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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Комплексное изучение состояния системы глутатиона и интенсивности процессов перекисного 
окисления липидов при отравлениях циклофосфаном в дозе 200 мг/кг массы. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Спектрофотометри­
ческое определение концентрации восстановленного глутатиона, сульфгидрильных групп белков, малонового диальдегида, 
диеновых конъюгат и активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, глутатионредуктазы, глутатионпероксидазы, глутатион- 
S-трансферазы, каталазы в тканях печени и почек 50 белых беспородных крыс. РЕЗУЛЬТАТЫ. Показано, что данная форма 
интоксикации сопровождается выраженными изменениями состояния системы глутатиона в тканях печени и почек отравлен­
ных животных (снижение содержания восстановленного глутатиона, нарушения активности глутатионредуктазы, глюкозо-6- 
фосфатдегидрогеназы, глутатионпероксидазы и глутатион^-трансферазы). Обсуждены причины возникновения данных 
биохимических сдвигов, их межтканевые отличия и их роль в реализации цитотоксического действия циклофосфана. ЗАК­
ЛЮЧЕНИЕ. Таким образом, установлена патогенетическая роль истощения функциональных возможностей системы глутати­
она и активации свободнорадикальных процессов в реализации цитотоксического действия алкилирующих препаратов.

Ключевые слова: циклофосфан, глутатион, глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза, глутатионтрансфераза. 

ABSTRACT
THE AIM  of the investigation was to carry out a complex study of the state of glutathione and intensity of lipid peroxidation 
processes in poisoning with cyclophosphamide in dose of 200 mg/kg of body mass. MATERIAL AND METHODS. Concentrations 
of reduced glutathione, sulfhydril groups of proteins, malonaldehyde, diene conjugates and activity of g lucose-6- 
phosphatedehydrogenase, glutathione reductase, glutathione peroxidase, glutathione-S- transpherase, catalase were determined 
spectrophotometrically in the kidney and liver tissues of 50 white outbred rats. RESULTS. It was shown that this form of 
intoxication was followed by pronounced changes in the glutathione system in the liver and kidney tissues of poisoned animals 
(reduced content of reduced glutathione, impaired activity of glutathione reductase, glucose-6- phosphatedehydrogenase, 
glutathione reductase, glutathione-S-transferase).Causes of the appearance of the data of bio-chemical shifts, their interstitial 
distinctions and their role in realization of the cytotoxic action of cyclophosphamide were discussed. CONCLUSION. So, the 
pathogenetical role of exhaustion of the functional resources of the glutathione system was established as well as of activation of 
free radical processes in realization of the cytotoxic effects of alkilating preparations.

Key w ords: cyclophosphamide, glutathione, glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione transferase.

ВВЕДЕНИЕ
Ц иклоф осф ан (Ц Ф ) является эф ф ективным пр о ­

тивоопухолевы м  препаратом, которы й такж е в п о с ­

ледние десятилетия наш ел ш и рокое  прим енение в 

качестве и м м у н о с у п р е с с о р а  п р и  а у то и м м у н н ы х  

заболеваниях, та к и х  как  глом ерулонеф риты  и  вол­

чаночны е неф риты  [1 ]. И спользование Ц Ф  в раз­

л и ч н ы х  схем ах лечения позволяет предотвратить 

и л и  замедлить развитие хр онич еской  почечной не­

достаточности , что  им еет больш ое м едицинское,

социальное и  эконом ическое значение. О днако п о ­

ч т и  в 25%  случаев терапи ю  ц итостати кам и п р и х о ­

д и тс я  п р е кр а щ а ть  из-за  р а з в и т и я  в ы р а ж е н н ы х  

п о б о ч н ы х  эффектов, связанны х с ц и тотоксич еским  

пораж ением , в п е р в ую  очередь, тканей печени и 

по че к  [2 ].

