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Аннотация. Целью работы явилось исследование активности глутатионредуктазы (ГР, КФ 1.8.1.7.) при 
парацетамол-индуцированном поражении печени (ППП), а также выделение и очистка фермента с ис-
пользованием гель-фильтрации и ионообменной хроматографии для оценки некоторых каталитических 
и регуляторных свойств. ППП моделировали путем однократного перорального введения ацетамино-
фена самцам белых лабораторных крыс (Rattus norvegicus) Wistar в дозе 1000 мг/кг массы тела, раство-
ренного в 1 см3 вазелинового масла. Животные контрольной группы получали вазелиновое масло. Ак-
тивность ГР определяли спектрофотометрически при длине волны 340 нм. Очистку фермента из печени 
крыс осуществляли с помощью фракционирования сульфатом аммония, гель-фильтрации через сефа-
декс G-25, а также ионообменой хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе. Общее количество белка в про-
бах определяли при помощи набора BCA protein assay kit. В ходе работы была получена ГР из печени 
крыс с ППП со степенью очистки 33.3. С использованием метода двойных обратных координат Лай-
нуивера-Берка показано, что введение крысам парацетамола сопровождалось увеличением сродства 
фермента к НАДФН. Добавление в реакционную среду изоцитрата и глюкозо-6-фосфата, являющихся 
субстратами ферментов-поставщиков НАДФН для восстановления окисленного глутатиона, способ-
ствовало более выраженной активации ГР из печени животных с ППП по сравнению с контрольной 
группой. Наблюдаемое возрастание активности ГР при добавлении изоцитрата и глюкозо-6-фосфата 
было, по-видимому, связано с дополнительным активирующим действием данных соединений на фер-
мент, реализующимся в условиях окисления восстановленного глутатиона при ППП. В то же время, 
введение в среду спектрофотометрирования цитрата приводило к более существенному снижению ак-
тивности ГР относительно контрольных показателей. Наблюдаемые изменения свойств фермента 
могли быть связаны с наличием у цитрата антиоксидантных свойств, снижающих интенсивность сво-
боднорадикального окисления при ППП. Таким образом, путём фракционирования, гель-фильтрации 
и ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе был получен очищенный препарат ГР из печени 
крыс с ППП, для которого продемонстрировано увеличение сродства к НАДФН и изменение регуляции 
активности под действием цитрата, изоцитрата и глюкозо-6-фосфата. 
Ключевые слова: глутатионредуктаза, парацетамол-индуцированное поражение печени, окислитель-
ный стресс, ионообменная хроматография. 
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Using ion-exchange chromatography to purify glutathione reductase 
from the liver of rats with paracetamol-induced liver disease  
to investigate some catalytic properties 
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Abstract. The purpose of the work was to study the activity of glutathione reductase (GR, EC 1.8.1.7.) in case 
of paracetamol-induced liver disease (PLD) and to isolate and purify the enzyme using gel filtration and ion-
exchange chromatography to evaluate some catalytic and regulatory properties. PLD was simulated by a single 
oral administration of acetaminophen to white male laboratory Wistar rats (Rattus norvegicus). The dosage 
was 1000 mg/kg of rat’s weight in 1 cm3 of paraffinic oil. Animals of the control group were given paraffinic 
oil. The activity of GR was determined spectrophotometrically at a wavelength of 340 nm. The purification of 
the enzyme from the liver of rats was carried out using fractionation with ammonium sulphate, gel filtration 
through Sephadex G-25, and ion exchange chromatography through DEAE-cellulose. The total amount of pro-
tein in the samples was determined using the BCA protein assay kit. As a result, GR was obtained from the 
liver of rats with PLD with a purification degree of 33.3. Using the Lineweaver–Burk method of double inverse 
coordinates, it was shown that the administration of paracetamol to rats was accompanied by an increase in the 
affinity of the enzyme for NADPH. The addition to the reaction medium of isocitrate and glucose-6-phosphate, 
which are substrates of enzymes supplying NADPH for the reduction of oxidised glutathione, contributed to a 
more pronounced activation of GR from the liver of animals with PLD as compared to the control group. The 
observed increase in GR activity with the addition of isocitrate and glucose-6-phosphate was apparently asso-
ciated with an additional activating effect of these compounds on the enzyme, which occurred under the con-
ditions of oxidation of reduced glutathione in the case of PLD. At the same time, the introduction of citrate 
into the spectrophotometry media led to a more significant decrease in GR activity relative to the control values. 
The observed changes in the enzyme properties could be associated with antioxidant properties of the citrate, 
which reduced the intensity of free radical oxidation in the case of PLD. Therefore, fractionation, gel filtration, 
and ion-exchange chromatography on DEAE-cellulose were used to obtain a purified GR preparation from the 
liver of rats with PLD which demonstrated an increase in affinity for NADPH and a change in the activity 
regulation under the action of citrate, isocitrate, and glucose-6-phosphate. 
Keywords: glutathione reductase, paracetamol-induced liver disease, oxidative stress, ion exchange chroma-
tography. 
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Введение 
В настоящее время количество людей 

