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Аннотация. Целью настоящей работы явилось определение активности глутатионредуктазы (ГР, КФ 

1.6.4.2) в сыворотке крови больных с алкогольным гепатитом (АГ) и в сыворотке крови и печени крыс 

с экспериментальным токсическим гепатитом (ЭТГ), а также разработка схемы очистки фермента из 

печени экспериментальных животных с применением хроматографических методов. В эксперименте 

использовали сыворотку крови практически здоровых лиц с нормальными показателями общего и био-

химического анализов крови (контрольная группа пациентов), людей, которым был поставлен диагноз 

алкогольный гепатит (АГ), а также сыворотку и печень крыс контрольной группы и животных с ЭТГ. 

Патологическое состояние у экспериментальных животных моделировали путем перорального введе-

ния четыреххлористого углерода – органоспецифического токсина, обладающего гепатотропным эф-

фектом, в виде 33% раствора в вазелиновом масле из расчета 64 мкл токсина на 100 г веса животного. 

Забой животных производили на 4 сутки после введения токсического агента. Контрольным животным 

вводили соответствующую аликвоту вазелинового масла. Активность ГР определяли спектрофотомет-

рически на СФ-56 при 340 нм. Общее количество белка определяли по методу Лоури. Для исследования 

регуляторных свойств фермента была проведена его очистка из печени крыс контрольной группы и 

животных с индуцированным токсическим гепатитом с помощью методов разделения белков сульфа-

том аммония, а также гель-фильтрации через сефадекс G-25 и ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-

целлюлозе. В результате были получены ферментные препараты ГР, очищенные в 54.5 и 49.1 раза из 

печени крыс контрольной группы и животных с ЭТГ. Установлено, что в процессе ионообменной хро-

матографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой фермент из печени исследуемых групп животных десор-

бировался в виде одного пика при концентрации KCl 100 мМ. С использованием полученных фермент-

ных препаратов выявлены различия в регуляции активности ГР под действием интермедиатов цикла 

Кребса, что, очевидно, связано с конформационными модификациями молекулы фермента в условиях 

оксидативного стресса, развивающегося при патологии. 

Ключевые слова: глутатионредуктаза, токсический гепатит, алкогольный гепатит, окислительный 

стресс, изоцитрат, малат, 2-оксоглутарат. 
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Abstract. The aim of the study was to determine the activity of glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) in the 

blood serum of patients with alcoholic hepatitis (AH) and in the blood serum and livers of rats with experi-

mental toxic hepatitis (ETH), as well as to develop a scheme for the purification of the enzyme from the liver 

of experimental animals using chromatographic methods. In the experiment, we used the blood serum of ap-

parently healthy individuals with normal indices of general and biochemical blood tests (control group of pa-

tients), people diagnosed with alcoholic hepatitis (AH), as well as the serum and livers of rats in the control 

group and rats with ETG. The pathological state in experimental animals was modelled by oral administration 

of carbon tetrachloride, an organ-specific toxin with hepatotropic effect, as a 33% solution in paraffin oil at the 

rate of 64 µl of toxin per 100 g of animal weight. The animals were slaughtered on the 4th day after admin-

istration of the toxic agent. The control animals were injected with the corresponding aliquot of paraffin oil. 

The activity of GR was determined spectrophotometrically using a spectrophotometer SF-46 at a wavelength 

of 340 nm. The total amount of protein was determined by the Lowry method. To study the regulatory proper-

ties of the enzyme, it was purified from the livers of the control rats and those with induced toxic hepatitis 

using the protein separation by ammonium sulphate, as well as gel filtration through Sephadex G-25 and ion-

exchange chromatography on DEAE-cellulose. As a result, we obtained 54.5 and 49.1 times purified GR en-

zyme preparations from the livers of the control rats and animals with ETG. We determined that in the process 

of ion-exchange chromatography using a column with DEAE-cellulose, the enzyme from the livers of the 

studied groups of animals was desorbed as a single peak at a KCl concentration of 100 mM. Using the obtained 

enzyme preparations, we detected differences in the regulation of GR activity under the action of Krebs cycle 

intermediates. They are obviously associated with conformational modifications of the enzyme molecules un-

der oxidative stress developing during pathology. 

