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СОСТОЯНИЕ ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНОГО 
РАВНОВЕСИЯ В ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ВВЕДЕНИИ 

ИММУНОДЕПРЕССАНТА МИКОФЕНОЛАТА МОФЕТИЛ

М. Н. Курбат (vwmisha@mail.ru), И. Э. Гуляй, С. Я. Шалесная, А. Ю. Алещик
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Введение. Ростим мунодефицитных состояний, неясность отдельных звеньев патогенеза порождает 
необходимость воспроизведения экспериментальной иммуносупрессии на лабораторных животных.

Цель исследования. Изучитьпрооксидантно-антиоксидантное равновесие в печени крыс при введении 
иммунодепрессантами кофенолата мофетил (ММФ).

Материалы и методы. Активность свободно-радикальных процессов в ткани печени оценивали по со-
держанию продуктов ПОЛ: диеновые (ДК) и триеновые (ТК) конъюгаты, малоновый диальдегид (МДА).Содер-
жание неферментативных и ферментативных компонентов АОС оценивали по содержанию α-токоферола, 
ретинола, восстановленного глутатиона (GSH), убихинона (КоQ), активности каталазы.

Результаты. Введение препарата ММФ в дозе 40 мг/кг/сутки на протяжении 7 суток не приводит к 
накоплению продуктов ПОЛ в ткани печени, что может быть связано с активным использованием липо-
фильных антиоксидантных компонентов клетки. Через 7 суток после прекращения введения препарата жи-
вотным наблюдается полное восстановление прооксидантно-антиоксидантного равновесия в печени крыс.
Двухнедельное введение ММФ в дозе 40 мг/кг/сутки приводит к активации ПОЛ в ткани печени, которое 
может приводить к последующей гибели гепатоцита, лежащего в основе токсического гепатита. 

Заключение. Внутрижелудочное введение препарата ММФ на протяжении 7 суток в суточной дозе  
40 мг/кг может применяться для экспериментального моделирования иммунодефицитных состояний без 
развития признаков токсического поражения печени свободнорадикального генеза,имеющего место при на-
значении классических иммуносупрессантов.
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Background. The growth of immunodeficiency, unclearness of pathogenesis necessitates the reproduction of 
experimental immunosuppression in laboratory animals.

Objective. To study the prooxidant-antioxidant equilibrium in rat liver after the administration of immunosupressant 
mycophenolate mofetil (MMF).

Materials and methods. The activity of free radical processes in liver tissue was assessed by the content of 
lipid peroxidation products: diene (DC) and triene (TC) conjugates, malonic dialdehyde (MDA). The content of non-
enzymatic and enzymatic AOC components was assessed by the level of α-tocopherol, retinol, reduced glutathione 
(GSH), ubiquinone (CoQ) and catalase activity.

Results. The administration of the MMF at a dose of 40 mg/kg daily for 7 days does not result in the accumulation 
of products of lipid peroxidation in the sample of liver tissue, which may be due to the active use of the lipophilic 
antioxidant components of the cell. In 7 days after discontinuation of the administration of the drug, complete restoration 
of prooxidant-antioxidant balance in liver is observed in animals. A two-week injection of MMF at a dose of 40 mg/
kg daily results in the activation of the peroxidation of lipids in liver tissue that can lead to subsequent death of the 
hepatocyte underlying the drug-induced liver injury (DILI).

Conclusion. Intragastric administration of the MMF for 7 days at a daily dose of 40 mg/kg can be used for 
experimental modeling of immunodeficiency without development of signs of toxic damage to the liver by free radical 
origin, which occurs in the case of classical immunosuppressants.
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Введение 

