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Байке Е.В.1,2, Уразова О.И.2

Полиморфизм генов цитокинов как фактор 
предрасположенности к развитию хронического  
гнойного среднего отита 

1ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России,  
672090, г . Чита, Россия, ул . Горького, 39а;

2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России,  
634050, г . Томск, Россия, Московский тракт, д . 2

В последние десятилетия распространенность хронического гнойного среднего отита (ХГСО) заметно выросла . Значи-
тельная роль при воспалении, в том числе в патогенезе ХГСО, отводится клеточным медиаторам — цитокинам . Доказана 
роль полиморфизма генов цитокинов в развитии заболеваний,  ассоциированных с воспалительными процессами . Цель 
работы — проанализировать взаимосвязь полиморфизма генов IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С), IL10 (G1082A, C592A, C819T), IL6 
(С174G) и TNFА (G308A) с развитием ХГСО и возрастным фактором начальных его проявлений . Методика. Распределение 
генотипов аллельных вариантов генов цитокинов (IL-1, IL-6, IL-10 и TNF-α) анализировали у 299 пациентов с ХГСО в зависи-
мости от сроков начала заболевания (в возрасте до 14 лет, от 15 до 30 лет, старше 30 лет) . Контрольную группу составили 
183 здоровых добровольца с сопоставимым распределением по полу и возрасту . Для определения полиморфных вари-
антов генов IL1В (-3953, -511, -31), IL10 (-1082, -592, -819), IL6 (-174) и TNFА (-308) применяли метод ПЦР в режиме реального 
времени . Об ассоциации генотипов с заболеванием судили по величине отношения шансов (Odds Ratio (OR)) и коэффи-
циентов Юла (Q) и контингенции (Фи, Φ) . За критический уровень значимости при проверке статистических гипотез при-
нимался p≤0,05 . Результаты. Выявлено, что к развитию ХГСО предрасполагают полиморфные варианты генов цитокинов 
IL1В, IL10 и TNFА . Наиболее значимыми в формировании предрасположенности к развитию заболевания являются генотипы 
С/С полиморфизмов С3953Т и Т31С гена IL1В, А/А полиморфизма G1082A и Т/Т полиморфизма С819Т гена IL10. Полиморфные 
варианты генов IL1В (генотип C/C полиморфизмов С3953Т и Т511С) и IL10 (генотип А/A полиморфизма G1082A) сочетаются 
с дебютом ХГСО в возрасте до 14 лет . Полиморфизм C174G гена IL6 не оказывает предрасполагающего влияния на разви-
тие болезни . Протективный эффект в отношении развития ХГСО связан с носительством гомозиготного генотипа Т/Т поли-
морфизмов С511Т и Т31С гена IL1В и гомозиготного генотипа G/G полиморфизма G1082A гена IL10. Заключение. К разви-
тию ХГСО предрасполагают полиморфизмы генов про- и противовоспалительных цитокинов, дисбаланс которых обуслов-
ливает патологическое течение иммунного ответа и раннюю (в детском возрасте) клиническую манифестацию болезни . 

Ключевые слова: цитокины, полиморфизм генов, хронический гнойный средний отит .
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Bayke E.V.1,2, Urazova O.I.2

Cytokine gene polymorphism as a factor of predisposition to development  
of chronic purulent otitis media 

1Chita State Medical Academy,  
Gorkogo Str . 3a, Chita 672090, Russian Federation;

2Siberian State Medical University,  
Moskovskiy Trakt 2, Tomsk 634050, Russian Federation

In recent decades, prevalence of chronic purulent otitis media has increased markedly . A significant role in inflammation, including 
the pathogenesis of chronic purulent otitis media, is assigned to the cellular mediators, cytokines . The predisposing role of cytokine 
gene polymorphism in development of inflammatory-associated diseases has been proven . Aim . To analyze the relationship of IL1B 
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(C3953T, C511T, T31C), IL10 (G1082A, C592A, C819T), IL6 (C174G), and TNFA (G308A) gene polymorphisms with development of chronic 
purulent otitis media and the age of its primary manifestation . Methods. Distribution of genotypes of allelic variants in cytokine 
(IL-1, IL-6, IL-10 and TNF-α) genes was analyzed in 299 patients (129 men and 170 women aged 38 .0 ± 4 .3) based on the age of dis-
ease onset (with chronic purulent otitis media diagnosed at age of 14, from 15 to 30, and older than 30) . The control group consisted 
of 183 sex- and age matched healthy volunteers . Genomic DNA was isolated from whole blood leukocytes . Real-time PCR was used 
for determination of polymorphic variants in IL1B (-3953, -511, -31), IL10 (-1082, -592, -819), IL6 (-174), and TNFA (-308) genes . The asso-
ciation of genotypes with the disease was evaluated by the odds ratio (OR) and the values of Yule (Q) and contingent (Phi, Φ) coef-
ficients . The critical significance level for the statistical hypotheses tests was taken as <0 .05 . Results. IL1B, IL10, and TNFA cytokine 
gene polymorphisms predisposed to development of chronic purulent otitis media . The genotypes C/C of C3953T and T31C poly-
morphisms in the IL1B gene, A/A of G1082A polymorphism, and T/T of C819T polymorphism in the IL10 gene are the most significant 
ones in the predisposition to disease development . Polymorphic variants of IL1B (C/C genotype of C3953T and T511C polymorphisms) 
and IL10 (A/A genotype of G1082A polymorphism) genes are associated with the onset of chronic purulent otitis media at age of 14 . 
The C174G polymorphism in the IL6 gene does not predispose to the disease . Protection from the development of chronic purulent 
otitis media is associated with carriage of the T/T homozygous genotype of C511T and T31C polymorphisms in the IL1B gene and the 
G/G homozygous genotype of G1082A polymorphism in the IL10 gene . Conclusion . Polymorphisms of pro- and anti-inflammatory 
cytokine genes predispose to the development of chronic purulent otitis media . An imbalance of these cytokines results in a path-
ological course of immune response and early (children) clinical manifestation of the disease .

Keywords: cytokines, polymorphism of genes, chronic purulent otitis media .
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В России распространенность хронического гной-
ного среднего отита (ХГСО) составляет до 39,2 случаев 
на 1000 человек взрослого населения, а в различных воз-
растных группах – от 15,3 до 52,0 или 0,8-4% среди все-
го населения [1]. В последние десятилетия случаи ХГСО 
среди детей стали встречаться в более раннем возрасте, 
а течение заболевания заметно изменилось, оно стало 
более агрессивным с риском возникновения опасных 
для жизни обострений, являющихся причиной внече-
репных и внутричерепных осложнений. Смертность от 
осложнений ХГСО, вызванных обострениями заболе-
вания, достигает 16,1% [2, 3]. В связи с этим, вопросы 
ранней диагностики с выбором тактики лечения и не-
обходимого объема хирургического вмешательства с по-
следующим послеоперационным ведением пациента до 
сих пор являются актуальными. Решение поставленных 
задач тесно связано с пониманием всех аспектов этио-
логии и патогенеза ХГСО, в том числе и состояния им-
мунологической реактивности индивида [4]. 

Одной из основных функций иммунной системы 
является защита организма от внедрения чужеродных 
антигенов (к примеру, инфекционных патогенов) и уда-

ление собственных клеток – аутореактивных, старых 
(«отработанных») и модифицированных болезнетвор-
ными факторами. При внедрении в организм патогена 
активируется каскад иммунологических реакций с уча-
стием факторов врожденного и приобретенного имму-
нитета, приводящих к развитию воспаления [5]. В раз-
витии воспаления принимают участие иммунокомпе-
тентные клетки (моноциты/макрофаги, нейтрофилы, 
лимфоциты, тромбоциты и др.) и широкий спектр ме-
диаторов, в том числе система комплемента и цитоки-
ны (интерлейкины (IL), интерфероны (INF), факторы 
некроза опухоли (TNF) и др.), опосредующие инициа-
цию, развитие воспалительного процесса и быстрое его 
завершение после удаления патогена (флогогена). Со-
гласно исследованиям последних лет, индуцированный 
синтез медиаторов воспаления зависит от полиморфиз-
ма их генов [6, 7]. Так, у лиц, гомо- или гетерозиготных 
по «высокопродуцирующему» (ассоциированному с уве-
личением образования белкового продукта) аллелю С 
полиморфизма С3953Т гена IL1В, секретируется соот-
ветственно в 2 и 4 раза больше этого цитокина, чем у 
лиц, гомозиготных по аллелю Т [7]. По мнению ряда ав-
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торов, в зависимости от комбинации «высокопродуци-
рующих» и «низкопродуцирующих» полиморфных ва-
риантов генов цитокинов характер воспалительного от-
вета может быть провоспалительным (у носителей 
«высокопродуцирующих» полиморфизмов генов про-
воспалительных цитокинов и «низкопродуцирующих» 
полиморфизмов генов противовоспалительных цитоки-
нов) или противовоспалительным (у носителей «низко- 
продуцирующих» полиморфизмов генов провоспали-
тельных цитокинов и «высокопродуцирующих» поли-
морфизмов генов противовоспалительных цито- 
кинов) [6, 8, 9]. Таким образом, полиморфизм генов ме-
диаторов может оказывать существенное влияние на 
предрасположенность к возникновению ассоциирован-
ных с воспалением заболеваний и обусловливать тя-
жесть их протекания [8]. 

Цель – анализ взаимосвязи полиморфизма генов 
IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С), IL10 (G1082A, C592A, 
C819T), IL6 (С174G) и TNFА (G308A) с развитием хро-
нического гнойного среднего отита (ХГСО) и возраст-
ным периодом начальных его проявлений (сроками 
первичной манифестации).

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов. Работа одобрена этическим комитетом ака-
демии. Обследовано 299 пациентов европеоидной ра-
сы, в том числе 129 (43,1%) мужчин и 170 (56,9%) жен-
щин в возрасте 35-40 лет с ХГСО, проживающих на 
территории Забайкальского края и находившихся на 
лечении в ЛОР-отделении ГУЗ «Краевой клинической 
больницы № 1» Читы. Больные были распределены на 
3 возрастные группы. Пациенты с началом заболева-
ния в возрасте до 14 лет (178 человек) составили 1-ю 
группу, 2-ю – пациенты от 15 до 30 лет (81 человек), 
3-ю – пациенты с первичной манифестацией ХГСО в 
возрасте старше 30 лет (40 человек). В контрольную 
группу были включены 183 здоровых добровольца (79  
мужчин и 104 женщины в возрасте 30-40 лет) без пато-
логии среднего уха. Группы были сопоставимыми по 
полу и возрасту.

При проведении молекулярно-генетического ана-
лиза у обследуемых геномную ДНК выделяли из лей-
коцитов цельной крови с помощью реагента «ДНК-
экспресс – кровь» («Литех», г.Москва). Определение 
SNP промотора генов осуществлялось методом поли-
меразно-цепной реакции (ПЦР) с использованием на-
боров для определения полиморфизмов в геноме че-

ловека НПФ «Литех» (Москва). Амплификация фраг-
ментов гена проводилась на амплификаторе «ДТ-96» 
(Москва, Россия). 

Результаты анализа позволяли дать 3 типа заклю-
чений: нормальная гомозигота, гетерозигота, мутант-
ная гомозигота.

Полученные данные обрабатывали с помощью па-
кетов программ BIOSTAT, STATISTICA 10.0 
(StatSoftInc., США). 

При статистическом анализе оценивали частоту 
встречаемости полиморфных вариантов генов цитоки-
нов. Распределение генотипов по исследованным поли-
морфным локусам проверяли на соответствие равнове-
сию Харди-Вайнберга. Сравнение частот распределения 
генотипов в группах исследования проводили с помощью 
критерия χ2 (Пирсона) с поправкой Йейтса на непрерыв-
ность с использованием 4-польной таблицы сопряжен-
ности; если ожидаемых явлений в одной из ячеек было 
меньше 5, применяли точный критерий Фишера. В слу-
чаях отклонения от равновесия Харди-Вайнберга исполь-
зовали общую или аддитивную модель наследования – 
тест Кохрана-Армитаджа для линейных трендов. Об ас-
социации генотипов с заболеванием судили по величине 
отношения шансов (Odds Ratio (OR)) с расчетом 95% до-
верительного интервала. При OR<1 судили об отрица-
тельной связи между признаками, при OR>1 – о поло-
жительной их связи. Дополнительно для подтверждения 
и анализа силы связи генотипов с ХГСО на основе прин-
ципа взаимной сопряженности рассчитывали коэффи-
циент Юла (Q-коэффициент) по формуле Ка=a×d-b×c/
a×d+b×c и коэффициент контингенции (Фи, Φ) по фор-
муле Кк=a×d-b×c/√(a+b)×(b+d)×(а+c)×(с+d). При от-
сутствии связи между признаками значения Q и Φ близ-
ки к 0, при ее наличии могут варьировать от «−1» (при 
полной обратной связи) до «1» (при полной прямой свя-
зи). Связь между признаками считали установленной, ес-
ли абсолютные значения Q и Φ находились в пределах от 
0,5 до 1 [10]. 

Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез принимался как p менее 0,05. 

Результаты и обсуждение
 Общее распределение частоты встречаемости по-

лиморфизмов генов IL1В (С3953Т (rs1143634), T511C 
(rs16944), Т31С (rs1143627)), IL10 (G1082A (rs1800896), 
C592A (rs1800872), C819T (rs1800871)), IL6 
(С174G(rs1800795)) и TNFА (G308A (rs1800629)) у боль-
ных ХГСО и здоровых лиц Забайкальского края отра-
жено в табл. 1.

Наибольший процент носителей «высокопродуци-
рующих» аллелей полиморфных вариантов генов про-
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воспалительных цитокинов определялся среди лиц, 
страдающих ХГСО.

Так, частота встречаемости гомозиготного геноти-
па С/С полиморфного варианта С3953Т гена IL1В у 
больных ХГСО была в 2 раза выше по сравнению с его 
частотой в группе контроля (табл. 1). При этом носи-
тели гетерозиготного С/Т и гомозиготного Т/Т гено-
типов полиморфизма С3953Т гена IL1В в группе боль-
ных ХГСО встречались реже на 13,5 и 13,2% соответ-
ственно, чем обладатели аналогичных генотипов среди 
здоровых добровольцев (табл. 1). 

Гетерозиготный генотип Т/С гена IL1В в поли-
морфном локусе -511 обнаруживался на 22,1% чаще 
среди больных с ХГСО, чем среди здоровых лиц. При 
этом в контрольной группе чаще (в 2,9 раза) встреча-
лись обладатели гомозиготного варианта Т/Т полимор-
физма С511Т гена IL1В (табл. 1). 

Количество больных ХГСО, имеющих гомозигот-
ный генотип по аллелю С полиморфного локуса -31 ге-
на IL1В, превышало число здоровых носителей геноти-
па С/С данного полиморфизма в 2,4 раза. В то же вре-
мя, обладателей гомозиготного генотипа по аллелю Т 
полиморфизма Т31С гена IL1В среди них было в 2,3 раза 
меньше, чем среди лиц группы контроля (табл. 1).

По данным литературы, носительство полиморф-
ных локусов -174 гена IL6 и -308 гена TNFА ассоции-
ровано с воспалением среднего уха [11]. Однако в хо-
де проведенных нами молекулярно-генетических ис-
следований статистически значимых различий в 
частоте встречаемости полиморфизма гена IL6 (С174G) 
среди лиц контрольной группы и группы больных 
ХГСО выявлено не было (табл. 1). Наряду с этим, при 
анализе SNP гена TNFА (G308A) обнаружено, что но-
сителей гомозиготного генотипа G/G полиморфного 
локуса -308 гена TNFА было больше в группе больных 
с ХГСО (на 11,4%), а обладателей гетерозиготного ге-
нотипа G/A – в контрольной группе (на 10,2%) (табл. 
1). К диаметрально противоположным выводам приш-
ли авторы, показавшие, что риск развития острого 
среднего отита после перенесенной острой вирусной 
инфекции у носителей генотипа А/А полиморфизма 
гена TNFА (G308A) на 42% выше, чем у обладателей ге-
нотипа G/G (OR=1,43) [12].

Полученные результаты согласуются с расчетами 
отношения шансов (OR), свидетельствующими в поль-
зу того, что носительство гомозиготного генотипа С/С 
полиморфных локусов -3953 и -31 гена IL1В (OR=3,206 
[95% CI: 2,141-4,800] и OR=3,127 [95% CI: 1,950-5,016] 
соответственно), гетерозиготного генотипа Т/С поли-
морфизма Т511С гена IL1В (OR=2,468 [95% CI: 1,689-
3,606]) и гомозиготного генотипа G/G полиморфизма 
G308A гена TNFА (OR=1,791 [95% CI: 1,184-2,711]) ас-

социированы с развитием ХГСО и могут рассматривать-
ся как факторы риска развития заболевания (табл. 1).

Длительность и тяжесть воспалительного ответа в 
среднем ухе зависят от секреции клетками очага воспа-
ления и концентрации в сыворотке крови противовос-
палительных цитокинов, в частности IL-10, синтез ко-
торого ассоциирован с полиморфизмом гена IL10 [6].

Анализ частоты распределения генотипов поли-
морфизма гена IL10 (G1082A) среди больных ХГСО вы-
явил снижение частоты носительства гомозиготного 
генотипа G/G (в 2,4 раза) и увеличение числа облада-
телей гомозиготного генотипа А/А (в 2,4 раза) по срав-
нению с таковыми у здоровых лиц (табл. 1). 

Гомозиготный генотип С/С полиморфного вари-
анта C819T гена IL10 у больных ХГСО обнаруживался 
в 3,7 чаще, а гомозиготный генотип Т/Т данного по-
лиморфизма – наоборот, в 2,4  раза реже, чем среди 
здоровых лиц (табл. 1).

Частота встречаемости генотипов полиморфизма 
С592A гена IL10 у здоровых доноров и больных ХГСО 
была сопоставимой (табл. 1).

