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Озон обладает широким спектром физиологических эффектов, в частности,
улучшает реологические свойства крови, оказывает влияние на кислородзависи-
мые процессы. Цель данного исследования – изучить эффект озона на кисло-
родтранспортную функцию и прооксидантно-антиоксидантный баланс крови в
условиях воздействия на NO-генерирующую систему в опытах in vitro. Для иссле-
дования использовалась концентрация озона 6 мг/л и препараты, влияющие на
синтез монооксида азота в эритроцитах (нитроглицерин, L-аргинин и L-NAME).
Применение нитроглицерина приводило к усилению эффекта озона на кисло-
родтранспортную функцию (проявляющегося ростом РО2, SO2, Р50 реал.) и ро-
сту концентрации газотрансмиттеров NO и H2S. При добавлении L-аргинина,
L-NAME и их комбинации к образцам крови изменения исследуемых парамет-
ров не отмечались. В условиях модификации образования монооксида азота в
наших опытах показатели перекисного окисления липидов (малоновый диальде-
гид, диеновые конъюгаты) и антиоксидантной защиты (каталаза, ретинол, α-то-
коферол) существенно не изменились.
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гинин, нитроглицерин
DOI: 10.31857/S0869813921010106

В клинической практике широко применяются методы терапии, основанные на
использовании озона. Данный газ обладает широким спектром действия, в частно-
сти, иммунокоррегирующим, антигипоксическим и антиоксидантным [1]. Озон
увеличивает содержание кислорода в артериальной и венозной крови, улучшает ее
реологические свойства и кислородзависимые процессы [2]. Ранее нами было по-
казано, что инкубация крови с озонированным физиологическим раствором в диа-
пазоне концентраций от 2 до 10 мг/л обусловливает изменение кислородтранс-
портной функции крови (КТФ), проявляющееся в увеличении РО2, SO2 и умень-
шении сродства гемоглобина к кислороду (СГК), выраженность которых
усиливается с увеличением концентрации озона и сопровождается ростом концен-
трации нитрат/нитритов и сероводорода в плазме крови [3].

Монооксид азота (NO) через изменение различных механизмов формирования
функционального статуса эритроцитов обеспечивает адаптацию организма к гипо-
ксии [4]. Инкубация суспензии эритроцитов с нитроглицерином (5 нг/мл) в Na-фос-
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фатном буфере в течение 24 ч приводит к повышению сродства гемоглобина к кис-
лороду, что указывает на возможность влияния нитроглицерина на данный пара-
метр [5]. Также показано, что при инкубировании крови с S-нитрозоцистеином
отмечается снижение Р50 станд. c 33.2 до 30.3 мм рт. ст. [6]. Однако участие NO в реа-
лизации эффектов озона на кислородсвязывающие свойства и прооксидантно-ан-
тиоксидантный баланс крови недостаточно изучено.

Исходя из вышеизложенного, цель настоящей работы – изучить эффект озона
на КТФ и прооксидантно-антиоксидантный баланс крови в условиях воздействия
на NO-генерирующую систему в опытах in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Опыты in vitro выполнялись на образцах крови, забранных от белых крыс-сам-
цов массой 250–300 г (n = 15), предварительно содержавшихся в стандартных усло-
виях вивария. В условиях адекватного наркоза (50 мг/кг тиопентала натрия, интра-
перитонеально) проводили забор смешанной венозной крови из правого предсердия
в объеме 8 мл в предварительно подготовленный шприц с гепарином, из расчета
50 ЕД на 1 мл крови. Исследование проводилось в соответствии с принципами Ба-
зельской декларации и рекомендациями комитета по биомедицинской этике и
деонтологии учреждения образования Гродненский государственный медицин-
ский университет.

Образцы крови были разделены на 6 экспериментальных групп: контрольная (1-я)
и опытные (2-я–6-я). В опытные группы к 3 мл крови добавляли 1 мл озонирован-
ного изотонического раствора хлорида натрия (в 1-ю – без озонирования) и 0.1 мл
растворов, содержащих препараты, влияющие на синтез монооксида азота (во
2-ю группу – изотонический раствор хлорида натрия): 3-ю – нитроглицерин в конеч-
ной концентрации 0.05 ммоль/л (SchwarzPharma AG), 4-ю – L-аргинин 3 ммоль/л
(Sigma-Aldrich), 5-ю – N(ω)-nitro-L-arginine methyl ester 1.25 ммоль/л (L-NAME,
Sigma-Aldrich), 6-ю – комбинацию L-NAME и L-аргинин, после чего пробы пере-
мешивали. Время инкубации составило 60 мин. Изотонический раствор хлорида
натрия барботировался озоно-кислородной смесью, создававшейся озонотерапев-
тической установкой УОТА-60-01-Медозон (Россия), в которой осуществлялся
контроль концентрации озона.