Keywords: glutathione reductase, toxic hepatitis, alcoholic hepatitis, oxidative stress, isocitrate, malate, 2-

oxoglutarate 
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Введение 

Известно, что основным органом, 

участвующим в биотрансформации раз-

личных ксенобиотиков является печень 

[1, 2]. Воздействие на организм токсинов, 

особенно в высоких концентрациях, мо-

жет привести к ее метаболической дис-

функции, как острого, так и хронического 

характера [3]. Так, установлено, что часто 

используемый промышленный раствори-

тель CCl4 может приводить к поврежде-

нию печени и, в этой связи, широко при-

меняется для создания эксперименталь-

ного токсического поражения данного 

органа [4, 5]. Токсическое действие эта-

нола на гепатоциты и, как следствие, по-

ражение их продуктами его метаболизма 

лежит в основе алкогольного гепатита 

(АГ) [6].  

Известно, что важным звеном в меха-

низме развития заболеваний печени раз-

личной этиологии является оксидатив-

ный стресс [7], а его признаки объективно 

отражают тяжесть поражения тканей и 

состояние защитных систем организма 

[8]. Вызванные окислительным стрессом 

нарушения в гепатоцитах происходят под 

действием активных форм кислорода 

(АФК), генерируемых в реакциях мито-

хондриального и микросомального окис-

ления, а также в реакциях окисления ток-

сических веществ [9, 10]. 

Глутатион является основным внутри-

клеточным антиоксидантом. В неблаго-

приятных условиях система глутатиона 

направлена на сохранение гомеостаза ор-

ганизма путем работы его ферментных 

систем, ориентированных на сохранение 

сбалансированного взаимоотношения 

между его отдельными фракциями – 

окисленная форма глутатиона (GSSG) 

быстро переходит в восстановленную 

(GSH) и осуществляет свою антиокси-

дантную функцию. Реакцию восстанов-

ления GSSG катализирует глутатионре-

дуктаза (ГР) [11, 12]. 

Целью настоящей работы явилось 

определение активности ГР из печени и 

сыворотки крови крыс с эксперименталь-

ным токсическим гепатитом и в сыво-

ротке крови людей с алкогольным гепа-

титом, а также исследование некоторых 
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регуляторных свойств фермента, выде-

ленного из гепатоцитов крыс с патоло-

гией с применением хроматографических 

методов. 

Экспериментальная часть 

В исследование было включено 139 

человек. Из них 65 практически здоровых 

лиц с нормальными показателями общего 

и биохимического анализов крови соста-

вили контрольную группу, 74 пациентам 

был поставлен диагноз алкогольный ге-

патит (АГ) минимальной и умеренной 

степени активности, развивающийся 

вследствие хронического употребления 

алкоголя. Диагноз у пациентов был по-

ставлен на основании клинических при-

знаков заболевания, биохимического ис-

следования крови, данных ультразвуко-

вого исследования печени. Средняя про-

должительность заболевания составляла 

6.2±0.4 месяца. В ходе клинического ис-

следования использовали сыворотку 

крови больных, находящихся на лечении 

в стационаре. Кровь для исследования за-

биралась в пробирки типа «вакутейнер» в 

утреннее время, натощак, из локтевой 

вены. Исследования проводились в соот-

ветствии с требованиями биомедицин-

ской этики согласно Женевской конвен-

ции о правах человека (1997 г.) и Хель-

синской декларации Всемирной меди-

цинской ассоциации (2000 г.) на основа-

нии разрешения локального этического 

комитета, в связи с чем, у всех пациентов 

было получено письменное доброволь-

ное информированное согласие на уча-

стие в клиническом исследовании. 

Также, в качестве объекта исследова-

ния использовались белые лабораторные 

крысы-самцы массой 150-200 г. Живот-

ные содержались на стандартном режиме 

вивария. Все манипуляции, проводимые 

во время эксперимента, соответствовали 

требованиям международных правил гу-

манного отношения к животным, отра-

женных в санитарных правилах по от-

бору и содержанию экспериментально-

биологических клиник (вивариев) (УК 

РФ ст. 245).  

