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клинической эффективности способов стандарт-
ной терапии тиреотоксикоза. Особый интерес 
привлекают средства на основе естественных ме-
таболитов клеток. Одним из важнейших интерме-
диатов клеточного метаболизма является цитрат 
[5]. Данное соединение может выступать эффек-
тивным антиоксидантом благодаря наличию у него 
диссоциирующих карбоксильных групп, способ-
ных связывать прооксиданты: ионы Fe2+, а также 
ионы Са2+. Было продемонстрировано антиокси-
дантное действие цитрата при активации ПОЛ в 
искусственных мембранах липосом [6]. Имеются 
также данные, что это вещество защищает клетки 
почечного эпителия от повреждения, вызванного 
оксалатом и кристаллами оксалата кальция, путем 
снижения образования АФК и, в результате, пре-
дотвращения свободнорадикального окисления 
(СО) биосубстратов [7].

Одной из важнейших антиоксидантных систем 
(АОС) организма является ферментативная глута-
тионпероксидазная/ глутатионредуктазная (ГП/ГР) 
система, использующая в качестве субстрата глу-
татион. Для восстановления глутатиона использу-
ется НАДФН, поставщиками которого могут слу-
жить глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ; КФ 
1.1.1.49) и НАДФ-изоцитратдегидрогеназа (НАДФ-
ИДГ; КФ 1.1.1.42).

ВВЕДЕНИЕ
К распространенным патологическим состоя-

ниям эндокринной системы относят синдром ти-
реотоксикоза, проявления которого включают 
различные многосистемные сдвиги, возникающие 
под действием избытка тиреоидных гормонов (ТГ), 
в том числе поражения сердечно-сосудистой и 
центральной нервной систем, печени, эндокринные 
нарушения и др. Имеются данные, что ТГ при 
больших концентрациях индуцируют окислитель-
ный стресс в печени [1], сердце и скелетной муску-
латуре крыс [2]. В основе данного действия гормо-
нов может лежать усиление клеточного дыхания и 
образование супероксид-радикала на уровне уби-
хинона [3], активация NADH-цитохром Р450-
редуктазы и NADPH-оксидазы в микросомах пе-
чени крыс, приводящая к увеличению образования 
активных форм кислорода (АФК) и, как следствие, 
интенсификации пероксидного окисления липидов 
(ПОЛ) [1,2,4].

В связи с этим одной из актуальных проблем 
медицинской биохимии является поиск и биоте-
стирование средств антиоксидантной защиты, 
которые могли бы использоваться для повышения 
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В связи с вышесказанным целью данной рабо-
ты явилось исследование активностей ГП (КФ 
1.11.1.9), ГР (КФ 1.6.4.2), Г6ФДГ и НАДФ-ИДГ, а 
также содержания GSH в печени, сердце и сыво-
ротке крови при введении цитрата на фоне развития 
экспериментального гипертиреоза (ЭГТ) у крыс.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использовали 

самцов белых лабораторных крыс массой 150—200 
г. Для индуцирования экспериментального тирео-
токсикоза животным вводили внутрибрюшинно 
трийодтиронин в дозе 100 мкг/100 г массы тела в 
виде раствора в 0,9 % NaCl, трижды в течение 6 
дней [8]. Цитрат вводили внутрибрюшинно в дозе 
50 мг/кг в виде раствора в 0,9 % NaCl, ежедневно 
в течение 3-х дней. Образцы для анализа забирали 
на 7-е сутки после начала эксперимента.

Для исследований использовали гомогенаты 
печени и сердца, сыворотку крови крыс. Кровь за-
бирали из сердца. Гомогенаты печени и сердца 
получали путем гомогенизации навески ткани в 
фарфоровой ступке в 4-х кратном объеме охлаж-
денной среды выделения (50 мМ трис-НСl-буфер 
(рН 7,8), содержащий 1 мМ ЭДТА, 1 % b-меркапто-
этанол) и центрифугирования при 5000g в течение 
10 мин.

Определение концентрации восстановленного 
глутатиона (GSH) проводили спектрофотометри-
чески при длине волны 412 нм с использованием 
реактива Эллмана [9].

