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Введение. Разработка новых методов коррекции повреждений, возникающих при ишемии-реперфузии пе-
чени (ИРП), является актуальной проблемой современной хирургии и трансплантологии.

Цель исследования – изучить роль сероводорода в механизме защитного влияния эритропоэтина при син-
дроме ИРП у крыс. 

Материал и методы. Животных разделили на 4 группы: 1-я (n=10) – контроль; во 2-й (n=10) моделиро-
вали ишемию (30 мин., маневр Прингла) и реперфузию (120 мин.) печени; в 3-й (n=10) группе  за 30 мин. перед 
ИРП крысам вводили эритропоэтин (INTAS, 1000 МЕ/кг), в 4-й (n=10) группе введение эритропоэтина ком-
бинировали с DL-пропаргилглицином (Sigma, 50 мг/кг, 60 мин. до ИРП). В конце экспериментов исследовали 
параметры прооксидантно-антиоксидантного баланса (диеновые коньюгаты, малоновый диальдегид, вос-
становленный глутатион, активность каталазы и др.) в крови и печени. 

Результаты. Установлено, что эритропоэтин существенно понижал уровень продуктов перекисного 
окисления липидов, улучшал показатели антиоксидантной защиты в крови и тканях печени в конце реперфу-
зионного периода. Ингибирование эндогенного синтеза сероводорода в печени с помощью DL-пропаргилглици-
на нивелировало данный эффект эритропоэтина. 

Вывод. Защитный эффект эритропоэтина при ишемии-реперфузии печени в большой степени опосредо-
ван газотрансмиттерными свойствами сероводорода. 
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Введение
Выяснение	 физиологических	 эффектов	 эн-

догенного	 сероводорода	 является	 актуальной	
проблемой	современной	физиологии	и	медици-
ны.	 С	 момента	 установления	 эндогенной	 про-
дукции	 данного	 соединения	 в	 организме	 мле-
копитающих	прошел	не	один	десяток	лет,	пока	
точка	 зрения	 о	 нем,	 как	 о	 побочном	 продукте	
биохимических	 реакций,	 трансформировалась	
до	 биологически	 высокоактивного	 соединения,	
участвующего	в	механизмах	межклеточной	сиг-
нализации	и	модулирующего	активность	многих	
проадаптивных	генов	[6,	10,	14,	22,	24].	Показа-
но,	что	H2S	синтезируется	практически	во	всех	
тканях,	 а	 наибольшие	 его	 концентрации	 обна-
руживаются	 в	 мозге,	 сердце,	 сосудах,	 печени	
и	почках	 [14,	25].	В	печени	H2S	синтезируется	
из	 L-цистеина	 преимущественно	 под	 влиянием	
фермента	 цистатионин-γ-лиазы.	 Он	 обладает	
нейротрансмиттерными	 свойствами,	 способно-
стью	 к	 вазодилатации,	 уменьшает	 агрегацию	
тромбоцитов,	легко	вступает	в	реакцию	с	актив-
ными	формами	кислорода	и	азота,	восстанавли-
вает	 активность	ферментов	благодаря	 сульфги-
дратации,	влияет	на	клеточную	пролиферацию	и	
ангиогенез	[6,	24].		

Установлено,	 что	 при	 ишемии-реперфузии	
печени	 (ИРП)	 экзогенный	H2S	 улучшает	 пара-
метры	 кислородтранспортной	 функции	 крови,	
повышает	 активность	 внутриклеточных	 анти-
оксидантов,	 индуцирует	 продукцию	 белков	
теплового	 шока	 (HSP-90),	 подавляет	 апоптоз,	
провоспалительные	 факторы,	 что	 способствует	
уменьшению	реперфузионных	повреждений	ор-
гана	[7,	12,	13].	Ранее	нами	показан	протектив-
ный	эффект	эритропоэтина	(ЭПО)	при	ИРП	[8].	
Учитывая,	что	ЭПО	и	H2S	способны	модулиро-

вать	активность	одних	и	тех	же	проадаптивных	
генов	и	оказывать	схожее	влияние	на	проокси-
дантно-антиоксидантный	баланс	при	ИРП	[7,	8,	
17,	21],	нами	была	поставлена	цель:	 	 выяснить	
роль	эндогенного	сероводорода	в	механизме	за-
щитного	действия	эритропоэтина	на	печень	при	
синдроме	ишемии-реперфузии	у	крыс.		

