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Метою досліджень було дослідити вплив цитратів хрому і цинку на NO-синтазну 
(NOS) активність еритроцитів щурів зі стрептозотоциновим діабетом. Було проведено три 
серії досліджень. Щурів першої та другої серій досліджень розділили на чотири групи (І — 
контрольна, ІІ, ІІІ і ІV — дослідні) по 7 тварин у кожній. Протягом чотирьох тижнів до осно-
вного раціону тварин ІІІ і ІV груп у першій серії досліджень з водою додавали цитрат хрому 
в кількостях 10 і 25 мкг Сr3+/кг маси тіла, у другій серії досліджень — цитрат цинку у кількостях 
20 і 50 мг Zn2+/кг маси тіла відповідно. У третій серії досліджень тваринам ІІІ групи сумісно 
із водою додавали цитрат хрому в кількості 25 мкг Сr3+/кг і цитрат цинку — 50 мг Zn2+/кг. Щури 
ІІ дослідної групи в усіх серіях досліджень споживали чисту воду без цитратів. Через місяць 
у тварин усіх дослідних груп на тлі 24-годинного голодування провокували експерименталь-
ний цукровий діабет одноразовим внутрішньоочеревинним введенням стрептозотоцину 
з розрахунку 65 мг/кг маси тіла з попереднім введенням нікотинаміду (230 мг/кг). Для експе-
рименту використовували тварин з концентрацією глюкози від 14 ммоль/л. Матеріалом для 
досліджень була кров щурів, у якій визначали концентрацію глюкози і відносний вміст гліко-
зильованого гемоглобіну, в еритроцитах — NO-синтазну активність: загальну, індуцибельну 
та конститутивну. У результаті проведених досліджень встановлено, що за умов стрептозото-
цин-індукованого експериментального діабету в еритроцитах щурів ІІ дослідної групи в обох 
серіях досліджень підвищувалася активність загальної та індуцибельної NOS, тоді як актив-
ність конститутивної NOS вірогідно не змінювалася щодо тварин контрольної групи. Введен-
ня до раціону тварин цитратів хрому і цинку як окремо, так і сумісно призводило до зниження 
загальної та індуцибельної NOS-активності порівняно з показниками тварин ІІ групи зі стреп-
тозотоциновим діабетом, що свідчить про позитивний вплив досліджуваних мікроелементів 
на NOS-активність в еритроцитах щурів. Таким чином, застосування цитратів хрому і цинку 
до раціону щурів із цукровим діабетом має корегувальний вплив на активність NOS, що може 
зменшувати згубний вплив гіперглікемії на розвиток оксидативно-нітрозативного стресу.
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Цукровий діабет (ЦД) характеризується хронічною 
гіперглікемією, зміною вуглеводного, ліпідного і проте-
їнового обмінів, що впливає на здоров’я і тривалість 
життя [1]. Гіперглікемія, яка розвивається за ЦД, ініці-
ює вироблення мітохондріями активних форм Оксиге-
ну (АФО), що призводить до функціонування пато-
логічних метаболічних шляхів: поліолового шляху 
утилізації глюкози; збільшеного утворення кінцевих 
продуктів посиленого глікозилювання; гексозамінового 
патологічного шляху. Негативні наслідки підвищеного 
рівня глюкози у крові проявляються в інтенсифікації 
оксидативного стресу та розвитку ендотеліальної дис-

функції [11, 30]. Причинами, які призводять до розвит-
ку цього патологічного процесу, можуть бути: від-
сутність синтезу або біодоступності нітроген окси-
ду (NO) [5] внаслідок зменшення його продукції чи 
інактивації АФО, які утворюються; глікозилюванням 
протеїнів; безпосередньо з ендотелію судин [13].