Показано, что наибольшее содержание противовос-
палительного цитокина IL-10 в сыворотке крови ассо-
циируется с носительством генотипов G/G и Т/Т поли-
морфных локусов-1082 и -819 гена IL10 [13, 14]. Одна-
ко в ходе нашего исследования у больных ХГСО чаще, 
чем у здоровых доноров, обнаруживались генотипы А/А 
и С/С полиморфизмов G1082A и C819T гена IL10 соот-
ветственно, обусловливающих, напротив, низкий уро-
вень секреции цитокина, что позволяет расценивать но-
сительство гомозиготного генотипа А/А полиморфизма 
G1082A (OR=3,127 [95% CI: 1,950-5,016]) и гомозигот-
ного генотипа С/С полиморфизма C819T (OR=5,335 
[95% CI: 3,108-9,158]) гена IL10 как факторы предрас-
положения к развитию ХГСО (табл. 1). 

Для подтверждения установленных ассоциаций по-
лиморфизмов генов IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С) и IL10 
(G1082A, C819T) с ХГСО и определения силы их связи 
рассчитывались коэффициенты ассоциации (Q) и кон-
тингенции (Φ) (табл. 2).

По результатам, представленным в таблице 2,  вы-
явлено, что наличие у жителей Забайкальского края 
гомозиготного генотипа С/С полиморфизмов С3953Т 
и Т31С гена IL1В (Q=0,6), гомозиготного генотипа А/А 
полиморфизма G1082A (Q=0,7; Ф=0,5) и гомозиготно-
го генотипа Т/Т полиморфизма С819Т (Q=0,5) гена 
IL10 связано с развитием ХГСО (значения коэффици-
ентов 0,5 и более), т.е. является фактором предраспо-
ложения к болезни. В случае с полиморфизмом G308A 
гена TNFА обнаруживалась связь с ХГСО незначитель-
ной силы (значения коэффициентов ассоциации (Q) 
и контингенции (Φ) близки к 0), следовательно при-
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Таблица 1

Частота распределения генотипов полиморфизмов генов IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С), IL10 (G1082A, C592A, C819T), IL6 (С174G) и TNFА 
(G308A) у больных с хроническим гнойным средним отитом 

Полиморфизм
генов

Здоровые доноры (n=183)
Абс. (%), (χ2, р)

Больные  ХГСО (n=299)
Абс. (%), (χ2, р)

OR (95% CI)

IL1В(С3953Т)
С/С 46 (25,1) 155 (51,8)

(χ2=32,206, р1<0,001)
3,206 (2,141-4,800)

С/Т 103 (56,2) 128 (42,7)
(χ2=7,728, р1=0,004)

0,581 (0,401-0,843)

Т/Т 34 (18,7) 16 (5,5)
(χ2=19,966, р1<0,001)

0,248 (0,132-0,464)

IL1В(Т511С)
Т/Т 75 (41,0) 42 (14,2)

(χ2=43,357, р1<0,001)
0,235 (0,152-0,365)

Т/С 66 (36,0) 174 (58,1)
(χ2=12,784, р1<0,001)

2,468 (1,689-3,606)

С/С 42 (23,0) 83 (27,7) 1,290 (0,841-1,978)

IL1В(Т31С)
Т/Т 90 (49,2) 65 (21,8)

(χ2=37,935, р1<0,001)
0,287 (0,193-0,428)

Т/С 66 (36,0) 129 (43,2) 1,345 (0,921-1,965)
С/С 27 (14,8) 105 (35,0)

(χ2=22,658, р1<0,001)
3,127 (1,950-5,016)

IL6 (С174G)
C/C 24 (13,1) 47 (15,9) 1,236 (0,727-2,100)
C/G 84 (45,9) 145 (48,6) 1,110 (0,767-1,605)
G/G 75 (41,0) 107 (35,5) 0,802 (0,550-1,171)

IL10 (G1082A)
G/G 87 (47,5) 59 (19,9)

(χ2=40,269, р1<0,001)
0,265 (0,176-0,397)

G/A 69 (37,7) 135 (45,0) 1,360 (0,934-1,980)
A/A 27 (14,8) 105 (35,1)

(χ2=22,658, р1<0,001)
3,127 (1,950-5,016)

IL10 (C819T)
C/C 87 (47,5) 110 (36,8)

(χ2=40,914, р1<0,001)
5,335 (3,108-9,158) 

C/T 78 (42,6) 129 (43,2) 1,021 (0,704-1,481)

T/T 18 (9,9) 60 (20,0)
(χ2=39,140, р1<0,001)

0,277 (0,185-0,415) 

IL10 (C592A)
C/C 81 (44,3) 133 (44,5) 1,009 (0,697-1,461)
C/A 96 (52,4) 163 (54,6) 1,086 (0,751-1,571)
A/A 6 (3,3) 3 (0,9) 0,299 (0,074-1,210)

TNFА(G308A)
G/G 123 (67,2) 235 (78,6)

(χ2=7,113, р1=0,007)
1,791 (1,184-2,711)

G/A 57 (31,1) 63 (20,9)
(χ2=5,638, р1=0,017)

0,590 (0,388-0,897)

A/A 3 (1,7) 1 (0,4) 0,201 (0,021-1,950)

Примечание. р1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых доноров.
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частность носительства полиморфных вариантов G/G 
и G/А (G308A) гена TNFА к развитию ХГСО является 
относительной (табл. 1, 2).

Наряду с этим, на основании результатов вычисле-
ния отношения шансов OR и коэффициента Q можно 
утверждать, что протективный эффект в отношении раз-
вития ХГСО связан с носительством гомозиготного ге-
нотипа Т/Т полиморфизмов С511Т (OR=0,235 [95% 
CI:0,152-0,365]; Q=-0,6) и Т31С (OR=0,287 [95% CI: 
0,193-0,428]; Q=-0,5) гена IL1В и гомозиготного гено-
типа G/G полиморфного локуса -1082 гена IL10 
(OR=0,265 [95% CI: 0,176-0,397]; Q=-0,6) (табл. 1, 2). 

Следующим этапом нашего исследования явилось 
определение ассоциативности носительства изучаемых 
полиморфизмов генов про- и противовоспалительных 
цитокинов с возрастными периодами начальных про-
явлений ХГСО (по данным анамнеза, из амбулаторных 
карт по результатам посещения оториноларинголога). 

Анализ распределения полиморфных генотипов ге-
нов IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С) и IL10 (G1082A, C819T) 
у лиц 1-й группы с манифестацией ХГСО в возрасте до 
14 лет (табл. 3) показал, что гомозиготный генотип С/С 
полиморфизма в локусе -3953 гена IL1В у них встречал-
ся в 2,1 и 14,1 раза чаще, чем у пациентов с дебютом 
ХГСО в возрасте от 15 до 30 лет (2-я группа) и старше 30 
лет (3-я группа) соответственно (табл. 3). При этом но-
сителей генотипа С/С данного полиморфизма в 3-й груп-
пе было в 6,7 раза меньше, а генотипа Т/Т, напротив, в 
6,0 раз больше, чем во 2-й группе. Частота встречаемо-
сти гетерозиготного генотипа С/Т полиморфного локу-
са -3953 гена IL1В среди лиц 2-й и 3-й групп превышала 
таковую в 1-й группе более чем в 2 раза (табл. 3).

В группе пациентов с начальными проявлениями 
ХГСО в возрасте старше 30 лет количество носителей 
гомозиготного варианта Т/Т полиморфизма С511Т ге-
на IL1В было в 108,3 и 3,5 раза больше по сравнению 
с пациентами 1-й и 2-й групп соответственно. При 
этом разница в частоте встречаемости среди больных 
ХГСО 1-й и 2-й возрастных групп также была значи-
тельной (табл. 1). Носителей гетерозиготного геноти-
па Т/С полиморфизма С511Т гена IL1В среди лиц с де-
бютом ХГСО до 14 лет и в возрасте от 15 до 30 лет бы-
ло в 3,3 и 2,9 раза соответственно больше, чем среди 
пациентов с началом заболевания после 30 лет. Также 
в 1-й возрастной группе было обнаружено практиче-
ски двукратное преобладание лиц, имеющих гомози-
готный генотип С/С полиморфного варианта гена IL1В 
(Т511С), по сравнению с 3-й группой (табл. 3).

Среди больных ХГСО с манифестацией заболевания 
в возрасте до 14 лет частота встречаемости гомозиготно-
го генотипа С/С полиморфного локуса -31 гена IL1В бы-
ла выше, чем среди лиц с дебютом ХГСО в возрасте от 15 

до 30 лет и старше 30 лет (в 5,4 и 21,6 раза соответствен-
но) (табл. 3). В то же время, носительство генотипа Т/Т 
данного полиморфизма в 3-й возрастной группе реги-
стрировалось чаще, чем во 2-й и 1-й группах (в 5,5 и 13,0 
раза соответственно). Гетерозиготный генотип Т/С по-
лиморфного варианта гена IL1В (Т31С) чаще обнаружи-
вался среди больных ХГСО 2-й группы (табл. 3).

Что касается полиморфизмов гена противовоспа-
лительного IL-10, то среди больных ХГСО в группе с 
началом заболевания в возрасте до 14 лет частота встре-
чаемости гомозиготного по аллелю А генотипа поли-
морфного локуса -1082 гена IL10 в была в 3,8 и 10,3 
раза выше, чем среди пациентов 2-й и 3-й групп соот-
ветственно (табл. 3). При этом наиболее частое носи-
тельство гомозиготного генотипа G/G данного поли-
морфизма обнаруживалось среди пациентов группы с 
дебютом ХГСО в возрасте старше 30 лет (табл. 3). Об-
ладателей гетерозиготного генотипа G/А полиморфиз-
ма G1082A гена IL10 было больше среди больных с ма-
нифестацией ХГСО в возрасте от 15 до 30 лет, чем сре-
ди лиц в 1-й (в 2,0 раза) и 3-й (в 7,7 раза) группах. В то 
же время частота встречаемости гетерозиготного гено-
типа G/А в 1-й группе была выше, чем среди пациен-
тов 3-й группы – в 3,9 раза (табл. 3).

Количество носителей гомозиготного генотипа С/С 
полиморфного локуса -819 гена IL10 среди лиц с де-
бютом заболевания после 30 лет было более чем в 2 раза 
больше, чем среди лиц 1-й и 2-й групп соответствен-
но (табл. 3). При этом частота встречаемости гетеро-
зиготного генотипа С/Т у больных ХГСО 3-й группы 
выявлялась в 2,4 и 2,2 раза реже по сравнению с часто-

Таблица 2

Ассоциативность полиморфизмов гена IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С) и 
гена IL10 (G1082A, C819T) с хроническим гнойным средним отитом

Полиморфизм  
генов

генотипы

Больные с хроническим гнойным средним 
отитом (n=299) 

Коэффициент ас-
социации Юла (Q)

Коэффициент кон-
тингенции Фи (Φ)

IL1В (С3953Т)
С/С
С/Т

0,6
-0,4

0,4
-0,1

IL1В (Т511С)
Т/С
Т/Т

0,4
-0,6

0,2
-0,1

IL1В (Т31С)
Т/Т
С/С

-0,5
0,6

-0,3
0,3

IL10 (G1082A)
G/G
A/A

-0,6
0,7

-0,1
0,5

IL10 (С819Т)
Т/Т 0,5 0,3
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Таблица 3

Частота распределения генотипов полиморфизмов генов IL1В (С3953Т, С511Т, Т31С), IL10 (G1082A, C592A, C819T), IL6 (С174G) и TNFА 
(G308A) у больных с хроническим гнойным средним отитом в зависимости от срока первично установленного диагноза

Полиморфизм
генов

1 группа
больных ХГСО с первичной мани-

фестацией болезни в возрасте  
до 14 лет (n=178)
Абс. (%), (χ2, р)

2 группа
больных ХГСО с первичной мани-

фестацией болезни в возрасте  
от 15 до 30 лет (n=81)

Абс. (%), (χ2, р)

3 группа
больных ХГСО

с первичной манифестацией болез-
ни в возрасте старше 30 лет 

(n=40)
Абс. (%), (χ2, р)

IL1В (С3953Т)
С/С 126 (70,7)

(χ2=73,563, р1<0,001)
27 (33,3)

(χ2=30,768, р2<0,001)
2 (5,0)

(χ2=10,293, р3<0,001)
(χ2=55,630, р4<0,001)

С/Т 52 (29,3)
(χ2=25,895 р1<0,001)

50 (61,7)
(χ2=30,768, р2<0,001)

26 (65,0)
(χ2=16,679, р4<0,001)

Т/Т 0 4 (5,0) 12 (30,0)
(χ2=12,793, р3<0,001)

IL1В (Т511С)
Т/Т 1 (0,6)

(χ2=86,290, р1<0,001)
15 (18,6)

(χ2=27,783, р2<0,001)
(χ2=11,631, р1<0,001)

26 (65,0) 
(χ2=6,702, р1=0,010)

(χ2=23,790, р3<0,001)
(χ2=119,108, р4<0,001)

Т/С 119 (66,8)
(χ2=33,014 р1<0,001)

47 (58,0) 8 (20,0)
(χ2=14,119, р3<0,001)
(χ2=27,589, р4<0,001)

С/С 58 (32,6) 19 (23,4) 6 (15,0)
(χ2=4,059, р4=0,044)

IL1В (Т31С)
Т/Т 13 (7,3)

(χ2=75,562, р1<0,001)
14 (17,3)

(χ2=22,609, р1<0,001)
(χ2=4,918, р2=0,026)

38 (95,0)
(χ2=26,340, р1<0,001)
(χ2=62,860, р3<0,001)
(χ2=135,307, р4<0,001)

Т/С 69 (38,8) 59 (72,8)
(χ2=29,000, р1<0,001)
(χ2=24,513, р2<0,001)

1 (2,5)
(χ2=16,035, р1<0,001)
(χ2=50,220, р3<0,001)
(χ2=18,074, р4<0,001)

С/С 96 (53,9)
(χ2=59,926, р1<0,001)

8 (9,9)
(χ2=43,148, р2<0,001)

1 (2,5)
(χ2=32,931, р4<0,001)

IL6 (С174G)
C/C 29 (16,3) 12 (14,8) 6 (15,0)

C/G 85 (47,7) 41 (50,6) 19 (47,5)
G/G 64 (36,0) 28 (34,6) 15 (37,5)

IL10 (G1082A)
G/G 17 (9,5)

(χ2=61,659, р1<0,001)
8 (9,9) 34 (85,0)

(χ2=17,010, р1<0,001)
(χ2=63,408, р3<0,001)
(χ2=99,576, р4<0,001)

G/A 69 (38,8) 62 (76,5)
(χ2=30,292, р2<0,001)

4 (10,0)
(χ2=10,219, р1=0,002)
(χ2=45,176, р3<0,001)
(χ2=10,875, р4<0,001)

A/A 92 (51,7) 11 (13,6)
(χ2=32,173, р2<0,001)

2 (5,0)
(χ2=27,151, р4<0,001)

IL10 (C819T)
C/C 54 (30,3)

(χ2=10,509, р1=0,002)
27 (33,3)

(χ2=4,059, р1=0,044)
29 (72,5)

(χ2=7,223, р1=0,008)
(χ2=14,984, р3<0,001)
(χ2=22,870, р4<0,001)

Продолжение табл. 3 см. на стр. 11
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той его обнаружения среди пациентов с манифестаци-
ей заболевания до 14 лет и в возрасте от 15 до 30 лет со-
ответственно (табл. 3).

В то же время, межгрупповых различий в распре-
делении генотипов полиморфного варианта -308 гена 
TNFА в зависимости от возрастного периода манифе-
стации ХГСО нами не было выявлено (табл. 3). 

 Формирование сосцевидного отростка височной 
кости, в частности его пневматизация, и структур сред-
него уха происходит от начала перинатального перио-
да жизни человека до пубертатного возраста. Процесс 
определяется генетически и зависит от окружающих 
условий, в том числе и от воспалительных заболеваний 
среднего уха в младенчестве и раннем детстве [12]. Со-
гласно эндодермальной теории J. Wittmaack (1918), 
эпизодический случай перенесенного острого отита в 
младенческом и раннем детском возрасте становится 
причиной ограниченной пневматизации клеток сосце-
видного отростка [15]. Планиметрические измерения 
рентгенограмм, проведенные D. Diamant (1940) на 
представительной группе пациентов c заболеванием 
среднего уха, продемонстрировали результат ограни-
ченной пневматизации височной кости в дальнейшей 
жизни индивида в виде развития воспалительных про-
цессов в слизистой среднего уха. Таким образом, тип 
строения сосцевидного отростка на протяжении даль-
нейшей жизни субъекта предрасполагает к развитию 

среднего отита и влияет на течение уже имеющих ме-
сто эпизодов острого отита, способствуя хронизации 
патологического процесса в среднем ухе. Благополуч-
ное же завершение острой воспалительной реакции за-
висит от цитокинового профиля индивида. Цитокино-
вый дисбаланс, возникающий в результате дисрегуля-
ционной патологии иммунной системы и обуслов- 
ленный полиморфизмом генов про- и противовоспа-
лительных цитокинов, приводит к нарушению стадий-
ности иммунных реакций и продолжительному воспа-
лительному ответу. Логично предположить, что в фор-
мировании патологического процесса в среднем ухе 
генетическая составляющая играет не менее важную 
роль, чем другие внутренние (предрасполагающие к ее 
развитию) факторы, такие как воспалительная пато-
логия полости и придаточных пазух носа, дисфункция 
евстахиевой трубы, патология носоглоточного кольца, 
а также внешние условия – социальные и климатиче-
ские [9, 12, 16].

По результатам ранее выполненных работ нами по-
казано, что у больных ХГСО присутствие в геноме 
определенных сочетаний полиморфных вариантов ге-
нов цитокинов оказывает существенное влияние на со-
отношение провоспалительных и противовоспалитель-
ных медиаторов в крови, что является одной из глав-
ных причин дисрегуляции воспалительного ответа  
среднего уха [17].