Материал и методы
Опыты	 выполнены	 на	 40	 взрослых	 белых	

крысах-самцах,	массой	280-360	г,	выдержанных	
в	стандартных	условиях	вивария.	Под	комбини-
рованным	наркозом	(тиопентал	натрия	–	30	мг/
кг,	 в/б,	 калипсол	–	100	мг/кг,	 в/м)	ишемию	пе-
чени	вызывали	наложением	сосудистого	зажима	
на	а.	hepatica	propria	и	v.	portae	(маневр	Прингла)	
в	 течение	 30	 минут,	 	 реперфузионный	 период	
длился	 120	 минут.	 В	 конце	 эксперимента	 осу-
ществляли	забор	смешанной	венозной	крови	из	
правого	предсердия	и	 тканей	печени	для	оцен-
ки	 параметров	 КТФ	 крови,	 прооксидантно-ан-
тиоксидантного	 и	 функционального	 состояния	
печени.	 Все	 оперативные	 вмешательства	 осу-
ществляли	в	условиях	адекватной	анальгезии	в	
соответствии	с	нормами,	принятыми	этической	
комиссией	 по	 гуманному	 обращению	 с	живот-
ными	Гродненского	государственного	медицин-
ского	университета.

	Животных	разделили	на	4	группы:	1-я	(n=10)	
–	контрольная;	во	2-й	 (n=10)	группе	моделиро-
вали	ИРП;	 в	 3-й	 (n=10)	 группе	 	 за	 30	мин.	 пе-
ред	ИРП	 крысам	 вводили	 рекомбинантный	 че-
ловеческий	 эритропоэтин	 альфа	 (ЭПО,	 INTAS,	
1000	МЕ/кг,	в/б)	[8],	в	4-й	(n=10)	группе	введе-
ние	ЭПО	комбинировали	с	ингибитором	синтеза	
сероводорода	 –	 Dl-пропаргилглицином	 (ПАГ,	
Sigma,	50	мг/кг,	60	мин	до	ИРП,	в/б)	[23].	Содер-
жание	 сероводорода	 в	 плазме	 крови	 определя-



58 Journal of the Grodno State Medical University  № 1, 2017   

ли	 спектрофотометрическим	методом,	 который	
основан	 на	 реакции	между	 сульфид-анионом	и	
кислым	 раствором	N,N-диметил-p-фенилендиа-
мином	в	присутствии	хлорида	железа	(III)	[18].		

Изучали	 следующие	 показатели	 проокси-
дантно-антиоксидантного	 состояния:	 диено-
вые	 коньюгаты	 (ДК),	 малоновый	 диальдегид	
(МДА),	основания	Шиффа	(ОШ),	восстановлен-
ный	 глутатион	 (GSH),	 α-токоферол,	 ретинол	 и	
активность	 каталазы.	Содержание	ДК	 в	 биоло-
гическом	 материале	 определяли	 методом	 уль-
трафиолетовой	 спектрофотометрии	 при	 длине	
волны	233	нм,	типичной	для	коньюгированных	
диеновых	 структур	 гидроперекисей	 липидов	
[1].	 Уровень	 МДА	 (ТБК-активных	 продуктов)	
оценивали	по	взаимодействию	с	2'-тиобарбиту-
ровой	кислотой	(ТБК),	которая	при	нагревании	
в	кислой	среде	приводит	к	образованию	триме-
тинового	 комплекса	 розового	цвета	 [4].	Содер-
жание	ОШ	определяли	по	интенсивности	флюо-
ресценции	хлороформного	экстракта	при	длинах	
волн	возбуждения	и	 эмиссии	344	нм	и	440	нм,	
соответственно	 [11].	 Концентрацию	 α-токо-
ферола	 и	 ретинола	 изучали	 методом	 флюори-
метрического	 определения	 по	 интенсивности	
флюоресценции	 гексанового	 экстракта	 [9].	 В	
качестве	стандарта	использовались	α-токоферол	
и	 ретинол	фирмы	 "Sigma".	 Содержание	GSH	 в	
биологическом	 материале	 определяли	 по	 мо-
дифицированному	 методу	 J.	 Sedlak,	 R.	 Lindsay	
(1968)	 [20],	 в	 основе	 которого	 лежит	 реакция	
взаимодействия	SH-групп	глутатиона	с	5,5’-	ди-
тиобис(2-нитробензойной	кислотой),	способной	
поглощать	свет	при	длине	волны	412	нм.	Ката-
лазная	 активность	 в	 биологическом	 материале	
оценивалась	спектрофотометрическим	методом,	
основанным	на	способности	перекиси	водорода	
образовывать	с	солями	молибдена	стойко	окра-
шенный	комплекс	[5].	

