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Цель исследования – оценка проницаемости ГЭБ после сочетанного воздействия гиперкапнии и гипоксии� 
Методика. Исследования проведены на 40 крысах-самцах Wistar рандомизированых на 4 равные группы (n=10): нормо-
барическая гипоксия (PO2 – 90 мм рт� ст�/13%; PCO2 – 1 мм рт� ст�/0,1%); пермиссивная гиперкапния (PO2 – 150 мм рт� ст�/21%; 
PСO2 – 50 мм рт� ст�/7%); гиперкапническая гипоксия (PO2 – 90 мм рт� ст�/13%; PCO2 – 50 мм рт� ст�/7%); контрольная группа (PO2 – 
150 мм рт� ст�/21%; PCO2 – 1 мм рт� ст�/0,1%)� Респираторные воздействия проводили в специальной камере в течение 15 сут 
по 30 мин ежедневно� Газовую смесь подавали в камеру компрессором со скоростью 15 л/мин� Контроль газового состава 
в камере проводили газоанализатором Microlux (Микролюкс, Россия)� Через 24 ч после завершения курсов респиратор-
ных воздействий животным внутрибрюшинно вводили 2%-й раствор красителя Evans blue в объеме 4 мл/кг массы живот-
ного� Оценку проницаемости ГЭБ осуществляли через 24 ч после введения красителя путем фотометрического измерения 
его содержания в плазме крови и флуоресцентной микроскопии ткани головного мозга� Анализ интенсивности флуорес-
ценции Evans blue в ткани головного мозга проводился на конфокальном микроскопе FV10i-W (Olympus, Япония)� Опре-
деляли флуоресцентную интегративную оптическую плотность Evans blue с последующим расчетом индекса проницае-
мости по концентрации красителя в крови� Определение содержания красителя в крови осуществляли фотометрически 
(при 610 нм) с использованием планшетного фотометра Multiscan FS (Thermo scientific, США) по калибровочным кривым� 
результаты. Индекс проницаемости ГЭБ (содержание в мозге/концентрация в крови) был существенно ниже в группах, 
которые подвергались респираторным воздействиям с наличием гиперкапнического компонента� 
Заключение. Интермиттирующая гиперкапническая гипоксия формирует наименьший уровень проницаемости ГЭБ по 
сравнению с изолированным воздействием гипоксии или гиперкапнии�
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Hypercapnia and its combination with hypoxia decrease the permeability of the blood-brain barrier in rats
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The aim of study was to evaluate the blood-brain barrier (BBB) permeability after a combined treatment with hypercapnia and 
hypoxia�
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Methods. Experiments were performed on 40 Wistar male rats randomized to 4 equal groups (n=10): normobaric hypoxia (PO2 = 
90 mm Hg/13%/PCO2 = 1 mm Hg/0�1% CO2,), permissive hypercapnia (PO2 = 150 mm Hg/21%; PCO2 = 50 mm Hg/7%); hypercapnic 
hypoxia (PO2 = 90 mm Hg/13%, PCO2 = 50 mm Hg/7%); and a control group (PO2 – 150 mm Hg/21%; PCO2 – 1 mm Hg/0�1%) in a spe-
cial chamber for 15 days, 30 min daily� The gas mixture was delivered to the chamber with a compressor at 15 l/min� Gas composi-
tion was monitored with a gas analyzer (Microlux, Russia)� At 24 hrs after completion of respiratory exposures, Evans blue dye was 
administered i�p� (4 ml/kg body weight)� BBB permeability was assessed from the content of Evans blue dye in blood plasma pho-
tometrically and in brain tissue by fluorescent microscopy� Evans blue fluorescence intensity in brain tissue was analyzed with a 
confocal microscope FV10i-W (Olympus, Japan)� Fluorescent integrative optical density of Evans blue was determined and used 
for calculation of the permeability index from blood concentration of the dye� Blood concentration of the dye was measured pho-
tometrically (at 610 nm) with a plate photometer Multiscan FS (Thermo Scientific, USA) using calibration curves� 
results. The BBB permeability index (content of Evans blue dye in the brain / concentration of Evans blue dye in blood) was signifi-
cantly lower in the groups that underwent respiratory exposures with the presence of a hypercapnic component� conclusion. Inter-
mittent hypercapnic hypoxia yields the lowest BBB permeability compared to the isolated effect of either hypoxia or hypercapnia�
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Введение

 Гиперкапния, а особенно, ее сочетание с дефици-
том кислорода, обладают превосходящим гипоксию 
эффектом повышения толерантности головного моз-
га к ишемии [1]. Однако, в настоящее время, механиз-
мы и сигнальные пути нейропротекторной эффектив-
ности гиперкапнии и ее сочетания с гипоксией оста-
ются малоизученными.

