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 В настоящее время механизмы воздействия окислительных продук-
тов катехоламинов, в частности адреналина, на метаболизм NADPH ок-
сидаз в клеточных компонентах в гомогенной и гетерогенной фазах еще 
практически не определены. В зависимости от действующих концентра-
ций адреналина и аналогов они по-разному изменяют уровни систем, ре-
гулирующих метаболизм активных форм кислорода (АФК). Так, адрена-
лин в физиологических количествах (5-100 нм) ингибирует формил-метио-
нил-лейцил-фенилаланин (ФМЛФ)-индуцированное продуцирование по-
лиморфонуклеарными нейтрофилами супероксидных радикалов (O2

−). В 
физиологических количествах адреналин не ингибирует ФМЛФ-индуци-
рованную транслокацию компонентов NADPH оксидазы р47 и р67phox и 
фосфорилирование р47phox, но подавляет активность цитозольной 
фосфолипазы А(2) [8]. Норадреналин вызывает апоптоз эндотелиальных 
клеток путем нарушения регуляции Вcl-2 белка и активации β-адре-
нергических и каспаз-3 путей. Норадреналин повышает внутриклеточные 
уровни АФК и экстрацеллюлярной N-терминальной киназы и фосфорили-
рование протеина р38. Антиоксиданты (витамин С и N-ацетил цистеин) 
ингибируют такой эффект норадреналина [11]. Адреналин способствует 
продуцированию высокоактивных гидроксильных радикалов изолирован-
ными гепатоцитами крыс. При этом продуцированные NADPH оксидазой 
(Nox) O2

− при их ферментативной дисмутации превращаются в перекись 
водорода и этот процесс стимулируется адреналином [9]. Aдреналин ока-
зывает и кардиотоксический эффект, а антиоксидант кроцетин оказывает 
положительный эффект, повышая уровень ГSH, СОД и снижая содер-
жание Ca+2 и интенсивность протекания ПОЛ в клетках миокарда in vitro 
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[16]. Катехоламины (допамин, норадреналин, адреналин) в количествах 
ниже 200 мкМ не ингибируют дигидроптеридин редуктазу, однако, про-
дукты окисления адренохрома (аминохромы IV, V, VI) являются энергич-
ными ингибиторами этого фермента [6].  

 К настоящему времени воздействие продуктов окисления адрена-
лина (аминохромы) на изменения оптических спектральных характерис-
тик, уровня и активности изоформ Nox в клеточных компонентах (мемб-
ран, митохондрий и ядер) селезенки, костного мозга, сердечной ткани, 
эритроцитарных мембран и сыворотки крови после аэробного инкубиро-
вания адреналина с этими компонентами ex vivo не определено. Опреде-
ление динамики изменений этих показателей являлось целью работы.  

 
Материал и методы 
 
Получение водных смесей мембран, митохондрий и ядер клеток 

сердечной ткани 
После промывания сердечной ткани (по 15 г) физиологическим раст-

вором и взвешивания проводили ее гомогенизацию в 0,25М растворе саха-
розы (1г ткани в 10 мл сахарозы) в стеклянном гомогенизаторе с тефло-
новым пестиком в течение 3 мин при 4оС. Ядра ткани осаждали при цент-
рифугировании гомогената при 500 об/мин, 5 мин. Митохондрии осаждали 
после центрифугирования супернатанта при 10 000 об/мин, 10 мин. Из 
полученного супернатанта мембраны сердечной ткани осаждали при их 
центрифугировании при pH 5,6 в течение 10 мин, при 6000 об/мин. Осадки 
мембран, ядер и митохондрий отдельно промывали водой (1:500 об/об) и 
после центрифугирования смесей в приведенных условиях осадки пов-
торно гомогенизировали в воде (1:50 об/об).  

Получение водной смеси мембран, митохондрий и ядер клеток 
селезенки крыс 

Процедура выделения клеточных компонентов и удаления сопутст-
вующих низкомолекулярных соединений практически совпадает с проце-
дурой, используемой при получении компонентов клеток сердечной тка-
ни, с той разницей, что гомогенизация селезенки проводится в течение ми-
нуты, а ядра клеток селезенки осаждаются при центрифугировании гомо-
генизата при 3000 об/мин, в течение 10 мин.  

Получение водной смеси эритроцитарных мембран  
После гемолиза очищенных от следов элементов плазмы эритро-

цитов (10 мл) в воде (1:10 об/об) эритроцитарные мембраны (ЭМ) осаж-
даются центрифугированием смеси при pH 5,6, при 6000 об/мин, 10 мин. 
Осажденные ЭМ далее четырехкратно промываются 0,04 М калий-фос-
фатным буфером (КФБ), pH 7,4, до получения бесцветного супернатанта 
(для полного удаления следов гемоглобина). Осадок ЭМ далее промы-
вается водой (1:500 об/об) и после центрифугирования в приведенном 
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режиме осадок очищенных от следов солей ЭМ гомогенизируется в воде 
(1:30 об/об) [2].  

