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Аргинин — условно незаменимая ами-
нокислота, впервые была выделена в 1886 г. 
E. Schulze и E. Steiger, структура установле-
на E. Schulze и E. Winterstein в 1897 г. Одна 
из важнейших функций аргинина в орга-
низме — служить субстратом для синтеза 
оксида азота (NO) [13]. Роль NO в поддер-
жании гомеостаза многообразна и сводится 
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Цель. Изучить влияние L-аргинина и его аналога N-нитро-L-аргинин-метилового эфира (L-NAME) по отдель-

ности и в комбинации на лизосомальный цистеиновый протеолиз и состояние лизосомальных мембран в аорте 
крыс.

Методы. Исследование было выполнено на крысах-самцах линии Wistar, содержавшихся в типовых условиях 
вивария и разделённых на три контрольные и три экспериментальные группы, по 8 особей в каждой. Эксперимен-
тальные выборки включали группы с введением L-аргинина и/или L-NAME. Показатели изучали в осаждаемой и 
неосаждаемой фракциях гомогената аорты крыс. Активность кислой фосфатазы определяли унифицированным 
методом по «конечной точке», активность катепсинов В, L и Н изучали спектрофлуориметрическим методом.

Результаты. При моделировании изменения уровня синтеза оксида азота с помощью L-аргинина обнаруже-
но нарастание общей активности катепсинов, коэффициент лабильности у кислой фосфатазы снижается, что 
характеризуется общей стабилизацией лизосомальных мембран. Группа L-NAME, напротив, характеризуется 
снижением показателей активности катепсинов В и Н, отличия от группы аргинина отмечены у катепсина Н в 
лизосомальной и общей фракциях, мембрана лизосом лабильна. Сочетанное введение препаратов снижает общую 
активность катепсинов, при этом происходит повышение общей активности кислой фосфатазы, все показатели 
свидетельствуют о лабилизации лизосомальных мембран.

Вывод. L-аргинин в дозе 500 мг/кг вызывает нарастание общей активности катепсинов В, L и Н в аорте крыс 
за счёт лизосомальной фракции; действие L-аргинина приводит к стабилизации лизосомальных мембран; группа 
L-NAME у катепсина Н демонстрирует уменьшение степени секреции катепсинов со снижением общей актив-
ности за счёт обеих фракций; группа сочетанного воздействия аргинин + L-NAME у катепсина В характеризуется 
увеличением секреции за счёт лабилизации мембраны лизосом.

Ключевые слова: L-аргинин, L-NAME, катепсины В, L и Н, стабильность лизосомальной мембраны.
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Aim. To study the effect of L-arginine and its analogue N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) alone and in 

combination on lysosomal cysteine proteolysis and lysosomal membranes state in rat aorta.
Methods. The study was performed on male Wistar rats kept under standard vivarium conditions and divided into three 

control and three experimental groups of 8 animals each. The experimental samples included groups with L-arginine and/or  
L-NAME administration. The indicators were studied in the rat aorta homogenate precipitating and non precipitating 
fractions. Acid phosphatase activity was determined by a standardized method of «end point», the cathepsins B, L and H 
activity was studied by spectrofluorimetric method.

Results. When simulating the changes of nitric oxide synthesis level using L-arginine, the increase of the total 
cathepsins activity was detected, acid phosphatase lability coefficient was reduced, what is characterized by general 
lysosomal membranes stabilization. L-NAME group, in contrast, is characterized by a decrease in the cathepsin B and H 
activity indicators, differences from arginine group were observed in the cathepsin H in lysosomal and general fractions, 
lysosomal membrane is labile. Combined drugs administration reduces the total cathepsins activity, while there is an 
increase of the acid phosphatase total activity, all indicators suggest lysosomal membranes labilization.

