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цель. Изучение прямого влияния аргинина на активность лизосомальных цистеиновых протеиназ in vitro как 

в эксперименте, так и при стимуляции оксидативного стресса.
Методы. Исследование проведено на 72  крысах-самках линии Wistar с массой тела 280–320 г, которых раз-

делили на 12 серий по 6 крыс в каждой. Для анализа использовали выделенные из печени интактных животных 
суспензии лизосом, которые in vitro инкубировали в растворе сахарозы в присутствии L-аргинина, а также в при-
сутствии L-аргинина при стимуляции оксидативного стресса. В контрольных группах проводили in vitro инку-
бацию в среде выделения и с добавлением оксиданта соответственно. Каждую серию воспроизводили трижды, 
инкубацию осуществляли при температуре 37 °C на водяной бане в течение 1, 2 и 4 ч. Активность катепсинов В, 
L и Н изучали спектрофлуориметрическим методом в двух фракциях — лизосомальной и внелизосомальной. В 
качестве основного маркёра лабилизации мембран использовали активность кислой фосфатазы.

Результаты. Применение аргинина в концентрации 5 мМ при инкубации in vitro сопровождалось подавлени-
ем активности катепсина Н и повреждением лизосомальной мембраны при 1-часовой инкубации, однако даль-
нейшее увеличение времени инкубации приводило к её стабилизации. In vitro воздействие 5 мМ Н

2
О

2
 вызывало 

рост активности катепсинов В и L и падение активности катепсина Н без выраженных изменений распределения 
ферментов между вне- и интрализосомальной фракциями. На фоне оксидативного стресса 5 мМ аргинин при 
2-часовой инкубации in vitro снижал проницаемость лизосомальной мембраны для катепсинов В, Н и L, при 4-ча-
совой инкубации приводил к дестабилизации лизосомальной мембраны.

Вывод. Прямое воздействие аргинина в конечной концентрации 5 мМ в течение исследуемых промежутков 
времени приводит к отчётливым изменениям как активности лизосомальных цистеиновых протеиназ, так и 
стабильности лизосомальной мембраны.
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В настоящее время отмечают прогресс в 
изучении роли лизосомальных ферментов 
при физиологических и патологических 
состояниях клетки. Существует предполо-
жение, что высвобождение катепсинов из 
лизосом служит пусковым механизмом в 
опосредованной лизосомами клеточной ги-
бели. Одним из факторов пермеабилизации 
может оказаться окислительный стресс [4].

Кроме того, доказана роль катепсинов B 
и L, а также H, S, X, K в развитии и про-
грессировании злокачественных новообразо-
ваний. Активность катепсинов повышается 
при многих типах опухолей человека, таких 
как рак лёгких, мозга, молочной железы, 
желудочно-кишечного тракта и предста-
тельной железы. Экспрессия катепсинов B 
и L связана с ухудшением прогноза для па-
циентов с различными злокачественными 
образованиями. Цистеиновые протеазы при-
нимают участие в гиперпролиферации опу-
холевых клеток, опухоль-индуцированном 
ангиогенезе, инвазии и метастазировании, 
являясь потенциальными мишенями для 
лечения рака [2].

Один из наиболее важных факторов ре-
гуляции активности лизосомальных цис-
теиновых протеиназ — специфические эн-
догенные белковые ингибиторы, которые 
относятся к суперсемейству цистатина [3]. 
Применение ингибиторов катепсинов или 
повышающая регуляция эндогенных инги-
биторов цистеиновых протеиназ во многих 
случаях способствует стабилизации лизосом 
[4]. В связи с этим актуален поиск соедине-
ний, изменяющих активность катепсинов и 
пермеабилизацию лизосомальной мембра-
ны.

