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Независимо от этиологии повреждение пече�
ни вызывает выброс большого количества

разных цитокинов и факторов роста, что приво�
дит к фиброзу печени, наблюдающемуся при
многих хронических заболеваниях печени. На�
копление внеклеточного матрикса (ВКМ) в пе�
чени может приводить к циррозу или гепатокле�
точной карциноме (Milani и соавт., 1995; Bissell,
1998; Giannelli и соавт., 2003; Bataller & Brenner,
2005). Важным является ослабление процесса
накопления ВКМ в печени путем определения
факторов, которые вызывают хроническое пов�
реждение печени и фиброз.

Одним из основных осложнений при тяжелых
заболеваниях печени является портальная ги�
пертензия (Gines и соавт., 2004). Механизмы,
приводящие к повышению внутрипеченочной
резистентности, не совсем понятны, но считает�
ся, что определенную роль в этих механизмах
играют изменения в экспрессии/активности
синтазы оксида азота (NOS) и образование окси�
да азота (NO). NO образуется преимущественно
при помощи ферментов индуцибельной синтазы
оксида азота (iNOS) и эндотелиальной синтазы
оксида азота (eNOS) в печени (Marletta и соавт.,
1998). NO выполняет различные функции в ор�
ганизме, которые включают клеточные сигналы
(вторичный мессенджер), антимикробную спо�
собность, также NO является очень мощным ва�
зодилататором при регуляции тонуса сосудов

(Mittal и соавт., 1994; Gupta и соавт., 1998; Laroux
и соавт., 2001; Blaise и соавт., 2005). Синтезируе�
мый при помощи eNOS NO в печени является
важным фактором регуляции нормального пече�
ночного кровотока (Palmer и соавт., 1987). L�ар�
гинин является субстратом для всех изоформ
NOS при продукции NO (Bruckdorfer, 2005). По�
казана его эффективность в отношении облегче�
ния портальной гипертензии у пациентов с цир�
розом печени (Kakumitsu и соавт., 1998).

Другое исследование показало, что происходит
перераспределение экспрессии eNOS и iNOS при
хронических заболеваниях печени (Wei и соавт.,
2002). Более того, экспрессия iNOS и eNOS сни�
жена в синусоидальных эндотелиальных клет�
ках, изолированных из печени при длительном
влиянии повреждающих факторов (Petermann и
соавт., 1999). Эти данные свидетельствуют о том,
что разные изоформы NOS играют разную роль в
печени. Поэтому нарушение экспрессии разных
изоформ NOS является, возможно, ключевым
фактором прогрессирования хронического пов�
реждения печени.

Мы предположили, что продуцируемый eNOS
NO является основным фактором в ускорении
накопления ВКМ вследствие нарушения экс�
прессии различных про�фиброгенных факторов,
вызванное хроническим повреждением печени.
Целью этого исследования было изучение раз�
личных фиброгенных факторов и определение
роли двух основных изоформ NOS (eNOS и
iNOS) в ответ на введение аринина и ингибитора
iNOS. Мы использовали животную модель фиб�

Tung�Ming Leung 1,2, George L. Tipoe 2, 

Emily C. Liong 2, Thomas Y.H. Lau 3, 

Man�Lung Fung 2,  Amin A. Nanji 1

1 Университет Далхауз, Халифакс, Канада
2 Университет Гонконга, Гонконг
3 Гонконгский политехнический университет, Гонконг

Эндотелиальная синтаза 
оксида азота как важный фактор 
при экспериментальном фиброзе печени*

Ключевые слова
Тетрахлорид углерод, хроническое повреждение печени, L�аргинин, синтаза
оксида азота.

* International Journal of Experimental Pathology.— 2008.—

Vol. 89.— P. 241—250.



ОГЛЯДИ

СУЧАСНА ГАСТРОЕНТЕРОЛОГІЯ№ 5 (55) • 2010110

роза печени для определения влияния аргинина
и ингибитора iNOS на разные изоформы NOS и
прогрессирование фиброза печени.

Материалы и методы
Животная модель и препараты

Восьминедельные мыши ICR содержались в
стандартных условиях со свободным доступом к
воде на рационе в соответствии с требованиями
университета Гонконга и рекомендаций Нацио�
нального института здоровья. Мыши были рас�
пределены на 8 групп (n = 10—15): 1�я — только
питание (физиологический раствор/оливковое
масло); 2�я — тетрахлорид углерода (ССl4,
50 мкл/кг); 3�я — D�аргинин (200 мг/кг); 4�я —
D�аргинин + ССl4; 5�я — 5�метилизотиомочеви�
ны гемисульфат (SMT, 10 мг/кг); 6�я — L�арги�
нин (200 мг/кг); 7�я — SMT + ССl4; 8�я — L�арги�
нин + ССl4. D�аргинин, L�аргинин и SMT были
получены от Sigma, Сент�Луис, США. ССl4 рас�
творяли в оливковом масле и вводили два раза в
неделю интраперитонеально. SMT, L�аргинин и
D�аргинин разводили в физиологическом раство�
ре, вводили подкожно каждый день и давали за
30 мин до введения ССl4. Мышей усыпляли после
8�недельного лечения. Во всех эксперименталь�
ных группах мыши за 12 ч до смерти голодали.