Эксперимент был проведен на живот-

ных, разделенных на две группы: 1-я 

группа – крысы, содержащиеся на стан-

дартном режиме вивария; 2-я группа – 

крысы с экспериментальным токсиче-

ским гепатитом (ЭТГ). 

Экспериментальный токсический ге-

патит у крыс моделировали путем перо-

рального введения четыреххлористого 

углерода – органоспецифического ток-

сина, обладающего гепатотропным эф-

фектом, в виде 33% раствора в вазелино-

вом масле из расчета 64 мкл токсина на 

100 г веса животного [13, 14]. Забой жи-

вотных производили на 4 сутки после 

введения токсического агента. Контроль-

ным животным вводили соответствую-

щую аликвоту вазелинового масла. 

Печень крысы извлекали под наркозом 

после многократного перфузирования ле-

дяным физиологическим раствором и ис-

пользовали для дальнейших исследова-

ний. 

Активность фермента определяли 

спектрофотометрически на СФ-56 при 

340 нм. О скорости реакции судили по па-

дению оптической плотности в резуль-

тате окисления НАДФН. Измерение ак-

тивности проводили в 50 мМ калий-фос-

фатном буфере (рН=7.4), содержащем 

1мМ ЭДТА, 0.80 мМ глутатион окислен-

ный, 0.16 мМ НАДФН. За единицу актив-

ности (Е) принимали количество фер-

мента, катализирующее образование 1 

мкмоль продукта реакции за 1 мин при 

25°С. Реакцию начинали внесением фер-

ментного препарата. Содержание белка 

определяли по методу Лоури и соавт.  

Очистка ГР из печени животных ис-

следуемых групп включала несколько 

стадий: 

1. Гомогенат печени получали с помо-

щью растирания ткани в фарфоровой 

ступке в 4-х кратном объеме охлажден-

ной среды выделения, приготовленной на 

основе 0.1 мМ трис-НСl-буфера (рН=7.6), 
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содержащего 1 мМ ЭДТА, 1% β-меркап-

тоэтанол. Затем гомогенат фильтровали и 

центрифугировали при 7000 g в течение 

12 мин. Полученную белковую субстан-

цию использовали для фракционирова-

ния белков сульфатом аммония. 

Определение границ высаливания ГР 

из белкового раствора проводили путём 

ступенчатого повышения градиента кон-

центрации (NH4)2SO4 в гомогенате пе-

чени. Для этого кристаллический сульфат 

аммония добавляли к гомогенату в коли-

честве, соответствующем нижней гра-

нице насыщения (40%). Смесь центрифу-

гировали при 13000 g в течение 10 мин. 

Осадок отбрасывали, а к надосадочной 

жидкости добавляли (NH4)2SO4 в количе-

стве, соответствующем верхнему пре-

делу насыщения (70%). После центрифу-

гирования при 15000 g в течение 15 мин 

получали осадок, содержащий ГР. Полу-

ченный осадок ресуспендировали в 4 см3 

среды выделения. 

2. Обессоливание на сефадексе G-25. 

Освобождение белковой смеси от низко-

молекулярных примесей осуществляли с 

помощью гель-фильтрации через ко-

лонку с сефадексом G-25 (1.5×20 см) [15]. 

В качестве элюирующей среды использо-

вали 0.01 М трис-HCl-буфер (рН=7.6), со-

держащий 0.1 ммоль/дм3 ЭДТА, 1%β-

меркаптоэтанол. Скорость элюции со-

ставляла 20-25 см3/час, её регулирование 

осуществлялось путем изменения гидро-

статического давления. Каждую фрак-

цию объемом 2-3 см3 анализировали на 

присутствие ферментативной активно-

сти. Эффективность обессоливания рас-

твора фермента проверяли качественной 

реакцией с реактивом Несслера, образую-

щим с ионами аммония характерный 

красно-бурый осадок [16]. Обессоленные 

фракции, обладающие максимальной 

ферментативной активностью, объеди-

няли и использовали для дальнейшей 

очистки. 

