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АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ ТЕТРАНИТРОЗИЛЬНОГО  
КОМПЛЕКСА ЖЕЛЕЗА С ТИОСУЛЬФАТНЫМИ ЛИГАНДАМИ  

И ЕГО ВЛИЯНИЕ НА КАТАЛИТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ 
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ В ОПЫТАХ IN VITRO
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Исследованы антиоксидантные и антирадикальные свойства тетранитрозильного комплекса железа с 
тиосульфатными лигандами (ТНКЖ) в гомогенатах головного мозга мышей in vitro. Впервые устано-
влено, что ТНКЖ является эффективным антиоксидантом. Изучено влияние ТНКЖ на каталитическую 
активность митохондриальных ферментов: цитохром с-оксидазу и моноаминооксидазу А. Впервые 
показано, что ТНКЖ является ингибитором каталитической активности цитохром с-оксидазы и моно-
аминооксидазы А в митохондриях головного мозга животных in vitro.
Ключевые слова: нитрозильные комплексы железа, пероксидное окисление липидов, антирадикальная 
активность, хемилюминесценция, цитохром с-оксидаза, моноаминооксидаза А.
DOI: https://doi.org/10.31857/S0869-56524885571-575

Монооксид азота является медиатором множе-
ства биохимических и физиологических процессов 
в живых организмах. NO регулирует тонус клеток 
гладкой мускулатуры, агрегацию и адгезию тромбо-
цитов, клеточный рост, апоптоз, заживление ран, 
иммунный ответ [1]. Пониженный уровень моно-
оксида азота является причиной возникновения и 
развития множества сердечно-сосудистых заболе-
ваний, именно поэтому NO даёт хорошие терапев-
тические эффекты при лечении гипертонии, ин-
сульта, атеросклероза, ишемических и реперфузи-
онных повреждений сердца.1

Монооксид азота представляет собой нейтраль-
ное соединение, имеющее малые размеры и обла-
дающее высокой проницаемостью через плазмати-
ческие мембраны клеток и субклеточных структур. 
Однако среднее время жизни молекулы NO в био-
логических тканях очень мало (5–6 секунд) [2], по-
этому в медицине нашли применение фармаколо-
гически активные соединения, способные дониро-
вать NO в организме. Органические нитраты, давно 
используемые в клинической практике, обладают 
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неблагоприятными гемодинамическими эффектами, 
слабой селективностью, ограниченной биодоступ-
ностью, вызывают привыкание [3].

Сера-нитрозильные комплексы железа (НКЖ) 
благодаря своей способности донировать NO в вод-
ных растворах и доставлять его к биологическим 
мишеням представляют значительный интерес для 
разработки потенциальных лекарственных препа-
ратов для NO-терапии. Исследование влияния НКЖ 
на ключевые митохондриальные ферменты биоси-
стем является определяющим фактором их терапев-
тического действия.

В предлагаемой работе исследуется анионный 
биядерный тетранитрозильный комплекс железа с 
тиосульфатными лигандами ТНКЖ общей формулы 
Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]·4H2O, синтезированный 
в ИПХФ РАН [4]. Данное соединение является ин-
гибитором фосфодиэстеразы циклического гуано-
зинмонофосфата (ФДЭ цГМФ) и Ca2+–Mg2+-
зависимой АТФазы саркоплазматического ретику-
лума в диапазоне концентраций 0,001–0,1 мМ. 
Торможение каталитической активности ФДЭ 
цГМФ способствует накоплению цГМФ – вторич-
ного мессенджера в живых организмах, отвечающего 
за проявление вазодилататорных и антигипертен-
зивных свойств препаратов [5]. Таким образом, 
влияние ТНКЖ одновременно на две важнейшие 
ферментативные системы позволяет прогнозировать 
его высокую фармакологическую эффективность 
в терапии ряда социально значимых заболеваний, 
например в кардиологии.
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Поскольку ТНКЖ в результате гидролиза в вод-
ных растворах начинает генерировать NO уже в пер-
вые секунды после растворения, рабочие растворы 
комплекса ТНКЖ для экспериментов готовились 
в анаэробных условиях.