с патологиями печени неуклонно растёт, 
основной причиной этого выступает уве-
личение метаболической нагрузки на 
данный орган, в том числе, вследствие из-
быточного поступления лекарственных 
препаратов [1]. Токсическое действие 
ксенобиотиков и их метаболитов приво-
дит к поражению печени, которое сопро-

вождается воспалительной реакцией, ци-
толизом и развитием фиброза и цирроза 
[2]. Множество исследований подтвер-
ждают, что в патогенезе заболеваний пе-
чени ведущую роль играет окислитель-
ный стресс [3]. Как известно, метаболизм 
широкого ряда лекарственных препара-
тов сопровождается избыточным образо-
ванием реактивных молекул, что харак-
терно, в том числе, для парацетамола 
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(ацетаминофена), широко использующе-
гося для моделирования лекарственных 
повреждений печени [4]. Обезврежива-
ние высоких концентраций данного ксе-
нобиотика в печени осуществляется с 
непосредственным участием восстанов-
ленного глутатиона (GSH) – ключевого 
компонента неферментативного звена ан-
тиоксидантной системы. При этом, в слу-
чае избыточного поступления в организм 
парацетамола развивается истощение за-
пасов GSH, что приводит к накоплению 
свободных радикалов, способных повре-
ждать необходимые для жизнедеятельно-
сти биомакромолекулы гепатоцитов [5]. 
Превращение окисленного глутатиона в 
восстановленную форму обеспечивается 
благодаря функционированию ГР за счет 
окисления НАДФН [6]. ГР является фла-
виновым ферментом и относится к семей-
ству нуклеотиддисульфидных оксидоре-
дуктаз. По субъединичному строению ГР 
представляет из себя гомодимер, причём 
субстрат-связывающие сайты и общая 
первичная структура различных изоформ 
фермента чрезвычайно консервативны. 
ГР играет центральную роль в регуляции 
клеточного редокс-гомеостаза за счёт 
поддержания необходимого уровня GSH 
у представителей различных таксономи-
ческих групп [7]. Таким образом, пред-
ставляет интерес исследование регуля-
торных и каталитических свойств ГР пе-
чени в условиях нарушения оксидатив-
ного статуса, вызванного введением па-
рацетамола. Для анализа физико-химиче-
ских аспектов функционирования фер-
ментов требуется их получение в очи-
щенном состоянии. Для этой цели в со-
временной биохимии наиболее широко 
применяются различные виды колоноч-
ной хроматографии. 

Исходя из этого, целью настоящей ра-
боты явилась очистка ГР с использова-
нием ионообменной и гель-хроматогра-
фии, исследование её сродства к 
НАДФН, а также анализ регуляторного 
воздействия цитрата, изоцитрата и глю-

козо-6-фосфата на данный фермент из пе-
чени крыс с парацетамол-индуцирован-
ным поражением печени (ППП).  

Экспериментальная часть 
Объектом исследования выступали 

самцы белых лабораторных крыс Wistar 
массой 200-250 г (Филиал «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, Россия, 
Московская обл.). Все манипуляции 
были выполнены в соответствии с прави-
лами гуманного обращения с лаборатор-
ными животными (Директива 2010/63/EU 
Европейского Парламента и Совета Евро-
пейского Союза от 22.09.2010) и санитар-
ными нормами вивариев (ГОСТ 33216-
2014). В ходе эксперимента крысы были 
разделены на 2 группы: 1 группа (n=8) со-
стояла из контрольных животных, кото-
рые содержались на стандартном режиме 
вивария и получали перорально вазели-
новое масло; 2 группа (n=8) включала 
крыс с ППП, которое моделировали пу-
тем перорального введения ацетамино-
фена, растворенного в 1 см3 вазелинового 
масла, в дозе 1000 мг/кг массы тела жи-
вотного [8]. Печень наркотизированных 
животных забирали через 24 часа после 
введения парацетамола. Ткань печени го-
могенизировали в 4-х кратном объеме 
среды выделения, содержащей 0.05 М 
трис-НСl буфер (рН=7.8), 1мМ ЭДТА, 1% 
β-меркаптоэтанол, после чего гомогенат 
центрифугировали при 8000 g в течение 
15 мин. Полученный супернатант исполь-
зовали для дальнейших исследований. 