Отмечаемый в последние десятилетия неу-
клонный рост иммунодефицитных состояний (в 
том числе и ВИЧ-инфекции), неясность отдель-
ных звеньев патогенеза порождает необходи-
мость воспроизведения экспериментальной 
ммуносупрессии на лабораторных животных. 
Широкий фармакологический выбор современ-
ных иммунодепрессантов позволяет моделиро-
вать многие иммунодефициты. Класс иммуно-
супрессивных препаратов крайне неоднороден,  
содержит препараты с разными механизмами 
действия и разным профилем побочных эффек-
тов. Различается и профиль иммуносупрессив-
ного эффекта: некоторые препараты более или 
менее равномерно подавляют все виды иммуни-
тета, другие имеют особую избирательность по 
отношению к аутоиммунитету, при сравнительно 
меньшем влиянии на антибактериальный, про-
тивовирусный и противоопухолевый иммунитет. 
По происхождению и строению иммуносупрес-
сивные средства разделяют на глюкокортикои-
ды, антиметаболиты, алкилирующие соедине-
ния, антибиотики, алкалоиды и др. [21].

Однако подавляющее большинство иммуно-
депрессантов обладает выраженным спектром 
побочных эффектов, в первую очередь негатив-
ным воздействием на печень и другие органы 
желудочно-кишечного тракта. В литературе под-
робно описывается гепатотоксичность цикло-
фосфамида, циклоспорина, азатиоприна, мето-
трексата, такролимуса и других лекарственных 
средств, издавна применяемых в эксперимен-
тальной иммунологии [11, 18].

Все это затрудняет возможность моделиро-
вать иммунодефицитные состояния у животных 
в «чистом» виде без сопутствующей патоло-
гии со стороны печени и порождает необходи-
мость поиска новых методов воспроизведения 
иммунодефицитов.

Проблема изучения молекулярных основ ток-
сических гепатитов остается в настоящее время 
весьма актуальной в связи с тяжестью и рас-
пространенностью данных патологий. Одной из 
стартовых мишеней токсического воздействия 
препаратов в клетке являются митохондрии [1]. 
Именно эти органеллы способны при окисли-
тельном повреждении инициировать активацию 
сигнальных путей,ведущих к гибели клеток, а, 
следовательно, – к повреждению тканей и функ-
циональным нарушениям органов и систем [6]. 
Активные формы кислорода (АФК), обладающие 
высоким окислительным потенциалом и способ-
ностью к быстрым превращениям, вызывают 
цепные свободнорадикальные процессы в клет-
ках, ведущим из которых является пероксидное 
окисление липидов (ПОЛ). Субстратами ПОЛ 
являются липиды с высоким содержанием не-
насыщенных жирных кислот, играющие важную 

роль в структурно-функциональной организации 
биомембран. В норме ПОЛ способствует обнов-
лению мембран, однако усиленная генерация 
АФК и интенсификация свободнорадикальных 
процессов сопровождают развитие различных 
патологических состояний.

При всем многообразии воздействий, ока-
зываемых продуктами пероксидного окисления 
на клетки, одним из основных эффектов ПОЛ 
является нарушение функционирования био-
мембран. В настоящее время считается, что ве-
дущий патогенетический фактор при развитии 
поражения гепатоцитов вследствие канцероге-
неза, воспаления, химического и лекарственно-
го отравления – дисбаланс между гиперпродук-
цией АФК и активацией ПОЛ, с одной стороны, 
и недостаточностью антиоксидантных систем 
(АОС) организма, с другой.

Цель исследования -  изучение проокси-
дантно-антиоксидантного равновесия в печени 
крыс при введении иммунодепрессанта ММФ, 
успешно применяется, наряду с азатиоприном, 
для подавления реакции отторжения трансплан-
тата и относится к иммунодепрессантам антиме-
таболического типа. 

ММФ является зарегистрированным лекар-
ственным средством в Республике Беларусь и 
по анатомо-терапевтическо-химической клас-
сификации (ATC) входит в группу селективных 
иммунодепрессантов. ММФ представляет собой 
2-морфолиноэтиловый эфир микофеноловой 
кислоты. ММФ – мощный селективный неконку-
рентный и обратимый ингибитор инозинмоно-
фосфатдегидрогеназы (ИМФДГ), подавляющий 
синтез гуанозиновых нуклеотидов denovo [16]. 
Согласно литературным данным, назначение 
ММФ в дозе 40 мг/кг в течение 7 суток оказывает 
негативное воздействие на заживление кожных 
ран у грызунов, вследствие снижения иммуните-
та[19]; в той же дозе ММФ значительно снижает 
лейкоцитарную инфильтрацию трансплантата 
после гетеротопической трансплантации сердца 
в модели крыс [15].

