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Предложена экспериментальная модель окислительного стресса, которая позволяет оценивать антиокси-
дантные эффекты тестируемых способов коррекции свободнорадикального окисления в организме (исполь-
зование питьевого рациона с пониженным содержанием дейтерия, применение биодобавки с глутатионом). 
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В научной литературе широко представлены 
различные физиологические и патологиче-
ские эффекты воздействия активных форм 

кислорода и свободных радикалов на организм 
человека [3, 5]. Показано их участие в развитии 
критических состояний и неблагоприятных ос-
ложнений при хронических заболеваниях сер-
дечно-сосудистой, эндокринной, нервной, пище-
варительной, выделительной систем и др. [4]. 
Охарактеризованы различные способы коррек-
ции нарушений, связанных с избыточной генера-
цией свободных радикалов, в том числе с помо-
щью лекарственных средств и пищевых продуктов 
с антиоксидантной направленностью [8, 14, 17].  
Тем не менее по-прежнему актуальной задачей 
экспериментальной медицины и биологии оста-
ется внедрение новых подходов для оценки анти-
оксидантной активности различных классов ле-
карственных средств и пищевых веществ с целью 
оптимального выбора рациональных схем кор-
рекции окислительного стресса (ОС) на преклини-
ческом этапе их апробации, что нередко связано 
со сложностью интерпретации результатов, по-
лученных в традиционных тест-системах in vitro, 
особенно при взаимодействии фармпрепаратов и 
нутриентов с антиоксидантными свойствами. 

Известно, что среди фармацевтических и пара-
фармацевтических средств особое место занимают 
тиолсодержащие соединения (липоевая кислота, глу-
татион), которые в силу своей высокой способности 
нейтрализовать свободные радикалы и одновременно 
регенерировать другие низкомолекулярные компо-
ненты эндогенной антиоксидантной системы (АОС) 
нашли широкое применение в клинической практике 
[1, 7]. Другим возможным способом коррекции анти-
оксидантного потенциала организма является вклю-
чение в питьевой рацион воды с модифицированным 
изотопным составом – сниженным содержанием дей-
терия (ВМИС ССД), позволяющее изменять соотноше-
ние дейтерий-протий (D/H) в организме [6, 12, 15, 16].   

В связи с вышеизложенным целью настоящего ис-
следования явилась апробация экспериментальной 
модели ОС для сравнительной оценки эффективно-
сти влияния тиолсодержащих соединений и реакций 

изотопного обмена (D/H) на показатели проокси-
дантно-антиоксидантной системы у лабораторных 
животных с гнойно-воспалительным процессом.

Материал и методы. Биологическим объектом 
исследования были кровь и гомогенаты органов (пе-
чень, почки, сердце) 68 беспородных крыс-самцов в 
возрасте 4–6 месяцев (масса тела 225±40 г, колеба-
ние массы по группе ±8  г). Все животные содержа-
лись в виварии при сходных условиях в отношении 
температуры, влажности, освещения, при строгом 
соблюдением международных принципов Хельсинк-
ской декларации о гуманном отношении к животным. 
Крысы были разделены на следующие группы: группа 
1 (контрольная, n=17) получала после моделирова-
ния ОС обычный рацион (зерновая смесь, минера-
лизованная вода 150 ppm по дейтерию) в течение 2 
недель; группа 2 (опытная, n=17) получала после мо-
делирования ОС обычный рацион (зерновая смесь, 
минерализованная вода 150 ppm по дейтерию) и па-
рафармацевтик с антиоксидантной направленностью 
(глутатион в дозировке 15 мг/кг) в течение 2 недель; 
группа 3 (опытная, n=17) получала после моделиро-
вания ОС обычный рацион (зерновая смесь) и ВМИС 
ССД (минерализованная вода 40 ppm по дейтерию) 
в течение 2 недель; группа 4 (интактная, n=17) полу-
чала обычный рацион (зерновая смесь, минерализо-
ванная вода 150 ppm по дейтерию) в течение 2 недель 
и находилась в стандартных условиях без формиро-
вания модели ОС. Окислительный стресс у лабора-
торных животных вызывали по методике, основанной 
на хирургическом лечении модели абсцесса (патент 
на изобретение № 2455703) [2]. Забор биологиче-
ского материала (кровь, печень, почки, сердце) у жи-
вотных осуществляли на 14-е сутки эксперимента. 
ВМИС ССД получали на установке, разработанной в 
Кубанском государственном университете, исход-
ная концентрация дейтерия в получаемой воде со-
ставляла 40 ppm, минерализацию полученной воды 
производили путем добавления минеральных солей 
для получения физиологически полноценного ми-
нерального состава питьевой воды (минерализация 
314–382 мг/л: гидрокарбонаты 144–180 мг, сульфаты 
менее 1 мг, хлориды 60–76 мг, кальций 6 мг, магний 
3 мг, натрий 50–58 мг, калий 50–58 мг).  Минеральный 

