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Експериментально було показано, що етанол впливає на продукцію оксиду азоту 

у щурів, проте оксид азоту може виконувати як захисний ефект шляхом послаблення 

шкідливого впливу етанолу на мікроциркуляцію печінки, так і призводити до ураження 

печінки активними формами азоту. Метою дослідження було вивчення змін в роботі циклу 

оксиду азоту за умов моделювання хронічної алкогольної інтоксикації у щурів. Експери-

менти були виконані на 30 білих статевозрілих щурах-самцях лінії Вістар, вагою 180–

220 г. Тварини були розділені на 2 групи: І – контрольна (n=6); ІІ група – тварини, яким 

моделювали алкогольний гепатит (n=24) методом примусової переривистої алкоголізації 

протягом 5 діб, з повтором через дві доби шляхом внутрішньоочеревинного введення 

16,5 % розчину етанолу на 5 % розчині глюкози, з розрахунку 4 мл/кг маси тіла. Виве-

дення тварин з експерименту відбувалося на 10, 14, 21 та 28 добу шляхом забору крові 

з правого шлуночка серця під тіопенталовим наркозом. В гомогенаті печінки щурів ви-

значали активність індуцибельної та конститутивних ізоформ NO-синтаз та концентра-

цію нітритів і пероксинітриту лужних та лужноземельних металів, активність нітритре-

дуктаз, нітратредуктаз та аргінази, нітрозотіолів. Моделювання хронічної алкогольної 

інтоксикації на 10–28 добу призвело до порушення утворення та метаболізації оксиду 

азоту з переважним утворенням токсичних його метаболітів пероксинітритів та нітритів, 

що загрожує розвитком нітрозативного стресу в печінці. Хронічна алкогольна інтокси-

кація на 10–28 добу експерименту супроводжувалася різким зниженням активності аргі-

назозалежного шляху метаболізму аргініну в печінці щурів, що свідчить про порушення 

процесів дезамінування в циклі Кребса-Хендзелайта. 
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Вступ 

Хронічне надмірне вживання ал-

коголю порушує нормальну роботу ор-

ганів і викликає структурні пошкоджен-  

 ня практично кожної тканини тіла. Пе-

чінка особливо чутлива до пошкоджень, 

спричинених алкоголем. Недавні дослід-

ження показують, що в усьому світі го- 
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ловною причиною захворювань печін-

ки є алкоголь [1]. За даними ВООЗ, ал-

коголь є причиною 48 % смертей від 

цирозу печінки (53 % у чоловіків і 45 % 

у жінок) у всьому світі. В Європі алко-

гольна хвороба печінки (АХП) є основ-

ною причиною смерті серед дорослих, 

які вживають алкоголь. Це пов’язано з 

тим, що у Європі найвищий у світі по-

казник споживання алкоголю на душу 

населення, який становить 9,8 літра в 

рік [2; 3]. Хронічне вживання етанол-

вмісних напоїв приблизно від 20 до 50 

г/день для жінок або від 60 до 80 г/день 

для чоловіків підвищує ризик розвитку 

алкогольного цирозу печінки [4]. 

Прогресування фіброзу печінки 

є критичним фактором у пацієнтів із  

хронічними захворюваннями печінки, 

оскільки розвинутий фіброз є переду-

мовою для розвитку цирозу та його ус-

кладнень, а також сприяє розвитку ге-

патоцелюлярної карциноми. На даний 

момент єдиним ефективним підходом 

до уповільнення прогресування фібро-

зу або навіть його регресія є припи-

нення вживання алкоголю [5]. 

Фіброз добре обґрунтований при 

багатьох хронічних захворюваннях пе-

чінки, включаючи алкогольний гепа-

тит, стеатогепатит і хронічну обструк-

цію венозного відтоку. Ці стани зазви-

чай починаються з фази запалення, яка 

прогресує до фіброзу після хронічного 

оксидативного стресу. 

Під час запальної фази інфільтра-

ція поліморфноядерними нейтрофіла-

ми супроводжуються підвищенням рів-

ня цитокінів, хемокінів, активних форм 

кисню (АФК) та посиленням експресії 

індуцибельної NO-синтази (iNOS). Лім-

фоцити також рекрутуються через пор-

тальний тракт, синусоїди та печінкову 

вену. Клітини Купфера та лейкоцити 

здатні утворювати велику кількість ок-

сиду азоту (NO) і цитокінів, особливо 

трансформуючий фактор росту-β (TGF-β)  

 і фактор некрозу пухлин-α (TNF-α). Ак-

тивація зірчастих клітин призводить до 

збільшення їх проліферації, рухливості, 

скоротливості та синтезу екстрацелю-

лярного матриксу печінки. 

