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Актуальность. Одним из важных факторов защиты клеток от свободных радикалов является Nrf2 (NF-E2-relatedfactor 2) – ре-
докс-чувствительный транскрипционный фактор, синтез которого регулируется соотношением восстановленных и окисленных 
SH-групп в белках. 
Цель исследования. Оценка дозозависимого действия пероксида водорода на уровень Nrf2 в клетках in vitro. 
Материал и методы. Исследование выполнено на линии клеток Caco-2. Пероксид водорода (Н2О2) добавляли в питательную 
среду до концентрации 0,1; 0,5; 1; 5; 10 и 50 мкМ и инкубировали в течение 3, 24 и 72 ч. В конце эксперимента в клетках оце-
нивали уровень белковых и небелковых тиоловых SH-групп, а также уровень Nrf2. 
Результаты. Пероксид водорода во всех исследуемых концентрациях при инкубировании с клетками линии Сасо-2 в течение  
3 ч достоверно не влиял на концентрацию белковых и небелковых SH-групп и уровень Nrf2. При увеличении длительности воз-
действия до 24 ч Н2О2 в концентрациях 0,1–1 мкМ вызывал снижение уровня восстановленных белковых тиолов, что приводило 
к повышению содержания Nrf2, который в свою очередь активировал антиоксидантную систему клеток и восстанавливал сво-
бодно-радикальный статус клеток к третьим суткам наблюдения. Увеличение концентрации Н2О2 до 10 и 50 мкМ усиливало 
окислительный стресс, что проявлялось снижением содержания восстановленных белковых SH-групп не только к 24 ч, но и к  
72 ч эксперимента, а также повышало уровень Nrf2 только к третьим суткам. 
Вывод. Пероксид водорода стимулирует образование Nrf2, причем эффект прооксиданта зависит от его от концентрации и про-
должительности воздействия. 
Ключевые слова: Nrf2, окислительный стресс, пероксид водорода, тиоловые группы, клеточная линия Сасо-2. 

Для цитирования: Абаленихина Ю.В., Щулькин А.В., Ерохина П.Д., Черных И.В., Якушева Е.Н. Дозозависимое влияние пе-
роксида водорода на уровень транскрипционного фактора NRF2 in vitro. Вопросы биологической, медицинской и фармацев-
тической химии. 2020;23(10):12−17. https://doi.org/10.29296/25877313-2020-10-02 

Гиперпродукция активных форм кислорода 
индуцирует реакции свободнорадикального окис-
ления, которые, в свою очередь, стимулируют 
окислительное повреждение липидов, белков, 
нуклеиновых кислот и участвуют в патогенезе 
широкого спектра заболеваний [1, 2]. В физиоло-
гических условиях, благодаря многокомпонентной 
антиоксидантной защите, процессы свободнора-
дикального окисления протекают сбалансировано.  

Одним из важных факторов защиты клеток от 
свободных радикалов является редокс-чувстви-
тельный транскрипционный фактор Nrf2 (NF-E2-
related factor 2, эритроидный фактор 2), активность 
которого зависит от соотношения восстановлен-
ных и окисленных SH-групп в белках. Экспрессия 
Nrf2 повышается при развитии окислительного 
стресса и направлена на защиту клетки от 
воздействия свободных радикалов (рис. 1) [3].  
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Рис. 1. Участие Nrf2 в экспрессии ферментов и белков [4, 5] 
 

В настоящее время Nrf2 можно рассматривать 
в качестве перспективной терапевтической мише-
ни для коррекции окислительного стресса. Для ус-
пешного применения индукторов Nrf2 необходимо 
детальное изучение экспрессии данного транс-
крипционного фактора в условиях окислительного 
стресса. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – оценить  
дозозависимое влияние пероксида водорода на 
уровень Nrf2 в клетках in vitro. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Исследование выполнено на линии клеток 