Получение водной смеси компонентов клеток костного мозга 
Ткань костного мозга крыс (по 100 мг) промывается физраствором 

(1:50 об/об) и гомогенизируется в 0,25 М сахарозе (1:20 об/об). После 
центрифугирования гомогенизата при pH 5,6 осадок промывается водой 
(1:200 об/об) и повторно центрифугируется в аналогичных условиях. 
Суммарные компоненты клеток костного мозга далее гомогенизируются в 
воде (1:40 об/об). 

Выделение сыворотки крови крыс 
После самоосаждения эритроцитов в физрастворе сыворотка отде-

ляется и центрифугируется при 14 000 об/мин, 10 мин, для удаления 
следов эритроцитов и других элементов плазмы.  

Этапы эксперимента  
Полученные пробы водных гомогенатов компонентов клеток раз-

деляли на две части: контрольные (К) и опытные (ОП) и к последним до-
бавляли 50 мкМ адреналина, что является эффективным количеством для 
получения достаточного уровня продуктов окисления адреналина (адре-
нохромы) и воздействия на клеточные компоненты. К и ОП пробы инку-
бировали при 4о при рН 7,4 для проб селезенки и костного мозга и при рН 
8 – для проб компонентов клеток сердца и эритроцитарных мембран (рН 
проб повысили добавлением 0,2 М КОН). К пробам сыворотки добавляли 
1,5 × 10-5M ферригемоглобина, выделенного и очищенного из цитозоля 
эритроцитов крыс до электрофоретически гомогенного состояния и 
инкубировали в приведенных условиях. Далее осуществляли выделение из 
К и ОП проб фракций Nox из сыворотки крови, ЭМ, мембран клеток се-
лезенки (МКС), ядер клеток селезенки (ЯКС), митохондрий клеток селе-
зенки (МИКС), из клеток костного мозга (ККМ), ядер клеток сердечной 
ткани (ЯКСТ), мембран клеток сердечной ткани (МКСТ) и митохондрий 
клеток сердечной ткани (МИКСТ). 

Выделение фракции Nox из К и ОП проб компонентов клеток 
тканей 

После инкубирования смесей К и ОП проб в приведенных условиях 
осуществляли выделение из них фракций Nox следующим образом. После 
центрифугирования смесей К и ОП проб при 14 000 об/мин в течение 20 
мин часть фракции Nox солюбилизируется (рилизинг) в гомогенную  фазу 
– в раствор при рН 7,4-8. В K и ОП пробах осадок отделяется (компоненты 
клеток с пониженным содержанием Nox) от надосадочного раствора, кото-
рый содержит фракции отщепленных в гомогенную фазу (в раствор) Nox. 
Далее после диализа против воды (для удаления следов неприсоединив-
шихся следов продуктов окисления адреналина), осадков (смешиваются с 
20-30 мл воды) и растворов Nox К и ОП проб определяются оптические 
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спектральные характеристики, NADPH-зависимая O2
−-продуцирующая и 

ферригемоглобин (ферриHb)-восстанавливающая активность фракции 
этих осадков (гетерогенная фаза) и Nox (гомогенная фаза) до и после 
ионообменной хроматографии последних на целлюлозе DЕ-52. Из этой 
колонки фракция Nox из всех проб элюируется 0,2 М КФБ [3]. 

Выделение фракции Nox из сыворотки крови крыс 
После инкубации очищенной от следов эритроцитов и клеток 

плазмы в течение 2 суток при 4о, центрифугирования при 14 000 об/мин 20 
мин и разбавления водой (25-30 раз) сыворотку крови К и ОП проб 
подвергали ионообменной хроматографии на сефадексе ДЕАЕ А-50, из 
которой фракцию экстрацеллюлярной Nox (еNox) элюировали 0,04 М 
КФБ [4]. Уровень Nox определяли путем измерения характерной для Nox 
(цит b558) оптической плотности при 530 нм (β-полоса поглощения). 
Удельное содержание (плотность максимального оптического поглощения 
при 530 нм) Nox из сыворотки крови (еNox), из ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, 
MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ, ККМ определяли из расчета на 1 мл раствора Nox, 
полученного из 1 г тканей, 1 мл сыворотки и 1 мл эритроцитов.  

Определение NАDРН-зависимой О2
¯-продуцирующей активности 

изоформ Nox в гомогенной фазе 
NАDРН-зависимую О2

¯-продуцирующую активность изоформ Nox 
определяли нитротетразолиевым синим (НТС) методом, путем вычисле-
ния процента образующегося формазана при 560 нм в результате восста-
новления НТС супероксидными радикалами. К 3 мл раствора калий- 
пирофосфатного буфера (0,1 М, рН 8,3) добавляется 0,5 мл NADPNa2 
(9,5×10-4 M); 0,15 мл феназин метасульфата (3×10-5M); 0,5 мл НТС (2×10 

-4M) и 0,1 мл Nox (A530=0,3). После смешивания реакционной смеси к ней 
добавляется 0,5 мл 2,5×10-3M NADPNa2 и после интенсивного перемеши-
вания реакционной смеси измеряется плотность максимального оптичес-
кого поглощения образующегося при 560 нм формазана. К контрольным 
пробам Nox не добавляется. Единицей удельной NADPH-зависимой O2

−-
продуцирующей активности считается количество Nox (плотность макси-
мального оптического поглощения Nox при 530 нм) объемом в 1 мл, полу-
ченное из 1 г тканей или 1 мл крови или 1 мл сыворотки крови, стимули-
рующее образование формазана на 50%. 