Активность ГП, ГР, Г6ФДГ и НАДФ-ИДГ 
определяли на СФ-56 при длине волны 340 нм. 
Измерение активности ГП проводили с помощью 
сопряженной ферментативной реакции в среде 
спектрофотометрирования следующего состава: 
50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7,4), содер-
жащий 1 мМ ЭДТА, 0,12 мМ НАДФН, 0,85 мМ 
восстановленного глутатиона, 0,37 мМ Н2О2, 1 ед/
мл ГР. Контрольная проба не содержала восста-
новленный глутатион. Определение активности 
ГР проводили в среде спектрофотометрирования, 
содержащей 50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 
7,4), 1 мМ ЭДТА, 0,16 мМ НАДФН и 0,8 мМ 
окисленного глутатиона. Для измерения актив-
ности Г6ФДГ использовали 50 мМ трис-НСl-
буфер (pH 7,8), содержащий 3,0 мМ глюкозо-6-
фосфат, 0,25 мМ НАДФ, 1,0 мМ МnCl2. Среда для 
определения активности НАДФ-ИДГ имела сле-
дующий состав: 50 мМ трис-НС1-буфер (рН 
7,6—7,8), содержащий 1,5 мМ изоцитрат, 2 мМ 
МnСl2, 0,25 мМ НАДФ, 0,1 мМ ЭДТА. Реакцию 

начинали добавлением ферментного препарата. 
За единицу ферментативной активности (Е) при-
нимали количество фермента, катализирующее 
образование 1 мкмоль продукта реакции или пре-
вращение 1 мкмоль субстрата за 1 мин при тем-
пературе +25 °C.

Опыты проводили как минимум в 8-кратной 
биологической и 2-кратной аналитической повтор-
ностях. Полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистических критериев [10]. 
Обсуждаются статистически достоверные разли-
чия при р < 0,05.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

При введении цитрата на фоне развития тирео-
токсикоза у крыс в тканях животных отмечается 
снижение содержания восстановленного глутатио-
на, уровень которого возрастает при ЭГТ [11], по 
сравнению с данными при патологии. Так, нами 
было показано, что в печени и сыворотке крови 
крыс данный параметр уменьшался в 1,2 раза, в 
сердце — в 1,1 раза, т.е. наблюдалось изменение в 
сторону контроля (рис. 1). Полученные данные 
могут быть объяснены ингибирующим влиянием 
цитрата на уровень СО биомолекул в организме 
при развитии патологии, что приводит к снижению 
степени мобилизации АОС.

Ранее было выявлено, что в условиях ЭГТ про-
исходит активация ГП/ГР АОС и такого фермента-
поставщика НАДФН, как Г6ФДГ [11]. По-
видимому, повышение активности этих антиокси-
дантных ферментов является следствием интенси-
фикации свободнорадикальных процессов, наблю-

Рис. 1. Содержание восстановленного глутатиона в 
печени (а), сердце (б) и сыворотке крови (в) крыс: 1 — 
животные с ЭГТ; 2 — животные с ЭГТ, которым вводи-
ли цитрат. За 100 % принимали содержание глутатиона 
в контроле (в печени — 0,21 мМ, в сердце — 0,29 мМ, 
в сыворотке крови — 0,37 мМ)
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дающейся при увеличении уровня ТГ, и носит 
адаптивный характер. Изменение данных параме-
тров в крови при патологии может являться след-
ствием как активации АОС при усилении свобод-
норадикального окисления биосубстратов, так и 
выходом ферментов из клеток при повреждении 
мембран.

При введении цитрата на фоне развития тирео-
токсикоза активность ГП и ГР в печени крыс, вы-
раженная в виде Е на г сырой массы, снижается в 
1,2 и 1,3 раза, в сердце — в 1,1 и 1,2 раза, соответ-
ственно, по сравнению с животными с патологией 
(рис. 2, 3). В этих условиях активность данных 
ферментов в сыворотке крови, выраженная в Е/мл, 
уменьшается в 1,2 раза (рис. 4).

Активность Г6ФДГ, выраженная в Е/ г сырой 
массы печени или сердца, при введении цитрата 
животным с индуцированным гипертиреозом сни-
жается в 1,1 и 1,4 раза по сравнению с данными 
при ЭГТ (рис. 2, 3). В сыворотке крови активность 
фермента, выраженная в Е/мл, при этом падает в 
1,3 раза (рис. 4).

Отмечено, что в условиях развития тиреоток-
сикоза активность НАДФ-ИДГ в печени уменьша-
ется (рис. 2), в то время как в сердце и сыворотке 
крови незначительно возрастает по сравнению с 
контрольным уровнем (рис. 3,4) [11]. По-видимому, 
это является следствием органоспецифичных из-
менений в метаболизме при действии высоких доз 
гормонов щитовидной железы. Исходя из получен-
ных данных, можно предположить, что в изучае-
мых условиях НАДФ-ИДГ вносит незначительный 
вклад в усиление поставки НАДФН для работы 
ГП/ГР АОС, в то время как основная нагрузка по 
снабжению этой системы восстановительными 
эквивалентами падает на Г6ФДГ — один из фер-
ментов пентозофосфатного пути. При введении 
цитрата животным с ЭГТ активность НАДФ-ИДГ 
в печени, выраженная в Е/ г массы, возрастает на 
11 % по сравнению с патологией, то есть наблюда-
ется изменение в сторону контроля, в то время как 
при исследовании ткани сердца и сыворотки крови 
достоверных изменений данного параметра вы-
явлено не было (рис. 2—4).

