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Показатель, характеризующий карбонилзависимую 
модификацию эритроцитарной супероксиддисмутазы 
как биохимический маркер окислительного 
стресса при ишемической болезни сердца

Цель Изучить окислительную модификацию эритроцитарной Cu,Zn-супероксиддисмутазы (СОД) 
у больных ишемической болезнью сердца (ИБС) in vivo и in vitro для обоснования использования 
нового маркера окислительного стресса.

Материал и методы Активность эритроцитарной Cu,Zn-СОД определяли по  подавлению восстановления синего 
нитротетразолия супероксидным анион-радикалом, генерируемым при  окислении ксантина 
ксантиноксидазой. Содержание эритроцитарной Cu,Zn-СОД определяли с помощью иммунохи-
мического метода. Биохимические исследования осуществляли в контрольной группе (больные 
с  переломами нижних конечностей без  известного анамнеза сердечно-сосудистых заболеваний 
и гиперлипидемии); в группах больных острым инфарктом миокарда, больных со стабильной сте-
нокардией и больных с декомпенсацией сердечной недостаточности. Для оценки выраженности 
окислительного стресса у больных ИБС предложено использовать эмпирический коэффициент 
окислительной модификации СОД (КФМСОД), представляющий собой отношение: активность 
Cu,Zn-СОД / содержание Cu,Zn-СОД.

Результаты Установлено, что активность эритроцитарной Cu,Zn-СОД во всех группах больных ИБС была 
достоверно снижена по  сравнению с  таковой в  контрольной группе, причем коэффициент 
КФМСОД также значительно снижен у больных ИБС, что может служить основанием для исполь-
зования этого биохимического показателя в качестве маркера окислительного стресса.

Заключение Показано, что  модификация Cu,Zn-СОД вызвана взаимодействием молекул фермента с  при-
родным дикарбонилом  – малоновым диальдегидом, причем КФМСОД может быть использован 
для оценки выраженности окислительного стресса у больных ИБС.
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Большое количество наблюдений свидетельствует, 
что окислительный стресс играет важную роль в эти-

ологии и  патогенезе атеросклероза, сахарного диабета 
и  нейродегенеративных заболеваний [1–6]. При  окис-
лительном стрессе в  процессе атеросклероза и  ишеми-
ческой болезни сердца (ИБС) происходит свободно-
радикальное окисление полиеновых ацилов фосфоли-
пидов наружного слоя частиц липопротеинов низкой 
плотности (ЛНП)  – основного компонента липидтран-
спортирующей системы плазмы крови [1]. Ацилгидро-
перокси-производные фосфолипидов частиц ЛНП пре-
терпевают дальнейшую окислительную деструкцию, при-
водящую к накоплению различных альфа-оксоальдегидов, 
таких как  4-гидроксиноненаль и  другие ноненали, а  так-

же образующийся в  наибольшем количестве малоно-
вый диальдегид (МДА) [1]. Альдегидные группы МДА 
способны быстро реагировать со  свободными амино-
группами белков, что вызывает их структурно-функцио-
нальную модификацию [1]. В частности, подобной моди-
фикации может подвергаться апопротеин В-100 части-
цы ЛНП, причем такие карбонил-модифицированные 
ЛНП опознаются и  эффективно захватываются при  по-
мощи скэвенджер-рецепторов клетками стенки сосу-
дов, что приводит к накоплению в них этих атерогенных 
ЛНП и  образованию предатерогенного (липоидозно-
го) повреждения стенки сосуда [1]. Очевидно, что  кар-
бонильной модификации могут подвергаться и  другие 
белки плазмы крови, а  также белки клеточных элемен-
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тов крови. Это тем  более вероятно, что трехуглеродная 
молекула МДА вследствие малого размера и высокой ги-
дрофильности, по-видимому, может легко проникать че-
рез поры и каналы различных клеточных мембран. Ранее 
нами было показано, что у  больных сахарным диабетом 
(СД) 2-го типа с выраженными нарушениями углеводно-
го обмена (высокий уровень гликированного гемоглоби-
на) наблюдается не  только повышенный уровень карбо-
нил-модифицированных ЛНП в плазме крови, но и весь-
ма значительное снижение активности эритроцитарной 
супероксиддисмутазы (Cu,Zn-СОД) [7]. Это, вероятно, 
может быть вызвано накоплением в  плазме крови боль-
ных СД дикарбонилов, отличных от МДА, – его гомолога 
глиоксаля и изомера метилглиоксаля, которые образуют-
ся при  гипергликемии вследствие автоокисления глюко-
зы и  ферментативного окисления триозофосфатов, на-
капливающихся в  процессе гликолиза. Исходя из  этого, 
целью настоящей работы было исследование возможно-
сти карбонильной модификации эритроцитарной Cu,Zn-
СОД, что может сопровождаться ингибированием актив-
ности фермента и  нарушением его функционирования. 
Следует отметить, что  проведение подобной работы яв-
ляется весьма актуальным вследствие отсутствия научно 
обоснованных маркеров окислительного стресса, исполь-
зование которых представляется необходимым для  кор-
рекции окислительного стресса у больных ИБС и оценки 
эффективности проводимой терапии.

