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Целью исследования служила оценка влияния ингаляций оксида азота на состояние эритроцитов 
крыс в субхроническом эксперименте. Было сформировано 3 группы животных: контрольная группа (n=10), 
включающая животных, которым не выполняли никаких манипуляций; и две основные группы (n=10 в каждой), 
животные которых получали ингаляции газовой смеси с повышенной концентрацией кислорода (75-80% об.) 
и воздушной смеси, содержащей оксид азота (концентрация – 20 ppm) соответственно. Ингаляции осущест-
вляли ежедневно в течение 30 дней, их продолжительность составляла 10 мин., а скорость подачи газовой 
смеси – 2 л/мин. В эритроцитах животных определяли активность лактатдегидрогеназы, супероксиддис-
мутазы и каталазы, уровень лактата и концентрацию малонового диальдегида. Установлено, что трид-
цатидневная оксигенация способствует активации энергетического метаболизма, тогда как при ингаляци-
ях оксида азота наблюдали пропорциональное снижение его каталитических свойств в обеих реакциях при 
минимальном повышении уровня лактата. Также выявлено, что проведение длительного курса ингаляций 
кислорода инициирует активацию процессов липопероксидации, чего не наблюдается при использовании ок-
сида азота. Ингаляции молекулярного кислорода не изменяют каталитических свойств антиоксидантных 
ферментов, а оксид азота обеспечивает их стимуляцию, что преимущественно проявляется для суперок-
сиддисмутазы.

Введение
Многогранная биологическая роль кисло-

родсодержащих соединений азота предопреде-
ляет различный характер их участия в функцио-
нировании живых систем [1-5]. При этом особое 
значение имеет действующая концентрация 
вещества, детерминирующая направленность 
эффекта последнего [1, 6]. Так, высокие дозы 
оксидов азота обладают безусловным токсиче-
ским действием [7-12], преимущественно ре-
ализуемым за счет образования сильнейшего 
окислителя – пероксинитрита (ONOO-) [1, 12]. 
Напротив, небольшие концентрации оксидов 
азота, в первую очередь монооксида, способны 
обеспечивать биорегуляторные функции, в част-
ности, участвуя в процессах передачи нервного 
импульса, модуляции текущего тонуса сосудов, 
межклеточной сигнализации и др. [1-3, 5, 9, 13, 
14]. На молекулярном уровне �������������� NO������������  способству-
ет оптимизации энергетического метаболизма 
клеток, стимуляции антиоксидантных систем и 

каталитической активности детоксикационных 
ферментов [13, 15-19], что подтверждают наши 
данные, полученные как в экспериментах с об-
разцами крови человека in vitro [7, 8, 20], так и 
при проведении непродолжительного курса ин-
галяций соединения [8].

С другой стороны, известно, что токсиче-
ские эффекты оксидов азота могут проявлять-
ся при накоплении в организме значительных 
концентраций активных форм азота при их дли-
тельном поступлении [12]. Это, в частности, под-
тверждают результаты, полученные Tatsumi T. 
et����������������������������������������������� ����������������������������������������������al��������������������������������������������. (2000) [11]. В то же время особенности ре-
акции организма животных на действие низких 
доз монооксида азота ранее не изучались.

В связи с этим целью данного исследова-
ния служила оценка влияния ингаляций оксида 
азота на состояние эритроцитов крыс в субхро-
ническом эксперименте (30 дней).

Объекты и методы исследований
В эксперимент было включено 30 крыс-
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самцов линии Вистар (масса тела 200-250  г). 
Было сформировано 3 группы животных рав-
ной численности: контрольная группа (n=10), 
включающая животных, которым не выпол-
няли никаких манипуляций; и две основные 
группы (n=10 в каждой), животные которых 
получали ингаляции газовой смеси с повы-
шенной концентрацией кислорода (75-80% 
об.) и воздушной смеси, содержащей оксид 
азота (концентрация – 20 ������������������ppm���������������) соответствен-
но.

Ингаляции осуществляли ежедневно в 
течение 30 дней, их продолжительность со-
ставляла 10 мин., а скорость подачи газовой 
смеси – 2 л/мин. Для проведения ингаляций 
животных (по одному) помещали в эксикатор, 
в котором производили подачу и отведение 
газовой смеси.