аденокарциномы ободочной кишки человека 
(Caco-2) (ЦКП «Коллекция культур клеток позво-
ночных», Санкт-Петербург, Россия). Клетки куль-
тивировали в шестилуночных планшетах в тече-
ние 21 суток, так как именно при данном сроке 
происходит спонтанная дифференцировка клеток 
в энтероциты тонкого кишечника [6]. Окислитель-
ный стресс моделировали добавлением в пита-
тельную среду Н2О2 в концентрациях 0,1; 0,5; 1; 5; 
10 и 50 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч. На каждый 
эксперимент было по три повторения. После 
окончания экспозиции клетки снимали с лунок 
раствором трипсин-ЭДТА («Sigma-Aldrich», Гер-
мания). Клетки лизировали трехкратным циклом 
замораживания/размораживания при −20 °С. В по-
лученном лизате методом ИФА определяли коли-
чество Nrf2 коммерческим набором (Human 
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 ELISA kit, 
«Bluegene», Китай). Светопоглощение измеряли 
при 450 нм на спектрофотометре для планшетов 

StatFax 2100 («Awareness Technology», США). 
Концентрацию белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford) 
Assay Kit, «Thermo Fisher», США). Количество 
Nrf2 выражали в нанограммах на миллиграмм 
белка. 

Анализ содержания SH-групп в лизате клеток 
проводили по методу Эллмана с 5,5ʹ-дитиобис(2-
нитро)бензоатомом (DTNB) [7]. Для определения 
содержания небелковых SH-групп пробу предва-
рительно смешивали с охлажденной 5%-ной три-
хлоруксусной кислотой [8]. Содержание SH-rpyпп 
определяли по оптической плотности при 412 нм 
на спектрофотометре для планшетов StatFax 2100 
(«Awareness Technology», США). Концентрацию 
SH-групп рассчитывали исходя из коэффициента 
экстинкции 412ε = 13,6 мМ−1см−1 и выражали в 
миллимолях. 

Полученные результаты анализировали с по-
мощью программ «Stat Soft Statistica 13.0». Для 
оценки статистической значимости различий ис-
пользовали дисперсионный анализ (ANOVA), по-
парные сравнения выполняли с помощью крите-
рия Ньюмена–Кейлса. Статистически значимыми 
считали различия при p<0,05. Корреляционный 
анализ проводили, используя критерий Пирсона. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Окислительный стресс в исследовании моде-

лировали добавлением к клеткам пероксида водо-
рода (Н2О2) – источника активных форм кислоро-
да, которые образуются преимущественно по ре-
акции Фентона Fe2+ + Н2О2 = ОН− + Fe3+ + ОН·. 
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Наиболее чувствительным к окислению яв-
ляется цистеин, который входит в состав белков 
(белковые тиолы) и небелковых сульфгидрилов 
(небелковые тиолы). Небелковые тиолы в основ-
ном представлены глутатионом [9]. Поэтому в 
представленной работе для характеристики степе-
ни выраженности окислительного стресса прово-
дили оценку концентрации белковых и небелко-
вых SH-групп в лизате клеток линии Сасо-2. 

Воздействие Н2О2 в течение 3 ч не приводи-
ло к статистически значимому изменению уровня 
белковых (рис. 2) и небелковых (рис. 3) SH-групп 
по сравнению с показателем контроля. Стабиль-
ность тиолового статуса внутри клетки свидетель-
ствует об отсутствии окислительного стресса. 
Скорее всего, инкубации в течение 3 ч недоста-
точно для индукции окислительного стресса. При 

этом уровень Nrf2 также достоверно не изменялся 
(таблица). 

Воздействие Н2О2 в течение 24 ч в концентра-
циях 0,1; 0,5 и 1 мкМ приводило к снижению уров-
ня восстановленных белковых тиолов (рис. 2) и 
увеличению небелковых SH-групп (рис. 3) относи-
тельно значений контрольной группы. При концен-
трациях Н2О2 5, 10 и 50 мкМ уровень восстанов-
ленных белковых (рис. 2) и небелковых (рис. 3) 
тиолов снижался относительно контрольных значе-
ний, что свидетельствует об усугублении окисли-
тельного стресса. Количество транскрипционного 
фактора Nrf2 статистически значимо возрастало 
при концентрациях пероксида водорода 0,1; 0,5 и  
1 мкМ и не изменялось относительно контрольных 
значений при действии Н2О2 на протяжении 24 ч в 
концентрациях 5, 10 и 50 мкМ (таблица). 

