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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Комплексное изучение состояния системы глутатиона и интенсивности процессов перекисного 
окисления липидов в тканях печени и почек белых беспородных крыс при повторных введениях циклофосфана (ежесуточно 
в течение 3-10 дней в дозах 20 и 40 м г/кг массы на каждое введение). МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Спектрофотометрическое 
определение концентрации восстановленного глутатиона, сульфгидрильных групп белков, малонового диальдегида, дие­
новых конъюгат и активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, глутатионредуктазы, глутатионпероксидазы, глутатион-S- 
трансферазы, каталазы в тканях 50 животных. РЕЗУЛЬТАТЫ. Показано, что данная форма интоксикации сопровождается 
выраженными изменениями состояния системы глутатиона в тканях печени и почек отравленных животных (снижение 
содержания сульфгидрильных групп белков, нарушения активности глутатионредуктазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогена- 
зы, глутатионпероксидазы и глутатион^-трансферазы), активацией процессов перекисного окисления липидов. Обсуж­
дены причины возникновения данных биохимических сдвигов, их межтканевые отличия и их роль в реализации 
цитотоксического действия циклофосфана. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Установлена патогенетическая роль истощения функциональ­
ных возможностей системы глутатиона и активации свободнорадикальных процессов в реализации цитотоксического 
действия алкилирующих препаратов.
Ключевые слова: циклофосфан, глутатион, глюкозо-6фосфат-дегидрогеназа, глутатионредуктаза, глутатионтрансфера- 
за, малоновый диальдегид.

ABSTRACT
THE AIM of the investigation was to carry on a complex study of the state of the glutathione system and intensity of lipid 
peroxidation processes in the liver and kidney tissues in white rats after repeated administration of cyclophosphamide (daily 
during 3-10 days, in doses 20 and 40 mg/kg in each injection). MATERIAL AND METHODS. The concentration of reduced 
glutathione, sulfhydryl groups of proteins, malondealdehyde, diene conjugates and activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
glutathionereductase, glutathioneperoxidase, glutathione-S-transferase, catalase was determined spectrophotometrically in 
tissues of 50 animals. RESULTS. It was shown that this form of intoxication was accompanied by pronounced changes in the state 
of the glutathione system in the liver and kidney tissue of the poisoned animals (lower content of sulfhydryl groups of proteins, 
impaired activity of glutathionereductase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, glutathione-S-transferase, glutathioneperoxidase), 
activation of lipid peroxidation processes. The causes of the appearance of these biochemical shifts, their tissue distinctions 
were discussed as well as their role in realization of the cytotoxic effect of cyclophosphamide. CONCLUSION. The pathogenetic 
role of a depletion of functional possibilities of the glutathione system was established as well as activation of free radical 
processes in realization of the cytotoxic effect of alkylating drugs.
Key words: cyclophosphamide, glutathione, glucose-6-phosphate dehydrogenase, malondealdehyde, glutathionereductase, 
glutathionetransferase.

ВВЕДЕНИЕ

Циклофосфан (ЦФ) является широко использу­
емым противоопухолевым препаратом, который, 
обладая супрессивной активностью (в отношении 
как пролиферирующих, так и «покоящихся» имму­
нокомпетентных клеток -  В-лимфоцитов, Т-хелпер-

ных лимфоцитов, предшественников Т-супрессор- 
ных лимфоцитов, зрелых Т-супрессорных лимфо­
цитов, предшественников эффекторных клеток), 
активно применяется в нефрологии при лечении 
гломерулонефрита и других заболеваний почек [1]. 
В то же время препарат не лишен ряда побочных
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эффектов, связанных с токсическим поражением 
тканей паренхиматозных органов [2].

В организме человека и животных, преимуще­
ственно в гепатоцитах, под действием микросо- 
мальных монооксигеназ происходит метаболичес­
кая активация ЦФ, сопровождающаяся повышен­
ной наработкой активных форм кислорода, что и 
приводит к повреждениям различных макромоле­
кулярных структур клетки (нуклеиновых кислот, 
ферментов, липидов биомембран) за счет алкили­
рования реакционно-способными метаболитами и 
запуска процессов свободнорадикального окисле­
ния [3]. Роль системы глутатиона в детоксикации 
ЦФ заключается в конъюгации некоторых его ме­
таболитов [4, 5], в защите клетки от повреждаю­
щего действия свободных радикалов [6], а также 
в виде участия в процессах репарации поврежден­
ных макромолекул.

