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Вплив L-аргініну та корвітину на окисно-нітрозативний 
стрес у шкірі щурів за умов підвищеного вмісту нітрату 
натрію
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Досліджували вплив поєднаної дії L-аргініну та водорозчинної форми кверцетину (корвітину) на 
маркери окисно-нітрозативного стресу в шкірі щурів за умов 30-добової їх інтоксикації нітратом на-
трію (200 мг/кг за добу). Сумісне внутрішньоочеревинне введення L-аргініну (500 мг/кг) та корвітину 
(10 мг/кг у перерахунку на кверцетин), раз на 3 доби, починаючи з 15-ї доби інтоксикації, зменшувало 
утворення у тканинах шкіри пероксинітриту, супероксидного аніон-радикала (.О ) НАДФH-залеж-
ними (ендоплазматичний ретикулум та NO-синтаза) та НАДН-залежним (мітохондріальним) 
електронно-транспортними ланцюгами, знижувало приріст концентрації сполук, що реагують з 
тіобарбітуровою кислотою, за час інкубації у прооксидантному залізоаскорбатному буферному 
розчині. Значення цих показників були істотно нижчими, ніж при окремому застосуванні наведених 
препаратів. Поєднаний вплив L-аргініну та кверцетину за умов експерименту підвищував активність 
аргінази та супероксиддисмутази у тканинах шкіри, що істотно перевищувало результати серій 
з призначенням тільки однієї із цих сполук. Зроблено висновок, що поєднане введення L-аргініну і 
корвітину є більш ефективним засобом попередження окисно-нітрозативного стресу в шкірі щурів 
за умов надлишкового надходження в організм нітрату натрію порівняно з окремим застосуван-
ням, зменшує в тканинах шкіри утворення активних форм кисню і азоту (.О  та пероксинітриту), 
збільшує антиоксидантний потенціал, підвищує активність аргінази та супероксиддисмутази.
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ВСТУП

На переважній більшості території України 
виявлено стабільне забруднення ґрунтів і 
питної колодязної води нітратами з переви-
щенням гранично допустимих концентрацій 
у 2-5 та у 7-35 разів відповідно. На 43% 
території країн Європи вміст нітратів стано-
вить 25-50 мг/л, на 25% території – понад 50 
мг/л [1]. Це створює передумови до значно 
більшого надходження цих сполук у організм 
людини і тварин. Типовим механізмом дії 
нітратів вважається їхнє відновлення до 
нітрит-іонів і далі – до оксиду азоту (NO) 
з ризиком утворення таких надзвичайно 
токсичних сполук, як активні форми азоту 
(пероксинітрит, діоксид азоту тощо) [2, 3]. 

В останні роки NO розглядається як важ-
ливий медіатор у фізіології шкіри. Він бере 
участь у забезпеченні її бар’єрно-захисних 
функцій, підтримці нормального кровотоку 
в мікроциркуляторному руслі, опосередковує 
процес ацетилхолініндукованої вазодила-
тації, регулює норадренергічну трансмісію 
і електричну провідність [4, 5]. Наслідком 
виявлення таких властивостей NO було ство-
рення низки мазей, кремів, гелів та інших 
лікарських форм і косметичних засобів, що 
містять його донатори. Водночас NO відомий 
як цитотоксичний агент, що виявляє проокси-
дантні і апоптотичні властивості, пригнічує 
біоенергетичні і репаративні процеси [2, 6].

