
Медицина сьогодні і завтра 92(4)2023 Medicine Today and Tomorrow 
 

ISSN print 2414-4495, ISSN online 2710-1444, https://msz.knmu.edu.ua, msz.journal@knmu.edu.ua 

 

 

Теоретична  
і експериментальна медицина 

30 
Theoretical  

and Experimental Medicine 

 

УДК: 612.616:612.015.11:612.014.484 
 

ПОКАЗНИКИ ОКСИДАТИВНО-НІТРОЗАТИВНОГО СТРЕСУ  

ЧОЛОВІКІВ, ПОСТРАЖДАЛИХ ВНАСЛІДОК БОЙОВИХ ДІЙ 
 

Онуфрович О.К., Воробець М.З., Беседіна А.С., 

Мельник О.В., Воробець Д.З., Фафула Р.В., Воробець З.Д. 
Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького,  

Львів, Україна 
 

У статті представлено дані про стан пероксидації ліпідів і активності ізоформ NO-

синтази та аргінази лімфоцитів і сироватки периферичної крові у чоловіків, постражда-

лих внаслідок бойових дій (кульові та осколкові поранення). Були обстежені 68 чолові-

ків, постраждалих внаслідок бойових дій (осколкові та кульові поранення), які склали 

основну групу. До групи контролю були включені 48 практично здорових чоловіків. Па-

цієнти основної та контрольної груп були розділені на дві вікові підгрупи кожна: 20–39 

років і 40–60 років. Вміст МДА у сироватці крові пацієнтів обох підгруп основної групи 

був в 1,4 рази вищий, ніж в осіб відповідних підгруп групи контролю (p<0,05). У лімфо-

цитах периферичної крові вміст МДА у пацієнтів обох вікових підгруп основної групи 

був 1,3–1,4 рази вищий, ніж в осіб відповідних підгруп групи контролю (p<0,05; p<0,01). 

У сироватці та лімфоцитах крові чоловіків, постраждалих внаслідок бойових дій, суттєво 

зростає активність індуцибельного (Са2+-незалежного) de novo синтезу NO. Водночас ак-

тивність Са2+-залежної NO-синтази в лімфоцитах крові чоловіків, постраждалих внаслі-

док бойових дій, була нижчою в 2,4 рази у порівнянні з показниками практично здорових 

чоловіків (p<0,001), а в сироватці крові майже не змінювалася. Підтверджено, що у чо-

ловіків, постраждалих внаслідок бойових дій, індуцибельна NOS може активувати про-

цеси пероксидного окиснення ліпідів, оскільки зафіксовано прямий достовірний прямий 

кореляційний зв'язок високої сили між активністю Са2+-незалежної iNOS і вмістом МДА 

(r=0,74; р<0,05). Встановлений також вірогідний середньої сили кореляційний зв'язок 

між активністю аргінази і вмістом МДА (r=0,52; р<0,05). 
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Вступ 

Відомо, що у патогенезі багатьох 

захворювань значну роль відіграє окси-

дативний стрес. Ушкодження будь-яко-

го генезу призводить до активації віль-

норадикальних процесів не лише в місці 

пошкодження, але й в цілому організмі. 

Травми, осколкові та кульові поранен-

ня, а також нервові розлади можуть 

спричиняти оксидативний стрес. Остан-

ній виникає внаслідок дисбалансу між 

генерацією активних форм кисню (АФК) 

та активністю антиоксидантного захис-

ту [1–5]. 