После добавления озона на газоанализаторе Stat Profile pHOx plus L в крови при
37°С определяли показатели КТФ: парциальное давление кислорода (РО2), сте-
пень оксигенации (SO2) и кислотно-основного состояния: парциальное давление
углекислого газа (РСО2), стандартный бикарбонат (SBC), реальный/стандартный

недостаток (избыток) буферных оснований (АВЕ/SBE), гидрокарбонат ( ),
концентрация водородных ионов (рН), общая углекислота плазмы крови (ТСО2).
Сродство гемоглобина к кислороду (СГК) оценивали спектрофотометрическим
методом по показателю Р50 реал. (РО2 крови при 50%-ном насыщении ее кислоро-
дом). По формулам Severinghaus [7] рассчитывали значение Р50 станд. и положение
кривой диссоциации оксигемоглобина. Затем кровь центрифугировали в течение
10 мин при 3000 об./мин, отбирали плазму, а эритроциты трижды отмывали изото-
ническим раствором хлорида натрия.

Содержание малонового диальдегида в эритроцитах определяли по взаимодей-
ствию с 2'-тиобарбитуровой кислотой, которая при высокой температуре в кислой
среде реагирует с малоновым диальдегидом с образованием окрашенного тримети-
лового комплекса с максимумом поглощения при длине волны 535 нм на спектро-
фотометре PV1251C СОЛАР (Беларусь) [8]. Уровень диеновых конъюгатов опреде-
ляли по интенсивности поглощения липидным экстрактом монохроматического

−
3HCO
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светового потока в области спектра 232–234 нм, характерного для конъюгирован-
ных диеновых структур гидроперекисей липидов на спектрофлуориметре СМ 2203
СОЛАР (Беларусь) [9]. Для определения активности каталазы в гемолизатах исполь-
зовали метод Королюк, основанный на спектрофотометрической регистрации коли-
чества окрашенного продукта реакции Н2О2 с молибденовокислым аммонием [10].
Концентрацию α-токоферола и ретинола регистрировали по методу Taylor на спек-
трофлуориметре СМ 2203 СОЛАР (Беларусь) [11]. Продукцию эндогенного NO

оценивали по суммарному содержанию нитрат/нитритов ( ) в плазме крови
спектрофотометрическим методом с реактивом Грисса при длине волны 540 нм [12].
Уровень эндогенного сероводорода (H2S) в плазме крови определяли спектрофо-
тометрическим методом, основанном на реакции между сульфид-анионом и рас-
твором N,N-диметил-парафенилендиамина солянокислого в присутствии хлорно-
го железа при длине волны 670 нм [13]. Концентрацию газотрансмиттеров рассчи-
тывали по калибровочным графикам, и результаты выражали в мкмоль/л.

Все показатели проверяли на соответствие признака закону нормального рас-
пределения с использованием критерия Шапиро–Уилка. С учетом этого были ис-
пользованы методы непараметрической статистики с применением программы
Statistica 10.0. Сравнение трех и более независимых групп проводили с помощью
рангового дисперсионного анализа Крускала–Уоллиса. Достоверность получен-
ных данных с учетом размеров малой выборки, множественных сравнений оцени-
валась с использованием U-критерия Манна–Уитни. Результаты представлены
как медиана (Ме), 25-й и 75-й квартили. Величина p рассчитана с учетом поправки
Бонферрони–Холма. Уровень статистической значимости принимали при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В табл. 1 представлены данные о характере изменения КТФ крови под воздей-
ствием озона в условиях воздействия на NO-генерирующую систему в опытах in vitro.
Инкубация крови с озонированным изотоническим раствором хлорида натрия
обусловливает изменение ее КТФ, проявляющееся в росте таких показателей, как
РО2 – на 21.5% (p < 0.05); SO2 – на 6.9% (p < 0.05) в сравнении с контролем.