Активность аланинаминотрансферазы 
(АлАТ) и аспартатаминотрансферазы 
(АсАТ) в сыворотке крови крыс оцени-
вали с помощью диагностических набо-
ров фирмы Ольвекс (Россия). Скорость 
ГР реакции оценивали спектрофотомет-
рически при длине волны 340 нм [9]. В 
основе метода лежало падение оптиче-
ской плотности в результате окисления 
НАДФН. За единицу активности (Е) при-
нимали количество фермента, катализи-
рующее превращение 1 мкмоль субстрата 
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за 1 минуту при 25°С. Активность фер-
мента выражали в виде удельной актив-
ности. Среда спектрофотометрирования 
для ГР которая имела следующий состав: 
50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7.4), 
содержащий 1мМ ЭДТА, 0.16 мМ 
НАДФН, 0.85 мМ GSH. Концентрацию 
белка определяли с помощью коммерче-
ского набора BCA protein assay kit 
(BioVision, США). 

Использовалась следующая схема 
очистки для получения ферментных пре-
паратов ГР. Разделение белков прово-
дили сульфатом аммония ((NH4)2SO4). 
Для этого использовали ступенчатое по-
вышение концентрации фракционирую-
щего агента в гомогенате от 0 до 40%, за-
тем от 40 до 70%. С помощью гель-филь-
трации через сефадекс G-25 (1.7×20 cм) 
проводили дальнейшую очистку. Обра-
зец наносили в количестве не более 20-
25% от объёма колонки. Калий-фосфат-
ный буфер (pH 7.4) 0.01 М использовали 
в качестве элюирующей среды. Скорость 
элюции составляла 25-30 см3/ч. Фермен-
тативную активность оценивали в каж-
дой фракции объёмом 2 см3. Фракции, ха-
рактеризующиеся максимальной актив-
ностью, объединяли и использовали для 
дальнейшей очистки с использованием 
ионообменной хроматографии на ко-
лонке с ДЭАЭ-целлюлозой (1.2×13см). 
После сорбции белка использовали гра-
диент концентрации КСl в среде элюции 
для десорбции ГР. Скорость элюции со-
ставляла 20-25 см3/час. Ферментативную 
активность и содержание белка анализи-
ровали в каждой фракции, объемом 2 см3. 
Фракции с максимальной активностью 
фермента объединяли. Все этапы выделе 

ния и очистки фермента осуществляли 
при температуре 0-4ºC. Константу Миха-
элиса (Км) определяли методом двойных 
обратных координат Лайнуивера-Берка. 

Опыты проводили в 8-кратных биоло-
гических и 2-кратных аналитических по-
вторностях. Результаты обрабатывали с 
применением методов описательной ста-
тистики путём определения выборочного 
среднего, выборочного стандартного от-
клонения, стандартной ошибки среднего. 
Нормальность распределения значений в 
группах анализировалось с использова-
нием критерия Колмогорова-Смирнова. 
Результаты работы оценивали с помо-
щью t-критерия Стьюдента. Достовер-
ными считали различия при p<0.05. 

Обсуждение результатов 
Проведённые исследования показали, 

что внутрижелудочное введение живот-
ным парацетамола в дозе 1000 мг/кг при-
водило к возрастанию активности АлАТ 
и АсАТ в сыворотке крови, что подтвер-
ждало развитие ППП (таблица 1). На пер-
вом этапе очистки ГР из печени живот-
ных с ППП, осуществляемом путём фрак-
ционирования с помощью ступенчатого 
повышения концентрации (NH4)2SO4, 
удалось получить ферментный препарат, 
очищенный в 2.5 раза (таблица 2). На сле-
дующем этапе очистку ГР проводили с 
использованием гель-фильтрации на се-
фадексе G-25 с целью удаления низкомо-
лекулярных примесей. Дальнейшую 
очистку фермента осуществляли на 
ДЭАЭ-целлюлозе, в результате чего уда-
лось получить ферментный препарат со 

Таблица 1 Маркерные показатели цитолиза гепатоцитов в сыворотке крови крыс контроль-
ной группы (Контроль) и животных с парацетамол-индуцированным повреждением печени 
(Парацетамол). 
Table 1 Marker indices of hepatocyte cytolysis in the blood serum of rats of the control group 
(Control) and animals with paracetamol-induced liver disease (Paracetamol). 