Учитывая, что в клинической практике приме­
няется курсовая терапия ЦФ, изучение закономер­
ностей ответа системы глутатиона на токсичес­
кое воздействие ЦФ при повторных введениях эк­
спериментальным животным представляет 
несомненный интерес.

Целью работы явилось изучение показателей 
системы глутатиона и интенсивности перекисного 
окисления липидов в тканях печени и почек белых 
беспородных крыс (самцов) при повторном введе­
нии циклофосфана.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 50 белых беспо­
родных крысах-самцах массой 190-210 г, приоб­
ретенных в питомнике Рапполово РАМН. Цитоток­
сическое действие циклофосфана моделировали 
введением препарата в дозе 20 мг/кг и 40 мг/кг 
массы животного (при внутрибрюшинном введе­
нии в виде 2% водного раствора). Длительность 
введения составила до 10 дней.

Животным контрольной группы по такой же 
методике внутрибрюшинно вводили физиологичес­
кий раствор (0,5 мл/100 г массы). Количество жи­
вотных в каждой группе составляло 5 особей.

После введения токсиканта через 1, 3, 5, 7, 10 
суток животные были декапитированы. Извлечен­
ные печень и почки отмывали холодным физиоло­
гическим раствором от крови в течение 35-50 сек. 
после декапитации и замораживали в жидком азо­
те, в котором они хранились до момента исследо­
вания.

В гомогенатах тканей печени и почек, приго­
товленных на 0,1 М калий-фосфатном буфере с pH 
7,4, проводили определение концентрации восста­
новленного глутатиона (ВГ), сульфгидрильных

групп белков (СГ), малонового диальдегида (МДА), 
диеновых конъюгат (ДК). Общую активность глу­
татионредуктазы (ГР), глюкозо-6-фосфатдегидро- 
геназы (Г-6-Ф-ДГ), глутатионпероксидазы (ГП) и 
глутатион-8-трансферазы (ГТ) определяли в цито­
зольной фракции, полученной методом дифферен­
циального центрифугирования.

Концентрацию ВГ определяли методом 
G.L.Ellman [7] в модификации, заключавшейся в 
осаждении белка 20% раствором сульфосалицило- 
вой кислоты; содержание СГ -  по методике 
G.Bellomo [8]; концентрацию МДА -  по методу 
M.Uchiyama [9], определение концентрации ДК 
осуществляли по методике И.Д.Стальной (1977) в 
нашей модификации. Активность ГР определяли 
по методу I.Carlberg, B.Mannervik [10], Г-6-Ф-ДГ 
-  по A.Kornberg [11], ГП -  по методу А.Н.Гаври- 
ловой, Н.Ф.Хмары [12] с использованием в каче­
стве субстрата гидроперекиси трет-бутила, ГТ -  
по W.H.Habig, W.B.Jakoby [13]. Расчет активнос­
ти ферментов производили на грамм белка. Кон­
центрацию белка определяли методом Лоури в 
модификации G.L.Peterson [14]. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про­
граммы «Microsoft Excel» с использованием t кри­
терия Стьюдента для двух несвязанных величин.

Одномоментно с биохимическими исследова­
ниями проводилось морфологическое исследова­
ние образцов тканей печени и почек, для чего об­
разцы этих органов помещались в нейтральный 10% 
раствор формалина. Гистологические препараты 
окрашивались гематоксилином-эозином.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведенное исследование позволило устано­
вить, что повторное введение циклофосфана дли­
тельностью от 1 до10 дней в дозах 20 мг/кг, 40 мг/ 
кг сопровождаются существенными изменениями 
состояния показателей системы глутатиона в тка­
нях печени и почек отравленных животных.