Показатель СГК Р50 реал. под воздействием озона возрастает на 15.4% (p < 0.05), что
свидетельствует о сдвиге кривой диссоциации оксигемоглобина вправо (рис. 1).
Схожая динамика изменений была и по показателю Р50 станд. Также в этой группе
наблюдался сдвиг реакции крови в щелочную сторону, что подтверждается ростом
значения рН по сравнению с контролем.

В остальных группах (3–6) исследования были проведены в условиях воздей-
ствия на NO-генерирующую систему в опытах in vitro. Выявлено, что введение нит-
роглицерина приводит к усилению эффекта озона на КТФ крови. При этом отмеча-
лось увеличение РО2 на 24.5% (р < 0.05), SO2 на 14.2% (р < 0.05), показателя Р50 реал. на
13.9% (р < 0.05) и соответственно фиксировалась большая степень сдвига кривой
диссоциации оксигемоглобина вправо (рис. 1) по сравнению с группой, получав-
шей только озон. При добавлении L-аргинина, L-NAME и их комбинации измене-
ния данных параметров, а также кислотно-основного состояния крови (РСО2,

SBC, АВЕ/SBE, , рН, ТСО2) не наблюдалось.
В табл. 2 представлены данные о характере изменения показателей процессов

перекисного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты.
Инкубация крови с озонированным изотоническим раствором хлорида натрия
приводила к увеличению содержания диеновых коньюгатов, малонового диальде-
гида и активности каталазы в эритроцитарной массе. В условиях воздействия на
NO-генерирующую систему в наших опытах показатели перекисного окисления

− −
3 2NO NO

−
3HCO
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Рис. 1. Эффект озона на положение кривой диссоциации оксигемоглобина при реальных значениях рН
и РСО2. Обозначения: h – контроль; j – озон; m – озон + нитроглицерин.
Fig. 1. The effect of ozone on the position of the oxyhemoglobin dissociation curve at real pH and РСО2 values.
Designation: h – control; j – ozone; m – ozone + nitroglycerin.
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липидов (малоновый диальдегидМДА, ДК) существенно не изменялись. При до-
бавлении нитроглицерина и L-аргинина в присутствии озона происходило повы-
шение концентрации ретинола и α-токоферола, а в остальных группах подобная
тенденция не наблюдалась.

Суммарное содержание  в плазме крови (рис. 2) под действием озона
возрастала (на 39.2%, р < 0.05). При добавлении нитроглицерина в этих условиях

концентрация  существенно увеличивалась (на 183.5%, р < 0.05 по срав-
нению с группой, в которую вводили только озон). Уровень газотрансмиттера H2S
(рис. 2) под действием озона возрастал (на 44.8%, р < 0.05). При добавлении нит-
роглицерина или L-аргинина этот показатель также повышался (на 35.3% и на
41.6%, р < 0.05 по сравнению с группой, в которую вводили только озон). Добав-
ление L-NAME или его комбинации с L-аргинином в условиях действия озона не
приводило к увеличению содержания данных газотрансмиттеров по сравнению с
группой, в которую вводили только озон.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работах некоторых исследователей при введении озонированного изотониче-
ского раствора на различных моделях наблюдалось увеличение показателей КТФ
[14, 27]. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что при инкубации кро-
ви с озоном происходит увеличение РО2 и SO2. Также в проведенном нами иссле-
довании установлено уменьшение СГК. Согласно полученным результатам, в дан-
ном эффекте озона имеет значение рост концентрации 2,3-дифосфоглицерата в
эритроцитах [15] и увеличение образования монооксида азота, исходя из роста его
концентрации.

В этом аспекте важно отметить, что нитроглицерин, согласно нашим результа-
там, усиливает эффект озона на СГК, а также на РО2 и SO2, что предполагает уча-
стие NO-зависимых механизмов внутриэритроцитарной системы в формировании

