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Показано, что содержание метаболитов оксида азота в плазме крови людей с эссенциальной арте-
риальной гипертензией (ЭАГ) значительно выше, чем у здоровых доноров. Отмечено, что данная
закономерность не зависела от стадии заболевания, но зависела от возраста испытуемых, а также от
того, принимают или не принимают больные кардиоселективные блокаторы β-адренорецепторов.
Установлено, что повышение содержания нитритов и нитратов в крови пациентов с ЭАГ сопровож-
далось увеличением уровня транскриптов гена NOS2 в лейкоцитах периферической крови (ЛПК),
при этом содержание мРНК гена NOS3 в ЛПК больных людей было несколько ниже, чем этот по-
казатель у здоровых доноров.
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Оксид азота − один из основных биологиче-
ских медиаторов, который вовлечен во множе-
ство физиологических и патофизиологических
процессов в организме (Lowenstein et al., 1994;
Mоkuno et al., 2001; Levy et al., 2009; Förstermann,
Sessa, 2012). Прежде всего это важный сосудорас-
ширяющий фактор. Участвуя в регуляции функ-
ций эндотелия и защите сосудов от атеросклероти-
ческого повреждения (Förstermann, Sessa, 2012), в
физиологических условиях оксид азота ингиби-
рует адгезию и агрегацию тромбоцитов, а также
пролиферацию гладкомышечных клеток сосудов.
При заболеваниях, сопровождающихся повыше-
нием кровяного давления, таких как диабет и ги-
пертензия, наблюдается ухудшение эндотелийза-
висимых дилататорных функций, что может быть
обусловлено снижением доступности базального
NO в сосудах кровяного русла (Levy et al., 2009).
Биодоступность оксида азота определяется в ос-
новном тремя факторами: уровнем его продукции,
инактивацией активными формами кислорода, в
частности супероксид-радикалом, и чувствитель-
ностью ткани-мишени. Основная причина сни-
жения биодоступности этого важного вазодила-
татора − его утилизация при взаимодействии с су-
пероксид-радикалом или другими активными

формами кислорода, которые генерируются в
большом количестве при ряде сердечно-сосуди-
стых патологий (Levy et al., 2009). В то же время в
других работах показано, что гипертензия может
сопровождаться изменением активности аргина-
зы, способствующей снижению базальной и сти-
мулированной продукции NO (Heusch et al.,
2010). К сожалению, анализ опубликованных ра-
нее данных пока не позволяет однозначно отве-
тить на вопрос: как изменяется уровень оксида
азота в сосудах при артериальной гипертензии? В
некоторых работах показано как снижение содер-
жания метаболитов оксида азота, так и его значи-
тельное повышение в крови больных с артериаль-
ной гипертензией (Lyamina et al., 2003; Higashino
et al., 2007; Люсов и др., 2011).

Синтез оксида азота катализируется тремя
изоформами синтазы оксида азота: нейрональ-
ной (NOS1/nNOS), индуцибельной (NOS2/iNOS),
эндотелиальной (NOS3/eNOS). Наиболее важный
фермент для продукции оксида азота в сосудах −
эндотелиальная синтаза оксида азота. При гипер-
тензии содержание NOS3 по одним данным сни-
жается (Crabos et al., 1997; Bauersachs et al., 1998), по
другим − повышается (Rush et al., 2005). В то же
время эндотелийзависимая дилатация может со-
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храняться у нокаутных по гену eNOS (eNOS−/−)
мышей (Godecke et al., 1998), что свидетельствует
о включении компенсаторных механизмов регу-
ляции тонуса сосудов у этих животных. Потеря
продукции монооксида азота, синтезируемого
посредством NOS3, может быть компенсирована
за счет оксида азота, синтез которого катализиру-
ется другими изоформами NO-синтазы, NOS1 и
NOS2. Экспрессия NOS2 не обнаруживается в со-
судистой системе в нормальных физиологиче-
ских условиях и, вероятно, не участвует в регуля-
ции базального уровня сосудистого тонуса и дав-
ления крови (de Vera et al., 1996). Однако при ряде
патологий, когда усиливается выработка провос-
палительных белков, например фактора некроза
опухоли (TNFα), можно наблюдать индукцию
экспрессии гена NOS2 и повышение содержания
кодируемого им белка (Förstermann, Sessa, 2012).
В то же время данные об изменении содержания
и активности NOS2 при развитии гипертензии
противоречивы. В одних исследованиях зареги-
стрировано повышение содержания и активно-
сти этого белка в разных тканях, в том числе и в
миокарде у крыс со спонтанной гипертензией
(SHR) (Vaziri et al., 2000). В других работах не об-
наружено различий в активности данного фер-
мента в нормальных физиологических условиях и
при экспериментально вызванной гипертонии
(Nava et al., 1995; Piech et al., 2002). Таким образом,
роль индуцибельной NOS в изменении продукции
NO при гипертензии до конца не понятна.