Определение NАDРН-зависимой О2
¯-продуцирующей активности 

изоформ Nox в гетерогенной фазе  
NАDРН-зависимая О2

¯-продуцирующая активность в гетерогенной 
фазе определяется непосредственно в клетках компонентов К и ОП проб в 
осадке, после гомогенизации последних в 0,2 М КФБ. При определении 
NАDРН-зависимой О2

¯-продуцирующей активности Nox НТС тестом к 
реакционной смеси добавляется 0,1 мл смеси компонентов клеток тканей 
(ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ, ККМ). Остальной ре-
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жим определения активности сохраняется. Единицей удельной NАDРН-
зависимой О2

−-продуцирующей активности Nox в гетерогенной фазе (в 
смеси осадка компонентов клеток в 0,2 М КФБ) считается количество этой 
смеси (с объемом в 1 мл, полученным из 1 г тканей или 1 мл эритроцитов), 
стимулирующее образование формазана на 50%.  

Определение ферриHb-восстанавливающей активности Nox в 
гомогенной фазе  

ФерриHb-восстанавливающую активность изоформ Nox К и ОП 
проб определяли, используя свежеполученный ферриНb цитоплазмы эрит-
роцитов крыс с величиной плотности максимального оптического погло-
щения (α-полоса поглощения) при А565=0,8. Непосредственно в кварцевых 
кюветах спектрофотометра к 3 мл раствора ферриНb добавляли 0,2 мл Nox 
(цит b558) с А530=0,3. После перемешивания реакционной смеси ее инкуби-
ровали в аэробных условиях в течение 15-16 ч при 30о. Далее, после пов-
торного перемешивания реакционной смеси, определяли кинетику восста-
новления ферриHb до ферроHb, путем измерения снижения плотности α-
полосы поглощения ферриHb при 565 нм (оно прямо пропорционально 
количеству образующегося ферроHb при А555). За единицу ферриНb-вос-
станавливающей активности NADPH оксидазы принимали количество 
белка, вызывающего снижение плотности максимального оптического 
поглощения α-полосы ферриHb на 50%. Единица удельной ферриНb-
восстанавливающeй активности Nox (1 мл) была определена в расчете на 1 
мл эритроцитов, 1 мл сыворотки или 1 г тканей, снижающей плотность 
поглощения α-полосы ферриHb нa 50% [17].  

Определение ферриHb-восстанавливающей активности Nox в 
гетерогенной фазе (в компонентах клеток) 

Процедура определения ферриHb-восстанавливающей активности 
Nox в гетерогенной фазе не отличается от таковой при определении фер-
риHb-восстанавливающей активности в гомогенной фазе, но вместо 
раствора Nox добавляется к 0,1 мл смеси компонентов клеток тканей К и 
ОП проб 0,2 М КФБ (ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ, 
ККМ). Удельной ферриHb- активностью Nox в гетерогенной фазе (в смеси 
осадка компонентов клеток в 0,2 М КФБ) считается количество этой смеси 
(объемом в 1 мл, полученной из 1 г тканей или 1 мл эритроцитов), которое 
снижает плотность максимального оптического поглощения α-полосы 
ферриHb на 50%.  

Оптические спектральные измерения осуществляли на спектро-
фотометре “Specord UV/VIS” (Германия), с длиной оптического пути 1 см. 
В ходе экспериментов были использованы центрифуги германского произ-
водства К-24 и К-70. Были также использованы целлюлоза DE-52 
(«Whatman», Англия) и сефадекс ДЕАЕ А-50 («Pharmacia» Швеция). Ком-
поненты клеток были взяты у белых половозрелых крыс массой 230-250 г. 
Статистическую обработку полученных результатов осуществляли обще-
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известным методом вариационной статистики Стьюдента-Фишера с опре-
делением критерия достоверности (p). 