 

Рис. 2. Концентрация белковых SH-групп в лизате клеток линии Сасо-2 при действии Н2О2в концентрациях 0,1−50 мкМ в течение 3, 
24 и 72 ч (M±SD, n=3); * − статистически значимые отличия от контроля (р<0,05) 

 

Рис. 3. Концентрация небелковых SH-групп в лизате клеток линии Сасо-2 при действии Н2О2в концентрациях 0,1−50 мкМ в течение 
3, 24 и 72 ч (M±SD, n=3); * − статистически значимые отличия от контроля (р<0,05) 
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Таблица. Количество Nrf2 (нг/мг белка) в лизате клеток линии Сасо-2 при действии Н2О2 
в концентрациях 0,1−50 мкМ в течение 3, 24, и 72 ч (M±SD, n=3) 

Концентрация Н2О2, мкМ 3 ч 24 ч 72 ч 

Контроль 0,37±0,03 0,34±0,04 0,39±0,09 

0,1  0,39±0,07 1,69±0,39* 0,40±0,07 

0,5  0,43±0,19 1,41±0,31* 0,49±0,10 

1  0,48±0,11 0,92±0,24* 0,40±0,07 

5 0,42±0,08 0,55±0,06 0,56±0,19 

10  0,32±0,07 0,44±0,23 1,61±0,25* 

50  0,50±0,17 0,47±0,1 1,35±0,32* 

П р и м е ч а н и е : * − статистически значимые отличия от контроля (р < 0,05). 
 

 
Рис. 4. Корреляционная зависимость между количеством 
Nrf2 и концентрацией белковых SH-групп при индукции 
окислительного стресса пероксидом водорода в концентра-
циях 0,1−50 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч 

 
Рис. 5. Корреляционная зависимость между количеством 
Nrf2 и концентрацией небелковых SH-групп при индукции 
окислительного стресса пероксидом водорода в концентра-
циях 0,1−50 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч 

Синтез глутатиона из составляющих его ами-
нокислот включает две ферментативные стадии, 
идущие с затратой АТФ: образование γ-глутамил-
цистеина из глутамата и цистеина, а также образо-
вание глутатиона из γ-глутамилцистеина и глици-
на [10]. Необходимые для синтеза глутатиона 
аминокислоты в условиях окислительного стресса 
способны высвобождаться из модифицированных 
белков в процессе протеасомной деградации, что 
может объяснить повышение уровня небелковых 
SH-групп при воздействии H2O2. 

Усиление окислительного стресса приводило 
к дальнейшему окислению как белковых, так и 
вновь образованных SH-групп, что проявлялось в 
снижении данных показателей. 

Уровень белковых тиоловых SH-групп при 
воздействии Н2О2 в течение 72 ч в концентрации 10 
и 50 мкМ снижался, а при концентрациях перокси-
да водорода 0,1; 0,5; 1 и 5 мкМ не изменялся отно-
сительно значений контрольной группы (рис. 2). 
Концентрация небелковых тиоловых групп стати-
стически значимо возрастала при действии Н2О2 в 
концентрации 10 мкМ и снижалась при концентра-
ции 50 мкМ, а при концентрациях 0,1; 0,5; 1 и  
5 мкМ не изменялась (рис. 3). Количество Nrf2 в 
клетках линии Caco-2 повышалось под действием 
Н2О2 в течение 72 ч в концентрациях 10 и 50 мкМ 
по сравнению с контролем, а при остальных кон-
центрациях прооксиданта достоверно не изменя-
лось (таблица). 