Точний механізм активації зірчас-

тих клітин нез’ясований, але асоційова-

ні білки були ідентифіковані. Цитокіни 

відіграють вирішальну роль у форму-

ванні фіброзу. Роль NO у формуванні 

фіброзу не настільки чітко зрозуміла. 

У пацієнтів із цирозом печінки підви-

щений опір портального кровотоку асо-

ціюється з порушенням біодоступності 

NO [6]. 

Експериментально було показано, 

що етанол впливає на продукцію оксиду 

азоту у щурів. Також, було припущено, 

що NO має можливий захисний ефект 

шляхом послаблення шкідливого впли-

ву етанолу на мікроциркуляцію печін-

ки. Однак хронічне вживання етанолу, 

може призводить до ураження печінки, 

викликаного NO. Крім того, було вияв-

лено, що тривале годування щурів ета-

нолом знижує як продукцію оксиду азо-

ту, так і протипухлинну активність клі-

тин Купфера [7]. 

Більшість активних форм азоту 

(АФА), знайдених in vivo, походять від 

NO. Не зрозуміло, чи є утворення NO 

захисним чи ушкоджуючим механізмом 

при АХП. Наприклад, звуження судин 

печінки, спричинене гострим гепатитом 

або цирозом печінки, принаймні част-

ково, є наслідком низької продукції NO. 

Оксид азоту також є антиапоптичним 

фактором у гепатоцитах і необхідний 

для нормальної регенерації печінки, та-

кож, він може припинити ланцюгові ре-

акції перекисного окислення ліпідів, 

атакуючи пероксидні радикали ліпідів. 

Дослідження на підтримку гіпотези, що 

NO відіграє захисну роль при АХП, по-

казали, що інгібітор NOS [метиловий 

ефір N(G)-нітро-L-аргініну (L-NAME)] 

загострює експериментальну АХП, і що  
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добавки аргініну усувають пошкод-

ження печінки, спричинені етанолом. 

Проте NO також відіграє потенційно  

шкідливу роль у розвитку АХП, утво-

рюючи сильні реакційноздатні речо-

вини, зокрема, пероксинітрит. Ці АФА, 

отримані з NO, можуть викликати реак-

ції нітрування (наприклад, утворення 

3-нітротирозину) і реакції нітрозування 

(наприклад, утворення нітрозотіолу), 

а також реакції окислення під час впли-

ву алкоголю. Реакційноздатні проміжні 

продукти, що утворюються під час пе-

роксинітритної деградації, також мо-

жуть викликати одноелектронні реакції 

окислення з етанолом, що призводить 

до утворення гідроксиетилових ради-

калів [8]. 

Таким чином, NO може відігра-

вати подвійну роль при алкогольному 

ураженні печінки, опосередковуючи як 

захисні ефекти, так і пошкодження тка-

нин через надмірну продукцію АФА. 

Ці події in vivo критично залежать від 

типу клітини, ізоформи NOS та стадії 

захворювання. 

Мета дослідження вивчити зміни 

в роботі циклу оксиду азоту за умов мо-

делювання хронічної алкогольної інток-

сикації у щурів. 

Матеріали і методи дослідження 

Експерименти виконані на 30 бі-

лих статевозрілих щурах-самцях лінії 

Вістар, вагою 180–220 г. Тварини були 

розділені на 2 групи: І – контрольна 

(n=6); ІІ група – тварини, яким моделю-

вали алкогольний гепатит (n=24) мето-

дом примусової переривистої алкоголі-

зації протягом 5 діб, з повтором через 

дві доби шляхом внутрішньоочеревин-

ного введення 16,5 % розчину етанолу 

на 5 % розчині глюкози, з розрахунку 4 

мл/кг маси тіла [9]. До контрольної 

групи увійшли тварини, яким протягом 

усього терміну дослідження проводили 

аналогічні маніпуляції, але вводили фі-

зіологічний розчин. Умови утримання 

 тварин у віварію стандартні. Виведення 

тварин з експерименту відбувалося на 

10, 14, 21 та 28 добу шляхом забору 

крові з правого шлуночка серця під тіо-

пенталовим наркозом. Об’єктом дослід-

жень була сироватка крові та печінка. 