 
Результаты и обсуждение 
 
 Впервые показано явление самоотщепления (рилизинг) различной 

степени фракций Nox из ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ 
и ККМ при физиологических рН (7,4-8) среды. Ранее такой эффект 
наблюдался при повышенных рН среды, и этот процесс определенно 
подавлялся препаратами с антиоксидантной активностью [1]. Как пока-
зано на рис.1, после удаления неприсоединившихся к отщепленной Nox 
следов продуктов окисления адренохрома (аминохромы [6]), диализа 
против воды и центрифугирования, оптические спектры поглощения 
истинных растворов свежих фракций Nox у К проб (сплошные линии) и 
ОП проб (пунктирные линии) несколько отличаются у фракций Nox из 
эритроцитарных мембран (1,2), костного мозга (3,4), а также еNox (5,6) из 
сыворотки крови. По сравнению с Nox из К проб интенсивность опти-
ческого поглощения Nox ОП проб повышена. При этом наблюдается 
увеличение степени самоотщепления Nox из ЭМ и костного мозга, но сни-
жение поглощения eNox сыворотки. Аналогичная закономерность 
наблюдается и у фракции Nox, отщепленной из митохондрий (1,2), ядер 
(3,4) и мембран клеток селезенки (5,6), как это показано на рис.2. По 
сравнению с К пробами, в ОП пробах интенсивность оптического погло-
щения и форма оптических спектров фракций Nox из ядер (1,2) и 
митохондрий выше, но у мембран клеток сердечной ткани эти поглощения 
не отличаются (3,4). Приведенные показатели несколько отличаются у 
фракции Nox из ядер клеток сердечной ткани (рис.3). Фактически, в 
результате диализа отщепленных от ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, 
МИКСТ и ККМ Nox против воды, определенное количество аминохромов 
в ОП пробах не отщепляется от фракций Nox и вызывает не только 
налаживание (увеличение) фона оптического поглощения (оптическое 
поглощение аминохрома наблюдается при 350 нм), но и стимулирование 
процесса самоотщепления Nox из клеточных компонентов. Однако эта 
закономерность не распространяется на eNox из сыворотки крови (рис.1). 
Появление eNox в сыворотке крови крыс в К и ОП пробах есть результат 
образования нестабильного комплекса между Nox в экзосомах и Hb в 
сыворотке крови и на этот процесс не влияют ферментные  антиоксиданты  
(Cu,Zn-SOD,  каталаза) [5].  Процесс  появления eNox не связан с перекис-
ным окислением липидных (ПОЛ) остатков биомембран, как это имеет 
место при отщеплении Nox из клеточных мембранных компонентов. Ви-
димо, аминохромы путем повышения процесса ПОЛ клеточных остатков в 
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Рис.1. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 

внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии), OП проб Nox (пунктирные 
линии)  после диализа против воды, до проведения ионообменной хроматографии 

растворов отщепленных Nox. Оптические спектры поглощения для Nox из 
эритроцитарных мембран (1,2); клеток костного мозга (3,4) и сыворотки  

крови – еNox (5,6) 
 

 
Рис.2. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 

внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии), ОП проб (пунктирные 
линии) после их диализа против воды, до проведения ионообменной 

хроматографии растворов отщепленных Nox. Оптические спектры поглощения 
для Nox из митохондрий (1,2), ядер (3,4) и мембран клеток селезенки (5,6) 

 
Рис.3. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 

внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии), ОП проб (пунктирные 
линии) после их диализа против воды, до проведения ионообменной 

хроматографии растворов отщепленных Nox. Оптические спектры поглощения 
для Nox из ядер (1,2), мембран (3,4) и митохондрий клеток сердца (5,6) 
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гетерогенной фазе [5,10, 12,15,16] стимулируют процесс отщепления Nox 
в гомогенную фазу. Этим аминохромы проявляют отрицательную, деста-
билизирующую роль на мембраны клеточных компонентов селезенки, 
костного мозга, сердечной ткани и эритроцитарных мембран.  
 

 
 

Рис.4. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 
внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии), ОП проб (пунктирные 

линии) после их диализа против воды и проведения ионообменной 
хроматографии растворов отщепленных Nox на целлюлозе DE-52.  Оптические 
спектры поглощения для Nox из эритроцитарных мембран (1,2), клеток костного 

мозга (3,4) и сыворотки крови – eNox (5,6) 
 

 

 
 

Рис.5. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 
внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии) и ОП проб (пунктирные 

линии) после их диализа против воды и проведения ионообменной 
хроматографии растворов отщепленных Nox на целлюлозе DE-52. Оптические 
спектры поглощения для Nox из митохондрий (1,2), ядер (3,4) и мембран клеток 

селезенки (5,6) 
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 В следующей серии экспериментов регистрировали оптические 
спектры поглощения отщепленных Nox от ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, 
MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ, ККМ и eNox из сыворотки крови после диализа 
против воды и ионообменной хроматографии на целлюлозе DЕ-52. Как 
показано на рис.4, в результате ионообменной хроматографии на цел-
люлозе DЕ-52 интенсивность оптических спектров поглощения Nox из 
эритроцитарных мембран (1,2), костного мозга (3,4), а также eNox из 
сыворотки крови (5,6) в опытных пробах существенно снижается у Nox из 
ККМ и eNox из сыворотки крови, но практически не изменяется у Nox из 
ЭМ. При этом в данном случае остатки аминохрома в определенных коли-
чествах не отделяются от молекул Nox, в результате чего фон поглощения 
при 350 нм несколько увеличивается. Как показано на рис.5, интенсив-
ность оптического поглощения спектров Nox из митохондрий (1,2), ядер 
(3,4) и мембран клеток селезенки (5,6) изменяется неодинаковым образом: 
она увеличивается у Nox из митохондрий клеток селезенки, снижается у 
Nox из ядер и практически не изменяется у Nox из мембран клеток 
селезенки. Однако фон поглощения при 350 нм также несколько сохра-
няется. Таким образом, сродство присоединения аминохрома к Nox из кле-
точных компонентов селезенки неодинаковое. При этом аминохром прак-
тически не связывается с eNox (рис.4). После диализа и ионообменной 
хроматографии на целлюлозе DE-52 интенсивность оптического погло-
щения спектров растворов фракций Nox при 530 нм из компонентов кле-
ток сердечной ткани в ОП пробах по сравнению с К пробами повышается. 
И в данном случае наблюдается фоновое поглощение аминохрома (рис.6).  