Полиморфизм
генов

1 группа
больных ХГСО с первичной мани-

фестацией болезни в возрасте  
до 14 лет (n=178)
Абс. (%), (χ2, р)

2 группа
больных ХГСО с первичной мани-

фестацией болезни в возрасте  
от 15 до 30 лет (n=81)

Абс. (%), (χ2, р)

3 группа
больных ХГСО

с первичной манифестацией болез-
ни в возрасте старше 30 лет (n=40)

Абс. (%), (χ2, р)
C/T 85 (47,7) 36 (44,4) 8 (20,0)

(χ2=6,168, р1=0,014)
(χ2=5,848, р3=0,015)
(χ2=9,181, р4=0,002)

T/T 39 (22,0)
(χ2=9,006, р1=0,003)

18 (22,3)
(χ2=6,300, р1=0,013)

3 (7,5)

IL10 (C592A)

C/C 76 (42,7) 38 (46,9) 19 (47,5)
C/A 102 (57,3) 42 (51,9) 19 (47,5)

A/A 0 1 (1,2) 2 (5,0)
TNFА (G308A)

G/G 141 (79,2)
(χ2=6,016, р1=0,015)

61 (75,3) 33 (82,5)

G/A 37 (20,8) 
(χ2=4,642, р1=0,032)

19 (23,4) 7 (17,5)

A/A 0 1 (1,3) 0

Примечание. р1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой здоровых доноров, р2 – у больных в 1-й и 2-й груп-
пах, р3 – у больных во 2-й и 3-й группах, р4 – у больных в 1-й и 3-й группах; абс. – абсолютные значения. 

Продолжение табл. 3. 
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В настоящем исследовании у большинства пациен-
тов с ХГСО нами выявлено носительство ассоцииро-
ванных с развитием заболевания полиморфизмов 
С3953Т, Т511С,  Т31С гена провоспалительного IL-1β 
по «высокопродуцирующим» аллелям и полиморфиз-
ма C819T гена противовоспалительного IL-10 по «низ-
копродуцирующему» аллелю. При этом ранняя мани-
фестация ХГСО среди пациентов детского возраста со-
четалась с наибольшей (сравнительно с другими 
возрастными периодами дебюта заболевания) частотой 
встречаемости гомозиготного по аллелю С генотипа по-
лиморфизмов С3953Т, Т31С гена IL1В и гомозиготного 
по аллелю А генотипа полиморфизма G1082A гена IL10.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
индивидуальное носительство «высокопродуцирующих» 
и «низкопродуцирующих» полиморфных вариантов ге-
нов про- и противовоспалительных цитокинов, облада-
ющих плейотропным действием, может оказывать вли-
яние на характер течения патологического процесса в 
среднем ухе с формированием профиля воспалительно-
го ответа по гиперергическому типу [6]. 

Показано, что основополагающая роль в реализации 
местной воспалительной реакции и острофазового отве-
та на системном уровне отводится IL-1β за счет активи-
рующего его влияния на Т-лимфоциты-хелперы типа 1 
(Th1), цитотоксические Т-лимфоциты, натуральные кил-
леры (NK-клетки), моноциты/макрофаги, нейтрофилы 
и тромбоциты, их эмиграцию в очаг воспаления, в том 
числе посредством активации экспрессии молекул адге-
зии на клетках крови и  эндотелия в зоне его поврежде-
ния при действии флогогена и других медиаторов. При 
этом уровень синтеза IL-1β и выраженность опосредо-
ванных им эффектов, в том числе фагоцитарная актив-
ность и окислительный потенциал лейкоцитов, во мно-
гом зависят от полиморфизмов гена IL1В [5]. Стимули-
рующий эффект цитокина на костную резорбцию за счет 
индукции экспрессии коллагеназы в фибробластах по-
казан у больных с кариозно-деструктивным течением па-
тологического процесса в среднем ухе. Так, установлены 
ассоциации между концентрацией IL-1β в сыворотке 
крови и степенью выраженности костной деструкции в 
среднем ухе при ХГСО [4, 18]. Нами также установлена 
связь «высокопродуцирующих» генотипов полиморфиз-
мов С3953Т, С511Т, Т31С гена IL1В с развитием ХГСО, в 
том числе в раннем возрасте – до 14 лет. Наиболее зна-
чимыми в этом отношении оказались  полиморфные ва-
рианты генов С3953Т и Т511С гена IL1В.

По данным литературы, под влиянием IL-1β, равно 
как и компонентов бактериального происхождения, уси-
ливается синтез TNF-α [19]. Участие TNF-α в противо-
микробной защите при воспалении среднего уха прояв-
ляется реализацией цитотоксического эффекта путем 

инициации реакций «респираторного взрыва» в лейко-
цитах, эмигрирующих в очаг воспаления вследствие хе-
моаттрактантных свойств цитокина и его способности 
повышать сосудистую проницаемость. Однако обуслов-
ленное эффектами TNF-α развитие тромбоза принося-
щих кровеносных сосудов в очаге воспаления приводит 
к состоянию гипоксии, стимулирует разрушение матрик-
са кости, ингибирует синтез коллагена и протеоглика-
нов. Перечисленные эффекты обосновывают результа-
ты исследований, в которых обнаружена прямая связь 
повышения концентрации TNF-α в сыворотке крови с 
длительностью и тяжестью воспалительных заболеваний 
разных локализаций [13, 20]. 

Наряду с полиморфизмами генов, определяющи-
ми вариабельность продукции IL-1β, полиморфизмы 
генов TNF-α и иных провоспалительных цитокинов 
(IL-6, IL-8 и др.) также могут оказывать влияние на ха-
рактер воспалительного ответа [9, 13]. Наиболее зна-
чимыми в данном аспекте считаются два полиморф-
ных участка с единичными нуклеотидными заменами: 
-308 (G→A) и -238 (G→A), которые влияют на количе-
ство синтезируемого продукта. В связи с наличием ал-
леля А  полиморфизма G308A  экспрессия гена TNFА и 
синтез TNF-α возрастают в десятки раз, что в опреде-
ленных условиях может отражаться на иммунных ре-
акциях организма с формированием системных про-
явлений воспалительного процесса, вплоть до септи-
ческого шока [21]. Полиморфизм -308 (G→A)  гена 
TNFА является маркером неблагоприятного прогноза 
у больных с малярией, менингококковой инфекцией, 
циррозом печени при гепатите С [22, 23]. Вместе с 
этим, в нашем исследовании с развитием ХГСО ока-
залось связанным наличие генотипа G/G полиморфиз-
ма G308A гена TNFА (OR=1,791), однако эту связь мы 
рассматриваем как слабую (коэффициенты ассоциа-
ции и контингенции близки к 0). При этом связи SNP 
гена TNFА G308А с возрастным периодом манифеста-
ции ХГСО не выявлено. Различий по распределению 
генотипов полиморфного локуса -174 гена IL6 у здо-
ровых лиц и больных ХГСО также обнаружено не бы-
ло, что предполагает отсутствие влияния полиморфиз-
ма С174G гена IL6 на развитие среднего отита. 

Полиморфизмы G1082A, C592A, C819T гена IL-10 
ассоциированы c низким уровнем синтеза этого интер-
лейкина, что может приводить к избыточному образо-
ванию провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, 
TNF-α, реактивных интермедиатов кислорода и азота 
клетками ретикулоэндотелиальной системы и к повы-
шенной смертности от ряда заболеваний, связанных с 
развитием асептического воспаления [24]. IL-10 пода-
вляет развитие Th1-ассоциированных реакций и акти-
вацию В-лимфоцитов, «респираторный взрыв» в лей-
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коцитах, их адгезивные свойства, продукцию ими про-
воспалительных цитокинов и процессы свободно- 
радиакального окисления липидов. При этом в услови-
ях нормергического воспалительного ответа секреция 
IL-10 толерогенными макрофагами и Т-регуляторными 
лимфоцитами с иммуносупрессорной активностью 
(Treg) направлена на ограничение степени выраженно-
сти и продолжительности иммунного ответа [25]. В слу-
чае гиперпродукции противовоспалительного цитоки-
на происходит снижение противоинфекционной защи-
ты, хронизация или генерализация воспалительного 
процесса. Так, отмечено, что повышенная секреция  
IL-10 на микробный раздражитель в сочетании с носи-
тельством гомозиготного генотипа G/G (G1082A) гена 
IL10 может приводить к подавлению воспаления на на-
чальных этапах, способствует отягощению течения за-
болевания за счет отрицательного влияния цитокина на 
процессы репаративной регенерации тканей [13]. В хо-
де ранее проведенных исследований нами показано, что 
у больных ХГСО носительство генотипов А/А и С/С ге-
на IL10 в полиморфных локусах -1082 и -819 соответ-
ственно сочетается со сниженной концентрацией IL-10 
в сыворотке крови [26].  Этот факт объясняет наличие 
установленной нами связи ХГСО с наличием у больных 
гомозиготного генотипа А/А полиморфизма G1082A 
(OR=3,127; Q=0,7 и Ф=0,5) и гомозиготного генотипа 
С/С полиморфизма С819Т (OR=5,335; Q=0,5) гена IL10. 

Заключение
Полиморфизм генов цитокинов IL1В, IL10 и TNFА 

предрасполагает к развитию ХГСО. При этом наибо-
лее значимыми в формировании предрасположения к 
развитию заболевания (по величине отношения шан-
сов, коэффициентов ассоциации и контингенции) яв-
ляются генотипы С/С полиморфизмов С3953Т и Т31С 
гена IL1В, А/А полиморфизма G1082A и Т/Т полимор-
физма С819Т гена IL10. Кроме того, полиморфные ва-
рианты генов IL1В (С3953Т, Т511С) и IL10 (G1082A) яв-
ляются предиктором генетически обусловленного 
предрасположения к раннему клиническому проявле-
нию заболевания и могут рассматриваться как один из 
этиологических факторов и (в перспективе) диагно-
стических маркеров развития патологии среднего уха 
в возрасте до 14 лет.
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Агрегационная активность тромбоцитов у больных 
ишемическим инсультом — носителей генетического 
полиморфизма некоторых толл-подобных рецепторов
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Цель – изучение генетического полиморфизма толл-подобных рецепторов при ишемическом инсульте и его влияние на 
агрегационную активность тромбоцитов .
Методика. В исследовании приняли участие 115 больных ишемическим инсультом, в возрасте 55-65 лет и 94 сопоставимых 
по возрасту здоровых респондента . Материалом для молекулярно-генетического анализа служили образцы ДНК, выделен-
ные из лейкоцитов периферической крови . Первичный гемостаз (спонтанная и индуцированная агрегатометрия) изучался 
на двухканальном лазерном анализаторе агрегации тромбоцитов АЛАТ–2 . Результаты показали, что предикторами ишеми-
ческого инсульта являются аллели: 753Arg TLR2, 249Pro TLR6, 1237C TLR9 и генотипы 753Arg/Arg TLR2, 299Asp/Asp TLR4, 249Pro/
Pro TLR6 с отношением шансов от 1,49 до 3,35 . Для развития инсульта имеет значение не только качество полиморфных мар-
керов, но и количество предикторных аллельных вариантов . У больных ишемическим инсультом в острейший период и в 
период формирования инфаркта мозга отмечается увеличение скорости и степени спонтанной агрегации тромбоцитов с 
последующим снижением к концу острого периода . При внесении АДФ (5 и 1,25 мкг/мл) и коллагена наблюдается снижение 
скорости и степени агрегации на 1-е и 10-е сут инсульта с увеличением таковых к 21-м сут . У больных – обладателей двух и 
более предиктивных аллелей полиморфизма толл-подобных рецепторов в геноме в динамике инсульта отмечаются сравни-
тельно низкие показатели степени и скорости индуцированной агрегации тромбоцитов с увеличением радиуса агрегатов .

Ключевые слова: толл-подобные рецепторы; генетический полиморфизм; агрегация тромбоцитов; ишемический 
инсульт .
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Krokhaleva Yu.A.1, Stambovskaya N.N.2, Kuznik B.I. 2

PLATELET AGGREGATION ACTIVITY IN PATIENTS WITH ISCHEMIC STROKE, CARRIERS OF A GENETIC 
POLYMORPHISM OF SOME TOLL — LIKE RECEPTORS

1 Territorial Clinical Hospital,  
 Kokhanskogo Str . 7, Chita 672038, Trans-Baikal Territory, Russian Federation;

2 Chita State Medical Academy, 
 Gorkogo Str . 39a, Chita 672000, Trans-Baikal Territory, Russian Federation

Aim. To study genetic polymorphism of toll-like receptors in ischemic stroke and the polymorphism effect on the platelet aggre-
gation ability . Methods. The study involved 115 patients with ischemic stroke aged 55-65 and 94 age-matched healthy respon-
dents . DNA samples isolated from peripheral blood leukocytes were used for molecular genetic analysis of TLR2 (Arg753Gln), TLR3 
(Phe412Leu), TLR4 (Asp299Gly), TLR6 (Ser249Pro), TLR9 (T - 1237 C) . Primary hemostasis (spontaneous and induced aggregatome-
try) was studied using an ALAT-2 two-channel laser analyzer of platelet aggregation . Results. The study showed that predictors 
of ischemic stroke included the 753Arg TLR2, 249Pro TLR6, 1237C, and TLR9 alleles and the –753Arg/Arg TLR2, 299Asp/Asp TLR4, and 
249Pro/Pro TLR6 genotypes with odds ratios from 1 .49 to 3 .35 . Not only the quality of polymorphic markers but also the number 
of predictive allelic variants are important for the development of stroke . In patients with ischemic stroke in the acute phase and 
during the formation of cerebral infarction, increased rate and degree of spontaneous platelet aggregation were observed with a 
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subsequent decrease by the end of acute period . Addition of ADP (5 and 1 .25 mg/ml) and collagen decreased the rate and degree 
of platelet aggregation on days 1 and 10 of stroke with an increase in both by day 21 . In patients carrying two or more predictive 
alleles of the toll-like receptor polymorphism in the genome, relatively low rate and degree values of induced platelet aggrega-
tion with increased radius of the aggregates were observed in the dynamics of stroke

Keywords: toll-like receptors; genetic polymorphism; platelet aggregation; ischemic stroke .
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Введение
По данным Всемирной федерации неврологиче-

ских обществ, ежегодно в мире регистрируется не ме-
нее 15 млн инсультов, в России – свыше 450 тыс. эпи-
зодов [1]. В последние годы острые нарушения мозго-
вого кровообращения (ОНМК) начали выявляться у 
лиц моложе 40 лет. Высокий риск инвалидизации, се-
рьезные экономические и социальные последствия де-
лают эту проблему весьма  актуальной.

Открытые сравнительно недавно толл-подобные ре-
цепторы привлекли внимание ученых всего мира, по-
скольку проведенные многочисленные исследования 
доказали первостепенную роль этих белков в патогене-
зе как инфекционных, так и неинфекционных заболе-
ваний [2, 3]. Встречаясь первыми на пути патогенов, они 
активируют синтез цитокинов, от которых зависит ин-
тенсивность воспалительной реакции, течение и исход 
заболевания. В настоящее время интенсивно изучается 
роль этих белков в развитии сердечно-сосудистых забо-
леваний – гипертонии, ишемической болезни сердца и 
атеросклероза, являющихся факторами риска ОНМК. 
В последние годы в литературе появились работы по из-
учению роли генетического полиморфизма толл-
подобных рецепторов в патогенезе церебральных ин-
сультов [4—8]. Результаты оказались достаточно проти-
воречивыми, что вызывает особый интерес к изучению 
генетического полиморфизма toll-like рецепторов при 
ишемическом инсульте и его влиянии на отдельные па-
тогенетические звенья.

 Цель исследования — изучение генетического по-
лиморфизма толл-подобных рецепторов при ишеми-
ческом инсульте и его влияние на агрегационную ак-
тивность тромбоцитов.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 

медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов. Работа одобрена этической комиссией Чи-
тинской государственной медицинской академии (про-
токол № 30).

В исследовании приняли участие 115 больных ише-
мическим инсультом (ИИ) в   возрасте 55-65 лет и 94 
здоровых сопоставимых по возрасту респондента. Пер-
вичный гемостаз (спонтанная и индуцированная агре-
гатометрия) изучался на двухканальном лазерном ана-
лизаторе агрегации тромбоцитов АЛАТ–2 (НПФ 
«БИОЛА», Россия) с реактивами фирмы ООО «Техно-
логия стандарт». Запись агрегатограммы проводилась 
при 37 °С в течение 7 мин. Исследования крови паци-
ентов с ИИ проводили в 1-е, 10-е и 21-е сут заболева-
ния. У лиц контрольной группы  кровь на исследова-
ние брали однократно. 

Используемые реактивы. В качестве индуктора ис-
пользовали следующие реагенты: АДФ в конечных кон-
центрациях 5 мг/мл и  1,25 мг/мл; коллаген – 1 мг/мл; 
адреналин – 5 мг/мл; ристомицин – 15 мг/мл. После-
дующий анализ агрегационной кривой включал в себя 
оценку типа агрегатограммы и определение следующих 
показателей: степени агрегации (максимальный про-
цент светопропускания плазмы и размер радиуса агре-
гатов, опт. ед.) и скорости агрегации (опт. ед.). Ввиду 
того, что вторая волна повышения агрегации регистри-
ровалась в небольшом числе случаев, расчет степени и 
времени агрегации на всех кривых проводился по отно-
шению к первой агрегационной волне.

Материалом для молекулярно-генетического анали-
за служили образцы ДНК, выделенные из лейкоцитов 
периферической крови (реагенты ДНК-Экспресс-кровь, 
НПФ «Литех», Москва). Амплификацию фрагментов ге-
нов проводили в термоциклере «Бис–М112» (ООО 
«Бис-Н», Новосибирск). Визуализация продуктов ам-
плификации выполнена с помощью электрофореза в 3% 
агарозном геле с добавлением бромистого этидия в про-
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ходящем ультрафиолетовом свете. Полученные резуль-
таты трактовали согласно инструкции производителя. 
Забор крови для данного исследования осуществлялся 
однократно у пациентов в обеих группах наблюдения.

