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Введение. В исследованиях на животных показано, что добавление аргона в дыхательную смесь увеличивает 
выживаемость животных при моделировании гипоксии и ишемии головного мозга. Важными факторами, влияю
щими на восстановление клеток после ишемических повреждений, являются время воздействия и дозировка 
аргона. Исследование нейропротективного эффекта аргона через сутки после моделирования инсульта у живот-
ных предоставит данные о целесообразности проведения подобной отсроченной терапии. Цель: в проведен-
ном исследовании оценивали влияние трехкратной 2-х часовой ингаляции аргон-кислородной смеси (Ar 70%/
O2 30%) через 24 ч после фотохимически индуцированного инсульта на выраженность неврологического дефи-
цита, объем повреждения головного мозга.
Методика. Эксперименты были проведены на крысах-самцах Wistar весом 250‒300 г (n=14). Животные были 
случайным образом разделены на 3 группы в зависимости от объема проводимых вмешательств: контрольная 
группа с ишемией + ингаляция N2 70%/O2 30% (Ишемия), n=5; опытная группа с ишемией + ингаляция Ar 70%/O2 
30% (Ишемия+iAr), n=6, группа ложнооперированных животных (группа ЛО), n=3. Неврологический статус оце-
нивали в течение 14 дней (тест «Постановка конечности на опору»). Магнитно-резонансная томография (МРТ) 
и иммуногистохимическое исследование выполнялись через 14 суток после ишемии.
Результаты. Статистически значимых различий между экспериментальными группами не получено. Средний 
объем повреждения в группе Ишемия+iAr и группе Ишемия составил 19,5 (16,5; 22,7) mm3 и 22,0 (18,0; 23,7) mm3, 
соответственно (р=0,12). При оценке площади vWF-позитивной окраски в группах отмечается тенденция к уве-
личению площади в группе Ишемия+iAr по сравнению с группой Ишемия (0,18 (0,15; 0,20) mm2 против 0,16 (0,14; 
0,18) mm2, р=0,054). При определении Cas-3-положительных клеток отмечается снижение Cas-3 позитивных 
клеток в группе Ишемия+iAr 10384 (9586; 12685) в сравнении с группой Ишемия 13856 (11548; 18295) (р=0,068).
Заключение. Таким образом, трехкратная 2-х часовая ингаляции аргон-кислородной смеси (Ar 70%/O2 30%) через 
24 часа после фотохимически индуцированного инсульта не снижает выраженность неврологического дефи-
цита, не уменьшает объем повреждения.
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Introduction. Animal studies have shown that adding argon to the breathing mixture increases the survival of animals in 
models of cerebral hypoxia and ischemia. The important factors affecting the cell recovery after ischemic injury are the 
exposure time and dosage of argon. Studying the neuroprotective effect of argon 24 hours after the onset of stroke in 
an animal model will provide data on the feasibility of such delayed therapy. Aim. The study assessed the effect of three 
2-hour inhalations of an argon-oxygen mixture (Ar 70%/O2 30%) 24 hours after photochemically induced stroke on the 
severity of neurological deficit and the volume of brain injury.
Methods. The experiments were performed on male Wistar rats weighing 250‒300 g (n=14). The animals were randomly 
divided into 3 groups based on the extent of the intervention: control group with ischemia + inhalation of N2 70%/O2 30% 
or Ischemia group, n=5; experimental group with ischemia + inhalation of Ar 70%/O2 30% (Ischemia+iAr group), n=6, and 
group of sham-operated animals (SO group), n=3. Neurological status was followed up for 14 days (limb support test). 
Magnetic resonance imaging (MRI) and immunohistochemistry were performed at 14 days after ischemia.
Results. No statistically significant differences were found between the experimental groups. The mean volume of injury 
in the Ischemia+iAr group and Ischemia group was 19.5 (16.5; 22.7) mm3 and 22.0 (18.0; 23.7) mm3, respectively (p=0.12). 
The area of vWF-positive staining in the Ischemia+iAr group was somewhat greater than in the Ischemia group (0.18 
[0.15; 0.20] vs. 0.16 [0.14; 0.18], p=0.054); however, the difference was not significant. The number of Cas-3-positive 
cells was decreased in the Ischemia+iAr group (10384 [9586; 12685]) compared to the Ischemia group (13856 [11548; 
18295], p=0.068).
Conclusion. Three-time 2-hour inhalation of the argon-oxygen mixture (Ar 70%/O2 30%) 24 hours after photochemically 
induced stroke does not reduce the severity of neurological deficit or reduce the volume of injury.
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Введение