Показатель Контроль Парацетамол 
Активность аланинаминотрансферазы, Е/дм3  0.257±0.012 0.524±0.026 

Активность аспартатаминотрансферазы, Е/дм3   0.245±0.011 0.443±0.022 
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степенью очистки 33.3. Частично очи-
щенный ферментный препарат использо-
вали для выяснения каталитических и ре-
гуляторных свойств.  

Результаты работы показали, что у 
крыс с ППП Км по отношению к 
НАДФН, рассчитанная методом двойных 
обратных координат Лайнуивера-Берка, 
снижалась относительно значений кон-
трольных животных (рис. 1). Наблюдае-
мое возрастание сродства ГР к НАДФН, 
по-видимому, было сопряжено с увеличе-
нием активности фермента, происходя-
щим в результате окисления GSH в ходе 
метаболизма парацетамола. Так, из-

вестно, что парацетамол окисляется в пе-
чени цитохромом Р450, в результате об-
разуется высокореактивный токсичный 
электрофильный алкилирующий метабо-
лит N-ацетил-п-бензохинонимин, кото-
рый инактивируется с помощью конъ-
югации с GSH [10]. 

Как известно, в условиях парацетамо-
ловой интоксикации происходит сниже-
ние запасов GSH и связанное с этим 
накопление реактивных молекул, повре-
ждающих жизненно важные клеточные 
структуры [11]. В связи с этим, было про-
ведено исследование регуляторного воз-
действия цитрата, изоцитрата и глюкозо-
6-фосфата на активность ГР из печени 

Таблица 2. Очистка глутатионредуктазы из печени крыс контрольной групп (Контроль) 
и животных с парацетамол-индуцированным повреждением печени (Парацетамол). 
Table 2. Purification of glutathione reductase from the liver of control rats (Control) and animals 
with paracetamol-induced liver disease (Paracetamol). 

Стадия очистки Условия Общая ак-
тивность, Е 

Количество 
белка, мг 

Удельная ак-
тивность, 

Е/мг белка 

Выход, 
% 

Степень 
очистки 

Гомогенат Контроль 2.67±0.11 243.1±9.66 0.011±0.001 100 1 
Парацетамол 6.98±0.35 415.3±20.81 0.017±0.001 100 1 

Фракционирование 
(NH4)2SO4 

Контроль 2.44±0.09 198.2±9.85 0.013±0.001 91 1.2 
Парацетамол 2.56±0.13 45.1±2.26 0.043±0.002 37 2.5 

Гель-фильтрация 
на сефадексе G-25 

Контроль 2.29±0.08 115.0±5.77 0.020±0.001 86 1.8 
Парацетамол 1.52±0.08 37.8±1.91 0.047±0.003 22 2.7 

Хроматография на 
ДЭАЭ-целлюлозе 

Контроль 1.21±0.04 1.9±0.08 0.600±0.027 45 54.5 
Парацетамол 1.05±0.03 9.7±0.52 0.575±0.030 15 33.3 

 

 
а б 

Рис. 1. Представленная в двойных обратных координатах Лайнуивера-Берка зависи-
мость скорости реакции, катализируемой глутатионредуктазой, от концентрации НАДФН, 
у животных контрольной группы (а) и крыс с парацетамол-индуцированным поражением 

печени (б). 
Fig. 1. Dependence (shown using the Lineweaver–Burk method of double inverse coordi-

nates) of the rate of reaction catalysed by glutathione reductase on the NADPH concentration in 
animals of the control group (a) and rats with paracetamol-induced liver disease (b). 
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крыс с ППП. Изоцитрат и глюкозо-6-фос-
фат являются субстратами для НАДФ-за-
висимой изоцитратдегидрогеназы и глю-
козо-6-фосфатдегидрогеназы – основных 
поставщиков НАДФН для функциониро-
вания ГР. В результате проведенных ис-
следований было показано, что изоцитрат 
способствует более существенной акти-
вации ГР из печени крыс с ППП в концен-
трациях до 0.2 мМ, по сравнению с кон-
трольными показателями. При дальней-
шем увеличении концентрации данного 
соединения, наблюдалось снижение фер-
ментативной активности (рис. 2). Было 
также показано, что у животных с ППП 
наблюдалось более значительное возрас-
тание активности ГР при добавлении в 
реакционную среду глюкозо-6-фосфата 
(рис. 3). Наблюдаемые изменения регуля-
торных свойств ГР у крыс с патологией, 
очевидно, были связаны с дополнитель-
ным активирующим действием изоцит-
рата и глюкозо-6-фосфата на фермент, 
что могло происходить в условиях окис-
ления GSH в процессе метаболизма пара-
цетамола. 