Подготовка тканей 
и окрашивание Сириусом красным

Блоки свежей ткани печени фиксировали в 4 %
фосфат�буферном формалине и дегидратировали.
Из залитых парафином тканей изготавливали
срезы 5 мкм толщиной. Количественный анализ
накопления коллагена в тканях проводили при
помощи окрашивания Сириусом красным и мор�
фометрического анализа. Секции ткани окраши�
вали 0,1 % пикро�Сириусом красным (Poly�
sciences Inc., Вашингтон, США) в насыщенном
водном растворе пикриновой кислоты в течение
1 ч, после чего проводилась обработка 0,01 % гид�
рохлорной кислоте. Подсчет коллагена, окрашен�
ного Сириусом красным, проводили при помощи
Leica анализатора (Leica Microsystems Ltd, Мил�
тон Кейнс, Великобритания). Все срезы были ос�
мотрены одним и тем же человеком.

Измерение сывороточной 
аланинаминотрансферазы 
и общего 8�изопростана

Сывороточные уровни аланинаминотрансфе�
разы (АЛТ) и 8�изопростана исследовали, как
описано ранее (Tipoe и соавт., 2006). Уровень сы�
вороточной АЛТ указывал на степень некроза,
общее количество 8�изопростана было маркером
оксидативного стресса, который измеряли при

помощи 8�изопростан EIA набора (Cayman
Chemical, Анна Арбор, США).

Метод полимеразно�цепной реакции
с обратной транскриптазой

Общие РНК были экстрагированы из ткани
печени при помощи ядерно�спиновых наборов
для очищения нуклеиновых кислот (CLONTECH
Laboratories, Inc., Пало Алто, США). Первые эле�
менты кДНК были приготовлены по инструкци�
ям в SuperScript системы для first�strand синтеза
для полимеразно�цепной реакции (ПЦР) набора
с обратной транскриптазой (ОТ�ПЦР) (Life
Technologies, Карлсбад, США). Прямые и обрат�
ные праймеры, использованные в ПЦР, приведе�
ны в таблице. Термические циклы ПЦР были та�
кими: денатурация ПЦР смеси при 95 °С в тече�
ние 15 мин и затем амплификация (95 °С в тече�
ние 1 мин, 60 °С в течение 1 мин, 72 °С в течение
1 мин) на 30 циклов (трансформирующий фак�
тор роста β1 (ТФР� β1) и проколлаген�I), на 35
циклов (eNOS) и на 37 циклов (iNOS). Послед�
няя обработка проводилась при температуре
72 °С в течение 10 мин. ПЦР продукты были рас�
творены в 2 % агаре.

Западный блот�анализ

Протеины цитозоля и ядра были экстрагирова�
ны, как описано выше (Tipoe и соавт., 2006). Ци�
тозольные протеины были смешаны с буфером
(0,1 моль Tris�HCl с pH 6,8, 20 % глицерол, 4 %
SDS, 0,2 % бромфенол синий и 5,25 % β�меркап�
тоэтанол), после чего подлежали электрофорезу
в полиакриламидном геле. Протеины перeноси�
ли в Immun�BlotТМ PVDF Membrane (Bio�Rad
Laboratories, Inc., Геркулес, США) в блок для
электрофореза ТЕ�серии. Мембрану инкубиро�
вали в блокирующем буфере в течение 3 ч перед
инкубацией с первичными антителами в течение
ночи при температуре 4 °С: iNOS (1 : 500 раст�
вор; Transduction Lab, Сан Хосе, США); eNOS
(1 : 1000 раствор; Transduction Lab); нитротиро�
зин (1 : 1000 раствор, Zymed Laboratories Inc.,
США); β�актин (Sigma). Мембрану инкубирова�
ли во вторичных антителах (1 : 2000 раствор) в
течение 2 ч при комнатной температуре. Экс�
прессию протеинов, связанных с антителами, оп�
ределяли при помощи ECL набора для определе�
ния блоттинга (Amersham Pharmacia Biotech Inc.,
Букингемшир, Великобритания).