Нарушение целостности ГЭБ с последующим ва-
зогенным отеком является ранним и важным призна-
ком ишемического повреждения мозга и выступает 
в роли предвестника неблагоприятного исхода [2, 3]. 
Вместе с этим сохранение целостности ГЭБ является 
важным нейропротекторным звеном в механизме фор-
мирования ишемической толерантности головного 
мозга [4–6].

Известно, что гипоксическое прекондициониро-
вание способствует защите ГЭБ при церебральной 
ишемии посредством регуляции функционального бел-

ка сфингозинкиназы-2 и модуляции белков плотного 
соединения в условиях гипоксии in vitro [7]. Также, 
имеются данные о положительном влиянии пермис-
сивной гиперкапнии на целостность ГЭБ при травма-
тическом повреждении головного мозга [8]. Цель ис-
следования – оценка проницаемости ГЭБ после соче-
танного воздействия гиперкапнии и гипоксии.

Методика 

Работа проводилась в соответствии с Европейской 
конвенцией о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986 г.). Протокол исследования одобрен 
биоэтической комиссией локального этического ко-
митета КрасГМУ. Опыты проводились на 40 крысах-
самцах Wistar (Институт Цитологии и Генетики РАН, 
Новосибирск, Россия), средней массой 250-300 г, ко-
торые были рандомизированы на 4 равные группы 
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(n=10). Крысы находились в клетках при комнатной 
температуре 23 °C, естественном освящении и свобод-
ном доступе к  воде и пище. До и после эксперимен-
тов животные взвешивались.

Респираторные воздействия у крыс проводились 
в специальной камере в течение 15 дней по 30 мин 
ежедневно [1]. Газовая смесь подавалась в камеру 
компрессором со скоростью 15 л/мин. Для поддер-
жания равномерного давления в камере имелись вы-
пускные отверстия, соединенные шлангом с емко-
стью, наполненной водой. Это предотвращало об-
ратную диффузию газов в камеру. Контроль газового 
состава в камере производился газоанализатором 
Microlux (Микролюкс, Россия). Экспериментальные 
группы животных дышали газовой смесью, состав 
которой зависел от назначения группы: группа NbH 
(нормобарическая гипоксия: PO2 – 90 мм рт. ст./13%; 
PCO2 – 1 мм рт. ст./0,1%); группа PermH (пермиссив-
ная гиперкапния: PO2 – 150 мм рт. ст./21%; PCO2 – 
50 мм рт. ст./7%); группа HyperH  (гиперкапниче-
ская гипоксия: PO2 – 90 мм рт. ст./13%; PCO2 – 50 мм 
рт. ст./7%); контрольная группа (PO2 – 150 мм рт. 
ст./21%; PCO2 – 1 мм рт. ст./0,1%), в которой живот-
ные подвергались всем экспериментальным проце-
дурам, за исключением изменения газового соста-
ва атмосферного воздуха во время респираторных 
воздействий. 

Через 24 ч после завершения курсов респиратор-
ных воздействий животным внутрибрюшинно вводил-
ся 2% раствор красителя Evans blue, в объеме 4 мл/кг 
массы животного [9]. Оценка проницаемости ГЭБ про-
водилось путем фотометрического измерения содер-
жания красителя в плазме крови и флуоресцентной 
микроскопии ткани головного мозга через 24 ч после 
его внутрибрюшинного введения. 

