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Оригинальные исследования
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Цель: изучение влияния сочетанного действия L-аргинина и ингибитора ядерного фактора κB (NF-κB) на 
процессы коллагенолиза и деполимеризации протеогликанов в коже белых крыс и её биомеханические свой-
ства при избыточном поступлении нитрата натрия в организм.

Материал и методы. В эксперименте на 35 белых крысах линии Вистар оценивали концентрацию про-
дуктов коллагенолиза (свободного оксипролина) и деполимеризации протеогликанов (гексуроновых кислот) в 
гомогенате кожи, а также её тензометрические характеристики.

Результаты. Выявлено, что 30-дневное введение нитрата натрия в организм крыс сопровождается в 
коже усилением процессов коллагенолиза и деполимеризации протеогликанов, нарушением биомеханических 
характеристик кожи (прочности и эластичности). Сочетанное введение L-аргинина (500 мг/кг/сут) и ин-
гибитора NF-κB аммония пирролидиндитиокарбамата (PDTC, 76 мг/кг), 1 раз в 3 дня, начиная с 15-х суток 
нитратной интоксикации, в большей степени, по сравнению с изолированным применением, уменьшает кон-
центрацию свободного оксипролина и гексуроновых кислот в гомогенате кожи, улучшает тензометрические 
показатели кожи.

Выводы. Сочетанное действие L-аргинина и PDTC в условиях нитратной интоксикации более эффектив-
но по сравнению с изолированным применением этих веществ, ограничивает дезорганизацию соединительной 
ткани кожи, улучшает её биомеханические свойства.
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Введение
Загрязнение нитратами воды и почвы в на-

стоящее время расценивается как глобальная 
экологическая проблема. На 43% территории 
стран Европы концентрация нитратов в грунто-
вых водах составляет 25-50 мг/л, на 25% терри-
тории – более 50 мг/л [1]. 

Типовым механизмом действия нитратов 
считается их восстановление до нитрит-ионов, 
а тех, в свою очередь, – до оксида азота (NO) с 
риском развития окислительно-нитрозативного 
стресса вследствие образования активных ме-
таболитов (пероксинитрит, диоксид азота и др.) 
[2-5]. Следствием этого, по данным литературы, 
является дезорганизация соединительной ткани 
разных органов (костей, пародонта), связанная с 
деполимеризацией коллагена, гликопротеинов и 
протеогликанов [6, 7].

Основным белком соединительной ткани 
кожи, обеспечивающим её упругость и эластич-
ность, является коллаген [8]. Эта макромолеку-
ла имеет уникальный аминокислотный состав 
– 33% глицина и около 20% пролина и оксипро-
лина. Именно увеличение концентрации послед-
него в тканях расценивается как маркёр колла-
генолиза. Другим важным компонентом соеди-
нительной ткани кожи являются протеогликаны 
– высокомолекулярные агрегаты, состоящие из 
субъединиц гликозаминогликанов и белково-
го ядра, объединённых трисахаридным звеном. 
Они обеспечивают механические и барьерные 
свойства кожи, её тургор, участвуют в обмене 

воды и солей, выполняют ряд других важных 
функций [9]. 

Недавно установлено, что в условиях чрез-
мерной экзогенной нагрузки донаторами NO 
нарушается механизм ауторегуляции его об-
разования в тканях («цикл оксида азота»), что 
приводит к избыточной активации индуцибель-
ной NO-синтазы (iNOS) [2, 10]. В то же время  
конституционные изоформы этого фермента 
(например нейрональная) ограничивают про-
явления окислительно-нитративного стресса, 
оказывая тормозное влияние на опосредован-
ную ядерным фактором κB (NF-κB) экспрессию 
iNOS [11].

В последнее время установлено, что введение 
ингибиторов NF-κB сопровождается повышени-
ем антиоксидантного и коллагенопротективного 
действия субстрата NOS и аргиназы – L-аргини-
на – в разных органах (пародонт, слюнные желе-
зы) [6, 12].

Однако эффективность сочетанного при-
менения L-аргинина и ингибиторов NF-κB для 
коррекции дезорганизации соединительной тка-
ни кожи в условиях избыточного образования 
оксида азота из экзогенных источников (модель 
хронической интоксикации нитратом натрия) 
остается невыясненной.

