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Проведено експериментальні дослідження впливу профілактичного введення попередників синтезу оксиду азоту L-
аргініну, L-аргініну L-глутамату на морфофункціональний стан печінки при ішемічно-реперфузійному ураженні.
Встановлено, що прекурсори оксиду азоту проявляють цито- та органопротекторну дії при ішемії-реперфузії, про що
свідчить зниження активності iNOS та зростання eNOS в печінці, зменшення концентрації прозапальних цитокінів у
сироватці крові, пригнічення процесів цитолізу та ліпопероксидації, відновлення морфологічної структури печінки.

Experimental study of prophylactic administration of precursor nitric oxide L-arginine, L-arginine L-glutamate on the hepatic
morphofunctional state in case of liver  ischemia-reperfusion was conducted. It was determined that nitric oxide precursors exhibit cyto-
and organo protective in case of ischemia-reperfusion, as evidenced by reduced activity of iNOS and increased eNOS in the liver, reduced
blood proinflammatory cytokines, depressed cytolysis and lipid peroxidation, restoration of  the morphological structure of the liver.

Постановка проблеми і аналіз останніх дослі-
джень та публікацій. Ішемічно-реперфузійне ура-
ження (I/Р) печінки є складним патофізіологічним
процесом, який виникає при печінковій хірургії,
травмі, кровотечі, сепсисі і трансплантації печінки
та може призвести до печінкової дисфункції. Хоча
основні механізми I/Р залишаються до кінця не з’я-
сованими, на сьогодні можна стверджувати про важ-
ливе значення активних форм кисню (АФК), актив-
них форм азоту (АФА) у цьому процесі. Однак, на
думку Bahde H., 2010, центральну роль у патофізіо-
логії I/Р відіграє дисфункція ендотелію печінки [1].
Генерація АФК активованими клітинами Купфера і
нейтрофілами викликає ряд токсичних ефектів,
включаючи зміни в окисненні ліпідів і білків, виді-
лення прозапальних медіаторів та дисфункцію
мікросудин, які разом призводять до клітинного і
тканинного ушкодження органа [2]. Окрім того, по-
рушення печінкової мікроциркуляції в період репер-
фузії є одним з основних механізмів, що спричиня-
ють розвиток I/Р ураження [1]. Оксид азоту відіграє
провідну роль як у формуванні АФК, АФА, так і
процесах вазодилатації. Разом з тим, дані літерату-
ри щодо протективної чи токсичної ролі NO при І/Р
є суперечливими. Відомо, що застосування NO пре-
курсорів, таких як L-аргінін та сполуки FK409,
мінімізує негативний вплив печінкової реперфузії
та покращує стан мікроциркуляції [3, 4]. Водночас
результати деяких досліджень свідчать, що призна-

чення інгібіторів NO може попереджувати уражен-
ня печінки за І/Р [5].
Мета роботи: вивчення ефективності профілак-

тичного введення попередників синтезу оксиду азо-
ту при ішемічно-реперфузійному ураженні печінки.

