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Вивчали вплив донора сірководню NaHS на показники окисного (як оксидативного, так і нітро-
зативного) стресу, стан спряження конститутивних NO-синтаз (cNOS) та ендотелійзалежне 
розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) у аорті старих щурів. Встановили розвиток оксидативно-нітро-
зативного стресу у старих тварин, які не отримували NaHS. Наслідком цього в аорті викликався 
неспряжений (uncoupling) стан cNOS і зниження конститутивного синтезу NO. Результатом цих 
біохімічних процесів було порушення ацетилхолініндукованого розслаблення ГМ аорти, амплітуда 
якого становила у старих тварин 7,5 ± 1,4 % порівняно з 64,9 ± 3,5,% в контрольній групі дорослих 
тварин. Показано, що NaHS суттєво пригнічував оксидативний і нітрозативний стрес, відновлював 
спряжений стан cNOS та збільшував конститутивний синтез NO. Це сприяло поліпшенню аце-
тилхолініндукованого розслаблення ГМ аорти, амплітуда якого у старих тварин, що отримували 
NaHS, збільшувалася до 48,8 ± 1,9 %.
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ВСТУП

Оксид азоту (NO) – ключовий фактор, що 
забезпечує нормальну реалізацію ендотелій-
залежного розслаблення. Основним шляхом 
його синтезу в судинах є окисний метаболізм 
L-аргініну під дією кальційзалежних консти-
тутивних NO-синтаз (сNOS=eNOS+nNOS). 
Синтезований в ендотелії NO дифундує в 
гладенькі м’язи (ГМ), активує розчинну 
гуанілатциклазу (рГЦ) і збільшує утво-
рення циклічного гуанозинмонофосфату 
(цГМФ). В результаті активується цГМФ-
залежна протеїнкіназа, яка зменшує вміст 
внутрішньоклітинного Ca2+, що викликає 
розслаблення ГМ [1]. Існують докази і про 
прямий релаксуючий вплив NO на ГМ, при 
якому відбувається рГЦ/цГМФ-незалежна 
активація Са2+-АТФази саркоплазматичного 
ретикулума і зменшення цитозольного Ca2+ 
[2]. Також показана здатність NO викликати 

релаксацію ГМ судин не зменшенням вну-
трішньоклітинного вільного Ca2+, а через 
зниження спорідненості до нього скоротли-
вих білків [3].

Основу порушення ендотелійзалежного 
розслаблення судин при старінні становить 
зниження вмісту NO, яке зумовлене такими 
патофізіологічними механізмами, як окис-
ний стрес, зростання активності ренінан-
гіотензинової системи, неспряження cNOS, 
підвищення активності вазоконстрикторних 
факторів тощо [4]. 

Однією із речовин, вплив яких стимулює 
утворення NO, пригнічує окисний стрес і 
активність ренінангіотензинової системи 
є сірководень (H2S) [5–7]. Особливої уваги 
потребує питання взаємодії H2S і NO. Згідно 
з останніми даними, H2S може збільшувати 
синтез NO як через фосфорилювання сNOS 
за PI3K/Akt-сигнальним механізмом, так і 
незалежно від нього [5, 8]. Також відомо, що 
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сірководень здатен пригнічувати фосфодіе-
стеразу, фермент, що розщеплює цГМФ у 
клітині, і пролонгувати цим самим дію NO 
на ГМ [9–11]. Це дає можливість припустити, 
що H2S відновлює порушену при старінні 
ендотеліальну функцію судин, покращує 
NO-залежне розслаблення, його можна 
розглядати як фактор профілактики таких 
асоційованих зі старінням захворювань, як 
артеріальна гіпертензія, атеросклероз, діа-
бетична ангіопатія тощо. 

Метою нашої роботи було дослідити в 
аорті старих щурів вплив донора H2S, NaHS на 
конститутивний синтез NO, ендотелійзалежне 
розслаблення ГМ, показники оксидативно-
нітрозативного стресу та спряження cNOS. 

МЕТОДИКА

Ендотелійзалежне розслаблення ГМ про-
водили на ізольованих препаратах грудної 
аорти щурів-самців лінії Вістар віком 8 міс 
(дорослі, n=10) та 22–24 міс (старі, n=20), 
масою 300–370 г з дотриманням усіх вимог 
щодо роботи з лабораторними тваринами 
(міжнародна конвенція, Страсбург, 1986). 