Целью работы было изучение влияния со-
четанного действия L-аргинина и ингибитора 
NF-κB на маркёры коллагенолиза и деполимери-
зации протеогликанов в коже белых крыс и её 
биомеханические свойства при избыточном по-
ступлении нитрата натрия в организм.
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Материал и методы
Исследования были проведены на 35 белых 

крысах линии Вистар массой 180-220 г в пяти 
сериях опытов: в первой – интактные живот-
ные (контрольная серия), во второй – 30-днев-
ная интоксикация нитратом натрия, в остальных 
– начиная с 15 дня интоксикации, крысам вво-
дили следующие вещества (все – производства 
Sigma-Aldrich, США): в третьей серии – L-арги-
нин, в четвертой – ингибитор активации NF-κB 
– аммония пирролидиндитиокарбамат (PDTC – 
ammonium pyrrolidinedithiocarbamate), в пятой – 
L-аргинин и PDTC.

Нитрат натрия вводили внутрижелудочно 
с помощью зонда в дозе 200 мг/кг массы тела 
в виде водного раствора. Использование этой 
методики позволяет воспроизвести избыточное 
образование и депонирование NO в коже в виде 
парамагнитных комплексов с гемовым и негемо-
вым железом [3]. PDTC и L-аргинин назначали в 
дозе 76 мг/кг массы [13] и 500 мг/кг [6], внутри-
брюшинно, 1 раз в 3 дня, соответственно.

Животных декапитировали под эфирным 
наркозом. Стандартные образцы кожи выреза-
ли из области спины. Комиссией по вопросам 
биомедицинской этики Высшего государствен-
ного учебного заведения Украины «Украин-
ская медицинская стоматологическая академия» 
(протокол № 148 от 24.11.2016 г.) нарушений 
морально-этических норм при проведении науч-
но-исследовательской работы не выявлено.

Состояние коллагена и протеогликанов опре-
деляли по содержанию в гомогенате кожи сво-
бодного оксипролина [14] и гексуроновых кис-
лот [15]. 

Таблица –  Сочетанное влияние L-аргинина и ингибитора активации NF-κB PDTC на маркёры де-
зорганизации соединительной ткани кожи и её биомеханические свойства (M±m, n=35)

Показатели

Серии опытов
Интактные 
животные

Введение нитрата натрия (30 дней) 

Контроль + l-аргинин + pdtc + l-аргинин + pdtc

Свободный 
оксипролин, 
мкмоль/г 

4,00±0,24 6,66±0,16 * 5,52±0,29*/** 5,30±0,17 */** 3,57±0,14**/***/****

Гексуроновые 
кислоты, мкмоль/г 20,82±2,88 50,08±1,69 * 39,87±3,35

*/** 5,43±0,26 */** 27,50±1,30**/***/****

Разрывная нагрузка 
образца кожи, н 83,9±0,7 67,9±1,4 * 73,4±1,3 */** 76,8±1,0 */** 82,6±1,5**/***/****

Относительное 
удлинение образца 
кожи, %

18,2±0,6 15,2±0,2 * 15,8±0,4 * 16,8±0,3 ** 18,1±0,1**/***/****

Примечание: * – р<0,05 по сравнению с данными интактной группы, ** – р<0,05 по сравнению с данными второй се-
рии, *** – р<0,05 по сравнению с данными третьей серии, **** – р<0,05 по сравнению с данными четвертой серии

Биомеханические характеристики кожи оце-
нивали на основании исследования разрывной 
нагрузки и относительного удлинения стандарт-
ного образца кожи спины (5×2 см) [16].

Полученные данные подвергали статистиче-
ской обработке. Для проверки распределения на 
нормальность применяли расчет критерия Ша-
пиро-Уилка. Поскольку данные соответствовали 
нормальному распределению, для их сравнения 
использовали t-критерий Стьюдента для неза-
висимых выборок. Для преодоления проблемы 
множественных сравнений применяли поправку 
Бонферрони. Статистические расчеты проводи-
ли с использованием программы "StatisticSoft 
6.0". 