В  основе реализации ц и то то кси ч е ски х  эффек­

то в  д ей ствия  это го  то к с и к а н та  л е ж и т  п о вреж д е­

ние  м ол екулярны х стр уктур  клетки  (н укл е и н о в ы х  

кислот, ферментов, ли п и д ов  биом ем бран) реакц и­
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онно-способными метаболитами ЦФ и активными 
формами кислорода, образующимися в результа­
те микросомального окисления ксенобиотика в 
гепатоцитах.

Система глутатиона принимает непосредствен­
ное участие в детоксикации ЦФ путем конъюга­
ции его метаболитов [3, 4], в защите клетки от 
повреждающего действия свободных радикалов 
[5], а также участвует в процессах репарации по­
врежденных макромолекул. Таким образом, изу­
чение состояния данной цитопротекторной 
системы в условиях токсического воздействия ЦФ 
представляет несомненный интерес.

Целью работы явилось изучение динамики из­
менений состояния системы глутатиона в тка­
нях печени и почек крыс при острых отравлениях 
ЦФ в дозе 200 мг/кг.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проведено на 50 белых беспо­

родных крысах-самцах массой 180-220 г, получен­
ных из питомника РАН «Рапполово». ЦФ вводили 
внутрибрюшинно в дозе 200 мг/кг массы живот­
ного (0,5 мл 2% водного раствора/100 г массы). 
Контрольную группу составили животные, получав­
шие внутрибрюшинную инъекцию физиологичес­
кого раствора (0,5 мл/100 г массы).

Спустя 3, 6, 12 и 24 часа после введения токси­
канта животные были декапитированы. Извлечен­
ные печень и почки отмывали холодным 
физиологическим раствором от крови в течение 35­
50 сек. после декапитации и замораживали в жид­
ком азоте, в котором они хранились до момента 
исследования.

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) и малонового диальдегида 
(МДА). Общую активность глутатионредуктазы 
(ГР), глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-Ф-ДГ), 
глутатионпероксидазы (ГП) и глутатион-Б-транс- 
феразы (ГТ) определяли в цитозольной фракции, 
полученной методом дифференциального центри­
фугирования.

К онцентрацию  ВГ определяли методом
G.L.Ellman [6] в модификации, заключавшейся в 
осаждении белка 20% раствором сульфосалицило- 
вой кислоты; содержание СГ -  по методике
G. Bellomo [7]; концентрацию МДА -  по методу 
M.Uchiyama [8]. Активность ГР определяли по 
методу I.Carlberg, B.Mannervik [9], Г-6-Ф-ДГ -  по 
A.Kornberg [10], ГП -  по методу А.Н.Гавриловой,
H. Ф.Хмары [11] с использованием в качестве суб­

страта гидроперекиси трет-бутила, ГТ -  по 
W.H.Habig, W.B.Jakoby [12]. Расчет активности 
ферментов производили на 1 грамм белка. Концен­
трацию белка определяли методом Лоури в моди­
фикации G .L .Peterson  [13]. С татистическую  
обработку результатов проводили с помощью про­
граммы «Microsoft Excel» с использованием t кри­
терия Стьюдента для двух несвязанных величин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенное исследование позволило выявить 

ряд особенностей изменений содержания ВГ в ис­
следуемых тканях экспериментальных животных 
при острых отравлениях ЦФ (табл.1).

Отмечались существенные межтканевые от­
личия динамики изменений данного показателя -  
наиболее раннее и выраженное падение уровня ВГ 
происходило в тканях печени. Введение ЦФ в дозе 
LD50 вызывало значительное падение уровня ВГ в 
тканях этого органа -  в 3,38 (p<0,05) через 3 ч. В 
более поздние сроки отмечалась тенденция к час­
тичному повышению содержания восстановленной 
формы трипептида, которое через 24 ч составляло 
51,5% от уровня контроля (p<0,05). В тканях почек 
максимальное падение уровня ВГ в 2,16 раза 
(p<0,05) отмечалось через 12 ч, а к исходу иссле­
дования происходило повышение концентрации вос­
становленной формы трипептида до 68,3% (p<0,05) 
от уровня контроля.