Ишемический инсульт (ИИ) занимает ключевое ме-
сто среди цереброваскулярных заболеваний, приводя 
к инвалидности и смертности по всему миру [1]. Основ-
ной механизм патофизиологии ишемического инсульта 
связан с резким снижением кровотока из-за закупорки 
церебральной артерии, что приводит к гипоксии и гибе-
ли мозговых клеток. Прекращение кровоснабжения по-
ражённого участка мозга приводит к истощению энер-
гетических запасов, что нарушает работу ионных насо-
сов мембраны клеток и запускает цепь патологических 
реакций. Это вызывает деполяризацию нейронов и акти-
вирует биохимические каскады, которые приводят к по-
вреждению и гибели клеток [2].

Впервые нейропротекторное действие аргона бы-
ло описано российскими учёными. Они установили, 
что добавление аргона в дыхательную смесь увеличи-
вало выживаемость животных при гипоксии. П.Э. Сол-
датов и коллеги показали, что аргон в концентрациях 
от 25% до 77% значимо повышает выживаемость экс-
периментальных животных в условиях недостатка кис-
лорода [3].

Многочисленные исследования были посвящены из-
учению концентрации аргона и длительности его воз-
действия на модели ишемического инсульта. Однако их 
результаты остаются противоречивыми, так как зависят 
от множества факторов, таких как тип модели ишемии, 
используемый анестетик, вид лабораторных животных 
и другие особенности эксперимента [4‒8].

Исследования показывают, что аргон оказывает вы-
раженное защитное действие на клетки при соблюдении 
определённой продолжительности и концентрации воз-
действия; при этом эффективность его применения за-
висит от времени экспозиции. В моделях ишемии сет-
чатки аргон вводили в течение часа сразу после повреж-
дения или через 1,5 и 3 часа. Немедленное введение 
показало наибольший нейропротекторный эффект, при 
этом с увеличением задержки эффективность снижа-
лась. При отсрочке на 3 часа и низких концентрациях 
аргон становился менее эффективен. Эти данные под-
черкивают важность времени введения и дозировки ар-
гона для восстановления клеток после ишемических по-
вреждений [9].

Таким образом, учитывая противоречивые результа-
ты проводимых исследований, а также вероятность отсро-
ченной терапии в отдаленных регионах, целью нашего ис-
следования было оценить оказывает ли аргон-кислородная 
смесь нейропротективный эффект при трехкратной 2-ча-
совой ингаляции через 24 часа после модели фотоинду-
цированного ишемического инсульта.

Методика

Эксперименты были проведены на крысах-самцах 
Wistar весом 250‒300 г (n=14). За 8 часов до эксперимента 
животные не получали корм, но имели свободный доступ 
к воде. Протокол исследования был утвержден Локаль-
ным этическим комитетом ФНКЦ РР № 3/22/3 от 14 де-
кабря 2022 г. Эксперименты проводили в соответствии 
с требованиями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета Европейского союза по защите живот-
ных, используемых в научных целях.

Животные были случайным образом разделены 
на 3 группы в зависимости от объема проводимых вме-
шательств:

•	 контрольная группа с инсультом + ингаляция 
N2 70%/O2 30% (Ишемия), n= 5;

•	 опытная группа с инсультом + ингаляция Ar 70%/
O2 30% (Ишемия+iAr), n= 6;

•	 ложно-оперированные животные,  кото -
рым проводили анестезию, подготовитель-
ные мероприятия без инсульта + ингаляция N2  
70%/O2 30% (группа ЛО), n=3.

Моделирование фотоиндуцированного ишемиче-
ского инсульта. Модель воспроизводили после введе-
ния 6% хлоралгидрата (300 мг/кг, внутрибрюшинно) 
по методике [10]. После восстановления сознания и спо-
собности самостоятельной терморегуляции животное обе-
зболивали (парацетамол 50 мг/кг п/к) и помещали в клет-
ку с предоставлением свободного доступа к воде и пище. 
Через 24 часа проводился неврологический тест «Поста-
новка конечности на опору» (ПКО), далее животное поме-
щалось в камеру, в которую постоянно подавалась свежая 
газовая смесь (N2 70%/O2 30%) – группа Ишемия, Ar 70%/
O2 30% – группа Ишемия+iAr с потоком 3 л/мин (не ме-
нее 0,5 л/мин/животное). На дно камеры насыпали неболь-
шое количество стандартного древесного подстила для 
обеспечения дренажа биологических жидкостей. Время 
экспозиции в камере – 2 часа. После окончания периода 
экспозиции проводилась оценка общего состояния живот-
ного (уровень бодрствования, подвижность) и обезболи-
вание (парацетамол 50 мг/кг п/к). Затем животное пере-
мещали в клетку с предоставлением свободного доступа 
к воде и пище. Во время всего эксперимента осущест-
влялся непрерывный контроль уровня О2 и СО2 в камере 
с животными с использованием мультигазового датчика 
концентрации кислорода и инертных газов ООО «Инерт-
Газ Медикал». Через 48 часов крыс повторно помещали 
в камеру для ингаляции в течение 2 часов, через 72 часа 
от начала эксперимента процедуру повторяли.