Механизм, путем которого ММФ ингибирует 
ферментную активность ИМФДГ, по-видимому, 
связан с тем, что ММФ структурно имитирует 
как кофактор никотинамиддинуклеотидфосфа-
та, так и катализирующую молекулу воды. Это 
препятствует окислению инозин-5-монофосфа-
та в ксантозо-5-монофосфат – важнейший этап 
биосинтеза гуанозиновых нуклеотидов denovo. 
ММФ оказывает более выраженное цитостати-
ческое действие на лимфоциты, чем на другие 
клетки, поскольку пролиферация Т- и В-лимфо-
цитов очень сильно зависит от синтеза пуринов 
denovo, в то время как клетки других типов могут 
переходить на обходные пути метаболизма [5].
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Материалы и методы

Для моделирования иммунодепрессии ММФ 
вводили белым беспородным крысам-самцам, 
средней массой 200–240 г, содержащихся на 
стандартном рационе вивария без ограниче-
ния доступа к воде. Проведение исследования 
одобрено комитетом по биомедицинской этике 
учреждения образования «Гродненский госу-
дарственный медицинский университет». Кры-
сы были взяты в эксперимент методом случай-
ной выборки и разделены на 4 группы: контроль  
(1-я) и опытные (2–4). Животным опытных групп, 
на протяжении 7 суток внутрижелудочно через 
зонд вводили суспензию препарата в дозе 40 
мг/кг/сутки: 2-я группа – ММФ 7 суток,3-я группа 
– ММФ 7 суток и 7 суток наблюдения после от-
мены препарата и 4-я группа – ММФ 14 суток. 
Контрольные животные (1-я группа) получали 
внутрижелудочно эквиобъемное количество 
0,9% раствора натрия хлорида. За 12 часов до 
забоя животных лишали пищи с сохранение 
воды в качестве источника питья. Забой живот-
ных 2-й группы проводили на 8-е сутки, 3-е и 4-й 
групп – на 15-е сутки.

Активность свободно-радикальных процес-
сов в ткани печени оценивали по содержанию 
первичных и вторичных продуктов ПОЛ: диено-
вые (ДК) и триеновые (ТК) конъюгаты, малоно-
вый диальдегид (МДА) [10].

Содержание неферментативных и фермен-
тативных компонентов АОС оценивали по со-
держанию α-токоферола, ретинола, восстанов-
ленного глутатиона (GSH), убихинона (КоQ), 
активности каталазы.

Для приготовления гомогенатов разморожен-
ные образцы тканей печени измельчали в де-
сятикратном объёме 10 мМ калий-фосфатного 
буфера (рH7,4), содержащем 0,1 мМ ЭДТА в го-
могенизаторе WPW-30 (Польша) с тефлоновым 
пестиком (2000 об/мин, 10 циклов).

ДК и ТК определяли с помощью метода, осно-
ванного на интенсивности поглощения диеновых 
структур гидроперекисей липидов в области 233 
(ДК) и 278 (ТК) нм [7]. Содержание МДА оцени-
вали по методу [4], основанному на образовании 
при нагревании в кислой среде триметинового 
комплекса розового цвета, интенсивность кото-