У щурів виділяли грудну аорту, нарізали 
на кільцеві препарати і за загальноприй-
нятою методикою в режимі, наближеному 
до ізотонічного, реєстрували скоротливу 
активність ГМ [12]. Для активації ГМ аорти 
до перфузуючого розчину додавали норадре-
налін (10⁻⁵ моль/л, “Sigma”, США). Стійкий 
рівень залежного від цієї речовини скорочен-
ня («плато») приймали за 100 %. Від нього 
проводили розрахунки зміни амплітуди ендо-
телійзалежних скоротливих реакцій ГМ аорти 
на ацетилхолін (10⁻⁵ моль/л, ”Sigma”, США). 
Вплив модулятора ендогенного сірководню 
вивчали за допомогою екзогенного донора 
H2S – NaHS (10⁻3 моль/л, “Sigma”, США), у 
якому інкубували кільцеві препарати аорти 
(30 хв), а також його додавали в перфузійні 
розчини. Для пригнічення утворення NO in 
vivo використовували метиловий ефір NG-
нітро-L-аргініну (L-NAME, 3×10⁻⁴ моль/л, 

“Sigma”, США), інгібітор активності сNOS. 
У цільних препаратах аорти визначали 

біохімічні показники, які є маркерами ок-
сидативного стресу: швидкість генерації 
супероксидного (*О2

-) і гідроксильного (*ОН) 
радикалів, пули пероксиду водню (Н2О2). Для 
встановлення шляхів генерації супероксиду 
визначали його утворення за дії циклоок-
сигенази (маркер тромбоксан B2 (TxB2)) та 
ліпоксигенази (маркер лейкотрієн C4 (LTC4)), 
а також потужної пуринової ксантиноксидази 
(маркер сечова кислота). Маркерами вільно-
радикального перекисного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) були пули дієнових кон’югатів (ДК) 
та малонового діальдегіду (МДА) [13]. Крім 
того, визначали активність конститутивного 
синтезу NO, оцінюючи кальційзалежну ак-
тивність cNOS і показники нітрозативного 
стресу: надлишкового de novo синтезу NO, 
оцінюючи кальційнезалежну активність 
індуцибельної NO-синтази (iNOS), реутилі-
заційного (salvage) синтезу NO — визна-
чаючи активність нітрат-редуктази, а його 
декомпозиційного синтезу – оцінюючи пули 
низькомолекулярних нітрозотіолів (НМНТ). 
Утворення пероксинітриту оцінювали за до-
помогою визначення пулів стабільного мета-
боліту NO – нітрат-аніона (NO3

-) – продукту 
нерадикального розпаду пероксинітриту. 
Визначали також пули нітрит-аніона (NO2

-) 
як маркера оксигенації аорти та пули ендо-
генного H2S, що може бути, згідно з нашою 
гіпотезою [12, 14], регулятором спряженого-
неспряженого стану cNOS [15]. Активнісь 
cNOS-залежного шляху утворення *О2

- оціню-
вали за зміною індексу спряження cNOS, який 
розраховували через відношення активності 
cNOS до швидкості генерації *О2

- [16]. Крім 
стаціонарних пулів у контрольних дорослих 
і старих тварин, визначали також зміни цих 
показників за підвищення ендогенного вмісту 
H2S за допомогою введення in vivo NaHS (56 
мг/кг, внутрішньоочеревинно за 30 хв до де-
капітації). Отримані результати представлені 
у відсотках відносно значення показників у 
дорослих тварин, які приймали за 100 %. 

Донор сірководню NAHS відновлює конститутивний синтез NO
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Результати обробляли методами варіа-
ційної статистики з використанням програм 
Excel (MS Office XP) та Origin 8,5 (Microcall 
Inc., США). Значення Р<0,05 вважали стати-
стично достовірними.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Показано, що додавання ацетилхоліну (10-5 
моль/л) до перфузійного розчину завжди при-
зводило до типового розслаблення преакти-
вованих норадреналіном ГМ грудної аорти. У 
дорослих щурів середнє значення амплітуди 
становило 64,9 ± 3,5,%, P<0,05 (n=10). У ста-
рих щурів амплітуда розслаблення ГМ була 
майже в 9 разів меншою за контроль. Серед-
нє її значення становило 7,5± 1,4,%, P<0,05 
(n=10). Додавання до перфузійного розчину 

NaHS і інкубація в ньому препарату ГМ аорти 
старих щурів впродовж 30 хв збільшувало 
амплітуду розслаблення на ацетилхолін більш 
ніж у 6 разів. Середнє її значення становило 
48,8±1,9,%, P<0,05 (n=10; рис 1). 