Оценка неврологического статуса. Тест «Постановка 
конечности на опору (ПКО)» проводили на 1-, 4-, 7- и 14-е 
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сутки после моделирования ишемии. Использовали прото-
кол, основанный на методике, описанной М. De Ryck и со-
авт. [11] и модифицированный J. Jolkkonen и соавт. [12].

Оценка объема повреждения мозга. Исследование 
при помощи магнитно-резонансной томографии прово-
дили на 14-е сутки после моделирования инсульта у крыс 
на томографе с индукцией магнитного поля 7 Тл и гради-
ентной системой 105 мТл/м (BioSpec 70/30, Bruker, Герма-
ния). Анестезия выполнялась изофлураном (1,5‒2 об %). 
Использовали стандартный протокол исследования мозга 
крысы, который включает в себя получение Т2-взвешен-
ных изображений. Использовали следующие импульсные 
последовательности (ИП): RARE – ИП на основе спиново-
го эха с параметрами: TR = 6000 мс, TE = 63,9 мс, толщи-
на среза 0,8 мм с шагом 0,8 мм, размер матрицы 256×384, 
разрешение 0,164 x 0,164 мм/пиксел. Общее время скани-
рования одного животного составляло около 25 мин. Объ-
ем повреждения головного мозга оценивали с помощью 
графического анализа полученных изображений c помо-
щью программы ImageJ (National Institutes of Health im-
age software, Bethesda, MD, США).

Иммуногистохимическое исследование. Для иммуно-
гистохимического исследования мозг крыс был зафикси-
рован в 10% формалине, заключен в парафин и приготов-
лены срезы толщиной 4 мкм. Срезы были депарафинизи-
рованы в ксилоле, и регидрированы в батерее этилового 
спирта. Высокотемпературная демаскировка проводи-
лась в цитратном буфере, pH 6 (Target Retrieval Solution, 
DAKO, Glostrup, Denmark). Срезы были охлаждены, 
трижды промыты в фосфатном буфере (PBS IHC Wash 
Buffer + Tween, Cell Marque, Rocklin, CA, USA) с эскпо-
зицией по 5 минут. Для подавления эндогенной перок-
сидазы срезы были выдержаны в 3% перекиси водоро-
да в течение 10 мин. Для предотвращения неспецифи-
ческого связывания первичных или вторичных антител 
с белками тканей, использовался (Protein Block Serum-
free, Abcam, Cambridge, UK) с экспозицией 30 мин. Сре-
зы были инкубированы при 37°C в течение 1 часа с пер-
вичными антителами к Anti Caspase-3 (аb13847 1:100) 
и anti Von Willebrand factor (ab 9378 1:200) разведен-
ных в Antibody Diluent ab64211, Abcam, Cambridge, UK). 
Антитела были выбраны с целью оценки апоптотиче-
ских процессов (Anti Caspase-3), процессов ангиогене-
за (anti Von Willebrand factor). Затем срезы были отмы-
ты в PBS дважды по 5 минут. После промывания сре-
зов в PBS, они были контрастированы гематоксилином, 
отмыты в проточной воде, дегидратированы и заключе-
ны в среду заключения. Вторичные антитела Dako RE-
AL EnVision Detection System (DAB Dako Antibody Dilu-
ent) или ImmPACT® Vector® Red Substrate Kit, Alkaline 
Phosphatase (AP) (SK-5105) использовались в соответ-

ствии с протоколом производителя. Срезы окрашива-
ли гематоксилином в течение 1‒2 мин, затем дегидра-
тировали в 70%, 96%, 100% спирте и дважды просвет-
ляли в ксилоле.

Статистический анализ. Результаты обрабатывали 
в программе GraphPad Prizm 8.0. Нормальность распре-
деления признака в выборках оценивали по критерию 
Шапиро – Уилка. Данные представлены в виде mean±SD 
(в случае нормального распределения) и в виде медианы 
и интерквартильного интервала (в случае ненормально-
го распределения). Статистические различия в данных, 
имеющих хотя бы в одной из групп распределение, от-
личное от нормального, оценивали по U критерию Ман-
на – Уитни, а также с применением ANOVA для анализа 
более двух групп. Статистически значимыми считали раз-
личия при р<0.05.