Определение шифта электрофоретической 
мобильности (EMSA)

Ядерный фактор каппа β (NF�κВ) и активатор�
ный протеин�1 (АР�1) являются основными
факторами транскрипции для iNOS и eNOS со�
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ответственно. Фосфорилированные и очи�
щенные олигонуклеотиды, комплементарные
NF�κВ или АР�1 (Promega, Мадисон, США), бы�
ли смешаны с 24 мкг экстракта ядерных протеи�
нов и 10 × буфером Gel Shift Binding (200 ммоль
Tris�HCl с pH 7,8, 1 моль NaCl, 50 ммоль MgCl2,
10 ммоль EDTA и 50 ммоль дитиотреитола).
Смесь инкубировали при комнатной температу�
ре в течение 20 мин перед помещением в 4 % не�
денатурирующий полиакриламидовый гель. Гель
был высушен и помещен на рентгеновскую плен�
ку, а сигнал подсчитывали при помощи лазерной
сканирующей денситометрии. Как и в предыду�
щих исследованиях, специфичность связывания
NF�κВ была подтверждена при помощи анализа
с конкурентными реагентами и способности спе�
цифических антител связывать протеин�ДНК
комплекс. В анализе с конкурентными реагента�
ми добавление в 100 раз большего количества не�
маркированного конкурентного комплементар�
ного олигонуклеотида предотвращало связыва�
ние. Эксперименты с суперсдвигом доказали
присутствие субъединицы р50 в связывающих
комплексах.

Статистический анализ

Результаты представлены как среднее ± стан�
дартное отклонение. Сравнение между разными
группами проводили при помощи U�теста Ман�
на—Уитни (двухстороннего) с использованием
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., Сан
Диего, США). Значение р < 0,05 считали статис�
тически значимым результатом.

Результаты
Роль L�аргинина и SMT в модулировании 
вызванного ССl4 повреждения печени 
и оксидативного стресса

Повышение активности сывороточной АЛТ
наблюдали после хронической интоксикации

ССl4 (р < 0,01; рис. 1). Как L�аргинин, так и SMT
значительно уменьшали ССl4�индуцированное
повышение уровня АЛТ (р < 0,01). При ССl4�ин�
дуцированном повреждении печени сывороточ�
ные уровни 8�изопростана и образование нитро�
тирозина в печени достоверно увеличивались по
сравнению с контролем (р < 0,05) (см. рис. 1).
Применение L�аргинина и SMT достоверно
уменьшало сывороточные уровни общего 8�изо�
простана и нитротирозина (p < 0,05) по сравне�
нию с группами аргинин + ССl4.

Применение L�аргинина давало лучшую 
степень супрессии, чем SMT 
в отношении накопления коллагена

Результаты окрашивания Сириусом красным
приведены на рис. 2. В нормальной печени выяв�
лены лишь небольшие фибротические измене�
ния, такие как фиброз вокруг центральной вены
и перицеллюлярный фиброз, в то время как у
мышей, получающих ССl4, наблюдали большое
количество мест отложения коллагена. Боль�
шинство из них находилось вокруг центральной
вены. Лечение либо аргинином, либо SMT эф�
фективно уменьшало количество отложений
коллагена. Степень окраски Сирусом красным
достоверно снижалась в группах SMT + ССl4 и
L�аргинин + ССl4 (см. рис. 2Д—Ж).

Более чем 10�кратное повышение количества
коллагена обнаружено в околоклеточной облас�
ти (р < 0,001), 2� или 3�кратное — в центральной
вене (р < 0,001) и повышение общего количества
коллагена (р < 0,001) соответственно в группах
ССl4 и D�аргинина + ССl4 по сравнению с конт�
ролем (см. рис. 2). Достоверное уменьшение от�
ложения коллагена было отмечено в группах, по�
лучавших ранее SMT и L�аргинин. Интересно,
что в группе L�аргинин + ССl4 уменьшение коли�
чества коллагена было более выраженным, чем в
группе SMT + ССl4 (р < 0,01).

Таблица. Праймеры, используемые для ОТ�ПЦР

Целевой ген Последовательность

iNOS
Прямая
Обратная

5'�ГTГГTГAЦAAГЦAЦATTTГГ�3'
5'�ГГЦTГГAЦTTTTЦAЦTЦTГЦ�3'

eNOS
Прямая
Обратная

5'�ГAЦЦЦTЦAЦЦГЦTAЦAAЦAT�3'
5'�ЦAЦAГAAГTГГГГГTATГЦT�3'

ТФР�β1
Прямая
Обратная

5'�ЦTTЦAГЦTЦЦAЦAГAГAAГAAЦTГЦ�3'
5'�ЦAЦГATЦATГTTГГAЦAAЦTГЦTЦЦ�3'

Проколлаген�I
Прямая
Обратная

5'�TГЦЦГTГAЦЦTЦAAГATГTГЦЦ�3'
5'�ЦATЦЦAЦAAГЦГTГЦTГTAГГTГ�3'