Недавні дослідження показали [22], що еритро-
цити, крім транспортування кисню, є провідними ре-
гуляторами судинних функцій через опосередковану 
регуляцію вазодилатації нітроген оксидом. Дослідни-
ки припускають, що ці клітини крові є однорідними, 
але, по суті, вони мають різний морфологічний та 
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біохімічний склад, який залежить від їхнього віку та 
параметрів, що контролюються NO. На сьогодні ери-
троцити розглядаються як одні із важливих депо NO. 
Доведено, що вони містять функціонально активні 
конститутивну (cNOS) та індуцибельну (iNOS) NO-
синтази, а також розчинну гуанілатциклазу та фосфо-
діестеразу [16, 17]. Крім того, показано наявність в цих 
клітинах мембранозв’язаної NOS, яка активується ін-
суліном. Вважають, що NO опосередковує більшість 
ефектів інсуліну, зокрема стимуляцію транспортуван-
ня та окиснення глюкози [14]. Висунуто припущення 
щодо месенджерної ролі NO в реалізації ефектів ін-
суліну [3], проте NO здатний чинити інсуліноподібну 
дію і без стимуляції гормоном [12]. Крім того, дове-
дено участь NO в підтримці здатності еритроцитів до 
деформації, що забезпечує їхнє проходження через 
мікросудини [15], однак при цьому гуанілатциклазний 
шлях реалізації ефектів NO лише частково задіяний 
у цьому механізмі [17]. В еритроцитах NO, взаємо-
діючи з оксигемоглобіном, призводить до утворення 
нітратних аніонів і метгемоглобіну. Нітрити також мо-
жуть взаємодіяти з оксигемоглобіном [6]. Гемоглобін 
проявляє нітрит-редуктазну активність, що означає 
відновлення нітритів до молекулярного NO за допо-
могою дезоксигемоглобіну. Ця реакція сприяє за-
лежній від еритроцитів вазодилатації під час гіпоксії, 
яка часто супроводжує цукровий діабет [6].

Тому на сьогодні існує потреба в пошуку ефектив-
них і безпечних препаратів, які би здійснювали стабі-
лізаційний вплив на стан NOS-системи за наявності 
цукрового діабету. Металотерапія є сферою, до якої 
зростає інтерес у лікуванні цього захворювання [22]. 
Сполуки мікроелементів мають здатність проявля-
ти позитивний лікувальний ефект при патогенезі 
й ускладненнях цукрового діабету. Було запропоно-
вано використовувати низку сполук таких елементів, 
як Хром, Манган, Молібден, Купрум, Кобальт, Цинк, 
Вольфрам і Ванадій, як можливих допоміжних за-
собів у лікуванні цукрового діабету in vivo [2].

Тривалентний Хром (Cr) і Цинк (Zn) є есенціальними 
мікроелементами, які відіграють важливу роль у функ-
ціонуванні обмінних процесів в організмі. Цинк бере 
участь у синтезі, зберіганні та секреції інсуліну, а також 
у підтримці його конформаційної цілісності в гекса-
мерній формі у ß-клітинах підшлункової залози [1, 9]. 
Хром(III) входить до складу олігопептиду хром-
модуліну, що активує дію інсуліну, сприяючи зв’язуван-
ню гормону з рецепторами на поверхні клітини [32]. 
Очевидно, застосування цитратів цих мікроеле-
ментів може призводити до покращення фізіолого-
біохімічних показників у крові тварин за ЦД. 

Метою наших досліджень було з’ясувати вплив 
цитратів цинку і хрому в різних кількостях на NO-
синтазну активність еритроцитів щурів зі стептозо-
тоциновим діабетом.

Матеріали і методи

Дослідження проведені на самцях білих лабора-
торних щурів масою 150–170 г, які перебували в умо-
вах віварію Інституту біології тварин НААН. Робота 
тривала протягом 2016–2018 рр. з дотриманням 
рекомендацій «Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, що використовуються для дослід-

них та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986) та 
«Біоетичної експертизи доклінічних та інших науко-
вих досліджень, що виконуються на тваринах» (Київ, 
2006). Було проведено три серії досліджень. У пер-
ших двох серіях щурів розділили на чотири групи: 
І — кон трольна, ІІ (ЦД), ІІІ і ІV — дослідні, по 7 тварин 
у кожній. Тварини контрольної і дослідних груп мали 
вільний доступ до води і корму. Упродовж чотирьох 
тижнів до основного раціону тварин ІІI і ІV груп у пер-
шій серії досліджень з водою додавали цитрат хрому 
в кількостях 10 і 25 мкг Сr3+/кг маси тіла, у другій серії 
досліджень — цитрат цинку в кількостях 20 і 50 мг 
Zn2+/кг маси тіла відповідно. У третій серії досліджень 
тваринам ІІІ групи із водою сумісно додавали до 
раціону цитрат хрому в кількості 25 мкг Сr3+/кг м.т 
і цитрат цинку — 50 мг Zn2+ ̸кг маси тіла. Тварини 
ІІ групи в усіх серіях досліджень споживали чисту 
воду без добавок і мали експериментальний ЦД.