Нещодавно показано, що у разі надмір-
ного надходження до організму екзогенних 
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джерел NO порушується механізм авто-
регуляції вмісту цієї молекули в тканинах 
(«цикл оксиду азоту»). Це супроводжується 
гіперактивацією індуцибельної ізоформи 
NO-синтази (iNOS) і розвитком пов’язаного 
з нею окисно-нітрозативного стресу [6, 
7]. Обмеження останнього відбувається за 
участю конститутивних ізоферментів NO-
синтази. У наш час доведена здатність квер-
цетину впливати на активність ферментів, 
які беруть участь у деградації фосфоліпідів 
(фосфоліпази, ліпоксигенази, циклооксиге-
нази), блокувати вільнорадикальні проце-
си [8]. Повідомляється про його здатність 
пригнічувати убіквітинзалежний протеоліз 
комплексу транскрипційного ядерного фак-
тора κB (NF-κB) з інгібіторним білком IκB, 
що порушує деградацію останнього під дією 
протеасоми [9]. Це створює передумови для 
усунення можливості NF-κB-залежної екс-
пресії низки генів, значна кількість з яких 
кодує білки-ефектори окисно-нітрозативного 
стресу (прозапальні цитокіни, металопротеї-
нази, iNOS тощо) [10]. Нещодавно встанов-
лено, що введення інгібіторів NF-κB супро-
воджується підвищенням антиоксидантної 
та колагенопротективної дії субстрату NOS 
і аргінази – L-аргініну [11, 12]. Проте ефек-
тивність поєднаного застосування L-аргініну 
та кверцетину для корекції наслідків окисно-
нітрозативного стресу за умов надлишкового 
утворення NO з екзогенних джерел (модель 
хронічної інтоксикації нітратом натрію) за-
лишається нез’ясованою.

Метою нашої роботи було вивчення впли-
ву сумісної дії L-аргініну та водорозчинної 
форми кверцетину (корвітину) на маркери 
окисно-нітрозативного стресу в шкірі білих 
щурів при надмірному надходженні в ор-
ганізм нітрату натрію.

МЕТОДИКА

Дослідження були проведені на 35 білих 
щурах-самцях лінії Вістар масою 180-220 г, 
розподілених на 5 груп: 1-ша – інтактні 

тварини, 2-га – з відтворенням 30-добової 
ін токсикації нітратом натрію, в 3-5-й групах, 
по чинаючи з 15-ї доби інтоксикації вводили 
та кі сполуки, як L-аргінін, водорозчинну 
фор му кверцетину (корвітин) та сумісно L-ар-
гінін і кверцетин відповідно. Нітрат натрію 
призначали інтрагастрально за допомогою 
зонда в дозі 200 мг/кг у вигляді водного 
розчину [13]. Використання цієї методики 
дало змогу відтворити надмірне утворення і 
депонування NO в шкірі у вигляді парамаг-
нітних комплексів з гемовим і негемовим 
залізом [6].  L-аргінін (“Sigma-Aldrich, Inc.”, 
США) і корвітин (комплекс кверцетину з 
полівінілпіролідоном виробництва ЗАТ НВЦ 
«Борщагівський ХФЗ», Україна) призначали у 
дозі 500 та 10 мг/кг (у перерахунку на квер-
цетин) раз на 3 доби. Тварин декапітували 
під легким ефірним наркозом, дотримуючись 
положення «Європейської конвенції по захи-
сту хребетних тварин, яких використовують в 
експериментальних та інших наукових цілях» 
(Страсбург, 1986). Стандартні зразки шкіри 
вирізали з ділянки спини.

Оцінювали показники окисного (сумарна 
активність NO-синтази – NOS) та неокисного 
(активність аргінази та орнітиндекарбокси-
лази) шляхів метаболізму L-аргініну [7]. 
Концентрацію пероксинітріту в гомогенаті 
визначали спектрофотометрично за поглинан-
ням на довжині хвилі 355 нм [7]. Утворення 
супероксидного аніон-радикала (.О -

2 ) у гомо-
генаті шкіри оцінювали спектрофотометрично 
при проведенні тесту з нітросинім тетразолієм 
з індукторами у вигляді НАДH і НАДФH для 
оцінки продукції .О -

2  відповідно НАДН-залеж-
ним (мітохондріальним) і НАДФH-залежними 
(мікросомальним і NOS) електронно-транс-
портними ланцюгами (ЕТЛ) [14].

Рівень ПОЛ у тканинах визначали за 
ут воренням у реакції тіобарбітурової кис-
лоти (ТБК) з ТБК-активними продуктами 
за барвленого триметінового комплексу. 
Стан ан тиоксидантної системи оцінювали 
за прирос том концентрації ТБК-активних 
сполук за час інкубації, а також за активністю 
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антиоксидантних ферментів – супероксид-
дисмутази (СОД) та каталази. 