Животные перед декапитацией подвергались 
транскардиальной перфузионной фиксации (введе-
ние 500 мл PBS, а затем 250 мл 4% PBS-забуференного 
параформальдегида) под анестезией хлоралгидратом 
(400 мг/кг, внутрибрюшинно). После перфузионной 
фиксации головной мозг извлекался, с последующим 
хранением в течение 2 сут в растворе 30% сахарозы. 
Затем головной мозг секционировался на вибротоме 
(толщина фронтальных срезов 60 мкм). Секциониро-
ванные срезы индивидуально переносились в культу-
ральные 24-луночные планшеты. После промывки 
раствором PBS срезы переносились на предметные 
стекла, после чего на них наносился флюоромаунт с 
добавлением 4,6-диамидино-2-фенилиндола (DAPI) 
и покровные стекла. Анализ интенсивности флуорес-
ценции Evans blue в ткани головного мозга проводил-

ся на конфокальном микроскопе FV10i-W (Olympus, 
Япония) при 650 нм. Микрофотографии обрабатыва-
лись при помощи программы ImageJ 1,41 (Scion Inc., 
США). Определялась флуоресцентная интегративная 
оптическая плотность Evans blue с последующим рас-
четом индекса проницаемости по концентрации кра-
сителя в крови [10].

Перед началом транскардиальной перфузии у крыс 
из левого желудочка сердца шприцем (с 10 мкл 10% 
раствора ЭДТА) забирали 200 мкл крови. Кровь цен-
трифугировали в течение 5 мин при 3000 об/мин и за-
мораживали до проведения анализа при -20 ºС. После 
размораживания к крови добавляли такой же объем 
50% ТХУ, инкубировали ночь при 4 ºС, центрифуги-
ровали (30 мин при 13 000 об/мин, 4 °C). Определение 
содержания красителя в крови осуществляли фотоме-
трически (при 610 нм) с использованием планшетно-
го фотометра Multiscan FS (Thermo scientific, США) по 
калибровочным кривым. 

Статистическая обработка полученных результа-
тов проводилась с применением пакетов программ 
«StatPlus 2010 10.0.1011.0» (AnalystSoft Inc., США), 
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, США). Количествен-
ные данные представлены в виде медианы (Ме), ниж-
него квартиля (25%) и верхнего квартиля (75%), мак-
симального и минимального значений. Переменные в 
независимых группах сравнивались по критерию Ман-
на-Уитни. Различия принимали как статистически до-
стоверные при вероятности ошибки р<0,05.

результаты и обсуждение

Измерение концентрации Evans blue в плазме кро-
ви (рис. 1) показало, что у крыс, которые подвергались 
сочетанному воздействию гиперкапнии и гипоксии, 
концентрация красителя была выше в 7,4 раза по от-
ношению к группе контроля. При этом содержание 
красителя в плазме крови у животных из контрольной 
группы было сопоставимым с данными других иссле-
дователей [8, 10].

Интегративная оценка флуоресценции Evans blue 
в ткани головного мозга продемонстрировала, что уве-
личение оптической плотности относительно кон-
трольных значений произошло только в группе гипер-
капнической гипоксии и составило 26% (рис. 2).

После расчета индекса проницаемости (рис. 3), ко-
торый более точно характеризует проницаемость/це-
лостность ГЭБ, обнаружилось его существенное сни-
жение в группах, которые подвергались респиратор-
ным воздействиям с присутствием гиперкапнического 
компонента. Так, в группе пермиссивной гиперкапнии 
индекс проницаемости был ниже в 2 раза (р<0,001),  
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а в группе гиперкапнической гипоксии почти в 6 раз 
по сравнению с контрольной группой.

Примечательно то, что гиперкапнический компо-
нент стимулировал поддержание концентрации краси-
теля Evans blue в плазме крови на повышенном уровне 
даже спустя 24 ч после его внутрибрюшинного введе-
ния, в то время как показатели группы нормобари-
ческой гипоксии практически не отличались от кон-
трольных значений. При этом, оптическая плотность 

красителя, измеренная в ткани головного мозга, также 
была повышенной у крыс из группы гиперкапнической 
гипоксии (рис. 4). Данные факты, вероятно, связаны 
со стимуляцией ангиогенеза при гиперкапнически-ги-
поксических тренировках [1], а также с влиянием СО2 
и ацидоза на сужение резистивных артериол перифе-
рических органов и дилатацию артериол миокарда и 
мозга [11]. На этом фоне, умеренное повышение со-
держания красителя в ткани мозга в группе гиперкап-

