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Взаимодействие оксида азота (NO) и супероксидных радикалов является важным механизмом раз-
вития панкреатита. В предыдущих исследованиях мы показали роль окислительного стресса и NO синтазы 
(NOS) в развитии хронического панкреатита человека на модели у крыс с перевязкой протока поджелу-
дочной железы. Выявлено, что развитие окислительного стресса предшествует активации NOS. Это позво-
ляет интерпретировать усиление продукции NO в ходе панкреатита в качестве адаптационного механизма, 
направленного на поддержание определенного уровня биологически активного NO в клетке. В статье 
представлены данные о состоянии NOS и маркеров окислительного стресса (нитротирозина и  
8-гидроксигуанозина) при остром панкреатите у крыс, вызванном церулеином. Нами показано, что осо-
бенности взаимодействия супероксидных радикалов/NO в данной модели острого панкреатита аналогич-
ным тем, которые наблюдаются при перевязке панкреатического протока, а также при хроническим пан-
креатите у человека. Таким образом, индуцированный церулеином пакреатит аналогичен последствиям 
воспаления поджелудочной железы при перевязке ее протока и является удобной моделью для дальней-
ших исследований патогенеза данного заболевания у человека. 
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The interaction between nitric oxide (NO) and superoxides is critical in the development of pancreatitis. 
Previously, we reported on the up-regulation of oxidative stress and NO-synthase (NOS) in the human chronic 
pancreatitis and in an animal model of pancreatitis induced by pancreatic duct ligation (PDL) in rats. We have 
shown that oxidative stress runs ahead of NOS up-regulation, which implies that the NO enhancement in the 
course of pancreatitis is likely to be an adaptive mechanism aimed at maintaining the homeostatic cellular level of 
the bioactive NO. Here, we report on the expression of NOS and oxidative stress markers (nitrotyrosine and  
8-hydroxyguanosine) in the course of cerulein-induced acute pancreatitis in rats. We found that the pattern of 
superoxides/NO interaction in this model of acute pancreatitis is similar to that in the PDL-induced rat pancreati-
tis and in the human chronic pancreatitis.  It means that cerulein-induced acute pancreatitis like the PDL-induced 
pancreatitis is a proper model for further studies of pancreatitis development in humans. 
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Введение 

 
В течение последних 20 лет убедительно 

показано значение окислительного стресса в 
развитии воспаления поджелудочной железы. 
Окислительный стресс приводит к увеличе-
нию уровня супероксидных радикалов, в том 
числе активных форм кислорода [34]. Взаи-
модействие между супероксидными радика-
лами и NO играет одну из ключевых ролей в 
развитии панкреатита [2], в результате чего 
развивается дефицит биологически активного 
внутриклеточного NO [26]. В предыдущих ис-
следованиях мы показали, что окислительный 
стресс предшествует активации NOS при раз-
витии воспаления поджелудочной железы [6, 
7]. Это позволяет считать усиление продукции 
NO при остром панкреатите в качестве адап-
тационного механизма, направленного на 
поддержание баланса его внутриклеточного 
содержания в биологически активной форме. 

Несмотря на то, что негативное влияние 
супероксидных радикалов при остром пан-
креатите хорошо известно, эксперименталь-
ные данные моделей острого панкреатита яв-
ляются все еще недостаточными, характери-
зуясь неоднозначными результатами и видос-
пецифичностью [15]. Очевидные противоре-
чия и недопонимания в этой области требуют 
пересмотра уже известных знаний о локали-
зации NOS при панкреатите с применением 
современных технологий иммунной гистохи-
мии и использованием высокочувствительной 
методологии тирамидной амплификации 
сигнала. Данная технология была использо-
вана в исследовании для изучения динамиче-
ских изменений образования NOS и показате-
лей оксидативного стресса – нитротирозина и 
8-гидроксигуанозина (8OHG). 
 

Материал и методы исследования 
 

Исследование соответствует положени-
ям Руководства по уходу и использованию ла-
бораторных животных, опубликованному На-
циональным институтом здравоохранения 
США (публикация Национального Института 
Здоровья США № 85-23, пересмотренная в 
1996 году) и выполнено в соответствии с инст-
рукцией комитета по содержанию и использо-
ванию животных Университета Мюнстера. 