Отримані результати статистично обро-
бляли. Для перевірки розподілу на нормаль-
ність було застосовано розрахунок критерію 
Шапіро-Уілка. Для їх порівняння використо-
вували критерій t Стьюдента для незалежних 
вибірок, якщо вони відповідали нормальному 
розподілу, коли не підлягали – непараметрич-
ний метод – тест Мана-Вітні. Для множинного 
порівняння використовували поправку Бонфе-
роні, а при розподілі, який відрізняється від 
нормального, –  критерій Краскела-Уоліса. 
Статистичні розрахунки проводили з вико-
ристанням програми «StatisticSoft 6.0».

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При введенні нітрату натрію в тканинах 
шкіри збільшувалася вдвічі (P<0,001) сумар-
на активність NOS (табл. 1), а концентрація 
пероксинітриту – на 41,8% (P<0,01). При ць-
ому активність аргінази істотно не змінюва-
лася, а орнітиндекарбоксилази – знижувалася 
на 33,1% (P<0,001) порівняно зі значеннями 
інтактної групи.

Отримані результати свідчать про пору-
шення авторегуляції вмісту NO в тканинах 

шкіри. При цьому замість зменшення ен-
догенного синтезу NO при надходженні в 
організм значної кількості його екзогенного 
донатора (нітрату натрію) підвищувалась 
активність NOS. Наслідком цього є роз-
виток нітрозативного стресу, пов’язаний з 
підвищенням концентрації активних форм 
азоту, зокрема, пероксинітриту. Зниження 
актив ності орнітиндекарбоксилази супрово-
джується порушенням синтезу поліамінів з 
подальшим розладом клітинної проліферації 
і біосинтезу білка [15].

Введення L-аргініну суттєво не впливало 
на сумарну активність NOS і аргінази, а також 
концентрацію пероксинітриту в тканинах 
шкіри порівняно з результатами 2-ї групи. 
Водночас ця амінокислота підвищувала 
активність іншого ферменту аргіназного ме-
таболічного шляху – орнітиндекарбоксилази 
– на 62,6% (P<0,001). У разі дії корвітину 
зменшувалася сумарна активність NOS на 
28,6% (P<0,01), а концентрація пероксинітри-
ту на 28,8% (P<0,02) порівняно зі значеннями 
контрольної групи.

Одержані результати узгоджуються з тим, 
що кверцетин, як інгібітор активації NF-κB на 
етапі протеасомної деградації IκB та подаль-
шої транслокації вільних компонентів NF-κB 

Д.О. Хміль, В.О. Костенко

Таблиця 1. Поєднаний вплив L-аргініну та кверцетину на показники нітроксидергічної та аргіназної систем 
шкіри за умов надлишкового надходження у організм нітрату натрію (M+m, n=35)

Показники
Інтактні
тварини

Введення нітрату натрію 

Контроль L-аргінін Корвітин L-аргінін і корвітин
Сумарна активність NO-
синтази,
мкмоль(NО -

2 )/хв·г·білка 4,67±0,16 9,38±0,54 * 8,89±0,50 * 6,70±0,60 *,**
5,73±0,25
*,**,***

Пероксинітрит, мкмоль/г
0,98±0,03 1,39±0,13 * 1,25±0,06 * 0,99±0,03 **

0,73±0,03
*,**,***,****

Активність аргінази, 
мкмоль/хв·г білка 1,94±0,17 1,60±0,13 1,61±0,07 1,60±0,08

1,99±0,05
**,***,****

Активність орнітиндекар-
боксилази, нмоль/хв·г
гомогенату 235,3±11,9 157,4±9,1 * 255,9±11,8 ** 244,6±12,1 **

267,8±4,9
*,**

Тут і далі: *  Р<0,05 порівняно зі значеннями інтактних щурів; **  P<0,05 порівняно зі значеннями 
контрольної групи; *** P<0,05 порівняно зі значеннями тварин, яким вводили L-аргінін; **** – P<0,05 
порівняно зі значеннями тварин, яким вводили корвітин.
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у ядро клітини, здатний порушувати експре-
сію гена iNOS із закономірним зменшенням 
біосинтезу та активності цього ферменту [9]. 