Статистическую	обработку	полученных	дан-
ных	 проводили	 с	 использованием	 t-критерия	
Стьюдента,	 критериев	 Вилкоксона	 или	 Ман-
на-Уитни	 (в	 зависимости	от	нормальности	рас-
пределения	 выборок).	 Достоверными	 считали	
различия	при	p<0,05.

Результаты и обсуждение 
Моделирование	синдрома	ИРП	у	крыс	приво-

дило	к	снижению	уровня	сероводорода	в	плазме	
смешанной	венозной	крови	в	конце	реперфузии	
на	 35,2%	 (p<0,01)	 по	 отношению	 к	 контролю	
(рис.1).	 Инфузия	 ЭПО	 способствовала	 восста-
новлению	уровня	H2S	в	 крови	при	ИРП,	 тогда	
как	 ингибирование	 	 цистатионин-γ-лиазы	 в	 ус-
ловиях	введения	ЭПО	снижало	уровень	серово-
дорода	по	отношению	ко	всем	эксперименталь-
ным	группам	и	контролю	(см.	рис.1).

Изменения	параметров	прооксидантно-анти-
оксидантного	баланса	 	представлены	в	таблице	
1.	Установлено,	что	моделирование	ИРП	у	крыс	
приводило	к	росту	содержания	продуктов	ПОЛ,	
истощению	 структурных	 антиоксидантов	 (то-
коферол,	 ретинол),	 	 снижению	 активности	 ка-
талазы	в	крови	и	печени	опытных	животных.	В	
группе	животных,	 получавших	ЭПО	 (3-я	 груп-

па),	 наблюдалось	 улучшение	 большинства	 ис-
следуемых	параметров.	Так,	уровень	ДК	и	ОШ	
в	эритроцитах	по	отношению	к	животным,	кото-
рым	препарат	не	вводили,	понижался	на	62,9%	
(p<0,001)	 и	 39,2%	 (p<0,001),	 соответственно.	
Содержание	 ДК	 и	 ОШ	 в	 печени	 в	 конце	 ре-
перфузии	 по	 отношению	 к	 крысам,	 у	 которых	
моделировали	 только	 ИРП,	 падало	 на	 78,0%	
(p<0,001)	и	73,9	(p<0,001),		соответственно.	Од-
новременно	 улучшались	 изучаемые	 параметры	
антиоксидантной	системы	в	крови	и	тканях	пе-
чени	у	крыс,	получавших	ЭПО,	по	отношению	
к	животным	2-й	группы.	Так,	в	печени	в	конце	
реперфузии	 уровни	 α-токоферола,	 ретинола	 и	
активность	каталазы	у	животных	3-й	группы		не	
отличались	от	контрольных,	а	содержание	GSH	
эритроцитов	 повышалось	 на	 20,7%	 (p<0,05)	 по	
отношению	к	контролю.	Результаты	исследова-
ния	указывают,	что	введение	крысам	ЭПО	спо-
собствует	улучшению	прооксидантно-антиокси-
дантного	баланса	при	ИРП.