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с помощью программ Microsoft Excel 2007, 
BIOSTAT, Statistica 6,0 (StatSoftInc., USA). Вычисля-
ли индивидуальный генетический индекс (IGI), явля-
ющийся ранжированной величиной, характеризую-
щей совокупный эффект носительства изучаемого ге-
нетического полиморфизма (кумулятивная полимерия) 
в группе. Учитывали, что нормальная гомозигота − это 
«1», гетерозигота − «2», мутантная гомозигота − «3» для 
TLR6 (Ser249Pro) и TLR9 (T1237-C), для TLR2 
(Arg753Gln) и TLR4 (Asp299Gly) нормальная гомозиго-
та принималась за «3», гетерозигота − за «2», мутант-
ная гомозигота − за «1» [9].

Формула расчета: 
индивидуальный генетический индекс (IGI) у от-

дельного пациента:
              AHP1 + AHP2 + AHPn + ….
IGIA =––––––––––––––––––
                                N

После унификации и суммации баллов находили 
M и сравнивали c подобными контрольными значени-
ями с помощью критерия χ2.

Результаты и обсуждение
 В результате проведенных  исследований установ-

лено, что различия аллелей и генотипов изучаемых 
толл-рецепторов в группе больных и контрольной 
группе по генотипу 753Arg/Arg TLR2 с статистически 
значимо большей частотой встречаются у больных ИИ 
(р=0,02). Генотип 753Arg/Gln TLR2  и аллель 753Gln 
данного рецептора чаще встречался у здоровых рези-
дентов (р=0,02; р=0,01 соответственно) (табл. 1). От-
носительный риск развития ИИ у носителей генотипа 
Arg/Arg составил 2,41 [CI 95%: 1,33 — 4,36], для обла-
дателей генотипа Arg/Gln- 0,44 [CI 95%: 0,24 — 0,81]. 
RR для лиц, имеющих дикий аллель, равен 2,21[CI 
95%: 1,29 — 3,78], для резидентов, несущих мутантный 
аллель − 0,45 [CI 95%: 0,26 — 0,78]. 

Следует отметить, что у мышей с дефектом TLR2 
при ишемическом/реперфузионном повреждении от-
мечается существенно более слабый воспалительный 

Таблица 1

Генетический полиморфизм toll-like рецепторов у больных ишемическим инсультом 

Полиморфизм Генотип, аллель Частота генотипа, аллеля, 
n (%)

p χ2 RR [95% CI:] 

Клиническая 
группа (n=115)

Контрольная 
группа (n=94)

TLR2
(Arg753Gln)
rs 5743708

Arg/Arg  
Arg/Gln  
Gln/Gln

95 (82,6)
19 (16,5)

1 (0,9)

62 (66)
31 (33)

1 (1)
0,02 7,78

2,45[1,29–4,67]
0,4[0,21 – 0,77]
0,82[0,05–13,2]

Arg  
Gln

0,909
0,091

0,824
0,176 0,01 6,52 2,12[1,18–3,80]

0,47[0,26–0,85]

TLR3
(Phe412Leu)

rs 3775291

Phe/Phe 
Phe/Leu 
Leu/Leu

53 (46)
54 (47)

8 (7)

47 (50)
36 (38,3)
11 (11,7)

0,31 2,35
0,85[0,50–1,48]
1,43[0,82–2,48]
0,56[0,22–1,47]

Phe 
Leu

0,696
0,304

0,691
0,309 0,93 0,01 1,02[0,67–1,55]

0,98[0,65–1,49]

TLR4 
(Asp299Gly) 
rs 4986790

Asp/Asp 
Asp/Gly 
Gly/Gly

84 (72,2)
14 (12,2)
18 (15,7)

45 (47,9)
43 (45,7)

6 (6,4)
р<0,001 30,23

2,82[1,59–5,02]
0,16[0,08–0,33]
2,72[1,03–7,16]

Asp 
Gly

0,783
0,217

0,707
0,293 0,08 3,11 1,49[0,96–2,32]

0,67[0,43–1,05]

TLR6
(Ser249Pro)
rs 5743810

Ser/Ser 
Ser/Pro 
Pro/Pro

20 (17,4)
26 (22,6)
69 (60)

23 (24,5)
41 (43,6)
30 (31,9)

р=0,0002 16,99
0,65[0,33–1,27]
0,38[0,21–0,69]
3,2[1,81 – 5,67]

Ser 
Pro

0,287
0,713

0,463
0,537 р=0,0002 13,78 0,47[0,31–0,70]

2,14[1,43–3,21]

TLR9
(T1237 C)
rs 5743836

T/T 
T/C 
C/C

80 (69,5)
31 (27)
4 (3,5)

77 (81,9) 
16 (17)
1 (1,1)

0,1 4,58
0,5[0,26 – 0,97]
1,8[0,91 – 3,54]
3,35[0,37–30,5]

T 
C

0,830
0,170

0,904
0,096 0,03 4,79 0,52[0,29–0,94]

1,93[1,06–3,50]
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ответ и менее выраженная инфильтрация лейкоцита-
ми канальцев почек [10].  Установлено, что генотип 
Arg/Arg TLR2 (Arg753Gln) при ряде заболеваний связан 
с возникновением воспалительной реакции [11, 12]. 
Исследование идентичного полиморфизма у китай-
ского населения, страдающего ИБС, показало отсут-
ствие мутантного аллеля [13]. Согласно выводам бри-
танских ученых, экспрессия TLR2 наблюдается в ате-
росклеротических бляшках, что, в свою очередь, 
вызывает  развитие воспалительного процесса стенки 
сосуда, что в последующем приводит  к отрыву бляшек 
и тромбов [12]. Учитывая данные литературы и резуль-
таты собственных исследований, можно высказать 
предположение, что наличие дикого аллеля TLR2 
(Arg753Gln), особенно в гомозиготном состоянии, 
должно способствовать развитию мощной воспали-
тельной реакции в сосудистой стенке. 

У больных ОНМК нами обнаружено более частое 
носительство нормального аллеля TLR4 (Asp299Gly) – 
0,783 против 0,707 у здоровых респондентов  (р<0,0001). 
Генотип Gly/Gly TLR4 наблюдался чаще у больных с 
ОНМК. Степень риска развития ишемического инсуль-
та у носителей генотипа Asp/Asp составила 2,82 [CI 95%: 
1,59  — 5,02], у гетерозигот – 0,16 [CI 95%: 0,08 — 0,33], 
у мутантных гомозигот – 2,72 [1,03—7,16]. У носителей 
дикого аллеля RR составил 1,49 [CI 95%: 0,96  — 2,32], 
для носителей минорного аллеля – 0,67 [CI 95%: 0,43 — 
1,05]. В литературе имеются данные о том, что маркер 
299Gly гена TLR4 ассоциирован со снижением иммун-
ного ответа на ЛПС бактерий в результате уменьшения 
клеточной экспрессии и дальнейшего прекращения вза-
имодействия TLR4 с ЛПС [14]. Доказано участие TLR4 
в развитии экспериментального церебрального инфар-
кта [15]. Более того, ряд авторов [11, 16] отмечает, что  
наличие аллеля 299Gly гена TLR4 вносит существенный 
вклад в процесс атерогенеза. Столь противоречивые ре-
зультаты не позволяют сделать однозначных выводов, 
но дают нам возможность предположить, что носитель-
ство генотипа Asp/Asp и Asp-аллеля TLR4 (Asp299Gly) по-
вышает  риск развития атеросклероза, а впоследствии и 
инсульта. Гетерозиготное носительство аллелей несет 
защитную функцию, предотвращая возникновение ин-
сульта, либо способствуя течению ОНМК в более лег-
кой форме [2].

Среди больных значительно чаще встречались но-
сители Pro/Pro-генотипа и Pro-аллеля TLR6 (р=0,0002), 
для которых степень риска развития заболевания со-
ставила 3,2 [CI 95%: 1,81—5,67] и 2,14 [CI 95%: 1,43—
3,21] соответственно. Гетерозигот среди больных ока-
залось меньше, чем в группе контроля (р=0,0002), для 
них степень риска развития инсульта равна 0,38 [CI 
95%: 0,21 —  0,69]. Носителей дикого аллеля TLR6 

(Ser249Pro) было больше среди здоровых респонден-
тов (р=0,0002), RR для развития цереброваскулярной 
патологии составил 0,47 [CI 95%: 0,31—0,7]. Подобные 
результаты были получены у жителей Кавказа с ИБС. 
Высказано предположение, что Ser-аллель TLR6 защи-
щает сосуды от развития атеросклероза [17]. Нормаль-
ный аллель TLR6 (Ser249Pro) приводит к уменьшению 
числа так называемых «функциональных карманов» в 
LRR домене рецептора, что делает белок менее доступ-
ным для связывания с лигандами. Напротив,  Pro-
аллель  увеличивает количество «карманов». Ser/Ser ге-
нотип снижает активацию транскрипционного факто-
ра  NF–kB и выработку ИЛ-6, тем самым уменьшая 
риск развития атеросклероза [17]. Таким образом, Pro-
аллель имеет предикторную направленность к ОНМК, 
а  Ser-аллель обладает протективными свойствами.

У лиц  группы больных ИИ по отношению к кон-
тролю отмечалось более частое носительство мутант-
ного аллеля TLR9 (Т1237C) (р=0,03). При этом отно-
сительный риск заболевания для больных с ОНМК 
оказался равным 1,93 [CI 95%: 1,06—3,5], а для обла-
дателей аллеля 1237С в гомозиготном состоянии дан-
ный показатель составил 3,35 [CI 95%: 0,37—30,51], 
(табл. 1). Следовательно, носительство мутантного ал-
леля как в гомо-, так и в гетерозиготном состоянии мо-
жет предрасполагать к цереброваскулярной патологии 
[2, 15]. Считается, что C-аллель полиморфного марке-
ра TLR9 (T1237C) создает повышенное сродство к 
NFκB, увеличивающее транскрипционную активность 
генов и, как следствие, рост продукции цитокинов и 
хемокинов  [18].

Нами установлено, что IGI в пределах 2,2–2,4 (то 
есть наличие в геноме более 2 рисковых аллелей изуча-
емого полиморфизма) чаще наблюдался у больных ИИ 
(χ2=9,5; р=0,02), в то время как IGI=1,4–1,6 встречал-
ся реже, чем в контрольной группе (χ2=8,9; р=0,03) 
(табл. 2). Таким образом, чем больше  количество ал-
лельных вариантов, повышающих риск возникновения 
ИИ, тем выше риск развития данного заболевания.

У пациентов группы больных ИИ на протяжении 
всего острого периода инсульта в сравнении с контро-
лем степень индуцированной агрегации тромбоцитов 
при внесении адреналина оказалась существенно уси-
ленной (р<0,05), но статистически значимо снижалась 
при добавлении АДФ в концентрациях 5 и 1,25 мкг/мл,  
а также коллагена. Спонтанная агрегация тромбоци-
тов была выше у больных на 10-е сут заболевания, чем 
в контрольной группе (табл. 3). Скорость агрегации 
тромбоцитов у больных ИИ по отношению к здоровым 
респондентам снижалась при внесении коллагена, 
АДФ (1,25 мкг/мл) и адреналина (р<0,05). В динами-
ке заболевания  скорость агрегации тромбоцитов, ин-



Originals articlesPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(1)  

ISSN 0031-2991 19

дуцированной АДФ (5 и 1,25 мкг/мл) и адреналином, 
увеличивалась к концу острого периода,  скорость же 
спонтанной агрегации значимо снижалась (р<0,05) 
(табл. 4). Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами других исследователей [10, 19, 20].

Таким образом, у больных ишемическим инсуль-
том в острейший период и в период формирования ин-
фаркта мозга отмечалось увеличение скорости и степе-
ни спонтанной агрегации и ее снижение к концу остро-
го периода. При внесении АДФ (5 и 1,25 мкг/мл) и 
коллагена скорость и степень агрегации в 1–е и 10–е сут 
инсульта была снижена, но увеличивалась к 21 сут. 

У больных, носителей дикого аллеля TLR2 
(Arg753Gln), по сравнению с данными контроля, при 
внесении АДФ (1,25 мкг/мл) наблюдались более низ-
кие показатели степени агрегации, а при добавлении 
АДФ (5 мкг/мл) и адреналина степени и скорости агре-
гации (p<0,05). Отмечено, что степень спонтанной 
агрегации в период формирования инфаркта мозга бы-
ла выше у больных-носителей минорного аллеля  TLR2 
(Arg753Gln), нежели у больных-носителей нормально-
го аллеля TLR2 (Arg753Gln) (p<0,05). У обладателей 

753Arg-аллеля степень и скорость агрегации при вне-
сении АДФ 5 мкг/мл увеличивалась к концу острого 
периода инсульта, у носителей 753Gln-аллеля отмеча-
лась более высокая степень спонтанной агрегации 
тромбоцитов в период формирования инфаркта мозга 
по сравнению с острейшим периодом нарушения моз-
гового кровообращения. 

У носителей как нормального, так и рискового ал-
леля TLR3 (Phe412Leu) степень агрегации, индуциро-
ванной АДФ (1,25 мкг/мл), степень и скорость агрега-
ции при внесении АДФ (5 мкг/мл) или адреналина, а 
также скорость агрегации при добавлении коллагена 
была меньше, чем у здоровых респондентов (p<0,05). 
Следует отметить, что степень агрегации, индуциро-
ванной коллагеном, у обладателей 412Phe-аллеля TLR3 
(Phe412Leu) на 21-е сут инфаркта мозга превышала та-
ковую у носителей аналогичного аллеля контрольной 
группы  (p<0,05). У носителей дикого аллеля TLR3 
(Phe412Leu) степень агрегации при внесении АДФ  
5 мкг/мл имела тенденцию к снижению, в то время как 
при добавлении  адреналина к концу острого периода 
отмечалось статистически значимое ее увеличение 

Таблица 2

Индивидуальный генетический индекс у больных ишемическим инсультом 

Группы наблюдения Индивидуальный генетический индекс
1,4–1,6 1,8–2 2,2–2,4 Более 2,4

Клиническая группа 
(n=115)

5,2% 
(χ2=8,9; р=0,03)1

37,4% 48,7%
(χ2=9,5; р=0,02)1

8,7%

Контрольная группа 
(n=94)

14,9% 48,9% 28,7% 7,5%

Примечание. χ2
,
1- сравнение показателей между больными ишемическим инсультом и здоровыми исследуемыми.

Таблица 3

Степень спонтанной и индуцированной агрегации тромбоцитов в крови у больных ишемическим инсультом, Ме [Р25–Р75]

Группы на-
блюдения

Коллаген 1 мг/мл АДФ 5 мкг/мл АДФ 1,25 мкг/мл Адреналин 5 мг/мл Спонтанная 
Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. %

К
ли

ни
че

ск
ая

 гр
уп

па
 

(n
=

10
0)

1 сут. 7,05
(5,27; 
9,32)

54,8
(40,77; 
76,22)

5,52
(4,13; 
7,97)

14,1
(3,54; 

33,85)1

5,29
(4,04; 
6,78)1

26,65
(10,82; 
58,65)1

5,85
(3,81; 
7,51)1

73,4
(31,85; 
100)1

1,16
(1,04;
1,46)

1,99
(1,11; 
3,28)

10 сут. 6,54
(5,67; 
9,18)

53,7
(33,45;  
67,8)

6,31
(4,34; 
7,97)

20
(7,5; 

36,6)1,2

6,03
(5,09;
7,12)1

25,6
(14,42; 
40,27)1

5,62
(4,29; 
7,11)

77,9
(50,35; 
88,75)1

1,27
(1,13;
1,48)1

1,96
(1,12; 
2,79)

21 сут. 8,23
(6,52;9,51)

59,8
(38,27;69,7)1

6,64
(5,53;9,04)

16,4
(6,11; 

36,32)1

6,46
(4,64; 
8,48)3

22,5
(17,65; 
37,1)1

6,5
(5,56; 
7,75)

92
(78,8; 

120,25)1

1,15
(1,03;
1,42)

1,37
(0,99; 
2,78)4

Контрольная 
группа 
(n=89)

7,89
(6,01;9,77)

71
(53,5;
79,8)

7,23
(5,39;9,15)

41,25
(11; 63,72)

6,21
(4,72; 
7,79)

58,2
(22,7; 
79,6)

6,47
(4,81; 
7,93)

73,9
(56,32; 
91,05)

1,13
(1,01; 
1,44)

1,99
(1,23; 
3,48)

Примечание. u,1– р<0,05– сравнение показателей клинической группы с показателями контрольной группы; u,2– р<0,001–различия по-
казателей, полученных на 10-е сут инсульта, и данных в 1-е сут заболевания при добавлении АДФ 5 мкг/мл; u,3– р<0,001– сравнение по-
казателей, полученных на 21-е сут инсульта, с показателями в 1-е сут при добавлении АДФ 1,25 мкг/мл; u,4– р<0,001 – отличия между по-
казателями спонтанной агрегации на 21-е и 1-е сут ОНМК.
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Таблица 4

Скорость спонтанной и индуцированной агрегации тромбоцитов в крови у больных ишемическим инсультом, Ме [Р25–
Р75]

Группы 
наблюдения

Коллаген 1 мг/мл АДФ 5 мкг/мл АДФ 1,25 мкг/мл Адреналин 5 мг/мл Спонтанная
Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. % Опт.ед. %

Кл
ин

ич
ес

ка
я 

гр
уп

па
(n

=1
00

)

1 сут 10,4
(4,74; 16,4)1

71,5
(30,9; 
119,5)

16,9
(9,6; 25,45)

65,4
(46,57; 
93,92)

9,69
(6,81; 
19,3)1

27,5
(12,22;53,1)1

3,88
(2,21; 
5,98)1

15,6
(7,77; 
34,4)1

0,25
(0,17;0,42)

2,08
(1,33; 3,5)

10 сут 10
(4,12; 13,8)1

61,4
(37,8; 

86,55)2

18
(12,75; 
24,05)

66,7
(49,15; 
105,5)

13,7
(7,62; 
20,9)

33,55
(20,3;
67,9)

5,85
(3,82; 
8,67)

15,4
(8,52; 

30,1)1,4

0,24
(0,18;0,36)

1,71
(1,11; 2,61)5

21 сут 8,31
(5,81; 15,02)

74,1
(51,9; 
160,7)

19,7
(15,12; 
27,05)2

78,4
(54; 102,05)

12,6
(9,47; 

23,72)3

25,8
(11,37; 57,82)

5,33
(3,79; 
9,61)4

15,2
(9,9; 

23,5)1

0,22
(0,18;0,37)

1,75
(1,28;2,77)

Конт рольная 
группа (n=89)

14,1
(8; 19,45)

86,8
(64,07; 

132)

21,5
(11,8; 28,6)

70,7
(53,1; 90,1)

16,2
(9,4; 
22,2)

40,9
(22,860,37)

5,49
(3,2;8)

42,5
(16; 62,3)

0,24
(0,14;0,43)

1,79
(1,3; 3,05)

Примечание. u,1– р<0,05– сравнение показателей больных ишемическим инсультом и здоровых респондентов; u,2– р<0,001–различия по-
казателей, полученных на 21-е сут инсульта, и данных агрегации в 1-е сут заболевания при добавлении АДФ 5 мкг/мл; u,3– р<0,001– срав-
нение показателей, полученных на 21-е сут инсульта, с показателями в 1–е сутки при добавлении АДФ 1,25 мкг/мл; u,4– р<0,001 – отли-
чия между показателями агрегации, индуцированной адреналином, с 1-ми сут ОНМК; u,5– р<0,001– отличия между показателями спон-
танной агрегации на 10-е и 1-е сут ОНМК.