 Ми припустили, що NaHS відновлює аце-
тилхолініндуковане розслаблення ГМ аорти 
старих щурів внаслідок збільшення секреції 
ендотеліальними клітинами конститутивного 
NO. Для підтвердження цього у наступній 
серії дослідів NaHS додававли одночасно 
із блокатором синтезу NO – L-NAME. На 
фоні NaHS та L-NAME спостерігалося знач-
не зменшення амплітуди розслаблення ГМ 
аорти старих щурів у відповідь на ацетил-
холін. Середнє значення його амплітуди було 
2,5±1,4,%, P<0,05 (n=10). 

Для встановлення можливих механізмів 

Рис. 1. Вплив NaHS на ацетилхолін(АХ)-індуковане розслаблення гладеньких м’язів (ГМ) аорти старих щурів: а – нативна 
крива, б – стовпчикова діаграма; 1 – дорослі (контроль), 2 – старі, 3 – старі після введення в перфузійний розчин NaHS, 
4 – старі при одночасному введенні в перфузійний розчин NaHS та L-NAME. Темна лінія під кривими – тривалість дії 
АХ. Переривчаста – вихідний рівень (внизу) тонічного напруження ГМ і заданий рівень (зверху) їх активації після вве-
дення норадреналіну, що приймається за 100%. Стрілкою позначено початок активації ГМ. * Р<0,05 відносно значення 
у дорослих тварин, **Р<0,05 відносно значення у старих тварин, яким не вводили NaHS; *** P<0,05 відносно значення 
у старих тварин при дії NaHS
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впливу NaHS на ендотелійзалежне розсла-
блення ми провели серію біохімічних до-
слідів. Як видно з рис. 2, в аорті старих щурів 
розвивається оксидативний стрес. Так, сумар-
на швидкість генерації *О2

- перевищувала 
контрольні (у дорослих) значення в 5,8 разів. 
Дисмутація нестабільного радикала *О2

- в 
стабільний Н2О2 перевищувала контрольні 
значення в 4,3 раза. Швидкість утворення 
найбільш активного радикала кисню *ОН, 
який утворюється із Н2О2 в реакції Фентона, 
була збільшена майже в 12 разів. Як відомо, 
*ОН-радикал ініціює ПОЛ, первинними і 
вторинним продуктами якого є ДК і МДА від-
повідно [17]. Пули ДК були збільшені у 4,4, 
а МДА – у 6,5 разів, що є свідченням високої 
інтенсивності ПОЛ в аорті старих тварин. 
Ми дослідили також інтенсивність декількох 
основних шляхів утворення *О2

- (ініціатора 
оксидативного стресу) в цільних гомогена-
тах аорти щурів різних експериментальних 
груп. Так, пули LTC4, які характеризують 
активність ліпоксигеназного генератора *О2

- 

і пули сечової кислоти, які характеризують 
активність ксантиноксидази і одночасно є 

маркером гіпоксії та деградації АТФ, пере-
вищували контрольні значення у 2,7 і 8,3 
разів відповідно. Вірогідно не відрізнявся 
від контролю лише вміст TxB2, який є мар-
кером циклооксигеназного шляху генерації 
супероксиду (див. рис. 2). 

Одночасно з розвитком оксидативного 
стресу і ПОЛ в аорті старих щурів спостері-
гали і нітрозативний стрес (рис. 3). Про це 
свідчить значне підвищення надлишкового 
de novo синтезу NO (підвищення активності 
iNOS), його реутилізаційного ( підвищення 
активності нітратредуктази) і декомпози-
ційного синтезу (зниження пулів НМНТ). 
Результати також показали, що розвиток 
оксидативно-нітрозативного стресу і значна 
інтенсифікація вільнорадикального проце-
су ПОЛ в аорті старих тварин призводила 
до зниження активності сNOS у 3 рази, що 
може свідчити про дефіцит вазорелаксуючої 
фракції NO – конститутивного NO через 
порушення його конститутивного синтезу 
ферментами cNOS. Причиною останнього 
може бути неспряжений стан cNOS (синтез 
ним більшою мірою *О2

- замість NO), на що 

Рис. 2. Відносні значення показників оксидативного стресу в аорті старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS : I – швид-
кість генерації *О2

-, II – вміст H2O2, III – швидкість генерації *ОН, IV – вміст дієнових кон’югатів, V – вміст малонового 
діальдегіду, VI – вміст тромбоксану B2, VII – вміст лейкотрієну C4, VIII – вміст сечової кислоти. *Р<0,05 відносно значення 
у дорослих тварин (100 %). ** P<0,05 відносно значення у старих щурів, яким не вводили NaHS
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вказує зниження майже у 20 разів розрахо-
ваного нами індексу спряження cNOS (рис 
4). Неспряження cNOS може розвиватися 
внаслідок зменшення пулів субстрату син-
тезу NO de novo L-аргініну через посилення 
аргіназної активності в аорті старих щурів 
у 3,4 раза, (див. рис. 3) або зниження пулів 
кофактора cNOS — тетрагідробіоптерину 
(BH4), в результаті його окиснення радикалом 
*О2