Під час експериментів дотримувались 

рекомендацій «Європейської конвенції 

про захист хребетних тварин, які вико-

ристовуються для експериментальних 

та інших наукових цілей» (Страсбург, 

1986) у відповідності до «Загальних 

принципів експериментів на тваринах» 

схвалених І Національним конгресом 

з біоетики, та вимогами «Порядку про-

ведення науковими установами дослі-

дів, експериментів на тваринах» (2012). 

В гомогенаті печінки щурів визна-

чали активність індуцибельної (iNOS), 

конститутивних ізоформ NO-синтази 

(cNOS) та концентрацію нітритів і пе-

роксинітриту лужних та лужноземель-

них металів, активність нітритредуктаз, 

нітратредуктаз та аргінази [10], нітрозо-

тіолів [11]. 

Статистичну обробку результатів 

біохімічних досліджень здійснювали 

використовуючи попарне порівняння за 

допомогою непараметричного методу 

Мана-Вітні. Всі статистичні обрахунки 

проводились в програмі Microsoft Office 

Excel та її розширення Real Statistics 

2019. Різницю вважали статистично 

значущою при p<0,05. 

Результати дослідження та їх об-

говорення 

При біохімічних дослідженнях пе-

чінки щурів встановлено, що активність 

індуцибельної NO-синтази на 21 добу 

експерименту була підвищена в 3,69 

рази порівняно з контролем (таблиця). 

На 21 добу експерименту активність 

iNOS в печінці щурів підвищилась  

в 3,28 рази порівняно з 14 добою експе-

рименту. На 28 добу – активність iNOS 

в печінці щурів знизилась в 2,68 рази 

порівняно з 21 добою експерименту. 
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Таблиця. Біохімічні показники циклу оксиду азоту в печінці щурів  

за умов моделювання хронічної алкогольної інтоксикації, М±м 

 

Біохімічні  
параметри 

Групи 

Контроль, 
n=6 

10 доба,  
n=6 

14 доба, 
n=6 

21 доба,  
n=6 

28 доба, 
n=6 

Активність  

індуцибельної 

NO-синтази, 
мкмоль/хв.  

на г білка 

0,16±0,02 0,44±0,11 0,18±0,009 0,59±0,1*^ 0,22±0,03^ 

Активність 
конститутивних 

NO-синтаз, 

мкмоль/хв.  

на г білка 

0,027±0,0003 0,037±0,0004* 0,024±0,0001*^ 0,027±0,0001^ 0,026±0,0003^ 

Активність ніт-

ритредуктаз, 

мкмоль/хв.  
на г білка 

3,11±0,51 7,73±1,51* 2,95±0,44^ 2,29±0,32 8,08±0,03*^ 

Активність ніт-

ратредуктаз, 

мкмоль/хв.  
на г білка 

3,71±0,81 6,84±1,28 2,09±0,28^ 2,15±0,56 4,53±0,09^ 

Концентрація 

пероксиніт-

риту, мкмоль/г 
0,45±0,01 9,03±0,1* 7,18±0,2*^ 5,57±0,03*^ 6,57±0,03*^ 

Концентрація 
нітрозотіолів, 

мкмоль/г 

0,36±0,02 3,41±0,21* 0,76±0,06*^ 0,64±0,04* 0,55±0,006*^ 

Концентрація 

NO2, нмоль/г 
7,14±0,17 5,27±0,56* 8,21±0,11*^ 10,84±0,78*^ 7,8±0,17*^ 

Активність  

аргінази, 

мкмоль/хв.  
на г білка 

1,8±0,1 0,77±0,03* 0,26±0,04*^ 0,2±0,006* 0,69±0,03*^ 

 

Примітки: * – p<0,05 порівняно з контрольною групою щурів; 

                   ^ – p<0,05 порівняно з попереднім терміном експерименту. 

 

Активність сNOS в печінці щу-

рів на 10 добу експерименту підви-

щена в 1,37 рази, а на 14 добу – зни-

жена в 1,13 рази по відношенню до 

контрольної групи тварин. На 14 до-

бу експерименту активність сNOS 

в печінці щурів знизилась в 1,54 рази 

порівняно з 10 добою експерименту. 