Впродовж останніх десятиліть  

у науковій літературі накопичено ба-

гато відомостей щодо тісного функціо-

нальної взаємодії між АФК та оксидом 

азоту (NO). Зокрема відомо, що за низь-

ких фізіологічних концентрацій АФК та 

NO є фізіологічними модуляторами та 

виконують сигнальні функції. Гіпер-

продукція АФК та NO спричиняє розви-

ток оксидативного та пов’язаного з ним 

нітразивного стресу. Останній може ви-

кликати незворотні пошкодження в усіх 

біо(макро)молекулах, зокрема в ДНК та 

білках. У високих концентраціях NO мо-

же виступати як цитотоксичний агент 

з прооксидантними та апоптотичними 

властивостями. Показано, що NO приг-

нічує репаративні та біоенергетичні 

процеси. Також пошкоджувальна дія 

NO опосередковується пероксинітри-

том, що продукується за високої генера-

ції супероксид-аніона та оксиду азоту 

[6; 7]. 

Відомо, що NO генерується ензи-

матично при окисненні L-аргініну за учас-

тю NO-синтаз (NOS). В організмі лю-

дини NOS існує у трьох ізоформах: ен-

дотеліальній, нейрональній та індуци- 

 бельній (eNOS, nNOS, iNOS), які коду-

ються різними генами, є різними за міс-

цем локалізації та відмінними за харак-

тером індукції [8; 9]. Нейрональна й ен-

дотеліальна ізоформи є Са2+-залежни-

ми, конститутивними ензимами (cNOS), 

які синтезують фізіологічну або ба-

зальну невелику кількість NO. Са2+-не-

залежна ізоформа iNOS не експресу-

ється за умов фізіологічної норми (за 

відсутності екстремальних ендо- та ек-

зогенних факторів), а її експресія інду-

кується прозапальними факторами, зо-

крема бактеріальними ліпополісахари-

дами, прозапальними цитокінами, ак-

тивованими макрофагами. Відомо, що 

ця ізоформа NOS забезпечує продук-

цію NO у концентраціях на декілька 

порядків вище, ніж cNOS, що характе-

рно для патофізіологічних станів. Кон-

курентним до NO-синтазного шляху 

є неокисний шлях перетворення L-аргі-

ніну за участю аргінази [10–12]. 

Мета дослідження – оцінити 

стан пероксидації ліпідів і активності 

ізоформ NO-синтази та аргінази лімфо-

цитів і сироватки периферичної крові 

у чоловіків постраждалих внаслідок 

бойових дій (кульові та осколкові пора-

нення). 

Матеріали і методи 

Основу роботи склали результати 

дослідження показників пероксидації 

ліпідів і активності аргіназо-NO-синта-

зної системи лімфоцитів і сироватки 

крові 68 чоловіків, постраждалих вна-

слідок бойових дій (осколкові та ку-

льові поранення). Вони склали основну 

групу, яку поділили на дві підгрупи за 

віком: 20–39 років і 40–60 років. Для 

виділення лімфоцитів, забір пeрифе-

ричної крові в пацієнтів проводили після  
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їх клінiчного обстеження та перед приз-

наченням лікування.  

Крім того, у дослідженні взяли 

участь 48 практично здорових чоловіків 

без скарг на сексуальну дисфункцію, 

без кардіологічних, неврологічних або 

ендокринних захворювань. Вони склали 

контрольну групу, яка також була розді-

лена на дві вікові підгрупи: 20–39 років 

(30 чоловіків) та 40–60 років (18 чолові-

ків). 

Лімфоцити пeриферичної крові 

видiляли за модифікованим методом 

Boyum A. [13]. Кров попередньо розво-

дили фізіологiчним розчином у співвід-

ношенні 1:1, потім нашаровували у гра-

дієнті густини фiкол-тріумбрасту (= 

=1,08 г/см3). Цeнтрифугування здійсню-

вали протягом 20 хвилин за відцентро-

вого прискорення 500 g. Отримані інте-

рфазнi кільця мононуклeарних клiтин 

відмивали протягом 10 хв. фізіологiч-

ним розчином двічі. До осаду додавали 

фізіологiчний розчин та ресуспeнзува-

ли. Оцінку цілісності та життєздатності 

клітини здійснювали в камері Горяєва 

використовуючи барвник трипановий 

синій. Вказані показники для лімфоци-

тiв крові становили не менше 95 % 

в усіх дослiдах. Для здійснення пермеа-

білізації клітинних мeмбран та визна-

чення активностей ензимів до суспензії 

лімфоцитів додавали сапонін у концен-

трації 0,2 % (оптимальна концентрацiя) 

та iнкубували протягом 10 хв. при по-

мірному струшуваннi. 