3. Ионообменная хроматография на 

ДЭАЭ-целлюлозе. Обессоленный рас-

твор фермента наносили на колонку с 

ДЭАЭ-целлюлозой (1.2×13 см), уравно-

вешенную элюирующей средой, приме-

няемой в ходе очистки на предыдущей 

стадии. Для очистки ГР использовали 

ступенчатый градиент концентраций KCl 

в элюирующем буфере. Элюирующая 

среда содержала вышеназванные ингре-

диенты. В ходе ионообменной хромато-

графии фермент десорбировался с ко-

лонки в ступенчатом градиенте KCl 50-

100 ммоль/дм3. Скорость элюции – 30- 

40 см3/ч. Каждую фракцию объемом 1.5-

2.0 см3 анализировали на присутствие 

ферментативной активности ГР. Все 

этапы выделения и очистки фермента 

осуществляли при температуре 0-4°С. 

Опыты проводили в 3-4 кратной био-

логической повторности, аналитические 

определения для каждой пробы – в двух 

повторностях. Данные обрабатывали с 

использованием стандартных статисти-

ческих методов [17]. 

Обсуждение результатов 

В ходе проведенных исследований 

установлено, что у пациентов с АГ проис-

ходило снижение активности ГР, выра-

женной в Е/см3 сыворотки крови в E/мг 

белка в 1.2 и 1.4 раза относительно кон-

трольной группы (рис. 1). Известно, что 

ацетальдегид, в условиях хронической 

алкогольной интоксикации, накаплива-

ясь внутри клеток печени, приводит к 

усилению пероксидного окисления липи-

дов, продукты которого вызывают нару-

шение образования НАДФН [18]. Веро-

ятно, в условиях сниженного содержания 

указанного восстановительного компо-

нента, необходимого для оптимального 

протекания ГР-реакции, скорость послед-

ней снижается. 

В ходе работы было установлено, что 

активность ГР в сыворотке крови крыс с 

ЭТГ, выраженная в Е/см3, и представлен-

ная в Е/мг белка, возрастала в 1.4 и 1.9 

раза (рис. 1). Подобная тенденция была 

характерна и в отношении активности ГР 
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в печени лабораторных животных, где ак-

тивность фермента, выраженная в Е/г сы-

рой массы ткани и Е/мг белка увеличива-

лась в 1.9 и 1.5 раза относительно кон-

троля (рис. 1). Очевидно, наблюдаемые 

изменения являлись адаптационной реак-

цией организма, направленной на восста-

новление глутатиона, используемого в 

реакциях детоксикации АФК, чрезмерно 

генерируемых при патологии.  

Как известно, ответ на развитие стрес-

сового воздействия, включая нарушения 

оксидативного статуса, имеют стадии 

компенсации и дезадаптации [19]. По 

всей видимости, на фоне длительно про-

текающего хронического поражения пе-

чени у пациентов с алкогольным гепати-

том происходила декомпенсация компо-

нентов антиоксидантной системы, что от-

ражалось в падении активности ГР. Что 

касается экспериментального моделиро-

вания токсического гепатита, то, оче-

видно, что в течение краткого периода 

индуцирования патологического состоя-

ния имела место компенсаторная ответ-

ная реакция, сопровождающаяся усиле-

нием синтеза глутатиона в ходе ГР-реакции. 

Для исследования регуляторных 

свойств ГР в норме и при патологии была 

осуществлена очистка фермента из пе-

чени крыс контрольной группы и живот-

ных с патологией. С помощью использу-

емых методов очистки, были получены 

ферментные препараты ГР с удельной ак-

тивностью 0.60 и 1.12 Е/мг белка из пе-

чени крыс контрольной группы и живот-

ных с ЭТГ соответственно (табл. 1). 