− −
3 2NO NO

− −
3 2NO NO
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Рис. 2. Концентрация нитрат/нитритов (А) и сероводорода (B) в плазме крови в условиях воздействия
на NO-генерирующую систему в опытах in vitro. 1 – контроль, 2 – озон, 3 – озон + нитроглицерин,
4 – озон + L-аргинин, 5 – озон + L-NAME, 6 – озон + L-NAME + L-аргинин. * – p < 0.05 изменения
в сравнении с контрольной группой; # – p < 0.05 с группой, содержащей только озон.
Fig. 2. The concentration of nitrate/nitrite (A) and hydrogen sulfide (B) in blood plasma in the formation of ni-
trogen monoxide in vitro experiments. 1 – control, 2 – ozone, 3 – ozone + nitroglycerin, 4 – ozone + L-argi-
nine, 5 – ozone + L-NAME, 6 – ozone + L- NAME + L-arginine. * – p < 0.05 changes in comparison with the
control group; # - p < 0.05 with a group containing only ozone.
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кислородсвязывающих свойств крови. Озон может оказывать влияние на синтез
монооксида азота различными путями, в частности, за счет усиления экспрессии
белков теплового шока [16]. Ранее нами было показано, что изменение генерации
NO может модифицировать кислородсвязывающие свойства крови, в частности,
добавление L-аргинина или нитроглицерина при действии магнитного поля при-
водит к уменьшению СГК, которое отсутствует при введении ингибитора фермен-
та NO-синтазы (L-NAME) [17]. Результаты нашего исследования демонстрируют,
что нитроглицерин как непосредственный донор монооксида азота усиливает эф-
фект озона на КТФ крови. Добавление L-аргинина (исходного субстрата синтеза
NO) не оказывает аналогичного влияния. Данный факт, вероятно, обусловлен тем,
что механизмы синтеза NO не успевают реализоваться за время проводимого экс-
перимента (60 мин). Монооксид азота, наряду с рН и 2,3-дифосфоглицератом, мо-
жет быть модулятором кислородсвязывающих свойств гемоглобина и изменять
СГК через NO-зависимые внутриэритроцитарные механизмы [18, 19].

Выявленный нами эффект озона на СГК реализуется как непосредственно через
воздействие на экспрессию NO-синтазы в эритроцитах, так и через модификацию
функциональных свойств гемоглобина. Следует отметить, что при действии озона
отмечается рост концентрации газотрансмиттера H2S, который усиливается при
добавлении нитроглицерина. NO, CO и H2S участвуют в защите организма от
окислительного стресса, вызванного активными формами кислорода, азота [19], и
выполняют роль аллостерического эффектора функциональных свойств гемогло-
бина, который изменяет его сродство к кислороду, влияя на транспорт О2 [21]. Рост
газотрансмиттеров (NO и H2S), отмечаемый в наших опытах, вносит вклад в изме-
нение КТФ крови. Повышение уровня сероводорода при добавлении нитроглице-
рина и L-аргинина в условиях действия озона (донора кислорода) связано с тем,
что образующиеся вследствие реакции NO с кислородом оксиды (NO2 и N2O3) [22],
могут взаимодействовать с гемоглобином и основаниями Шиффа с образованием
нитрованных аминокислот, в частности, метионина [23], из которого посредством
реакции транссульфурирования в эритроцитах образуется L-цистеин [24], предше-
ственник синтеза H2S. Вследствие этого увеличивается синтез сероводорода. Озон
уменьшает СГК, реализуя свое действие через участие NO и H2S (повышение кон-
центрации нитрат/нитритов и сероводорода). Изменения функциональной актив-
ности форменных элементов под действием озона обусловлены перестройкой
внутриклеточной организации. Известно, что эритроциты имеют структуры, обес-
печивающие синтез газотрансмиттеров (NO и H2S) непосредственно в данных
клетках [25]. Действие озона изменяет конформацию макромолекул, липопротеид-
ных комплексов мембран эритроцитов, модифицируя их функциональные свой-
ства, в частности, через NO-ергические механизмы и через сероводород/цисте-
ин/цистиновый путь. Сероводород, уровень которого повышается в наших опытах,
может связываться с метгемоглобином, образуя сульфгемоглобин [26], который
совместно с NO-производными гемоглобина может изменять положение кривой
диссоциации оксигемоглобина. Газотрансмиттеры вносят вклад в модификацию
СГК, что достигается через разные механизмы: образование дериватов гемоглоби-
на (нитрозогемоглобин, нитрозилгемоглобин, метгемоглобин, сульфгемоглобин),
модуляторов внутриэритроцитарной системы формирования КТФ крови. Участие
NO-зависимых механизмов внутриэритроцитарной системы в изменении кисло-
родсвязывающих свойств крови при действии озона подтверждается результатами
наших исследований, в которых показано уменьшение СГК при введении нитро-
глицерина и отсутствие сдвига кривой диссоциации оксигемоглобина при введе-
нии ингибитора фермента NO-синтазы (L-NAME) в этих условиях.
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Низкие концентрации озона не вызывают интенсификации процесса липопе-
роксидации, а при высоких дозах интенсивность образования диеновых коньюга-
тов, малонового диальдегида и оснований Шиффа существенно возрастает [27].
Под влиянием озона происходит активация свободнорадикального окисления, а
затем по принципу положительной обратной связи активизируются механизмы
антиоксидантной защиты [28, 29]. Высокие дозы озона в экспериментах на крысах
вызывают повреждение легких, однако после введения L-аргинина отмечается ин-
гибирование активности миелопероксидазы базофильных гранул нейтрофилов, а
при добавлении L-NAME данный эффект отсутствует [30]. Внутрибрюшинное
введение озона (концентрация 1 мг/кг) в условиях ишемического повреждения
тонкой кишки приводит к росту активности супероксиддисмутазы, каталазы, глу-
татионпероксидазы, а также общей антиоксидантной активности [31]. Доноры мо-
нооксида азота в опытах in vitro активируют систему антиоксидантной защиты [32].
В наших опытах наблюдалось повышение концентрации ретинола и α-токоферо-
ла при добавлении нитроглицерина и L-аргинина в присутствии озона, возмож-
но, за счет их высвобождения из эритроцитарной мембраны вследствие ее окис-
лительного повреждения (в частности, под действием пероксинитрита) [33, 34].
Эффект L-NAME и его комбинации с L-аргинином на параметры прооксидантно-
антиоксидантного баланса не отмечается.

