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ВЛИЯНИЕ ЦИТРАТА ЖЕЛЕЗА НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 
ПУРИНОВОГО ОБМЕНА

Одна из центральных проблем современной 
биологии – проблема дифференцировки, старе-
ния, гибели и замены клеток. Эта проблема не-
посредственно связана с изучением онтогене-
за целого организма и является важнейшим на-
правлением современной биологии старения [1, 
2]. Установлено, что в основе многих патологи-
ческих процессов в организме, приводящих к 
различным заболеваниям, а также преждевре-
менному старению, лежит одно и то же явление 
– повреждение клеточных оболочек и других 
структур внутри клетки свободными радикала-
ми (СР) кислорода [3, 4]. Среди многочисленных 
теорий старения СР-теория считается одной из 
ведущих, основные положения которой были 
сформулированы еще более пятидесяти лет на-
зад. Эта теория объясняет не только механизм 
старения, но и широкий круг связанных с ним 
патологических процессов, таких как сердечно-
сосудистые заболевания (CCЗ), возрастные им-
мунодепрессия и дисфункция мозга, катаракта, 
рак и другие заболевания, а также адаптацион-
ные процессы, направленные на коррекцию ме-
таболических возрастных нарушений [5]. 

В последние годы обмен нуклеотидов и СР все 
чаще упоминаются вместе, одна из причин это-
го – связь ферментов метаболизма нуклеотидов 
с образованием СР. Несмотря на то, что основ-
ной системой генерации СР в клетке считаются 
митохондрии, а их окислительное повреждение 
признается одним из ведущих факторов, приво-
дящих к старению и ассоциированным с ним за-
болеваниям [5, 6], все же, наряду с митохондри-
ями, высокая продукция СР генерируется мно-
гими ферментативными и неферментативны-
ми реак циями с металлопротеинами, к одним 
из которых относятся ферменты пуринового об-
мена [7, 8]. В клетках, лишенных митохондрий, 
распад пуриновых нуклеотидов считается од-
ним из ключевых процессов, нарабатывающих 
СР [9, 10].

К ферментам – регуляторам катаболизма пу-
риновых нуклеотидов относится аденозинде-
заминаза (АДА, КФ 3.5.4.4) и ксантиноксидаза 
(КО, КФ 1.17.3.2), которые могут служить марке-

ром дифференцировки клеток, клеточной про-
лиферации, факторами роста, а также выступать 
ферментативными источниками образования 
СР [11, 12]

Установлено, что изменение активности фер-
ментов катаболизма пуринов в плазме крови яв-
ляется маркером окислительного стресса (ОС), 
оказывая существенное влияние на производ-
ство СР [13-15]. Показано, что клетки с высоким 
уровнем аденозина в определенных условиях 
являются более устойчивыми к окислительному 
действию СР, способствуя усилению экспрессии 
глутатионпероксидазы (ГПО), тем самым защи-
щая клетку от ОС [13, 16]. По мнению других ав-
торов, цитопротекторный механизм защиты 
клеток аденозином от окислителей осуществля-
ется через новый механизм активации клеточ-
ных антиоксидантных ферментов, таких как су-
пероксиддисмутаза (СОД), каталаза и глутати-
онредуктаза [17].

Особенно актуальным является научный и 
практический интерес к роли микроэлементов 
в развитии различных возрастных патологий 
за счет их влияния на функционирование про- 
и антиоксидантных систем. Доказано, что такие 
микроэлементы, как железо, медь, цинк, марга-
нец и селен, являются неотъемлемыми состав-
ляющими различных ферментных систем и мо-
гут оказывать существенное влияние на течение 
ишемической болезни сердца, приводя к инфар-
кту миокарда, преждевременному старению ор-
ганизма и канцерогенезу. Однако, несмотря на 
довольно значительное количество исследова-
ний по данной проблеме, ряд аспектов остается 
недостаточно исследованным, существует мно-
го противоречивых данных. Железо занимает 
особое место среди эссенциальных биоэлемен-
тов по своему участию в жизненно важных ме-
таболических и физиологических функциях, а 
также проявлению токсических свойств при на-
коплении в организме человека и животных. 
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Железо может входить в состав активных цен-
тров окислительно-восстановительных и других 
ферментов, выступать активатором или инги-
битором ферментов, тем самым принимая уча-
стие в регуляции биокатализа, синтеза нуклеи-
новых кислот, белков, липидов, протекании кле-
точного цикла, делении, росте и развитии кле-
ток [18-20].