Тваринам ІІ–ІV дослідних груп через місяць на тлі 
24-годинного голодування провокували експеримен-
тальний цукровий діабет одноразовим внутрішньо-
очеревинним введенням стрептозотоцину (Sigma, 
США) з розрахунку 65 мг/кг маси тіла із попереднім 
застосуванням нікотинаміду (230 мг/кг) (Acros, Бель-
гія). Для підтвердження гіперглікемії проводили що-
добове вимірювання глюкози крові, зібраної з хвос-
тової вени, за допомогою портативного глюкометра 
(Gamma-M). Для експерименту використовували 
тварин з концентрацією глюкози від 14 ммоль/л. З мо-
менту введення діабетогенної речовини діабет вини-
кав на 3-ю добу. Забій тварин для проведення біо-
хімічних досліджень проводили на 40-й день експе-
рименту і на 10-у добу від введення стрептозотоцину 
декапітацією за тіопенталового наркозу. Матеріалом 
для досліджень була кров щурів, у якій визначали 
концентрацію глюкози глюкозооксидазним методом 
і відносний вміст глікозильованого гемоглобіну хро-
матографічним методом за допомогою тест-систем 
на аналізаторі D10 Hemoglobin Testing System Bio-
Rad USA; 2006 та гемолізати еритроцитів, в яких 
визначали активність загальної, індуцибельної і кон-
ститутивної NO-синтази (NOS, КФ 1.14.13.39) за ме-
тодом, який базується на аналізі вмісту нітритів [26].

Одержані цифрові дані обробляли статистично 
за допомогою комп’ютерної програми Statistica. Для 
визначення вірогідних відмінностей між середніми 
величинами використовували критерій Стьюдента.

Результати й обговорення

У процесі виконання роботи було встановлено, 
що за умов стрептозотоцин-індукованого діабету 
в еритроцитах щурів ІІ групи першої та другої се-
рій досліджень спостерігалося вірогідне зростання 
загальної NOS-активності, відповідно, на 58 і 48% 
та іNOS-активності у 2,6 і 2,9 раза на тлі незмінної 
сNOS-активності щодо показників тварин контроль-
ної групи (рис. 1).

За умов додавання цитрату хрому у кількостях 
10 і 25 мкг/кг маси тіла тваринам ІІІ і IV групи на тлі 
стрептозотоцинового ЦД спостерігалося вірогідне зни-
ження загальної NOS на 21 і 22% та іNOS на 34 і 50% 
відповідно, тоді як активність сNOS вірогідно не змі-
нювалася щодо показників тварин ІІ групи.
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Таблиця. Активність NO-синтаз в еритроцитах щурів 
з експериментальним діабетом і за сумісної дії  
цитратів цинку (50 мг/кг) і хрому (25 мкг/кг),  
пмоль NO2/хв × мг білка (М±m, n=7)
Table. NO-synthase activity in rat erythrocytes  
with experimental diabetes and with the combined action  
of zinc and chromium citrates, pmol NO2/min × mg protein (M±m, n=7)

Показники
Indices

Групи тварин / Groups of animals

І ІІ ІІІ

NOS 12,55±0,55 18,96±1,28** 13,35±0,65###

іNOS 3,15±0,25 9,13±0,92*** 4,09±0,37###

сNOS 10,12±0,64 9,76±0,71 10,23±0,38

Рис. 1. Активність NO-синтаз в еритроцитах щурів з експериментальним діабетом та їх корекція цитратом хрому (А) і цинку (Б) 
Примітка: тут і далі * — P<0,05, ** — P<0,01, *** — P<0,001 — вірогідність показників ІІ,ІІІ, ІV груп порівняно з І групою;  
# — P<0,05, ## — P<0,01, ### — P<0,001 — вірогідність показників ІІІ, ІV груп порівняно з ІІ групою.
Fig. 1. Activity of NO synthases in erythrocytes of rats with experimental diabetes and their correction with chromium citrate (А) and zinc (Б)
Note: here and further * — P<0.05, ** — P<0.01, *** — P<0.001 — the significance of indicators in II, III, IV groups compared to I group;  
# — P<0.05, ## — P<0.01, ### — P<0.001 — the significance of indicators in III, IV groups compared to II group.
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Рис. 2. Концентрація глюкози (А) і відносний вміст глікозильованого 
гемоглобіну (Б) у крові щурів з експериментальним діабетом  
і за сумісного впливу цитратів хрому та цинку
Fig. 2. Glucose concentration (A) and the relative content  
of glycosylated hemoglobin (B) in the blood of rats 
with experimental diabetes and the complex effects  
of chromium and zinc citrate
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За умов додавання цитрату цинку в кількості 20 
і 50 мг кг маси тіла тваринам ІІІ і ІV груп на тлі діабе-
ту у другій серії досліджень спостерігалося вірогідне 
зниження активності іNOS на 32 і 48%, тоді як актив-
ність загальної NOS і сNOS вірогідно не змінювались 
щодо показників у тварин ІІ групи (рис. 1). 