Материал и методы
В  исследование были включены 72 пациента, мужчи-

ны в возрасте 50–70 лет (средний возраст 61,3±0,78 года), 
госпитализированные в  ГКБ им. В. В.  Вересаева по  экс-
тренным показаниям. В основную группу были включены 
56 пациентов с  верифицированной ИБС (диагноз ИБС 
был установлен на  основании результатов коронарогра-
фии), причем у  всех больных были диагностированы ги-
пертоническая болезнь III стадии и дислипидемия. Чрес-
кожное коронарное вмешательство перенесли 40  боль-
ных ИБС. Все больные были распределены на 3 группы: 
1-ю (n=32; средний возраст 60,1±1,0  года) составили 
больные с острым инфарктом миокарда; 2-ю (n=8; сред-
ний возраст 62,1±1,3 года) – больные со стабильной сте-
нокардией II–III функционального класса, госпитализи-
рованные для  плановой реваскуляризации; 3-ю (n=16; 
средний возраст 63,3±1,0  года)  – больные с  декомпен-
сированной хронической сердечной недостаточностью 
(ХСН). В  контрольную группу вошли 16 мужчин (сред-
ний возраст 56,8±1,9  года) из  отделения травматологии 
с переломами нижних конечностей без известного анам-
неза сердечно-сосудистых заболеваний и  гиперлипиде-
мии с умеренным риском развития сердечно-сосудистых 
осложнений по шкале SCORE (3–4 %). Все группы паци-

ентов были сопоставимы по  возрасту (см. табл. 1). У  па-
циентов основной группы образцы крови для  биохими-
ческих анализов брали при  поступлении в  клинику не-
посредственно после осмотра кардиолога и  подписания 
информированного согласия. Пациенты контрольной 
группы также подписали информированное согласие 
на  проведение биохимического исследования, которое 
осуществляли через 1–2 нед после травмы на стадии об-
разования костной мозоли.

Активность Cu,Zn-СОД определяли в  эритроцитах, 
выделенных из  венозной крови пациентов, взятой нато-
щак в  присутствии 1 мг / мл ЭДТА в  качестве антикоагу-
лянта и антиоксиданта. Эритроциты лизировали в 5 мМ 
К,Na-фосфатном буфере рН 7,4 в течение 15 мин в ледя-
ной бане. Лизат эритроцитов центрифугировали в  тече-
ние 10 мин при  20 тыс. об / мин в  рефрижераторной ла-
бораторной центрифуге Sigma 3-16KL (Япония), после 
чего к  5 объемам супернатанта добавляли 2 объема сме-
си хлороформ / этанол (3:5) и встряхивали на Vortex Elmi 
SkyLine. Выпавший осадок гемоглобина удаляли центри-
фугированием. Активность Cu,Zn-СОД в  супернатан-
те определяли по  подавлению скорости восстановления 
нитротетразолия синего супероксидным анион-радика-
лом, генерируемым в процессе окисления ксантина ксан-
тиноксидазой [8]. Кинетику восстановления нитроте-
тразолия синего регистрировали при 560 нм на спектро-
фотометре Shimadzu UV-2600. За  единицу активности 
Cu,Zn-СОД принимали количество фермента, необхо-
димое для  50 % подавления восстановления нитротетра-
золия синего в условиях реакции. Активность СОД выра-
жали в единицах активности / г гемоглобина. Содержание 
Cu,Zn-СОД определяли в  крови, используя тест-набор 
Human Cu / Zn-SOD Elisa kit. На  основании данных 
об  активности и  содержании СОД рассчитывали эмпи-
рический коэффициент окислительной модификации 
эритроцитарной Cu,Zn-СОД (КФМСОД), который пред-
ставляет собой отношение активность Cu,Zn-СОД (ед / г 
гемоглобина) / содержание Cu,Zn-СОД (нг / г гемогло-
бина). В модельных экспериментах исследовали влияние 
модификации внутриэритроцитарной Cu,Zn-СОД при-
родным дикарбонилом МДА на  активность фермента, 
для  чего эритроциты, изолированные из  крови доноров 
(практически здоровые мужчины 30–40  лет), инкубиро-
вали в  течение 3 ч в  изотоническом фосфатном буфере 
рН 7,4 в присутствии 10 мМ МДА, полученного кислот-
ным гидролизом его полуацеталя  – 1,1,4,4-тетраэтокси-
пропана в соответствии с описанным ранее методом [9].