При моделировании окислительного стресса наблюдали повышение максимума вспышки хемилюминесцен-
ции в плазме крови на 87,1 %, при этом также достоверно возрастало количество парамагнитных центров в 
тканях внутренних органов: печени – 66,3 %, почки – 114,8 %, сердца – 30,9 % (p<0,05). Были получены данные 
изотопного обмена (D/H), свидетельствующие о снижении дейтерия у крыс в крови до уровня 117,6±1,2 ppm 
и тканях внутренних органов до уровня  129,8–142,1 ppm, а также установлено его влияние на показатели 
системы антиоксидантной защиты организма в условиях окислительного стресса, в том числе путем увеличе-
ния содержания SH-групп и других низкомолекулярных антиоксидантных факторов в крови. Антиоксидант на 
основе глутатиона и воды с модифицированным изотопным составом снижает интенсивность окислительного 
метаболизма в организме.

Ключевые слова: окислительный стресс, дейтерий, антиоксиданты, глутатион, печень

The experimental model of oxidative stress allows to evaluate the antioxidant effects of the test methods of free 
radical oxidation in the body (the use of drinking diet with a reduced content of deuterium, the use of bioadditive with 
glutathione). By modeling of the oxidative stress an increase in the maximum chemiluminescence flash in plasma at 
87,1 % was observed, while the number of paramagnetic centers in the tissues of the internal organs also significantly 
increased: liver – 66,3 %, kidneys – 114,8 %, heart – 30,9 % (p<0,05). The data of isotope exchange (D/H) were re-
ceived. They showed a decrease in deuterium in the rats’ blood to the level of 117,6±1,2 ppm, and in tissues of the 
internal organs to the level of 129,8–142,1 ppm. Its effect on the indicators of antioxidant body defense in oxidant 
stress conditions was established by means of increasing the content of SH-groups and other low molecular antioxi-
dant factors in the blood. Glutathione and water-based antioxidant with a modified isotopic composition reduces the 
intensity of oxidative metabolism in the body.

Key words: oxidative stress, deuterium, antioxidants, glutathione, liver
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состав ВМИС ССД 40 ppm и воды 150 ppm был иден-
тичен. Определение концентрации дейтерия в полу-
ченной воде и плазме крови  было проведено на им-
пульсном ЯМР спектрометре  JEOL JNM-ECA 400MHz 
[13]. Для определения изотопного состава лиофили-
зированных органов лабораторных животных исполь-
зовался масс-спектрометр DELTAplus, снабженный 
периферийным устройством для пробоподготовки 
анализируемого материала к изотопному анализу во-
дорода H/Device (Finnigan, Германия). 

Определение антиокислительной активности 
(АОА) плазмы крови проводили амперометрическим 
способом на анализаторе антиоксидантной активно-
сти «Яуза-01-ААА» (ОАО НПО «Химавтоматика») [9]. 
Количество тиоловых (SH) групп в гемолизате кро-
ви определяли с помощью реактива Эллмана, полу-
ченные результаты выражали в единицах оптической 
плотности (ЕОП).