Сироватку отримували з крові, ві-

дібраної в одноразові пробірки без дода-

вання антикоагулянту. Отриману кров 

витримували при кімнатній температурі 

протягом 30 хв. до повного утворення 

згустку або поміщали у термостат при 

37°C на 15 хв. Після цього центрифугу-

вали при 1200–2000 g впродовж 15 хв.  

Стан пероксидації ліпiдів оціню-

вали за визначенням вмісту малонового 

діальдегіду (МДА). Останній за високої  

 температури в кислому сeредовищі 

взаємодіє з 2-тіобарбiтуровою кисло-

тою з утворенням забарвленого продук-

ту – триметиленового комплексу з мак-

симумом поглинання за λ=532 нм [14; 

15]. 

Визначення NO-синтазної eнзи-

матичної активності сироватки і лімфо-

цитів крові  здійснювали при 37С у ін-

кубацiйному серeдовищі (1,5 мл), що 

містив: трис-HCl – 0,08 М (pH 7,4), 

CaCl2 – 10 мM, L-аргiнін – 0,15 мМ, 

NADPH(H+) – 0,12 мМ. Контрольні 

зразки замість NADPH(H+) та L-аргі-

ніну містили бідистильовану воду. 

NO-синтазну реакцiю ініціювали до-

даванням до сeредовища інкубації 

алiквоти протеїну, при цьому вміст 

протеїну у пробі не перевищував 50–70 

мкг/мл. Проби спектрофотометрували 

при λ=340 нм. Реакцію зупиняли 

внeсенням до реакцiйного серeдовища 

HClO4 (1,5 М). Активнiсть ізоформ 

NO-синтази виражали в наномолях 

окисненого NADPH(H+)/хв. на 1 мг 

протеїну. Для визначення активності 

Са2+-незалежної іNOS в середовище ін-

кубації замість СаСl2 додавали селек-

тивний інгібітор iNOS аміногуанідин. 

Активність сNOS виражали як різницю 

між загальною активнiстю NO-синтази 

і активністю iNOS. 

Активність аргінази в сироватці 

кровi і лiмфоцитах реєстрували за про-

дукцією сeчовини. Використовували 

iнкубаційне середовище, що містило 

(мМ): 20 Тріс HCl, 100 L-аргінін, 2 

MnCl2 (pH=9,5). Реакцію ініціювали 

додаванням алiквоти (150 мкл) потеїну, 

вміст протеїну у пробі становив 50–

100 мкг/мл. Інкубацію проводили на 

шейкері на протязі 30 хв. при темпера-

турі 37°С. Зупиняли реакцію додава-

ням стоп-розчину (40 мкл 50%-ї три-

хлороцтової кислоти) в iнкубаційне се-

рeдовище. Контрольні зразки замiсть 

клітин містили відповідну аліквоту   
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фізіологічного розчину. Зразки спектро-

фотометрували проти контрольних при 

λ=520 нм. Активнiсть аргiнази виража-

ли у нмолях сечовини/хвмг загального 

протеїну. 
Статистичний аналіз проводили з 

використанням програмного пакeта 

Microsoft Excel (США). Результати по-

дані як середнє арифметичне (M) ± стан-

дартна похибка серeднього (m). Досто-

вірність змін між групами розрахову-

вали за t-критерієм Стьюдента. При пе-

ревірці статистичних гіпотeз критичні 

рівні достовірності становили 0,95; 0,99 

та 0,999. n відповідає кількості пацієнтів 

або практично здорових донорів. 