Цель работы − изучение содержания нитритов
и нитратов оксида азота, а также анализ экспрес-
сии генов, кодирующих индуцибельную (NOS2)
и эндотелиальную (NOS3) формы NO-синтазы у
людей с эссенциальной артериальной гипертен-
зией (ЭАГ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для исследований ис-
пользовали образцы венозной крови пациентов с
диагнозом ЭАГ (I−II стадии и III стадия с ишеми-
ческой болезнью сердца (ИБС)), а также доноров
контрольной группы. Диагноз ЭАГ был установ-
лен врачами (Больница скорой медицинской по-
мощи г. Петрозаводска) с учетом клинических
рекомендаций Всероссийского научного обще-
ства кардиологов (Диагностика…, 2010). Обсле-
дование доноров, включенных в дальнейшем в
контрольную группу, проводилось также врачами
этой больницы в ходе диспансеризации. Критерии
исключения из исследования: наличие сахарного
диабета, перенесенные в последний месяц инфек-
ционно-воспалительные заболевания, курение та-
бака, беременность и лактация, алкогольная зави-
симость, индекс массы тела ≥28 кг/м2.

Определение содержания метаболитов NO
(NOx) в плазме крови. Для определения нитритов и
нитратов использовано 167 образцов плазмы кро-
ви. В контрольную группу вошло 49 доноров: 40 –
возрастом 37 ± 0.57 и 9 возрастом 53 ± 0.46 года.
Группа пациентов с ЭАГ (I−II стадии) включала в
себя 58 человек: 25 – возрастом 35 ± 1.02; 33 – воз-
растом 55 ± 0.47 года. Группу пациентов с ЭАГ
(III стадия) и ИБС составили 36 доноров, сред-
ний возраст которых 57 ± 1.5 лет. Здесь и далее
возраст доноров представлен в виде средних зна-
чений и ошибки среднего. Возраст доноров в
группах сравнения статистически не различался.
Отдельно анализировали содержание метаболи-
тов оксида азота (NOx) в плазме крови пациентов
с ЭАГ возрастом от 20 до 45 лет, принимающих
кардиоселективные блокаторы β1-адренорецепто-
ров без внутренней симпатомиметическая актив-
ности (ВСМА) (метапролол, бисопролол) (24 че-
ловека), и больных на гипотензивной терапии без
этих препаратов (18 человек). Плазму крови под-
вергали депротеинизации 96%-ным этиловым
спиртом в соотношении 1 : 2. Уровень метаболи-
тов NO, т.е. суммарную концентрацию нитратов

 и нитритов , определяли колоримет-
рическим методом по развитию окраски в реак-
ции диазотирования нитритом сульфаниламида,
входящего в состав реактива Грисса (Ленреактив,
Россия) (Метельская, Гуманова, 2005). Поскольку
реактив Грисса, с помощью которого проводятся
определения, позволяет детектировать только
нитрит-ион, необходимым условием анализа был
перевод нитрата в нитрит-ион. Для этого к 100 мкл
образца депротеинизированной плазмы добавля-
ли 1−2 гранулы металлического цинка (Ленреак-
тив) и 100 мкл реактива Грисса. Смесь инкубиро-
вали 30 мин при 37°С. Каждый раствор серии гото-
вили в трех повторностях. Оптическую плотность
раствора измеряли при λ = 540 нм на микроплан-
шетном ридере CLARIOstar (BMGLabtech, США).
Содержание NOx рассчитывали по калибровоч-
ной кривой.