Введення корвітину суттєво не позначалося 
на активності аргінази, проте підвищувало 
активність орнітиндекарбоксилази у ткани-
нах шкіри  на 55,4% (P<0,001) порівняно 
зі значеннями 2-ї групи. У разі поєднаної 
дії L-аргініну та кверцетину зменшувалася 
сумарна активність NOS, яка була нижче на 
38,9% (P<0,001) від контрольної групи та на 
35,5% (P<0,001) 3-ї групи. При цьому вміст 
пероксинітриту на 47,5% (P<0,001) був нижче 
відповідного значення  2-ї групи, на 41,6% 
(P<0,001) 3-ї групи, на 26,3% (P<0,001) 4-ї 
групи. За умов поєднаної дії L-аргініну та 
кверцетину підвищувалася активність аргі-
нази, яка на 24,4% (P<0,02) перевищувала 
відповідний результат 2-ї групи та на 23,6% 
(P<0,001) і 24,4% (P<0,01) – 3-ї та 4-ї груп. 

Активність орнітиндекарбоксилази на 70,1% 
(P<0,001) була більшою, ніж значення 2-ї 
групи, але суттєво не відрізнялася від резуль-
татів 3-ї та 4-ї груп. Це створює передумови 
для більш активної утилізації L-аргініну в 
аргіназному метаболічному шляху, в якому 
утворюється низка життєво важливих спо-
лук – орнітин, цитрулін, глутамат, глутатіон, 
поліаміни тощо [15, 16].

Інтоксикація нітратом натрію супро-
воджувалася зростанням продукції .О -

2   
НАДФH-залежними (мікросомальним і NOS) і  
НАДФH-залежним (мітохондріальним) ЕТЛ на 
42,5 (P<0,001) і 57,0% (P<0,001) відповідно по-
рівняно з показниками інтактної групи (табл. 2). 

Відомою є здатність NO викликати одно-
електронне відновлення кисню при взаємодії 
з металовмісними центрами цитохромів і 
FeS-кластерами дихального ланцюга мітохон-
дрій [2] та цитохром Р450-залежними оксидо-

Таблиця 2. Поєднаний вплив L-аргініну та кверцетину на вільнорадикальні процеси та антиоксидантний за-
хист у тканинах шкіри за умов надлишкового надходження у організм нітрату натрію (M+m, n=35)

Показники
Інтактні
тварини

Введення нітрату натрію 

Контроль L-аргінін Корвітин
L-аргінін  і 
корвітин

Продукція супероксидного 
аніон-радикала, нмоль/с·г го-
могенату НАДФH-залежними 
електронно-транспортними 
ланцюгами 20,18±0,71 28,75±0,75 * 29,51±0,75 * 25,16±0,48 *,**

22,19±0,44
**,***,****

НАДH-залежним (мітохонд-
ріальним) електронно-тран-
спортними ланцюгами 21,61±0,34 33,92±0,71 * 30,98±0,45 *,** 29,06±0,47 *,**

24,73±0,50
*,**,***,****

Концентрація 
сполук, що реагують з тіобар-
бітуровою кислотою,  
мкмоль/кг гомогенату 20,88±2,73 46,05±1,81 * 39,66±3,11 * 28,98±1,84 *,**

24,76±1,47
**,***

Приріст концентрації сполук, 
що реагують з тіобарбітуро-
вою кислотою, за час інкуба-
ції, мкмоль/кг гомогенату 14,53±2,24  30,8±2,37 * 21,94±5,22 15,73±3,56 **

7,59±0,90
*,**,***,****

Активність
супероксиддисмутази, од. акт. 0,28±0,03 0,14±0,01 * 0,21±0,02 ** 0,26±0,02 **

0,31±0,01
**,***,****

Активність
каталази, мккатал/г гомогенату 0,14±0,01 0,07±0,01 * 0,11±0,01 ** 0,10±0,02 0,14±0,01 **

Вплив L-аргініну та корвітину на окисно-нітрозативний стрес у шкірі щурів за умов підвищеного вмісту нітрату натрію
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редуктазами ендоплазматичного ретикулума 
[17]. Наслідком надлишкової генерації актив-
них форм кисню і азоту (.О -

2 , NO, перокси-
нітриту) є активація ПОЛ у тканинах шкіри. 
Так, при відтворенні інтоксикації нітратом 
натрію концентрація ТБК-активних сполук 
збільшувався в 2,2 раза (P<0,001) порівняно 
зі значенням інтактної групи. Приріст цих 
речовин за час інкубації  у прооксидантному 
залізоаскорбатному буферному розчині під-
вищувався в 2,12 раза (P<0,001), що свідчить 
про виснаження антиоксидантного потенціалу 
в тканинах шкіри. Це підтверджується знижен-
ням активності антиоксидантних ферментів 
– СОД і каталази – на 50% (P<0,001).