В ходе работы было установлено, что 

в процессе ионообменной хроматогра-

фии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой фер-

мент из печени исследуемых групп жи-

вотных десорбировался в виде одного 

пика при концентрации KCl 100 мМ 

(рис. 2). После нанесения ферментного 

препарата на колонку наслаивали 20 мл 

среды элюции (0.1 мМ трис-НСl-буфер 

(рН 7.6), содержащий 1 мМ ЭДТА, 1% β-

меркаптоэтанол), а затем 20 см3 50 мМ 

раствора КСl для десорбции сопутствую-

щих белков. Таким способом удалось по-

высить степень очистки ГР из печени 

крыс контрольной группы в 30.1 раза и 

животных с ЭТГ – 22.3 раза. 

Считается, что образование восстано-

вительных эквивалентов для функциони-

рования глутатионовой антиоксидантной 

системы в условиях интенсификации СО 

наряду с ферментами пентозофосфатного 

пути могут осуществлять НАДФ-зависи-

мые изоцитратдегидрогеназа и малатде-

гидрогеназа [20]. В этой связи с целью 

выявления возможных путей координа-

ции функционирования ГР и НАДФН-ге-

нерирующих ферментов было проведено 

исследование влияния субстратов и про-

дуктов данных реакций на активность ГР 

в норме и в условиях патологии. 

 
Рис. 1. Активность глутатионредуктазы, выраженная в Е/мл сыворотки крови (А), 

и представленная в виде Е/мг белка (Б), у людей контрольной группы (1), больных алко-

гольным гепатитом (2). 

Fig. 1. Glutathione reductase activity, expressed in U/ml of serum (A), and presented 

as U/mg of protein (B), in people in the control group (1), patients with alcoholic hepatitis (2). 
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Исследование влияния изоцитрата на 

активность ГР показало, что максималь-

ный активирующий эффект имеет место 

при 0.30 мМ концентрации данного мета-

болита как для фермента из печени крыс 

контрольной группы, так и животных, 

подвергнутых токсическому гепатиту 

(рис. 3А). При дальнейшем повышении 

концентрации изоцитрата имеет место 

снижение активирующего эффекта для 

ГР из печени обеих групп животных. Ин-

гибирование фермента наблюдается при 

концентрации изоцитрата свыше 0.80 и 

0.55 мМ в условиях нормы и при патоло-

гии соответственно. Степень ингибиро-

вания выше для фермента из печени крыс 

контрольной группы.  

По-видимому, стимуляция активности 

ГР субстратом ИДГ-реакции могла бы 

способствовать повышению активности 

фермента в патологическом состоянии. В 

этой связи интересно отметить, что 

удельная активность НАДФ-ИДГ возрас-

тает при токсическом гепатите в 1.4 раза 

[21]. 

При исследовании влияния малата 

(рис. 3Б) и 2-oксоглутарата (рис. 3В) на 

активность ГР из печени крыс в норме и 

при токсическом гепатите было установ-

лено, что при концентрации интермедиа-

тов до 0.1 мМ происходит снижение ГР-

активности. Но при дальнейшем повыше-

нии концентрации метаболитов скорость 

протекания ферментативной реакции 

возрастает, и при 0.3 мМ концентрации 

Таблица 1. Очистка глутатионредуктазы из печени крыс контрольной группы и животных 

c экспериментальным токсическом гепатитом 

Table 1. Purification of glutathione reductase from the livers of the control rats and animals with 

experimental toxic hepatitis 

Стадия 

очистки 

Условия 

экспери-

мента 

Количе-

ство 

белка, мг 

Общая ак-

тивность, 

E/г сырой 

массы 

Удельная 

активность, 

Е/мг белка 

Вы-

ход, % 

Сте-

пень 

очистки 

Гомогенат 
норма 2.67±0.11 243.00±9.66 0.011±0.0004 100 1 

ЭТГ 6.40±0.29 276.00±11.98 0.023±0.0084 100 1 

Фракциони-

рование 

сульфатом 

аммония 

норма 2.44±0.09 198.00±9.85 0.13±0.0006 91 1.2 

ЭТГ 6.10±0.27 203.00±10.18 0.037±0.0018 95 1.6 

Обессолива-

ние на сефа-

дексе G-25 

норма 2.29±0.08 115.00±5.77 0.020±0.0006 86 1.8 

ЭТГ 5.44±0.28 109.00±5.48 0.050±0.0028 85 2.2 

Хроматогра-

фия на 

ДЭАЭ-цел-

люлозе 

норма 1.21±0.04 1.98±0.08 0.600±0.0271 45 54.5 

ЭТГ 1.85±0.11 1.65±0.06 1.120±0.0514 29 49.1 

 

