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ИНДУКЦИЯ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА NRF2  

УГНЕТАЕТ ПРОДУКЦИЮ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА  
И АЗОТА В ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 
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Цель. Оценить влияние индуктора Nrf2 диметилфумарата на продукцию активных форм кислорода и азо-
та в печени крыс при моделировании метаболического синдрома в условиях круглосуточного освещения.

Материал и методы. Белым крысам на фоне воспроизведения метаболического синдрома (20% водный 
раствор фруктозы для питья и рацион, обогащенный углеводами и липидами) внутрибрюшинно вводили ди-
метилфумарат в 10% растворе диметилсульфоксида в дозе 15 мг/кг. В гомогенате печени крыс определяли 
скорость генерации супероксидного анион-радикала (•О), активность общей NO-синтазы (NOS), ее консти-
тутивной и индуцибельной изоформ (cNOS, iNOS), содержание пероксинитритов щелочных и щелочно-зе-
мельных металлов.

Результаты. Введение диметилфумарата в условиях эксперимента существенно уменьшало в тканях пе-
чени выработку •О  микросомами и NOS – на 48,9%, митохондриями – на 47,3%, NADPH-оксидазой лейкоци-
тов – на 45,6%, активность NOS (общую и iNOS) на 33,1 и 35,9%, соответственно, концентрацию пероксини-
тритов – на 39,7% по сравнению со значениями контрольной группы, получавшей только растворитель (10% 
раствор диметилсульфоксида). Активность cNOS и индекс сопряжения превышали результат контроля в 
2,95 и 5,5 раза, соответственно. 

Выводы. Введение индуктора Nrf2 диметилфумарата при воспроизведении модели метаболического син-
дрома в условиях круглосуточного освещения крыс – эффективное средство ограничения в тканях печени 
выработки активных форм кислорода и азота.

Ключевые слова: транскрипционный фактор Nrf2, диметилфумарат, активные формы кислорода и азо-
та, метаболический синдром, круглосуточное освещение, печень.
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Введение
Многочисленные экспериментальные и кли-

нические исследования показывают, что нару-
шение светового режима, сопровождающееся ги-
помелатонинемией, приводит к изменению угле-
водного и липидного метаболизма, системному 
воспалительному ответу, артериальной гипер-
тензии, эндотелиальной дисфункции, избыточ-
ной продукции активных форм кислорода и азота 
(АФК/АФА) [1, 2]. Все эти нарушения считаются 
компонентами метаболического синдрома (МС). 
В последние годы получила подтверждение точка 
зрения о патогенетическом единстве МС и неал-
когольной жировой болезни печени [3]. 

Ранее нами показано, что круглосуточное ос-
вещение крыс, содержащихся на углеводно-ли-
пидной диете (УЛД), сопровождается более 
выраженными метаболическими нарушениями 
(гиперинсулинемией, дислипопротеинемией, 
гипо-α-липопротеинемией, увеличением массы 
висцерального жира) по сравнению с отдельным 
применением приведенного рациона [4]. Одна-
ко введение в этих условиях мелатонина лишь 
частично уменьшает эти признаки, существенно 
не влияя на индекс инсулинорезистентности [5]. 
Таким образом, коррекция уровня мелатонина 
недостаточна для ликвидации метаболических 

расстройств. Одним из важнейших механиз-
мов саморазвития патологических процессов 
при МС считается длительная гиперактивация 
транскрипционных факторов (NF-κB, AP-1, 
STAT и др.) с последующим увеличением экс-
прессии генов, кодирующих биосинтез ряда 
провоспалительных и прооксидантных белков 
[6]. Активация транскрипционных факторов, в 
частности NF-κB, может быть связана как с из-
бытком в рационе углеводов и жиров («диета 
западного типа») [7], так и с изменениями экс-
прессии индуцибельных генов центрального и 
периферических циркадианных осцилляторов 
при нарушении светового режима [8].

Действительно, продукция АФК в тканях пе-
чени значительно усиливается при сочетании 
круглосуточного освещения крыс и УЛД [9]. 
Введение в этих условиях ингибитора ядерной 
транслокации NF-κB пирролидиндитиокарбамата 
аммония существенно ослабляет маркеры окис-
лительно-нитрозативного стресса в тканях пече-
ни [7]. Однако этот ингибитор NF-κB проявляет 
высокую генотоксичность [10].