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с  использованием пакета программ SPSS 14 for 
Windows version 7. Данные в таблице и на рисунках пред-
ставлены в  виде среднего и  стандартного отклонения, 
при  этом для  межгруппового сравнения использовали 
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непараметрический критерий Манна–Уитни. В целях вы-
явления и  оценки связи между двумя рядами сопостави-
мых количественных показателей применяли коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена. Статистически зна-
чимыми считали различия при р<0,05.

Результаты и обсуждение
Основные результаты работы представлены в  табли-

це 1, из которой видно, что активность эритроцитарной 
Cu,Zn-СОД во всех группах больных ИБС была снижена 
по сравнению с контрольной группой (рис. 1) практиче-
ски в равной степени.

Так, активность Cu,Zn-СОД в  эритроцитах больных 
1-й группы была снижена на 38 %, активность Cu,Zn-СОД 
в эритроцитах больных 2-й группы – на 39 %, активность 

Cu,Zn-СОД в эритроцитах больных 3-й группы – на 39 % 
(см. табл. 1). В то  же время содержание этого фермента 
в  эритроцитах во  всех группах больных ИБС достовер-
но не отличалось от такового в контрольной группе (см. 
табл. 1). Исходя из  этих данных, можно предположить, 
что  молекулы Cu,Zn-СОД в  эритроцитах больных ИБС 
всех групп подверглись окислительной модификации, 
приведшей к  ингибированию активности фермента. Воз-
можный механизм модификации активности Cu,Zn-СОД 
состоит в  том, что  вторичные продукты свободноради-
кального окисления полиеновых липидов, такие как 4-ги-
дроксиноненаль и МДА, накапливаются при окислитель-
ном стрессе и, обладая высокой реакционной способно-
стью, могут вызывать изменения конформации молекул 
белков за счет реакции альдегидной группы дикарбонилов 
со  свободными аминогруппами протеинов [1]. Для  про-
верки этого предположения нами были проведены мо-
дельные эксперименты, в  которых внутриэритроцитар-
ную Cu,Zn-СОД модифицировали в  присутствии МДА. 

Таблица 1. Активность Cu,Zn-супероксиддисмутазы и содержание фермента в эритроцитах больных ИБС

Группа Возраст, 
годы

Активность Cu,Zn-СОД, 
ед / г Hb 

Содержание Cu,Zn-СОД, 
нг / г Hb КФМСОД

Контроль (травма); n=16 56,8±1,9 880,0±58,0 390,0±20,0 2,30±0,17
1-я (острый инфаркт миокарда; n=32) 60,1±1,0 543,2±27,4* 349,2±13,4 1,63±0,09*
2-я (стабильная стенокардия; n=8) 62,4±1,3 536,1±40,6* 411,6±45,2 1,38±0,14*
3-я (декомпенсированная ХСН; n=16) 63,3±1,5 533,7±12,1* 377,3±6,4 1,50±0,03*
* – р<0,001 при сравнении с контрольной группой. ИБС – ишемическая болезнь сердца; Hb – гемоглобин; ХСН – хроническая сердечная 
недостаточность; СОД – супероксиддисмутаза; КФМСОД – коэффициент окислительной модификации супероксиддисмутазы.

Обозначения столбиков: К – контроль; 1, 2, 3 – больные ИБС: 
1 – больные с острым инфарктом миокарда; 2 – больные со ста-
бильной стенокардией; 3  – больные с  декомпенсированной 
ХСН. ИБС – ишемическая болезнь сердца; ХСН – хроническая 
сердечная недостаточность. *  – достоверность по  отношению 
к контролю, р<0,05.
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Рисунок  1. Ативность Cu, Zn-супероксиддисмутазы 
(А) и содержание фермента (Б) в эритроцитах 
больных ИБС в относительных единицах (значения 
показателей в контрольной группе приняты за 1)

Левый столбик – до инкубации с МДА (контроль, 100 %), пра-
вый столбик (16,6 % ) – после инкубации с МДА. Доверитель-
ный интервал 6,12 в контроле и 7,15 после инкубации.
* – p<0,05; достоверность по отношению к контролю 
МДА – малоновый диальдегид.

До инкубации с МДА
(контроль)

После инкубации с МДА

100

100

80

60

40

20

0

%

16,6

Рисунок  2. Уменьшение активности Cu, Zn-супер оксид-
дисмутазы в эритроцитах (в % от контроля) доноров после 
инкубации в течение 3 ч эритроцитов в изотоническом 
фосфатном буфере рН 7,4 в присутствии 10 мМ МДА
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Результаты этого исследования, приведенные на  рис. 2, 
свидетельствуют, что молекулы МДА легко проникают че-
рез богатую холестерином ри гидную мембрану эритро-
цитов и приводят к весьма значительному ингибированию 
активности внутриэритроцитарной Cu, Zn-СОД.