Данные по изменению активности исследуе-
мых ферментов в сторону контрольных значений 
могут быть объяснены с точки зрения хелатирую-
щей способности цитрата по отношению к ионам 
Fe2+ и Ca2+. В основе прооксидантного эффекта 
ионов Fe2+ лежит участие в реакции Фентона, 
приводящей к образованию самой реакционно-
способной АФК — гидроксильного радикала, и 

Рис. 2. Активность ГП (а), ГР (б), Г6ФДГ (в) и НАДФ-
ИДГ (г) в печени крыс, выраженная в процентах от Е/г 
сырой массы: 1 — животные с ЭГТ, 2 — животные с 
ЭГТ, которым вводили цитрат. За 100 % принимали ак-
тивность фермента в контроле (для ГП — 0,135; для 
ГР — 0,78; для Г6ФДГ — 0,48; для НАДФ-ИДГ — 
1,457 Е/ г сырой массы)

Рис. 3. Активность ГП (а), ГР (б), Г6ФДГ (в) и НАДФ-
ИДГ (г) в сердце крыс, выраженная в процентах от Е/г 
сырой массы: 1 — животные с ЭГТ, 2 — животные с 
ЭГТ, которым вводили цитрат. За 100 % принимали 
активность фермента в контроле (для ГП — 0,35; для 
ГР — 0,106; для Г6ФДГ — 0,156; для НАДФ-ИДГ — 
1,51 Е/г сырой массы)

Рис. 4. Активность ГП (а), ГР (б), Г6ФДГ (в) и НАДФ-
ИДГ (г) в сыворотке крови крыс, выраженная в про-
центах от Е/мл: 1 — животные с ЭГТ, 2 — животные с 
ЭГТ, которым вводили цитрат. За 100 % принимали ак-
тивность фермента в контроле (для ГП — 0,159; для 
ГР — 0,038; для Г6ФДГ — 0,0155; для НАДФ-ИДГ — 
0,028 Е/мл)
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разветвлении цепей ПОЛ, способствующего рас-
пространению данных процессов и вовлечению в 
окисление все новых молекул липидов биомем-
бран [12, 13]. Ионы Са2+ могут выступать в каче-
стве активаторов НАДФН-оксидазы, продуцирую-
щей супероксидный анион-радикал, выступаю-
щий в качестве родоначальника других АФК, 
которые играют важнейшую роль в интенсифика-
ции СО. Кроме того, ионы Са2+ могут увеличивать 
активность фосфолипазы, что также может спо-
собствовать усилению степени повреждения био-
мембран [14, 15].

В основе протекторного действия цитрата при 
развитии тиреотоксикоза, сопряженного с интен-
сификацией процессов СО биосубстратов, может 
также лежать активирование биосинтеза жирных 
кислот, так как необходимость в поставке этих 
соединений возрастает в условиях пероксидного 
повреждения мембран. В связи с проявлением 
антиоксидантных свойств цитрата снижается уро-
вень СО, что, по-видимому, сопровождается умень-
шением степени активации ГП/ГР АОС и, следо-
вательно, необходимости в поставке НАДФН для 
работы этой системы по сравнению с уровнем при 
ЭГТ. Таким образом, можно предположить, что 
цитрат способствует нормализации обменных про-
цессов и восстановлению окислительно-восстано-
вительного равновесия в организме в условиях 
повреждающего действия ТГ в высоких концен-
трациях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно результатам проведенного исследо-

вания, при введении животным цитрата на фоне 
развития тиреотоксикоза происходит снижение 
активности ГП, ГР и Г6ФДГ, а также содержания 
GSH в тканях крыс по сравнению с данными по-
казателями при патологии. По-видимому, в при-
сутствии цитрата, оказывающего антиоксидант-
ное действие, вследствие торможения свободно-
радикальных процессов снижается нагрузка на 
АОС, что и приводит к меньшей степени актива-
ции ее глутатионового звена и к снижению не-
обходимости в поставке НАДФН для работы этой 
системы.
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