Conclusion. L-arginine at a dose of 500 mg/kg causes increase in the total cathepsins B, L and H activity in rat aorta 
due to lysosomal fraction; L-arginine action leads to lysosomal membranes stabilization; L-NAME group in cathepsin H 
shows a decrease in the cathepsins secretion level with decreased total activity due to both factions; combined administration 
of arginine + L-NAME group in cathepsin B is characterized by an increase in secretion due to lysosomes membrane 
labilization.
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не только к регуляции сосудистого тонуса 
и ангиопротективным эффектам, но и к 
воздействию на пролиферацию, апоптоз 
гладкомышечных клеток сосудов, противо-
воспалительные эффекты [1]. Кроме того, 
в настоящее время активно изучается роль 
NO в свободнорадикальных процессах: так, 
оказалось, что в различных ситуациях дан-
ное вещество может проявлять как проок-
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сидантные [10], так и антиоксидантные [9] 
свойства.

Важным и значимым показателем в 
диагностике воспалительного процесса, 
апоптоза и иммунного ответа служит сте-
пень активации лизосомальных цистеино-
вых протеиназ [5]. Экспрессию катепсинов 
часто связывают с развитием апоптоза, про-
лиферацией опухолевых клеток, инвазией, 
метастазированием [8]. Активация лизосо-
мальных протеаз свидетельствует об иммун-
ном ответе организма, их контроль позволит 
избежать патологических повреждений кле-
ток и тканей. Они участвуют в активации 
врождённого и приобретённого иммуните-
та, регулируют аутоиммунные расстройства 
и хронические воспаления [7].

Аналог L-аргинина — N-нитро-L-аргинин-
метиловый эфир (L-NAME) — блокатор 
синтеза азота, дефицит NO может вызвать 
повреждение лизосомальных мембран, что 
является основным путём экспрессии ка-
тепсинов. В свете этого актуальным пред-
ставляется изучение эффектов L-аргинина 
и L-NAME на активность катепсинов В, L, 
Н и состояние лизосомальной мембраны в 
ткани аорты.

Работа выполнена на 48 конвенциональ-
ных половозрелых крысах-самцах линии 
Wistar с массой тела 280–320 г.

Животные содержались по 3–4 особи 
одного пола в металлических клетках пло-
щадью 24 дм2 при естественном освещении, 
получали воду и полноценный сухой комби-
корм для лабораторных животных «Чара» 
(производство ЗАО «Ассортимент-Агро», 
Московская область, Сергиев-Посадский 
район, д. Тураково). Приготовление кормов 
для животных, расчёт рациона осуществля-
ли сотрудники вивария в соответствии с 
установленными нормами. Содержание жи-
вотных в виварии соответствовало «Санитар-
ным правилам по устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологи-
ческих клиник» от 06.04.1993. Содержание 
и выведение животных из эксперимента 
выполняли в соответствии с правилами, 
изложенными Международным советом 
медицинских научных обществ (CIOMS) в 
«Международных рекомендациях по про-
ведению медико-биологических исследова-
ний с использованием животных» (1985) и 
приказе Министерства здравоохранения РФ 
№267 от 19.06.2003 «Об утверждении правил 
лабораторной практики».

Для стандартизации условий опытов жи-
вотных лишали пищи за 12 ч до забоя. Эв-

таназию животных осуществляли методом 
обескровливания под эфирным рауш-нарко-
зом при сохранённых дыхании и сердцеби-
ении. Немедленно после обескровливания 
и извлечения сердце крысы помещали в 
0,25 М раствор сахарозы. Далее следовали 
взвешивание левого желудочка сердца, очи-
щенного от соединительной, жировой тка-
ни и сгустков крови, на электронных весах 
(AJH-220 CE, Япония) и гомогенизация 
с помощью аппарата «Potter S» (Sartorius, 
Германия) в охлаждённом 0,25 М раство-
ре сахарозы в соотношении 1:10 в течение 
60 с при скорости вращения тефлонового 
пестика 1500 об./мин и зазоре в пределах 
0,16–0,24 мм. Описанные процедуры прово-
дили при температуре не выше 4 °C.