Ц Е Л Ь  Р А Б О Т Ы
Выявление возможного влияния цитрата же-

леза на активность ферментов катаболизма пу-
ринов в плазме крови людей различного возрас-
та.

М А Т Е Р И А Л  И  М Е Т О Д Ы
Настоящее исследование проведено in vitro в 

плазме крови 21 здорового добровольца в воз-
расте от 40 до 80 лет (из них 15 мужчин и 6 жен-
щин), не имеющих онкологических патологий, 
сахарного диабета или другой тяжелой систем-
ной патологии. В результате эксперимента из 
выборки 21 человек нами не было обнаружено 
изменения активностей исследуемых фермен-
тов у 2 людей (мужчины в возрасте 61 и 62 года) 
под действием препарата цитрат железа, поэто-
му для дальнейшего выявления статистически-
значимых результатов мы анализировали груп-
пу, состоящую из 19 человек (из них 13 мужчин 
и 6 женщин). 

Для изучения влияния возраста на актив-
ность ферментов пуринового обмена, а также 
для выявления возрастных характеристик из-
менения активностей изучаемых ферментов 
под действием цитрата железа все обследуемые 
были разделены на две группы в зависимости от 
возраста: первую возрастную группу (среднего 
возраста) составили 9 человек возрастом от 40 
до 59 лет, а вторую группу (пожилого возраста) 
-10 человек в возрасте от 60 до 79 лет.

Активность АДА определяли по методу H.M. 
Kalckar в модификации G.L. Tritsch и выража-
ли в нмоль/(мин×мг) [21]. Определение актив-
ности КО (в мкмоль/(мин×мг)) основано на спо-
собности фермента генерировать O2-, о содер-
жании которого судили по скорости восстанов-
ления нитросинего тетеразолия в формазан [22]. 
Определение общего белка проводили в соот-
ветствии с методикой описанной Лоури [23].

Для исследования влияния железа на актив-
ность ферментов пуринового обмена исполь-
зовался концентрат цитрата железа в виде по-
рошка, который был предварительно разведен в 
0,1 М Na-фосфатном буфере, рН 7,0 (для опре-
деления активности АДА) или в 0,05 М натрий-
фосфатном буфере, pH 7,8 с 1 мМ ЭДТА (для 

определения активности КО), в концентрации 
1500 мкг на 10 мл буфера.

Чтобы выявить дозозависимое влияние же-
леза на активность АДА и КО, нами были пер-
вично использованы следующие концентрации 
цитрата железа: 5; 10; 15; 25 и 50 мкг/мл, пред-
варительно полученные из концентрата рас-
твора цитрата железа. Выполнив эксперимент 
в плазме крови 5 добровольцев, мы обнаружи-
ли, что ингибирующий эффект железа на актив-
ность ферментов пуринового обмена был выяв-
лен только при концентрации цитрата железа 5 
мкг/мл, поэтому дальнейшие исследование вли-
яния железа на активность АДА и КО в плазме 
крови мы проводили при данных концентраци-
ях препарата.

Определение всех исследуемых показате-
лей проводилось спектрофотометрически и ре-
гистрировалось на спектрофотометре Specord-
200. Статистическая обработка данных прово-
дилась с помощью программы «Statistica 10.0» 
Statsoft, USA. Цифровые данные представлены 
в виде средних значений (М) и их стандартных 
отклонений (). Различия между средними ве-
личинами считали достоверными при значени-
ях р<0,05.

Все исследования проводились при согласии 
добровольцев, предварительно детально озна-
комленных с задачами исследования и давших 
свое письменное, информированное согласие 
на отборы проб, которые осуществлялись под 
непосредственным контролем врача. Иссле-
дование соответствует этическим принципам 
клинических испытаний и положениям Хель-
синской декларации Всемирной Медицинской 
Ассоциации, не нарушает интересы пациента и 
не вредит его здоровью (Комиссия по биоэтике 
ГОО ВПО «Донецкий национальный медицин-
ский университет им. М. Горького»). Авторы со-
общают (заявляют), что не имеют конкурирую-
щих интересов.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  О Б С У Ж Д Е Н И Е
Проведя сравнение полученных активностей 

АДА и КО в группе 40-59 лет и 60-79 лет, можно 
наблюдать, что активность ферментов пурино-
вого обмена в плазме крови у людей пожилого 
возраста (60-79 лет) достоверно выше, чем у лю-
дей среднего возраста (40-59 лет) (рис. 1.). 