Досліджуючи сумісний вплив цитрату хрому 
(25 мкг/кг) і цинку (50 мг/кг) у тварин ІІ групи з ЦД, ми ви-
явили вірогідне підвищення активності загальної NOS 
на 30%, іNOS — у 2,9 раза, тоді як активність сNOS 
мала тенденцію до зниження порівняно з тваринами 
контрольної групи (табл.). У тварин ІІІ групи, до раці-
ону яких сумісно додавали цитрат хрому (25 мкг/кг) 
і цинку (50 мг/кг), спостерігали вірогідне зниження ак-
тивності загальної NOS на 30% та іNOS — на 55% 
і тенденцію до підвищення активності сNOS порів-
няно з тваринами ІІ групи. 

У дослідженнях також встановлено, що в крові тва-
рин II групи із експериментальним ЦД спостерігалося 
вірогідне підвищення концентрації глюкози в 3,3 раза 
і відносного вмісту глікозильованого гемоглобіну на 
51% порівняно з тваринами контрольної групи. За су-
місного додавання до раціону тварин ІІІ групи цитра-
тів хрому і цинку вірогідно знижувалася концентрація 
глюкози (рис. 2А) і відносний вміст глікозильованого 
гемоглобіну (рис. 2Б) — на 41 і 48% відповідно порів-
няно з тваринами ІІ (ЦД) групи. Таке зниження концен-

трації глюкози та глікозильованого гемоглобіну у крові 
щурів зумовлено покращенням надходження глюкози 
до клітин завдяки дії як хрому, так і цинку.

В основі механізму дії стрептозотоцину лежить 
низка факторів, які у сукупності призводять до загибе-
лі β-клітин підшлункової залози. Нікотинамід частково 
захищає від шкідливої діабетогенної дії стрептозото-
цину, запобігає апоптозу β-клітин, а також має захис-
ний ефект у першій фазі вивільнення інсуліну [17].

Іншими дослідниками було встановлено, що роз-
виток гіперглікемії за дії стрептозотоцину спричиняє 
активацію iNOS [21]. Гіперглікемія посилює автоокис-
нення глюкози, неензиматичну глікацію біомолекул — 
протеїнів, ліпідів і ДНК [7, 20], змінює рівень NO [27]. 
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Частина NO, який синтезується iNOS, взаємодіє 
з супероксидним радикалом, що призводить до утво-
рення пероксинітриту, який викликає ендотеліальну 
дисфункцію, нітрує цитоплазматичні протеїни, акти-
вує процеси ліпопероксидації і спричиняє збільшення 
сорбітолу [8]. Це було підтверджено дослідженнями 
інших авторів, які встановили зниження супероксид-
дисмутазної активності у діабетичних щурів, що мог-
ло бути зумовлене швидкою реакцією між суперокси-
дом та NO за утворення пероксинітриту [27], рівень 
якого корелює з цукровим діабетом [20]. Підвищення 
активності iNOS також пов’язують зі збільшеним 
утворенням Н2О2 і впливом прозапальних цитокінів, 
які активують експресію mRNA iNOS [23, 29].

Мікроелементи — такі як Zn та Cr, — мають здат-
ність стабілізувати інсулін, його упаковку в гранули та 
механізми сигналізації гормону [21]. Було показано, 
що вміст Zn та Cr зменшується при діабеті, що зумов-
лено їх екскрецією за гіперглікемії та стресу [31].

Отримані дані свідчать про позитивну дію цитра-
ту хрому на зниження іNOS-активності в еритроци-
тах за ЦД. 

В інших дослідженнях було встановлено, що Cr(ІІІ) 
запобігає впливу сахарози на сигналізацію NO за гіпер-
тензії, яка підсилена дієтою з високим показником гліке-
мії. Cr(ІІІ) сприяє покращенню вазодилатаційної функції 
поряд з відновленням сигналів NO в артеріях [16].