- або пероксинітритом (ONOO-) [4]. Нами 
було встановлено достовірне посилення ге-
нерації супероксиду (див. рис.2), і утворення 
пероксинітриту, про що свідчить вірогідне 
(майже в 6 разів) підвищення пулів нітрат-
аніона — продукту нерадикального розпаду 
пероксинітриту (див. рис. 3) в аорті старих 
щурів. Так що обидві вищезгадані причини 
неспряження cNOS можуть спостерігатися 
при старінні, призводячи, з одного боку до 
підвищення генерації супероксиду неспря-
женою cNOS в аорті старих тварин, з іншого 
— до зниження синтезу конститутивного NO 
цими ферментами, тим самим зменшуючи 
ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти 
цих тварин (див. рис. 1).

Таким чином, підвищення декомпозиції 
НМНТ у старих тварин є компенсаторною ре-
акцією на зниження конститутивного de novo 
синтезу вазодилататорного NO ферментами 
cNOS. У наших дослідженнях пули НМНТ 
були достовірно зниженими майже у 2 рази 
(див. рис. 3). У свою чергу надлишковий, 
недилататорний NO (синтезований de novo 
ферментом iNOS, або реутилізацією нітрат- 
чи нітрит-аніонів відповідними редуктазами 
в гіпоксичних умовах) при взаємодії з *О2

- 
утворює пероксинітрит (ONOO-) із широким 
спектром пошкоджувальної дії – від ПОЛ, 
інактивації ферментів і іонних каналів до 
інгібування мітохондріального дихання 
[18–20]. Продуктом нерадикального розпаду 
ONOO- (після його протонування) є NO3

-, 
пули якого в аорті старих тварин перевищу-
вали контрольні значення в 5,6 раза (див. 
рис. 3). Продуктами радикального розпаду 
протонованого пероксинітриту є ОН- радикал 
і радикал діоксиду азоту (·NO2) — обидва 
радикали – ініціатори ПОЛ.

Окремо слід відмітити в аорті старих 
тварин достовірне зниження (в 1,6 разів) 

Рис. 3. Відносні значення показників нітрозативного стресу, конститутивного синтезу дилататорного NO та H2S в аорті 
старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS : I – активність cNOS, II – активність iNOS, III – нітратредуктазна активність, 
IV – аргіназна активність, V – вміст NO2

-, VI – вміст NO3
-, VII – вміст низькомолекулярних нітрозотіолів, VIII – вміст 

H2S. *Р<0,05 відносно дорослого контролю (100 %); ** P<0,05 відносно значення у старих щурів
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ендогенних пулів Н2S, регулятора спряже-
ного-неспряженого стану сNOS, тобто кон-
ститутивного синтезу дилататорного NO і 
потужного кардіо- і васкулопротектора (див. 
рис. 3, 4).

Таким чином, в аорті старих тварин в 
результаті окисного стресу і неспряження 
сNOS знижується конститутивний синтез 
дилататорного NO і збільшується утворення 
високотоксичного пероксинітриту. Наслідок 
цих процесів – глибоке порушення ендотелій-
залежного розслаблення ГМ аорти у старих 
тварин.

Введення in vivo NaHS старим тваринам 
значно збільшувало ендогенні пули H2S в 
аорті (див. рис. 3). Це супроводжувалося 
суттєвим пригніченням як окисного стресу, 
в результаті інгібування генерації *О2

- (див. 
рис.2), так і нітрозативного стресу (див. рис. 
3) через зменшення надлишкового утворення 
NO і його високотоксичного похідного ONOO-. 
Одночасно відновлювався спряжений стан 
cNOS і посилювався конститутивний синтез 

вазорелаксуючого NO (див. рис. 4). Останнє 
покращувало ендотелійзалежне розслаблення 
ГМ аорти у старих тварин після введення в 
організм донора сірководню. Ці результати 
підтверджують нашу гіпотезу [12, 14, 15] 
про важливу роль сірководню у відновленні 
спряженого стану cNOS і конститутивного 
синтезу дилататорного NO (такі речови нази-
вають декаплерами (decаpler). Таким чином, 
результати нашої роботи свідчать про те, що 
сірководень – потужний декаплер, як в умовах 
in vivo, так і in vitro.

ВИСНОВКИ

1. У старих тварин значно порушується ен-
дотелійзалежне ацетилхолініндуковане роз-
слаблення гладеньких м’язів аорти.