Оценку качества гомогената осуществля-
ли путём морфологического контроля с по-
мощью окраски мазков по Романовскому–
Гимзе с подсчётом на предметном стекле 
числа неразрушенных клеток на 1000 осво-
бождённых ядер [2]. Число неразрушенных 
клеток в гомогенате не превышало 1–2%.

Гомогенаты центрифугировали в течение 
10 мин при 800 g (центрифуга CM-6M ELMI, 
Латвия) для осаждения не полностью раз-
рушенных клеток и ядер. Надосадочную 
жидкость отбирали пипеткой в отдельные 
пробирки и центрифугировали 15 мин при 
14 000 g для удаления митохондрий, а затем 
полученный супернатант — дополнительно 
при 20 000 g в течение 30 мин (центрифуга 
рефрижераторная К24Д, ГДР) для получе-
ния чистой цитоплазматической (неседи-
ментируемой) фракции. Осадок, представ-
ляющий собой грубую фракцию лизосом 
(седиментируемая фракция), ресуспендиро-
вали в 0,25 М сахарозе с добавлением Три-
тона Х-100 в конечной концентрации 0,1%.

Моделирование изменения уровня син-
теза NO субстратом NO-синтазы в экспери-
ментальной группе (n=6) осуществляли пу-
тём внутрижелудочного введения раствора 
L-аргинина (Sigma, США) на 0,9% растворе 
натрия хлорида в дозе 500 мг/кг [3] через 
стеклянный градуированный шприц с внут-
рижелудочным зондом. Объём вводимого 
раствора зависел от массы и не превышал 
1 мл. Препарат вводили 1 раз в сутки до 
утреннего кормления ежедневно в течение 
10 дней.

Для моделирования дефицита синте-
за NO осуществляли внутрибрюшинное 
введение неселективного ингибитора NO-
синтазы N-нитро-L-аргинин-метилового 
эфира (L-NAME; Sigma, США) в дозе  
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25 мг/кг [3] в виде водного раствора через 
переднюю брюшную стенку одноразовым 
пластиковым шприцем с тонкой короткой 
иглой. Объём вводимого препарата зависел 
от массы животного: 0,5 мл на 200 г живот-
ной массы. Препарат вводили 1 раз в сутки в 
утренние часы ежедневно в течение 7 дней. 
Выведение из эксперимента осуществляли 
на 8-е сутки.

Для изучения корригирующего дей-
ствия L-аргинина внутрибрюшинно вво-
дили L-NAME в указанных дозах с 3-х по 
10-е сутки на фоне перорального введения 
L-аргинина. Животных выводили из экспе-
римента на 11-е сутки.

Контрольные группы формировали для 
каждой серии эксперимента из животных, 
сопоставимых по возрасту, массе тела и ус-
ловиям содержания с экспериментальными 
особями. Животным контрольной группы 
осуществляли введение изотонического рас-
твора натрия хлорида, при этом вариант 
введения, объёмы раствора и продолжитель-
ность воздействия совпадали с таковыми 
для экспериментальной группы

Активность катепсинов В, L и Н изуча-
ли спектрофлуориметрическим методом [6].

Активность кислых гидролаз в осажда-
емой (седиментируемой, СА) и неосаждае-
мой (неседиментируемой, НСА) фракциях 
определяли раздельно. Общую активность 
рассчитывали как сумму СА и НСА. Коэф-
фициент лабильности представляет собой 
процентное отношение НСА к общей ак-
тивности и характеризует проницаемость 
лизосомальной мембраны для данного фер-
мента.

Активность кислой фосфатазы опреде-
ляли в СА и НСА фракциях гомогената 
унифицированным методом по «конечной 
точке», используя коммерческий набор «Ви-
тал Диагностикс СПб» (Санкт-Петербург).

Оценку степени секреции лизосомаль-
ных цистеиновых протеаз производили пу-
тём анализа коэффициента W

secr
.