В частности, обнаружено, что ряд ар-
гинин-содержащих пептидов способен ин-
гибировать активность катепсинов. Так, 
олигоаргинины являются специфическими 

ингибиторами катепсина С [9]. Хлорметиль-
ные кетоны, синтезированные из аргинина 
и его производных, инактивируют катеп-
син В селезёнки быка [10]. Трипептид фенил - 
аланиларгиниларгинин способен угнетать 
лизосомальный протеолиз в сердце крысы 
[12]. Кроме того показано, что аргинин угне-
тает протеасомную активность [8]. Благодаря 
высокой полярности боковой цепи, аргинин 
оказывает токсическое действие на мембра-
ну бактерий. Известна роль аргинина в за-
медлении развития опухолей [5]. Одним из 
возможных механизмов указанных явлений 
может оказаться влияние аргинина на состо-
яние мембран и активность лизосомальных 
цистеиновых протеиназ.

Таким образом, целью исследования ста-
ло изучение прямого влияния аргинина на 
активность лизосомальных цистеиновых 
протеиназ in vitro как изолированно, так и 
при стимуляции оксидативного стресса.

Выделение лизосом. В исследование вклю-
чены 72 конвенциональные половозрелые 
интактные самки крыс линии Wistar с 
массой тела 280–320 г. За 12 ч до забоя жи-
вотных лишали пищи для стандартизации 
условий опытов. Эвтаназию животных осу-
ществляли методом обескровливания под 
эфирным рауш-наркозом при сохранённых 
дыхании и сердцебиении.

Печень извлекали немедленно после 
обес кровливания, помещая орган в охлаж-
дённый 0,25 М раствор сахарозы (среда вы-
деления). Печень промывали от остатков 
крови средой выделения, после чего гото-
вили точные навески фрагментов печени в 
пределах 740–760 мг на электронных весах 
(AJH-220 CE, Япония). Полученный матери-
ал измельчали, добавляя холодный 0,25 М 
раствор сахарозы в соотношении 1:9, и гомо-
генизировали в течение 35 с тефлоновым пес - 
тиком при 900 об./мин и зазоре в пределах 

Aim. Assessment of direct influence of arginine on lysosomal cysteine proteases activity in vitro, in isolation as well as 
the stimulation of oxidative stress.

Methods. The study was conducted on the 72 female conventional mature Wistar rats 280–320 g divided into 6 series 
of 12 rats each. Lysosome slurries were isolated from the liver of intact animals with a subsequent in vitro incubation in a 
sucrose solution, in the presence of L-arginine, as well as in the presence of L-arginine accompanied by the stimulation of 
oxidative stress. Samples of control groups were exposed in vitro with the addition of isolate and oxidant, respectively. Each 
batch was reproduced three times, incubation was performed at 37 °C in a water bath for 1, 2 and 4 hours. The activity of 
cathepsins B, L and H was studied using spectrofluorimetric method in two fractions — intra- and extralysosomal. Acid 
phosphatase activity was used as the main marker of membrane labialization.

Results. One hour Incubation with 5 mM arginine in vitro led to inhibition of the cathepsin H activity and lysosomal 
membrane damage, however, further increase in incubation time led to its stabilization. In vitro exposure to 5 mM H

2
O

2
 

caused an increase in activity of cathepsines B and L and the drop in the cathepsin H activity without obvious changes in the 
distribution of enzymes between extra and intralysosomal fractions. In a state of oxidative stress 2-hour in vitro incubation 
with 5 mM arginine reduced the permeability of lysosomal membranes for cathepsines B, H and L; while 4-hour incubation 
led to the destabilization of lysosomal membranes.

Conclusion. The direct effect of arginine at a concentration of 5 mM within the 1,2 and 4-hour time intervals leads to 
a distinct change as a lysosomal cysteine protease activity and stability of lysosomal membranes.

Keywords: cathepsins B, L аnd H, L-arginine, lysosomal membrane stability.
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0,16–0,24 мм. Описанные процедуры прово-
дили при температуре не выше 4 °C.

Полученные гомогенаты центрифугиро-
вали 15 мин при 3000 об./мин (центрифуга 
CM-6M ELMI, Латвия) для осаждения не 
полностью разрушенных клеток и ядер. На-
досадочную жидкость отбирали пипеткой 
в отдельные гильзы и центрифугировали 
15 мин при 13 000 об./мин для удаления 
митохондрий, а затем полученный суперна-
тант — дополнительно при 15 500 об./мин в 
течение 30 мин (центрифуга рефрижератор-
ная К 24Д, ГДР). Осадок, представляющий 
собой грубую фракцию лизосом, ресуспенди-
ровали в 0,25 М растворе сахарозы и исполь-
зовали для in vitro исследования.