2. Введення in vitro донора сірководню 
(NaHS) в перфузійний розчин підвищувало 
ендотелійзалежне розслаблення ГМ аорти 
старих щурів, яке знижувалося при введенні 
в перфузійний розчин інгібітора конститутив-
ного синтезу дилататорного NO – L-NAME.

3. В ГМ і ендотеліальних клітинах аорти 
старих щурів знижуються ендогенні пули 
H2S, розвивається оксидативний і нітрозатив-
ний стрес, наслідком якого є розвиток неспря-
женого стану cNOS , за якого ці ферменти 
(eNOS i nNOS) кальційзалежного конститу-
тивного de novo синтезу NO більшою мірою 
генерують *О2

- замість дилататорного NO.
4. NaHS (донор H2S), введений in vivo в 

організм старих тварин, пригнічував оксида-
тивний і нітрозативний стрес, відновлював 
спряжений стан сNOS та збільшував консти-
тутивний синтез дилататорного NO.

K.O. Drachuk, A.V. Kotsjuruba, V.F. Sagach

HYDROGEN SULFIDE DONOR, NAHS,  
RECOVERS CONSTITUTIVE NO SYNTHESIS 
AND ENDOTHELIUM-DEPENDENT  
RELAXATION OF ISOLATED AORTA IN OLD 
RATS

The objective of this study was to show the effect of H2S do-
nor, NaHS on the endothelium-dependent vasorelaxation, free 

Рис. 4. Відносні значення індексу спряження конститу-
тивних NO-синтаз та пов’язаних з ним показників в аорті 
старих щурів перед (1) та після (2) дії NaHS: I – вміст 
H2S, II – активність cNOS, III – швидкість генерації *О2

- , 
IV – індекс спряження. *Р<0,05 відносно дорослих щурів 
(контроль, 100%); **P<0,05 відносно старих щурів
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radical state and cNOS uncoupling in old rats. In the aorta of 
old rats a combined oxidative and nitrosative stress develops 
that leads to сNOS uncoupling and decreased constitutive 
synthesis of the NO. That biochemical changes correlate with 
lowering of the endothelium-dependent relaxation of aortic 
smooth muscles (7,5 ± 1,4,%, compared with 64,9 ± 3,5,% in 
adults) . It was found that, due to the combined inhibition of 
oxidative and nitrosative stress, NaHS restores constitutive de 
novo synthesis of NO by restoring сNOS coupling. Addition-
ally, NaHS improves endothelium-dependent vasorelaxation 
by increasing (by 6,5 times) Ach-induced relaxation of aortic 
smooth muscles.
Key words: aging; endothelial dysfunction; oxidative stress; ni-
trosative stress; cNOS uncoupling; hydrogen sulfide; nitric oxide.

К.О. Драчук, А.В. Коцюруба, В.Ф. Сагач

ДОНОР СЕРОВОДОРОДА NAHS ВОС-
СТАНАВЛИВАЕТ КОНСТИТУТИВНЫЙ 
СИНТЕЗ NO И ЭНДОТЕЛИЙЗАВИСИМОЕ 
РАССЛАБЛЕНИЕ В АОРТЕ СТАРЫХ КРЫС

Изучали влияния донора эндогенного сероводорода, NaHS 
на показатели окислительного (как оксидативного, так 
и нитрозативного) стресса, состояние сопряжения кон-
ститутивных NO-синтаз (cNOS) и эндотелийзависимое 
расслабление гладких мышц (ГМ) аорты у старых крыс. 
Установили развитие оксидативного и нитрозативного 
стресса у животных, которые не получали NaHS, следстви-
ем чего было несопряжение (uncoupling) состояния cNOS 
и снижение конститутивного синтеза NO. В результате 
данных биохимических сдвигов нарушалось ацетилхо-
лининдуцированное расслабления ГМ аорты, амплитуда 
которого 7,5 ± 1,4 % по сравнению с 64,9 ± 3,5 % в контр-
ольной группе взрослых животных. Показано, что NaHS 
существенно угнетал оксидативный и нитрозативный 
стресс, восстанавливал сопряжение cNOS и увеличивал 
конститутивный синтез NO. Это способствовало улучше-
нию ацетилхолининдуцированного расслабления ГМ аор-
ты, амплитуда которого у старых животных, получавших 
NaHS, увеличивалась до 48,8±1,9 %.
Ключевые слова: старение; эндотелиальная дисфункция; 
оксидативный стресс; нитрозативный стресс; несопряже-
ние cNOS; сероводород; оксид азота.
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