Результати та їх обговорення 

Показники оксидативного стресу 

оцінювали за вмістом МДА та окисне-

ного глутатіону в сироватці крові та лім-

фоцитах крові (таблиця 1). Вміст МДА 

у сироватці крові пацієнтів обох віко-

вих груп був в 1,4 рази вищий, ніж в осіб 

групи контролю (p<0,05). У лімфоцитах 

периферичної крові вміст МДА у паці-

єнтів обох вікових груп був 1,3–1,4 рази  

 

 вищий, ніж в осіб групи контролю (p< 

<0,05; p<0,01). Водночас, достовірних 

змін в концентрації окисненого глута-

тiону між чоловіками, постраждалими 

внаслідок бойових дій, та групою кон-

тролю не виявлено. 

Як показали результати дослід-

жень (таблиця 2), у сироватці та лімфо-

цитах крові чоловіків, постраждалих 

внаслідок бойових дій, суттєво зростає 

активність індуцибельного (Са2+-неза-

лежного) de novo синтезу NO. Актива-

ція iNOS має більш виражений харак-

тер як в сироватці, так і в лімфоцитах 

крові чоловіків старшої вікової групи, 

що може бути обумовлене активацією 

запальних чи інших процесів, що сти-

мулюють розвиток оксидативно-нітра-

зивного стресу або ж зниженням анти-

оксидатних резервів організму з віком. 

За умов фізіологічної норми активність 

iNOS в сироватці та лімфоцитах крові 

обох вікових груп була незначною. 

Водночас активність Са2+-залеж-

ної NO-синтази в лімфоцитах крові чо-

ловіків постраждалих внаслідок бойових 

 

Таблиця 1. Показники прооксидантних проявів в сироватці  

та лімфоцитах кровi чоловіків, постраждалих внаслідок бойових дій 

 

                                 Групи 

 

 

Показники 

Чоловіки, постраждалі 

внаслідок бойових дій 

Контроль 

(практично здорові чоловіки) 

20–39 років 

(n=42) 

40–53 роки 

(n=26) 

20–39 років 

(n=30) 

40–55 років 

(n=18) 

сироватка крові 

МДА, мкмоль/мг протеїну 38,6±3,5* 42,4±3,3* # 28,2±3,1 31,1±3,3 

GSSG, нмоль/мг протеїну 1,4±0,2 1,6±0,2 1,2±0,2 1,3±0,2 

лімфоцити крові 

МДА, мкмоль/мг протеїну 78,4±5,8* 87,6±6,3** 61,5±4,3 63,2±5,7 

GSSG, мкмоль/л 18,8±2,0 18,9±2,0 19,9±2,2 20,5±2,2 

 

Примітки:  

МДА – малоновий діальдегід; 

GSSG – glutathione disulfide, дисульфід глутатіону; 

зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи *р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001; 

зміни вірогідні щодо величин в осіб вікової категорії 20–39 років #р<0,001. 
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Таблиця 2. Активність ензимів системи L-аргінін-NO  

в сироватці та лімфоцитах кровi чоловіків, постраждалих внаслідок бойових дій 

 

                                 Групи 

 

 

 

Показники 

Чоловіки, постраждалі  

внаслідок бойових дій 

Контроль 

(практично здорові  

чоловіки) 

20–39 років 

(n=42) 

40–53 роки 

(n=26) 

20–39 років 

(n=30) 

40–55 років 

(n=18) 