Недостаток продукции мелатонина может 
сопровождаться снижением активности транс-
крипционного фактора Nrf2 (англ Nuclear Factor 
Erythroid 2-Related Factor 2) [11]. Система Nrf2/
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антиоксидант респонсивный элемент (Antioxidant 
Response Element, ARE) считается антагонисти-
ческой по отношению к NF-κB-зависимой сиг-
нализации. Nrf2 регулирует базальную и инду-
цированную экспрессию генов многих антиок-
сидантных и цитопротекторных белков, включая 
гемоксигеназу-1, NAD(P)H-хинондегидрогеназу 
1, с-глутамилцистеинсинтетазу, глутатионперок-
сидазу 1, глутатион-S-трансферазу, глутатионре-
дуктазу, супероксиддисмутазу и др. [12]. Выявле-
но протективное действие индукторов Nrf2 при 
острой недостаточности печени, ее ишемии-ре-
перфузии, алкогольном и неалкогольном стеато-
гепатите, вирусном гепатите и раке печени [13].

Однако механизмы, лежащие в основе поло-
жительного действия индукторов Nrf2 при вос-
произведении разных моделей МС, выяснены 
недостаточно.

Цель исследования – оценить влияние ин-
дуктора Nrf2 диметилфумарата на продукцию 
активных форм кислорода и азота в печени крыс 
при моделировании метаболического синдрома 
в условиях круглосуточного освещения.

Материал и методы
Эксперименты были выполнены на 21 белой 

крысе-самце линии Вистар массой 215-255 г, 
распределенных на 3 группы (по 7 животных). 
Животных 1 группы (контроль I) содержали 
на стандартном рационе вивария и равном че-
редовании периодов света и темноты. Крысам  
2 группы моделировали МС в условиях кругло-
суточного освещения животных (контроль II). 
Животным 3 группы на фоне воспроизведения 
МС внутрибрюшинно вводили диметилфумарат 
(«Sigma-Aldrich, Inc.», США) в 10% растворе 
диметилсульфоксида в дозе 15 мг/кг [14] 3 раза  
в неделю, начиная с 30 суток эксперимента.  
Животным первых двух групп вместо диметил-
фумарата внутрибрюшинно вводили «плацебо» –  
1 мл 10% раствора диметилсульфоксида.

Для моделирования МС крысам в течение  
2 месяцев назначали УЛД, состоящую из 20% 
водного раствора фруктозы для питья (торговая 
марка "Vitamin", производитель – Украина, стра-
на происхождения – США) и рациона питания 
следующего состава: рафинированная пшенич-
ная мука – 45%, сухое обезжиренное коровье  
молоко – 20%, крахмал – 10%, столовый марга-
рин с содержанием жиров 72-82% – 20%, пере-
окисленное подсолнечное масло – 4%, натрия 
хлорид – 1%. Кроме того, животных, начиная  
с 30-х суток эксперимента, подвергали круглосу-
точному освещению интенсивностью 1500 лк в 
течение следующих 30 дней [15]. 

Животных декапитировали под эфирным 
наркозом, соблюдая положения «Европейской 
конвенции по защите позвоночных животных, 
используемых в экспериментальных и других 
научных целях» (Страсбург, 1986). Согласно 
заключению комиссии по биоэтике Черномор-
ского национального университета им. Петра 
Могилы, все процедуры, связанные с гуманным 
обращением с животными и их использованием 
в экспериментах, были соблюдены.

Скорость генерации супероксидного ани-
он-радикала (•О ) в гомогенате печени оценивали 
при проведении теста с нитросиним тетразолием 
с использованием спектрофотометра Ulab 101 
(Китай) с индукторами в виде никотинамида-
дениндинуклеотида восстановленного (NADH, 
“Sigma-Aldrich, Inc.”, США) для оценки про-
дукции •О  дыхательной цепью митохондрий, 
никотинамидадениндинуклеотидфосфата вос-
становленного (NADPH, “Sigma-Aldrich, Inc.”, 
США) – микросомальными монооксигеназами 
и NOS, липополисахарида Salmonella typhi (пре-
парат «Пирогенал», филиал ФГБУ Федеральный 
научно-исследовательский центр эпидемиоло-
гии и микробиологии им. почетного академика  
Н. Ф. Гамалеи «Медгамал», Россия) – NADPH-ок-
сидазой лейкоцитов [16].