Результаты и обсуждение
Воспроизведение 30-дневной интоксикации 

нитратом натрия сопровождается повышением 
содержания в тканях кожи свободного окси-
пролина и гексуроновых кислот (см. табл.) – 
соответственно, на 66,5% (p<0,001) и в 2,4 раза 
(p<0,001), что указывает на существенную акти-
вацию в дерме процессов коллагенолиза и депо-
лимеризации гликозаминогликанов.

Эти изменения закономерно приводят к нару-
шениям биомеханических свойств кожи. Отме-
чается снижение величины разрывной нагрузки  
на 19,1% (p<0,001), что характеризует уменьше-
ние механической прочности кожи. Величина 
относительного удлинения снижается на 16,5% 
(p<0,001), что отражает уменьшение эластично-
сти исследуемых образцов кожи.

Известно, что именно протеогликановый 
компонент матрикса соединительной ткани из-
за наличия полианионных свойств обеспечива-
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ет прочность кожи на сжатие, её способность 
деформироваться и преодолевать деформацию, 
восстанавливать своё гидратированное состоя-
ние [8].

Введение L-аргинина в условиях экспери-
мента уменьшает в коже содержание свободного 
оксипролина и гексуроновых кислот, соответ-
ственно, на 17,1% (p<0,01) и на 20,4% (p<0,02) 
по сравнению с данными второй серии. При 
этом величина разрывной нагрузки возрастает 
на 8,1% (p<0,02) по сравнению с данными вто-
рой серии, что свидетельствует о повышении 
механической прочности кожи. Величина удли-
нения образцов кожи существенно не отличает-
ся от данных второй серии.

Введение PDTC в условиях эксперимента 
уменьшает в коже содержание свободного ок-
сипролина и гексуроновых кислот – соответ-
ственно, на 20,4% (p<0,001) и 24,7% (p<0,01) по 
сравнению с данными второй серии. Величины 
разрывной нагрузки и относительного удли-
нения повышаются, соответственно, на 13,1%  
(p <0,001) и 10,5% (p<0,001) по сравнению с дан-
ными второй серии.

Полученные результаты подтверждают роль 
NF-κB в активации коллагенолиза и деполиме-
ризации протеогликанов в дерме, а также на-
рушении прочности и эластичности кожи при 
избыточном поступлении нитрата натрия в ор-
ганизм крыс.

Сочетанное применение L-аргинина и PDTC 
в условиях эксперимента сопровождается сни-
жением концентраций свободного оксипролина 
и гексуроновых кислот, которые, соответствен-
но, на 46,4% (p<0,001) и 45,1% (p<0,001) уступа-
ют соответствующим показателям второй серии, 
на 35,3% (p<0,001) и 31,0% (p<0,01) – третьей 
серии, на 32,6% (p<0,001) и 27,1% (p<0,01) – чет-
вертой серии. 

При этом величины разрывной нагрузки и 
относительного удлинения образцов кожи на 
21,6% (p<0,001) и 19,1% (p<0,001), соответ-
ственно, превышают показатели второй серии, 
на 12,5% (p<0,001) и 14,6% (p<0,001) – третьей 
серии, на 7,6% (p<0,01) и 7,7% (p<0,01) – четвер-
той серии.

Таким образом, введение L-аргинина огра-
ничивает деполимеризацию коллагена и про-
теогликанов, а также улучшает прочностные 
характеристики кожи. Поскольку данная ами-
нокислота является субстратом NO-синтазы, эти 
изменения могут быть связаны с улучшением 
регионарной гемодинамики вследствие усиле-
ния выработки NO. Однако при избыточном 
поступлении в организм нитрата натрия вслед-
ствие ферментативного и неферментативного 
восстановления нитрат-ионов до нитрит-ионов, 
а тех, в свою очередь, – до NO, ткани не испы-
тывают недостатка в последнем. В настоящее 
время нитрат- и нитрит-редуктазные реакции 

считаются резервным механизмом образования 
NO в условиях гипоксии [4-5].