Инкубация. Полученные суспензии лизо-
сом печени в 0,25 М сахарозе разделяли на 
12 серий по 6 проб в каждой:

– серия 1 — суспензия лизосом в 0,25 М 
растворе сахарозы (серия сравнения);

– серия 2 — суспензия лизосом в 0,25 М 
растворе сахарозы с добавлением аргинина 
в конечной концентрации 5 мМ;

– серия 3 — суспензия лизосом в 0,25 М 
растворе сахарозы с добавлением водорода 
пероксида (перекиси водорода) в конечной 
концентрации 5 мМ;

– серия 4 — суспензия лизосом в 0,25 М 
растворе сахарозы с добавлением водорода 
пероксида (перекиси водорода) в конечной 
концентрации 5 мМ и аргинина в конеч-
ной концентрации 5 мМ.

Каждую серию воспроизводили трижды. 
Инкубацию осуществляли при 37 °C на во-
дяной бане в течение 1, 2 и 4 ч.

После инкубации лизосомы повтор-
но осаждали центрифугированием при 
15 500 об./мин в течение 30 мин. Затем отби-
рали надосадочную жидкость (неседимен-
тируемую фракцию), а осадок (седиментиру-
емую фракцию) ресуспендировали в 0,25 М 
сахарозе с добавлением тритона Х-100 в 
конечной концентрации 0,1%. Полученные 
аликвоты замораживали и хранили до мо-
мента исследования при температуре –20 °C 
не более 1 мес.

Определение активности лизосомальных 
цистеиновых протеиназ. Активность ка-
тепсинов В, L и Н изучали спектрофлуори-
метрическим методом (System 3 Scanning 
Spectrofluorometr, Optical technology devices, 
«Inc. Elmstord», New York, 10523) по Barrett и 
Kirschke [6]. Принцип метода — количествен-
ное определение 7-амидо-4-метилкумарина, 
высвобождающегося в результате энзимати-
ческого гидролиза пептидной связи: Nα-CBZ-

Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin («Sigma», 
США) для катепсина В, Nα-CBZ-Phe-Arg-7-
amido-4-methylcoumarin («Sigma», США) для 
катепсина L, Arg-7-amido-4-methylcoumarin 
(«Sigma», США) для катепсина Н («Sigma», 
США). Преимущества данного метода связа-
ны с высокой чувствительностью и специфич-
ностью используемых субстратов. Количество 
свободного 7-амидо-4-метилкумарина измеря-
ли на спектрофлуориметре при λ

ex 
и λ

em
 соот-

ветственно 360 и 440 нм против контроля.
В качестве стандартного раствора исполь-

зовали 7-амидо-4-метилкумарин («Sigma», 
США), растворённый в диметилсульфокси-
де («Вектон», Санкт-Петербург). Удельную 
активность катепсинов выражали в нмоль 
амидо-метилкумарина/с∙г белка. Содер-
жание белка определяли по методу Лоури 
коммерческим набором НПЦ «Эко-сервис» 
(Санкт- Петербург). Описанное определение 
активности ферментов осуществляли раз-
дельно для седиментируемой и неседименти-
руемой фракций и обозначали для каждого 
катепсина как седиментируемую и неседи-
ментируемую активность соответственно.

Оценка стабильности лизосомальной мем-
браны. Для оценки стабильности лизосо-
мальной мембраны традиционно исполь-
зуют коэффициент лабильности (Клаб), 
рассчитываемый как соотношение актив-
ности лизосомального фермента во внелизо-
сомальной (неседиментируемой) фракции к 
общей активности, представляющей собой 
сумму неседиментируемой и седиментируе-
мой активности для данного фермента [4].

Поскольку для лизосомальных цистеи-
новых протеиназ описан механизм секре-
ции [7], в качестве основного маркёра лаби-
лизации мембран использовали активность 
кислой фосфатазы [11]. Её определяли уни-
фицированным методом по «конечной точ-
ке», используя коммерческий набор «Витал 
Диагностикс СПб» (Санкт-Петербург).