Измерение спектров ЭПР проводили на спектро-
метре JES FA 300 («JEOL», Япония) при температуре 
24 °С в X диапазоне. Параметры измерения: сверх-
высокочастотное излучение мощностью 1 мВт, часто-
та микроволнового излучения  – 9144 МГц, амплиту-
да высокочастотной модуляции  – 0,1 мТл. Образцы 
предварительно подвергали лиофилизации в сушилке 
«ЛС-1000» («Проинтех», РФ), после чего взвешивали 
(весы «Ohaus», Китай, точность ±0,01 мг). Сигнал ЭПР 
у взвешенного образца измеряли в кварцевой ампу-
ле (диаметром 5 мм), при этом масса навески в зоне 
резонатора составляла 0,0300 г [10]. Концентрацию 
парамагнитных центров (ПМЦ) в образцах определя-
ли путем сравнения с сигналом стандартного образца 
(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxidanyl, TEMPO), со-
держащего 6,4∙10-7 моль ПМЦ, интегральную интен-
сивность сигнала ЭПР в исследуемых образцах вычис-
ляли путем двойного численного интегрирования. Для 
оценки интенсивности свободнорадикального окисле-
ния (СРО) в плазме был использован метод люминол-
зависимой H2O2-индуцированной хемилюминесцен-
ции, максимум вспышки хемилюминесценции (МВХЛ) 
измеряли на хемилюминотестере ЛТ-01 [11].

Статистическую оценку достоверности отличий 
средних величин (M) между группами проводили с 
помощью непараметрического U-критерия (Манна – 
Уитни, достоверным считали различие при р<0,05). 
Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда, проект №15-16-00008.

Результаты и обсуждение. Установлено, что в 
крови исследуемых животных (группа 1) имеет место 
повышение интенсивности СРО на 87,1  %, при этом 
происходило снижение антиоксидантного потенциа-
ла плазмы крови на 33,0  %, а также уменьшение на 
47,3  % количества тиоловых групп, являющихся ос-
новным компонентом эндогенной АОС, участвующим 
не только в нейтрализации свободных радикалов, но 
и в регенерации других низкомолекулярных антиок-
сидантных факторов организма. При этом введение 
в пищевой рацион крыс глутатиона и ВМИС ССД, кор-
ригировало имеющиеся нарушения в работе проок-
сидантно-антиоксидантной системы. Так, в группе 2 
отмечено более существенное восстановление анти-
оксидантного потенциала плазмы, достигавшее прак-
тически физиологических значений (в сравнении с 
группой 4) через 2 недели эксперимента. Такие изме-
нения преимущественно связаны с пополнением пула  
SH-содержащих соединений (на 47,8  %) в плазме 
крыс из группы  2 (рис. 1). Следствием повышения 
емкости АОС явилось снижение интенсивности СРО, 
что подтверждается меньшими значениями МВХЛ на 
30,7 % (p<0,05). 

Рис. 1. Показатели свободнорадикального окисления  
и антиоксидантной системы в крови при моделировании 

окислительного стресса у лабораторных животных  
на 14-е сутки эксперимента (M±m)

Примечание: * – p<0,05 в сравнении с показателями груп- 
пы 1; # – р<0,05  в сравнении с показателями  группы 4; 
АОА – антиокислительная активность; МВХЛ – максимум 

вспышки хемилюминесценции

Подобные изменения наблюдали и в лиофилизи-
рованных тканях (рис. 2), среди которых в группе 1 
необходимо отметить выраженное повышение обра-
зования свободных радикалов в гомогенатах почки – 
на 114,8  % (p<0,05), почти в три раза превосходив-
шее аналогичные изменения в ткани сердца (30,9 %, 
p<0,05). Предложенная модель экспериментального 
ОС позволяет изучать не только системные проявле-
ния СРО в крови, но и особенности развития ОС на 
тканевом уровне, а также использовать дифференци-
рованный подход для оценки локальной эффективно-
сти препаратов и пищевых веществ с антиоксидант-
ной направленностью. Так, в группе 2 было отмечено, 
что способность глутатиона восстанавливать баланс 
прооксидантно-антиоксидантной системы достига-
ется преимущественно за счет его влияния на пока-
затели SH-содержащих компонентов плазмы крови и 
снижения прооксидантной нагрузки в тканях печени 
и почек.