Интерес также представляет анализ 
воздействия цитрата на активность ГР 

при ППП. Как показали проведенные ис-
следования, добавление в реакционную 
среду цитрата существенно снижало ак-
тивность ГР из печени животных с ППП 
в концентрации до 0,2 мМ, по сравнению 
с ГР из печени контрольных крыс (рис. 4). 
Наблюдаемые изменения свойств фер-
мента могут быть обусловлены наличием 
у цитрата антиоксидантных свойств, спо-
собствующих снижению окислительной 
нагрузки, вызванной введением параце-
тамола. Так, известно, что цитрат спосо-
бен хелатировать ионы Fe2+ и Ca2+. Сво-
бодные ионы Fe2+ являются прооксидан-
тами благодаря способности иницииро-
вать в реакции Фентона генерацию гид-
роксильного радикала, который обладает 
чрезвычайно высокой реакционной спо-
собностью [12]. Ионы Са2+ выступают ак-
тиваторами НАДФН-оксидазы, способ-
ной образовывать супероксидный анион-
радикал, дающий начало другим более 
реакционноспособным реактивным мо-
лекулам [13]. Ионы Са2+ также увеличи-
вают активность фосфолипаз, расщепля-
ющих компоненты биологических мем-
бран клеток.  

  
Рис. 2. Влияние изоцитрата на актив-

ность глутатионредуктазы из печени крыс 
контрольной группы (Контроль) и живот-
ных с парацетамол-индуцированном пора-

жением печени (ППП). 
Fig.2. The effect of isocitrate on the activ-

ity of glutathione reductase from the liver of 
control rats (Control) and animals with para-
cetamol-induced liver disease (Paracetamol). 

Рис. 3.  Влияние глюкозо-6-фосфата на 
активность глутатионредуктазы крыс кон-
трольной группы (Контроль) и животных 
с парацетамол-индуцированном пораже-

нием печени (ППП). 
Fig. 3. The effect of glucose-6-phosphate 

on the activity of glutathione reductase from 
the liver of control rats (Control) and animals 
with paracetamol-induced liver disease (Para-

cetamol). 
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Таким образом, путём фракционирова-
ния с помощью (NH4)2SO4, гель-фильтра-
ции и ионообменной хроматографии на 
ДЭАЭ-целлюлозе был получен частично 
очищенный препарат ГР из печени жи-
вотных с ППП. Ключевой стадией очисти 
при этом, позволившей избавиться от 
значительного количества примесей, 
была ионообменная хроматография, в ре-
зультате которой удалось получить до-
статочно чистый препарат ГР для оценки 
регуляторных свойств фермента. На ос-
новании проведенных исследований 
было показано, что в условиях ППП про-
исходит увеличение сродства ГР к 
НАДФН и изменение её регуляции под 
действием цитрата, изоцитрата и глю-
козо-6-фосфата, что, по-видимому, свя-
зано с активацией фермента на фоне ис-
тощения запасов GSH.  

Заключение 
В ходе исследований с использова-

нием гель-фильтрации на сефадексе G-25 
и ионообменной хроматографии на 
ДЭАЭ-целлюлозе была получена ГР из 

печени крыс с ППП со степенью очистки 
33.3. Показано, что на фоне развития па-
тологии происходила активация фер-
мента и увеличение сродства ГР к 
НАДФН. Кроме этого, у ГР из печени 
крыс с ППП наблюдалось более суще-
ственное увеличение активности при до-
бавлении в реакционную среду изоцит-
рата и глюкозо-6-фосфата – субстратов 
для ферментов-поставщиков НАДФН. 
Для ГР из печени крыс с ППП наблюда-
лось также более значительное снижение 
активности при добавлении цитрата, что 
могло быть связано с конформацион-
ными перестройками фермента вслед-
ствие наличия у данного метаболита ан-
тиоксидантных свойств.  
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