При определении концентрации сульфгидриль­
ных групп тканевых белков наиболее значимые 
изменения отмечались в тканях печени (табл. 1). 
Так, при введении дозы 20 мг/кг начало суще­
ственного снижения концентрации СГ приходилось 
на 3-й день эксперимента и по сравнению с интак­
тной группой составило 8,5%, на 10-й день -  14,5%. 
При дозе 40 мг/кг концентрация СГ снизилась на 
16,3% на 7-й день введения. В тканях почек изме­
нение концентрации СГ было несколько иным: на 
5-е сутки после введения циклофосфана в дозе 20 
мг/кг концентрация СГ увеличилась в 1,3 раза, с 
последующим снижением при дальнейших введе­
ниях препарата.
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Таблица 1
Динамика изменений концентрации 

сульфгидрильных групп тканевых белков в тканях 
различных органов белых беспородных крыс при 

повторных введениях циклофосфана в дозах 
20 мг/кг и 40 мг/кг (мкмоль/г ткани)

Группа
исследования

Сроки
исследования

Исследуемый орган

печень почки

Контроль 18,61± 0,43 11,40± 0,94
Циклофосфан, 20 мг/кг 1 сут 18,85 ±0,74 12,50 ±0,69

3 сут 17,03 ±0,45* 12,95 ±0,75
5 сут 17,03 ±0,63* 14,85 ±0,81*
7 сут 16,63 ±0,35* 14,35 ±2,18
10 сут 15,91 ±0,69* 13,84 ±1,93

Циклофосфан, 40 мг/кг 1 сут 17,30 ±0,50* 12,80 ±0,67
3 сут 17,15 ±0,34* 10,94 ±1,53
5 сут 15,84 ±0,49* 10,31 ±0,67
7 сут 15,57 ±0,31* 9,81 ±1,12

* -  достоверность отличия p<0,05 по сравнению с группой контроля.

сопровождается усилением ферментатив­
ной активности ГП в паренхиматозных тка­
нях лабораторных животных, выраженность 
которого нивелируется по мере увеличения 
используемой дозы токсиканта. Наиболь­
шее усиление активности ГП наблюдалось 
в тканях почек. Так, при отравлении ЦФ в 
дозе 20 мг/кг через 1 сутки отмечалось 
выраженное усиление активности фермен­
та, которое достигало максимума через 3 
дня введения препарата и увеличение по 
сравнению с контрольной группой состави­
ло в 1,42 раза (p<0,05). В тканях печени на­
блюдалось достоверное, но более умерен­
ное по сравнению с почками усиление ак­
тивности ГП с максимумом через 5 суток 
после введения токсиканта в дозе 20 мг/кг 
-  на 36,6% (p<0,05), а затем появление тен­

Сравнительная оценка влияния двух исследуе­
мых доз при различной длительности введения ЦФ 
на активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в

денции к ее частичному снижению до значений 
ниже контрольных.

На направленность изменений активности ГТ
тканях отравленных животных позволила выявить в тканях отравленных животных существенно вли-
дозозависимый характер угнетения активности 
фермента (табл. 2). Во всех исследуемых тканях 
использование ЦФ в дозе 40 мг/кг вызывало наи­
более длительное и глубокое снижение глюкозо-6- 
фосфатдегидрогеназной активности. Наиболее ран­
нее и значительное снижение активности исследу­
емого фермента происходило в тканях печени, тогда 
как в тканях почек падение активности Г-6-Ф-ДГ 
отмечалось лишь на 7-е сутки эксперимента.

Проведенное исследование показало, что при 
повторном введении ЦФ отмечаются выраженные 
сдвиги со стороны активности ферментов антиок­
сидантной защиты -  глутатионпероксидазы и глу- 
татион-Б-трансферазы.

Длительное введение ЦФ в невысоких дозах

яла величина вводимой дозы токсиканта: в тканях 
печени после введения токсиканта в дозе 20 мг/кг 
активность ГТ прогрессивно нарастала и через 7 
суток в 2 раза (p<0,05) превышала значения интак­
тного контроля. При введении дозы ЦФ 40 мг/кг 
первоначальное повышение активности ГТ через 
1 сутки на 44,8% (p<0,05) сменялось ее угнетени­
ем на 28,2% (p<0,05) ниже значений контроля че­
рез 7 суток. Такая же зависимость направленнос­
ти изменений активности ГТ от величины вводи­
мой дозы ЦФ отмечалась в тканях почек, хотя в 
этом органе сдвиги были менее выраженными.