ГАФДГ
Прямая
Обратная

5'�ЦЦTTЦATTГAЦЦTЦAAЦTAЦATГГT�3'
5'�TЦATTГTЦATAЦЦAГГAAATГAГЦT�3'
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Влияние L�аргинина и SMT на уровни мРНК
ТФР�β1 и проколлагена�I
Полуколичественная ОТ�ПЦР для мРНК

ТФР�β1 и проколлагена�I выполнялась для даль�
нейшей оценки печеночного фиброза. У мышей,
получающих ССl4 (группы ССl4 и D�аргинин +
ССl4), уровни мРНК ТФР�β1 и проколлагена�I
были достоверно выше по сравнению с контро�
лем (р < 0,001) (рис. 3). ССl4�индуцированная
экспрессия ТФР�β1 и проколлагена�I была дос�
товерно ниже в группах L�аргинина и SMT
(р < 0,001). Показатели мРНК для ТФР�β1 и
проколлагена�I сопоставимы с результатами,
полученными при окраске Сириусом красным
(см. рис. 2). Важно, что терапия L�аргинином вы�
зывала большее угнетение экспрессии мРНК и
для ТФР�β1, и для проколлагена�I, чем примене�
ние SMT (р < 0,001).

ДНК�связывающая активность NF�κВ 
и экспрессия iNOS при ССl4�индуцированном
фиброзе

ДНК�связывающая активность NF�κВ и экс�
прессия NF�κВ�индуцибельной изоформы NOS
показаны на рис. 4. 4�разовое повышение NF�κВ
связывающей активности выявлено в группах
ССl4 и D�аргинин + ССl4 (р < 0,001). Сопоста�
вимыми со снижением ее активности были
изменения NF�κВ�регулирующего гена, iNOS.
L�аргинин демонстрировал супрессию мРНК и
уровней протеинов так же, как SMT (р < 0,05 и
р < 0,001 соответственно). iNOS продемонстри�
ровала примерно двухразовое увеличение как
мРНК, так и протеинов после терапии ССl4 или
D�аргинином + ССl4 (р < 0,001 и р < 0,05 соответ�
ственно), по сравнению с контролем (см. рис. 4).
Предварительное лечение L�аргинином или
SMT давало достоверное и значительное сни�
жение мРНК iNOS и экспрессии протеинов
(р < 0,05 и р < 0,001 соответственно). L�аргинин
давал более выраженное снижение, чем SMT
уровней мРНК iNOS и протеинов (р < 0,05).

Снижение ДНК�связывающей 
активности АР�1 и экспрессии eNOS 
у мышей, получавших ССl4

ДНК�связывающая активность АР�1 и уровень
экспрессии eNOS приведены на рис. 5. В отли�
чие от повышения активности NF�κВ, актив�
ность АР�1 достоверно уменьшалась в группах
ССl4 и D�аргинин + ССl4 (р < 0,01). Эффект
ССl4�индуцированного подавления АР�1 был
меньше в группах L�аргинина и SMT (р < 0,001).
Уровни мРНК eNOS и протеинов были также
значительно снижены после лечения ССl4 по
сравнению с контролем (р < 0,01). Более того,

Рис. 1. Группы, получавшие лечение CCl4 и 

D�аргинином + CCl4 продемонстрировали

максимальный уровень сывороточной АЛТ, 

что указывает на повреждение печени после

хронического применения CCl4 (*р < 0,01, 

по сравнению с контролем). Предварительное

лечение SMT или L�аргинином, после которого

следовал прием CCl4, способствовало

уменьшению уровня АЛТ (**р < 0,01, по

сравнению с группой CCl4). Содержание

маркеров оксидативного стресса —

сывороточного общего 8�изопростана 

и нитротирозина — было наибольшим 

в группах CCl4 и D�аргинина + CCl4 (*р < 0,05 

и р < 0,001 соответственно, по сравнению 

с контролем). Предварительное лечение SMT 

или L�аргинином достоверно снижало уровни

общего 8�изопростана и нитротирозина, 

по сравнению с группой CCl4 (**р < 0,05)
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Рис. 2. Количественный анализ коллагена 

в группах лечения. Окраска Сириусом красным

срезов печени в контрольной группе (А), 

у получающих ССl4 мышей (Б), получающих 

лечение SMT и ССl4 (В) и L�аргинином и ССl4 (Е).

Коллаген окрашен красным. Группы ССl4 и 

D�аргинина + ССl4 демонстрировали достоверное

повышение количества отложенного коллагена

по сравнению с контрольными группами 

(#р < 0,001 и *р < 0,05 соответственно). В группах,

где проводилось предварительное лечение SMT

или L�аргинином, отмечено достоверно меньшее 

отложение коллагена (&р < 0,001, по сравнению 

с группой ССl4). Предварительное лечение 

L�аргинином давало более сильный ингибиторный

эффект, чем SMT (**р < 0,001) × 200

А

Б

В

Г
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Рис. 3. Полуколичественная ПЦР, показывающая

уровни мРНК ТФР�β1 и проколлагена�I. При 

лечении (ССl4) и D�аргинином + ССl4 выявлено

достоверное повышение уровня экспрессии

ТФР�β1 (#р < 0,001, по сравнению с контролем).