(p<0,001). При индукции агрегации коллагеном и АДФ 
(1,25 мкг/мл) зарегистрировано повышение ее скоро-
сти на 10-е сут ишемического инсульта, что отличалось 
от значений, полученных в 1-е и 21-е сут заболевания 
(p<0,05). 

Степень и скорость агрегации тромбоцитов, инду-
цированной АДФ (5 и 1,25 мкг/мл) и адреналином, у па-
циентов–носителей 299Asp-аллеля (p<0,05)  и 299Gly-
аллеля (p<0,001) TLR4 (Asp299Gly) оказались более низ-
кими, чем в контрольной группе. У обладателей как 
нормального, так и минорного аллеля TLR4 (Asp299Gly), 
страдающих ИИ, по сравнению со здоровыми, при вне-
сении коллагена установлены существенно более высо-
кие значения степени агрегации. В то же время  при до-
бавлении к плазме коллагена скорость агрегации у но-
сителей дикого аллеля TLR4 (Asp299Gly) по сравнению 
с таковой в контроле статистически значимо снижалась. 
У больных, имеющих 299Gly-аллель TLR4 (Asp299Gly), 
при внесении коллагена и адреналина размер агрегатов 
был статистически значимо больше, чем у больных–но-
сителей нормального аллеля. В динамике заболевания 
статистически значимые отличия были выявлены у но-
сителей рискового аллеля TLR4 (Asp299Gly), у которых 
скорость агрегации, индуцированной АДФ (1,25 мкг/
мл) и адреналином, была максимальной к окончанию 
периода формирования инфаркта мозга и, соответствен-
но, значимо отличалась от значений, полученных в 1-е 
и 21-е сут инсульта.

У носителей предиктивных аллелей генетическо-
го полиморфизма  толл-подобных рецепторов пара-
метры агрегации тромбоцитов оказались разнона-
правленными. Сравнительный анализ показателей 
агрегации в зависимости от генетического индекса в 
группе контроля не дал значимых результатов, одна-
ко радиус агрегатов как при спонтанной, так и инду-
цированной различными активаторами агрегации у 
здоровых респондентов с IGI от 2,0 оказался выше, 
чем у наблюдаемых с индексом менее 2,0.  У больных 
с IGI, в пределах 1,4–1,8 отмечалось увеличение сте-
пени и скорости спонтанной агрегации в 1-е сут и 
снижение скорости агрегации, индуцированной АДФ 
(5 мкг/мл), на 10-е сут в отличие от пациентов с 
IGI=2–2,2. В динамике заболевания у обладателей 
IGI=1,4–1,8 при внесении АДФ (5 мкг/мл) наблюда-
лась тенденция к увеличению агрегации тромбоцитов 
к концу острого периода. В  группе больных ИИ с 
IGI=2,4 и более, в отличие от лиц с IGI= 2–2,2, на-
блюдалась низкая степень и скорость агрегации, ин-
дуцированной коллагеном. В течение острого перио-
да ОНМК у больных с IGI=2,4 и более отмечалось 
снижение скорости агрегациик концу периода фор-
мирования инфаркта мозга (табл. 5). У пациентов с 
IGI более 2.0 в динамике заболевания независимо от 
используемых индукторов радиус агрегатов увеличи-
вался, тогда, как  у больных с показателем  IGI менее 
2.0 картина была разнородной. 
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Таблица 5

Скорость  и степень агрегации тромбоцитов в зависимости от генетического индекса у больных ишемическим инсультом, Ме [Р25–Р75] 

Индукторы  
агрегации

Клиническая группа Контрольная группа
индекс 1,4–2 индекс более 2 индекс 

1,4–2
индекс  
более 21 сут 10 сут 21 сут 1 сут 10 сут 21 сут

ко
лл

аг
ен

 1
мг

/м
л степень

оп. ед 6,68
(4,22; 7,82)

5,98
(4,32; 7,41)

5,03
(4,59; 7,95)

5,22
(3,64; 6,85)

5,6
(4,22; 7,13)

6,73
(5,86; 7,31)3

6,43
(4,81; 8,15)

6,52
(4,97; 7,17)

%
81,1

(49,18; 
109,5)5

68,5
(50,22; 
83,73)

80
(78,7; 160)

69,2
(23,05; 92,7)

79,35
(47,6; 87,83)

95,3
(79,2; 

119,5)3,5

75,1
(59,9; 92,7)

68,7
(52,7; 80,1)

скорость

оп. ед 13,3
(5,69; 19,43)6

10,45
(4,2; 16,95)

8,08
(4,6; 16,7)

9
(4,44; 14)1

9,1
(3,71; 12,03)1

10,1
(7,85; 13,05)

13,1
(8,24; 19,3)

14,9
(4,36; 19,5)

%
94,25

(58,83; 
126,75)6

59,95
(41; 86,15)2,3

61,9
(51,6; 166)

58,1
(21,65; 97,7)

63,7
(32,48; 79,7)

76,5
(57,95; 147)

88,6
(64,3; 132)

86,7
(38,1; 132)

АД
Ф

 5
 м

кг
/м

л степень

оп. ед 6,79
(4,58; 9,23)

6,49
(5,67; 9,19)

8,54
(7,25; 9,95)

7,13
(5,4; 9,44)

7,69
(5,97; 9,67)

7,56
(6;8,69)

7,76
(5,99; 9,13)

8,96
(6,02;10,3)

%
55,9

(39,3;
77)

53,95
(36,08; 
59,35)2

60,7
(39,4;
63,7)

53,6
(42,3;
4,5)

51,75
(21,25;
68,88)1

50,7
(29,07;
74,43)

71
(53,65;
81,5)

69,05
(53,45;
77,6)

скорость
оп. ед 18,2

(9,06; 24,5)
18,5

(11,73; 23,05)
19,7

(14,8; 25,7)
15,4

(10,5; 25,6)
18,75

(16,58; 24,63)
22,7

(14,3; 26,85)
19,7

(10,9; 27,75)
25,35

(14,78; 32,08)

% 69,6
(48,75; 93,05)

67,8
(55,7;83,05)

70,1
(52,9;90,2)

62,8
(44,6; 100)

60,65
(43,05; 106,25)

81,55
(42,35; 113,3)

70,1
(50,75; 90,2)

71,25
(53,73; 82,48)

АД
Ф

 1
,2

5 
мк

г/
мл степень

оп. ед 5,69
(4,2; 8,62)

7,36
(5,94; 8,09)6

8,65
(6,46; 9,05)4

5,44
(3,91; 7,72)2

5
(3,98; 7,26)2

6,07
(3,27; 8,47)

7,02
(5,33; 9,06)

7,86
(6,57; 9,49)

% 14
(5,34; 34)

26,1
(15,1; 44,55)

23,6
(9,54;30,4)

14,4
(3,39; 33,6)2

17,45
(4,48; 31,65)2

8,44
(2,23; 48,65)2

33,25
(5,6; 64,55)

47,15
(17,2; 61,93)

скорость

оп. ед 11,4
(7,07; 22,85)

16,4
(10,55; 22)

15,5
(11; 24,4)

9,02
(6,13; 18)2

11,1
(5,04; 17,57)1

12,5
(5,35; 21,68)

14,8
(8,54; 20,38)

18,15
(13,85;23,15)

%
28,7

(14,55; 50)
41,3

(28,75;
80,15)3

33,4
(23,4;65,7)

26,3
(11,8;
55,5)

26,35
(11,63;
64,13)

17,4
(8,24;
43,63)

43,1
(20;

60,53)

37,75
(27,33;
53,35)

Ад
ре

на
ли

н 
5 

мг
/м

л

степень

оп.ед 5,3
(4,26;6,81)

6,3
(5,25; 7,86)3

6,39
(4,44;7,83)

5,29
(3,81; 6,67)2

6,11
(4,91; 6,86)

6,36
(4,64; 8,03)

5,81
(4,48; 7,4)

6,85
(5,17;8,58)

%
29,2

(11; 67,6)1
29

(16; 47,3)2
20,3

(18,4;38,4)
23,8

(9,6; 58,2)2
23,55

(10,02; 40,28)2
27,7

(10,16; 56,08)2
57,8

(20,05; 
80,25)

61,95
(45,9; 75,13)

скорость
оп.ед 3,69

(2,06; 5,44)
6,13

(4;10)3
4,27

(3,77; 6,98)
4,22

(2,35; 6,25)2
5,08

(3,2; 7,64)
5,96

(2,89; 9,67)
5,06

(2,72; 7,82)
6,72

(3,99; 8,11)

% 16,5
(7,89; 35,35)2

16,7
(8,13; 30,7)2

16,7
(10; 18,7)

14,8
(7,7; 29)2

14,1
(8,53; 32,65)2

15,7
(6,8; 59,7)2

40,6
(13,45; 58,8)

43,9
(36,13; 71,73)

сп
он

та
нн

ая

степень
оп.ед 1,13

(1,06; 1,47)
1,29

(1,16; 1,72)2,3
1,14

(1,07; 1,41)
1,21

(1,03; 1,42)
1,24

(1,09; 1,45)
1,25

(1,04; 1,41)
1,13

(1,01; 1,39)
1,1

(1,02; 1,53)

% 2,19
(1,27; 3,37)

2,14
(1,12; 3,74)

2,09
(1,29; 2,81)

1,77
(1,06; 3,22)

1,97
(1,09; 2,7)

1,25
(1,01; 2,65)

2,36
(1,41; 3,45)

1,74
(0,95; 3,23)

скорость
оп.ед 0,27

(0,19; 0,53)
0,24

(0,17; 0,54)
0,22

(0,19; 0,53)
0,25

(0,16; 0,41)
0,24

(0,2; 0,35)
0,22

(0,18; 0,31)
0,23

(0,16; 0,43)
0,26

(0,13; 0,44)

% 2,02
(1,38; 3,13)

1,66
(1,07; 2,58)

2,05
(1,3; 2,91)

2,09
(1,21; 4,05)

1,84
(1,32; 2,43)

1,68
(1,32; 2,49)

1,88
(1,41; 3,09)

1,66
(1,04; 2,19)

Примечание. u,1 – р<0,05; u,2– р<0,01 – сравнение показателей клинической и контрольной групп – носителей одноименного аллеля; u,3– 
р<0,05 – отличие показателей, полученных на 10-е сут, от таковых в 1-е сут ОНМК; u,5– р<0,05 – разница показателей на 10-е и 21-е сут 
инсульта; u,6– р<0,05 – сравнение значений больных с IGI=1,4–2 со значениями больных, имеющих генетический индекс более 2; при 
сравнении показателей пациентов с IGI=1,4–2 и показателями пациентов с индексом более 2 в контрольной группе значимых различий 
не выявлено.
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Таким образом, у больных – обладателей 2 и более 
предиктивных для развития ишемического инсульта 
аллелей в геноме индуцированная в динамике агрега-
ция тромбоцитов сопровождалась увеличением ради-
уса агрегатов и усилением степени агрегации. Данный 
феномен, возможно, объясняется усиленной спонтан-
ной агрегацией тромбоцитов, благодаря чему основ-
ная агрегация происходит в циркуляции, а при анали-
зе остаются тромбоциты с низкой агрегационной ак-
тивностью [21–23].

Выводы
1. Предикторами ишемического инсульта являют-

ся аллели: 753Arg TLR2, 249Pro TLR6, 1237C TLR9 и ге-
нотипы 753Arg/Arg TLR2, 299Asp/Asp TLR4, 249Pro/Pro 
TLR6 с отношением шансов от 1,49 до 3,35. 

2. Для развития инсульта имеет значение не толь-
ко качество полиморфных маркеров, но и количество 
предикторных аллельных вариантов.

3. У больных ишемическим инсультом в острейший 
период и в период формирования инфаркта мозга от-
мечается увеличение скорости и степени спонтанной 
агрегации и снижение к концу острого периода. При 
внесении АДФ (5 и 1,25 мкг/мл) и коллагена наблюда-
ется снижение скорости и степени агрегации на 1-е и 
10-е сут инсульта с увеличением таковых к 21-м сут.

4. У больных – обладателей 2 и более предиктив-
ных аллелей полиморфизма толл-подобных рецепто-
ров в геноме в динамике инсульта отмечаются сравни-
тельно низкие показатели степени и скорости индуци-
рованной агрегации тромбоцитов с увеличением 
радиуса агрегатов. 
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Цель  — изучение влияния трансплантации стромально-васкулярной фракции (СВФ), культивированных мультипотент-
ных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК) жировой ткани и введения паракринных факторов кондиционной среды, 
полученных при культивировании ММСК, на течение тяжелых местных радиационных поражений кожи . Методика. Крыс 
инбредной линии Wistar-Kyoto облучали на рентгеновской установке в дозе 110 Гр, при мощности дозы 20,0 Гр/мин . Напря-
жение на трубке 30 кВ, ток 6,1 мА, фильтр Al толщиной 0,1 мм, площадь поля облучения составляла 8,5 см2 . Трансплантацию 
клеток СВФ жировой ткани проводили двукратно в дозах 2,2 х 106 и 3,0 х 106 на 28-е и 35-е сут после облучения, соответ-
ственно . Культивированные ММСК вводили в дозах 2,8 × 106 и 3,4 × 106 на 28-е и 35-е сут после действия радиации . Пара-
кринные факторы кондиционной среды вводили пятикратно с 1-х по 10-е сут после облучения, подкожно по 1,0 мл (общий 
белок 8 мг/мл) . Тяжесть лучевого поражения кожи и эффекты терапии оценивали в динамике по клиническим проявле-
ниям, с помощью планиметрии и патоморфологических методов . Результаты. Выбранный режим радиационного воздей-
ствия вызывал тяжелые лучевые поражения кожи с длительно (до 5 мес) незаживающими язвами . Площадь лучевых язв у 
крыс контрольной группы в период с 28-х до 84-х сут медленно уменьшалась от 2,73±0,17 см2 до 1,52±0,17 см2, а через 4 и 
5 мес после облучения составляла 0,52±0,15 см2 и 0,05±0,04 см2, соответственно . Во всех опытных группах после 84-х сут 
отмечалась тенденция к снижению площади лучевых язв, а через 4 мес после облучения уменьшение площади язв и сни-
жение тяжести поражения в опытных группах по сравнению с контролем были статистически значимыми (р < 0,05) . У 70-80 
% крыс в опытных группах через 4 мес после облучения наблюдалась полная эпителизация радиационных ран с образо-
ванием атрофического рубца, а в контрольной группе в этот период атрофические рубцы наблюдались лишь у 40% крыс . 
Заключение. Трансплантация СВФ жировой ткани или культивированных ММСК, а также введение паракринных факто-
ров кондиционной среды способствуют усилению регенераторных процессов в пораженной ткани, и могут быть в равной 
степени эффективны при терапии тяжелых лучевых поражений кожи в эксперименте .
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Aim. To study effects of stromal-vascular fraction (SVF) transplantation, cultured multipotent mesenchymal stem cells (MMSC) of 
adipose tissue, and administration of paracrine factors of the conditioned MMSC culture medium on the course of severe, local 
radiation lesions of the skin . Methods. Wistar-Kyoto rats were irradiated with X-rays at a dose of 110 Gy and a dose rate of 20 .0 
Gy/min . The tube voltage was 30 kV, current – 6 .1 mA, filter –0 .1 mm thick A1, and irradiation field area – 8 .5 cm2 . Transplanta-
tion of adipose tissue SVF cells was performed twice at doses of 2 .2 x 106 and 3 .0 x 106 on the 28th and 35th days after irradiation, 
respectively . Cultured MMSC was administered at doses of 2 .8 x 106 and 3,4 x 106 on the 28th and 35th days after irradiation . Para-
crine factors of the conditioned medium were administered five times from the 1st to the 10th day after irradiation at a dose of 
1 .0 ml, s .c . (total protein, 8 mg/ml) . Severity of radiation damage of the skin and effects of the therapy were followed up by clin-
ical manifestations using planar geometry and pathomorphological methods . Results. Radiation exposure under the specified 
conditions caused severe radiation injuries of the skin with nonhealing ulcers that persisted for up to 5 months after irradiation . 
In control rats the area of radiation ulcers slowly decreased between the 28th and 84th days from 2 .73 ± 0 .17 cm2 to 1 .52 ± 0 .17 
cm2, respectively, and was 0 .52 ± 0 .15 cm2 and 0 .05 ± 0 .04 cm2 at 4 and 5 months after irradiation . In all experimental groups, the 
healing was more intensive after the 84th day with a tendency to decrease the area of radiation ulcers; at 4 months after irradia-
tion, statistically significant decreases in the area of ulcers and severity of lesions were observed in the experimental groups com-
pared to the control (p <0 .05) . At four months after irradiation, 70-80% of rats in the treatment groups showed complete epithe-
lialization of radiation wounds with formation of an atrophic scar whereas in the control group during the same period, atrophic 
scars were observed only in 40% of rats . Conclusion. Transplantation of adipose-derived SVF or cultured adipose tissue MMSC 
as well as administration of paracrine factors of the conditioned medium contributed to the enhancement of regenerative pro-
cesses in the affected tissue and can be equally effective in the treatment of severe experimental radiation lesions of the skin .
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Введение
Широкое применение радиотерапии, радиологи-

ческих процедур и радиоактивных материалов в ядер-
ной медицине, а также использование источников ио-

низирующих излучений в промышленности может со-
провождаться увеличением числа случаев локальных 
радиационных поражений. Тяжелые лучевые пораже-
ния кожи характеризуются развитием длительно неза-
живающих, хронических язв на фоне нарушения тро-
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фики облученной ткани, степень деструкции которой 
имеет прямую зависимость от мощности, дозы и вида 
излучения [1-3]. Лечение хронических радиационных 
язв с применением обычных консервативных методов 
или пересадки кожи является очень сложной задачей. 
Даже при оптимальных условиях процесс заживления 
приводит к фиброзу и формированию атрофических 
рубцов. Кроме того, радиационные язвы часто инфи-
цированы, что может приводить к сепсису [1, 4]. Зна-
чимость и высокая распространенность хронических 
язв при радиационных поражениях обусловливает ак-
туальность разработки эффективных способов лече-
ния. 