Матеріали і методи. Дослідження проведено на
базі лабораторії доклінічних досліджень лікарських
засобів ДВНЗ “Тернопільський державний медич-
ний університет імені І. Я. Горбачевського”. В екс-
перименті використано 24 білих щурів-самців ма-
сою 140–220 г. Тварини перебували у віварії на стан-
дартному раціоні з контрольованим температурним
режимом і вільним доступом до їжі та води і 12-го-
динним циклом день-ніч. Робота з тваринами вико-
нувалась відповідно до Європейської конвенції про
захист хребетних тварин, що використовуються для
дослідних та інших наукових цілей (Страсбург,
1986). Тварин знеболювали тіопенталом натрію
(50 мг/кг маси тіла інтраперитонеально), хірургіч-
не моделювання І/Р проводили з дотриманням пра-
вил асептики. Здійснювали серединну лапаротомію,
відділяли печінку від діафрагми, виділяли орган.
Ішемію медіальної та лівої латеральної часток пе-
чінки проводили шляхом перетискання судинного
пучка, що містить портальну вену і гілки печінко-
вої артерії, використовуючи атравматичний капі-
лярний затискач [7]. Дана модель спричиняє розви-
ток ішемії лише лівих і серединних часток печінки
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(~70 % печінки), залишаючи кровопостачання пра-
вої і хвостової часток неушкодженим [8]. У кінці
періоду ішемії судинний затискач був знятий і
відновлювався кровотік. Операційне поле покрива-
ли стерильною серветкою, змоченою у фізіологіч-
ному розчині. По закінченні експерименту для біо-
хімічного та гістологічного дослідження забирали
кров та зразки печінкової тканини. Тварин рандомі-
зували на 4 групи по 6 тварин: 1 група – контрольна
(несправжньооперовані тварини – лапаротомія);
2 група – І/Р (ішемія серединної та лівої латераль-
ної часток печінки на 45 хв, за якою слідував 2-го-
динний період реперфузій при кімнатній темпера-
турі); 3 група – I/P + L-аргінін (LA) (“Sigma”, США)
(25 мг/кг інтраперитонеально, повторно 3 дні перед
ішемією, останній раз за 10 хв до І/Р); 4 група –
I/Р+L-аргініну L-глутамат (препарат “Глутаргін”,
фармацевтична компанія “Здоров’я”, м. Харків)
(L-А L-Г) (45 мг/кг інтраперитонеально, повторно
3 дні перед ішемією, останній раз за 10 хв до І/Р).

У сироватці крові за допомогою стандартних
наборів реактивів “Філісіт діагностика” (Україна)
визначали активність ферментів цитолізу АлАт та

АсАт. У сироватці крові  також визначали вміст
кінцевих продуктів метаболізму оксиду азоту NO2

-

та NO3
- [9, 10].  Про стан системи прооксиданти-ан-

тиоксиданти судили за вмістом у гомогенатах печі-
нки ТБК-активних продуктів (ТБК) [11], гідропере-
кисів ліпідів (ГПЛ) [12], відновленого глутатіону
(GSH) [13], активності каталази (КАТ) [14], супе-
роксиддисмутази (СОД) [15]. Імуноферментним
методом за допомогою наборів реактивів USCN Life
Science Inc. у сироватці та гепатоцитах визначали
вміст ендотеліальної (eNOS) та індуцибельної
(iNOS) NO-синтаз та прозапальних цитокінів IL-1β,
IL-6 та TNF-α. Всі отримані результати були оброб-
лені методом варіаційної статистики з використан-
ням однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA
за допомогою програми Originpro 7.5.

Результати досліджень та їх обговорення. В
результаті проведених досліджень встановлено
значне зростання активності АлАТ та АсАТ (в 5,3
і 2,6 раза), що свідчить про розвиток процесу ци-
толізу в печінці при І/Р (табл. 1). Відомо, що на
ранній стадії репефузії значно збільшується рівень

Таблиця 1. Показники функціонального стану печінки при введенні попередників NO при ішемії-
реперфузії печінки (M±m, n=6)