SMT + ССl4 и L�аргинин + ССl4 способствовали

достоверному снижению экспрессии ТФР�β1,

вызванной ССl4 (&р < 0,001, по сравнению с группой

ССl4), L�аргинин в большей степени ингибиро�

вал экспрессию ТФР�β1, чем SMT (**р < 0,001).

Экспрессия проколлагена�I повышалась в

группах, получающих ССl4 и D�аргинин + ССl4

(#р < 0,001, по сравнению с контролем). 

Предварительное лечение L�аргинином или

SMT способствовало достоверному снижению

экспрессии проколлагена�I, вызванной ССl4

(&р < 0,001, по сравнению с группой ССl4). 

Лечение L�аргинином оказывало более сильный

ингибиторный эффект, чем SMT (**р < 0,001)

Рис. 4. ДНК�связывающая активность NF�κB 

в экспериментальных группах. В группах, 

получавших лечение ССl4 и D�аргинином + ССl4,

наблюдали повышенную ДНК�свзывающую

активность NF�κB (#р < 0,01, по сравнению с

контролем). Предварительное лечение SMT или

L�аргинином способствовало уменьшению

влияния ССl4 на активность NF�κB (&р < 0,001).

Для оценки регулируемого NF�κB гена, iNOS

определялась экспрессия мРНК iNOS и 

протеинов. При повреждении печени ССl4, а

также в группе, получающей D�аргинин + ССl4,

наблюдали высокий уровень мРНК iNOS и

протеинов (#р < 0,001 и *р < 0,05 соответственно,

по сравнению с контролем). Предварительное

лечение SMT или L�аргинином оказывало

выраженный ингибиторный эффект на

экспрессию мРНК iNOS и уровень протеинов 

(&р < 0,001 и **р < 0,05 соответственно 

по сравнению с группой ССl4
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предварительное лечение L�аргинином или
SMT достоверно повышало содержание мРНК
eNOS (р < 0,05) и уровни протеинов (р < 0,05).
Уровни eNOS нормализовались до контроль�
ных уровней.

Обсуждение
В печени с фиброзом, вызванным ССl4, 
eNOS и iNOS являются медиаторами 
различных патогенетических звеньев

Как прототипический эндотелиальный рас�
слабляющий фактор NO является важной де�
терминантой тонуса кровeносных сосудов и кро�
воснабжения печени. После выяснения того, что
все три изоформы NOS экспрессируются в пече�
ни, возникли вопросы, касающиеся роли NO в
печени. Вопрос о том, влияет ли NO благотворно
или негативно при хронических заболеваниях
печени, остается все еще открытым. Считается,
что повышенная продукция NO при циррозе пе�
чени является результатом высокой эндотоксе�
мии и последующего повышения продукции ци�
токинов (Vallance & Moncada, 1991). Увеличение
продукции NO считается основной причиной ги�
пердинамической циркуляции крови при цирро�
зе печени (Vallance & Moncada, 1991). Поврежда�
ющий эффект NO подтверждается тем фактом,
что высокий уровень нитритов и нитратов в
плазме коррелирует с тяжелым повреждением
печени (Moussa и соавт., 2000; Coskun и соавт.,
2001). Однако другие исследования показали,
что повышение доступности NO различным до�
норам имеет защитные свойства (Bhathal&
Grossman, 1985; Garcia�Pagan и соавт., 1999;
Fiorucci и соавт., 2001).

В данном исследовании установлено, что вы�
раженность экспрессии eNOS и iNOS была раз�
личной при хроническом повреждении печени.
В модели вызванного ССl4 фиброза печени экс�
прессия eNOS значительно уменьшалась и была
частично связана с уменьшением ДНК�связыва�
ющей активности АР�1. С другой стороны, экс�
прессия iNOS и ДНК�связывающая активность
ее транскрипторного фактора — NF�κВ были по�
вышены. Таким образом, побочные эффекты,
вызванные NO, при хроническом повреждении
печени скорее всего связаны с повышенным
уровнем iNOS или сниженным — eNOS, или и
тем и другим. В группе, получающей лечение
ингибитором iNOS — SMT выявлен низкий
уровень продукции NO вследствие выраженно�
го снижения активности iNOS (см. рис. 4). Тера�
пия субстратом NOS — L�аргинином приводила
к повышению уровней АР�1 и eNOS по сравне�
нию с мышами, получавшими ССl4. Применение
L�аргинина уменьшало, а не усугубляло процесс

Рис. 5. ДНК�связывающая АР�1 в группах. 