Статистический анализ результатов ис-
следования проведён с использованием про-
граммы Statistica 10.0. Поскольку отмечалось 
отсутствие согласия большинства данных с 
нормальным распределением, вычисляли 
медиану (Ме), минимальное (min) и макси-
мальное (max) значения, результаты пред-
ставлены в формате Ме [min; max]. Для оцен-
ки статистической значимости различий 
независимых выборок использовали ранго-
вый критерий Манна–Уитни (U-тест).

При сопоставлении показателей актив-
ности катепсинов различных субклеточ-
ных фракций ткани аорты обнаружено 
выраженное, статистически значимое на-
растание общей активности катепсинов в 
аорте животных, получавших L-аргинин, 
относительно контрольной группы (табл. 1), 
причём во всех случаях изменения проис-
ходили за счёт увеличения активности в 
лизосомальной фракции (СА), различия 
статистически значимы. Наиболее веро-
ятной причиной выявленных изменений 
представляется комплексное разблокирова-
ние системы лизосомального цистеинового 
протеолиза, например за счёт уменьшения 
ингибиторного влияния [12], для предотвра-
щения отрицательных последствий избы-
точного синтеза NO [4].

Таблица 1
Влияние L-аргинина на активность и распределение лизосомальных ферментов, Me [min; max], нмоль/схг белка

Примечание: НСА — активность кислых гидролаз в неседиментируемой фракции; СА — активность кислых гид-
ролаз в седиментируемой фракции; ОА — общая активность кислых гидролаз; К лаб — коэффициент лабильности; 
КВ, КL и КН — катепсины В, L и Н соответственно; *статистически значимые отличия от группы контроля 
(р <0,05).
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Таблица 2
Влияние L-NAME на активность и распределение лизосомальных ферментов, Me [min; max], нмоль/схг белка

Примечание: НСА — активность кислых гидролаз в неседиментируемой фракции; СА — активность кислых гид-
ролаз в седиментируемой фракции; ОА — общая активность кислых гидролаз; К лаб — коэффициент лабильности; 
КВ, КL и КН — катепсины В, L и Н соответственно; *статистически значимые отличия от группы контроля 
(р <0,05); ▲статистически значимые отличия от группы аргинина (р <0,05).

Таблица 3
Влияние сочетанного применения L-аргинина и L-NAME на активность и распределение лизосомальных  

ферментов, Me [min; max], нмоль/схг белка

Примечание: НСА — активность кислых гидролаз в неседиментируемой фракции; СА — активность кислых гид-
ролаз в седиментируемой фракции; ОА — общая активность кислых гидролаз; К лаб — коэффициент лабильности; 
КВ, КL и КН — катепсины В, L и Н соответственно; *статистически значимые отличия от группы контроля 
(р <0,05); ▲статистически значимые отличия от группы аргинина (р <0,05); ●статистически значимые отличия 
от группы L-NAME (р <0,05).

Введение L-NAME по сравнению с кон-
трольной группой характеризуется сниже-
нием показателей (табл. 2). Статистически 
значимое отличие было выявлено в отно-
шении НСА, СА и общей активности ка-
тепсинов В и Н. Статистически значимые 
отличия от группы животных, подвергну-
тых введению аргинина, отмечены у катеп-
сина Н в лизосомальной фракции и общей 
активности.

Введение комбинации L-аргинина и 
L-NAME (табл. 3) снижает общую актив-
ность за счёт лизосомальной фракции иссле-
дуемых катепсинов (все данные имеют ста-

тистически значимые отличия от группы 
контроля), таким образом, можно говорить 
о преобладании влияния неселективного 
ингибитора NO-синтазы над его субстратом. 
Нарастание цитозольной фракции у катеп-
сина В характеризует «утечку» фермента 
через мембрану лизосомы. Снижение внели-
зосомальной фракции катепсина Н в сумме 
со снижением СА дополнительно подтверж-
дает ингибиторное влияние L-NAME.

