 
ингибитором лизосомальных цистеино-
вых протеиназ.

Изменение активности лизосо-
мальных цистеиновых протеиназ B, 
L, Н после введения L-NAME на фоне 
L-аргинина.

При сопоставлении данных кон-
трольной и третьей экспериментальной 
группы получен следующий результат: 
активность катепсинов В, L, Н увели-
чивается по сравнению с контрольной 
группой и уменьшается по сравнению с 
группой L-NAME, но не достигает кон-
трольных значений, что говорит о пре-
обладании эффекта ингибирования. 

Выводы
На основании полученных резуль-

татов можно отметить, что моноок-
сид азота, по-видимому, не участвует 
в регуляции активности катепсина В, 
так как его активность по сравнению с 
контрольной группой практически не 
изменяется под действием модуляторов 
синтеза оксида азота. При совместном 
введении модуляторов была получе-
на следующая тенденция - активность 
катепсинов В, L, Н увеличивается по 
сравнению с контрольной группой и 
уменьшается по сравнению с группой 
L-NAME, но не достигает контрольных 
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значений, что говорит о преобладании 
эффекта ингибирования.

L-аргинин не оказал влияния на 
активность катепсина Н, а введение 
L-NAME привело к достоверному повы-
шению активности, в то же время, актив-
ность катепсина L при избытке субстрата 
достоверно снижалась и при моделиро-
вании дефицита оксида азота достовер-
но повышалась, что свидетельствует о 
регуляции функциональной активности 
моноядерных лейкоцитов оксидом азота. 
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