Було встановлено, що сполуки цинку відновлюють 
до нормальних значень аргіназну та NOS-активність 
у сім’яній рідині безплідного пацієнта [10].

Деякі докази можливої регуляторної ролі цинку на 
активність iNOS існують. Цинк є важливим структур-
ним елементом iNOS, об’єднуючи дві протеїнові суб-
одиниці через тетраедричну координацію чотирьох 
цистеїнів, по два з них належать одному мономеру 
[18]. Встановлено, що Zn може контролювати актив-
ність iNOS [19]. Є повідомлення, що iNOS-активність 
в активованих макрофагах in vitro, яка перевищує 
90%, інгібується 100 мкМ Zn [25]. Показано, що в ке-
ратиноцитах добавки Zn зменшують рівень протеїну 
iNOS [33], але молекулярні механізми, відповідальні 
за регуляцію Цинком iNOS, ще до кінця не вивчені.

Деякі дослідники [28] у своїх експериментах не 
виявили механізму дії Хрому та Цинку, на відміну від 
інших важких металів, на синтез NO опосередкова-
но через цитокіни (TNF-γ, TNF-α), які синтезувалися 
макрофагами. Очевидно, Cr і Zn можуть пригнічува-
ти активність іNOS внаслідок безпосереднього мо-
дифікування ензимної активності через кофактори. 
Крім цього, ці метали можуть гальмувати або посилю-
вати синтез NO за допомогою регулювання захисних 
механізмів або індукції гіперчутливості [24]. 

Висновки

Введення до раціону щурів з цукровим діабетом 
цитратів хрому і цинку як окремо, так і сумісно призво-
дить до нормалізації NOS-активності в еритроцитах 
та зниження рівня глюкози і глікозильованого гемогло-
біну в крові, що обґрунтовує можливості їх корекції за 
умов цієї патології. Отримані результати можуть лягти 
в основу майбутніх досліджень щодо з’ясування ролі 
NO-залежних сигнальних шляхів у регуляції функціо-
нального стану клітин крові за цукрового діабету.

Перспективи подальших досліджень

На перспективу планується дослідження цитра-
тів інших мікроелементів на NO-синтазну активність 
у тканинах тварин за різних патологічних станів.
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The aim of the research was to investigate the effect of chromium and zinc citrates on the NO-synthase (NOS) activity of erythrocytes 
in rats with streptozotocin diabetes. In three series of investigations rats were divided into four groups (I — control, II, III and IV — experi-
mental) each one containing 7 animals. During four weeks, in the first series of investigations chromium citrate was added with water to the 
main diet of animals in III and IV groups in amounts of 10 and 25 μg Cr3+/kg of body weight; in the second series, zinc citrate was added 
in amounts of 20 and 50 mg Zn2+/kg of body weight respectively. In the third series, the animals of III group received chromium citrate in 
amount 25 μg Cr3+/kg of body weight and zinc citrate in amount 50 mg Zn2+/kg of body weight with water. The rats of II experimental group 
in all series received clean water with no citrates added. A month later, in animals of all experimental groups on the background of a 24-hour 
fasting an experimental diabetes mellitus was induced by a single intraperitoneal injection of streptozotocin in amounts of 45 mg/kg of body 
weight with the previous injection of nicotinamide. Diabetes occurred on the third day. Animals with a glucose concentration of 14 mmol/L 
were used for the experiment. The material for the investigation was the blood of rats, in which the concentration of glucose and the relative 
count of glycosylated hemoglobin were determined, in erythrocytes — NO-synthase activity: general, inducible and constitutive. As a result 
of the conducted research, it has been found that under streptozotocin induced experimental diabetes in erythrocytes of rats of experimen-
tal group II in both series of investigations the activity of general and inducible NOS increased, while the activity of the constitutive NOS did 
not change compared with the animals of the control group. The introduction of chromium and zinc citrates into the animals’ diet in 
the above mentioned doses led to the decrease in the activity of the general and inducible NOS compared with the animals of group 
II with streptozotocin diabetes, indicating a positive effect of the studied microelements on NOS activity in erythrocytes of rats. Thus, 
the use of chromium and zinc citrates in the diet of rats with diabetes has a normalizing effect on the state of NOS activity, what can 
reduce the harmful influence of hyperglycemia on the development of oxidative and nitrosative stress.
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