Активность общей NO-синтазы (NOS) [17] и 
ее конститутивной изоформы (cNOS) [18] в го-
могенате печени оценивали спектрофотометри-
чески. Активность индуцибельной изоформы 
(iNOS) определяли по разнице между активно-
стями NOS и cNOS. Для оценки способности по-
следней в разобщенном состоянии продуциро-
вать •О  рассчитывали индекс сопряжения cNOS 
как отношение активности cNOS к скорости 
выработки •О NADPH-зависимыми электрон-
но-транспортными цепями (ЭТЦ). Об образо-
вании пероксинитрита судили по содержанию в 
гомогенате печени пероксинитритов щелочных 
и щелочно-земельных металлов [17].

Полученные результаты обрабатывали ста-
тистически с помощью пакета Microsoft Office 
Excel с расширением Real Statistics 2019 с ис-
пользованием теста Shapiro-Wilk для проверки 
нормальности дисперсий. Поскольку все выбор-
ки имели нормальное распределение, применяли 
параметрический метод дисперсионного анали-
за ANOVA с последующим попарным сравнени-
ем групп по t-критерию Student для независимых 
выборок и анализом по Tukey's HSD (Honestly 
Significant Difference). Во избежание феномена 
множественных сравнений использована по-
правка по Dunn-Šidák. Разницу считали стати-
стически значимой при p<0,05.

Результаты и обсуждение
Рост продукции •О в тканях печени NADPH- 

и NADH-зависимыми ЭТЦ в условиях модели-
рования метаболического синдрома при кругло-
суточном освещении нами детально обсуждался 
в нашей предыдущей публикации [7]. Выработка 
в этих условиях •О микросомальными моноок-
сигеназами и NOS (табл. 1) возрастала на 93,1%, 
дыхательной цепью митохондрий – на 88,8%, 
NADPH-оксидазой фагоцитов – вдвое (все на 
уровне p<0,001) по сравнению с соответствую-
щими результатами 1 группы.

Введение индуктора Nrf2 диметилфумарата в 
условиях моделирования МС и круглосуточно-
го освещения животных существенно уменьша-
ло в тканях печени выработку •О  ЭТЦ микро-
сом и NOS на 48,9%, митохондрий – на 47,3%, 
NADPH-оксидазы лейкоцитов – на 45,6% (все на 
уровне p<0,001) по сравнению с соответствую-
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Источники 
продукции генерации 

•О
−
2 , нмоль/г·с

1 группа
(контроль І)

Моделирование МС + круглосуточное 
освещение

+ «плацебо» 
(10% раствор 

диметилсульфоксида, 
контроль ІІ)

+ диметилфумарат  
в 10% растворе 

диметилсульфоксида

Микросомальные 
монооксигеназы и 
NOS.

22,05±0,66 42,57±0,81 * 21,76±0,38 */**

Дыхательная цепь 
митохондрий 26,98±0,74 50,95±0,92 * 26,87±0,48 **

NADPH-оксидаза 
фагоцитов 1,37±0,07 2,74±0,06 * 1,49±0,03 **

Таблица 1. – Влияние диметилфумарата на образование супе-
роксидного анион-радикала в тканях печени в условиях моде-
лирования метаболического синдрома при круглосуточном ос-
вещении (M+m)
Table 1. – Effect of dimethyl fumarate on the superoxide anion radical 
formation in the liver tissues under conditions of modeling metabolic 
syndrome and round-the-clock lighting (M+m)

Примечание – * – р<0,05 по сравнению со значениями в 1 группе; ** – р<0,05 по срав-
нению со значениями во 2 группе.

щими значениями во 2 группе.
При круглосуточном освещении крыс в усло-

виях моделирования МС активности NOS (об-
щая и её индуцибельного изофермента) в тканях 
печени (табл. 2) превышала в 2,35 и 2,57 раза (оба 
результата на уровне p<0,001), соответственно, 
величины контроля I. Активность cNOS, на-
против, на 70,4% уступала (p<0,001) результату  
в 1 группе.