Результаты

Неврологическая оценка. Tест постановки конечно-
стей на опору (ПКО). В каждой из временных точек сум-
ма баллов за ПКО у животных обеих экспериментальных 
групп была меньше, чем в группе ЛО. Статистически зна-
чимых различий между группами Ишемия и Ишемия+iAr 
не получено (рис. 1).

МРТ исследование головного мозга. Средний объем 
повреждения в группе Ишемия и группе Ишемия+iAr со-
ставил 22,0 (18,0;23,7) mm3 и 19,5 (16,5;22,7) mm3, соот-
ветственно. Статистически значимых различий не полу-
чено (р=0,12) (рис. 2).

Площадь vWF-позитивной окраски в группе Ишеми-
я+iAr была несколько больше, чем в контрольной груп-
пе 0,18 (0,15; 0,20) mm2 против 0,16 (0,14; 0,18) mm2 
(р=0,054), однако, различия недостоверны. При опреде-
лении Cas-3-положительных клеток отмечается тенденция 
к снижению количества Cas-3 позитивных клеток в группе 
Ишемия+iAr 10384 (9586; 12685) в сравнении с группой 
Ишемия 13856 (11548; 18295) (р=0,068) (рис. 3).

Обсуждение

Данное исследование было выполнено для оценки ре-
жима экспозиции аргона и его нейропротективного дей-
ствия на значимые параметры исхода после ишемиче-
ского инсульта. Наше исследование показало, что трех-
кратная 2-х часовая ингаляция аргон-кислородной смеси 
(Ar 70%/O2 30%) через 24 часа после фотохимически ин-
дуцированного инсульта не снижает выраженность невро-
логического дефицита и не уменьшает объем поврежде-
ния головного мозга.

Согласно имеющимся данным, длительность экспо-
зиции является важным аспектом при определении ре-
жима введения аргона в модели ишемии. В исследовании  
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A.V. Fahlenkamp и соавт. показано, что в микроглиальных 
клетках аргон (50% концентрации) активирует ERK 1/2 
уже через 15 мин, достигая максимального уровня актива-
ции через 30 мин, после чего эффект снижается к 60 мин. 
Это указывает на временные ограничения действия арго-
на, с пиковым эффектом в первые полчаса. В нейронах 

и астроцитах активация также наблюдается, но менее вы-
ражена и незначима [7].

В другом исследовании, проведенном J. Liu и соавт., 
аргон вводили через 3 часа после начала инсульта и че-
рез 1 час после восстановления кровообращения. Резуль-
таты показали, что аргон помогает сохранить нейроны 

Рис. 2. Средний объем повреждения в группе Ишемия и Ишемия+iAr. Данные представлены в виде медиан и квартилей [25%; 75%].
Fig. 2. Mean lesion volume in the Ischemia group and Ischemia+iAr group. Data are presented as medians and quartiles [25%; 75%].

Рис. 1. Тест ПКО. Результаты ПКО на 1-е, 4-е, 7-е и 14-е сутки после моделирования ишемии. Данные представлены в виде меди-
ан. Применялся тест ANOVA для сопоставления трех и более групп.
Fig. 1. Test “Placing the limb on support”. Results on the 1st, 4th, 7th and 14th days after ischemia modeling. Data are presented as medians. 
The ANOVA test was used to compare three or more groups.
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в области ишемического повреждения и снижает акти-
вацию микроглии и макрофагов на протяжении 30 дней. 
Однако не было зафиксировано долгосрочного улучше-
ния неврологических функций. В исследовании участво-
вало 20 крыс, которые были распределены на несколько 
групп: крысы с tMCAO, получавшие аргон, и контрольные 
группы, подвергавшиеся воздействию азота. В группе, по-
лучавшей аргон, количество нейронов в коре и подкорко-
вой области было значительно выше, чем в контрольной 
группе. Также аргон заметно снизил активацию микрог-
лии и макрофагов, что подтверждается уменьшением чис-
ла активированных клеток в группе с аргоном по сравне-
нию с контрольной группой. Тем не менее, несмотря на 
нейропротекторные и противовоспалительные эффекты, 
долгосрочного улучшения неврологических функций, оце-
ненных по 6-балльной шкале, не было обнаружено. Это 
может быть связано с естественным восстановлением по-
сле инсульта, что является характерным для многих пове-
денческих моделей [13].