Применение	ЭПО	в	условиях	ингибирования	
синтеза	сероводорода	с	помощью	ПАГ	(4-я	груп-
па)	 ухудшало	 параметры	 прооксидантно-анти-
оксидантного	 состояния	 крови	 и	 печени	 после	
ишемии	 (см.	 табл.	 1).	 Так,	 уровень	 продуктов	
ПОЛ	в	плазме	крови	в	 конце	реперфузионного	
периода	 возрастал:	 ДК	 –	 в	 2,8	 раза	 (p<0,001),	
ОШ	 –	 в	 3,5	 раза	 (p<0,001);	 активность	 катала-
зы	 эритроцитов	 падала	 в	 2,1	 раза	 (p<0,001)	 по	
отношению	 к	 крысам	 3-й	 группы.	 Содержание	
α-токоферола	 и	 ретинола	 плазмы	 в	 4-й	 группе	
по	 отношению	 к	 контрольным	 животным	 по-
нижалось	на	14,8%	(p<0,001)	и	17,7%	(p<0,001),	
соответственно.	 Схожая	 динамика	 изменений	
показателей	 прооксидантно-антиоксидантного	
баланса	наблюдалась	в	печени	(см.	табл.	1).	Сле-
дует	отметить,	что	у	крыс	4-й	группы,	несмотря	
на	повышение	уровня	ДК	в	печени	и	ОШ	в	плаз-
ме	крови	по	отношению	к	животным	3-й	группы	
данные	 показатели	ПОЛ	 оставались	 ниже,	 чем	
во	 2-й	 группе	 экспериментальных	 животных	
(см.	табл.	1).

Рисунок 1. – Изменение уровня сероводорода плазмы у 
опытных крыс в конце реперфузионного периода:

где * – достоверное различие по отношению к кон-
трольной группе (p<0,05), # – достоверное различие по 
отношению ко 2-й группе (ИРП) животных (p<0,05),  
& – достоверное различие по отношению к 3-й группе 
(ЭПО) животных (p<0,05)
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Результаты	исследования	указывают,	что	ис-
пользование	ЭПО	перед	ИРП	значительно	улуч-
шает	 прооксидантно-антиоксидантное	 состоя-
ние	в	крови	и	печени	опытных	животных,	тогда	
как	применение	ингибитора	эндогенного	синтеза	
H2S	приводит	к	снижению	данного	протективно-
го	эффекта.		Показано,	что	в	печени	под	влияни-
ем	ЭПО	увеличивается	экспрессия	рецепторов	к	
нему	(ЭПОР),	что	ведет	к	ингибированию	TLR2	
рецепторов	и	снижению	уровня	ядерного	факто-
ра	 –	 κB	 (NF-κB)	и	провоспалительных	цитоки-
нов	(TNF-α,	IL-1,	IL-6)	при	ишемии-реперфузии	
[15].	Взаимодействие	ЭПО	с	ЭПОР	приводит	к	
активации	внутриклеточного	сигнального	каска-
да	 с	 участием	 фосфатидилинозитол-3-киназы	
(PI3K)	 и	 протеинкиназы	 В	 (Akt),	 что	 способ-
ствует	 активации	 транскрипционных	факторов,	
в	том	числе	ядерного	фактора	эритроидного	про-
исхождения	 Nrf2,	 отвечающего	 за	 экспрессию	
антиоксидантных	протеинов	и	 защиту	от	 окис-
лительного	стресса	[3,	15,	17].	Так,	в	работе	[17]	
установлено,	что	 активация	Nrf2	под	влиянием	
ЭПО	при	ишемии	мозга	сопровождалась	значи-
тельным	 антиоксидантным	 эффектом,	 связан-
ным	с	уменьшением	накопления	перекиси	водо-
рода	в	тканях	этого	органа.	Результаты	Meng	H.	
et	al.	[17]	согласуются	с	полученными	нами	дан-
ными	 об	 улучшении	 большинства	 параметров	
прооксидантно-антиоксидантного	 состояния,	 в	
том	числе	повышение	активности	каталазы,	при	
ИРП	в	условиях	введения	ЭПО.	Вместе	с	тем	по-
лученные	нами	данные	о	влиянии	ЭПО	при	ИРП	
у	 крыс	 трудно	 объяснить	 активацией	 ядерного	
аппарата	клеток,	т.к.	последнее	требует	большей	