 

 
 

Рис.6. Oптические спектры поглощения фракции Nox из клеточных и 
внеклеточных компонентов К проб (сплошные линии) и ОП проб (пунктирные 

линии) после их диализа против воды и проведения ионообменной 
хроматографии растворов отщепленных Nox на целлюлoзе DE-52. Оптические 
спектры поглощения для Nox  из ядер (1,2), мембран (3,4) и митохондрий клеток 

сердца (5,6)  
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По сравнению с К пробами, в ОП пробах до проведения ионообмен-
ной хроматографии удельное содержание фракции Nox в ЭМ, МКС, ЯКС, 
МИКС, MКСТ, МИКСТ и, особенно, ККМ существенно повышается: от 
10,8±0,4 до 150,0±32,4%. При этом снижены только уровни Nox из сы-
воротки крови (55,4±4,9%) и из ЯКСТ (9,1±0,1%). В этих услoвиях наблю-
дается резкое увеличение удельного содержания у Nox из ККМ (А530 = 
36,0 и А530 = 75,0, для К и ОП проб соответственно) (табл.1). Такое  повы-
шение   удельного  содержания  Nox  из ККМ,  отщепленных при рН 7,4,  

 
 

Таблица 1 
 Удельное содержание (плотность максимального оптического поглощения  
β-полосы при 530 нм) фракции Nox в К и ОП пробах  после их диализа против 
воды до проведения ионообменной хроматографии отщепленных из них Nox 

 ( n =6, p<0,05)  
 

Источники 
Nox 

K OП Разница, % 

Сыворотка 
крови 

0,09±0,01, p=,001 0,04±0,006, p=,01 ↓55,4±4,9 

ЭМ 0.4± 0,03, p=,0001 1,0±0,07, p=,03 ↑150,0±32,8 
МКС 3,7±0,2, p=,02 0,4±0,01, p=,001 ↑10,8±0,4 
ЯКС 4,8±0,5, p=,002 6.0±0,5, p=,01 ↑25,0±3,6, 

p=,001 
МИКС 0,75±0,06, p=,001 1,44±0,1, p=,01 ↑92,0±7,1 
ККМ 36,0±7,1, p=,004 75,0±3,7, p=,002 ↑108.3 
ЯКСТ 2,2±0,1, p=,002 2,0±0,4, p=,006 ↓9,1±0,1 
МКСТ 0,13±0,02, p=,001 0,23±0,01, p=,002 ↑76,9±6,9 
МИКСТ 0,12±0,02, p=,006 0,26±0,01, p=,01 ↑116,6±13,4 

 
скорее всего, связано с тем, что оно является суммарным уровнем изо-
форм Nox в клеточных компонентах костного мозга (в данном случае они 
еще не разделены). С другой стороны, деградирующие факторы при рН 7,4 
намного ниже, чем при рН 10 и выше (раньше солюбилизацию Nox осу-
ществляли при таких повышенных рН [3,12]) и, наконец, уровень факто-
ров, стимулирующих активность Nox (степень фосфорилирования опреде-
ленных доменов молекулы Nox [7,18], содержание кофакторов ФАД, 
NADH) во фракции свежеполученной Nox, по-видимому, достаточен (их 
уровень снижается при процедуре очистки Nox). В результате диализа и 
ионообменной хроматографии фракций изоформ Nox из ЭМ, МКС, ЯКС, 
МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ, ККМ и eNox из сыворотки крови динами-
ка изменения уровня этих ферментов практически сохраняется, хотя 
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удельное содержание этих Nox значительно снижено в К и ОП пробах 
(табл. 2).  Это  может быть связано с некоторым необратимым  иммобили- 

 
 

Таблица 2 
 Удельное содержание (плотность максимального оптического поглощения β-

полосы при 530 нм) фракции Nox в К и ОП пробах после их диализа против воды и 
проведения ионообменной хроматографии фракции отщепленных Nox на 

целлюлозе DЕ-52 (n =6, p<0,05) 
 

Источники Nox K OП Разница, % 
Сыворотка крови 0,08±0,01, p=,002 0,05±,008, 

p=0,01 
↓62,5±7,1 

ЭМ 0,15±,02, p=0,002 0,38±,03, 
p=0,04 

↑153,3±20,0 

МКС 0,28±,03, p=0,003 0,32±0,03, p=,0001 ↑14,2±1,6 
ЯКС 0,48±0,03, p=,001 0,35±0,01, 

p=,001 
↓27,1±4,7 

МИКС 0,2±0,03, 
p=,003 

0,35±0,02, 
p=,002 

↑75,0±6,1 

ККМ 17,6±2,5, 
p=,001 

20,4±2,2, 
p=,01 

↑15,9±2,7 

ЯКСТ 1,12±0,08, p=,002 1,10±0,08, 
p=,002 

↓1,8±0,2 

МКСТ 0,07±,01,  
p= 0,001 

0,12±,008, p=0,001 ↑71,4±6,4 

МИКСТ 0,09±0,01, p=,004 0,19±0,02, 
p=,001 

↑111,1±9,3 

 
 

зирующим эффектом этих мембранных белков на целлюлозе DЕ-52. Ди-
намика изменения удельной NADPH-зависимой O2