сироватка крові 

сNOS, нмоль NADPH(H+)/ 

хв. мг протеїну 
3,8±0,4 3,6±0,5 4,5±0,3 4,2±0,4 

iNOS, нмоль NADPH(H+)/ 

хв. мг протеїну 
24,0±2,4*** 28,5±3,5*** 0,2±0,05 0,2±0,05 

аргіназа, нмоль сечовини/ 

хв. мг протеїну 
8,0±0,8** 5,2±0,7*** # 13,3±1,7 15,4±2,2 

лімфоцити крові 

сNOS, нмоль NADPH(H+)/ 

хв. мг протеїну 
31,6±4,2*** 32,5±3,8*** 76,5±6,6 78,3±8,5 

iNOS, нмоль NADPH(H+)/ 

хв. мг протеїну 
84,8±7,4*** 98,4±8,5*** 1,4±0,4 1,2±0,2 

аргіназа, нмоль сечовини/ 

хв. мг протеїну 
66,6±5,6** 76,5±8,5** 106,8±12,1 114,2±9,6 

 

Примітки: 

сNOS – конститутивна NO-синтаза; 

iNOS – індуцибельна NO-синтаза; 

зміни вірогідні щодо величин в осіб контрольної групи *р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001; 

зміни вірогідні щодо величин в осіб вікової категорії 20–39 років #р<0,05. 

 

 

дій була нижчою в 2,4 рази стосовно по-

казників у практично здорових чолові-

ків (p<0,001), а в сироватці крові майже 

не змінювалася. Такі відмінності мо-

жуть бути поясненні тим, що лімфоцити 

периферичнoї крові здатні об’єктивно 

і швидко відображати зміни метаболіч-

ного гомеoстазу організму [16]. Не про-

слідковується суттєвих відмінностей 

у пригніченні Са2+-залежної NO-синта-

зної активності між двома віковими гру-

пами. Аргіназна активність в сироватці 

та лімфоцитах кровi чоловіків, постраж-

далих внаслідок бойових дій, була віро-

гідно нижчою ніж в практично здорових 

чоловіків. 

 Відомо, що іNOS може активува-

ти процеси пероксидного окиснення лі-

підів. Відтак, важливо було виявити ко-

реляційні зв’язки між вмістом ліпопе-

роксидації та GSSG та активністю ен-

зимів.  

Підтверджено, що чоловіків пос-

траждалих внаслідок бойових дій інду-

цибельна NOS може активувати проце-

си пероксидного окиснення ліпідів, ос-

кільки зафіксовано прямий достовір-

ний прямий кореляційний зв'язок висо-

кої сили між активністю Са2+-незалеж-

ної iNOS і вмістом МДА (r=0,74; р< 

<0,05). Встановлений також вірогідний 

середньої сили кореляційний зв'язок   
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між активністю аргінази і вмістом МДА 

(r=0,52; р<0,05). Водночас не простежу-

ється кореляційних зв'язків між вмістом 

МДА та активністю Са2+-залежної cNOS. 

Не прослідковується також кореляцій-

них зв'язків між вмістом GSSG та акти-

вністю ензимів, що вказує на те, що оки-

снений глутатіон є менш чутливим по-

казником прооксидантних проявів, ніж 

МДА. 

Отже, згідно отриманих нами да-

них, стан NO-синтазної системи в чоло-

віків контрольної групи характеризу-

вався переважанням активності сNOS. 

Це можна пояснити відсутністю факто-

рів, які активують iNOS у здорових чо-

ловіків зі збереженою фертильністю, 

насамперед бактеріальних ліпополіса-

харидів, прозапальних цитокінів тощо. 

Вважається, що NOS-залежний синтез 

«базального» NO реалізується cNOS, 

тоді як iNOS забезпечує додаткові кіль-

кості NO в клітинах при різних патоло-

гічних станах. Проте, окремими дослі-

дженнями було підтверджено участь 

iNOS також і у фізіологічному («базаль-

ному») синтезі NO [17]. 