В последние годы накоплено большое количество 
экспериментальных и клинических данных, которые 
показывают, что перспективным способом лечения 
местных лучевых поражений является применение 
клеточной терапии с использованием мультипотент-
ных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК), вы-
деленных из костного мозга или жировой ткани [5-9], 
причем жировая ткань является предпочтительным 
источником стволовых клеток. Стволовые клетки жи-
ровой ткани могут применяться как в виде культиви-
рованных ММСК [6, 7], так и в виде стромально-ва-
скулярной фракции (СВФ) [8, 9]. Высокая концен-
трация ММСК в СВФ позволяет получать необхо- 
димое для трансплантации количество стволовых кле-
ток без наработки их в культуре. Трансплантация 
стволовых клеток жировой ткани способствует зна-
чительному ускорению заживления кожных ран [8-
10]. Считается, что благоприятный эффект транс-
плантации ММСК при различных видах патологиче-
ских процессов связан с трофическим действием про-
дуцируемых ферментов, цитокинов и ростовых фак-
торов, необходимых для регенерации тканей [11, 12]. 
Установлено, что паракринные факторы, выделяемые 
стволовыми клетками в процессе культивирования, 
могут проявлять стимулирующий эффект на регене-
рацию при лечении химических и термических пора-
жений [13]. 

Цель – сравнительное изучение эффектов стро-
мально-васкулярной фракции жировой ткани, куль-
тивированных ММСК и паракринных факторов кон-
диционной среды при терапии тяжелых лучевых пора-
жений кожи в эксперименте. 

Методика  
Работу с животными проводили в соответствии с 

«Правилами надлежащей лабораторной практики», ут-
вержденными приказом Министерства здравоохране-
ния РФ № 199н от 01.04.2016. Исследование было одо-

брено локальным этическим комитетом института. 
Эксперименты были выполнены на 40 крысах-самцах 
инбредной линии Wistar-Kyoto массой 250-280 г, по-
лученных из питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН (г. Пущино).  Животные содержались в 
оптимальных для данного вида условиях, на стандарт-
ном рационе с свободным доступом к питьевой воде. 
Условия содержания и процедура эксперимента соот-
ветствовали общим правилам работы с использовани-
ем экспериментальных животных.

Крыс подвергали локальному воздействию рентге-
новского излучения в подвздошно-поясничной обла-
сти спины на установке ЛНК-268 (РАП 100 – 10) в до-
зе 110 Гр при мощности дозы 20,0 Гр/мин, напряже-
нии 30 кВ, силе тока 6,1 мА, фильтр 0,1 мм Al, площадь 
поля облучения на поверхности кожи составляла 8,5 
см2. Данные условия лучевого воздействия сопрово-
ждаются тяжелыми лучевыми поражениями кожи с 
длительно незаживающими язвами у крыс [14]. После 
облучения животные были разделены на 4 группы по 
10 крыс в каждой: 

1-я группа – облученный контроль;
 2-я группа – крысы с введением СВФ;
 3-я группа – крысы с введением культивирован-

ных ММСК;
 4-я группа – крысы с введением паракринных 

факторов кондиционной среды.
Жировую ткань для получения СВФ при каждой 

трансплантации брали от интактных крыс, которые не 
использовались в дальнейшем. При заборе биоматери-
ала животных наркотизировали внутрибрюшинным 
введением препарата «Золетил» (10 мг/кг, Virbac, 
Франция). Выделение СВФ проводили путем фермен-
тативной обработки размельченной жировой ткани в 
0,015 % растворе коллагеназы IA для растворения кол-
лагеновых волокон и освобождения клеток. После цен-
трифугирования и отмывки от фермента получали очи-
щенную СВФ [15, 16]. Клетки СВФ вводили двукрат-
но на 28-е и н 35-е сут после облучения в дозах 2,2 х 106 

и 3,0 х 106, соответственно. 
Для изучения влияния культивированных ММСК 

жировой ткани использовали клетки второго пассажа, 
полученные от интактных крыс и наработанные in vi-
tro [16].  Культивированные ММСК вводили двукрат-
но в дозе 2,8 × 106 и 3,4 × 106 на 28-е и 35-е сут после 
действия радиации, соответственно. Подсчет и оцен-
ку жизнеспособности клеток проводили на автомати-
ческом счетчике клеток Countess (Invitrogen, США). 
Содержание живых клеток перед трансплантацией во 
всех экспериментах составляло 87-95%. Суспензию 
клеток СВФ или культивированных ММСК в 1 мл сте-
рильного раствора Хенкса вводили под кожу в 5 точек 
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(по 0,2 мл на точку), вокруг лучевой язвы, отступив 5 
мм от края. Паракринные факторы кондиционной сре-
ды культивированных ММСК получали по методу [17] 
и вводили подкожно в объеме 1,0 мл (общий белок 8 
мг/мл) в 5 точек вокруг лучевой язвы на 1-е, 3-е, 6-е, 
8-е и 10-е сут после облучения. Сроки введения кле-
ток и паракринных факторов определены на основа-
нии ранее проведенных экспериментов. После облу-
чения крыс проводили наблюдение за процессом раз-
вития местного лучевого поражения и эффективностью 
терапии. Течение лучевого поражения кожи оценива-
ли в динамике по клиническим проявлениям, с ис-
пользованием балльной шкалы оценок [18] и с помо-
щью планиметрии. Планиметрию проводили ежене-
дельно, начиная с 8-х сут после облучения. У каждой 
крысы в фиксированные отрезки времени измеряли 
площадь лучевого поражения. Для этого проводили 
фотосъемку цифровой камерой Canon с последующей 
обработкой изображений и определением площади яз-
венной поверхности с помощью программы AutoCad 
14. Анализировали динамику изменения площади ра-
диационных ран и тяжести поражения у животных 
опытных групп по сравнению с облученным контро-
лем. 

Животных выводили из эксперимента через 5 мес 
после облучения. Пораженный участок кожи по пло-
щади и глубине вырезался с захватом здоровых тка-
ней. Материал фиксировали в 10% забуференном 
формалине и заливали в парафин. Срезы, толщиной 
4-5 мкм окрашивали гематоксилином и эозином. 
Морфометрическое исследование включало подсчет 
клеток воспалительного инфильтрата, и среди них – 
фибробластов и фиброцитов, и рассчитывали отно-
шение фибробластов к общему числу клеток. При ана-
лизе проводилась сравнительная количественная 
оценка клеточного состава созревающей грануляци-
онной ткани в центре и на периферии дна рубцую-
щихся язв. 

Количественную обработку данных проводили с 
помощью программы Image Tool for Windows, v. 3.0 
(«UTHSCSA», США). После проверки выборки на нор-
мальность распределения вычисляли среднюю ариф-
метическую величину и стандартное отклонение сред-
ней арифметической. Проверку статистической зна-
чимости различий осуществляли по критерию 
Стьюдента (t). Математическую обработку количе-
ственных данных гистологических препаратов прово-
дили с использованием непараметрической статисти-
ки с вычислением медианы и межпроцентильного раз-
маха. Сравнение групп проводили при помощи метода 
множественных сравнений Krusal-Wallis (пакет стати-
стических программ Statistica-8. «StatSoft»). 

Результаты и обсуждение 
В начальный период после воздействия рентгенов-

ского излучения в дозе 110 Гр при указанных в мето-
дах параметрах клиническая картина поражения кожи 
у всех животных была сходна. Так, на 8-11-е сут после 
локального облучения отмечались проявления сухого 
дерматита, а к 14-16 сут начиналась экссудация, и су-
хой дерматит переходил во влажный. Во всех экспери-
ментальных группах к 21-28-м сут на коже крыс обра-
зовывались глубокие лучевые язвы, покрытые плот-
ным струпом темно-коричневого цвета. Далее в 
контрольной группе животных наблюдалось очень 
медленное заживление с неравномерным у разных осо-
бей течением патологического процесса. Площадь лу-
чевых язв у крыс контрольной группы в период с 28-х 
до 84-х сут после облучения снижалась в пределах от 
2,73±0,17 см2 до 1,52±0,17 см2, соответственно (рис. 1). 
У некоторых животных контрольной группы язвы со-
хранялись более 5 мес после облучения, и средняя пло-
щадь радиационных ран через 4 и 5 мес после облуче-
ния составляла 0,52±0,15 см2 и 0,05±0,04 см2, соответ-
ственно. 

Динамика изменений площади лучевых язв у крыс 
в опытных группах, как при трансплантации СВФ или 
ММСК, так и с введением паракринных факторов, до 
3-х мес после облучения значимо не отличалась от по-
казателей у облученных контрольных животных. За-
тем у крыс опытных групп происходило более интен-
сивное заживление и наблюдалась тенденция к сни-
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Рис. 1. Изменения площади лучевых язв после облучения в дозе 110 
Гр у крыс контрольной и опытных групп с трансплантацией СВФ, куль-
тивированных ММСК и введением паракринных факторов .

По оси ординат – площадь поражения, см2; по оси абсцисс – время 
после облучения (мес); * – статистически значимые различия по 
сравнению с контролем (р < 0,05).
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жению площади лучевых язв, а через 4 мес после 
облучения уменьшение площади лучевых язв у крыс в 
опытных группах по сравнению с контролем достигло 
статистически значимого уровня (р < 0,05).  На 140-е 
сут после облучения средняя площадь ран в группах с 
трансплантацией клеток СВФ, культивированных 
ММСК или введением паракринных факторов состав-
ляла 0,004±0,002 см2, 0,004±0,003 см2 и 0,02±0,02 см2, 
по сравнению с 0,05±0,04 см2 в облученном контроле, 
соответственно.

По динамике тяжести клинических проявлений лу-
чевого поражения, выраженной в баллах, животные 
опытных групп отличались от контрольной группы бо-
лее легким течением (рис. 2). Начиная с 84-х сут после 
облучения, различия тяжести поражения в контроль-
ной и опытной группах были статистически значимы-
ми (p < 0,05). Визуально струпы у крыс в опытных груп-
пах были более тонкими и поверхностными, чем в кон-
трольной группе. Через 4 мес после облучения у 70-80 
% крыс в опытных группах наблюдалась полная эпи-
телизация ран с образованием атрофического рубца, а 
в контрольной группе в этот период атрофические руб-
цы наблюдались лишь 40% крыс. 

Для оценки состояния пораженной кожи по ис-
течении 5 мес после облучения и видимого заживле-
ния лучевых язв проводили гистологические иссле-
дования (рис. 3). Во всех группах крыс отмечена пол-
ная эпителизация поврежденной кожи. Ново- 
образованный эпидермис характеризовался много-
рядностью и содержал роговой слой. Подлежащая 
рубцующаяся ткань была неравномерной толщины, 
с участками гиалиноза. Наиболее широкий рубцо-
вый слой отмечался у животных контрольной груп-
пы. В поверхностных участках выявлены сосуды с 
утолщенными стенками. Придатки кожи в области 
заживших язв отсутствовали во всех группах живот-
ных. В подкожной мышце выявлялись деформиру-
ющие рубцовые изменения с умеренной диффузной 
круглоклеточной инфильтрацией. Из-за разраста-
ния фиброзной ткани в глубоких отделах язвенных 
дефектов, жировой клетчатке количество липоцитов 
было снижено, наиболее отчетливо грубые склеро-
тические изменения выявлены у животных кон-
трольной группы. 
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Рис. 2. Тяжесть течения патологического процесса после облучения в 
дозе 110 Гр  у крыс контрольной и опытных групп с трансплантацией 
СВФ, культивированных ММСК и введением паракринных факторов . 

По оси ординат – тяжесть поражения, баллы; по оси абсцисс – вре-
мя после облучения (мес); * –  показатели статистически значимо 
отличающиеся от контроля (р < 0,05).

Таблица 

Количественная оценка клеточных популяций в участке пораженной кожи у животных различных групп через 5 мес после облучения

 Группы  Показатели Me (25;75 процентили)

Контроль, облучение 110 Гр
Все клетки воспалительного инфильтрата 238,5 (177; 375)

Фибробласты,  фиброциты 127,5 (102,5; 171,5)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,53 (0,43; 0,59)

Облучение + СВФ
Все клетки воспалительного инфильтрата 167,5 (139,5; 193)

Фибробласты,  фиброциты 123 (102,5; 154)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,79 (0,7; 0,85)

Облучение + ММСК
Все клетки воспалительного инфильтрата 185 (148,5; 199,5)

Фибробласты,  фиброциты 151 (111; 177,5)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,88 (0,83; 0,93)

Облучение + Паракринные
факторы

Клетки воспалительного инфильтрата 177 (134,5; 247,5)
Фибробласты, фиброциты 130 (97; 187,5)

Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,74 (0,71; 0,8)
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Рис. 3. Микропрепараты периферической (А) и центральной зоны (Б) радиационного повреждения кожи у крыс из контрольной и опытных 
групп - с трансплантацией СВФ, культивированных ММСК и введением паракринных факторов . 

Окраска гемотоксилином и эозином. Увеличение ×40.

A Б
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Количественные морфометрические исследования 
показали, что в соединительной ткани дермы у леченых 
животных выявлено снижение численности иммуноком-
петентных клеток и относительное увеличение содержа-
ния фибробластов и фиброцитов (таблица). Эти данные, 
свидетельствуют о снижении воспалительной реакции и 
ускорении созревания грануляционной ткани в коже ле-
ченых животных, что создает благоприятные условия для 
завершения регенераторных процессов.

В настоящее время возможности применения 
ММСК жировой ткани для стимулирования заживле-
ния ран и регенерации тканей были продемонстриро-
ваны на различных экспериментальных моделях [4-9]. 
Вместе с тем, окончательно не выбран оптимальный ис-
точник стволовых клеток для эффективной терапии тя-
желых местных лучевых поражений. В эксперименте и 
клинике применялись как культивированные ММСК, 
так и СВФ жировой ткани, причем наличие гетероген-
ного клеточного состава СВФ может приводить к луч-
шим терапевтическим результатам, которые наблюда-
лись в сравнительных исследованиях на животных [19-
21]. Преимуществом применения СВФ по сравнению с 
использованием культивированных ММСК является 
то, что, обладая противовоспалительными и иммуно-
модулирующими свойствами, влиянием на ангиогенез, 
эти клетки могут быть получены без проведения допол-
нительной обработки и создания специальных условий 
культивирования. Роль ММСК в заживлении кожных 
ран, по-видимому, связана с их противовоспалитель-
ными свойствами, которые опосредуются высвобожде-
нием растворимых паракринных факторов. 

Проведенное исследование показывает, что у жи-
вотных, подвергнутых очень высоким дозам облуче-
ния (110 Гр), введение паракринных факторов конди-
ционной среды может оказывать стимулирующее вли-
яние на заживление лучевых язв, сопоставимое с 
эффектами трансплантации стволовых клеток жиро-
вой ткани. Возможно, что все 3 терапевтических воз-
действия (введение после облучения СВФ, ММСК или 
паракринных факторов)  осуществляются через меха-
низмы, связанные с усилением регенерационных про-
цессов в связи с освобождением ткани от поврежден-
ных структур, причем выраженность регенерации мо-
жет иметь свои пределы, что и проявляется в сходстве 
эффектов на течение лучевых поражений.

Полученные данные позволяют предполагать, что 
применение препарата, содержащего паракринные 
факторы кондиционной среды, при комбинированном 
лечении тяжелых местных радиационных поражений 
кожи может уменьшить степень воспалительной реак-
ции, и создать благоприятные условия для проведения 

клеточной терапии с использованием мезенхимальных 
стволовых клеток. 

Таким образом, трансплантация СВФ и культиви-
рованных ММСК жировой ткани, а также введение па-
ракринных факторов кондиционной среды могут в рав-
ной степени стимулировать восстановление кожи при 
тяжелых местных лучевых поражениях, и способствуют 
более раннему заживлению хронических лучевых язв.  

Литература  
1. Радиационная медицина. Руководство для врачей-исследователей 

и организаторов здравоохранения. Под ред. Л.А. Ильина.  М.; Из-
дАТ. 2001; Т. 2.  

2. Бушманов А.Ю., Надежина Н.М., Нугис В.Ю., Галстян И.А. 
Местные лучевые поражения кожи человека: возможности био-
логической индикации дозы (аналитический обзор). Мед. ра-
диол. и радиац. безопасность. 2005; 50(1): 37–47.

3. Африканова Л.А. Острая лучевая травма кожи.  М.; Медици-
на, 1975.

4. Marfia G, Navone SE, Di Vito C, et al.  Mesenchymal stem cells: po-
tential for therapy and treatment of chronic non-healing skin wounds. 
Organogenesis. 2015; 11(4): 183–206. Published online 2015 Dec 
10. DOI: 10.1080/15476278. 2015.1126018.

5. Francois S, Mouiseddine M, Mathieu N, et al. Human mesenchymal 
stem cells favour healing of the cutaneous radiation syndrome in a 
xenogenic transplant model. Annals of Hematology. 2007; 86(1): 1–8.