Выраженное снижение содержания восстанов­
ленного глутатиона, важнейшего компонента всей 
системы глутатиона, приводит к нарушению одной 
из функций изучаемой биохимической системы, 
связанной с поддержанием тиол-дисульфидного 
равновесия -  ведущего регулирующего фактора 
активности ряда ферментативных систем. Особен­
ности динамики концентрации СГ в исследуемых 
тканях имели несколько иной характер. Макси­
мальное падение уровня СГ в тканях печени от­
мечалось лишь через 24 ч -  на 28,1 % (p<0,05) ниже

Таблица 1
Динамика изменений концентрации (X±SD)

восстановленного глутатиона в тканях печени 
и почек белых беспородных крыс при остром 

отравлении циклофосфаном в дозе LD50 
(ммоль/г ткани)

Сроки исследования Исследуемый орган

Печень Почки

Контроль 10,77 ± 0,72 7,28 ± 0,31
3 ч 3,19 ± 0,44* 3,97 ± 0,45*
6 ч 4,43 ± 0,32* 4,61 ± 0,32*
12 ч 4,51 ± 0,47* 3,90 ± 0,45*
24 ч 5,55 ± 0,86* 4,97 ± 0,56*

-  достоверность отличия p<0,05 по сравнению с группой
контроля.
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значений контроля, а в тка н ях  почек  происходило 

ум еренное сниж ение  (p< 0 ,05) концентрации белко­

в ы х  ти олов  на  п р о тя ж е н и и  всего срока исследова­

н и я  -  на 35,7% , 28 ,4% , 34 ,1%  и  32 ,3%  через 3, 6, 12 

и  24 часа, соответственно.

И сследование д и н а м и ки  акти вности  Г -6 -Ф -Д Г  

и  ГР  позволило установи ть , что  в тка н я х  печени и 

почек  характер изм енений акти вности  д анны х фер­

м ентов бы л одинаков. Т ак, акти вность  Г -6 -Ф -Д Г  

в тка н я х  печени через 6 и  24 ч  была, соответствен­

но, в 1,51 и  1,47 раза (p< 0 ,05 ) н и ж е  ко нтрол ьной , а 

м аксим альное сниж ение  (p< 0 ,05 ) а кти вности  фер­

м ента в тка н я х  почек  отмечалось через 12 ч  в 1,45 

раза. В  отл ичие  от  Г -6 -Ф -Д Г  акти вность  ГР  р о с ­

ла: в тка н ях  печени м аксим альное повы ш ение  ак­

ти в н о с ти  Г Р  на 38,3%  (p< 0 ,05 ) отмечалось через 

12 ч, а в тка н я х  по че к  на 39 ,3%  (p< 0 ,05 ) через 24 ч.

Отравления Ц Ф  сопровождались также выражен­

н ы м и сдвигами со стороны  активности ферментов 

антиоксидантной защ иты -  глутатионпероксидазы и 

глутатион-8-трансф еразы . Я рко вы раж енны х м еж ­

тканевы х отличий при  этом не отмечалось. В  тканях 

печени падение активности Г П  достигало максим у­

ма к  конц у  исследования -  на 24,4%  (p<0,05) ниж е 

значений контроля, а в тканях почек -  31,9 %  (p<0,05). 

Первоначальное повы ш ение активности Г Т  в тканях 

печени через 6 ч  на 30,2 %  (p<0,05) сменялось ее 

угнетением  на 24,8 %  (p<0,05) ниж е значений контро­

ля через 12 ч. Такая же, но менее выраженная, зави­

симость направленности изм енений активности Г Т  

отмечалась в тканях почек.

