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Изучено влияние L-аргинина в дозе 500 мг/кг на секреторную актив-

ность лизосомальных цистеиновых протеиназ мышечных тканей крыс. Ус-

тановлено, что воздействие L-аргинина оказывает мембрано-стабилизирую-

щие эффекты, в большей степени за счет подавления секреции изучаемых 

ферментов.  
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The effect of L-arginine at a dose of 500 mg / kg on the secretory activity of 

lysosomal cysteine proteases muscle tissue of rats. It is established that the effect of 

L-arginine leads to stabilization of the lysosomal membrane, the most because in-

hibition of cathepsins secretion.  
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Введение 

Одной из наиболее активно изу-

чаемых проблем является прижизнен-

ная пермеабилизация лизосомных 

мембран (ПЛМ), которая стала еще 

более актуальной в связи с открытием 

взаимосвязи между освобождаемыми 

ферментами лизосом и запуском 

апоптоза. Дальнейшие исследования 

по моделированию апоптоза обнару-

жили увеличение содержания в цито-

золе в первую очередь катепсинов, 

при этом лизосомы морфологически 

могут выглядеть интактными. Работы 

по ингибированию катепсинов или их 

генетическая опосредованная инакти-

вация, напротив, демонстрируют тор-

можение некоторых путей програм-

мированной клеточной гибели [13]. 

Активные исследования ведутся 

также в области изучения специфиче-

ского расщепления и активации сиг-

нальных пептидов апоптоза катепси-

нами лизосом, а также поиска связи 

окислительного стресса слабилизацией 

мембран лизосом [7]. В настоящее 

время подтверждены данные о том, 

что мембраны лизосом подвержены 

повреждающему действию транслоци-

рующихся в цитозоль катепсинов [16]. 

Несмотря на то, что какого-либо 

универсального механизма, сигнали-

зирующего о гибели клетки в резуль-

тате ПЛМ, в настоящее время не най-

дено, существуют предположения о 

ведущей роли высвобождающихся из 

лизосом катепсинов для гибели клет-

ки и активации последующих путей 

сигнализации [6]. 

Регистрация прижизненной 

утечки лизосомных ферментов в ци-

тозоль и результаты экспериментов 

по избирательному ингибированию 

активности высвобождаемых фермен-

тов или эффектов генетически опо-

средованного подавления экспрессии 

катепсинов свидетельствует о том, 

что частичная ПЛМ может быть неза-

висимым фактором апоптоза [11, 14]. 

Поскольку нарастание активности 

и/или содержания лизосомальных ка-

тепсинов в цитозоле может быть вы-

звано как их выходом сквозь повреж-

денную лизосомальную мембрану, так 

и секрецией [10], актуальным пред-

ставляется исследование вклада секре-

торного механизма катепсинов при из-

менении синтеза оксида азота. Данное 

вещество чаще всего рассматривается в 

качестве маркера эндотелиальной дис-

функции [2], имеющей, по данным 

эпидемиологических исследований, 

широкую распространенность в попу-

ляции [5], однако в настоящее время 

происходит накопление сведений о 

множестве других функций оксида азо-

та [3], в том числе и в качестве одного 

из факторов регуляции апоптоза [1, 8]. 

 

Цель исследования 

Изучение влияние L-аргинина на 

секреторную активность лизосомаль-

ных цистеиновых протеиназ мышеч-

ных тканей крыс.  
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Материалы и методы 

Работа выполнена на 12 конвен-

циональных половозрелых крысах-

самцах линии Wistar массой 280-320 

граммов. Животные содержались по 3-

4 особи одного пола в металлических 

клетках площадью 24 дм
2
 при естест-

венном освещении, получали воду и 

полноценный сухой комбикорм для ла-

бораторных животных «Чара» (произ-

водство ЗАО «Ассортимент-Агро», 

Московская область, Сергиев-Посадс-

кий район, д. Тураково). Приготовле-

ние кормов для животных, расчет ра-

циона осуществлялся сотрудниками 

вивария в соответствии с установлен-

ными нормами. Содержание животных 

в виварии соответствовало «Санитар-

ным правилам по устройству, оборудо-

ванию и содержанию эксперименталь-

но-биологических клиник» от 

06.04.1993. Содержание и выведение 

животных из эксперимента выполняли 

в соответствии с правилами, изложен-

ными Международным Советом Меди-

цинских Научных Обществ (CIOMS) в 

«Международных рекомендациях по 

проведению медико-биологических ис-

следований с использованием живот-

ных» (1985 г.) и приказе МЗРФ №267 

от 19.06.2003 г. «Об утверждении пра-

вил лабораторной практики». 