P. Loetscher и соавт. в исследовании использовали ор-
ганотипические культуры гиппокампа мышей, которые 
подвергали кислородно-глюкозной депривации (модели-
руя ишемию) или механическому повреждению (моде-
лируя черепно-мозговую травму). После травматическо-
го воздействия клетки обрабатывались аргоном в различ-

ных концентрациях и с разными временными задержками 
(аргон вводился через 2 и 3 часа после моделирования). 
Уровень повреждения ткани оценивался через 72 часа 
с помощью флуоресцентного красителя пропидиума йо-
дида, который проникает в поврежденные клетки. Ре-
зультаты показали, что аргон обладает нейропротектор-
ным эффектом при всех тестируемых концентрациях 
(25%, 50%, 74%), причем наибольшее снижение повреж-
дения тканей наблюдалось при концентрации 74%, даже 
когда аргон применялся с задержкой до трех часов [14].

В исследовании [15] установлено, что позднее введе-
ние аргона через 2 часа после реперфузии также способ-
ствовало улучшению неврологического состояния и дина-
мики восстановления. Однако это не привело к значитель-
ному снижению объема инфаркта. Это свидетельствует 
о частичной утрате нейропротекторного эффекта при от-
ложенном введении аргона, поскольку реперфузионные 
и ишемические повреждения уже начали развиваться в по-
раженных областях.

В исследовании [16] был применён метод ингаляции 
аргона с концентрациями 25%, 50% и 75%. Аргон вво-
дили крысам сразу после ишемии или с задержкой в 1,5 
и 3 часа. Результаты показали, что эффективность инга-
ляции аргона зависела от его концентрации во вдыхаемой 
газовой смеси и времени введения. Например, при немед-

Рис. 3. Гистологическая картина в группе Ишемия и Ишемия+iAr при комбинированной окраске на фактор фон Виллибранда (vWf) 
клетки окрашены красным цветом и каспаза-3 (Сas-3) окрашены в коричневый цвет.
Fig. 3. Histological picture in the Ischemia and Ischemia+iAr groups with combined staining for von Willebrand factor (vWf), the cells are 
stained red and caspase-3 (Cas-3) are stained brown.
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ленном введении аргона в концентрации 75% наблюда-
лось значительное снижение потери ганглиозных клеток 
сетчатки. Если ингаляция проводилась с задержкой в 1,5 
часа, эффект оставался положительным, но менее выра-
женным. Однако при отсрочке на 3 часа защитные свой-
ства наблюдались только при максимальной концентра-
ции аргона (75%), тогда как более низкие концентрации 
не оказывали заметного влияния на апоптоз ганглиозных 
клеток сетчатки.

Те же исследователи [17] установили, что аргон в кон-
центрации 75% практически полностью предотвращал апоп-
тоз, индуцированный ротеноном, и его эффект ослабевал 
при снижении дозы. При этом влияние аргона на защиту 
клеток от гибели не зависело от времени воздействия: экс-
позиция на протяжении 2 часов была такой же эффектив-
ной, как и 4-часовая. Таким образом, наибольший защитный 
эффект наблюдался при 75% концентрации аргона и мини-
мальном времени воздействия в 2 часа. Это подтверждает 
зависимость защитного действия от дозы, где наибольшее 
влияние проявляется при высоких концентрациях аргона.

Учитывая литературные данные, можно предположить 
несколько факторов отрицательного результата исследова-
ния. Вероятно, эффективность протекторного действия ар-
гона действительно ограничена по времени начала воздей-
ствия, однако, каков именно интервал, неизвестно. Достаточ-
но большое количество работ указывает на максимальную 
эффективность действия аргона в первые три часа после ин-
сульта [18, 19]. Кроме того, отрицательные результаты мо-
гут быть обусловлены моделью исследования, когда зона пе-
нумбры не выражена и время воздействия ограничено [10].

При оценке неврологического статуса на 14-е сут-
ки отчетливо видна тенденция улучшения показателей 
в группе Ишемия+iAr, однако, различия не достоверны. 
Это может говорить о проявлении нейропротекторных 
свойств даже при отсроченном введении, однако, это тре-
бует дополнительного подтверждения.

Заключение

Трехкратная 2-х часовая ингаляция аргон-кислородной 
смеси (Ar 70%/O2 30%) через 24 часа после ишемического 
инсульта у крыс не влияет на выраженность неврологиче-
ского дефицита животных и объем повреждения. Таким об-
разом, данный режим ингаляции аргон-кислородной сме-
си является нецелесообразным для использования на мо-
дели фотохимически индуцированного инсульта у крыс.
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