П роведенное эксперим ентальное исследование 

позволило установи ть , что  остры е отравления Ц Ф  

в б о л ьш и х дозах действительно сопровож даю тся  

активацией процессов перекисного  окисления л и ­

пидов, о чем свидетельствует накопление как  ко ­

н е ч н ы х  прод уктов  П О Л  -  М Д А  (табл. 2). П р и  этом 

накопление М Д А  имело отчетливы е м еж тканевые 

отличия. Е сли в тка н я х  печени содерж ание М Д А  

про гр е сси вн о  увеличивалось в течение всего  пе-

Таблица 2
Динамика изменений концентрации (X±SD) 
малонового диальдегида в тканях печени и 
почек белых беспородных крыс при остром 

отравлении циклофосфаном в дозе LD50 
(ммоль/г ткани)

Сроки исследования Исследуемый орган

печень почки

Контроль 175,5 ± 8,8 147,5 ± 5,3
3 ч 236,9 ± 14,9* 169,6 ± 4,7*
6 ч 234,8 ± 15,3* 207,0 ± 13,1*
12 ч 241,2 ± 12,6* 161,9 ± 11,1
24 ч 380,6 ± 15,9* 158,0 ± 4,6

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

риода наблю дения и  через 24 ч  в 2 ,16 раза (p< 0 ,05) 

превы ш ало уровень  контрол я, то  в тка н я х  почек 

максим альное повы ш ение  концентрации  М Д А  на 

40,3 %  (p< 0 ,05 ) отмечалось через 6 ч, а уж е  через 

12 ч  э то т  показатель возвращ ался  к  и с х о д н о м у  

уровню .

ОБСУЖДЕНИЕ
Ц итотоксические эффекты действия Ц Ф  отчет­

ливо проявлялись в виде сущ ественны х наруш ений 

состояния системы глутатиона и  активации П О Л  в 

тканях  печени и  почек отравленны х ж и во тн ы х:

1) сниж ения  содерж ания восстановленного  гл у ­

татиона ;

2 ) пад е н и я  к о н ц е н тр а ц и и  с у л ь ф ги д р и л ь н ы х  

гр у п п  тканевы х белков;

3) угн е тен и я  а кти вности  ф ерментов, п р и н и м а ­

ю щ и х  уч а с ти е  в в о с с та н о в л е н и и  гл у та ти о н а  из 

окисл енной  ф ормы (глутатионредуктазы  и  гл ю ко- 

зо -6 -ф осф атдегидрогеназы );

4) падения а кти вности  анти о кси д а н тн ы х  энзи­

м ов (глутатионпероксидазы , гл утати он-8 -трансф е- 

разы );

5) срыва ко н ъ ю гирую щ ей ф ункции системы гл у ­

та ти о н а  в результате падения  сод ерж ани я  В Г  и 

акти вн о сти  гл утатион-8-трансф еразы ;

6) увеличения концентрации  М Д А .

Н есм отря на то , что  истощ ение  В Г  в клетках

п р и  прим енении  Ц Ф  в настоящ ее время отмечает­

ся м н о ги м и  исследователям и [14 , 15], м еханизм  

сниж ения  его концентрации в соврем енной литера­

туре  не наш ел четкого  объяснения.

О сновны м и причинам и сниж ения уровня В Г  в 

тканях  печени и  почек являю тся его необратимое 

расходование на ко н ъ ю гац и ю  с метаболитами Ц Ф , 

а такж е переход в окисл енную  ф орму п ри  осущ е­

ствлении реакций антирадикальной защ иты. В м ес­

те с тем, п р и  больш ой дозе введенного ксенобиотика 

система ко н ъ ю га ц и и  перестает справляться с де­

токсикацией метаболитов Ц Ф . П рям ы м  подтверж ­

д е н и е м  п р е д е л ь н о го  н а п р я ж е н и я  п р о ц е с с о в  

детоксикации пр и  введении ксенобиотика является 

большая степень его сниж ения и  отсутствие после­

дую щ его роста концентрации восстановленного три - 

пептида (последнее такж е указывает и  на срыв всей 

систем ы  р егул яц и и  уровня  В Г  в клетке -  систем 

синтеза и  распада глутатиона, системы его восста­

новления из окисленной формы). Н аибольш ее сн и ­

ж ение концентрации В Г  было отмечено им енно в 

печени, где, с одной стороны , его уровень в норме 

значительно превосходит содержание в д р уги х  орга­

нах [16 ], а с другой  стороны , метаболизм гл утатио­

на наиболее интенсивен.