−-продуцирующей ак-
тивности отщепленных фракций Nox К и ОП проб (гомогенная фаза), а 
также клеточных компонентов после некоторого отщепления из них Nox 
(гетерогенная фаза) и диализа против воды существенно отличается (табл. 
3,4). Особое увеличение NADPH-зависимой O2

−-продуцирующей и фер-
риHb-восстанавливающей активности Nox из клеток костного мозга, по 
сравнению с активностью Nox из других клеточных компонентов (табл. 3-
6), имеет определенное физиологическое значение, так как стволовые 
клетки костного мозга для проведения аэробных метаболических про-
цессов различного характера должны продуцировать повышенные коли-
чества O2

− локализованными NADPH оксидазами, включая процессы сти-
муляции развитии и пролиферации клеток поврежденных тканей 
[13,14,19]. Однако по сравнению с показателями К проб ферриHb-восста-
навливающая активность Nox ОП проб в гомогенной фазе снижена срав-
нительно больше, чем в гетерогенной фазе (табл. 5,6).  
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Таблица 3 
 Удельная NADPH-зависимая O2

−-продуцирующая активность Nox К и ОП проб в 
гомогенной фазе после их диализа против воды ( n =6, p<0,05) 

 

Источники Nox K OП Разница, % 

Сыворотка крови 16,0±1,7, p=,002 13,7±1,2, p=,002 ↓14,4±1,4 

ЭМ 11,1±1,6, p=,001 44,2±5,2, p=,005 ↑ 298±37,5 

МКС 28,3±3,2, p=,001 16,2±2,5, p=,0001 ↓42,8±5,5 

ЯКС 33,7± 4,0, p=,001 18,6±2,7, p=,0,0002 ↓44,8±5,6 

МИКС 21,9±3,0, p=,007 14,7±2,8, p=,004 ↓32,9±4,9 

ККМ 887,0±23,7, 

p=,002 

1596,4±101,3, 

p=,001 

↑79,8±5,8 

ЯКСТ 194,3±32,3, 

p=,003 

170,4±21,0, 

p=,004 

↓12,4±1,1 

МКСТ 13,8±1,1, p=,008 47,3±5,0, p=,002 ↑242,7±23,8 

МИКСТ 24,5±3,7, p=0,001 38,3±5,1, 

p=,004 

↑56,3±6.8 

 
Таблица 4 

Удельная NADPH-зависимая O2
−-продуцирующая активность клеточных 

компонентов (гетерогенная фаза) К и ОП проб после рилизинга из них Nox и 
диализа против воды (n =6, p<0,05) 

 

Источники Nox K OП Разница, 

% 

Сыворотка 

крови 

16,0±2,1, p=,002 13,7±1,3, p=,001 ↓14,4±1,8 

ЭМ 77,1±6,1, p=,01 61,4±4,9, p=,005 ↓20,0±2,6 

МКС 26,5±2,8, p=,003 35,2±3,1, p=,001 ↑32,8±3,3 

ЯКС 85,3±6,9, p=,003 71,3±5,0, p=,002 ↓16,6±2,1 

МИКС 43,9±4,7, p=,0001 33,6±4,0, p=,005 ↓23,5±3,7 

ККМ 2344,7±125,6, 

p=,001 

1968,3±97,0, p=,001 ↓16,2±2,0 

ЯКСТ 364,7±22,9, p=,005 333,4±22,7,p=,005 ↓8,6±0,4 

МКСТ 25,3±3,5, p=,003 27,8±4,0, p=,002 ↑10,0±0,7 

МИКСТ 34,3±4,8, p=,0001 29,1±4,2, p=,002 ↓15,4±2,1 
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Таблица 5 
Удельная ферриHb-восстанавливающая активность Nox К и ОП проб после 
диализа этих ферментов против воды в гомогенной фазе ( n =6, p<0,05) 

 
Источники Nox K OП Разница, % 
Сыворотка крови 31,5±4,0, p=,001 31,8±3,8, p=,002 0 

ЭМ 42,4±5,5, p=,004 26,2±3,2, p=,002 ↓38,3±4,7 
МКС 38,7±4,4, p=,0002 21,3±3,0, p=,001 ↓45,1±5,1 
ЯКС 40,9±4,6, p=,003 26,7±2,0, p=,001 ↓34,7±3,1 
МИКС 22,3±3,0, p=,01 6,3±0,2, p=,002 ↓71,7±6,4 
ККМ 1488,3±101,6, 

p=,001 
640,4±38,9, p=,005 ↓57,0±5,9 

ЯКСТ 89,2±8,1, p=,002 19,0±2,1, p=,004 ↓78,7±6,8 
МКСТ 41,4±6.3,p=,002 23,8±2,9, p=,0003 ↓57,4±6,6 
МИКСТ 85,7±7,7, p=,002 31,1±2,9, p=,001 ↓62,6±7,2 

 
 

Таблица 6 
Удельная ферриHb-восстанавливающая активность клеточных компонентов 
(гетерогенная фаза) К и ОП проб после рилизинга из них Nox и диализа против 

воды (n =6, p<0,05) 
 