Застосування кверцетину зменшувало 
у тканинах шкіри продукцію .О -

2  НАДФH- і 
НАДH-залежними ЕТЛ на 12,5% (P<0,01) 
та 14,3% (P<0,001) відповідно порівняно зі 
значеннями 2-ї групи, а також концентрації 
ТБК-активних сполук та їхній приріст на 37,1% 
(P<0,001) та 48,9% (P<0,01). Активність СОД 
у тканинах шкіри підвищувалася на 85,7% 
(P<0,01). Введення L-аргініну тваринам істотно 
не впливало на генерацію .О -

2  НАДФH-залеж-
ними ЕТЛ у тканинах шкіри, проте зменшувало 
продукцію цього радикала НАДH-залежним 
ЕТЛ на 8,7% (P<0,01) порівняно зі значенням 
2-ї групи. Концентрація ТБК-реактантів та її 
приріст за час інкубації істотно не змінювали-
ся. Активність СОД і каталази збільшувалися 
на 50% (P<0,01) і 57,1% (P<0,02) відповідно 
порівняно з результатами 2-ї групи.

У разі поєднаної дії L-аргініну та квер-
цетину генерація .О -

2  НАДФH-залежними і 
мітохондріальним ЕТЛ була на 22,8% (P<0,001) 
та 27,1% (P<0,001) менша щодо значень 2-ї 
групи, на 24,8% (P<0,001) та 20,2% (P<0,001) 
3-ї групи, на 11,8% (P<0,01) та 14,9% (P<0,001) 
4-ї групи. При цьому концентрація ТБК-актив-
них продуктів була на 46,2% (P<0,001) менше, 
ніж значення 2-ї групи та на 37,6% (P<0,001) 
3-ї групи. Приріст концентрації цих сполук за 
час інкубації був на 75,4% (P<0,001) менше 
такого 2-ї групи, на 65,4% (P<0,02) 3-ї групи, 
на 51,7% (P<0,05) 4-ї групи. Водночас значно 

підвищувалась активність СОД, яка в 2,21 раза 
(P<0,001) перевищувала результат 2-ї групи, на 
47,6% (P<0,001) 3-ї групи, на 19,2% (P<0,05) 
4-ї групи. Активність каталази суттєво не від-
різнялася від такої у 3-й і 4-й групах.

Таким чином, поєднана дія L-аргініну 
та кверцетину є більш ефективним засобом 
обмеження вільнорадикальних процесів у тка-
нинах шкіри, ніж окрема дія цих засобів. Без-
посередньо L-аргінін виявляє антирадикальні 
властивості зменшенням ризику генерації .О -

2  
при  усуненні роз’єднання роботи NOS [18], 
пригнічення активності ксантиноксидази та 
мієлопероксидази [19].

Введення інгібіторів NF-κB, зокрема JSH-
23 (4-метил-N-(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діа-
міну), in vivo значно збільшує антиоксидантну 
дію L-аргініну [11, 12]. За цих умов, коли 
зменшується залежна від NF-κB експресія гена 
iNOS, збільшується утилізація L-аргініну кон-
ститутивними NOS і аргіназним метаболічним 
шляхом, наслідком чого є зменшення продукції 
.О -

2  мітохондріями, ендоплазматичним ретику-
лумом та власне NOS, обмеження утворення 
пероксинітриту, покращення проліфератив-
них процесів [11, 12]. Здатність кверцетину 
пригнічувати активацію NF-κB [9] дає змогу 
сподіватися на залучення цього механізму в 
забезпечення ефективного антирадикального 
захисту при його поєднаному введенні разом 
із L-аргініном.