Исследование выполнено на самцах 
крыс Вистар массой 280–300 г., которых со-
держали в условиях фиксированной темпера-

туры и влажности с соблюдением суточных 
циркадианных ритмов. Крысам проводили 
анестезию препаратом пентобарбитал в дозе 
30 мг/кг. Через яремную вену животным вво-
дили церулеина в дозе (10 мкг/кг/час) в тече-
ние 48 часов. В качестве контроля использо-
вали животных, которым вводили физиоло-
гический раствор [31, 36]. Поджелудочную 
железу извлекали, отделяли от жировой тка-
ни и фиксировали в забуференном растворе 
4% формальдегида с последующей заливкой в 
парафин. Часть фрагментов поджелудочной 
железы замораживали в жидком азоте при 
температуре –80°С для последующего анали-
за белка. Парафиновые срезы толщиной 4 
мкм, фиксированные на предметных стеклах с 
адгезивным покрытием (MenzelGläser, 
Braunschweig, Germany), депарафинировали 
ксилолом и батареей спиртов. Демаскирова-
ние антигенов проводили с помощью нагре-
вания срезов в цитратном буфере (pH 6.0) при 
температуре 95°C в течение 30 мин. Затем 
срезы обводили гидрофобным карандашом 
(Dianova, Гамбург, Германия) и ополаскивали 
в фосфатном буфере. Для промывания и дос-
тижения требуемого разведения антител ис-
пользовался стандартный раствор фосфатного 
буфера. 

Иммунное окрашивание биоматериала 
проводили в соответствии со стандартными 
протоколами [8]. Поскольку ранее мы проде-
монстрировали отсутствие способности эндо-
генных Fc-рецепторов связывать Fc-
фрагменты антител в стандартно фиксиро-
ванных клетках и образцах тканей [5], то из 
протокола исключался этап их блокирования 
до инкубации с первичными антителами. 

После извлечения антигена срезы инку-
бировали с первичными антителами в тече-
ние ночи при температуре 4°С. Характеристи-
ка первичных поликлональных кроличьих 
антител для селективного выявления NOS1, 
NOS2 и NOS3 (Transduction Laboratories, 
Lexington, KY, USA), включая Вестерн-
блоттинг, была подробно представлена в ра-
нее проведенном исследовании [11]. 

Первичные антитела к NOS использо-
вали в концентрации 0.2–0.5 мкг/мл. Козья 
антисыворотка к 8-гидроксигуанозину (мар-
керу окислительного повреждения нуклеино-
вых кислот) была получена от Serotec Ltd 
(Оксфорд, Великобритания) и использовалась 
в разведении 1:200. Для блокирования эндо-
генной пероксидазы после иммунной реакции 
с первичными антителами и промывки в 
фосфатном буфере срезы обрабатывали в те-
чение 10 мин в метаноле с 0.6% H2O2. 

Для светлопольной микроскопии пер-
вичные антитела визуализировали с помощью 
системы амплификации AmpliStain™ HRP 
(SDT GmbH, Baesweiler, Германия) [7] и конь-
югированного с биотином тирамина в сочета-
нии с комплексом HRP–авидин–биотин 
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(Vectastain "Elite" ABC-kit, Vector Laboratories, 
США). 

Биотин-тираминовый конъюгат был 
синтезирован из гидрохлорида тирамина 
(Sigma, T2879) и биотин-сукцинимидилового 
эфира (BIO-NHS, Pierce, Rockford, IL, 12062-
22-0) в DMF [8]. Инкубация с биотин-
тираминовым конъюгатом (разведение 1:1000 
в PBS вместе с 0.02% H202) составляла  
3–8 мин. 