Таким образом, увеличение содержания МДА в  плаз-
ме крови при  окислительном стрессе действительно мо-
жет быть причиной карбонилзависимой модификации мо-
лекул эритроцитарной Cu,Zn-СОД и  снижения активно-
сти этого фермента у больных ИБС in vivo (см. табл. 1, см. 
рис. 1). Следует отметить, что  определение содержания 
МДА при  помощи реакции с  2-тиобарбитуровой кисло-
той (2-ТБК), которое обычно используется в клинических 
работах в качестве маркера окислительного стресса, явля-
ется малопригодным вследствие низкой специфичности, 
поскольку с 2-ТБК в условиях определения могут реагиро-
вать различные вещества плазмы крови, отличные от МДА 
[1]. В связи с этим в литературе при такого рода анализах 
предлагается использовать термин «thiobarbituric acid-
reactive substances» (TBARS), т. е. вещества, реагирующие 
с 2-ТБК [10]. В отечественной литературе вследствие не-
точного перевода вместо термина TBARS употребляется 
бессмысленный термин «ТБК-активные продукты», хо-
тя ни о какой активности 2-ТБК в данном случае речи ид-
ти не может, поскольку имеется в виду способность окис-
ленной субстанции реагировать с  2-ТБК с  образованием 
окрашенного триметинового комплекса. Суммируя из-
ложенное, можно утверждать, что  более показательными 
для оценки степени выраженности окислительного стрес-

са являются данные по  расчету эмпирического коэффи-
циента окислительной модификации эритроцитарной 
Cu,Zn-СОД  – КФМСОД, представляющего собой отноше-
ние: активность Cu,Zn-СОД (в ед / г гемоглобина) / содер-
жание Cu,Zn-СОД (в нг / г гемоглобина).

Как видно из табл. 1 и рис. 3, КФМСОД были статисти-
чески незначимы между различными группами больных 
ИБС и незначительно варьировали в диапазоне 1,38–1,63, 
но  статистически значимо отличались от  контрольной 
группы, в  которой КФМСОД был значительно выше и  со-
ставил 2,30 (см. табл. 1, см. рис. 3).

Активность Cu,Zn-СОД может быть снижена 
не  только вследствие окислительной модификации мо-
лекул фермента, но и при действии других факторов, та-
ких как  мутации гена, кодирующего биосинтез Cu,Zn-
СОД, и  значительно чаще, вследствие алиментарно-
го дефицита меди и / или  цинка, входящих в  активный 
центр фермента [1]. Очевидно, что в этих случаях сни-
женная активность Cu,Zn-СОД в  эритроцитах нико-
им образом не  связана с  окислительной модификаци-
ей молекул фермента. Исходя из этого, для однозначно 
корректного выявления наличия окислительной моди-
фикации эритроцитарной Cu,Zn-СОД мы предлагаем 
одновременно с  исследованием активности фермента 
определять его содержание в  эритроцитах иммунохи-
мическим методом с помощью моноклональных антител 
и  рассчитывать коэффициент окислительной модифи-
кации эритроцитарной Cu,Zn-СОД (КФМСОД). Несмо-
тря на  существование сильной положительной корре-
ляции (r=0,67; p=0,001) между такими показателями, 
как активность эритроцитарной Cu,Zn-СОД и КФМСОД 
(рис. 4), очевидно, что  использование эмпирическо-

Обозначения столбиков: К – контроль; 1, 2, 3 – больные ИБС: 
1 – больные с острым инфарктом миокарда; 2 – больные со ста-
бильной стенокардией; 3  – больные с  декомпенсированной 
ХСН. СОД – супероксиддисмутаза;
* – достоверность по отношению к контролю, p<0,05.
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Рисунок  3. Значения эмпирического коэффициента 
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Рисунок  4. Корреляция между активностью эритроцитарной 
Cu,Zn-СОД и коэффициентом окислительной модификации 
эритроцитарной Cu,Zn-СОД (КФМСОД) в группе 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ§
го показателя КФМСОД для оценки выраженности окис-
лительного стресса у больных ИБС является более кор-
ректным, чем  использование в  качестве теста только 
изменений активности Cu,Zn-СОД, поскольку исполь-
зование КФМСОД позволяет исключить возможное из-
менение активности фермента под действием факторов, 
отличных от окислительного стресса.

Учитывая важную роль дикарбонилзависимой моди-
фикации белков в  патогенезе ИБС и  атеросклероза [1], 

можно полагать, что  определение КФМСОД у  больных 
ИБС может быть использовано не только для оценки вы-
раженности окислительного стресса, но, вероятно, и в ка-
честве показателя, свидетельствующего об  эффективно-
сти проводимой терапии.
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