рого определяли спектрофотометрически при 
длине волны 540 нм. Концентрацию α-токофе-
рола, ретинола и убихинона определяли по ме-
тоду S. L. Taylor [19], основанному на определе-
нии интенсивности флуоресценции гексанового 
экстракта при длине волны возбуждения 286 нм 
и испускания 330 нм (для α-токоферола), при 
длине волны возбуждения 325 нм и испускания 
470 нм (для ретинола) и при длине волны воз-
буждения 295 нм и испускания 415 нм на спек-
трофлуориметре СМ 2203 «Солар».Активность 
каталазы в ткани печени оценивали по коли-
честву израсходованной перекиси водорода, 
способной образовывать с солями молибдена 
стойко окрашенный комплекс, имеющий мак-
симальное светопоглощение при длине волны 
410 нм [6].Содержание восстановленного глута-
тиона изучали по модифицированному методу 
J.Sedlak и R.Lindsay [17]. В основе метода лежит 
реакция взаимодействия SH-групп глутатиона  
с 5,5’-дитиобис (2-нитробензойной кислотой) 
(ДТНБ), способной поглощать свет при длине 
волны 412 нм.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с применением t-критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок при помощи пакета Statistica 
10.0 (Серийный номер AXAR207F394425FA-Q). 
Нормальность выборок проверяли критериями 
Колмогорова-Смирнова с поправкой Лиллифор-
са и Шапиро-Уилка [2].

Результаты и обсуждение

Известно, что токсическое поражение гепато-
цита приводит к нарушению прооксидантно-анти-
оксидантного равновесия, являющегося старто-
вым механизмом целого каскада биохимических 
процессов, приводящих к его некрозу.Результа-
ты наших исследований показали, что в группе 
животных, получающих ММФ на протяжении 7 
суток, не наблюдается активации ПОЛ соответ-
ствующего накопления продуктов ПОЛ (таблица 
1) в печени. Более того, в данной эксперимен-
тальной группе отмечается снижение (в 2 раза) 
ТК, которые являются промежуточными молеку-
лярными продуктами ПОЛ и оказывают значи-
мое токсическое действие, свидетельствуют о 
глубине и степени выраженности эндотоксикоза. 

Показатель
Группа 1  
Контроль

Группа 2
ММФ 7 суток

Группа 3
ММФ 7+7 суток

Группа 4
ММФ 14 суток

ДК, Ед/г ткани 4,13±0,785 4,28±0,487 5,47±0,714 4,59±0,777

ТК, Ед/г ткани 5,70±0,649 2,85±0,450* 6,60±0,902** 4,97±0,892**

МДА, мкмоль/г ткани 32,38±3,481 32,20±2,836 39,90±3,492 45,11±3,440*,**

Таблица 1. – Содержание первичных и вторичных продуктов ПОЛ в ткани печени крыс при вве-
дении ММФ

Примечание: *– p<0,05 при сравнении с контрольной группой; **– p<0,05 при сравнении со 2 группой
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Заслуживает внимания на наш взгляд, зна-
чительное уменьшение концентрации в данной 
группе липофильных антиоксидантов в печени: 
витаминов ретинола и α-токоферола, а также 
КоQ (рисунок 1). Возможно, данный метаболи-
ческий эффект является компенсаторным ме-
ханизмом, сдерживающим деструктивное дей-
ствие активных форм кислорода.

При проведении корреляционного анализа 
у животных контрольной группы не обнаружено 
статистически достоверных корреляций между 
продуктами ПОЛ и компонентами АОС. У живот-
ных 2-й группы выявлены положительные корре-
ляции между концентрациями ТК и КоQ (r=0,79, 
р=0,019, рисунок 2А) и ТК и ретинолом (r=0,75, 
р=0,032, рисунок 2Б), а также между ретинолом 
и КоQ (r=0,97, р=0,0001), что говорит о тесном 
антиоксидантном синергизме этих двух антиок-
сидантов [12, 14].