Синтез комплементарной ДНК (кДНК) и поли-
меразная цепная реакция с обратной транскрипцией
(ОT-ПЦР). Для определения уровня транскриптов
генов NOS2 и NOS3 был использован 21 образец
крови доноров с диагнозом ЭАГ (III стадия) возрас-
том 45.46 ± 2.3 года и 16 образцов крови доноров
контрольной группы возрастом 41.75 ± 3.9 года.

Тотальную РНК (тотРНК) выделяли из лейко-
цитов периферической крови (ЛПК) с помощью
набора Extract RNA (Евроген, Россия). ЛПК вы-
деляли из цельной крови методом, основанным
на способности изотонического раствора хлорида
аммония гемолизировать эритроциты. Количе-
ство и качество тотРНК определяли методом ка-
пиллярного электрофореза на системе Experion
(Bio-Rad, США). тотРНК обрабатывали ДНКазой

( )3NO− ( )2NO−



ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 3  2020

СОДЕРЖАНИЕ МЕТАБОЛИТОВ ОКСИДА АЗОТА 261

(1 ед. акт.) (СибЭнзим, Россия). Для синтеза пер-
вой цепи использовали набор MMLVRT kit (Ев-
роген). Количество и качество выделенной ком-
плементарной ДНК определяли спектрофото-
метрически на приборе SmartSpecPlus (Bio-Rad).
Уровень экспрессии гена NOS2 оценивали с по-
мощью ПЦР в режиме реального времени на при-
боре iCycler с оптической приставкой iQ5 (Bio-
Rad). В качестве референсного гена использовали
ген Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). Праймеры (Евроген) для проведения
ПЦР представлены в табл. 1. Смесь для ПЦР объ-
емом 25 мкл содержала 50 нг кДНК, по 0.2 мкМ
прямого и обратного праймеров, 5 мкл реакцион-
ной смеси Screen-Mix (Евроген) и 16 мкл деиони-
зованной свободной от нуклеаз воды. Протокол
ПЦР: денатурация кДНК 5 мин при 95°С; 40 цик-
лов: денатурация при 95°С 30 с; отжиг при 60°С 30
с; элонгация при 72°С 30 с. Специфичность про-
дуктов амплификации проверяли плавлением
ПЦР-фрагментов. Эффективность ПЦР (98%)
оценивали по стандартной кривой. Уровень тран-
скриптов генов вычисляли по формуле: уровень
транскриптов = 2^Ct (референсный) – Ct(тесто-
вый образец), где Ct – значение пороговых цик-
лов. ПЦР повторяли не менее 3 раз.

Статистическую обработку данных проводили
c использованием программного обеспечения
StatGraphics 2.1. Для оценки различий в содержа-
нии метаболитов оксида азота и транскриптов ге-
нов в группе здоровых доноров и пациентов с ЭАГ
применялся U-критерий Манна−Уитни−Вилкок-
сона (р ≤ 0.05 было принято как статистически
значимое). В таблицах и на рис. 1 данные пред-
ставлены в виде средних значений с указанием
среднеквадратичной ошибки.

Исследования были выполнены на оборудова-
нии центра коллективного пользования Феде-
рального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Показано, что содержание метаболитов окси-
да азота в плазме крови пациентов с ЭАГ досто-
верно выше, чем в плазме здоровых доноров

(табл. 2, 3). Суммарная концентрация нитритов и
нитратов в плазме крови с возрастом изменялась
в контрольной группе, но не в группе пациентов с
ЭАГ. У пациентов с ЭАГ возрастом 20−45 лет со-
держание нитритов и нитратов в плазме крови
было существенно выше, чем у здоровых людей
того же возраста (р = 0.007) (табл. 2). Однако у лиц
старше 45 лет в контрольной группе и группе
больных существенных различий в концентрации
NOx не было обнаружено (р = 0.26). В возрастной
группе 20−45 лет высокое содержание метаболи-
тов оксида азота по сравнению с контрольной
группой было отмечено у пациентов как с ЭАГ
(I−II стадии), так и с ИБС и III стадией гиперто-
нии (р = 0.001 и 0.003 соответственно). Однако со-
держание NOx в плазме крови больных с разной
тяжестью заболевания было одинаковым (р = 0.7)
(табл. 3). Аналогичные данные были получены и
для больных возрастом старше 45 лет (р = 0.08).