Повторное введение ЦФ в дозах 20 мг/кг и 40 
мг/кг сопровождаются активацией процессов пе- 
рекисного окисления липидов, о чем свидетельству-

Таблица 2
Динамика изменений активности глюкозо-6-фосфат- 

дегидрогеназы в тканях различных органов 
белых беспородных крыс при повторных 

введениях циклофосфана в дозах 
20 мг/кг и 40 мг/кг (мкмоль/(мин^г белка)

Группа Сроки Исследуемый орган
исследования исследования печень почки

Контроль 56,71± 5,40 12,56 ±1,03
Циклофосфан,20 мг/кг 1 сут 37,36± 8,73* 10,44 ±0,83

3 сут 31,98 ±6,12* 14,09 ±2,22
5 сут 38,38 ±3,67* 13,86 ±1,84
7 сут 31,03 ±2,23* 13,98 ±0,76
10 сут 21,92 ±2,77* 10,19 ±0,67*

Циклофосфан,40 мг/кг 1 сут 34,34 ±5,80* 11,48 ±0,99
3 сут 34,23 ±7,91* 15,01 ±1,74
5 сут 32,90 ±3,75* 10,61 ±0,82
7 сут 23,55 ±2,48* 9,59 ±1,04*

* -  достоверность отличия p<0,05 по сравнению с группой контроля.

ет накопление как начальных продуктов 
ПОЛ -  ДК, так и конечных -  МДА (табл. 
3). При этом отчетливый дозозависимый 
характер накопления продуктов ПОЛ отчет­
ливо проявлялся во всех тканях отравлен­
ных животных.

Так, введение ЦФ в дозе 40 мг/кг вы­
зывало достоверное (p<0,05) повышение 
содержания как МДА, так и ДК в тканях 
печени в течение всего периода исследо­
вания с максимальным накоплением через 
10 суток -  в 1,61 и 1,99 раза, соответствен­
но выше значений контроля. Накопление 
продуктов ПОЛ в тканях почек происходи­
ло менее выраженно. Через 10 суток после 
введение ЦФ в дозе 20 мг/кг в тканях по­
чек максимально возрастало (p<0,05) со-
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Таблица 3
Динамика изменений концентрации малонового 
диальдегида в тканях различных органов белых 

беспородных крыс при повторных введениях 
циклофосфана в дозах 20 мг/кг 

и 40 мг/кг (нмоль/г ткани или нмоль/г гемоглобина)
Группа Сроки Исследуемый орган
исследования исследования печень почки

Контроль 166,31± 8,68 377,69 ±10,10
Циклофосфан,20 мг/кг 1 сут 188,88 ±8,39* 459,34 ±5,31*

3 сут 242,94 ±18,50* 485,90 ±20,75*
5 сут 248,03 ±5,68* 496,66 ±12,86*
7 сут 254,28 ±16,45* 517,04 ±17,90*
10 сут 267,93 ±14,14* 614,37 ±55,61*

Циклофосфан,40 мг/кг 1 сут 199,93 ±10,71* 432,22 ±13,87*
3 сут 218,88 ±17,64* 455,27 ±34,78*
5 сут 339,14 ±7,11* 477,77 ±13,55*
7 сут 353,42 ±8,49* 495,93 ±15,25*

* -  достоверность отличия p<0,05 по сравнению с группой контроля.

держания продуктов липопероксидации: ДК -  на 
30,5 % выше нормы, а МДА -  на 62,7%.