Шкала	опросника
Группы

I II III
До	 После	 До	 После	 До	 После	

Физическое	
функционирование	(PF)

45,0
[43,8-57,5]

70,0
[55,0-80,0]*

35,0
[25,0-50,	0]

52,5
[43,8-62,5]	*

35,0
[25,0-47,5]

60,0
[57,5-72,5]	*

Ролевое	функционирование,	
обусловленное	физическим	

состоянием	(RP)

25,0
[0,0-50,0]

50,0
[18,8-56,3]*

0,0
[0,0-0,0]

0,0
[0,0-50,0]

0,0
[0,0-0,0]

0,0
[0,0-0,0]

Интенсивность	боли	(BP)
62,0

[52,0-66,0]
73,0

[67,0-74,0]*
51,5	

[41,0-64,5]
57,0

	[52,0-64,5]*
41,0	

[21,5-53,0]
52,0

	[31,0-62,0]	*

Общее	состояние	здоровья	
(GH)

45,0
[40,0-50,0]

66,0
[50,0-77,0]*

40,0
[33,8-43,3]

46,0	
[42,0-50,5]*

45,0	
[32,5-54,5]

52,0
[50,0-58,5]*

Физический	компонент	
здоровья	(PH)

38,1
[34,0-42,9]

44,5
[39,7-49,6]*

34,7	
[32,8-37,3]

38,3	
[36,4-40,2]*

33,0
	[30,3-34,3]

37,9
	[34,5-40,8]*

Жизненная	активность	(VT)
42,5

[35,0-45,0]
50,0

[45,0-51,3]*
35,0

	[35,0-41,3]
40,0

	[35,0-45,0]*
35,0	

[27,5-37,5]
50,0	

[45,0-55,0]*

Социальное	
функционирование	(SF)

56,3
[50,0-65,6]

75,0
[62,5-75,0]*

50,0	
[37,5-62,5]

62,5
[59,4-65,6]*

37,5
	[25,0-50,0]

62,5	
[37,5-62,5]*

Ролевое	функционирование,	
обусловленное	

эмоциональным	состоянием	
(RE)

33,3
[0,0-75,0]

33,3
[25,0-66,7]*

0,0
[0,0-0,0]

0,0
	[0,00-33,3]

0,0
[0,0-0,0]

0,0
	[0,0-66,7]

Психическое	здоровье	(MH)
46,0

[40,0-64,0]
62,0

[56,0-68,0]*
38,0

	[36,0-53,0]
52,0	

[44,0-57,0]*
44,0

	[42,0-48,0]
60,0

[56,0-68,0]*

Психологический	
компонент	здоровья	(MH)

39,8
[33,0-45,3]

43,2
[40,2-44,9]*

31,8	
[30,2-34,4]

34,9	
[33,5-40,6]*

31,8	
[29,3-37,3]

39,0
	[32,8-46,2]*

Примечание: * – p<0,05

Таблица 1. –	Динамика	показателей	качества	жизни	до	и	после	курса	МР	
(Ме	[25%;	75%])

продолжительности	
экспериментов.

Показано,	 что	 Akt	
может	 активировать	
цистатионин-γ-лиазу	
без	 участия	 генетиче-
ского	 аппарата	 клеток	
путем	прямого	фосфо-
рилирования	 фермен-
та,	 являющегося	 ос-
новным	 продуцентом	
эндогенного	 серово-
дорода	 в	 печени	 [19].	
Использование	 специ-
фического	 ингибитора	
цистатионин-γ-лиазы	–	
ПАГ	–	в	наших	опытах	
препятствовало	 разви-
тию	большинства	про-
тективных	 эффектов	
ЭПО	 на	 прооксидант-
но-антиоксидантное	
состояние.	По-видимо-
му,	 сероводород	 был	
основным	 мессендже-
ром	 защитного	 дей-
ствия	 ЭПО	 при	 ИРП	
у	 крыс.	 Эндогенный	
сероводород	 быстро	
захватывается	 метал-
лосодержащими	 про-
теинами	и	метаболизи-