Наблюдаемое нами высокое содержание нит-
ритов и нитратов оксида азота в плазме пациен-
тов с ЭАГ до 45 лет независимо от тяжести (ста-
дии) заболевания позволяет предположить, что
не только недостаток, но и избыток продукции
оксида азота может быть причиной развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний, в том числе и ар-
териальной гипертензии. В пользу этого свиде-
тельствуют ранее опубликованные данные (Hi-

Таблица 1. Праймеры для проведения полимеразной цепной реакции в режиме реального времени

Ген Праймер Нуклеотидная последовательность праймера 5'…3'

NOS3
Прямой GCTGGTACATGAGTTCAGAGATTG
Обратный TTCCACCGCTGCCTTGTC

NOS2
Прямой GTGGTCCAACCTGCAGGTCT
Обратный CATAGCGGATGAGCTGAGCATT

GAPDH
Прямой GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
Обратный GAAGATGGTGATGGGATTTC

Рис. 1. Относительный уровень транскриптов генов
NOS2 и NOS3 в лейкоцитах периферической крови
здоровых людей (контроль) и больных ЭАГ (III ста-
дия) + ИБС. * – различия значимы (p < 0.05) по срав-
нению с контролем.
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gashino et al., 2007; Люсов и др., 2011). Отсутствие
значимых различий количества нитратов и нит-
ритов у больных и здоровых лиц старше 45 лет
можно объяснить тем, что с возрастом их содер-
жание, согласно нашим данным, существенно
повышается независимо от наличия или отсут-
ствия диагноза ЭАГ. Возрастные особенности из-
менения концентрации NOx в плазме крови боль-
ных и здоровых людей отмечены и другими авто-
рами (Higashino et al., 2007; Ghasеmi et al., 2008;
Люсов и др., 2011). Одна из причин повышения
содержания оксида азота с возрастом может быть
связана с увеличением количества катехолами-
нов, стимулирующих β-адреногенные рецепто-

ры, которые в свою очередь активируют эндоте-
лиальную синтазу оксида азота и способствуют
повышению выхода эндотелиального NO (Santul-
li et al., 2013). В то же время у пожилых людей на-
блюдается увеличение содержания ряда провос-
палительных факторов, которые могут стимули-
ровать экспрессию индуцибельной синтазы
оксида азота и таким образом способствовать по-
вышению уровня оксида азота в кровяном русле
(Schulz et al., 2004).

Возникает вопрос о причине наблюдаемого
нами и другими авторами повышения содержа-
ния нитритов и нитратов в крови больных арте-

Таблица 2. Содержание метаболитов оксида азота NOx в плазме крови здоровых людей и пациентов с эссенци-
альной артериальной гипертензией (ЭАГ) (I−II стадии) в зависимости от возраста

Примечание. * – различия значимы (p < 0.05) при сравнении с контрольной группой возрастом 20−40 лет. N – число обсле-
дованных лиц; для табл. 2 и 3.

Возрастная 
группа Группа

Содержание NOx, мкмоль/л

среднее значение min max медиана

20−45 лет

Контроль
(N = 40)

34.95 ± 2.30 18.08 66.87 31.19

ЭАГ
(N = 25) 68.06 ± 8.16* 25.32 190.39 57.64

Старше 45 лет

Контроль
(N = 9)

70.20 ± 10.38* 44.66 197.51 62.61

ЭАГ
(N = 33) 58.04 ± 2.15* 38.06 76.47 56.78

Таблица 3. Содержание метаболитов оксида азота NOx в плазме крови пациентов с эссенциальной артериальной
гипертензией (ЭАГ)

* Различия значимы (p < 0.05) при сравнении с группой больных, принимающих блокаторы β-адренорецепторов.