Для каждой выборки определяли значе-
ние медианы и верхнего и нижнего квар-
тилей. Результаты представляли в формате 
Me [Q

1
; Q

3
]. Для проверки статистической 

значимости различий значений в контроль-
ной и опытной группах использовали непа-
раметрический U-критерий Манна–Уитни. 
Различия считали статистически значимы-
ми при p <0,05.

Оказалось, что прямое воздействие ар-
гинина в конечной концентрации 5 мМ в 
течение исследуемых промежутков времени 
приводит к отчётливым изменениям как 
активности лизосомальных цистеиновых 
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протеиназ, так и стабильности лизосомаль-
ной мембраны (табл. 1).

Так, введение аргинина в среду инкуба-
ции приводило к статистически значимому 
снижению общей активности катепсина Н 
относительно серии сравнения. Данная 
тенденция наблюдалась на фоне всех изу-
чаемых интервалов инкубации. Однако 
наиболее выраженные различия зарегис-
трированы после 2 ч инкубации — общая 
активность катепсина Н снизилась на 76,0% 
(р=0,01). Это даёт основание предположить, 
что аргинин в концентрации 5 мМ оказы-
вает ингибирующее воздействие на указан-
ный фермент.

При этом в отношении катепсина L 

наблюдалась обратная картина: при инку-
бации in vitro в среде 5 мМ аргинина росла 
общая активность фермента после 1 ч (на 
70,8%, р=0,02) и 2 ч (на 161,6%, р=0,03) ин-
кубации. Однако дальнейшее увеличение 
времени инкубации не привело к статисти-
чески значимым изменениям данного по-
казателя. Для катепсина В статистически 
значимых изменений общей активности 
обнаружено не было.

При оценке показателей проницаемости 
лизосомальной мембраны выявлено статис-
тически значимое снижение неседименти-
руемой активности и Клаб для катепсина L 
по мере увеличения времени инкубации. 
Отсутствие статистически значимых отли-

Таблица 1
Влияние 5 мМ аргинина на активность лизосомальных цистеиновых протеиназ (нмоль/с·г) белка и состояние 

лизосомальной мембраны, Ме [min; max]

Примечание: *статистически значимые отличия от группы контроля (р ≤0,05); НСА — неседиментируемая актив-
ность; СА — седиментируемая активность; ОА — общая активность; Клаб — коэффициент лабильности лизосо-
мальной мембраны.

Показатель
1 ч 2 ч 4 ч

Сахароза,
n=6

Аргинин,
n=6

Сахароза,
n=6

Аргинин,
n=6

Сахароза,
n=6

Аргинин,
n=6

К
ат

еп
си

н
 В

НСА
0,26

[0,00; 0,28]
0,25

[0,17; 0,34]
0,12

[0; 0,50]
0,06

[0; 0,13]
0,063

[0,06; 0,07]
0,15*

[0,13; 0,28]

СА
0,18

[0,00; 0,21]
0,42

[0,10; 0,44]
0,15

[0,01; 0,28]
1,62

[0,25; 2,32]
0,52

[0,47; 0,80]
0,65

[0,00; 0,90]

ОА
0,28

[0,21; 0,47]
0,59

[0,38; 0,74]
0,44

[0,26; 0,91]
1,67

[0,40; 2,32]
0,7

[0,57; 0,90]
0,78

[0,15; 1,18]

Клаб, 
%

37,26
[0,00; 100,00]

38,08
[27,86; 86,24]

64,09
[13,74; 78,81]

3,11
[0,15; 76,40]

10,83
[6,69; 13,25]

23,62*
[21,27; 100,00]

К
ат

еп
си

н
 L

НСА
0,83

[0,71; 1,44]
0,21*

[0,19; 0,51]
0,1

[0,08; 0,5]
0,15

[0,13; 0,53]
0,41

[0,29; 0,54]
0,00*

[0,00; 0,14]