Таким образом, детекция биотиновой 
метки проводилась с помощью авидин-
биотиной системы с пероксидазой хрена 
(HRP) (Vectastain «Elite»; ABC-kit, Vector 
Laboratories, USA). Для визуализации метки, 
коньюгированной с HRP, образцы обрабаты-
вали раствором диаминобензидина в течение 
5–10 минут, а затем окрашивали гематокси-
лином Эрлиха. Метод тирамидного усиления 
позволяет увеличить степень амплификации 
сигнала до 100 раз по сравнению с традици-
онным протоколом. Для флуоресцентной ви-
зуализации козьих первичных антител к 
8OHG использовали вторичные антитела, 
конъюгированные с FITC (Dianova, Гамбург, 
Германия). В завершение протокола срезы 
окрашивали в течение 15 с DAPI (5 мкг/мл 
PBS; Sigma) и заключали в среду VectaShield 
(Vector Laboratories, США). 

Средствами контроля являлась инкуба-
ция без первичных антител или замена пер-
вичных антител соответствующими IgG в той 
же конечной концентрации, что и у первич-
ных антител. 

Иммуноокрашенные срезы исследовали 
на микроскопе Zeiss Axioskop, оборудованном 
соответствующими фильтрами и цифровой 
камерой AxioCam (Carl Zeiss Vision GmbH, 
Германия). Микроскопия и обработка изо-
бражений подробно изложена в монографии 
[8]. Показанные изображения являются ре-
презентативными по крайней мере для 3 не-
зависимых экспериментов, которые предоста-
вили аналогичные результаты. 

Образцы поджелудочной железы гомо-
генизировали в модифицированном RIPA-
буфере (50 мМ Трис-HCL, pH 7.4, 150 мМ 
NaCl, 1% NP-40, 0.25% Na-дезоксихолат), ком-
плексе ингибитора протеазы (Roche, 
Mannheim, Germany) и выдерживали в тече-
ние 20 мин на льду. После 15 мин центрифу-
гирования (20000 g, 4°C) концентрацию белка 
в супернатанте определяли с использованием 
BCA-kit (Pierce, Rockford, USA). Для лучшего 
разделения белковые лизаты были очищены с 
использованием набора для очистки (GE 
Healthcare, Amersham, Freiburg, Germany). 
Белки (50 мкг) были разделены на 6% акри-
ламидном геле и перенесены в течение ночи 
при 30 В на мембраны PVDF (trans-blot cell 
apparatus, Biorad, München, Germany). Пере-
нос на мембраны проверяли окрашиванием 
прочным зеленым. После обесцвечивания 

блоты блокировали в течение 1 ч в 5% обез-
жиренном молоке (растворяется в TBS с 0.1% 
Tween 20). Первичные антитела разводили в 
блокирующем растворе (NOS1 1: 500, NOS3 1: 
250 (Transduction Laboratories) и инкубирова-
ли на блотах в течение ночи при 4oC. 

Положительный контроль проводился 
для NOS1 лизата головного мозга крысы, для 
NOS3 лизата эндотелиальных клеток человека 
(Transduction Laboratories). Сигналы меток 
обнаруживались с помощью хемилюминес-
ценции при использовании системы ECLплюс 
(GE Healthcare, Amersham, Freiburg, Germany). 
Сравнение содержания белка в образцах об-
разцов было доказано путем определения 
экспрессии GAPDH. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Экспериментальная модель 
 

Крысам в течение 48 ч вводили аналог 
холецистокинина – церулеин. Как и ожида-
лось, развитие панкреатита с течением време-
ни приводило к постепенному увеличению 
масштаба патологических изменений [31]. 
Для подтверждения того, что у крыс экспери-
ментальной группы развился панкреатит, ис-
пользовался комплекс критериев: макроско-
пические признаки, увеличение соотношения 
веса органа к сухой массе, результаты пато-
морфологического исследования, трансфор-
мация ацинарных клеток с приобретением 
морфологических признаков клеток протоков, 
интерстициальный отек, инфильтрация клет-
ками воспаления, вакуолизация ацинарных 
клеток и повышенная активность амилазы в 
сыворотке [23, 32, 33, 6, 7]. 

Восстановление поджелудочной железы 
завершалось по истечении 48 часов. Панкреа-
тит, вызванный церулеином, обладал сход-
ными патофизиологическими признаками по 
сравнению с острым панкреатитом человека и 
проявлялся дисрегуляцией пищеварительных 
ферментов и вакуолизацией цитоплазмы, ги-
белью ацинарных клеток, образованием отека 
и инфильтрацией клетками воспалительного 
ответа ткани поджелудочной железы [20, 21]. 
 