Источники Nox K OП Разница, % 
ЭМ 21,4±2,2, p=,004 15,0±1,4, p=,001 ↓28,9±3,8 
МКС 28,8±4,1, p=,001 28,7±3,3, p=,002 0 
ЯКС 29,9±5,0, p=,0005 25,6±3,7, p=,001 ↓14,4±2,0 
МИКС 19,4±1,4, p=,01 10,1±0,2, p=,02 ↓48,0±6.9 
ККМ 1810,7±110,6, p=,004 870,4±34,1, p=,002 ↓52,0±6,0 
ЯКСТ 94,0±7,8, p=,001 91,6±7,8, p=,003 ↓3,2±0,2 
МКСТ 71,3±6,4, 

p=,001 
60,4±6,2, p=,0005 ↓15,3±2,1 

МИКСТ 60,3±6,0, 
p=,01 

38,4±5,9, 
p=,02 

↓36,3±3,6, 
p=,001 

  
Недавно нами было показано, что в результате инкубации адренали-

на (50 мкМ) в вышеприведенном режиме непосредственно с электрофо-
ретически гомогенными препаратами Nox и eNox наблюдалось опреде-
ленное снижение NADPH-зависимой O2

−-продуцирующей и ферриHb-вос-
станавливающей активности этих ферментов. Однако стимулирование 
этой активности наблюдалось под влиянием 5 мкМ адреналина в анали-
гичных условиях in vitro [5]. Предполагалось, что за счет продуцируемых 
этими ферментами O2

− может происходить окисление адреналина в адре-
нохром. В частности, продукты дальнейшего окисления адренохрома, ко-
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торые, по-видимому, связываясь с определенными доменами молекул Nox, 
изменяют оптико-спектральные характеристики и активность этих гемо-
протеинов.  

 Фактически этот механизм изменения уровня и активности фракций 
Nox в гомогенной и гетерогенной фазах сохраняется в К и ОП пробах еx 
vivo (при инкубации адреналина с компонентами клеток тканей – селе-
зенка, сердце, костный мозг, кровь).  

 Впервые осуществлен рилизинг (самоотщепление) фракций Nox из 
ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ и ККМ в условиях, близ-
ких к физиологическим (рН 7,4-8), а не при рН среды 10-10,5 [1,3,12], то 
есть после инкубации приведенных компонентов клеток тканей при 4°, в 
течение 48 ч в отсутствие и присутствии 50 мкМ адреналина ex vivo. Уда-
ление неприсоединившихся следов аминохромов (это водорастворимые 
соединения) диализом против воды приводит к существенному увеличе-
нию удельного содержания Nox клеточных компонентов. И, наоборот, 
продукты окисления адренохрома несколько снижают уровень eNox из 
сыворотки крови (табл.1). Скорее всего, увеличение удельного содержа-
ния отщепленных из клеточных компонентов Nox связано с индуциро-
ванием процесса ПОЛ мембран клеточных компонентов аминохромами, 
стимулирующими рилизинг Nox из этих компонентов. Естественно, пре-
параты с антиоксидантной активностью подавляют рилизинг Nox из кле-
точных компонентов [3,12]. Этот механизм, разумеется, не распрост-
раняется на формирование eNox сыворотки. При этом снижение NADPH-
зависимой O2

−-продуцирующей активности компонентов клеток тканей 
(гетерогенная фаза), включая сердечную ткань, связано с тем, что в этих 
клеточных компонентах количество остаточной Nox невысоко (большая 
часть Nox переходит в гомогенную фазу). Фактически сродство амино-
хромов к Nox из ЭМ, МКС, ЯКС, МИКС, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ и ККМ 
различное, из-за чего, видимо, оптико-спектральные свойства и актив-
ность Nox подвергаются различным изменениям. 

 Можно заключить, что в результате инкубации (при 40, в течение 24 
ч, рН 7,4-8) относительно высоких доз адреналина (50 мкМ) с ЭМ, МКС, 
ЯКС, МИКС, ККМ, MКСТ, МИКСТ, ЯКСТ и сыворотки крови ex vivo 
наблюдаются неадекватные изменения уровня NADPH-зависимой O2

−-
продуцирующей и ферриHb-восстанавливающей активности фракций Nox, 
впервые отщепленных в гомогенную фазу из этих клеточных компонен-
тов. При этом NADPH-зависимая O2

−-продуцирующая и ферриHb-восста-
навливающая активность Nox в гомогенной и гетерогенной фазах (не-
посредственно в клеточных компонентах) также изменяется неадекватным 
образом. 

 В зависимости от степени сродства аминохромов к приведенным 
Nox и eNox из сыворотки крови наблюдается снижение или повышение 
уровня и активности этих Nox в гомогенной и их активности в гетеро-
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генной фазах (непосредственно в клеточных компонентах, после рили-
зинга Nox в растворимую фазу) различной степени. Скорее всего, уве-
личение аминохромами удельного содержания отщепленных из клеточных 
компонентов Nox связано с индуцированием процесса ПОЛ мембран кле-
точных компонентов, стимулирующих рилизинг Nox из них.  