СА
1,35

[1,30; 2,93]
4,62*

[4,40; 5,76]
0,15

[0,07; 0,73]
1,86*

[1,31; 2,15]
2,2

[1,83; 2,58]
1,97

[1,04; 2,76]

ОА
2,82

[2,13; 3,67]
4,81*

[4,61; 5,80]
0,74

[0,40; 0,96]
1,95*

[1,86; 2,29]
2,61

[2,33; 2,68]
2,19

[1,10; 2,81]

Клаб, 
%

33,34
[32,98; 39,09]

4,63*
[3,92; 10,10]

42,85
[14,65; 82,17]

14,11
[6,32; 34,2]

16,85
[11,60; 20,56]

0,00*
[0,00; 0,00]

К
ат

еп
си

н
 H

НСА
0,68

[0,52; 0,72]
0,42*

[0,33; 0,53]
1,53

[1,34; 1,65]
0,37*

[0,29; 0,46]
0,83

[0,71; 0,88]
0,41*

[0,33; 0,43]

СА
1,31

[1,19; 1,82]
0,78*

[0,64; 1,01]
0,95

[0,92; 0,99]
0,18*

[0,00; 0,35]
1,01

[0,76; 1,13]
0,52*

[0,47; 0,78]

ОА
2,26

[1,89; 2,33]
1,29*

[1,13; 1,39]
2,46

[2,33; 2,54]
0,59*

[0,48; 0,73]
1,74

[1,52; 1,91]
0,93*

[0,78; 1,21]

Клаб, 
%

37,35
[22,20; 37,38]

34,96
[27,19; 42,45]

59,07
[55,16; 62,58]

76,42
[50,22; 100,00]

50,56
[38,27; 54,43]

39,64
[35,57; 43,90]

К
и

сл
ая

 ф
ос

ф
ат

аз
а НСА

55,83
[52,20; 84,99]

108,47*
[98,87; 109,38]

57,9
[55,88; 64,96]

55,56
[42,21; 71,19]

75,25
[70,54; 79,17]

92,77*
[85,46; 98,04]

СА
229,54

[196,22; 269,43]
152,61*

[142,04; 187,56]
152,91

[150,61; 160,36]
226,50*

[216,11; 288,25]
189,61 

[159,65; 217,97]
365,56*

[325,98; 370,06]

ОА
314,53

[313,05; 321,63]
258,80*

[229,48; 300,02]
216,51

[206,91; 224,11]
297,40*

[266,22; 343,52]
270,38

[225,22; 291,28]
456,16*

[412,81; 474,31]

Клаб, %
23,54

[16,23; 27,02]
38,01*

[35,32; 43,25]
27,12

[26,35; 28,80]
20,07*

[13,95; 25,41]
27,62 

[24,13; 30,22]
20,87*

[19,73; 21,78]
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чий описываемых показателей при 2-часовой 
инкубации может быть связано с выражен-
ным снижением неседиментируемой актив-
ности и Клаб в группе сравнения. Для катеп-
сина Н статистически значимых изменений 
изучаемых показателей выявлено не было. 
В отношении катепсина В наблюдалось 
статис тически значимое увеличение неседи-
ментируемой активности на 130,2% (р=0,02) 
и Клаб на 118,1% (р=0,02) только после 4-часо-
вой инкубации в среде 5 мМ аргинина.

Поскольку доля внелизосомальной ак-
тивности (неседиментируемой) и Клаб 
лизосомальной мембраны для каждого из 
катепсинов могут изменяться по двум при-

чинам (изменение общей проницаемости 
лизосомальной мембраны и изменение сте-
пени секреции индивидуального фермента) 
[1], для оценки стабильности лизосомаль-
ной мембраны был проанализирован Клаб 
по маркёрному ферменту лизосом — кислой 
фосфатазе. Было обнаружено, что после 1 ч 
инкубации в среде 5 мM аргинина происхо-
дит повреждение лизосомальной мембраны, 
однако дальнейшее увеличение времени ин-
кубации приводит к её стабилизации.