Экспрессия NOS при панкреатите 
 

Ранее сообщалось, что, в отличие от об-
щепринятого представления, все три изофор-
мы NOS экспрессируются не только в остров-
ках Лангерганса [13, 1, 22, 38], но также и в 
экзокринной части, и в сосудистой сети. При 
панкреатите экспрессия NOS увеличивалась, 
особенно в экзокринной части [6, 7], что сви-
детельствовало о ее большей уязвимости. 
В процессе развития панкреатита у крыс, вы-
званного перевязкой протоков поджелудоч-
ной железы [6], динамические изменения в 
экспрессии всех изоформ NOS (NOS1, NOS2 и 
NOS3) протекали параллельно. 
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Рис. 1. Динамика экспрессии синтазы оксида азота в поджелудочной железе крыс при церулеин-
индуцированном панкреатите. 
 
 

Сходная динамика экспрессии NOS бы-
ла зарегистрирована и в церулеин-
индуцированном панкреатите у крыс (рис. 1). 
Время проявления острого панкреатита в 
данном исследовании повлияло на степень 
выраженности иммуноокрашивания NOS в 
клетках экзокринного компартмента подже-
лудочной железы, которая постепенно увели-
чивалась и достигала наибольших значений к 
4 и 12 ч, особенно в ацинусах и инфильтри-
рующих клетках в области воспаления. Вос-
становление поджелудочной железы практи-
чески завершалось через 48 ч, когда экспрес-
сия трех изоформ NOS приближалась к нор-
мальному уровню. 

Из-за довольно высокого положитель-
ного базального уровня иммуноокрашивания 
NOS в островках Лангерганса поджелудочной 
железы в норме не удалось зарегистрировать 
существенного усиления ее экспрессии при 
панкреатите. Наблюдалось резкое увеличение 
доли клеток с положительно иммуноокра-
шенными ядрами в экзокринном компоненте 
поджелудочной железы при развитии пан-
креатита (рис. 1). В предыдущих исследовани-
ях сообщалось о ядерной локализации NOS в 
кардиомиоцитах новорожденных крыс [12] и в 

мышечных волокнах пациентов с мышечной 
дистрофией Дюшенна [10]. 

Скорее всего, локализацию NOS можно 
обнаружить в ядрах и других типов клеток как 
в физиологических, так и при патологических 
состояниях [18]. Ядерная локализация NOS и 
перенос изоформ NOS в ядра может обеспе-
чить более подходящую субклеточную среду, 
чем цитозоль, для эффективного действия 
систем NOS и непосредственного молекуляр-
но-биологического контроля состояния внут-
риядерных структур. Гладкие миоциты в 
стенке сосудистого русла обладают более вы-
соким уровнем экспрессии NOS1, в то время 
как эндотелий крупных кровеносных сосудов 
характеризуется положительной иммуноре-
акцией NOS3, как и было уже показано ранее 
в поджелудочной железе человека [11]. 

Согласно другим критериям, описан-
ным в литературе, мышечная оболочка кро-
веносных сосудов обладает различными фи-
зиологическими характеристиками и селек-
тивно реагирует на используемые миорелак-
санты, такие как ацетилхолин, независимо от 
состояния эндотелия [9]. Из-за достаточно 
высокого положительного базального уровня 
иммуноокрашивания NOS1 в структурах кро- 
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Рис. 2. Динамика экспрессии синтазы оксида азо-
та при церулеин-индуцированном панкреатите 
крыс по данным Вестерн блоттинга. 
 
веносных сосудов мы не смогли выявить в них 
при панкреатите какое-либо существенное 
увеличение содержания NOS. 

Появление экспрессии NOS при церуле-
ин-индуцированном панкреатите у крыс было 
подтверждено методом Вестерн-блоттинга 
(рис. 2) с применением антител к NOS1 и 
NOS3, показавшего наличие характерных им-
мунореактивных белковых полос для NOS1 
(155 кДа) и NOS3 (140кД). 