По-видимому, выявленные нами изменения в 
большей мере связаны с образованием иных ме-
таболитов L-аргинина. Известно, что конкурен-
том окислительного (NO-синтазного) пути об-
мена L-аргинина является неокислительный (ар-
гиназный) путь, особенно в митохондриальном 
компартменте, где локализована высокоактив-
ная индуцибельная изоформа аргиназы – аргина-
за II, представленная в эндотелиальных клетках, 
кератиноцитах, фибробластах, макрофагах и 
нейтрофилах [17]. В аргиназном пути образуется 
ряд веществ, необходимых для жизнедеятельно-
сти организма – орнитин, цитруллин, глутамат, 
глутамин, глутатион, γ-аминомасляная кислота, 
креатин, полиамины и т. д. [18-20]. Орнитин яв-
ляется важным компонентом коллагена [19], по-
лиамины   регулируют процессы репликации и 
транскрипции ДНК, биосинтеза белка и проли-
ферации клеток [20].

Введение PDTC приводит к нарушению ак-
тивации NF-κB на этапе деградации ингибитор-
ного белка IκB под действием протеасомы [13], 
следствием этого является нарушение экспрес-
сии многих генов, обеспечивающих процессы 
воспаления, иммунного ответа и апоптоза кле-
ток, включая ген индуцибельной NO-синтазы, 
генерирующей микромолярные концентрации 
NO с цитотоксичными свойствами [21]. В этих 
условиях закономерно возрастает утилизация 
L-аргинина в аргиназном метаболическом пути с 
образованием указанных выше соединений, не-
обходимых для поддержания барьерных свойств 
кожи.

Сочетанное применение экзогенного L-ар-
гинина и ингибитора активации NF-κB особо 
важно при снижении активности ферментов ар-
гиназного пути (аргиназы, орнитиндекарбокси-
лазы), выявленной в условиях избыточной ни-
тратной нагрузки  [22].

Выводы
1. 30-дневное введение в организм белых 

крыс нитрата натрия сопровождается в тканях 
кожи усилением процессов коллагенолиза и де-
полимеризации протеогликанов, нарушением 
биомеханических характеристик кожи (прочно-
сти и эластичности).

2. Сочетанное действие L-аргинина и селек-
тивного ингибитора ядерного фактора κB ам-
мония пирролидиндитиокарбамата в условиях 
30-дневной интоксикации нитратом натрия бо-
лее эффективно по сравнению с изолированным 
применением этих веществ, улучшает регене-
раторные и биомеханические свойства тканей 
(ограничивает коллагенолиз и деполимеризацию 
гликозаминогликанов, увеличивает прочность и 
эластичность кожи).
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Оригинальные исследования

EFFICIENCY OF COMBINED APPLICATION OF L-ARGININE AND NUCLEAR 
FACTOR ΚκB INHIBITOR IN CORRECTING CONNECTIVE TISSUE DISRUPTION  

IN THE SKIN OF RATS UNDER EXCESSIVE SODIUM NITRATE INTAKE
Khmil D. A., Levkov A. A., Kostenko V. A. 

Higher State Educational Institution of Ukraine “Ukrainian Medical Stomatological Academy”, 
Poltava, Ukraine

Objectives: to investigate the effects produced by the combined action of L-arginine and the  NF-κB inhibitor 
ammonium pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) on the markers of connective tissue disruption in the skin of white 
rats and its biomechanical properties under excessive intake of sodium nitrate.

Material and methods. The studies were performed on 35 white Wistar rats. We assessed the concentration of 
collagenolysis and proteoglycans depolymerization products (free oxyproline, hexuronic acids) in the skin homogenate, 
as well as dermal tensometric characteristics. 

Results. It has been found out that a 30-day administration of sodium nitrate is accompanied by the following changes 
in the skin tissues: enhancement of the processes of collagenolysis and proteoglycans depolymerization, impairment 
of biomechanical skin properties (strength and elasticity). It has been shown that the combined administration of 
L-arginine (500 mg/kg) and PDTC (76 mg/kg) once every three days starting from the 15th day of nitrate intoxication, 
demonstrates much more pronounced effects in reducing the concentration of free oxyproline and hexuronic acids in 
the skin homogenate and improving skin tensometric indicators as compared with their separate administration. 

Conclusions. The combined effect of L-arginine and PDTC as a selective NF-κB inhibitor under nitrate intoxication 
is more effective than the isolated application of these substances. Their combined application limits the connective 
tissue disruption in the skin and improves its biomechanical properties.

Keywords: nitrate intoxication, nitric oxide cycle, collagenolysis, proteoglycans depolymerization, skin.