Изучение антиоксидантных свойств потенциальных 
лекарственных препаратов является актуальной проб-
лемой современной физико-химической биологии, 
поскольку свободнорадикальные реакции участвуют 
в патогенезе более чем 50 заболеваний, таких как рак, 
болезни Альцгеймера и Паркинсона, ишемической 
болезни сердца, сахарного диабета и др. [6]. 

В настоящей работе исследована антиоксидан-
тная активность ТНКЖ по содержанию малонового 
диальдегида (МДА) в гомогенате головного мозга 

мышей in vitro [7]. Малоновый диальдегид – один 
из конечных продуктов пероксидного окисления 
липидов (ПОЛ). По скорости образования малоно-
вого диальдегида можно судить об активации или 
ингибировании процесса ПОЛ. Кинетические кри-
вые накопления МДА при спонтанном ПОЛ и в 
присутствии ТНКЖ в концентрации 1 мM представ-
лены на рис. 1. 

Как видно, ТНКЖ эффективно снижает скорость 
накопления МДА. Экспериментальное сравнение 
действия ТНКЖ с эффективностью растворенного 
в воде NO [8] в аналогичных условиях (рис. 1) сви-
детельствует о том, что антиоксидантная активность 
комплекса определяется действием NO, высвобо-
ждающегося при гидролизе ТНКЖ.

Рис. 1. Скорость накопления МДА в гомогенате головного мозга мышей при действии ТНКЖ и NO в концентрации 
1 мМ (p < 0,05 – достоверность отличий относительно контроля).

Рис. 2. Зависимость степени ингибирования пероксидного окисления липидов в гомогенате головного мозга мышей 
от концентрации ТНКЖ и NO.
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Исследована эффективность IC50 антиоксидан-
тного действия ТНКЖ и NO после тридцатиминут-
ной инкубации образцов гомогената головного мозга 
мышей с добавлением соединений в диапазоне кон-
центраций от 0,01 до 1мМ, для ТНКЖ IC50 составила 
0,4 мМ, а для NO – 0,5 мМ (рис. 2). 

Антирадикальную активность ТНКЖ определяли 
в гомогенате головного мозга мышей методом хе-
милюминесценции (ХЛ) по изменению люмине-
сценции люминола, опосредованной взаимодей-
ствием хромофора со свободными радикалами, 
образование которых инициируется третбутилги-
дропероксидом (ТБГП) [9]. Содержание свободных 
радикалов в гомогенате головного мозга мышей 
оценивали по изменению светосуммы – площади 
под кинетической кривой интенсивности люмине-
сценции за всё время свечения.

На рисунке 3 показано снижение светосуммы ХЛ 
люминола при действии ТНКЖ в диапазоне кон-
центраций 0,01–1 мМ. Подобное снижение свечения 
люминола свидетельствует об антирадикальной ак-
тивности ТНКЖ. Наиболее эффективное антира-
дикальное действие ТНКЖ проявил в концентрации 
1 мМ, снижая концентрацию активных радикалов 
в образце на 70% по сравнению с контрольным 
образцом. Снижение интенсивности хемилюминес-
ценции люминола при действии ТНКЖ обусловлено 
взаимодействием оксида азота с радикалами липи-
дов, в результате чего происходит обрыв цепи сво-
боднорадикального окисления. Впервые показано, 
что одним из механизмов антиоксидантного дей-
ствия комплекса ТНКЖ является его способность 
перехватывать свободные радикалы, за счёт дони-
рования NO. 

Моноаминооксидаза А (МАО-А) – митохондри-
альный фермент, осуществляющий дезаминирование 
эндогенных и экзогенных моноаминов: серотонина, 
норэпинефрина, допамина. Побочными продуктами 
этих реакций являются токсические вещества, такие 
как перекись водорода, аммиак и альдегиды [10]. 

Ингибиторы МАО-А используются в клинике в 
качестве антидепрессантов, но совсем недавно была 
открыта роль этого фермента как основного мио-
кардиального источника свободных форм кислорода 
в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний. Эк-
сперименты in vivo показали, что фармакологическое 
ингибирование МАО-А предотвращает развитие 
сердечной недостаточности [11, 12].