Выявление белков синтазы оксида азота 
в поджелудочной железе с помощью Вестерн-
блоттинга в течение 48 часов показало увели-
чение их уровня к 4 и 12 часам наблюдения, 
что согласуется с данными об усилении обра-
зования NO ацинарными клетками в ответ на 
церулеиновую гиперстимуляцию [3]. Двойные 
полосы для NOS3 с выраженным сдвигом мо-
лекулярной массы к более высокому молеку-
лярному весу были обнаружены через 4 и 12 ч 
наблюдения. Также ранее была обнаружена 
двойная белковая полоса для NOS3 при Вес-
терн-блоттинге биоматериала кровеносных 
сосудов [11]. Сдвиг молекулярной массы NOS3 
во время острого панкреатита можно объяс-
нить повышенным фосфорилированием бел-
ка. Известно, что фосфорилирование NOS3 в 
нескольких сайтах необходимо для активации 
процессов синтеза оксида азота [17]. 

 
Схема экспрессии маркеров окислительного 
стресса при остром пакреатите – нитро-

тирозина и 8OHG 
 

Нитротирозин, образующийся в резуль-
тате пероксинитрит-опосредованого нитрова-
ния тирозина, является показателем окисли-
тельного повреждения белка [4, 30], тогда как 
8OHG является биомаркером окислительного 
повреждения оснований ДНК [14]. При пан-
креатите, вызванном церулеином, проявление 
обоих маркеров окислительного стресса (нит-
ротирозина и 8OHG) достигало своей высшей 
точки уже через 30 мин, сохранялось до 4 ч и 
заметно снижалось к 12 ч (рис. 3), тогда как 
пик проявления NOS был зарегистрирован 
через 4 и 12 ч. 

В отличие от положительного иммуно-
окрашивания нитротирозина в экзокринных 

клетках при панкреатите, в сосудистом русле 
не было обнаружено его заметного увеличе-
ния, что наблюдалось также у пациентов с 
хроническим течением заболевания [7]. Пан-
креатические островки обладали значитель-
ной иммунореактивностью к антинитротиро-
зиновым антителам, как и в нормальной под-
желудочной железе, что было продемонстри-
ровано ранее [28]. 

Выраженная экспрессия нитротирозина 
свидетельствует о том, что нитрование может 
являться важным физиологическим путем 
метаболизма оксида азота, а не просто при-
знаком окислительного стресса. 

8OHG как маркер окислительного по-
вреждения оснований ДНК является произ-
водным гуанозина – модифицированного ос-
нования, которое встречается в ДНК в резуль-
тате окислительного стресса [14]. По данным 
производителя, козья антисыворотка к 8OHG 
реагирует перекрестно также с 8-оксо-2′-
дезоксигуанозином (8OHdG), что было дока-
зано нами с помощью контроля предабсорб-
ции с 10-кратным молярным избытком соот-
ветствующих субстратов. 

Рис. 4 демонстрирует резкое увеличение 
иммуноокрашивания 8OHG при индуцирова-
нии острого панкреатита, которое сохраняется 
на одном уровне до 4 часов. После 48-часвого 
восстановительного периода показатели 
8OHG в поджелудочной железе возвращаются 
к норме. Усиление иммуноокрашивания на 
8OHG при панкреатите наблюдалось как в 
цитоплазме, так и в ядрах экзокринных кле-
ток поджелудочной железы. Окрашивание 
цитоплазмы свидетельствует о выраженном 
окислительном повреждении цитоплазмати-
ческих нуклеиновых кислот. 

Наши результаты показывают, что 
окислительные модификации белков и по-
вреждения ДНК являются очень ранними в 
первые 30 минут развития церулеин-
индуцированного панкреатита. Как утвержда-
ет Reinheckelet al [29], это свидетельствует о 
том, что окислению белка предшествуют об-
разование малонового диальдегида, продукта 
перекисного окисления липидов, а также раз-
витие отека и увеличение содержания амила-
зы в сыворотке крови. Это означает, что био-
логическое значение окислительного стресса 
можно рассматривать как способ повышения 
NOS при панкреатите, в то время как увели-
чение уровня оксида азота является вторич-
ным. Таким образом, в данном случае мы на-
блюдаем адаптивный механизм, направлен-
ный на поддержание уровня биологически 
активного оксида азота в клетке. 