При моделировании оксидативного 
стресса (табл. 2) путём введения в среду ин-
кубации 5 мМ водорода пероксида (пере-
киси водорода) в течение 1 ч не выявлено 

Таблица 2
Влияние оксидативного стресса на активность лизосомальных цистеиновых протеиназ (нмоль/с·г белка) и  

состояние лизосомальной мембраны, Ме [min; max]

Примечание: *статистически значимые отличия от группы контроля (р ≤0,05); НСА — неседиментируемая актив-
ность; СА — седиментируемая активность; ОА — общая активность; Клаб — коэффициент лабильности лизосо-
мальной мембраны.

Показатель

1 ч 2 ч 4 ч

Сахароза,
n=6

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

Сахароза,
n=6

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

Сахароза,
n=6

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

К
ат

еп
си

н
 В

НСА
0,26

[0,00; 0,28]
0,18

[0,03; 0,32]
0,12

[0,00; 0,50]
0,76*

[0,32; 0,84]
0,06

[0,06; 0,07]
0,05

[0,04; 0,20]

СА
0,18

[0,00; 0,21]
0,35

[0,02; 0,80]
0,15

[0,01; 0,28]
0,58*

[0,45; 0,79]
0,52

[0,47; 0,80]
0,93*

[0,90; 0,93]

ОА
0,28

[0,21; 0,47]
0,64

[0,10; 0,97]
0,44

[0,26; 0,91]
1,45*

[0,94; 1,68]
0,7

[0,57; 0,90]
0,98

[0,93; 1,31]

Клаб, %
37,26

[0,00; 100]
28,34

[23,45; 43,31]
64,09

[13,74; 78,81]
45,35

[35,94; 62,28]
10,83

[6,69; 13,25]
4,78

[4,64; 12,78]

К
ат

еп
си

н
 L

НСА
0,83

[0,71; 1,44]
0,97

[0,60; 1,34]
0,09

[0,08; 0,50]
1,57*

[0,76; 2,01]
0,41

[0,29; 0,54]
0,82*

[0,68; 0,91]

СА
1,35

[1,30; 2,93]
2,09

[1,32; 2,28]
0,15

[0,07; 0,73]
1,71*

[1,15; 1,94]
2,2

[1,83; 2,58]
2,78

[2,76; 3,30]

ОА
2,82

[2,13; 3,67]
2,77

[2,58; 3,26]
0,74

[0,40; 0,96]
2,84*

[2,13; 4,04]
2,61

[2,33; 2,68]
3,97

[3,68; 4,12]

Клаб, %
33,34

[32,98; 39,09]
31,54

[19,05; 50,07]
42,85

[14,65; 82,17]
48,07

[37,11; 54,74]
16,85

[11,6; 20,56]
24,58*

[19,91; 29,84]

К
ат

еп
си

н
 H

НСА
0,68

[0,52; 0,72]
0,78

[0,67; 0,90]
1,53

[1,34; 1,65]
0,56*

[0,36; 0,79]
0,83

[0,71; 0,88]
0,56

[0,48; 0,69]

СА
1,31

[1,19; 1,82]
1,25

[1,14; 1,33]
0,95

[0,92; 0,99]
0,91

[0,78; 1,15]
1,01

[0,76; 1,13]
0,51*

[0,50; 0,58]

ОА
2,26

[1,89; 2,33]
1,96

[1,80; 2,13]
2,46

[2,33; 2,54]
1,42*

[1,11; 1,70]
1,74

[1,52; 1,91]
1,19*

[0,94; 1,27]

Клаб, %
37,35

[22,20; 37,38]
36,6

[34,10; 40,90]
59,07

[55,16; 62,58]
33,68*

[29,07; 39,15]
50,56

[38,27; 54,43]
54,64

[46,02; 57,97]

К
ис

ла
я 

ф
ос

ф
ат

аз
а НСА

55,83
[52,20; 84,99]

72,65
[62,28; 75,44]

57,9
[55,88; 64,96]

36,71*
[29,97; 40,66]

75,25
[70,54; 79,17]

79,41
[75,13; 92,74]