С у щ е с тв у ю т  по  крайней мере т р и  вероятны е
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п р и ч и н ы , вы зы ваю щ ие наиболее вы раж енное с н и ­

ж ение  ур овня  В Г  в тка н я х  печени по  сравнению  с 

тканям и почек. П ервая п р и ч и н а  связана с нерав­

ном ерны м  распределением Ц Ф  в организм е и  пре­

и м ущ е ств е н н ы м  накоплением  его в печени  [1 7 ]. 

В торая п р и ч и н а  м еж тканевы х различий ко н ц е н т­

р а ц и и  В Г  о б ъ ясняется  р а зн о й  и н т е н с и в н о с т ь ю  

м икросом ального  окисления в исследуем ы х орга ­

нах. В  работах А .И .А р ч а ко в а  [18, 19] отмечается, 

что  по  и н те н си вн о сти  система ц и то хр о м  P -450-за- 

в и си м ы х м икросом альны х м онооксигеназ в пече­

н и  н а м н о г о  п р е в о с х о д и т  о с т а л ь н ы е  о р га н ы . 

Гидроксилирование Ц Ф  системой м икросом альны х 

м онооксигеназ п р и в о д и т  к  образованию  более т о к ­

с и ч н ы х  п р о д укто в , т.е. им еет м есто процесс м е­

таболической активации ксенобиоти ка  [20, 21 ]. В  

дальнейш ем  активны е п р о д укты  под  воздействи­

ем Г Т  подвергаю тся  ко н ъ ю гац и и  с восстановлен­

н ы м  г л у т а т и о н о м . З н а ч е н и е  и н т е н с и в н о с т и  

м и к р о с о м а л ь н о го  о к и с л е н и я  п о д тве р ж д а е тся  в 

исследованиях влияния и н ги б и то р о в  и  и н д укто р о в  

цитохром а  P-450. Т ак, введение Ц Ф  после предва­

рительной  и н д у к ц и и  ц и тохром а  P -450 ф енобарби­

талом приводило к  ум еньш ению  экскреции почкам и 

нем етаболизированного  то кси ка н та  и  к  более в ы ­

соком у м утаге н н о м у  эф ф екту [22 ]. С пециф ические 

и н ги б и то р ы , напротив, приводят к  ум еньш ени ю  об­

разования а кти в н ы х  м етаболитов Ц Ф  [2 1 ] и, как 

следствие, к  сн и ж е н и ю  количества хро м о со м н ы х 

аберраций и  м утаге н н о й  акти вн о сти  [2 3 ]. П о -в и ­

д и м о м у, м а кси м а л ьн о е  ув е л и ч е н и е  а к т и в н о с т и  

м и кросом альны х ферментов им енно  в тка н ях  пе­

чени с л у ж и т  п р и ч и н о й  и  м аксим альной активации 

сво б о д н о р а д и ка л ьн ы х  процессов в тк а н я х  это го  

органа, связанны х с утечкой  а кти в н ы х  форм к и с ­

лорода с ц и тохром а  P -450 и  вы зы ва ю щ и х п о вреж ­

дение о р га н и ч е с к и х  молекул. С оотве тстве н н о , в 

этом органе м аксим альны м  будет и  расходование 

В Г  на обезвреживание А Ф К , орга н и че ски х  ги д р о ­

перекисей и  на репарацию  ряда молекул.

Третья п рич ина  м еж тканевы х различий уровня 

В Г  связана с особенностям и ко н ъ ю ги р ую щ е й  сис­

тем ы  и  с акти вностью  глутатион-Б-трансф еразы. П о 

ур о в н ю  активности Г Т  органы  вы страиваю тся в ряд: 

печень >  п о ч ки  >  гол овной  м озг >  эритроц иты  [24]. 

Н есм отря на то, что высокая активность этого  фер­

мента является основой детоксикации ксенобиоти­

ков [1 2 ], нали чи е  субстратов для Г Т  п р и в о д и т  к  

резкому сн и ж е н и ю  концентрации В Г  в тканях, где 

вы сока активность фермента [24 ]. В  проведенном 

нами исследовании активность глутатион-Б -транс- 

феразы в печени превыш ала активность фермента 

в тканях  почек в 1.27 раза.