Серія дослідів 1 група – 
контроль 

2 група – 
І/Р 

3 група – 
IPC + LA 

4 група – 
I/Р + L-А L-Г 

АлАТ, ммоль/(г⋅л) 0,44±0,10 2,35±0,15 
p<0,001 

1,10±0,09 
р<0,005 
р1<0,001 

0,90±0,05 
р<0,01 
р1<0,001 

АсАТ, ммоль/(г⋅л) 1,63±0,12 4,27±0,37 
p<0,001 

2,83±0,20 
р<0,01 
р1<0,05 

2,57±0,07 
р<0,001 
р1<0,005 

КАТ, мкат/г 4,47±0,12 2,87±0,27 
p<0,0025 

3,97±0,20 
р>0,05 
р1<0,05 

3,81±0,06 
р<0,01 
р1<0,05 

СОД, ум. од./г 5,61±0,25 2,16±0,16 
p<0,001 

3,59±0,24 
р<0,01 
р1<0,05 

3,25±0,27 
р<0,01 
р1<0,05 

ГПЛ, ум. од./г 3,53±0,29 6,10±0,26 
p<0,001 

4,93±0,18 
р<0,01 
р1<0,01 

4,63±0,12 р<0,05 
р1<0,01 

ТБК (печ.), ммоль/кг 3,04±0,24 5,18±0,33 
p<0,002 

3,66±0,07 
р<0,01 
р1<0,01 

3,77±0,16 
р<0,05 
р1<0,01 

GSH, ммоль/кг  4,07±0,21 2,82±0,18 
p<0,005 

3,84±0,19 
р>0,05 
p1<0,01 

3,97±0,07 
р>0,05 
р1<0,001 

NO2
-
 (сир.), мкмоль/л 1,62±0,08 

 
0,78±0,06 
p<0,001 

2,84±0,07 
р<0,001 
p1<0,002 

2,96±0,11 
р<0,001 
р1<0,001 

NO3
-
 (сир.), мкмоль/л 10,18±0,42 

 
9,90±0,46 

p>0,05 
13,05±0,63 
р<0,01 
р1<0,01 

13,05±0,17 
р<0,001 
р1<0,001 

 Примітка. р – рівень значущості відносно контролю, р1 –  відносно ураження.
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Рис. 1. Вміст еNOS та iNOS у гепатоцитах.

продуктів ліпопероксидації та цитокінів, генера-
ція яких відбувається в купферівських клітинах [16,
17]. Нами було показано, що вже через 2 год від
початку реперфузії вміст ТБК та ГПЛ в уражено-
му органі збільшився в 1,7 та 6,6 раза відповідно.
Відомо, що вільні кисневі радикали активно нейт-
ралізуються такими ендогенними антиоксиданта-
ми, як СОД, каталаза. Тому вірогідне зниження їх
активності на 61,4 та 35,9 % при І/Р приводить до
поглиблення патологічного процесу (табл. 1). Зни-
ження протекторних властивостей при оксидатив-
ному стресі зумовлено, на думку Chang E. J. et all.,

2004, значною мірою пригніченням глутатіонсин-
тезуючої функції печінки [18]. Наші дослідження
показали зменшення пулу відновленого глутатіо-
ну на 30,7 % за умов І/Р ураження.

Відомо, що реактивні форми кисню та цитокі-
ни є потужними індукторами iNOS [19]. Нами було
встановлено, що рівень ІL-1β, IL-6 та TNF-α зрос-
тав, відповідно, у 8,8; 3,2 та 6,6 раза. А відповідно,
вміст у печінці iNOS за І/Р вірогідно збільшувався
на 57,6 %, разом з тим рівень eNOS знижувався на
38,8 порівняно з контролем (несправжньооперовані
тварини) (рис. 1). Проведений нами аналіз резуль-

татів досліджень інших науковців показав, що
найбільш виражена гіперпродукція iNOS-залежно-
го NO настає лише через 4–6 год від початку ре-
перфузії, що зумовлено затратою часу на процес
транскрипції та синтезу ферменту [1, 2, 5, 19]. Тому
в ранні періоди реперфузії виникає недостатність
синтезу NO, яка може бути зумовлена пригнічен-
ням активності еNOS [19]. Нами було встановле-
но, що на 2-гу год реперфузії рівень кінцевих про-
дуктів метаболізму оксиду азоту нітратів вірогід-
но не змінювався, а нітритів знижувався на 52 %
порівняно з контрольною групою тварин. На нашу
думку, зниження вмісту NO за рахунок пригнічен-
ня eNOS та, можливо, роз'єднання іNOS [20], що
приводить до зниження біодоступності NO, є од-
ним із вирішальних факторів ураження при І/Р. Ос-
таннім часом з'явилися повідомлення про порушен-
ня біодоступності NO в ранні періоди реперфузії
[21]. Отже, NO сприяє відновленню мікроцирку-
ляції в органі, яка порушується в ранньому періоді
реперфузії. Таким чином, І/Р супроводжувалася
порушенням мікроциркуляції і гіпоксією, розвит-
ком процесів цитолізу та оксидативного стресу в
печінці.