Отже, сумісне введення L-аргініну і кор-
вітину є більш ефективним засобом попере-
дження окисно-нітрозативного стресу в шкірі 
щурів за умов надлишкового надходження в 
організм нітрату натрію порівняно з окремим 
застосуванням, зменшує в тканинах шкіри 
утворення активних форм кисню і азоту 
(супероксидного аніон-радикала та перокси-
нітриту), збільшує їхній антиоксидантний 
потенціал, підвищує активність аргінази та 
супероксиддисмутази.
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Д.А. Хмиль, В.А. Костенко

ВЛИЯНИЕ L-АРГИНИНА И КОРВИТИНА 
НА ОКИСЛИТЕЛЬНО-НИТРОЗАТИВНЫЙ 
СТРЕСС В КОЖЕ КРЫС В УСЛОВИЯХ 
ПОВЫШЕННОГО СОДЕРЖАНИЯ НИТРАТА 
НАТРИЯ

Исследовано влияние сочетанного действия L-аргинина 
и водорастворимой формы кверцетина (корвитина) на 
маркёры окислительно-нитрозативного стресса в коже 
крыс в условиях 30-суточной интоксикации нитратом 
натрия (200 мг/кг в сутки). Совместное внутрибрюшин-
ное введение L-аргинина (500 мг/кг) и корвитина (10 мг/
кг в пересчете на кверцетин), раз на 3 сут, начиная с 15-х 
суток интоксикации, уменьшало образование в тканях 
кожи пероксинитрита, супероксидного анион-радикала  
(.О -

2 ) НАДФH-зависимыми (эндоплазматический ретику-
лум и NO-синтаза) и НАДН-зависимой (митохондриаль-
ной) электронно-транспортными цепями, снижало при-
рост концентрации соединений, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой, за время инкубации в прооксидантном 
железоаскорбатном буферном растворе. Величины этих 
показателей существенно уступали соответствующим дан-
ным, полученным при отдельном применении указанных 
препаратов. Сочетанное влияние L-аргинина и кверцетина 
в условиях эксперимента повышало активность аргиназы 
и супероксиддисмутазы в тканях кожи, которые сущест-
венно превышали результаты групп с назначением только 
одного из приведенных соединений. Сделан вывод, что 
совместное введение L-аргинина и корвитина является 
более эффективным средством предупреждения окисли-
тельно-нитрозативного стресса в коже крыс в условиях 
избыточного поступления в организм нитрата натрия по 
сравнению с отдельным применением, уменьшает в тка-
нях кожи образование активных форм кислорода и азота 
(.О -

2  и пероксинитрита), увеличивает антиоксидантный 
потенциал, повышает активность аргиназы и суперок-
сиддисмутазы.
Ключевые слова: интоксикация нитратами; L-аргинин; 
кверцетин; окислительно-нитрозативний стресс; кожа.
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EFFECT OF L-ARGININE AND CORVITIN 
ON OXIDATIVE-NITROSATIVE STRESS  
IN SKIN OF RATS EXPOSED TO EXCESSIVE 
SODIUM NITRATE

This experiment was aimed at studying the effect of combined 
action produced by L-arginine and water-soluble form of 

quercetin (corvitin) on the markers of oxidative-nitrosative 
stress in the skin under 30-day intoxication with sodium 
nitrate (200 mg/kg per day). The combined intraperitoneal 
administration of L-arginine (500 mg/kg) and corvitin (10 
mg / kg in terms of quercetin), once every three days starting 
from the 15th day of intoxication, reduced the formation of 
peroxynitrite, production of superoxide anion radical (.О -

2) by 
NADPH-dependent (endoplasmic reticulum and NO-synthase) 
and NADH-dependent (mitochondrial) electron transport 
chains in the skin tissues, decreased the concentration of 
compounds reacting with thiobarbituric acid products during 
incubation in the prooxidant iron-ascorbate buffer solution. 
The values of these indicators were significantly inferior to 
the corresponding data obtained by the separate administration 
of these substances. The combined effect of L-arginine and 
quercetin in the experimental conditions increased the activity 
of arginase and superoxide dismutase in the skin tissues, that 
significantly exceeded the results of the series, in which above 
mentioned compounds were used separately. We can conclude 
the combined administration of L-arginine and corvitin is more 
effective in preventing oxidative-nitrosative stress in the skin 
of rats exposed to excessive intake of sodium nitrate compared 
with their separate application, and reduces the production of 
reactive oxygen and nitrogen species (.О -

2  and peroxynitrite), 
increases the antioxidant potential, and enhances the activity 
of arginase and superoxide dismutase.
Key words: nitrate intoxication; L-arginine; quercetin; 
oxidative-nitrosative stress; skin.
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