Синтез NO-содержащей воздушной 
смеси осуществляли с помощью эксперимен-
тального генератора, разработанного в Рос-
сийском федеральном ядерном центре - Все-
российском НИИ экспериментальной физики 
(г. Саров) [20]. Для изучения влияния молеку-
лярного кислорода использовали медицин-
ский кислород в баллонах (производство – 
ООО «Промингаз», г. Нижний Новгород).

Кровь из подъязычной вены у животных 
контрольной группы получали однократно, а у 
крыс основных групп – до начала и по оконча-
нии полного курса ингаляций. Биологическую 
жидкость стабилизировали 3,8% водным рас-
твором цитрата натрия в соотношении 1:9. 
Для получения эритроцитарной массы кровь 
центрифугировали при 3000 об-1 в течение 10 
минут. Эритроциты трехкратно отмывали изо-
тоническим раствором хлорида натрия.

В качестве маркера состояния энер-
гетического метаболизма использовали ак-
тивность лактатдегидрогеназы (ЛДГ), а о его 
направленности судили по соотношению 
последней в прямой (ЛДГпр) и обратной 
(ЛДГобр) реакциях. Активность ЛДГ определяли 
в гемолизате эритроцитов в дистиллированной 
воде (1 : 40 по объему) по методу Г.А. Кочетова 
(1980). Уровень лактата в эритроцитах оцени-
вали с помощью автоматического анализатора 
SuperGL Ambulance.

Активность супероксиддисмутазы (СОД) 
оценивали по методу Т.В. Сироты (1999), а ката-
лазы – по М.А. Королюк (2003).

Уровень малонового диальдегида (МДА) 
в плазме крови и эритроцитах оценивали по ме-
тоду В.Г. Сидоркина, И.А. Чулошниковой (1993).

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с использованием про-
граммы ������������������������������������   Statistica��������������������������    6.0. Нормальность распре-
деления значений параметров оценивали с 
использованием критерия Шапиро-Уилка. С 
учетом характера распределения признака для 
оценки статистической значимости различий 
применяли Н-критерий Краскала-Уоллеса.

Результаты исследований
В рамках комплексной оценки метабо-

лического статуса эритроцитов нами проведен 
анализ параметров энергетического обмена и 

Рис. 1 - Активность лактатдегидрогеназы в пря-
мой (ЛДГпр) и обратной реакциях (ЛДГобр) при дли-
тельном курсе ингаляций кислорода и оксида азота 
(в % от уровня интактных животных, принятого за 
100%; «*» – уровень значимости различий по сравне-
нию с уровнем, характерным для интактных живот-
ных p<0,05)

Рис. 2 - Уровень лактата в эритроцитах крыс 
при длительном курсе ингаляций кислорода и окси-
да азота (в % от уровня интактных животных, приня-
того за 100%; «*» – уровень значимости различий по 
сравнению с уровнем, характерным для интактных 
животных p<0,05)
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процессов липопероксидации в них. Первым 
компонентом исследования служило уточнение 
влияния продолжительного курса ингаляций 
кислорода и монооксида азота на промежу-
точную стадию энергетического метаболизма, 
включавшее изучение каталитических свойств 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в прямой и обрат-
ной реакциях, а также текущей концентрации 
лактата в эритроцитах (рис. 1 и 2). Установлено, 
что тридцатидневная оксигенотерапия способ-
ствует стимуляции прямой реакции фермента 
(рис. 1), протекающей на фоне умеренного ин-
гибирования обратной (на 12 и 35,6% по срав-
нению с уровнем, характерным для интактных 
крыс; p<0,05 для обоих случаев). По нашему 
мнению, это может быть связано с компенсатор-
ной активацией клеточной системы утилизации 
кислорода, возникшей в условиях умеренной 
гипероксии [6, 10, 21, 22].

Воздействие ������������������������   NO����������������������    приводит к формирова-
нию иных сдвигов оцениваемых показателей: 
каталитическая активность энзима существен-
но и пропорционально снижается в обеих из-
ученных реакциях (на 30 и 34% относительно 
физиологического уровня; p<0,05 для обоих 
процессов). Это служит отражением достаточ-
но специфического модулирующего действия 
соединения на энергетический метаболизм 
клетки, ассоциированным с рибозилированием 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, клю-
чевого фермент гликолиза [17, 23, 24], а также 
потенциально - других белков, относящихся к 
энергетическому обмену [25, 26].