При гістологічному дослідженні тканини печі-
нки тварин, яким моделювали І/Р, виявлено, що

структура печінкової часточки була збереженою
лише частково. Центральні вени помірно розширю-
вались, містили невелику кількість еритроцитів.
Синусоїди контурувались слабо. Дистрофічні зміни
в гепатоцитах проявлялися в дифузній формі, по-
ширюючись на всю часточку. Гідропічна дистрофія,
яка трансформувалась у балонну, переважала у цен-
тролобулярно розміщених гепатоцитах. При еози-
нофільній дегенерації ядра клітин переважно змен-
шувались у розмірі, пікнотично зморщувались, що
проявлялось конденсацією хроматину. Іноді ці зміни
поєднувались із некрозом клітин, і формувалися
поля некрозу (рис. 2). Поряд із ушкодженими гепа-
тоцитами спостерігали клітини із вираженим набу-
ханням ядер, в яких мали місце великі ядерця, що
можна розцінювати як прояв репарації. Портальні
тракти містили помірно розширені судини та були
частково інфільтровані лімфо-гістіоцитарними ком-
понентами. Отже, при ішемічно-реперфузійному
ураженні порушувалася структурна організація пе-
чінкової часточки, що проявлялося різким звужен-
ням синусоїдальних просторів через розвиток ба-
лонної дистрофії в гепатоцитах.

Профілактичне введення попередників NO LА
та L-А L-Г сприяло поліпшенню функціонального
стану печінки та пригніченню активності процесів

I/P
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Рис. 2. Гістологічна структура печінки тварин при
ішемії-реперфузії. Забарвлення гематоксиліном та еози-
ном. × 160.

ліпопероксидації при І/Р. Активність ферментів
цитолізу АлАТ (на 53,2 та 61,7 %), АсАТ (на 33,6
та 39,8 %) була вірогідно нижчою, ніж за умов ура-
ження (табл. 1). Рівень продуктів ліпопероксидації
у печінці знижувався порівняно з І/Р (ГПЛ – на 19,1
та 24,0 %; ТБК – на 29,3 та 27,2 % відповідно).
Рівень GSH зростав на 35,9 та 40,6 %. Активність
антиоксидантних ферментів: підвищувалися КАТ
на 38,5 і 32,7 % та СОД на 66,0 і 49,6 %. Рівень
NO2

- зростав, відповідно, в 3,7 та 3,8 раза, а NO3
- –

на 31,7 та 31,8 % за введення LА та L-А L-Г впро-
довж 3 днів перед моделюванням І/Р (табл. 1).

Рівень ІL-1β, IL-6 та TNF-α знижувався на 38,9;
29,0; 33,9 % та 36,3; 21,5; 25,0 % відповідно при
введенні обох коригувальних чинників (рис. 3).
Наші дослідження узгоджуються з результатами
інших науковців, які встановили вірогідне знижен-
ня кількості прозапальних цитокінів при введенні

Рис. 3. Вміст прозапальних цитокінів у сироватці крові.

донаторів NO [22]. Результати наших досліджень
також показали, що LА та L-А L-Г приводять до
зростання експресії еNOS в гепатоцитах при І/Р
на 43,5 та 42,0 % та зниження іNOS на 19,2 та 15,0 %
відповідно (рис. 1).

При гістологічному дослідженні тканини печі-
нки тварин, яким попередньо впродовж 3 днів вво-
дили L-аргінін та моделювали ішемію-реперфузію,
нами виявлено (рис. 4), що трабекулярна структу-
ра печінкової часточки була збереженою. Цент-
ральні вени були розширеними, добре візуалізува-
лися, просвіти даних структур не містили еритро-
цитів. Макрофагальна активність не проявлялась.