В группах, получавших лечение ССl4 и 

D�аргинином + ССl4 наблюдали снижение 

активности АР�1 (#р < 0,01 по сравнению с 

контролем). Предварительное лечение SMT или

L�аргинином способствовало восстановлению

активности АР�1 до уровня контрольных групп

(&р < 0,001 при сравнении с группой ССl4)

Уровни экспрессии мРНК eNOS  и протеинов

достоверно снижались в группах ССl4 и 

D�аргинина + ССl4, по сравнению с контролем

(*р < 0,01). В группах, где проводилось

предварительное лечение SMT или L�аргинином,

уровни экспрессии eNOS не отличались от 

контрольных значений (**р < 0,05 по сравнению

с группой ССl4). Восстановление уровня eNOS

мРНК и протеинов вызывало параллельные 

изменения АР�1 связывающей активности 

в группах ССl4, L�аргинина и SMT
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фиброза, что свидетельствует о своеобразном
раздвоении между регуляцией изоформ NOS
при прогрессировании фиброза. Как SMT, так и
L�аргинин уменьшали уровень маркера оксида�
тивного стресса — сывороточного 8�изопростана
и образование нитротирозина до базального
уровня. Лечение L�аргинином было не только
более эффективным, чем SMT в отношении сни�
жения уровня провоспалительных медиаторов,
но также уменьшало тяжесть фиброза печени,
вызванного ССl4.

Побочные эффекты 
повышенной экспрессии iNOS 
при хроническом повреждении печени

Наши результаты показывают, что уровень
экспрессии iNOS повышался после хроническо�
го приема ССl4 (см. рис. 4). Высокий уровень
продукции NO, связанный с индукцией iNOS,
является одним из основных маркеров воспали�
тельного ответа (Moncada 1999). Высокая кон�
центрация NO, вызванная iNOS в ответ на раз�
личные стимулы, например, повреждение кле�
ток, может вызывать оксидативный стресс пу�
тем инициации перекисного окисления липи�
дов и образование пероксинитритов (ОNOO–).
Лечение ингибитором iNOS — SMT эффектив�
но снижало степень экспрессии iNOS, так же
как и отложение коллагена в печени, что свиде�
тельствует о том, что протекторный эффект
SMT при хроническом повреждении печени мо�
жет быть связан с уменьшением воспалительно�
го ответа.

Нарушение экспрессии eNOS 
при повреждении печени является 
важным фактором прогрессирования 
фиброгенеза в печени

Несмотря на тот факт, что L�аргинин и SMT
имеют сходный эффект в отношении остановки
фиброза печени, вызванного ССl4, L�аргинин
является более мощным ингибитором отложе�
ния коллагена. Milani и соавт. (1992) также по�
казали повышение уровня экспрессии ТФР�β1 и
проколлагена�I при хроническом повреждении
печени. Проколлаген�I является предшествен�
ником различных типов коллагена, синтезируе�
мого для процессов реконструкции (Canty &
Kadler, 2005). ТФР�β1 известен как стимулятор
процесса регенерации печени после поврежде�
ния (Jung и соавт., 2000; Marek и соавт., 2002).
Он также отвечает за стимуляцию синтеза ВКМ
и угнетает деградацию избытка ВКМ в ткани пе�
чени. Экспрессия eNOS и ДНК�связывающая
активность транскрипторного фактора АР�1 были
снижены у мышей, получавших ССl4 (см. рис. 5).

АР�1 является основным транскрипторным
фактором, который регулирует транскрипцию
eNOS (Hoffmann и соавт., 2001), и его снижен�
ная активность может, в частности, объяснить
снижение уровня мРНК eNOS и протеинов.
Предыдущие исследования показали наруше�
ние продукции NO в синусоидальных областях
в цирротической печени (Loureiro�Silva и соавт.,
2003). Это приводит к эндотелиальной дисфунк�
ции в цирротической печени (Gupta и соавт.,
1998; Shah и соавт., 1999; Cahill и соавт., 2001).
Хотя уровень экспрессии eNOS не был нарушен
в цирротической печени или при хронических
заболеваниях печени по сравнению с контролем
(Shah и соавт., 1999; Leifeld и соавт., 2002; Wei и
соавт., 2002), наблюдалось перераспределение
экспрессии eNOS в печени при циррозе (Wei и
соавт., 2002). Wei и соавт. (2002) продемонстри�
ровали высокий уровень экспрессии eNOS в си�
нусовых эндотелиальных клетках в печени
крыс, в отличие от значительного снижения экс�
прессии eNOS в синусовых эндотелиальных
клетках циррозной печени с перевязанным жел�
чевыводящим протоком. Уменьшение экспрес�
сии eNOS в синусовом эндотелии должно при�
водить к индуцированной eNOS выработке NO,
что приведет к повышению резистентности в пе�
ченочном микроциркуляторном русле. Хотя оп�
ределение NO могло бы быть очень полезно в
настоящем исследовании, мы не изолировали
индивидуальные типы клеток (эндотелиальные
клетки, Купферовы клетки, печеночные звездча�
тые клетки и гепатоциты) для точного определе�
ния источника образования NO. Синтез NO в
печени в целом представляет собой результат
сложного взаимодействия между разными типа�
ми клеток печени, что может быть довольно
сложно интерпретировать.