 На 21 добу активність сNOS в печінці 

щурів підвищилась в 1,13 рази порів-

няно з 14 добою експерименту. На 28 

добу активність сNOS в печінці щурів 

знизилась в 1,04 рази порівняно з 21 

добою експерименту. 

Активність нітритредуктаз в печін-

ці щурів на 10 добу експерименту підви- 
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щена в 2,49 рази, а на 28 добу – в 2,6 

рази порівняно з групою контролю. На 

14 добу експерименту активність нітрит-

редуктаз в печінці щурів знизилась в 

2,62 рази порівняно з 10 добою експери-

менту. На 28 добу активність нітритре-

дуктаз в печінці щурів підвищилась 

в 3,53 рази порівняно з 21 добою експе-

рименту. 

Активність нітратредуктаз в печі-

нці щурів на 14 добу експерименту зни-

жувалась в 3,27 рази порівняно з да-

ними 10 доби експерименту. На 28 

добу активність нітратредуктаз в печі-

нці щурів підвищилась в 2,11 рази по-

рівняно з 21 добою експерименту. 

Концентрація пероксинітриту в пе-

чінці щурів на 10, 14, 21 і 28 добу екс-

перименту була підвищена відповідно 

в 20,07, 15,96, 12,38 і 14,6 рази порів-

няно з контролем. На 14 добу експери-

менту концентрація пероксинітриту 

в печінці щурів знизилась в 1,26 рази 

порівняно з 10 добою експерименту. 

На 21 добу концентрація пероксиніт-

риту в печінці щурів знизилась в 1,29 

рази порівняно з 14 добою експериме-

нту. На 28 добу експерименту концент-

рація пероксинітриту в печінці щурів 

підвищилась в 1,18 рази порівняно з 21 

добою експерименту. 

Концентрація нітрозотіолів в пе-

чінці щурів на 10, 14, 21 і 28 добу екс-

перименту була підвищена відповідно 

в 9,47, 2,11, 1,78 і 1,53 рази порівняно 

з контролем. На 14 добу експерименту 

концентрація нітрозотіолів в печінці 

щурів знизилась в 4,49 рази порівняно 

з 10 добою експерименту. На 28 добу 

концентрація нітрозотіолів в печінці 

щурів знизилась в 1,16 рази порівняно 

з 21 добою експерименту.  

Концентрація нітритів в печінці 

щурів на 10 добу експерименту була 

знижена в 1,35 рази і на 14, 21 та 28 

добу експерименту була підвищена 

відповідно в 1,15, 1,52 і 1,09 рази порів- 

 няно з контролем. На 14 добу експери-

менту концентрація нітритів в печінці 

щурів підвищилась в 1,56 рази порів-

няно з 10 добою експерименту. На 21 

добу концентрація нітритів в печінці 

щурів підвищилась в 1,32 рази порів-

няно з 14 добою експерименту. На 28 

добу експерименту концентрація нітри-

тів у печінці щурів знизилась в 1,39 рази 

порівняно з 21 добою експерименту. 

Активність аргінази в печінці щу-

рів на 10, 14, 21 і 28 добу експерименту 

була знижена відповідно в 2,34, 6,92, 9 і 

2,61 рази порівняно з контролем. На 14 

добу експерименту активність аргінази 

в печінці щурів знизилась в 2,96 рази 

порівняно з 10 добою експерименту. На 

28 добу активність аргінази в печінці 

щурів підвищилась в 3,45 рази порів-

няно з 21 добою експерименту. 

 За результатами наших дослід-

жень активність iNOS не відіграє важ-

ливої ролі в патогенезі порушення утво-

рення та метаболізму оксиду азоту. 

Оскільки її активність статистично зна-

чуще підвищується лише на 21 день мо-

делювання хронічної алкогольної інто-

ксикації, що хронологічно співпадає 

з найнижчою активністю аргіназ та ніт-

ритредуктаз.  