При оценке изменений проницаемости 
лизосомальной мембраны на основе пока-
зателей коэффициента лабильности обна-
ружено разнонаправленное действие ука-
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КВ
16,38
[9,96; 
33,72]

5,06
[3,70; 
8,06]*

52,07
[31,47; 
64,09]

20,87
[10,16; 
28,94]*

71,46
[41,80; 
92,63]

24,75
[17,03; 
33,96] 

24,7
[13,9; 
39,3]

17,4
[14; 44,2]

–0,19
[–0,36; 
0,02]

–1,49
[–2,17; 

0,04]▲

КL
14,11
[8,98; 
41,16]

11,68
[9,00; 
20,69]

53,78
[32,78; 
64,54]

34,11
[15,22; 
63,97]

71,66
[46,89; 
99,20]

46,58
[26,31; 
75,75]

24,9
[12,2; 
42,9]

27
[14,0; 
47,6]

–0,03
[–0,60; 
0,10]

–0,7
[–1,96; 
0,07]

КН
13,32
[11,19; 
51,67]

4,47
[2,96; 
5,43]*

50,39 
[26,40; 
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15,21
[6,32; 

20,46]*▲
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20,3
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47,1]
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10,23
[3,43; 
33,72]

12,55
[5,01; 

14,75]*

47,21
[2,80; 
64,09]

14,4
[6,37; 

28,64]*▲

61,6
[7,36; 
92,63]

27,95
[11,63; 
40,59]*

30,8
[13,9; 
78,5]

40,1
[27,95; 

56,2]*▲●

–0,15
[–0,36; 
0,19]

–0,02
[–0,33; 
0,39]*●

КL
13,02
[6,22; 
41,16]

18,61
[6,17; 
54,37]

43,03
[11,06; 
64,54]

27,64
[10,32; 
68,60]*

56,04
[24,24; 
99,20]

45,39
[22,27; 
111,26]*

28,6
[12,2; 
58,3]

40,9
[18,5; 

53,6]▲
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[–1,03; 
0,10]

0,03
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11,87
[3,24; 
51,67]

8,16
[2,02; 
19,59]*

39,59
[4,91; 
72,49]

12,65
[5,81; 

39,49]*

59,99
[8,87; 

109,81]

23,46
[11,15; 
52,76]*

34
[14,1; 
60,1]

29,8
[12,8; 

62,9]▲

–0,06
[–0,37; 
0,13]

–0,19
[–1,17; 
0,09]
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занного показателя для всех исследуемых 
катепсинов во всех опытных группах, а 
также для маркёрного фермента лабили-
зации лизосомальных мембран — кислой 
фосфатазы (табл. 4). Самое выраженное 
снижение у показателей кислой фосфата-
зы зарегистрировано в группе животных, 
получавших аргинин, изменения статисти-
чески значимы.

При введении L-NAME статистически 
достоверных отличий от группы контроля 
не наблюдается. Статистически значимые 
отличия от экспериментальной группы с ис-
пользованием аргинина продемонстрирова-
ны для показателей катепсина Н и кислой 
фосфатазы (см. табл. 2, 4).

Все показатели группы животных, полу-
чавших аргинин + L-NAME, статистически 
значимо отличаются от группы аргинина 
(см. табл. 3). Выявленные изменения свиде-
тельствуют о понижении устойчивости (ла-
билизации) лизосомальной мембраны [11], 
что может объяснять обнаруженное нами 
статистически значимое повышение актив-
ности кислой фосфатазы в общей активнос-
ти указанного фермента.

Следует отметить, что если нарастание 
значений коэффициента лабильности для 
части маркёрных ферментов лизосом, в 
частности кислой фосфатазы, может быть 
однозначно трактовано как нарушение 
целостности лизосомальной мембраны, то 
для лизосомальных цистеиновых протеи-
наз существует дополнительный механизм 
перемещения во внелизосомальную фрак-
цию: секреция сквозь неповреждённую 
лизосомальную мембрану. Таким образом, 

доля внелизосомальной активности и коэф-
фициент лабильности лизосомальной мем-
браны для каждого из катепсинов может 
изменяться по двум причинам: изменение 
общей проницаемости лизосомальной мем-
браны и изменение степени секреции ин-
дивидуального фермента.