6. Huang S-P, Huang C-H, Shyu J-F, et al. Promotion of wound healing 
using adipose-derived stem cells in radiation ulcer of a rat model. J. 
Biomed. Sci. 2013; 20(1): 51–60. 

7. Forcheron F, Agay D, Scherthan H, at al. Autologous adipose-derived 
stem cells favour healing in minipig model treatment of cutaneous 
radiation syndrome. PLOS One. February 2012; 7(2). e 31694. DOI: 
10.1371/ journal. pone 0031694. 

8. Akita S, Akino K, Hirano A, at al. Noncultured autologous adipose-
derived stem cells therapy for chronic radiation injury. Stem cells int. 
2010 Dec1; 2010:532704.  DOI:10.4061/2010/532704.  

9. Лебедев В.Г., Насонова Т.А., Дешевой Ю.Б. и др. Влияние 
трансплантации сингенных клеток стромально-васкулярной 
фракции жировой ткани на течение тяжелых местных лучевых 
поражений у крыс после действия рентгеновского излучения. 
Рад. биол. Pадиоэкология. 2017; 57(3): 264–71.

10. Kim WS, Park BS, Sung JH, at al. Wound healing effect of adipose-
derived stem cells: a critical role of secretory factors on human dermal 
fibroblasts. J. Dermatol. Sci. 2007; 48(1): 15–24. 

11. Ebrahimian TG, Pouzoulet F, Squiban C, et al. Cell therapy based 
on a adipose-derived stromal cells promotes physiological and 
pathological wound healing. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2009; 
29(4): 503–10. 

12. Feisst V, Meidinger S and Locke MB. From bench to bedside: use of hu-
man adipose-derived stem cells. Stem Cells Cloning. 2015; 8: 149–62. 

13. Темнов А.А., Волкова А.Г., Мелерзанов А.В. и др. Эффект кон-
диционированной среды, полученной из культивированных ме-
зенхимальных стволовых клеток, на регенерацию эндотелия при 
HCl-индуцированном повреждении трахеи у крыс. Патологиче-
ская физиология и экспериментальная терапия. 2017; 61(2): 28–36.

14. Котенко К.В., Мороз Б.Б., Насонова Т.А. и др. Эксперимен-
тальная модель тяжелых местных лучевых поражений кожи по-



Originals articlesPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(1)  

ISSN 0031-2991 31

сле действия рентгеновского излучения. Патологическая физи-
ология и экспериментальная терапия. 2013; 57(4): 121–3.

15. Zuk P, Zhu M, Muzuno H, et al. Multilineage cells from human adi-
pose tissue implication for cell-based therapeutics. Tissue Eng. 2001 
Apr; 7(2): 211-28. DOI: 10.1089/107632701300062859.

 16. Bunnell BA, Flaat M, Gagliard Ch. Adipose-derived stem cells: 
isolation, expansion and differentiation. Methods. 2008 Jun; 45(2): 
115-20. DOI: 10.1016/j.ymeth.2008.03.006.

17. Темнов А.А., Астрелина Т.А., Рогов К.А. и др. Исследование 
влияния факторов кондиционной среды, полученной при куль-
тивировании мезенхимальных стволовых клеток костного моз-
га, на течение тяжелых местных лучевых поражений кожи у 
крыс. Медицинская радиология и радиационная безопасность. 2018; 
63(1): 35–9.

18. Осанов Д.П. Дозиметрия и радиационная биофизика кожи. М.; 
Энергоатомиздат, 1983.

19. Nguyen A, Guo J, Banyard DA, et al. Stromal vascular fraction: a 
regenerative reality? Part 1: current concepts and review of the 
literature. J Plast Reconstr Aesthetic Surg. 2016; 69: 170–9. doi: 
10.1016/j.bjps.2015.10.015. 

20. Gimble J.M., Guilak F., Bunnell B. Clinical and preclinical 
translation of cell-based therapies using adipose tissue-derived cells. 
Stem Cell Res. Ther. 2010 Jun 29; 1(2): 19. doi: 10.1186/scrt19. 

21. Bourin P., Bunnell B.A., Casteilla L. at all. Stromal cells from the 
adipose tissue-derived stromal vascular fraction and cultured 
expanded adipose tissue-derived  stromal/stem cells: a joint statement 
of the International Federation for adipose therapeutics and the 
International Society for cellular therapy (ISCT). Cytotherapy. 2013; 
V. 15: 641-8. http://dx.doi.org/10.1016/j.jcyt.2013.02.006.

References 
1. Radiation Medicine. A guide for medical researchers and health care or-

ganizers. Ed. L.A. Ilyin.  Moscow; Izdat. 2001; Vol.  2. 432 pp. (in 
Russian. English abstracts. PubMed).

2. Bushmanov AYu, Nadezhina NM, Nugis VYu, Galstyan IA. Lo-
cal radiation damage to human skin: the possibility of a biological 
dose indication (analytical review). Medical Radiology and Radi-
ation Safety. 2005; 50(1): 37–47. (in Russian. English abstracts. 
PubMed). 

3. Afrikanova LA. Acute radiation injury to the skin [Ostraya luchevaya 
travma kozhi]. Moscow; Meditsina, 1975.  (in Russian).

4. Marfia G, Navone SE, Di Vito C, et al.  Mesenchymal stem cells: 
potential for therapy and treatment of chronic non-healing skin 
wounds. Organogenesis. 2015; 11(4): 183–206. Published online 2015 
Dec 10. DOI: 10.1080/15476278. 2015.1126018.

5. Francois S, Mouiseddine M, Mathieu N, et al. Human mesenchymal 
stem cells favour healing of the cutaneous radiation syndrome in a 
xenogenic transplant model. Annals of Hematology. 2007; 86(1): 1–8.

6. Huang S-P, Huang C-H, Shyu J-F, et al. Promotion of wound healing 
using adipose-derived stem cells in radiation ulcer of a rat model. J. 
Biomed. Sci. 2013; 20(1): 51–60. 

7. Forcheron F, Agay D, Scherthan H, at al. Autologous adipose-derived 
stem cells favour healing in minipig model treatment of cutaneous 
radiation syndrome. PLOS One. February 2012; 7(2). e 31694. DOI: 
10.1371/ journal. pone 0031694. 

8. Akita S, Akino K, Hirano A, at al. Noncultured autologous adipose-
derived stem cells therapy for chronic radiation injury. Stem cells int. 
2010 Dec1; 2010:532704. DOI:10.4061/2010/532704.  

9. Lebedev VG, Nasonova TA, Deshevoy YuB. et al. Transplantation 
of autologous cells of the stromal-vascular fraction of adipose tissue 
in severe local radiation injuries caused by X-ray radiation. 
Radiatsionnaya biologiya. Radioekologiya. 2017; 62(1): 5–11. (in 
Russian. English abstracts. PubMed). 

10. Kim WS, Park BS, Sung JH, at al. Wound healing effect of adipose-
derived stem cells: a critical role of secretory factors on human dermal 
fibroblasts. J. Dermatol. Sci. 2007; 48(1): 15–24. 

11. Ebrahimian TG, Pouzoulet F, Squiban C, et al. Cell therapy based 
on a adipose-derived stromal cells promotes physiological and 
pathological wound healing. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2009; 
29(4): 503–10. 

12. Feisst V, Meidinger S and Locke MB. From bench to bedside: use 
of human adipose-derived stem cells. Stem Cells Cloning. 2015; 8: 
149–62. 

13. Temnov AA, Volkova AG, Melerzanov AV, et al. Effect of conditioned 
medium from mesenchymal stem cells on regeneration of 
endothelium at HCl-induced damage trachea in rats. Patologicheskaya 
Fiziologiya i Eksperimentalnaya terapiya. 2017; 61(2): 28—36. (in 
Russian).

14. Kotenko KV, Moroz BB, Nasonova TA, et al. Experimental model 
of severe local radiation damage of the skin after the action of X-ray 
radiation. Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimentalnaya terapiya. 
2013; 57(4): 121–3. (in Russian).

15. Zuk P, Zhu M, Muzuno H, et al. Multilineage cells from human 
adipose tissue implication for cell-based therapeutics. Tissue Eng. 
2001 Apr; 7(2): 211-28. DOI: 10.1089/107632701300062859.

16. Bunnell BA, Flaat M, Gagliard Ch. Adipose-derived stem cells: 
isolation, expansion and differentiation. Methods. 2008 Jun; 45(2): 
115-20. DOI: 10.1016/j.ymeth.2008.03.006.

17. Temnov AA, Astrelina TA, Rogov КА, Lebedev VG, Nasonova TA, 
Lyrschikova AV,  et al. Investigation of the Influence of the Condi-
tioning Medium Factors Obtained During the Cultivation of Bone 
Marrow Mesenchymal Stem Cells on the Course of Severe Local Ra-
diation Injuries of Skin in Rats. Meditsinskaya rediologiya i Radiatsi-
onnaya bezopasnost. 2018; 63(1): 35–9. (in Russian). DOI: 10.12737/
article_5a82eb9a9bbac1.67972336.

18. Osanov DP. Dosimetry and radiation biophysics of the skin [Dozimetri-
ya i radiatsionnaya biofizika kozhi]. Moscow; Energoatomizdat. 1983. 
(in Russian) 

19. Nguyen A, Guo J, Banyard DA, et al. Stromal vascular fraction: a 
regenerative reality? Part 1: current concepts and review of the 
literature. J Plast Reconstr Aesthetic Surg. 2016; 69: 170–9. doi: 
10.1016/j.bjps.2015.10.015. 

20. Gimble J.M., Guilak F., Bunnell B. Clinical and preclinical 
translation of cell-based therapies using adipose tissue-derived cells. 
Stem Cell Res. Ther. 2010 Jun 29; 1(2): 19. doi: 10.1186/scrt19. 

21. Bourin P., Bunnell B.A., Casteilla L. at all. Stromal cells from the 
adipose tissue-derived stromal vascular fraction and cultured 
expanded adipose tissue-derived  stromal/stem cells: a joint 
statement of the International Federation for adipose therapeutics 
and the International Society for cellular therapy (ISCT). 
Cytotherapy. 2013; V. 15: 641-8. http://dx.doi.org/10.1016/j.
jcyt.2013.02.006.



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

32

Оригинальные статьи

Сведения об авторах:
Лебедев Владимир Георгиевич, канд. биол. наук, вед. науч. сотр. центра биомедицинских технологий ГНЦ 

ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России;
Дешевой Юрий Борисович, канд. мед. наук, вед. науч. сотр. центра биомедицинских технологий ГНЦ ФМБЦ 

им. А.И. Бурназяна ФМБА России
Темнов Андрей Александрович, доктор мед. наук, вед. науч. сотр. ФГАОУ ВО «Московский физико-техниче-

ский институт»;
Астрелина Татьяна Алексеевна, доктор мед. наук, руководитель центра биомедицинских технологий ГНЦ 

ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России;
Рогов Константин Аркадьевич, доктор мед. наук, проф., вед. науч. сотр. ФГБНУ морфологии человека; 
Насонова Тамара Алексеевна, канд. мед. наук, вед. науч. сотр. центра биомедицинских технологий ГНЦ 

ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России;
Лырщикова Алла Васильевна, канд. биол. наук, ст. науч. сотр. центра биомедицинских технологий ГНЦ 

ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России;
Добрынина Ольга Александровна, науч. сотр. центра биомедицинских технологий ГНЦ ФМБЦ им. А.И. Бур-

назяна ФМБА России;
Склифас Алла Николаевна, канд. биол. наук, вед науч. сотр. ФГУН «Институт биофизики клетки РАН»;
Мхитаров Владимир Аршакович, канд. биол. наук, вед. науч. сотр. ФГБНУ «НИИ морфологии человека»; 
Трофименко Александр Викторович, канд. мед. наук, зав. лаб. ФГАОУ ВО «Московский физико-технический 

институт»;
Мороз Борис Борисович, доктор мед. наук, проф., акад. РАН, зав. лаб. центра биомедицинских технологий 

ГНЦ ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России. 



Originals articlesPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(1)  

ISSN 0031-2991 33

© Коллектив авторов, 2019
УДК 612 .822: 615 .03

Анохин П.К.1, Веретинская А.Г.1, Давыдова Т.В.2, Шамакина И.Ю.1

Агонисты дофаминовых D2 рецепторов в фармакотерапии 
экспериментального алкоголизма

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр психиатрии и наркологии им . В .П . Сербского» Минздрава России,  
119002, г . Москва, М . Могильцевский пер ., д . 3;

2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии»,  
125315, г . Москва, Россия, ул . Балтийская, д . 8

Введение. Стратегия активации дофаминовых D2 рецепторов их агонистами успешно используется в терапии таких дофа-
мин-дефицитных состояний как  болезнь Паркинсона и гиперпролактинемия . Дисфункция мезолимбической дофаминовой 
системы при алкогольной зависимости связана со снижением плотности D2 рецепторов в стриатуме, что делает их крайне 
интересными в качестве фармакологических мишеней новых лекарственных средств лечения алкоголизма .  Цель иссле-
дования - проверка гипотезы о возможности применения агонистов D2 рецепторов для коррекции дисфункции дофами-
новой мезолимбической системы и снижения потребления алкоголя у животных с экспериментальной алкогольной зави-
симостью .  Методы. Эффект эрголинового агониста D2-рецепторов каберголина на добровольное потребление алкоголя 
изучали в экспериментальной модели «свободный выбор» у крыс-самцов Wistar .  Содержание дофамина (DA) в среднем 
мозге и стриатуме определяли методом ВЭЖХ с электрохимической детекцией . Относительный уровень мРНК тирозин-
гидроксилазы (ТН); дофамин-транспортного белка (DAT); моноаминоксидазы А (МАО А);  синаптических белков SNAP25 и 
синаптобревина (VAMP2) изучали методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени после обратной 
транскрипции (ОТ-ПЦР) .  Результаты. При системном введении каберголина в дозе 0,5 мг/кг с интервалом 48 ч максималь-
ный эффект препарата – снижение уровня потребления алкоголя –  наблюдался в течение первых суток после инъекции . 
После однократного введения каберголина отмечалось восстановление сниженного содержания дофамина в стриатуме 
крыс с высоким уровнем потребления алкоголя, не связанное с увеличением экспрессии мРНК ТН, МАО А или DAT . В то же 
время введение каберголина приводило к повышению экспрессии мРНК синаптических белков SNAP25 и VAMP2, играющих 
важную роль в регуляции везикулярного пула дофамина в мезолимбической системе . Заключение. Полученные данные 
позволяют предположить, что стратегия активации дофаминовых D2-рецепторов их агонистами может быть эффективной 
для снижения потребления алкоголя, однако решение о целесообразности  использования препаратов этой группы в тера-
пии алкогольной зависимости требует дальнейшего  изучения нейрохимических механизмов их действия  и безопасности. 

Ключевые слова: алкоголь; дофамин; D2-рецептор; каберголин; стриатум; средний мозг; экспрессия мРНК; ПЦР .
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Introduction. The strategy of dopamine D2 receptor activation has been successfully used in the therapy of dopamine-deficient states 
such as Parkinson’s disease and hyperprolactinemia . Mesolimbic dopamine «hypofunction» in alcohol addicts is closely associated with 
the reduction in striatal D2 receptor density making it an attractive pharmacological target for alcohol abuse therapy .  The aim of this 
study was to test the hypothesis that D2 receptor agonists can be applied to correct dopamine mesolimbic dysfunction and reduce 
alcohol consumption in animals with experimental alcohol dependence . Methods. The effect of selective ergoline D2 agonist cabergo-
line on voluntary alcohol consumption was studied using “free choice” model in male Wistar rats . The dopamine (DA) content in the mid-
brain and striatum was determined by HPLC with electrochemical detection . The relative mRNA level of tyrosine hydroxylase (TH), dopa-
mine transporter (DAT), monoamine oxidase A (MAO A), synaptic proteins SNAP25 and synaptobrevin (VAMP2) were studied by real-
time polymerase chain reaction after reverse transcription (RT-PCR) . Results. Systemic administration of cabergoline (0 .5 mg/kg, every 
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48 hours) produced a decrease in alcohol consumption with the maximum effect observed during the first 24 h after injection . Acute 
injection of cabergoline restored a reduced DA level in the striatum of rats with high level of alcohol consumption, but this effect was 
not associated with an increase in the expression of TH, MAO A or DAT mRNA . At the same time, cabergoline increased mRNA expression 
of synaptic proteins SNAP25 and VAMP2, which play an important role in the regulation of the mesolimbic dopamine reserve vesicular 
pool . Conclusion. Our findings suggest that the strategy of dopamine D2 receptor activation may be effective in correction dopamine 
«hypofunction» and reducing alcohol consumption, however, to determine the feasibility of using D2 agonists in the treatment of alco-
hol abuse further study of their effectiveness, safety and neurochemical mechanisms of action are required .
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Введение

Алкогольная зависимость, приводящая к потере 
трудоспособности, инвалидизации, ранней смертно-
сти,  представляет важную нерешенную медицинскую 
и социальную проблему. В связи со слабой эффектив-
ностью существующих средств, влияющих на алкоголь-
ную мотивацию [1, 2],   актуален поиск новых фарма-
кологических мишеней патогенетической терапии ал-
когольной зависимости. Изучение инбредных линий 
животных показало, что у предпочитающих алкоголь 
крыс плотность дофаминовых D2 рецепторов в мезо-
лимбических областях мозга меньше по сравнению с 
отвергающими алкоголь  животными [3]. Эксперимен-
тальные данные о корреляции между  пониженным ко-
личеством D2 рецепторов и высоким уровнем потре-
бления этанола нашли подтверждение в клинических 
исследованиях с использованием позитронно-эмис-
сионной томографии [4].  