С ниж ени е  а кти вности  ф ерм ентативного звена

А О З  и  переход о кисл ител ьны х повреж дений тка ­

н ей  в н е ко м п е н си р уе м ую  фазу п р и  п р и м е н е н и и  

в ы со ки х  доз Ц Ф  м ож ет бы ть связано со след ую ­

щ и м и  причинам и:

1. И стощ ение  уровня  В Г, как  осн о вн о го  низко ­

м олекулярного  антиоксиданта клетки  и  субстрата 

гл утати он-пероксид азной реакции [16 ,25 ].

2. А лки лировани е  сульф гидрильны х гр у п п  в ак­

ти в н о м  центре Г П , Г Т  п р о д укта м и  метаболизма 

Ц Ф  [26].

3. И с т о щ е н и е  т к а н е в ы х  резервов ресинтеза  

Н А Д Ф ^ Н  и  угн е тен и е  а кти вности  Г -6 -Ф -Д Г  [5, 27 ].

4. У гн е те н и е  а кти в н о сти  Г П  суп е р о кси д н ы м  

радикалом и  конечны м и продуктам и глутатионовой 

конъ ю гаци и  -  м еркаптуровы м и кислотам и, которые 

в процессе метаболизма Ц Ф  активно вы деляю тся 

с ж елчью , а затем реабсорбирую тся и  п о ступ а ю т в 

кровь [28].

5. О кси д а ти в н о е  повр е ж д е н и е  м ол екул  фер­

м ентов и  и х  а кти в н ы х  центров свободны м и ради­

калам и и  А Ф К  [16 ,25,28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
П о л уч е н н ы е  результаты  ука зы в а ю т на сущ е ­

ственную  значимость наруш ений ф ункционирования 

систем ы  глутатиона в реализации ц итотоксических 

эффектов действия Ц Ф . Представляется л о ги чн ы м  

приведение следую щ ей схем ы  последовательнос­

т и  собы тий , п р и во д ящ и х  к  повреж д ени ю  и  гибели 

клеток в усл о ви ях  о стры х отравлений данны м  т о к ­

сикантом . В  результате м е та б о л и че ски х  превра­

щ е н и й  Ц Ф  о б р а з у ю тс я  р е а к ц и о н н о -с п о с о б н ы е  

м етаболиты  и  активны е ф ормы кислорода, в обез­

вреж и вании которы х активное участие  приним ает 

система глутатиона. В  ответ на сниж ение  уровня  

В Г  и  интенсиф икацию  свободнорадикальных про­

цессов происход ит адаптивная активация системы 

глутати она , связанная с повы ш ением  акти вн о сти  

ф ерментов, п р и н и м а ю щ и х  участие  в ко н ъ ю гац и и  

м етаболитов ксеноб иоти ка  (Г Т ), обезвреж ивании 

свободных радикалов (Г П ), восстановлении глутати­

она из окисленной формы (ГР). Большая интенсив­

ность токсической нагрузки приводит к  изначально 

ф ункциональной недостаточности систем конъю га­

ц и и  и  антирадикальной защиты, в дальнейшем п ри­

с о е д и н я е т с я  о р га н и ч е с к о е  п о в р е ж д е н и е  ряд а  

ферментов систем ы  глутатиона метаболитами Ц Ф  

и  свободными радикалами. Данные процессы приво­

дят к  абсолю тной недостаточности ф ункций систе­

м ы  гл у та ти о н а , н а п р а в л е н н ы х  на  п о д д е р ж а н и е  

тиол-дисульф идного равновесия в тканях, защ иту от 

повреждаю щ его действия свободных радикалов и  ре­

акц ионноспособны х метаболитов. Т аким  образом, 

создаются условия для реализации общ их механиз­
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мов цитотоксичности, связанных с повреждением кле­

то ч н ы х  мембран, наруш ением внутриклеточного  го ­

меостаза Ca2+, процессов энергетического обмена, 

синтеза белка и  деления клетки.
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