На 10 добу моделювання хроніч-

ної алкогольної інтоксикації збільшу-

ється продукція оксиду азоту перева-

жно від cNOS та нітрит-редуктаз, що 

призводить до підвищення концентрації 

пероксинітриту та нітрозотіолів і зни-

ження нітритів. Такі зміни можуть свід-

чити про продукцію оксиду азоту від 

ендотеліальної NOS (еNOS) для вазоди-

лятації судин печінки. А продукція ок-

сиду азоту від нітрит-редуктаз призво-

дить до надлишкової продукції NO, 

який перетворюється в пероксинітрит 

та нітрозотіоли. В подальшому нітрозо-

тіоли можуть виступати ендотеліаль-

ним буфером оксиду азоту, який буде 

використовуватися для вазодилятації [12]. 
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Ріст концентрації пероксинтриту поте-

нціює ушкодження білків, ліпідів та ну-

клеїнових кислот клітин печінки [13]. 

Слід зазначити, що концентрації перок-

синітриту та нітрозотіолів залишають-

ся вищими за контрольні значення про-

тягом усіх досліджуваних термінів мо-

делювання хронічної алкогольної інто-

ксикації. Це може свідчити про розви-

ток ендотеліальної дисфункції у печі-

нці, що супроводжується зниженням 

чутливості до оксиду азоту та його пе-

рерозподілом у більш токсичні форми 

[14]. Розвиток ендотеліальної дисфунк-

ції є характерним явищем, що супровод-

жує алкогольний гепатит [15; 16]. 

Зниження активності аргінази, 

що спостерігається на всіх термінах 

експерименту може призвести до гіпе-

раргінінемії та супроводжуватись уш-

кодженням центральної нервової сис-

теми [17], що є також однією з патоге-

нетичних ланок розвитку алкогольної 

енцефалопатії.  

 Висновки 

Моделювання хронічної алкоголь-

ної інтоксикації на 10–28 добу призво-

дить до порушення утворення та мета-

болізму оксиду азоту з переважним 

утворенням токсичних його продуктів 

пероксинітритів та нітритів, що загро-

жує розвитком нітрозативного стресу 

в печінці. Хронічна алкогольна інтокси-

кація на 10–28 добу експерименту су-

проводжується різким зниженням актив-

ності аргіназозалежного шляху метабо-

лізму аргініну в печінці щурів, що свід-

чить про порушення процесів  в циклі 

Кребса-Хенcелайта. 

Перспективність дослідження 

Дані дослідження уточнюють па-

тогенез хронічного алкогольного гепа-

титу і можуть бути використані для ро-

зробки патогенетичних засобів корекції 

алкогольного ураження печінки. 

Конфлікт інтересів. Автори заяв-

ляють про відсутність конфлікту інте-

ресів. 
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Mykytenko A.O. 

METABOLISM OF NITRIC OXIDE UNDER THE CONDITIONS CHRONIC 

ALCOHOL INTOXICATION MODELLING 

It was experimentally shown that ethanol affects the production of nitric oxide in rats. 

However, nitric oxide can have both a protective effect by weakening the harmful effect of 

ethanol on the microcirculation of the liver, and lead to liver damage by active forms of nitro-

gen. The purpose of the study is to study changes in the nitric oxide cycle under the conditions 

of modeling chronic alcohol intoxication in rats. Experiments were performed on 30 white, 

mature male Wistar rats, weighing 180–220 g. The animals were divided into 2 groups: I – 

control (n=6); II group – animals with alcoholic hepatitis (n=24) modelled by the method of 

forced intermittent alcoholization for 5 days, with a repeat after two days by intraperitoneal 

injection of a 16.5% ethanol solution in a 5% glucose solution, at the rate of 4 ml/kg of body 

weight. Animals were removed from the experiment on days 10, 14, 21 and 28 by taking blood 

from the right ventricle of the heart under thiopental anesthesia. The activity of inducible and 

constitutive isoforms of NO-synthase, concentration of nitrite, nitrosothiols and peroxynitrites 

of alkali and alkaline earth metals, the activity of nitrite reductase, nitrate reductase and arginase 
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were determined in rat liver homogenate. Chronic alcohol intoxication modelling for 10–28 

days leads to a violation of the formation and metabolism of nitric oxide with the predominant 

formation of its toxic metabolites, such as peroxynitrites and nitrites, which threatens the de-

velopment of nitrosative stress in the liver. Chronic alcohol intoxication on the 10th–28th days 

of the experiment is accompanied by a sharp decrease in the activity of the arginase-dependent 

pathway of arginine metabolism in the liver of rats, which indicates a violation of the deamina-

tion processes in the Krebs-Handzeleit cycle. 

Keywords: nitrites, NO-synthase, peroxynitrite, alcohol, liver, rats. 
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