руется	в	митохондриях	клеток	[6].	Показано,	что	
H2S	способствует	улучшению	работы	митохон-
дрий,	 поддержанию	 процессов	 окислительного	
фосфорилирования,	препятствует	индуцирован-
ному	ионами	кальция	высвобождению	цитохро-
ма	С	и	апоптозу,	снижает	генерацию	свободных	
радикалов	 кислорода	 в	 дыхательной	 цепи,	 что	
предотвращает	 развитие	 окислительного	 стрес-
са	 в	печени	 [16].	Нельзя	исключить,	 что	повы-
шение	продукции	H2S	эндотелием	сосудов	спо-
собно	 модифицировать	 кислородсвязывающие	
свойства	гемоглобина	в	результате	его	сульфги-
дрирования	[2,	7],	что	может	существенно	вли-
ять	на	редокс-состояние	тканей	при	ИРП.	

Выводы
1.	 Инфузия	 эритропоэтина	 в	 дозе	

1000	МЕ/кг	перед	ишемическим	периодом	сни-
жает	активность	процессов	перекисного	окисле-
ния	 липидов	 и	 улучшает	механизмы	 антиокси-
дантной	 защиты	 при	 моделировании	 синдрома	
ишемия-реперфузия	печени	у	крыс.		

2.	 Защитное	 действие	 ЭПО	 на	 печень	 при	
ишемии-реперфузии	 реализуется	 преимуще-
ственно	 через	 увеличение	 эндогенной	 продук-
ции	 сероводорода	 и	 его	 газотрансмиттерными	
свойствами,	 что,	 в	 частности,	 проявляется	 в	
улучшении	 прооксидантно-антиоксидантного	
баланса	у	экспериментальных	животных.

Работа выполнена благодаря поддержке  
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INVOLVEMENT OF HYDROGEN SULFIDE IN ERYTHROPOIETIN PROTECTIVE EFFECT 
DURING HEPATIC ISCHEMIA-REPERFUSION SYNDROME 

Khodosovsky M. N., Zinchuk V. V., Gulyai I. E. 
Educational Establishment “Grodno State Medical University”, Grodno, Belarus

Introduction. Development of new methods for hepatic ischemia-reperfusion (HIR) injuries correction is an actual 
problem of modern surgery and transplantation. 

Purpose. To investigate the role of hydrogen sulfide in erythropoietin protective effect during HIR in rats.
Material and methods. 40 rats were divided into 4 groups: the 1st   one (n=10) was the control group; in the 2nd 

group (n=10) hepatic ischemia (30 min, the  Pringle manoeuvre) and reperfusion (120 min) were modeled; in the 3rd 
group (n=10) erythropoietin (INTAS; 1,000 IU/kg) was administered 30 min before HIR; in the 4th group (n=10) the 
rats were handled like in the 3rd group, but an inhibitor of cystathionine-γ-lyase, DL-propargylglycine, (Sigma, 50 
mg/kg) was added 1hr before HIR. The parameters of pro/antioxidant balance (conjugated diens, malondialdehyde, 
reduced glutathione, catalase activity, etc.) were detected in the  blood and liver at the end of experiments. 

Results. It was found that erythropoietin significantly decreased the level of lipid peroxidation products, improved 
parameters of antioxidant defense system in blood and liver at the end of reperfusion. Inhibition of endogenous hydrogen 
sulfide synthesis in the liver by DL-propargylglycine significantly reduced this protective effect of erythropoietin. 

Conclusion. The protective effect of erythropoietin during hepatic ischemia-reperfusion is largely mediated by 
gasotransmitter properties of hydrogen sulfide. 

Keywords: hydrogen sulfide, erythropoietin, reperfusion, liver, prooxidant-antioxidant status, rats.