Для оценки результата этого воздействия 

изучали концентрацию лактата в эритроцитах 
(рис. 2). Выявлено, что оба сопоставляемых 
фактора индуцировали умеренное повышение 
уровня данного метаболита (+5,7 и +9,8% для 
ингаляций кислорода и оксида азота соответ-
ственно), причем статистически значимой ука-
занная тенденция была лишь после курса инга-
ляций NO (p<0,05). На этом основании, а также 
с учетом данных о модификации режима функ-
ционирования лактатдегидрогеназы, можно за-
ключить, что оба изучаемых влияния не оказы-
вают значимого патологического воздействия 
на энергетический обмен эритроцитов крыс 
даже при длительном применении.

Вторым компонентом анализа служила 
оценка параметров окислительного метаболиз-
ма эритроцитов – концентрации малонового ди-
альдегида в них и активности антиоксидантных 
ферментов (супероксиддисмутазы и каталазы). 
Выявлено, что изучаемые воздействия оказыва-
ют неодинаковое действие на рассматриваемое 
звено обмена веществ красных клеток крови 
(рис. 3). 

Так, проведение длительного курса инга-
ляций молекулярного кислорода способствует 
значимому и достоверному повышению уров-
ня малонового диальдегида в эритроцитах (на 
25,2% относительно интактных крыс; p<0,05). 
В то же время тридцатидневное воздействие 
оксида азота приводит лишь к умеренному на-
растанию концентрации метаболита процессов 
липопероксидации, регистрирующемуся толь-
ко на уровне тенденции (+8,2% по сравнению 
с животными контрольной группы; p<0,1). Это 
дает основание предположить, что оксигенация 
при длительном использовании провоцирует 
активацию процессов перекисного окисления в 
эритроцитах, чего не прослеживается при про-
ведении ингаляций оксида азота в низкой кон-
центрации.

Данное предположение полностью под-
тверждается результатами сравнительной оцен-
ки каталитических свойств наиболее значимых 
антиоксидантных ферментов – супероксиддис-
мутазы и каталазы эритроцитов – у животных 
контрольной и основных групп (рис. 4). Обнару-
жено, что ингаляции молекулярного кислорода 
не способствуют существенному изменению 
активности обоих энзимов, тогда как продол-
жительное действие воздушного потока, содер-
жащего оксид азота (20 �����������������������ppm��������������������), приводит к значи-
тельному нарастанию активности ферментов, в 
первую очередь – супероксиддисмутазы (увели-
чивается в 1,62 раза относительно здоровых жи-

Рис. 3 -  Концентрация малонового ди-
альдегида в эритроцитах крыс при длительном 
курсе ингаляций кислорода и оксида азота (в 
% от уровня интактных животных, принятого за 
100%; «*»  –  уровень значимости различий по 
сравнению с уровнем, характерным для ин-
тактных животных p<0,05)
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вотных; p<0,01). С учетом сведений о динамике 
уровня малонового диальдегида, указывающих 
на ее сохранность на физиологических значени-
ях при ингаляциях оксида азота, логично гово-
рить о стимуляции антиоксидантных резервов 
эритроцитов при данном воздействии, реали-
зующемся преимущественно за счет фермент-
ного звена антиокислительной защиты. В свою 
очередь превалирующее влияние �������������NO����������� на катали-
тические свойства супероксиддисмутазы могут 
быть связаны с прямым активирующим дей-
ствием на нее оксида азота, что было показано 
ранее в экспериментах in vitro [27]. Более того, 
подобная динамика может иметь компенсатор-
ное значение в условиях длительного курса ин-
галяционного применения NO, так как именно 
указанный фермент способен выступать в ка-
честве интраорганизменного носителя молекул 
оксида азота, доставляющего соединение к ор-
ганам и тканям и способствующего реализации 
его молекулярно-клеточных эффектов [18].