Это соответствует полученным нами ранее 
результатам, а также не противоречит имею-
щимся данным литературы о повышении дан-
ных ферментов в плазме крови при старении 
и заболеваниях, ассоциированных со старени-
ем, таких как ССЗ, атеросклероз, нейродегене-
ративные, ревматоидные, онкологические забо-
левания и многие другие [24, 25].
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Следовательно, ускорение пуринового обме-
на после 60 лет, что проявляется повышением 
активностей АДА и КО в плазме крови, способ-
ствует усиленной наработке СР, которые по ме-
ханизму обратной связи еще больше стимулиру-
ют данный метаболизм и нарушают работу раз-
личных белков, в том числе входящих в систему 
защиты от СР, приводя к их окислению. К таким 
белкам относятся ферменты антиоксидантной 
защиты и транспортные белки – липопротеины, 
альбумины, глобулины и другие [5, 26, 27]. По-
сле этого нами была проведена сравнительная 
оценка влияния цитрата железа на активность 
ферментов катаболизма пуриновых нуклеоти-
дов. Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о том, что добавление раствора цитрата 
железа концентрацией 5 мкг/мл оказывает ин-
гибирующее влияние на работу ключевых фер-
ментов распада пуриновых нуклеотидов – АДА 
и КО, как у пожилых людей, так и у людей сред-
него возраста, приводя к снижению их активно-
сти (рис. 2.).

Так, в плазме крови людей среднего возраста 
при добавлении цитрата железа происходит до-
стоверное снижение активности АДА в 1,8 раза 
и КО – в 2,5 раза. При этом у людей пожилого 
возраста активность исследованных ферментов 
также статистически значимо снижается в при-
сутствии раствора цитрата железа – в 1,4 раза 
для АДА и в 1,9 раза для КО соответственно. Сле-
довательно, из полученных результатов видно, 
что более выраженный ингибирующий эффект 
препарата цитрат железа на активности иссле-
дуемых ферментов в плазме крови проявляется 
у людей среднего возраста (40-59 лет).

Как известно, уровень активности АДА опре-
деляет соотношение в клетке концентраций аде-

нозина и инозина – при снижении активности 
АДА происходит повышение аденозина. Аде-
нозин является регуляторной молекулой, осу-
ществляющей контроль над функцией клеток не 
только иммунной, но и нервно-мышечной, се-
креторной и многих других систем, подобно ци-
клическим нуклеотидам и ионам кальция (Са2+) 
[28, 29]. Следовательно, подавление активности 
АДА, вызванное действием цитрата железа, со-
храняет аденозин для последующих его эффек-
тов.

Известно, что в нормальных условиях КО на-
ходится преимущественно в ксантиндегидроге-
назной (КДГ) форме и может обратимо или не-
обратимо переходить в КО, в результате соот-
ветственно образования дисульфидных связей 
цистеиновых остатков (Cys535 и Cys992), а также 
с участием сульфгидрильных оксидаз [30] или 
ограниченного протеолиза [31] с вовлечением 
Са2+-зависимых протеаз. 

Своеобразие действия этого фермента за-
ключается в том, что он представляет собой как 
бы комплекс, функционирующий двояко: фер-
мент может работать как оксидаза и как деги-
дрогеназа. По соотношению активности КО и 
КДГ можно судить о напряженности оксидант-
ных и антиоксидантных процессов.

В плазме крови в основном весь фермент на-
ходится в оксидазной форме в результате дей-
ствия сывороточных протеаз [32]. Установлено, 
что в условиях гипоксии происходит истощение 
запасов АТФ, приводя к изменению мембран-
ного градиента Са2+. Повышение уровня Са2+ ак-
тивирует Са2+-зависимые протеазы, которые в 
свою очередь участвуют в превращении, КДГ в 
КО, способствуя повышению продукции СР, ко-
торые по принципу обратной связи еще больше 

Рис. 1. Изменение активностей ферментов пуринового обмена в плазме крови при старении (М±). * – зна-
чения показателей статистически значимы при р<0,05.

Изменение активности АДА Изменение активности КО
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стимулируют активность фермента, усугубляя 
состояние ОС [33]. Таким образом, при ингиби-
ровании КО цитратом железа происходит сни-
жение уровня СР, нормализуя окислительный 
потенциал плазмы крови.

Отдельно хотелось бы обратить внимание на 
тот факт, что изначально для исследования была 
использована плазма крови и гемолизат эри-
троцитов 21 здорового добровольца (см. мате-
риалы и методы). Однако в результате исследо-
вания в плазме крови у 2-х добровольцев муж-
ского пола, входящих в группу в возрасте 60-79 
лет, каких либо изменений в активностях фер-
ментов пуринового обмена под действием рас-
твора цитрата железа обнаружено не было. При 
этом активности исследуемых ферментов у них 
были достоверно выше, чем у людей в возрасте 
40-59 лет.