Возрастная 
группа Группы

Содержание NOx, мкМ/мл

среднее min max медиана

20−45 лет

ЭАГ (I−II стадии)
(N = 25)

72.79 ± 10.85 25.32 190.39 64.15

ЭАГ (III стадия) + ИБС
(N = 13)

56.22 ± 2.53 47.57 71.62 52.85

Старше 45 лет

ЭАГ (I–II стадии)
(N = 10)

72.2 ± 2.71 61.63 84.76 70.85

ЭАГ (III стадия) + ИБС
(N = 23)

69.74 ± 6.74 44.66 197.51 59.91

20−45 лет
ЭАГ блокаторы

β-адренорецепторов
(N = 24)

44.83 ± 4.00 26.37 119.48 42.15

20−45 лет
ЭАГ без блокаторов
β-адренорецепторов

(N = 18)
60.80 ± 7.40* 32.52 172.71 56.33
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риальной гипертензией. В интактном русле ис-
точник вазоактивного азота – эндотелий сосудов,
где он вырабатывается за счет активности эндоте-
лиальной синтазы оксида азота. При гипертонии
наблюдается снижение содержания эндотелиаль-
ной синтазы оксида азота и ее разобщение как
следствие уменьшения содержания аргинина или
кофактора BH4 (Levy et al., 2009). Однако данные
по содержанию и активности NOS3 у гипертен-
зивных животных и людей противоречивы. Наря-
ду со свидетельством снижения экспрессии дан-
ного белка (Crabos et al., 1997; Bauersachs et al.,
1998) имеются и данные о ее повышении в коро-
нарных сосудах и системных артериях, таких как
аорта (Rush et al., 2005), при развитии гипертен-
зии. Помимо этого при ряде кардиоваскулярных
патологий у больных наблюдаются пониженная
чувствительность к катехоламинам и повышен-
ный их уровень в плазме крови (Santulli, 2014), что
должно приводить к сверхактивации β1-адреноре-
цепторов и увеличению активности NOS3. Блоки-
рование этих рецепторов, по всей вероятности,
может снижать количество оксида азота, чей син-
тез катализируется эндотелиальной NO-синтазой.
Действительно, применение кардиоселективных
блокаторов β-адренорецепторов способствовало
снижению содержания нитритов и нитратов в кро-
вяном русле гипертоников. Содержание метабо-
литов NO в плазме крови пациентов, принимаю-
щих лекарственные препараты на основе кардио-
селективных блокаторов β1-адренорецепторов,
было ниже, чем у больных, которым назначалась
гипотензивная терапия без них (р = 0.009).

Эти данные казалось бы свидетельствуют в
пользу того, что повышенное содержание оксида
азота у лиц с ЭАГ может быть обусловлено повы-
шенной активностью эндотелиальной синтазы
оксида азота. Однако полученные нами результа-
ты анализа транскрипционной активности гена
NOS3 в лейкоцитах периферической крови проти-
воречат этому предположению. Значимых разли-
чий в уровне экспрессии гена NOS3 в лейкоцитах
периферической крови здоровых людей и больных
ЭАГ не обнаружено (р = 0.40) (рис. 1).

Это свидетельствует о том, что повышенный
уровень метаболитов оксида азота в крови послед-
них обусловлен, скорее всего, не усилением транс-
крипционной активности гена NOS3 и увеличения
содержания кодируемого им белка, а активацией
других изоформ NO-синтазы, в частности индуци-
бельной синтазы оксида азота. Так, содержание
транскриптов гена NOS2 в ЛПК пациентов с ЭАГ
(III стадия) + ИБС оказалось выше по сравне-
нию с таковым в контрольной группe (р = 0.000032)
(рис. 1). Повышение транскрипционной актив-
ности гена NOS2 может быть причиной измене-
ния содержания NOS2 и активности самого фер-
мента, что в свою очередь может привести к зна-
чительному росту количества оксида азота. Так, у

крыс со спонтанной гипертензией повышение
экспрессии индуцибельной синтазы оксида азота
в кровяном русле почек сопровождалось двукрат-
ным повышением содержания нитритов (Kumar
et al., 2005).