Выводы
Таким образом, нами впервые изучены 

особенности адаптации метаболизма эритро-
цитов к длительному ингаляционному воздей-
ствию оксида азота и молекулярного кислорода, 
включающие реакцию на него окислительного и 
энергетического обмена. Установлено, что про-
должительная тридцатидневная оксигенация 
способствует активации промежуточного звена 
энергетического метаболизма, о чем свидетель-
ствует увеличение активности лактатдегидроге-
назы в прямой реакции, протекающее на фоне 
умеренного ингибирования обратной, в соче-
тании с сохранением физиологической концен-
трации лактата в эритроцитах. Несколько нео-
бычным представляется действие на указанный 
энзим ингаляций оксида азота, приводящее к 
одновременному пропорциональному сниже-
нию его каталитических свойств в обеих реакци-
ях при минимальном, но значимом повышении 
уровня лактата в красных клетках крови.

Характер изменения окислительного ме-
таболизма эритроцитов при действии кислоро-
да и �����������������������������������������NO��������������������������������������� также неодинаков. Выявлено, что прове-
дение длительного курса ингаляций воздушной 
смеси с повышенной концентрацией кислорода 
инициирует активацию процессов липоперок-
сидации, реализующуюся в форме нарастания 
уровня малонового диальдегида в рассматри-
ваемых клетках крови, чего не наблюдается при 
использовании оксида азота. Вариабельность 
ответа находит отражение и в отношении ката-
литических свойств антиоксидантных фермен-

тов: ингаляции молекулярного кислорода не из-
меняют их, а оксид азота при продолжительном 
применении обеспечивает их стимуляцию, что 
преимущественно проявляется для супероксид-
дисмутазы.

Установленные особенности адаптации 
метаболизма эритроцитов могут быть, по наше-
му мнению, связаны с различным механизмом 
реализации эффекта рассматриваемых воз-
действий. Так, для оксигенации биологические 
эффекты являются опосредованными через ак-
тивные формы кислорода, тогда как ��������� NO������� , обла-
дающий способностью проникать через аэроге-
матический барьер, может оказывать непосред-
ственное влияние на обменные процессы путем 
модификации относящихся к нему ферментов, 
в частности лактатдегидрогеназы и супероксид-
дисмутазы. Следует подчеркнуть, что получен-
ные данные открывают перспективу для даль-
нейших изысканий в области метаболической 
адаптации организма к действию кислорода, 
азота и их активных форм.

Исследование проведено в рамках гран-
та Президента РФ для молодых ученых-док-
торов наук (грант МД-7256.2015.7).
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PECULIARITIES OF ADAPTATION OF RAT ERYTHROCYTES TO LONGTIME IMPACT OF LOW DOSE OF NITRIC OXIDE

Martusevich A.K., 1, 2, Soloveva A.G. 1, Martusevich A. A.3

1FSBI ‘Privolzhsky federal medical research centre’ of Health Ministry of Russia
603155, Nizhniy Novgorod, Verkhne-Volzhskaya enb., 18
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2FSBEI HPE Nizhniy Novgorod state agricultural academy

603097, Nizhniy Novgorod, Gagarina av., 97.
3FSAEI HE “National research Nizhniy Novgorod state university named after N.I. Lobachevskiy”

603097, Nizhniy Novgorod, Gagarina av., 23.

Key words: nitric oxide, toxicity, lactate dehydrogenase, malondialdehyde, superoxide dismutase, catalase.
The aim of the research was to assess the influence of nitric oxide inhalations on rat erythrocyte condition in subchronic experiment. There were 3 groups 

of rats formed: control group (n=10), including animals, which were not manipulated on, and 2 main groups (n=10 in each), animals in these groups had 
inhalations of gas mixture with increased oxygen concentration (75-80% vol.) and air mixture, containing nitric oxide (concentration -20 ppm) accordingly. 
Inhalations were applied daily within the 30-day period, their duration was 10 min, and the speed of gas mixture application was 2 L/min. Animal erythrocytes 
were tested for activity of lactate dehydrogenase, superoxide dismutase and catalase, level of lactate and concentration of malondialdehyde. It is stated that 
30-day oxygenation enhances activation of energy metabolism, whereas, in case of nitric oxide inhalations, we observed proportional decrease of its catalytic 
properties in both reactions with minimum increase of lactate level. It is also discovered that carrying out of longtime oxygen inhalation course initiates 
activation of lipid peroxidation processes, which is not observed in case of nitric oxide application. Inhalations of molecular oxygen do not change catalytic 
properties of antioxidant enzymes, and nitric oxide provides their stimulation, which is most evidently seen for superoxide dismutase.
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