СА
229,54

[196,22; 269,43]
260,5

[239,62; 278,30]
152,91

[150,61; 160,36]
163,72

[156,43; 163,78]
189,61  

[159,65; 217,97]
258,65*

[258,25; 263,29]

ОА
314,53

[313,05; 321,63]
336,67

[301,37; 341,13]
216,51

[206,91; 224,11]
194,80 *

[182,94; 206,50]
270,38

[225,22; 291,28]
342,70 *

[328,62; 350,99]

Клаб, %
23,54

[16,23; 27,02]
19,67

[18,66; 23,88]
27,12

[26,35; 28,80]
17,42*

[15,47; 20,91]
27,62  

[24,13; 30,22]
23,54

[23,17; 25,35]
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Таблица 3
Влияние 5 мМ аргинина на активность лизосомальных цистеиновых протеиназ (нмоль/с·г белка) и состояние 

лизосомальной мембраны на фоне оксидативного стресса, Ме [min; max]

Примечание: *статистически значимые отличия от группы контроля (р ≤0,05); НСА — неседиментируемая актив-
ность; СА — седиментируемая активность; ОА — общая активность; Клаб — коэффициент лабильности лизосо-
мальной мембраны.

статистически значимых изменений.
Увеличение времени инкубации до 2 ч 

привело к увеличению общей активности 
на 229,0% (р=0,04) и 282,1% (р=0,01), а также 
активности в неседиментируемой фракции 
на 529,2% (р=0,03) и 1564,9% (р=0,02), в седи-
ментируемой фракции на 286,7% (р=0,01) и 
1070,5% (р=0,02) катепсинов В и L соответ-
ственно, что может быть связано с повыше-
нием степени секреции данных ферментов.

В отношении катепсина Н наблюдалась 
обратная картина: 2-часовая инкубация в 
среде 5 мМ водорода пероксида (перекиси 
водорода) вызвала снижение общей актив-
ности фермента на 42% (р=0,03) и активнос-

ти в неседиментируемой фракции на 63,1% 
(р=0,01) с одновременным снижением Клаб 
на 43% (р=0,02). Возможным механизмом 
данного явления может оказаться окисли-
тельная модификация белков лизосомаль-
ной мембраны с уменьшением её проница-
емости для изучаемых ферментов.

Также было обнаружено, что 5 мМ арги-
нин способен изменять эффекты 5 мM водо-
рода пероксида (табл. 3). Так, при 2-часовой 
инкубации аргинин вызывал снижение ак-
тивности катепсинов В и L в неседименти-
руемой фракции на 75,6% ( р=0,01) и 237,7% 
(р=0,02) соответственно, а также снижался 
Клаб лизосомальной мембраны у всех иссле-

Показатель

1 ч 2 ч 4 ч

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

Аргинин/
перекись водо-

рода, n=6

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

Аргинин/
перекись водо-

рода, n=6

Сахароза/
перекись водо-

рода, n=6

Аргинин/
перекись водо-

рода, n=6

К
ат

еп
си

н
 В

НСА
0,18

[0,03; 0,32]
0,24

[0,22; 0,27]
0,76

[0,37; 0,84]
0,18*

[0,17; 0,19]
0,05

[0,04; 0,20]
0,26

[0,22; 0,30]

СА
0,35

[0,80; 0,02]
0,9

[0,19; 1,10]
0,58

[0,45; 0,79]
1,07

[0,52; 1,85]
0,93

[0,90; 0,93]
0,43

[0,09; 0,79]

ОА
0,64

[0,10; 0,97]
1,14

[0,42; 1,58]
1,45

[0,94; 1,68]
1,26

[0,71; 2,30]
0,98

[0,93; 1,31]
0,67

[0,35; 1,06]

Клаб, %
28,34

[23,45; 43,31]
30,55

[17,92; 84,75]
45,35

[35,94; 62,28]
19,49*

[15,25; 26,07]
4,78

[4,64; 12,78]
34,20*

[22,79; 85,48]

К
ат

еп
си

н
 L

НСА
0,97

[0,60; 1,34]
0,16*

[0,14; 0,37]
1,57

[0,76; 2,01]
0,10*

[0,04; 0,29]
0,82

[0,68; 0,91]
0,19*

[0,16; 0,37]