рис. 1. Концентрация Evans blue в крови, мкг/мл� ** – р<0,001� Con=контрольная группа; NbH=нормобарическая гипоксия; PermH=пермиссивная 
гиперкапния; HyperH=гиперкапническая гипоксия�

рис. 2. Оптическая плотность Evans blue в ткани мозга� * – р<0,05; Con=контрольная группа; NbH=нормобарическая гипоксия; PermH=пермиссивная 
гиперкапния; HyperH=гиперкапническая гипоксия�
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Рис. 3. Проницаемость гематоэнцефалического барьера� Индекс проницаемости ГЭБ для Evans blue, выраженный как оптическая плотность 
красителя в ткани мозга/концентрация красителя в крови� * – р<0,05; ** – р<0,001� Con=контрольная группа; NbH=нормобарическая гипоксия; 
PermH=пермиссивная гиперкапния; HyperH=гиперкапническая гипоксия�

рис. 4. Микрофотографии срезов коры головного мозга крыс� Ув� 250� Конфокальная микроскопия� Синий цвет – DAPI; красный цвет – флюо-
ресценция Evans blue� Con=контрольная группа; NbH=нормобарическая гипоксия; PermH=пермиссивная гиперкапния; HyperH=гиперкапническая 
гипоксия�
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нической гипоксии более объективно рассматривать в 
контексте индекса проницаемости ГЭБ, который учи-
тывает содержание красителя и в плазме крови и в го-
ловном мозге.

Эти результаты свидетельствуют в пользу того, что 
снижение проницаемости ГЭБ является одним из ве-
роятных механизмов формирования ишемической то-
лерантности головного мозга после интермиттирую-
щего воздействия гиперкапнии (в т. ч. при ее сочета-
нии с гипоксией). В пользу нейропротекторной 
эффективности этого механизма также выступают ре-
зультаты W. Yang и соавт., которые демонстрируют по-
ложительное влияние 3-часовой пермиссивной гипер-
капнии (80 и 100 ммHg) на целостность ГЭБ при трав-
матическом повреждении головного мозга [8].

Вероятными сигнальными путями снижения про-
ницаемости ГЭБ после интермиттирующего воздей-
ствия гиперкапнии и гиперкапнической гипоксии мо-
гут выступать усиление пролиферации эндотелиаль-
ных клеток [12] супрессия аквапорина-4 и 
ингибирование апоптоза [13].

Снижение проницаемости ГЭБ в результате гипок-
сического прекондиционирования в дальнейшем, как 
правило, оказывает защитный эффект на его целостность 
в условиях ишемического повреждения [6]. Ряд авторов 
связывает это с модуляцией белков плотных соединений 
сфингозинкиназой-2 [7], окклюдина и ZO-1 [8]. Вместе 
с этим, известно, что гипоксическое прекондициониро-
вание ингибирует адгезию нейтрофилов к эндотелиаль-
ным клеткам [14], а повышение уровня HIF-1α стимули-
рует пролиферацию эндотелиоцитов ГЭБ [3]. Эти фак-
торы также должны благоприятно способствовать 
функционированию ГЭБ в условиях ишемии.

Важно отметить, что, имеются и данные относи-
тельно отрицательного влияния гипоксического пре-
кондиционирования на целостность ГЭБ. Так, O. Chi 
и соавт. продемонстрировали, что гипоксическое пре-
кондиционирование усиливает разрушение ГЭБ по-
средством VEGF-сигнального пути, что предполагает 
возможность усугубления отека мозга при церебраль-
ной ишемии [15]. Однако, авторы в указанной работе 
концентрировались на кратковременных (1 ч) вазоген-
ных эффектах гипоксического прекондиционирова-
ния и их влияния на проницаемость ГЭБ, отождест-
вляя их с характеристиками его целостности.

Учитывая, что сочетанное воздействие интермит-
тирующей гиперкапнии и гипоксии сформировало 
наименьший уровень проницаемости ГЭБ, можно 
предположить, что оба эти компонента оказывают вли-
яние на этот нейропротекторный механизм, активи-
руя разные сигнальные пути.
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