Нами виявлено пригнічення актив-

ностей cNOS та зростання активності її 

Ca2+-незалежної індуцибельної ізофор-

ми у зразках крові чоловіків, постраж-

далих внаслідок бойових дій, що вказує 

на дисметаболічні зміни в синтезі NO, 

а саме на його гіперпродукцію. Гіпер-

продукція NO за участю iNOS може ін-

дукувати утворення АФК, формування 

високотоксичних похідних NO, зокрема 

пероксинітриту та сприяти розвитку ок-

сидативного та нітразивного стресу. Ві-

домо, що пероксинітрит активує транс-

крипційний фактор NF-кB, який, своєю 

 чергою, призводить до збільшення екс-

пресії iNOS [18] (і, як наслідок, до по-

дальшого утворення NO у високих ци-

тотоксичних концентраціях). 

Гіперпродукція NO призводить до 

утворення великої кількості вільних ра-

дикалів, зокрема АФК та активних 

форм азоту, через які реалізується про-

оксидантна дія NO [19]. Це зумовлює 

активацію процесів пероксидного окис-

нення ліпідів, модифікацію протеїнів, 

інгібування біосинтезу і зниження ре-

паративної здатності ДНК. Встановле-

но, що високі рівні NO призводять до 

різкого збільшення Са2+, запобігають 

поглинанню кисню, призводять до ви-

снаження запасів енергії клітини. 

Висновки 

Встановлено, що як в лімфоци-

тах, так і в сироватці крові чоловіків, 

постраждалих внаслідок бойових (ос-

колкові та кульові поранення), розви-

ток оксидативного стресу супроводжу-

ються та тісно корелює із порушенням 

функціонування універсальної регуля-

торної системи L-аргінін-NO та розвит-

ком нітразивного стресу. Ці порушення 

полягають в суттєвій активації індуци-

бельної NOS та пригніченні активності 

конститутивної ізоформи NO-синтази 

та аргінази. 

Фінансування  

Cтаття публікується за підтримки 

гранту Національного фонду дослід-

жень «Вдосконалення діагностики та 

лікування порушень (розладів) статевої 

та репродуктивної функцій чоловіків 

постраждалих внаслідок бойових дій» 

(реєстраційний № 2022.01/0151). 

 

Конфлікт інтересів відсутній. 
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Onufrovych O.K., Vorobets M.Z., Besedina A.S., Melnyk O.V., Vorobets D.Z., 

Fafula R.V., Vorobets Z.D. 

INDICATORS OF OXIDATIVE-NITROSATIVE STRESS OF MEN INJURED AS 

A RESULT OF COMBAT ACTIONS 

The article presents data on the state of lipid peroxidation and the activity of NO-synthase 

isoforms and arginase in lymphocytes and peripheral blood serum in men injured in combat 

(bullet and shrapnel wounds). 68 men injured as a result of hostilities (shrapnel and bullet 

wounds), who made up the main group, were examined. 48 practically healthy men were in-

cluded in the control group. Patients of the main and control groups were divided into two age 

subgroups each: 20–39 years and 40–60 years. The MDA content in the blood serum of patients 

of both subgroups of the main group was 1.4 times higher than in the individuals of the corre-

sponding subgroups of the control group (p<0.05). In peripheral blood lymphocytes, the MDA 

content in patients of both age subgroups of the main group was 1.3–1.4 times higher than in 

individuals of the corresponding subgroups of the control group (p<0.05; p<0.01). The activity 

of inducible (Ca2+-independent) de novo synthesis of NO significantly increases in blood serum 

and lymphocytes of men injured as a result of hostilities. At the same time, the activity of Ca2+-

dependent NO-synthase in blood lymphocytes of men injured as a result of hostilities was 2.4 

times lower compared to the values in practically healthy men (p<0.001), while it almost did 

not change in blood serum. It was confirmed that the inducible NOS can activate the processes 

of lipid peroxidation in men injured as a result of hostilities, as a direct significant correlation 

of high strength was recorded between the activity of Ca2+-independent iNOS and the MDA 

content (r=0.74; p<0.05). A significant correlation of medium strength was also established 

between arginase activity and MDA content (r=0.52; p<0.05). 

Keywords: malondialdehyde, NO-synthase, arginase. 
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