При этом при инкубации клеток Сасо-2 с пе-
роксидом водорода в концентрациях 0,1−50 мкМ ко-
личество Nrf2 было обратно пропорционально кон-
центрации белковых SH-групп: r = −0,373, р = 0,005 
(рис. 4) и прямо пропорционально уровню не-
белковых тиолов (рис. 5). 
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Таким образом, при воздействии Н2О2 в тече-
ние 24 ч в концентрациях 0,1−1 мкМ происходит 
снижение уровня восстановленных белковых тио-
лов, что приводит к повышению содержания Nrf2, 
который, в свою очередь, активирует антиокси-
дантную систему клеток и восстанавливает сво-
боднорадикальный статус клеток к третьим суткам 
наблюдения. Увеличение концентрации Н2О2 до 
10 и 50 мкМ усиливает окислительный стресс, что 
проявляется снижением содержания восстанов-
ленных белковых SH-групп не только к 24 ч, но и 
к 72 ч эксперимента, а также повышает уровень 
Nrf2 только к третьим суткам. 

Полученная корреляционная связь между со-
держание белковых SH-групп и уровнем Nrf2 де-
монстрирует, что образование внутримолекуляр-
ных дисульфидов способствует активации транс-
крипционного фактора Nrf2 и имеет регуляторное 
значение при действии Н2О2. Известно, что в фи-
зиологических условиях активность Nrf2 подавля-
ется супрессором Keap1 (Kelch-подобный ECH-ас-
социированный белок 1), который связан с цито-
скелетом и способствует убиквитин-опосредован-
ной деградации Nrf2. Ковалентная модификация 
остатков цистеинав Keap1 приводит к его убиквин-
тин-зависимой деградации и вследствие этого акти-
вации Nrf2 [2]. Кроме этого, в цитоплазме актива-
ция Nrf2 происходит в результате синтеза de novo 
[11]. Можно предположить, что при воздействии 
низких концентраций H2O2 (0,1; 0,5; 1 и 5 мкМ) 
происходит быстрое (к 24 ч эксперимента) повы-
шение уровня Nrf2, за счет его посттрансляционной 
стабилизации, а при воздействии высоких концен-
траций прооксиданта (10, 50 мкМ) увеличение со-
держания Nrf2 к третьим суткам эксперимента 
осуществляется в основном за счет синтеза de novo. 

Корреляционная зависимость между количе-
ством Nrf2 и концентрацией небелковых SH-групп 
при индукции окислительного стресса пероксидом 
водорода свидетельствует о возможной индукции 
антиоксидантных генов [12].  

ВЫВОДЫ 
Показано, что пероксид водорода стимулиру-

ет образование Nrf2. При этом эффект проокси-
данта зависит от его концентрации и продолжи-
тельности воздействия.  

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта Президента Российской Федерации для 
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Introduction. Nrf2 (NF-E2-related factor 2) is a redox-sensitive transcription factor whose synthesis is regulated by the ratio of re-
duced and oxidized SH groups in proteins. 
The aim of the study was to evaluate the dose-dependent effect of hydrogen peroxide on Nrf2 level in vitro. 
Materials and methods. The study was performed on the cell line Сасо-2. Hydrogen peroxide (H2O2) was added to the culture me-
dium to concentrations 0.1; 0.5; 1; 5; 10 and 50 µМ and cells ware incubated for 3, 24 and 72 hours. At the end of the experiment 
the level of protein and protein-free thiol (SH-) groups, as well as the level of Nrf2 were evaluated in the cells. 
Results. H2O2 during incubation with Cасо-2 cells for 3 hours did not significantly affect the concentration of protein and protein-free 
SH-groups and the level of Nrf2 in all concentrations. When the duration of exposure was increased to 24 hours H2O2 at concentrations 
0.1–1 µМ caused a decrease in the level of reduced protein thiols, which led to an increase in the content of Nrf2, which in turn acti-
vated the antioxidant system of cells and restored the free radical status of cells after 3 days of incubation. Increased concentrations 
of H2O2 (10 and 50 µМ) induced oxidative stress, which was manifested by a depletion of reduced protein SH-groups not only after 24 
hours, but also after 72 hours of the experiment. The level Nrf2 was elevated only after 3 days. 
Conclusion. Hydrogen peroxide stimulates the formation of Nrf2 in the time- and concentration-dependent manner. 

Key words: Nrf2, oxidative stress, hydrogen peroxide, thiol groups, Caco-2 cell line. 
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