 
NO при панкреатите: взаимодействие NO  

и супероксидных радикалов 
 

Граница между биологией и патобиоло-
гией передачи сигналов NO является весьма 
тонкой и определена балансом между скоро- 
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Рис. 3. Экспрессия маркеров оксидативного стресса – нитротирозина и 8-оксогуанина при развитии 
церулеин-индуцированного пакреатита. Максимальный уровень наблюдается к 4 часам эксперимента, 
существенное снижение – к 12 и 48 часам. 
 
 

  
  

  
Рис. 4. Экспрессия 8-оксогуанина (8ОГН) в поджелудочной железе крыс при развитии пакреатита после 
введения церулеина. Отмечается существенное возрастание экспрессии 8ОГН к 30 минутам экспери-
мента и 4 часам наблюдения. 
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Рис. 5. Факторы, влияющие на биоактивность и содержание NO в поджелудочной железе. 
 
стью образования супероксидных радикалов и 
способностью организма поддерживать опре-
деленный уровень биологически активного 
NO в клетке (рис. 5). 

В связи с тем, что супероксидные ради-
калы, известные как утилизаторы оксида азо-
та, снижают его обычный физиологический 
уровень, тем самым уменьшая биоактивность 
и биодоступность NO, использование антиок-
сидантов для подавления свободнорадикаль-
ных реакций привлекли внимание ряда ис-
следователей. 

Антиоксидантная терапия может облег-
чить симптомы или предотвратить развитие 
панкреатита. Тем не менее, уровни дозировки 
и продолжительности антиоксидантной тера-
пии должны быть тщательно определены, по-
скольку хроническое введение высоких доз 
антиоксидантов может иметь негативные по-
следствия [38]. 

Начало антиоксидантной терапии так 
же является важным. Некоторые исследова-
ния смогли продемонстрировать положитель-
ное влияние антиоксидантов на такие показа-
тели, как выживаемость, отек, уровень амила-
зы, макроскопические или гистологические 
изменения в том случае, если их применяли 
до развития экспериментального панкреатита 
[16, 27]. В то же время попытки лечения экс-
периментальных животных различными схе-
мами антиоксидантной терапии после разви-
тия панкреатита не являлись успешными [29]. 

Различия в показателях успешности 
применения антиоксидантов в зависимости от 
их введения в начале экспериментального 
панкреатита или во время его прогрессирова-
ния можно объяснить тем, что окислительный 
стресс и окислительные модификации белков 

и ДНК являются весьма ранними событиями в 
начальном периоде панкреатита, вызванного 
церулеином. Различия также могут объяс-
няться сложным, а иногда даже парадоксаль-
ным взаимодействием между NO и суперок-
сидными радикалами. При воспалительных 
заболеваниях, таких как панкреатит, суперок-
сидные радикалы активируют и другие фер-
менты, участвующие в L-аргинин–NO–cGMP-
сигналлинге, включая циклические нуклео-
тид-фосфодиэстеразы (PDE) [19] и аргиназу 
[35]. 

NO активирует sGC [24], а последняя 
преобразует GTP to cGMP. PDE ухудшает пе-
редачу сигналов NO, деградируя cGMP до его 
неактивного изомера GMP. Аргиназа ограни-
чивает образование оксида азота на конку-
рентной основе. В результате клетке не хвата-
ет биологически активного оксида азота, и 
она отвечает реакцией с повышением NOS и 
ферментов, участвующих в детоксикации сво-
бодных радикалов, включая каталазу и супер-
оксиддисмутазу [26]. Более подробно способы 
взаимодействия оксида азота и супероксидов 
при панкреатите были описаны нами ранее в 
предыдущей публикации [7]. 
 

Заключение 
 

Для подтверждения роли кислородных 
радикалов в развитии воспаления поджелу-
дочной железы необходимы четко определен-
ные клинические исследования с участием 
пациентов, страдающих панкреатитом. Вос-
становление уровня биологически активного 
оксида азота с помощью экзогенных доноров 
оксида азота или антиоксидантов, которые 
являются дефицитными у пациентов с пан-
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креатитом, может служить возможным вари-
антом для разработки новых дополнительных 
методов лечения заболеваний поджелудочной 
железы. 
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