В данном случае отсутствие какого либо вли-
яния цитрата железа на показатели активно-
стей ферментов пуринового обмена у этих до-
бровольцев, кровь которых использовали при 
проведении исследования, возможно, связано 
с индивидуальными особенностями организма. 
Этот факт нуждается в дополнительном иссле-
довании.

З А К Л Ю Ч Е Н И Е
Таким образом, в эксперименте in vitro дока-

зана способность препарата цитрат железа кон-
центрацией 5 мкг/мл снижать активность клю-
чевых ферментов распада пуриновых нуклеоти-
дов в плазме крови. Обнаруженный эффект от-
мечается в подавляющем большинстве (90%) ис-
пользованных образцов периферической крови. 
Более выраженный ингибирующий эффект рас-
твора цитрат железа проявляется в группе лю-
дей среднего возраста (40-59 лет).

Рис. 2. Изменение активностей ферментов пуринового обмена в плазме крови у людей разного возраста при 
добавлении цитрата железа «Синтезит» (М±). * – значения показателей статистически значимы при р<0,05.

Изменение активности АДА Изменение активности КО
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ВЛИЯНИЕ ЦИТРАТА ЖЕЛЕЗА НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ ПУРИНОВОГО ОБМЕНА

Цель. Данная статья посвящена результатам ис-
следования особенностей изменения активностей 
ферментов пуринового обмена – аденозиндезамина-
зы и ксантиноксидазы в плазме крови людей разного 
возраста под влиянием раствора цитрата железа. Ма-
териалы и методы. Настоящее исследование проведе-
но in vitro в плазме крови 21 здорового добровольца 
в возрасте от 40 до 80 лет. Было изучено влияние рас-
твора цитрата железа в концентрации 5 мкг/мл на ак-
тивность ферментов пуринового обмена. Результаты. 

Установлено, что добавление раствора цитрата желе-
за концентрацией 5 мкг/мл оказывает ингибирующее 
влияние на работу ключевых ферментов распада пу-
риновых нуклеотидов как у пожилых людей, так и у 
людей среднего возраста, приводя к снижению их ак-
тивности. Однако более выраженный ингибирующий 
эффект препарата цитрат железа на активности ис-
следуемых ферментов в плазме крови проявляется у 
людей среднего возраста (40-59 лет) Заключение. Та-
ким образом, в эксперименте in vitro доказана спо-
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собность препарата цитрат железа снижать актив-
ность ключевых ферментов распада пуриновых ну-
клеотидов в плазме крови. Обнаруженный эффект от-
мечается в подавляющем большинстве (90%) исполь-

зованных образцов периферической крови.
Ключевые слова: аденозиндезаминаза, ксанти-

ноксидаза, пуриновый обмен, возраст, цитрат желе-
за.
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INFLUENCE OF IRON CITRATE ON THE ACTIVITY OF PURINE EXCHANGE ENZYMES

The aim. This article is devoted to the results of a 
study of the features of changes in the activities of the 
enzymes of purine metabolism - adenosine deaminase 
and xanthine oxidase in the blood plasma of people of 
different ages under the infl uence of iron citrate solution. 
Materials and methods. The present study was carried 
out in vitro in the blood plasma of 21 apparently healthy 
volunteers aged 40 to 80 years. The effect of a solution 
of iron citrate at a concentration of 5 μg/ml on the ac-
tivity of enzymes of purine metabolism was studied. Re-
sults. It was found that the addition of a solution of iron 
citrate with a concentration of 5 μg/ml has an inhibito-
ry effect on the work of key enzymes of the breakdown 

of purine nucleotides, both in the elderly and in middle-
aged people, leading to a decrease in their activity. How-
ever, a more pronounced inhibitory effect of the prepara-
tion of iron citrate on the activity of the studied enzymes 
in blood plasma is manifested in middle-aged people (40-
59 years). Conclusion. Thus, in an in vitro experiment, the 
ability of the preparation of iron citrate to reduce the ac-
tivity of key enzymes of the breakdown of purine nucle-
otides in blood plasma was proved. The observed effect is 
observed in the overwhelming majority (90%) of the used 
peripheral blood samples.

Key words: adenosine deaminase, xanthine oxidase, 
purine metabolism, age, iron citrate.
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