К концу первой недели после прекращения 
введения ММФ животным наблюдается нор-
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Рисунок 2 – Корреляционные матрицы концентраций ТК и КоQ (2A), К и витамина А (2Б) в ткани печени крыс при введении 
ММФ 7 суток

мализация процессов ПОЛ (таблица 1, группа 
3) в гомогенатах изучаемой ткани. Нами не об-
наружено разницы в содержании первичных и 
вторичных продуктов ПОЛ и АОС в сравнении 
с группой контроля. Однако при сравнении кон-
центрации липофильных антиоксидантов отме-
чается достоверная разница между животными 
2 и 3 групп. При прекращении введения ММФ  

регистрируется компенса-
торное повышенное содер-
жание токоферола, ретино-
ла и убихинона в печени, в 
сравнении с группой 2. В то 
время как активность ката-
лазы и уровень восстанов-
ленногоглутатиона не изме-
няется (рисунок 1).

Удлинение сроков воз-
действия ММФ на ткань 
печени до 14 суток приво-
дит к накоплению вторич-
ных продуктов ПОЛ. На-
блюдается возрастание 
МДА на 40% при сравнении  
с контрольной группой (та-
блица 1, группа 4). Уровень 
антиоксидантов статистиче-
ски значимо не изменяется. 
Накопление МДА в гепато-
цитах приводит к развитию 

окислительного стресса, ведущего к поврежде-
нию клеточных структур, нарушению метаболиз-
ма и жизнедеятельности клеток, все большей 
утечки активных форм кислорода с поврежда-
ющихся мембран митохондрий, запуску апоп-
тотической гибели клетки [3]. Установлено, что 
наиболее подвержены развитию патологических 
изменений в результате развития оксидативного 
стресса структуры клеток в тканях, функциони-
рование которых требует больших энергетиче-
ских затрат, с небольшими компенсаторными 
возможностями антиоксидантных систем. Нако-

Примечание: *– p<0,05 при сравнении с контрольной группой; **– p<0,05 при сравнении со 2 группой 
(ММФ 7); ***– p<0,05 при сравнении с 3 группой (ММФ 7+7)

Рисунок 1 – Содержание антиоксидантов в ткани печени (в процентах к контроль-
ной группе) 

Original Studies



97Гепатология и гастроэнтерология  № 1, 2017   

пление активных форм кислорода в чрезмерных 
количествах может сопровождаться нарушени-
ем жидкокристаллической структуры липопроте-
идов мембран, уменьшением прочности биоло-
гических мембран, набуханием и разрушением 
митохондрий, структурно-функциональными на-
рушениями ферментных системдыхания, окис-
лением сульфгидрильных групп ферментов, 
ослаблениембиосинтеза АТФ, репликацией 
ДНК (в том числе и митохондриальной), дезор-
ганизацией транспортных механизмов переноса 
ионов(Na+, K+, Ca2+), различных метаболитов 
между цитозолем, митохондриями и рибосома-
ми, снижением биосинтеза белков, нуклеино-
вых кислот, повреждением лизосом с выходом 
гидролитических ферментов, накоплением мо-
лочной кислоты, окси- и кетокислот и развитием 
ацидоза, инактивацией компонентов АОС [8, 13].

Выводы

1. Введение препарата ММФ в дозе 40 мг/кг/
сутки на протяжении 7 суток не приводит к на-
коплениюпродуктов ПОЛ в ткани печени, что 

может быть связано с активным использовани-
ем липофильных антиоксидантных компонентов 
клетки. Через 7 суток после прекращения введе-
ния препарата животным наблюдается полное 
восстановление прооксидантно-антиоксидант-
ного равновесия в печени крыс.

2. Двухнедельное введение ММФ в дозе 40 
мг/кг/сутки приводит к активации ПОЛ в ткани 
печени, что может приводить к последующей 
гибели гепатоцита, лежащего в основе токсиче-
ского гепатита. Такой лавинообразный процесс 
формирует все новые и новые цепи окисления 
с участием первичных, промежуточных и конеч-
ных продуктов ПОЛ.

3. Внутрижелудочное введение препарата 
ММФ на протяжении 7 суток в суточной дозе 40 
мг/кг может применяться для эксперименталь-
ного моделирования иммунодефицитных состо-
яний без развития признаков токсического по-
ражения печени свободнорадикального генеза, 
имеющего место при назначении классических 
иммуносупрессантов и цитостатиков.
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