Недавние исследования также выявили важ�
ную роль ренин�ангиотензиновой системы
(РАС) при прогрессировании фиброза печени.
РАС является гормональной системой, которая
регулирует кровяное давление в организме. Так�
же было показано, что ангиотензин�II, основной
вазоконстриктор в РАС, активно участвует в
фиброгенезе (Yoshiji и соавт., 2006; Li и соавт.,
2007). Плазменный уровень ангиотензина�II зна�
чительно повышен у пациентов с циррозом пече�
ни и считается ключевым фактором портальной
гипертензии (Ballet и соавт., 1988; Garcia�Pagan и
соавт., 1995). Более того, ангиотензин�II также
индуцирует пролиферацию печеночных звездча�
тых клеток, повышает уровень мРНК ТФР�β1 и
коллагена�I и стимулирует образование ВКМ
(Bataller и соавт., 1998, 2000; Marshall и соавт.,
2000). Поддержание нормального уровня про�
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дукции NO, обеспечиваемой eNOS, при помощи
L�аргинина будет способствовать поддержанию
баланса между вазодилатацией и вазоконстрик�
цией и, таким образом, ослаблять прогрессирова�
ние фиброза.

Нарушенная эндотелиальная функция являет�
ся ранним маркером многих заболеваний, вклю�
чая хронические заболевания печени, часто еще
до того, как можно выявить структурные измене�
ния в синусовых клетках. Обнаружение того
факта, что прием предшественника NO — L�ар�
гинина предотвращает фиброз у мышей, полу�
чавших ССl4, дает почву для обсуждения тера�
певтической ценности манипуляций с аргини�
ном путем метаболизма NO.

Хотя NO синтаза теоретически использует
свой физологический субстрат, экзогенное вве�
дение L�аргинина приводит к восстановлению
нарушенной эндотелиальной функции, что яв�
ляется феноменом, называющимся аргинино�
вым парадоксом. Возможные причины такого
парадокса включают восстановление нарушен�
ного транспорта L�аргинина, кроме того, арги�
нин, возможно, действует как антиоксидант.
Хотя в данном исследовании не было проведено
измерение содержания NO, мы хотели бы отме�
тить работу нескольких исследователей, кото�
рые показали повышение уровня NO у живот�
ных и мужчин, получавших аргинин. Было так�
же показано, что L�аргинин предотвращает дис�
функцию, вызванную кислородными радикала�
ми путем либо удаления этих радикалов (Lass и
соавт., 2002), либо увеличения времени образо�
вания супероксида через электронное взаимо�
действие с кислородом, связанным с гемом
(Berka и соавт., 2004). Исследования также по�
казывают, что диета с L�аргинином повышает
концентрацию тетрагидробиоптерина (ВН4) в
эндотелиальных клетках и улучшает сосудис�
тую функцию (Kohli и соавт., 2004). ВН4 явля�
ется важным кофактором в продукции NO
(Schmidt и соавт., 1992; Meininger и соавт.,
2000). Исследования in vivo Kohli и соавт.
(2004) продемонстрировали, что добавление к
диете аргинина повышает концентрацию ВН4 в
эндотелиальных клетках.

Выводы
Полученные результаты позволяют предполо�

жить, что eNOS и iNOS играют разные роли в раз�
витии хронического повреждения печени. Мы
предполагаем, что NO может обладать как протек�
торными, так и повреждающими свойствами при
поражении печени, в зависимости от концентра�
ции и длительности выработки NO. Более того,
NO, вырабатываемый eNOS и iNOS, играет раз�
ную роль в регуляции повреждения печени, при
том что нарушение экспрессии eNOS является
важным фактором в регуляции прогрессирования
фиброза печени. Результаты этого исследования
совпадают с наблюдениями о том, что хроничес�
кое повреждение печени, индуцированное iNOS,
происходит за счет высокого уровня продукции
NO, что вызывает оксидативный стресс и приво�
дит к повреждению клеток. В свою очередь, сни�
жение продукции NO в синусоидах вследствие
сниженной экспрессии или активности eNOS вы�
зывает вазоконстрикцию и, возможно, умень�
шение кровоснабжения в печени. Данное исследо�
вание также демонстрирует, что L�аргинин более
эффективен, чем SMT, в отношении уменьшения
фиброза печени, вызванного ССl4. Положитель�
ные эффекты L�аргинина на фиброз печени могут
быть обусловлены его способностью поддержи�
вать постоянный уровень eNOS�индуцированно�
го синтеза NO в синусовом эндотелии, таким об�
разом поддерживая нормальный печеночный кро�
воток, а также его антиоксидантным эффектом.
Дальнейшие исследования регуляции активности
eNOS могут дать больше информации о влиянии
L�аргинина на цирроз печени.