Таким образом, результаты проведенных нами исследований свидетельствуют о
том, что инкубация крови с озоном и нитроглицерином приводит к усилению эф-
фекта данного газа на КТФ крови (рост РО2, SO2), что сопровождается уменьшением
СГК. При использовании ингибитора фермента NO-синтазы L-NAME, L-аргинина
и их комбинации подобный эффект не отмечается. Увеличение уровня нитрат/нит-
ритов и сероводорода при действии озона в условиях введения нитроглицерина от-
ражает участие данных газотрансмиттеров в модификации КТФ крови. В условиях
воздействия на NO-генерирующую систему в эритроцитах в наших опытах показате-
ли перекисного окисления липидов (малоновый диальдегид, диеновые коньюгаты)
существенно не изменяются. При добавлении нитроглицерина и L-аргинина в при-
сутствии озона наблюдается повышение концентрации ретинола и α-токоферола.
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Effect of Ozone on Blood Oxygen Transport Function and Pro-Oxidant–Antioxidant
Balance in under Conditions of Changing Nitrogen Monoxide Formation 

In Vitro Experiments

V. V. Zinchuka, *, E. S. Biletskayaa, and I. E. Gulyaia
aGrodna State Medical University, Grodna, Belarus

*e-mail: zinchuk@grsmu.by

Ozone has a wide range of physiological effects, in particular, it improves the rheological
properties of blood and affects oxygen-dependent processes. The purpose of this study is
to investigate the effect of ozone on blood oxygen transport function and prooxidant-an-
tioxidant balance in under conditions of changing nitrogen monoxide formation in vitro
experiments. The study used an ozone concentration of 6 mg/l and drugs that change af-
fecting the synthesis of nitrogen monoxide in erythrocytes (nitroglycerin, L-arginine
and L-NAME). Revealed that the introduction of the nitroglycerin leads to increased ef-
fect of ozone on the oxygen-transport function (manifested by increase in pO2, SO2,
p50real) and increase concentration of gaseous transmitters NO, H2S. When adding
L-arginine, L-NAME, and a combination of these drugs to experimental blood samples
under the influence of ozone, changes in the studied parameters were not detected. The
impact on the NO-dependent mechanisms of the intra-erythrocyte system did not sig-
nificantly affect the processes of lipid peroxidation (malondialdehyde, diene conjugates)
and antioxidant protection (catalase, retinol, α-tocopherol).

Keywords: ozone, blood, oxygen, gaseous transmitter, nitrogen monoxide, L-arginine,
nitroglycerin
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