При этом индекс сопряжения cNOS был мень-
шим на 83,8% (p<0,001), чем результат 1 группы, 

Таблица 2. – Влияние диметилфумарата на образование ак-
тивных форм азота в тканях печени в условиях моделирования 
метаболического синдрома при круглосуточном освещении 
(M+m)
Table 2. – Effect of dimethyl fumarate on the reactive nitrogen species 
formation in the liver tissues under conditions of modeling metabolic 
syndrome and round-the-clock lighting (M+m)

Показатели
1 группа

(контроль І)

Моделирование МС + круглосуточное 
освещение

+ «плацебо»
(10% раствор 

диметилсульфоксида, 
контроль ІІ)

+ диметилфумарат 
в 10% растворе 

диметилсульфоксида

Активность NOS,
мкмоль NО

−
2 /г·мин

8,42±0,88 19,84±1,28 * 13,28±0,85 *,**

Активность cNOS,
мкмоль NО

−
2 /г·мин

0,81±0,03 0,24±0,02 * 0,71±0,03 *,**

Активность iNOS,
мкмоль NО

−
2 /г·мин

7,61±0,87 19,6±1,28 * 12,57±0,86 *,**

Индекс сопряжения 
cNOS

0,037±0,002 0,006±0,001 * 0,033±0,002 **

Концентрация 
пероксинитритов,
мкмоль/г

1,42±0,05 2,39±0,08 * 1,44±0,03 **

Примечание – * – р<0,05 по сравнению со значениями в 1 группе; ** – р<0,05 по сравне-
нию со значениями во 2 группе.

что указывает на разобщенное со-
стояние этой изоформы NOS и 
продукцию ею •О  вместо оксида 
азота (NO). Наиболее частые при-
чины этого нарушения – дефицит 
субстратов cNOS (L-аргинина, 
молекулярного кислорода) и ее 
кофактора – тетрагидробиопте-
рина [19], что возможно при их 
чрезмерном потреблении в усло-
виях гиперактивации iNOS.

Следствием избыточной про-
дукции •О  и NO является обра-
зование других АФК/АФА. Так, 
в условиях нашего эксперимента 
на 68,3% (p<0,001) увеличивалась 
концентрация пероксинитритов.

Известно, что избыточная про-
дукция АФК/АФА сопровождает-
ся нарушением функционального 
состояния печени, способствует 
развитию при МС неалкогольно-
го стеатогепатита [20].

Применение диметилфума-
рата в условиях моделирования 
МС и круглосуточного осве-
щения животных существенно 
уменьшало в тканях печени ак-
тивность NOS (общую и ее ин-
дуцибельного изофермента) на 
33,1% (p<0,01) и 35,9% (p<0,001), 
соответственно, по сравнению 
со значениями контроля ІІ. Ак-
тивность cNOS в этих условиях 
превышала результат 2 группы в 
2,95 раза (p<0,001).

При этом индекс сопряже-
ния cNOS возрастал в 5,5 раза 
(p<0,001) по отношению к значе-
нию контроля ІІ, что свидетель-
ствует о восстановлении сопря-
женного состояния данного изо-
фермента. В этих условиях cNOS 
генерирует физиологические 
концентрации NO, выполняю-
щие роль не цитотоксического 
агента, а сигнальной молекулы 
[21].

Снижение продукции •О  и 
цитотоксических количеств NO, 
генерируемых iNOS, закономер-
но сказывалось на уровне пе-
роксинитрита в тканях печени. 
Концентрация пероксинитритов 
щелочных и щелочно-земельных 

металлов в этих условиях на 39,7% (p<0,001) 
уступала данным контроля ІІ.

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что существенное влияние индуктора Nrf2 
на показатели окислительно-нитрозативного 
стресса в тканях печени, зависящие от активно-
сти транскрипционного фактора NF-κB, по-ви-
димому, связаны со способностью системы Nrf2/
ARE угнетать NF-κB-сигнализацию, уменьшая 
тем самым связанную с ней экспрессию генов, 
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кодирующих биосинтез провоспалительных и 
прооксидантных белков: цитокинов, индуци-
бельной изоформы NO-синтазы (iNOS), фермен-
тов семейства P450, gp91 phox и др. [6]. 