Таким образом, прогрессирование фиброза в
печени является результатом изменения экспрес�
сии как iNOS, так и eNOS. Повышенная экспрес�
сия iNOS вызывает оксидативный стресс и про�
воспалительное состояние, в то время как сни�
жение экспрессии eNOS влияет на печеночную
микроциркуляцию. Эффективность применения
L�аргинина в плане угнетения процесса фиброза
печени указывает на то, что нарушение экспрес�
сии eNOS в синусах может быть одним из факто�
ров фибротического поражения печени, хотя
роль iNOS не может быть полностью исключена.

Перевод к. мед. н. М.Г. Романюк

Институт урологии АМН Украины
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Thomas Y.H. Lau, Man�Lung Fung, Amin A. Nanji

Ендотеліальна синтаза оксиду азоту як важливий чинник

при експериментальному фіброзі печінки

Зниження експресії ендотеліальної синтази оксиду азоту (eNOS) при хронічних захворюваннях печінки

може зменшити печінковий кровотік і пришвидшити фіброз. Зв’язок між експресією eNOS і фіброгене$

зом у печінці залишається нез’ясованим. Ми вивчали, чи зменшує L$аргінін хронічний фіброз печінки

шляхом експресії eNOS. Хронічне пошкодження печінки було спричинене введенням тетрахлориду вуг$

лецю (ССl4) мишам упродовж 8 тиж. Гемісульфат 5$метилізотіосечовини (SMT) як інгібітор індуцибельної

NOS (iNOS), або L$аргінін, субстрат NOS, вводили підшкірно. ССl4 спричиняв гепатотоксичність, оксида$

тивний стрес і відкладення колагену в печінці. Експресія рівня iNOS і активність ядерного фактора каппа$

В (NF$κВ) у печінці після застосування ССl4 підвищувалися, а експресія eNOS і активність активаторного

протеїну$1 (АР$1) знижувалися. Як SMT, так і L$аргінін ефективно зменшували спричинений ССl4 оксида$

тивний стрес та утворення колагену, однак L$аргінін значно краще пригнічував формування колагену,

експресію iNOS та активність NF$κВ. L$аргінін також відновлював рівень eNOS і активність АР$1. Він ефек$

тивніше за SMT пригнічував печінковий фіброз. L$аргінін може активізувати синтез NO, який поліпшує

печінковий кровотік, таким чином, уповільнюючи фіброгенез. Результати наших досліджень свідчать, що

зниження експресії eNOS у мишей, які отримували ССl4, мало зворотний характер завдяки L$аргініну.

Більше того, L$аргінін також робив зворотним зниження активності АР$1 — промотора eNOS.

Tung�Ming Leung, George L. Tipo, Emily C. Liong, 

Thomas Y.H. Lau, Man�Lung Fung, Amin A. Nanji

Endothelial nitric oxide synthase is a critical factor 

in experimental liver fibrosis

Reduced expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in chronic liver disease can reduce hepatic per$

fusion and accelerate fibrosis. The relationship between eNOS expression and liver fibrogenesis remains unclear.

We investigated whether L$arginine attenuated chronic liver fibrosis through eNOS expression. Chronic liver

injury was induced by administration of carbon tetrachloride (CCl4) to mice for 8 weeks. 5$Methylisothiourea

hemisulphate (SMT), an iNOS inhibitor, or l$arginine, a NOS substrate were injected subcutaneously. 

CCl4$induced hepatotoxicity, oxidative stress and accumulation of collagen were detected in the liver. The

expression levels of inducible NOS (iNOS) and nuclear factor kappa$B (NF$κB) activity in the liver after CCl4

treatment were increased but eNOS expression and activator protein$1 (AP$1) activity were decreased. Both SMT

and l$arginine effectively reduced CCl4 induced oxidative stress and collagen formation, but l$arginine showed a

significantly greater suppression of collagen formation, iNOS expression and NF$κB activity. L$Arginine also

restored the level of eNOS and AP$1 activity. L$Arginine was more effective than SMT in suppressing liver fibro$

sis. L$Arginine might improve NO production which facilitates hepatic blood flow and thus retards liver fibroge$

nesis. Our results showed that the reduced eNOS expression in CCl4$treated mice was reversed by L$arginine.

Furthermore, L$arginine also reversed the reduced AP$1 activity, an eNOS promoter.
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