При морфологическом исследовании в гепа- 
тоцитах в ранние сроки исследования отмечались 
признаки гипоксического воздействия на клетку, 
что проявлялось зернистой дистрофией гепатоци- 
тов. В более поздние сроки в гепатоцитах опре­
делялась мелкокапельная и среднекапельная жи­
ровая дистрофия, гиперхромия ядер, расширение 
синусоид и увеличение в размерах эндотелиоци- 
тов (набухание). Данные изменения соответство­
вали проявлениям выраженного острого (мелко­
капельная жировая дистрофия) и несколько про­
тяженного во времени (наличие среднекапельной 
жировой дистрофии) токсического воздействия на 
гепатоциты. В тканях почек на протяжении всего 
срока исследования определялась зернистая ди­
строфия эпителия проксимальных канальцев не- 
фрона, в части эпителиоцитов на фоне зернистой 
дистрофии в части клеток наблюдались явления 
вакуольной дистрофии. Данные изменения соот­
ветствовали проявлениям гипоксического воздей­
ствия на клетку.

ОБСУЖ ДЕНИЕ

Цитотоксические эффекты при повторном вве­
дении ЦФ отчетливо проявлялись в виде суще­
ственных нарушений состояния системы глутати­
она и активации ПОЛ в тканях печени и почек от­
равленных животных: падения концентрации 
сульфгидрильных групп тканевых белков; угнете­
ния активности ферментов, принимающих участие 
в восстановлении глутатиона из окисленной фор­
мы (глутатионредуктазы и глюкозо-6-фосфатде- 
гидрогеназы); падения активности антиоксидант­
ных энзимов (глутатионпероксидазы, глутатион-S-

трансферазы); нарушение конъюгирующей 
функции системы глутатиона в результате 
падения активности глутатион^-трансфе- 
разы; увеличения концентрации МДА.

В ходе эксперимента было установле­
но нарушение одной из функций изучаемой 
биохимической системы, связанной с под­
держанием тиол-дисульфидного равновесия 
-  ведущего регулирующего фактора актив­
ности ряда ферментативных систем. На­
рушение функции системы глутатиона по 
поддержанию тиол-дисульфидного равнове­
сия может лежать в основе реализации ряда 
цитотоксических эффектов действия ЦФ, 
так как сохранение в клетке динамическо­
го равновесия между белковыми тиолами 
и дисульфидами необходимо для осуществ­
ления практически всех процессов жизне­

деятельности клеток, таких как работа мембран­
ных структур, деятельность цитоскелета, клеточ­
ное деление и т.д.

Угнетение активности Г-6Ф-ДГ и ГР, особенно 
определяемое в тканях печени после использова­
ния ксенобиотика в дозе 40 мг/кг, говорит об исто­
щении резервов исследуемой биохимической сис­
темы в условиях интоксикации ЦФ, что может сви­
детельствовать о глубоких нарушениях функции ее 
саморегуляции. Снижение глутатионредуктазной 
активности может стать в дальнейшем причиной 
падения уровня ВГ и угнетения активности фер­
ментов, использующих его для утилизации продук­
тов пероксидации, -  глутатионпероксидазы и глу- 
татионтрансферазы.

Применение ЦФ в нашем эксперименте вызы­
вало выраженную интенсификацию свободноради­
кальных процессов, при этом активность системы 
антирадикальной защиты оказывается недостаточ­
ной для прерывания этих процессов, что подтвер­
ждается накоплением продуктов ПОЛ в тканях.

ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ

Анализ полученных сведений о динамике из­
менений показателей системы глутатиона и ПОЛ 
показывает, что повторное введение ЦФ в дозе 20 
мг/кг, в основном, сопровождается адаптивными 
сдвигами со стороны ферментативного звена ан- 
типерекисной защиты в тканях (сохранение или 
даже рост активности энзимов). Введение препа­
рата в дозе 40 мг/кг сопровождается предельным 
напряжением, а затем и срывом приспособитель­
ных возможностей системы антирадикальной за­
щиты в виде снижения концентрации сульфгидриль­
ных групп белков и падения активности ее фермен­
тативного звена. Наиболее выраженное снижение
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показателей системы глутатиона и интенсифика­
ция процессов перекисного окисления липидов про­
исходили на 7-10-е сутки исследования, что мо­
жет свидетельствовать о кумулятивном эффекте 
повторного введения ЦФ.
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