Таким образом, можно предположить, что не-
достаток монооксида азота в кровяном русле при
гипертонии может быть компенсирован за счет
других форм синтазы оксида азота, в том числе и
индуцибельной формы (NOS2), которая выраба-
тывается в больших количествах в макрофагах.
Вероятность этого весьма высока, поскольку из-
вестно, что содержание и активность NOS2 регу-
лируются провоспалительными цитокинами, со-
держание которых у людей c ЭАГ значительно
выше, чем у здоровых людей (Bautista et al., 2005).

Считается, что повышение содержания оксида
азота за счет стимулирования активности инду-
цибельной синтазы оксида азота может носить
компенсаторный характер. Однако большинство
исследователей склоняются к мнению, что избы-
ток оксида азота при развитии ряда сердечно-со-
судистых заболеваний может вызвать или усилить
повреждение сосудов и способствовать формиро-
ванию высокого давления крови (Ginnan et al.,
2008; Dias et al., 2010; Smith et al., 2011). Очевидно,
основной механизм повреждающего эффекта вы-
сокой концентрации оксида азота – способность
этой молекулы под действием супероксид-ради-
кала или других активных форм кислорода обра-
зовывать пероксинитрит, который представляет
собой мощный окислитель и агент нитрозилиро-
вания белков и повреждения ДНК (Pacher et al.,
2007; Habib, Ali, 2011). Другой механизм негатив-
ных эффектов NOS2 на сосудистую систему опо-
средован ее стимулирующим влиянием на актив-
ность аргиназы, которая лимитирует продукцию
оксида азота, катализируемую эндотелиальной
изоформой фермента (Heusch et al., 2010).

При артериальной гипертензии повышение в
крови уровня оксида азота, синтез которого ката-
лизируется NOS2, вероятно, вносит значитель-
ный вклад в патогенез данного заболевания. Об
этом свидетельствуют данные Хонга с савт. (Hong
et al., 2000). Оказалось, ингибиторы индуцибель-
ной синтазы оксида азота способны подавлять раз-
витие артериальной гипертензии у крыс с SHR.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что содержание нитритов и нитра-
тов в плазме крови пациентов с диагнозом ЭАГ
значительно выше, чем у здоровых людей, и зави-
сит от их возраста. Это, на наш взгляд, может кос-
венно указывать на потенциальную возможность
увеличения уровня образования оксида азота, кото-
рое, по-видимому, участвует в патогенезе данного
заболевания. Вероятно, избыточное количество ок-
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сида азота в крови гипертоников продуцируется в
основном индуцибельной синтазой оксида азота,
а не образуется за счет усиления активности эн-
дотелиальной NOS. Об этом свидетельствует тот
факт, что уровень транскриптов гена эндотели-
альной синтазы оксида азота в лейкоцитах пери-
ферической крови больных был несколько ниже
этого показателя в ЛПК здоровых людей, а содер-
жание мРНК гена NOS2 в ЛПК пациентов с ЭАГ
оказалось достоверно выше по сравнению с тако-
вым в контрольной группе людей. В целом пред-
ставленные результаты свидетельствуют о том,
что индуцибeльная синтаза оксида азота играет
значительную роль в развитии ЭАГ.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания ФИЦ
КарНЦ РАН (0221-2017-0049).
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Nitric Oxide Metabolites Level, NOS2 and NOS3 Genes Transcripts in Patients
with Essential Arterial Hypertension

L. V. Topchieva1, #, O. V. Balan1, V. A. Korneva2, I. E. Malysheva1, and K. A. Pankrasheva2
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2Petrozavodsk University, ul. Lenina 33, Petrozavodsk, 185910 Russia
#e-mail: topchieva67@mail.ru

It was shown that the level of nitric oxide metabolites in the blood plasma of people with essential arterial hy-
pertension (EAH) is significantly higher than that of healthy donors. This pattern was noted did not depend
on the stage of the disease, but was on the age of the subjects, as well as on whether patients with cardio-se-
lective β-adrenoreceptor blockers take or not. It was established level up of nitrites and nitrates in the blood
of patients with EAH was accompanied by an increase in the NOS2 gene expression in peripheral blood leu-
kocytes, while the mRNA content of the NOS3 gene in the PBL of sick people was slightly lower than that of
healthy donors.
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