Моделирование изменения уров-

ня синтеза оксида азота (II) субстратом 

NO-синтазы осуществляли путем 

внутрижелудочного введения раствора 

L-аргинина («Sigma», США) в 0,9 % 

растворе NaCl в дозе 500 мг/кг [2] че-

рез стеклянный градуированный 

шприц с внутрижелудочным зондом. 

Объем вводимого раствора зависел от 

массы, и не превышал 1 мл. Препарат 

вводили 1 раз в сутки до утреннего 

кормления ежедневно в течение 10 

дней. Выведение из эксперимента 

осуществляли на 11-е сутки. В качест-

ве группы сравнения использовались 

лабораторные животные, которым в 

течение 10 дней внутрижелудочно 

вводили физиологический раствор. 

Оценка степени секреции лизо-

сомальных цистеиновых протеаз про-

изводилась путем анализа коэффици-

ента Wsecr [4]. Метод основан на одно-

временной оценке двух параметров – 

коэффициента лабильности катепсина 

(ClabCath) и коэффициента лабильно-

сти кислой фосфатазы (ClabAP) как 

показателей функционального со-

стояния лизосомальной мембраны. 

Статистический анализ результа-

тов исследования проведен согласно 

руководствам по медицинской стати-

стике, с использованием программы 

«Microsoft Office Excel 2010» и 

«Statistica 10.0». Проверку нормально-

сти распределения данных осуществля-

ли с помощью критерия Шапиро-Уилка 

(W-критерий). Для корреляционных 

рядов с отсутствием согласия данных с 

нормальным распределением вычисля-

ли характеристики: медиану (Ме), ми-

нимальное (min) и максимальное (max) 
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значение, результаты представляли в 

формате Ме [min; max]. Поскольку от-

мечалось отсутствие согласия боль-

шинства данных с нормальным распре-

делением, для оценки статистической 

значимости различий независимых вы-

борок использовали ранговый критерий 

Манна-Уитни (U-тест). 

 

Результаты и их обсуждение 

Оценка степени секреции лизо-

сомальных цистеиновых протеиназ 

(Wsecr), трактуется следующим обра-

зом: возрастание (положительное зна-

чение) данного биохимического пока-

зателя говорит о секреции лизосо-

мальных цистеиновых протеиназ за 

счет проницаемости мембраны, а 

уменьшение (отрицательное значе-

ние) свидетельствует о нарушении 

целостности лизосомальной мембра-

ны [4]. Одной из составляющих мето-

да является оценка коэффициента ла-

бильности катепсина (Клаб,%), кото-

рый характеризует общую проницае-

мость лизосомальной мембраны для 

данного фермента, поэтому возникает 

необходимость совместной трактовки 

показателей Клаб,% и Wsecr.Доля вне-

лизосомальной активности и коэффи-

циент лабильности лизосомальной 

мембраны для каждого из катепсинов 

может изменяться за счет изменения 

общей проницаемости лизосомальной 

мембраны [12] и изменения степени 

секреции индивидуального фермента.  

При анализе показателей коэф-

фициентов лабильности и доли секре-

тируемой активности катепсинов В, L, 

Н в описываемой экспериментальной 

модели в мышечных органах выявле-

ны следующие тенденции(табл. 1).
 

Таблица 1  

Влияние L-аргинина на степень секреции лизосомальных цистеиновых  

протеиназ в различных мышечных органах, Me [min; max] 
 

 Миокард Грудная аорта Скелетная мышца 

Контроль L-аргинин Контроль L-аргинин Контроль L-аргинин 

К
а

т
. 

В
 

Клаб,% 
54,7 

[39,8; 59,1] 

10,6* 

[4,0; 17,1] 

53,2 

[33,3; 82,9] 

13,1* 

[5,0; 23,2] 

62,2 

[53,9; 71,1] 

50,7* 

[46,4; 56,7] 

Wsecr 
0,73 

[0,62; 0,87] 

−0,80* 

[−2,73; 0,04] 

−0,06 

[−0,43; 0,14] 

−0,11 

[−1,20; 0,41] 

0,87 

[0,82; 0,93] 

0,77* 

[0,71; 0,79] 

К
а

т
. 

L
 

Клаб,% 
8,1 

[5,4; 13,6] 

12,8 

[6,4; 19,6] 

62,1 

[33,4; 83,7] 

15,9* 

[9,8; 40,1] 

10,4 

[7,0; 11,2] 

8,4 

[6,2; 11,6] 

Wsecr 
−0,62 

[−1,78; 0,26] 

−1,09 

[−1,77; 0,24] 

0,02 

[−0,16; 0,17] 

0,30 

[−0,29; 0,94] 

0,21 

[0,05; 0,39] 

−0,41* 

[−1,02; −0,06] 

К
а

т
. 