Каталитическую активность МАО-А определяли в 
модельной системе гомогената головного мозга мышей 
по методике [7]. Спектрофотометрически определяли 
количество аммиака, выделяющегося в результате 
реакции ферментативного дезаминирования серото-
нина. Впервые обнаружено, что комплекс ТНКЖ в 
концентрациях 0,01 и 0,1 мМ ингибирует каталити-
ческую активность МАО-А на 50% (20,72 ± 1,99 мМ 
NH3 /мг белка) и 68% (13,24 ± 2,34 мМ NH3 /мг белка) 
относительно контроля (41,25 ± 1,27 мМ NH3 /мг 
белка) соответственно.

Таким образом, ТНКЖ может проявлять антиде-
прессивное и кардиопротекторное действие. 

Цитохром с-оксидаза (ЦО) – IV комплекс дыха-
тельной цепи митохондрий. ЦО катализирует ко-
нечный этап переноса электронов от цитохрома с на 
молекулярный кислород в процессе окислительного 
фосфорилирования. В экспериментах in vitro пока-
зано, что фермент имеет более высокую аффинность 

Рис. 3. Изменение светосуммы хемилюминесценции (ХЛ) при действии ТНКЖ в гомогенате головного мозга мышей 
(p < 0,05).
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к NO, чем к кислороду. Как известно, NO обратимо 
ингибирует активность ЦО, конкурируя с кислоро-
дом за связывание с биядерным центром, таким 
образом ограничивая потребление кислорода в усло-
виях гипоксии. Этот механизм является основой для 
развития защитной реакции тканей в ответ на это 
патологическое состояние. Поэтому доноры NO 
могут выступать в качестве агентов для терапии ги-
поксических состояний in vivo [13]. 

В настоящей работе исследовалось влияние 
ТНКЖ на каталитическую активность ЦО в мито-
хондриях головного мозга мышей с помощью спек-
трофотометрического метода, основанного на из-
менении интенсивности поглощения цитохрома с 
при его ферментативном окислении [14]. Устано-
влено, что ТНКЖ в концентрации 0,05 мМ снижает 
каталитическую активность ЦО в 4 раза (рис. 4). 
Эффект ингибирования каталитической активности 
ЦО связан с взаимодействием NO, выделяемого в 
результате гидролиза ТНКЖ, с гемами активного 
центра фермента. Константы скорости фермента-
тивного окисления ЦО в митохондриях при действии 
ТНКЖ в концентрации 0,05 мМ составляют  
(5,27 ± 1,32) ·10-2/мин-1, в контроле (23,39 ± 2,38) ×  
×10-2/мин-1 (p < 0,05). 

Таким образом, в настоящей работе впервые по-
казано, что ТНКЖ обладает выраженной антиокси-
дантной активностью и выступает в качестве ло-
вушки свободных радикалов, вероятно, в результате 
взаимодействия монооксида азота (генерируемого 
ТНКЖ) с радикалами липидов, в результате чего 
происходит обрыв цепи свободнорадикального оки-
сления. Установлено, что ТНКЖ ингибирует ката-
литическую активность митохондриальных фермен-

тов: цитохром с-оксидазы и моноаминооксидазы А, 
что позволяет рассматривать его как потенциальный 
антидепрессант и кардиопротектор. 

Полученный результат указывает на перспектив-
ность дальнейшего изучения ТНКЖ с целью созда-
ния на его основе лекарственных препаратов для 
NO-терапии социально значимых заболеваний.
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The antioxidant and antiradical properties of the tetra nitrosyl iron complex with thiosulfate ligands (TNIC) in 
the mouse brain homogenates in vitro were also studied. It was found for the first time that TNIC is an effective 
antioxidant. The effect of TNIC on the catalytic activity of mitochondrial enzymes: cytochrome c oxidase and 
monoamine oxidase A has been studied. It was shown for the first time that TNIC is an inhibitor of the catalytic 
activity of cytochrome c oxidase and monoamine oxidase A in the brain mitochondria isolated from animals in 
vitro. 
Keywords: iron nitrosyl complexes, lipid peroxidation, antioxidant activity, antiradical activity, chemiluminescence, 
cytochrome c oxidase, monoamine oxidase A. 
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