Рис. 2. Показатели свободнорадикального окисления 
в лиофилизированных тканях при моделировании 

окислительного стресса у лабораторных  животных  
на 14-е сутки эксперимента (M±m)

Примечание: * – p<0,05 в сравнении с показателями  
группы 1, # – р<0,05  в сравнении с показателями  группы 4; 

ПМЦ – парамагнитные центры
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При изучении показателей ОС в группе 3 было 
установлено, что введение в питьевой рацион ВМИС 
ССД приводило в сравнении с показателями группы 
1 к уменьшению интенсивности процессов СРО в 
плазме на 18,5 % (p<0,05), в гомогенатах печени – на 
17,2 % (p<0,05), почек – на 29,9 % (p>0,05), в гомо-
генатах сердца – на 2,7 % (p<0,05). С целью уточне-
ния механизмов антиоксидантного действия ВМИС 
ССД в исследуемых группах крыс был изучен изо-
топный состав крови и гомогенатов тканей (рис. 3). 
Установлено, что содержание дейтерия в плазме 
снижалось на 23,7 %, при этом скорость изотопного 
обмена (D/H) была выше в почках (11,8 %, p<0,05), 
что, по-видимому, приводило к потенцированию ра-
боты АОС.

Рис. 3. Содержание дейтерия в крови  
и лиофилизированных тканях внутренних органов при 
моделировании и коррекции окислительного стресса  

у лабораторных животных  на 14-е сутки  
эксперимента (M±m)

Примечание: * – p<0,05 в сравнении с показателями 
интактной группы 4

В печени, где изменение изотопного D/H соста-
ва хотя и развивалось медленнее (в сравнении с 
интактной группой 4 снижение дейтерия составило 
5,4 %), также наблюдали достоверное снижение ин-
тенсивности СРО. Эффекты, связанные с воздей-
ствием ВМИС ССД на организм крыс, обусловлены 
реакциями обмена Н2О на НDO, постепенно проис-

ходящими в гидратной оболочке макромолекул: из-
вестно, что термодинамика молекул ДНК и белков 
зависит от состояния воды столь же значительно, как 
и от ионной силы, pH и температуры, поэтому вода в 
виде структурированной гидратной оболочки в зна-
чительной степени определяет физико-химические 
свойства клеток, а вследствие этого их функции. 
Кроме того, быстрый D/H обмен в гидроксильных, 
сульфгидрильных и аминогруппах всех органиче-
ских соединений, включая белки, нуклеиновые кис-
лоты, липиды, сахара, может оказывать влияние на 
состояние АОС, одними из основных факторов ко-
торого являются тиоловые (-SH) и гидроксильные 
(-ОН) группы.

Возможные изменения структуры нуклеино-
вых кислот и белков, по-видимому, объясняются 
увеличением динамических короткоживущих про-
тиевых связей, что может влиять на активность 
ферментов антирадикальной защиты (каталазы, су-
пероксиддисмутазы, глутатионпероксидазы, глута-
тионредуктазы) за счет D/H обмена в  -OH или  -SH 
группах активных центров. При этом изменения ко-
лебательных моментов в цепях нуклеиновых кислот 
и облегчение их энергетического взаимодействия 
с ферментами ведут к ускорению транскрипции, а 
следовательно, изменяют адаптационные возмож-
ности клеток. 

Заключение. Таким образом, показано, что 
разработанная модель ОС позволяет использовать 
дифференцированный подход при оценке антиокси-
дантных эффектов тестируемых способов коррекции 
ОС на локальном и системном уровнях. Применение 
глутатиона у лабораторных животных с гнойно-вос-
палительными процессами в мягких тканях приводит 
к снижению интенсивности СРО преимущественно в 
печени и почках, что обусловлено повышением уров-
ня тиоловых групп и восстановлением потенциала 
АОС. При введении в питьевой рацион ВМИС ССД 
отмечено преимущественно ее антиоксидантное 
воздействие в тканях органов функциональной си-
стемы детоксикации, характеризующихся в услови-
ях ОС и эндотоксикоза высокой метаболической ак-
тивностью, что объясняется способностью реакций 
(D/H) изменять энергию активации макромолекул и 
влиять на метаболические процессы на клеточном 
уровне, в том числе на функционирование проокси-
дантно-антиоксидантной системы.
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