Н
 

Клаб,% 
11,2 

[9,5; 15,0] 

11,3 

[11,0; 15,9] 

61,9 

[19,8; 78,3] 

14,4* 

[9,6; 29,0] 

7,2 

[5,5; 15,1] 

8,7 

[7,3; 10,7] 

Wsecr 
−0,24 

[−0,59; 0,44] 

−0,62 

[−0,67; −0,27] 

−0,02 

[−0,86; 0,14] 

0,21 

[−0,15; 0,44] 

0,04 

[−0,17; 0,34] 

−0,39* 

[−0,58; −0,21] 

Примечание: *− статистически значимые отличия от группы контроля (р<0,05). 
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Действие L-аргинина в дозе 500 

мг/кг в большинстве случаев приво-

дит к уменьшению доли внелизосо-

мальной фракции изучаемых катепси-

нов в мышечных тканях. Наиболее 

яркие изменения касаются катепсина 

В. Так, обнаружено, что данный фер-

мент демонстрирует высокие показа-

тели коэффициента лабильности ли-

зосомальной мембраны в контрольной 

группе; эффект L-аргинина проявля-

ется выраженным статистически зна-

чимым снижением этого параметра. 

Анализ изменений Wsecr позволяет 

предполагать, что причиной выявлен-

ных сдвигов в сердечной и скелетной 

мышце является уменьшение степени 

секреции катепсина В (статистически 

значимые снижения  Wsecr в изучае-

мых органах). Это наблюдение согла-

суется с данными [12, 15, 16], описы-

вающими вклад секреции катепсина В 

в развитие различных патологий. 

Однако следует помнить о том, 

что высвобождающийся катепсин В 

какое-то время сохраняет стабиль-

ность при физиологических значениях 

рН [13], что в свою очередь не гаран-

тирует отсутствие дальнейшего раз-

вития апоптоза. Не следует забывать 

и о возможности лизосомальных цис-

теиновых протеиназ запускать меха-

низм активации программированной 

клеточной гибели посредством акти-

вации других медиаторов. 

Для катепсинов L и Н в миокар-

де не обнаружено статистически зна-

чимых изменений изучаемых показа-

телей, при этом в скелетной мышце на 

фоне отсутствия изменений коэффи-

циента лабильности лизосомальной 

мембраны наблюдается статистически 

значимое снижение Wsecr, что также 

можно расценивать как подавление 

секреции этих ферментов. 

В грудной аорте для всех изу-

чаемых ферментов тенденция оказа-

лась однонаправленной: действие L-

аргинина привело к выраженному ста-

тистически значимому снижению ко-

эффициента лабильности лизосомаль-

ной мембраны, при этом высокие зна-

чения данного показателя в контроль-

ной группе не сопровождались поло-

жительными значениями Wsecr, что го-

ворит об отсутствии вклада секретор-

ного механизма в выход ферментов во 

внелизосомальную фракцию для дан-

ного органа. Возможно, по этой при-

чине статистически значимых измене-

ний Wsecr ни для одного из изучаемых 

ферментов в грудной аорте не  полу-

чено и снижение коэффициентов ла-

бильности в этом случае можно трак-

товать как проявление общего стаби-

лизирующего действия L-аргинина на 

лизосомальную мембрану. 

В целом, результаты исследова-

ния подтверждают тезис о дифферен-

циальной проницаемости лизосомаль-

ной мембраны для цистеиновых про-

теиназ и позволяют говорить о положи-

тельной роли L-аргинина на процесс 

лизосомальной пермеабилизации. 
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В настоящее время пермеабили-

зация лизосомальных мембран и ас-

социированный с ней апоптоз чаще 

всего изучается в экспериментальной 

онкологии [8, 15], где повышенная 

экспрессия катепсинов может счи-

таться одним из доказанных фактов 

[9]. Однако, данный процесс имеет, 

по-видимому, гораздо более широкое 

распространение и поиск его регуля-

торов может дать стимул к разработке 

препаратов для лечения и профилак-

тики ряда заболеваний, в том числе 

сердечно-сосудистых патологий. 

 

Выводы 

1. L-аргинин в дозе 500 мг/кг в 

сердечной и скелетной мускулатуре 

способствует уменьшению выхода 

катепсина В в цитоплазматическую 

фракцию за счет уменьшения вклада 

секреторного механизма. 

2. Степень секреции катепси-

нов L и Н в скелетной мышце под 

действием L-аргинина снижается.   

3. Действие L-аргинина на 

грудную аорту приводит к общей ста-

билизации лизосомальных мембран. 
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