Одним из путей выявления указанных 
изменений может стать совместная трак-
товка показателей коэффициента лабиль-
ности и W

secr
. Так, при экспериментальной 

модели с L-аргинином обнаружено, что на 
фоне снижения значений коэффициента 
лабильности для всех изучаемых катепси-
нов показатели W

secr
 не демонстрируют ста-

тистически значимых отличий от группы 
контроля (см. табл. 1). Такое сочетание поз-
воляет предположить, что данная модель 
характеризуется общей стабилизацией ли-
зосомальных мембран с отсутствием сущес-
твенного вклада секреторного механизма 
для изучаемых ферментов.

Животные, получавшие L-NAME, де-
монстрируют одновременно статистически 
значимые отличия от группы контроля и 
от группы крыс с применением аргинина 
в отношении катепсина Н, однонаправлен-
ные изменения могут свидетельствовать об 
уменьшении степени секреции катепсинов. 
Показатели W

secr
 указывают на повреждение 

мембраны (см. табл. 2).
Группа с сочетанным применением пре-

паратов характеризуется увеличением секре-
ции катепсина В за счёт лабилизации мем-
браны лизосом, одновременно наблюдается 
рост цитозольной фракции со снижением 
общей активности за счёт СА (см. табл. 3).

Таблица 4
Влияние L-аргинина и L-NAME на активность и распределение кислой фосфатазы, Me [min; max],  

нмоль/схг белка

Показатель Контроль L-аргинин Контроль L-NAME Контроль
L-NAME + 
L-аргинин

НСА
570,19

[499,52; 
1218,05]

320,15
[217,51;  
477,39]*

577,26
[423,57; 
1808,48]

736,87
[725,79; 
771,12]▲

577,26
[423,57; 
1808,48]

223,26
[152,16; 

448,98]●

СА
700,57
[620,95; 
1360,00]

1828,24
[1542,86; 
3840,00]*

1940
[1017,14; 
2509,09]

955,74
[898,72; 

1080,00]*▲

1611,43
[620,95; 
2509,09]

412,61
[166,81; 

596,57]*▲●

ОА
1563,46
[1120,48; 
1992,65]

2106,51
[1947,51; 
4317,39]*

2557,26 
[1440,72; 
4317,57]

1699,83 
[1633,42; 

1819,04]*▲

2376,73
[1120,48; 
4317,57]

726,06 [380,38; 
895,43]*▲●

К лаб, %
43,2

[31,7; 63,6]
12,1

[11,0; 20,8]*
29,4

[17,6; 45,3]
43,4

[40,6; 46,2]▲
32,2

[17,6; 63,6]
35,2

[27,8; 57,1]▲

Примечание: НСА — активность кислых гидролаз в неседиментируемой фракции; СА — активность кислых гид-
ролаз в седиментируемой фракции; ОА — общая активность кислых гидролаз; К лаб — коэффициент лабильности; 
*статистически значимые отличия от группы контроля (р <0,05); ▲статистически значимые отличия от группы 
аргинина (р <0,05); ●статистически значимые отличия от группы L-NAME (р <0,05).
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ВЫВОДЫ

1. L-аргинин в дозе 500 мг/кг вызывает 
повышение общей активности лизосомаль-
ных цистеиновых катепсинов В, L и Н в 
аорте крыс за счёт лизосомальной фракции 
и приводит к стабилизации лизосомальных 
мембран.

2. Введение L-NAME у катепсина Н де-
монстрирует уменьшение степени секреции 
катепсинов со снижением общей активнос-
ти за счёт обеих фракций.

3. Экспериментальная модель соче-
танного воздействия аргинин + L-NAME 
характеризуется увеличением секреции ка-
тепсина В за счёт лабилизации мембраны 
лизосом.
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