СА
2,09

[1,32; 2,28]
2,55

[2,45; 2,80]
1,71

[1,15; 1,94]
1,84

[1,45; 2,23]
2,78

[2,76; 3,30]
1,24*

[0,13; 2,33]

ОА
2,77

[2,58; 3,26]
2,91

[2,59; 2,92]
2,84

[2,13; 4,04]
2,13

[1,45; 2,81]
3,97

[3,68; 4,12]
1,83*

[0,54; 2,70]

Клаб, %
31,54

[19,05; 50,07]
6,64*

[5,51; 8,47]
48,07

[37,11; 54,74]
8,79*

[1,00; 13,70]
24,58

[19,91; 29,84]
40,16

[9,87; 91,39]

К
ат

еп
си

н
 H

НСА
0,78

[0,67; 0,90]
0,37*

[0,35; 0,40]*
0,56

[0,36; 0,79]
0,35

[0,30; 0,35]
0,56

[0,48; 0,69]
0,32*

[0,25; 0,37]

СА
1,25

[1,14; 1,33]
0,69

[0,59; 1,01]
0,91

[0,78; 1,15]
1,91

[1,51; 2,27]
0,51

[0,50; 0,58]
0

[0,00; 0,43]

ОА
1,96

[1,80; 2,13]
1,13*

[1,04; 1,34]
1,42

[1,11; 1,70]
2,53

[1,81; 2,54]
1,19

[0,94; 1,27]
0,36*

[0,30; 0,70]

Клаб, %
36,6

[34,10; 40,90]
34,67

[25,20; 41,26]
33,68

[29,07; 39,15]
16,79*

[10,06; 24,62]
54,64

[46,02; 57,97]
100

[53,23; 100,00]

К
ис

ла
я 

ф
ос

ф
ат

аз
а НСА

72,65
[62,28; 75,44]

90,20*
[88,72; 101,66]

36,71
[29,97; 40,66]

71,78*
[53,48; 97,78]

79,41
[75,13; 92,74]

63,55*
[62,75; 65,34]

СА
260,5

[239,62; 278,30]
156,52*

[151,45; 159,95]
163,72

[156,43; 163,78]
296,30*

[291,80; 320,00]
258,65 

[258,25; 263,29]
102,76*

[95,21; 124,77]

ОА
336,67

[301,37; 341,13]
243,90*

[234,56; 269,13]
194,8

[182,94; 206,50]
365,19*

[345,28; 404,64]
342,70 

[328,62; 350,99]
169,43*

[159,96; 188,17]

Клаб, %
19,67

[18,66; 23,88]
36,85*

[34,23; 40,59]
17,42

[15,47; 20,91]
15,49

[12,98; 26,78]
23,54

[23,17; 25,35]
39,36*

[33,84; 40,48]



882

Экспериментальная медицина

дуемых ферментов.
Можно предположить, что при 2-ча-

совой инкубации на фоне оксидативного 
стресса аргинин способен понижать про-
ницаемость лизосомальной мембраны для 
катепсинов В, L и Н. Однако при 4-часовой 
инкубации наблюдалась тенденция к сни-
жению активности изучаемых ферментов 
и повышению лабилизации лизосомальной 
мембраны.

ВЫВОДЫ

1. Аргинин в концентрации 5 мМ при 
инкубации in vitro подавляет активность 
катепсина Н и приводит к повреждению 
лизосомальной мембраны при 1-часовой 
инкубации, однако дальнейшее увеличение 
времени инкубации приводит к её стабили-
зации.

2. Воздействие in vitro 5 мМ Н
2
О

2
 вызы-

вает рост активности катепсинов В и L и 
падение активности катепсина Н без вы-
раженных изменений распределения фер-
ментов между вне- и интрализосомальной 
фракциями.

3. На фоне оксидативного стресса 5 мМ 
аргинин при 2-часовой инкубации in vitro 
снижает проницаемость лизосомальной 
мембраны для катепсинов В, Н и L, при 
4-часовой инкубации приводит к дестабили-
зации лизосомальной мембраны.
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