Таким образом, продукты окисления адреналина – аминохромы, мо-
гут проникать в компоненты клеток тканей и связываться непосредствен-
но с локализованными в них Nox, стимулируя процесс их отщепления в 
гомогенную фазу и изменяя NADPH-зависимую O2

−-продуцирующую и 
ферриHb-восстанавливающую активность этих ферментов в гомогенную и 
гетерогенную фазу.  

Отщепление Nox аминохромами из клеточных компонентов являет-
ся новым механизмом дестабилизации клеточных компонентов еx vivo.  

 
Поступила 10.08.12 

 
Առնետների բջջաբաղադրամասերից ՆԱԴPH oքսիդազի 

արտազատումը և այդ ֆերմենտի ակտիվության խթանումը 
ամինոքրոմով ex vivo 

 
Ս.Մ.Ֆեսչյան, Ռ.Մ.Սիմոնյան, Ա.Գ.Վարդանյան, Մ.Ա.Բաբայան, 

Գ.Մ.Սիմոնյան, Ա.Ա.Ենգիբարյան, Մ.Ա.Սիմոնյան 
 

 Առաջին անգամ առնետների՝ ջրում հոմոգենացված էրիթրոցիտ-
ների թաղանթների, փայծաղի, սրտամկանի բջջաթաղանթների, կո-
րիզների, միտոքոնդրիումների, ոսկրածուծի բջիջների՝ աէրոբ պայ-
մաններում 4°-ում, 48 ժամ, pH 7,4-8-ում ինկուբացման հետևանքով ex 
vivo դիտվում է առնետների բջջաբաղադրամասերից ՆԱԴPH oքսի-
դազի (Nox) որոշակի արտազատում այդ բջջաբաղադրամասերից դե-
պի հոմոգեն ֆազ: Այս պայմաններում 50 միկրոմոլ ադրենալինի 
օքսիդացումից ստացված վերջանյութերը (ամինոքրոմներ) մեծամա-
սամբ հանգեցնում են արտազատված Nox-երի (հատկապես ոսկրա-
ծուծի Nox-ի) ՆԱԴPH կախյալ O2

−-գոյացման և ֆերրիհեմոգլոբինի վե-
րականգնման ակտիվությունների խթանման (9-150%): Ցույց է տրվել, 
որ ամինոքրոմների որոշակի քանակ անդարձելիորեն կպչում է Nox-
երին, ունենալով դրանց հետ տարբեր աստիճանի խնամակցություն: 
Սա հանգեցնում է Nox-երի օպտիկական կլանման սպեկտրների ձևի 
որոշ փոփոխությունների, կլանման ֆոնի մեծացման 350 նմ-ում՝ շնոր-
հիվ ամինոքրոմների: Ցույց է տրվել, որ ամինոքրոմները ակտիվաց-
նում (կպչում) են ոչ միայն արտազատված, այլև չարտազատված Nox-
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երին հետերոգեն ֆազում (բջջաբաղադրամասերում), խթանելով 
դրանց վերոհիշյալ ակտիվությունները հետերոգեն ֆազում:  

 Ենթադրվում է, որ Nox-երի արտազատման խթանման երևույթը 
առնչված է բջջաբաղադրամասերի լիպիդային պերօքսիդացման 
խթանման հետ: Այնուհանդերձ, ամինոքրոմները չեն հանգեցնում 
արյան շիճուկում արտաբջջային ՆԱԴPH oքսիդազի (eNox) մակար-
դակի աճման:  

 Ամինոքրոմների ազդեցության ներքո Nox-ի բջջաբաղադրամա-
սերից արտազատման երևույթը համարվում է բջջաբաղադրամասերի 
անկայունացման նոր մեխանիզմ: 

 
 

The releasing of the NADPH oxidase from rat cell components and 
stimulation of the activity of this enzyme by aminochromes ex vivo 

 
S.M.Feschyan, R.M.Simonyan, A.G.Vardanyan, M.A.Babayan, 

G.M.Simonyan, A.A.Yengibaryan, M.A.Simonyan 
 

 For the first time, the releasing of the NADPH oxidase (Nox) from 
homogenates of erythrocyte membranes, membranes, nuclei and mitochondria 
of the rat spleen, heart and the cells of bone marrow in the water, after its 
aerobic incubation at 4o, 48 h and pH7,4-8 ex vivo has been observed. In these 
conditions an elevation (9-150%) of the level (optical absorption density at 530 
nm) of NADPH-dependent O2

−-producing and ferrihemoglobin-reducing 
activities of the released NADPH oxidase (Nox) to the homogenous phase and a 
slow change (at 350 nm) of the optical absorption spectra under the influence of 
the traces of linking aminochromes, produced after oxidation of 50 mkM 
adrenaline take place. An increase of these activities of non released Nox in cell 
component in heterogeneous phase and released Nox in homogenous phase 
under the influence of aminochromes also has been observed. Moreover, 
various affinities between aminochromes and Nox, as factors of distinction of 
the activities of Nox exist. It is suggested that the induction of the Nox release 
is associated with stimulation of the lipid peroxidation of cell components by 
aminochromes. However, the aminochromes do not increase the level of 
extracellular Nox (eNox) in these conditions.  

 The phenomenon of the releasing of the Nox is a new mechanism of 
destabilization of cell components under the influence of aminochromes.  
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