 
Рис. 2. Элюция глутатионредуктазы из печени крыс исследуемых групп животных в 

ходе хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе 

Fig. 2. Elution of glutathione reductase from the livers of the studied groups of rats during 

the chromatography using DEAE-cellulose 
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наблюдается максимальный активирую-

щий эффект. При концентрации метабо-

литов свыше 0.5 мМ активность фер-

мента вновь снижается. 

Известно, что ответ на разные сти-

мулы может развиваться как на уровне 

целого организма, так и в различных его 

системах. Молекулярные механизмы на 

клеточном уровне могут затрагивать фор-

мирование адаптивного ответа в том 

числе и через модификацию белков и их 

функций [22].  

Характер клеточного ответа при этом 

будет зависеть от продолжительности и 

интенсивности воздействия неблагопри-

ятных факторов. При умеренном воздей-

ствии формируется неспецифический от-

вет, повышающий адаптацию организма 

к новым условиям. При воздействии вы-

сокой интенсивности, например, при глу-

бокой гипоксии наступает состояние дез-

адаптации, в том числе и за счет прямого 

повреждающего действия АФК на белко-

вые молекулы [23]. 

Известно, что одним из важнейших 

следствий инициации редокс-сигнализа-

ции и АФК-опосредованной передачи 

сигнала является активация ядерных 

транскрипционных факторов, активируе-

мых реактивными молекулами кисло-

рода. Среди известных к настоящему вре-

мени белков, которые синтезируются в 

ответ на редокссигнал от адаптирующего 

фактора, наибольшее значение имеет, 

прежде всего, ряд неспецифических мо-

лекул, в том числе ферменты антиокси-

дантной защиты [24]. В этой связи не ис-

ключена возможность изменения актив-

ности исследуемого фермента вследствие 

ускорения скорости синтеза фермента de 

novo при развитии патологического со-

стояния печени у крыс, которое сопря-

жено с развитием оксидативного стресса. 

Также существуют данные об участии 

АФК в регуляции редокс-статуса клетки 

и окислительных модификаций белков. 

Регуляция редокс-сигнализации может 

осуществляться как через общий уровень 

глутатиона (GSH) в клетке, так и через со-

отношение GSH/GSSG [25]. Вероятно, 

взаимодействие реактивных метаболитов 

кислорода с молекулой ГР могло приво-

дить к конформационным перестройкам 

последней, имеющим значение для функ-

ционирования глутатионовой системы в 

условиях оксидативного стресса. 

Заключение 

Таким образом, обнаружены измене-

ния активности ГР в сыворотке крови 

 
Рис. 3 Влияние изоцитрата (А), малата (Б) и 2-оксоглутарата (В) на активность глутати-

онредуктазы в норме (1) и при экспериментальном токсическом гепатите (2) 

Fig. 3 Effect of isocitrate (A), malate (B), and 2-oxoglutarate (C) on the activity of glutathi-

one reductase in the control group (1) and in experimental toxic hepatitis (2) 
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больных с АГ, а также в печени и сыво-

ротке крови крыс с ЭТГ по сравнению с 

нормой. С использованием ионообмен-

ной хроматографии, были получены пре-

параты ГР из печени контрольных крыс и 

животных с патологией. со степенью 

очистки 54.5 и 49.1 соответственно. С ис-

пользованием полученных препаратов 

исследуемого фермента, были обнару-

жены особенности в регуляции активно-

сти ГР под действием интермедиатов 

цикла Кребса в норме и в условиях окис-

лительного стресса, возникающего на 

фоне ЭТГ. Вероятно, это могло быть свя-

зано с конформационными модификаци-

ями молекулы фермента, что, по-види-

мому, имеет значение для функциониро-

вания глутатионовой системы в условиях 

оксидативного стресса, развивающегося 

при патологии. 
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