Ранее было показано, что при нокдауне Nrf2 
значительно увеличивается транскрипция под-
контрольных NF-κB генов в ответ на введение 
липополисахарида, что свидетельствует о спо-
собности Nrf2 препятствовать NF-κB-зависимой 
сигнализации [22]. Введение индукторов Nrf2 
фенетилизотиоцианата и сульфорафана угнета-
ет фосфорилирование на участке IκB киназный 
комплекс/IκB (белок-ингибитор NF-κB), что на-
рушает активацию NF-κB (ядерную транслока-
цию его субчастицы p65) [23]. 

Кроме того, противорадикальные эффекты 
индукторов Nrf2 могут быть связаны с ARE-за-
висимой активацией экспрессии генов антиок-
сидантных белков (глутатионпероксидазы 1, 
глутатионредуктазы, супероксиддисмутазы, ти-
оредоксина, сульфиредоксина и др.) [24].

Способность диметилфумарата ограничи-
вать окислительно-нитрозативный стресс в тка-
нях печени в условиях экспериментального МС 
обосновывает целесообразность дальнейшего 

исследования этого соединения как потенци-
ального средства патогенетической терапии и 
профилактики патологии печени, особенно при 
воздействии таких этиологических факторов 
МС, как «диета западного типа» и нарушения 
циркадианного ритма.

Выводы
1. Введение индуктора Nrf2 диметилфумара-

та при воспроизведении модели метаболическо-
го синдрома в условиях круглосуточного осве-
щения крыс – эффективное средство ограниче-
ния в тканях печени выработки супероксидного 
анион-радикала разными источниками: микро-
сомальными монооксигеназами и конститутив-
ными изоформами NO-синтазы в разобщенном 
состоянии, дыхательной цепью митохондрий, 
NADPH-оксидазой фагоцитов.

2. Индукция транскрипционного фактора 
Nrf2 в условиях эксперимента эффективно сни-
жает в тканях печени генерацию активных форм 
азота, что подтверждается значительным огра-
ничением активности NO-синтазы за счет ее ин-
дуцибельной изоформы и уменьшением концен-
трации пероксинитритов.
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INDUCTION OF NRF2 TRANSCTIPTION FACTOR INHIBITS 
FORMATION OF REACTIVE OXYGEN AND NITROGEN SPECIES IN 
THE LIVER OF RATS WHEN MODELING METABOLIC SYNDROME 

UNDER ROUND-THE-CLOCK LIGHTING
Yu. D. Frenkel1, V. S. Cherno1, V. A. Kostenko2

1Petro Mohyla Black Sea National University, Nikolaev, Ukraine 
2Poltava State Medical University, Poltava, Ukraine

Aim: To evaluate the effect of dimethyl fumarate, an Nrf2 inducer, on the production of reactive oxygen and 
nitrogen species in the liver of rats when modeling metabolic syndrome under round-the-clock lighting.

Material and methods. Dimethyl fumarate in a 10% dimethyl sulfoxide solution at a dose of 15 mg/kg was 
administered intraperitoneally to white rats while modeling the metabolic syndrome (a 20% aqueous fructose solution 
for drinking and a diet enriched with carbohydrates and lipids). The rate of generation of the superoxide anion radical 
(•О ), the activity of total NO synthase (NOS) as well as its constitutive and inducible isoforms (cNOS, iNOS), the 
content of peroxynitrites of alkali and alkaline earth metals were determined in the liver homogenate of rats.

Results. The administration of dimethyl fumarate under the experimental conditions significantly restrained the 
•О  production in the liver tissues by microsomes and NOS – by 48.9%, by mitochondria – by 47.3%, by leukocyte 
NADPH oxidase – by 45.6%; it also reduced NOS activity (total and iNOS) by 33.1% and 35.9%, respectively, and 
the concentration of peroxynitrites by 39.7% as compared with the values of the control group which received only 
the solvent (10% dimethyl sulfoxide solution). The cNOS activity and coupling index exceeded the control group result 
2.95 and 5.5 times, respectively.

Conclusion. The administration of dimethyl fumarate, an Nrf2 inductor, to rats during the simulation of the 
metabolic syndrome by round-the-clock lighting is an effective means of limiting the production of reactive oxygen and 
nitrogen species in the liver tissues.

Keywords: Nrf2 transcription factor, dimethyl fumarate, reactive oxygen and nitrogen species, metabolic syndrome, 
round-the-clock lighting, liver
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and nitrogen species in liver of rats under modelling metabolic syndrome by exposure to round-the-clock lighting. Journal of the 
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