Судини портальних трактів не зазнавали знач-
них структурних змін, в перипортальних зонах мала
місце незначна лімфо-гістіоцитарна інфільтрація,
особливо навколо жовчних проток, проте ознак хо-
лестазу не виявлено.

При світлооптичному дослідженні центролобу-
лярні гепатоцити були звичайної форми, містили
чітко виражені ядра, цитоплазма насиченого кольо-

Рис. 4. Гістологічна структура печінки тварин при
ішемії та застосуванні L-аргініну. Забарвлення гема-
токсиліном та еозином. × 160.

I/P
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ру. Гепатоцити середньої третини печінкової час-
точки представлені крупними клітинами з блідо-
еозинофільною дрібнозернистою цитоплазмою,
яка була відділена від оболонки клітини світлим
обідком. Клітини периферичної частини печінко-
вої часточки мали ознаки незначно вираженої гіа-
ліново-краплинної дистрофії.

При гістологічному дослідженні тканини печі-
нки тварин при моделюванні ішемії та застосуванні
глутаргіну ми виявили (рис. 5), що трабекулярна
структура печінкової часточки була збережена. Цен-
тральні вени дещо розширені і містили поодинокі
еритроцити. Синусоїди також були дещо розширені,
однак вільними від еритроцитів, макрофагальна
активність слабовиражена. Портальні тракти трохи
розширювались за рахунок лімфо-гістіоцитарної
інфільтрації та  збільшення просвіту жовчних про-
ток (без ознак внутрішньопечінкового холестазу).
В окремих ділянках зустрічались лімфо-гістіоци-
тарні інфільтрати навколо жовчних проток.

Гепатоцити центролобулярних зон мали зви-
чайну форму, їх цитоплазма була однорідною,
інтенсивного забарвлення, ядра правильної форми,
гіперхромні. Клітини центральної частини печін-
кової часточки мали ознаки слабовираженої білко-
вої дистрофії, структура ядер майже не змінюва-
лась, ділянок некрозу не спостерігали.

Структура печінки зазнавала мінімальних змін
при профілактичному перед І/Р введенні донаторів
оксиду азоту L-аргініну та L-А L-Г, які проявляли-
ся лише слабовираженою білковою дистрофією
клітин середньої третини часточки.

Таким чином, при профілактичному перед І/Р
введенні донаторів оксиду азоту структура печінки
зазнавала мінімальних змін, які проявлялися лише
слабовираженою білковою дистрофією клітин се-
редньої третини часточки, що свідчить про органо-
протекторний ефект оксиду азоту при І/Р.

Висновки. 1. Ішемія-реперфузія печінки суп-
роводжується активацією процесів цитолізу та
ліпопероксидації в печінці, зростанням концент-
рації прозапальних цитокінів IL-1β, IL-6 та TNF-α

в сироватці крові, зниженням експресії еNOS та
зростанням іNOS у печінці, порушенням структур-
ної організації печінкової часточки.

2. Попередники синтезу оксиду азоту L-аргінін
та L-аргініну L-глутамат при їх профілактичному
введенні перед ішемією-реперфузією печінки спри-
яють пригніченню процесів цитолізу, нормалізації
системи прооксиданти-антиоксиданти, зниженню
активності iNOS та зростанню eNOS в печінці,
зменшенню рівня прозапальних цитокінів у сиро-
ватці крові.

3. Прекурсори оксиду азоту мають протектив-
ний характерний вплив на морфологічну структу-
ру гепатоцитів та структурно-функціональну
організацію печінкової часточки.

Перспективи подальших досліджень. Вста-
новлення ролі системи L-аргінін – оксид азоту в
патогенезі ішемічно-реперфузійного ураження об-
ґрунтовує необхідність подальшого пошуку та вив-
чення сполук – попередників синтезу оксиду азо-
ту, здатних зменшувати прояви функціональних по-
рушень печінки, а також поліпшувати результати
фармакотерапії даного патологічного стану.

Рис. 5. Гістологічна структура печінки тварин при
ішемії-реперфузії та застосуванні L-аргініну L-глута-
мату. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 160.
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