Гипотеза о возможности использования агонистов 
дофаминовых D2 рецепторов в терапии алкогольной за-
висимости была высказана в 80-х годах прошлого века 
[5, 6], когда было показано ослабление симптомов син-
дрома отмены, алкогольной мотивации и выраженно-
сти расстройств эмоциональной сферы  у больных ал-
коголизмом [5, 6] и у алкоголизированных животных 
[7] на фоне применения эрголинового агониста дофа-
миновых рецепторов бромокриптина.  Вместе с тем, 
бромокриптин имеет ряд свойств, ограничивающих воз-
можность его применения. Прежде всего, это низкая 
биодоступность и короткое время полувыведения. Дру-
гой препарат этой группы  каберголин обладает важной 
для клинического применения особенностью - длитель-
ным периодом полувыведения, что обеспечивает про-
должительную равномерную физиологическую стиму-

ляцию  рецепторов.  Как было показано, каберголин об-
ладает наиболее высокой аффинностью к D2 рецепторам 
(Ki = 0.61 nM) по сравнению с другими представителя-
ми этой группы агонистов [8]. Благодаря своим фарма-
кокинетическим и фармакодинамическим свойствам 
каберголин занял в свое время одну из первых позиций 
среди препаратов в терапии гиперпролактинемии  и бо-
лезни Паркинсона [9]. Экспериментальные исследова-
ния последних лет показали, что каберголин при си-
стемном введении эффективно снижает потребление 
алкоголя у хронически алкоголизированных животных 
[10-12]. Было установлено, что однократное введение 
каберголина крысам с высоким уровнем потребления 
алкоголя приводит к статистически значимому падению 
показателей предпочтения алкоголя [11, 12]. Кроме то-
го, обнаружение антидепрессивных и анксиолитиче-
ских свойств каберголина в классических тестах на тре-
вожность у грызунов [11, 13, 14] привлекло к нему вни-
мание как к потенциальному средству коррекции 
аффективных расстройств, коморбидных с болезнями 
зависимости. Вместе с тем, целый ряд вопросов, каса-
ющихся эффективности и безопасности применения 
каберголина и других агонистов дофаминовых D2 ре-
цепторов при лечении алкогольной зависимости, оста-
ется открытым. В частности, до сих пор неизвестно, ка-
кие механизмы лежат в основе эффекта снижения по-
требления алкоголя, является ли этот эффект стойким 
и длительным.    

Цель исследования – экспериментальная оценка 
эффекта каберголина на потребление алкоголя;  ана-
лиз влияния острого введения каберголина на содер-
жание дофамина (DA) и экспрессию генов, кодирую-
щих белки дофаминовой нейротрансмиссии в среднем 
мозге и стриатуме хронически алкоголизированных 
крыс.
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Методика
Эксперименты проводились на крысах – самцах 

Wistar (питомник лабораторных животных «Столбо-
вая») в соответствии с требованиями этического коми-
тета ФГБУ «ФМИЦ ПН им.В.П. Сербского» МЗ РФ. 
Животных содержали в условиях естественной осве-
щенности при температуре 22±2 °C и свободном до-
ступе к пище и воде. В качестве пищевого рациона на 
всех этапах работы использовался гранулированный 
корм, произведённый в соответствии с нормативны-
ми документами (ГОСТ Р 50258-92). После периода 
адаптации к условиям вивария  крысы на протяжении 
3 мес (с 60-го по 150 сут жизни) находились в индиви-
дуальных клетках (460x300x160мм) в условиях «свобод-
ного выбора» между двумя поилками, содержащими 
10% раствор этанола или воду. Потребление этанола и 
воды измеряли ежедневно путем взвешивания поилок 
и расчета уровня потребления в граммах на килограмм 
(г/кг) массы животного. На основании полученных ре-
зультатов были отобраны животные  с высоким (более 
6 г/кг/сут, n=24) и низким (менее 1 г/кг/сут, n=7) уров-
нем потребления алкоголя. 

В работе использовали каберголин (Tocris biosci-
ence). Препарат растворяли в смеси дистиллированной 
воды и этанола (3,3%) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя и вводили внутрибрюшинно в до-
зе 0,5 мг/кг. Контрольные животные  получали экви-
валентный объем  растворителя.

Содержание дофамина определяли в среднем моз-
ге и стриатуме методом ВЭЖХ с электрохимической 
детекцией [15]. После гомогенизации в 0.1 М HClO4, 
образцы  центрифугировали при 4 °С и 10000 g 
(Eppendorf  580R), полученный супернатант фильтро-
вали и фильтрат наносили на хроматографическую ко-
лонку Spherisorb ODS-2 (Waters, США). Элюцию ана-
лизируемых растворов осуществляли в натрий-фос-
фатной буферной системе при рН=5,2 и U=0,65 v, со 
скоростью 1.6 мл/мин с помощью насоса высокого дав-
ления Gilson 302 (Gilson Inc., США). Содержание до-
фамина определяли с помощью электрохимического 
детектора (BAS LC-4b СС-4, США), рассчитывали от-
носительно стандартов и выражали в нг на г ткани. От-
носительный уровень мРНК анализировали методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени после обратной транскрипции (ОТ-ПЦР) на 
амплификаторе Multicolor Real-Time PCR Detection 
System iQTW5 (BioRad, Германия). В качестве рефе-
ренсного был выбран ген β-актина. При проведении 
ПЦР использовались последовательности олигонукле-
отидных праймеров (ТН-F: 5’-tcggaagctgattgcagaga-3’; 
ТН-R: 5’-ttccgctgtgtattccacatg-3’; DAT-F: 5’-aatgctcc-

gtgggaccaatg-3’; DAT-R: 5’-caataaccatgaagagcagg-3’; 
МАОА-F: 5’-atggatgaaatgggaaaagagat-3’; МАОА-R: 
5’-taattggtttctctcaggtggaa-3’; SNAP25-F: 5’-tcatccgcaggg-
taacaaac-3’;  SNAP25-R: 5’-ctggcgattctgggtgtca-3’; 
VAMP2-F: 5’-caggggcctcccagtttgaa-3’; VAMP2-R: 5’-ggc-
gcaaatcactcccaaga-3’; β-актин-F: 5’-cactgccg-
catcctcttcct-3’; β-актин-R: 5’-aaccgctcattgccgatagtg-3’) 
(ДНК-синтез, Россия). Амплификацию проводили в 
25 мкл смеси, содержащей 25 нг кДНК, праймеры (0,4 
мкМ) и 5 мкл 5х  реакционной смеси qPCRmix-HS 
SYBR (Евроген, Россия) согласно протоколу: 95 °С – 
3 мин; 50 циклов: 95 °С, 15 с, 60 °С,15 с, 72 °С, 30 с с по-
следующим анализом кривых плавления полученных 
ПЦР-продуктов. Расчет относительной экспрессии 
проводили на основании оценки величин Сt (threshold 
cycle) методом 2-ΔΔСt [16]. 

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью программного пакета  Statistica 6 («Statsoft», 
США). Для проверки нормальности распределения ко-
личественных данных  использовали критерий Колмо-
горова-Смирнова. Результаты представлены в виде зна-
чений среднего±ошибка среднего. Для проверки  ста-
тистической значимости различий в потреблении 
этанола  был использован двухфакторный дисперсион-
ный анализ (two-way ANOVA) для повторных измере-
ний с последующим post hoc анализом (критерий Tukey 
HSD). Для оценки межгрупповых различий  уровня 
мРНК использовали  two-way ANOVA с последующим 
post hoc анализом (критерий Fisher LSD). Значимыми 
считали различия при уровне значимости р< 0,05.

Результаты и обсуждение
По результатам тестирования с 60-х по 150- дни 

жизни в модели «свободный выбор» были отобраны 
животные с высоким уровнем среднесуточного потре-
бления алкоголя, составившим в поcледнюю неделю 
тестирования 7,0+0,3 г/кг. Для исследования эффек-
тов каберголина были  сформированы 4 подгруппы жи-
вотных, среднесуточные показатели потребления эта-
нола в которых  существенно не различались и состав-
ляли 6,8±0,7 г/кг (n=10), 6,9±0,6 г/кг (n=10), 7,0±0,51 
г/кг (n=7), 7,1±0,4 г/кг (n=7). В дальнейшем живот-
ные  первых двух групп в течение 7-сут получали инъ-
екции:  А+ – «плацебо» (растворителя),  А+К - кабер-
голина (0,5 мг/кг, в/б) с интервалом 48 ч. Показано, 
что в группе А+К уровень потребления алкоголя сни-
жался в 1-е сут после введения каберголина, но возвра-
щался к исходному уровню на 2-е сут после инъекции 
(рис. 1). Two-way ANOVA для повторных измерений 
показал, что потребление алкоголя в группе животных, 
получавших каберголин, было ниже, чем в контроль-
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ной группе на 3-и (p=0,029), 5-е (p=0,065) и 7-е 
(p=0,045) сут эксперимента. Важно, что общий объем 
потребляемой жидкости и показатели массы тела крыс 
значимо не различались между исследуемыми группа-
ми. Ранее было показано, что при однократном введе-
нии каберголина  наблюдается стойкое падение потре-

бления этанола [10]. Таким образом, для достижения 
стойкого эффекта каберголина на потребление алко-
голя требуется поддержание постоянной концентра-
ции препарата в крови. 

Для выяснения возможных механизмов влияния 
острого введения каберголина на потребление алкого-
ля мы изучали содержание дофамина в среднем мозге 
и стриатуме, а также экспрессию мРНК ТН, DAT, МА-
ОА, SNAP25 и VАМР2 в среднем мозге животных с вы-
соким уровнем потребления алкоголя через 12 ч после 
однократного введения каберголина (0,5 мг/кг, в/бр, 
группа А+К) или растворителя (группа А+). В качестве 
контрольной в этой серии экспериментов были ис-
пользованы «отвергающие» алкоголь крысы  (группа 
А-, n=7)  с постоянно низким уровнем потребления 
алкоголя (менее 1 г/кг). 

Во всех группах животных содержание дофамина в 
стриатуме было выше по сравнению с показателями в  
среднем мозге, что согласуется с представлениями о 
синтезе и депонировании медиатора непосредственно 
в пресинаптическом окончании [17-19]. Этот пул дофа-
мина характеризуется показателем содержания  медиа-
тора в стриатуме, тогда как уровень дофамина в сред-
нем мозге отражает соматодендритный ауторегулятор-
ный механизм контроля мезокортиколимбических 
дофаминовых нейронов [20]. У хронически алкоголи-
зированных животных с высоким уровнем потребления 
алкоголя было снижено содержание дофамина в стри-
атуме (рис. 2), но не в среднем мозге. Острое введение 
каберголина приводило к нормализации уровня дофа-
мина в стриатуме, тогда как  содержание дофамина в 
среднем мозге не изменялось.  Дофаминовые D2-
ауторецепторы локализуются как на пресинаптической 
мембране, так и на телах и дендритах дофаминовых ней-
ронов вентральной покрышки среднего мозга (ventral 
tegmental area, VTA). Показано, что введение агонистов 
D2-рецепторов в VTA подавляет  освобождение дофа-
мина в этой области, а, следовательно, и процесс ауто-
ингибирования DA нейронов [17, 21]. Таким образом, 
суммарный эффект каберголина на уровень DA в стри-
атуме является результатом его взаимодействия с пре-
синаптическими ауторецепторами и ауторецепторами, 
локализованными на теле и дендритах VTA [22]. Одна-
ко неясно, связан ли эффект повышения уровня дофа-
мина в стриатуме с подавлением выброса дофамина 
вследствие стимуляции D2-ауторецепторов каберголи-
ном или обусловлен вовлечением других звеньев дофа-
миновой нейротрансмиссии, а именно – синтеза DA, 
обратного захвата, процессов везикулярного транспор-
та.    Для проверки этой гипотезы в работе определяли 
уровень экспрессии мРНК, кодирующей белки, обеспе-
чивающие работу основных звеньев дофаминовой ней-

Рис. 1. Показатели суточного потребления алкоголя (г/кг) в модели 
«свободный выбор» между водой и 10% раствором алкоголя крысами 
экспериментальной группы А+К (при введении каберголина, пунктир-
ная линия) и  контрольной (сплошная линия) .

А+ — хронически алкоголизированные крысы, получавшие инъек-
ции растворителя  с интервалом 48 ч (n=10); А+К —  хронически ал-
коголизированные крысы, получавшие  каберголин (0,5 мг/кг, в/б, 
n=10), Стрелками отмечены дни в/б введения растворителя или ка-
берголина. Результаты представлены в виде значений сред- 
него±ошибка среднего. Значимостьость различий между группами 
*р<0.05 (two-way ANOVA для повторных измерений с последующим 
post hoc анализом). 

Рис. 2. Влияние каберголина на содержание дофамина в среднем моз-
ге и стриатуме крыс с высоким уровнем потребления алкоголя .

А- (n=7) — «отвергающие» алкоголь крысы; А+  — группа «предпо-
читающих» алкоголь крыс, получающих инъекцию растворителя  
(n=7); А+К — группа «предпочитающих» алкоголь крыс, получаю-
щих инъекцию  каберголина (0,5 мг/кг, в/б, n=7). * — p<0,05 
(t-критерий Стьюдента).
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ротрансмиссии в мезолимбических нейронах -  ТН, DAT 
и МАО А, а также уровень мРНК не специфических для 
дофаминовых нейронов белков везикулярного транс-
порта – ор  SNAP25 и VAMP2 (рис. 3). 

У хронически алкоголизированных животных с вы-
соким уровнем потребления алкоголя были значимо 
снижены показатели экспрессии мРНК TH и DAT, что 
может лежать в основе снижения содержания DA в 
стриатуме этих животных по сравнению с «отвергаю-
щими» алкоголь крысами. Вместе с тем, каберголин не 
влиял на уровень мРНК TH и DAT в среднем мозге 
«предпочитающих» алкоголь животных (рис. 3). Уро-
вень экспрессии мРНК МАО А не различался в экспе-
риментальных группах. Показатели экспрессии мРНК 
синаптических белков SNAP25 и VAMP2 не изменя-
лись у животных с высоким уровнем потребления ал-
коголя (А+ по сравнению с А-), тогда как острое вве-
дение каберголина приводило к статистически значи-

мому повышению уровня мРНК: в 2,4 раза для SNAP25 
и в 1,9 раз для VAMP2 (рис. 3). 

Влияние этанола на экспрессию и функции белков 
SNAP25 и VAMP2 практически не изучено. Однако в 
последние годы появились работы, показывающие 
важную роль этих белков в регуляции функций дофа-
миновой системы мозга. Так, гетерозиготные мыши 
мутантной линии Coloboma с делецией участка 2-й хро-
мосомы – места локализации гена SNAP25 [23] демон-
стрируют поведение, типичное для «синдрома гипе-
рактивности и дефицита внимания», которое норма-
лизуется при действии малых доз амфетамина, что 
говорит о нарушении функций дофаминовой системы, 
и, прежде всего, процесса обратного захвата дофами-
на. В нашем исследовании экспрессия мРНК SNAP25 
в среднем мозге не была изменена у животных с высо-
ким уровнем потребления алкоголя, но ее уровень был 
существенно  выше при введении животным каберго-
лина, что может играть важную компенсаторную роль 

Рис. 3. Показатели экспрессии мРНК ТН, DAT, МАО А, SNAP25 и VAMP2 в среднем мозге крыс .

Обозначения как на рис. 2. * — p<0,05 ( t-критерий Стьюдента). 
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в нормализации функций дофаминовой системы и, как 
следствие, в снижении потребления этанола. Участие 
другого синаптического белка (VAMP2) в реализации 
эффектов фармакологических препаратов также ак-
тивно изучается [24]. В частности, показано, что уве-
личение уровня экспрессии VAMP2 может играть важ-
ную роль в механизмах нейроадаптивного ответа на ан-
тидепрессанты [24]. 

Таким образом, полученные данные позволяют 
предположить, что стратегия активации дофаминовых 
D2-рецепторов с применением агонистов может быть 
эффективной для коррекции функций мезолимбиче-
ской дофаминовой системы мозга и снижения потре-
бления алкоголя, однако решение о целесообразности  
использования препаратов этой группы в терапии ал-
когольной зависимости требует дальнейшего  изучения 
нейрохимических механизмов их эффективности, а так-
же доз и режима введения для безопасности у больных.
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Маклакова И.Ю.1,2, Гребнев Д.Ю.1,2, Юсупова В.Ч.1, Примакова Е.А.3

Изучение хоуминга ММСК после резекции печени 
1ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России,  
620028, г . Екатеринбург, Россия, ул . Репина, д . 3;

2ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий»,  
620026, г . Екатеринбург, Россия, ул . Карла Маркса, д . 22 А;

3РНПЦ трансплантации органов и тканей на базе УЗ «9-я городская клиническая больница»,  
г . Минск, Беларусь

Цель работы - изучение направленного движения мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК), выде-
ленных из плаценты, в различные органы и ткани лабораторных животных в физиологических условиях и после субтоталь-
ной резекции печени . Методика. Клеточную культуру ММСК получали из хориона плаценты лабораторных крыс . Культи-
вирование ММСК проводилось в условиях СО2— инкубатора при температуре 37  ºC с содержанием углекислого газа 5% 
и влажностью 90% . Замену среды проводили каждые 3-4 сут до достижения клетками 70-80 % конфлюэнтности . При фор-
мировании соответствующего монослоя осуществлялся пересев клеток . При трансплантации лабораторным животным 
была использована культура ММСК 3-го пассажа . Введение клеток производили сразу после выполнения субтотальной 
резекции печени . Резекция 70% печени у крыс выполнена по методике G.M. Higgins, R.M. Anderson . Введение ММСК, 
меченых акридиновым оранжевым, осуществляли внутривенно, интраперитонеально, в печеночную артерию, в порталь-
ную вену в дозе 4 млн кл/кг . массы тела . Анализ распределения ММСК проводили через 3 и 24 ч . Результаты. Показано, 
что через 1 сут после введения клеток ложно-оперированным животным не отмечено существенных изменений распре-
деления ММСК по сравнению с их распределением через 3 ч . Однако если введение клеток сопряжено с оперативным 
вмешательством (лапаротомия для обеспечения введения клеток в v. portae и a. hepatica) происходит снижение их количе-
ства в периферической крови . Через 1 сут после резекции печени в изучаемых органах и тканях (периферическая кровь, 
легкое, селезенка, костный мозг, тонкий кишечник, почка) содержание трансплантированных ММСК ниже по сравнению 
с их количеством в тот же период времени в данных органах и тканях без резекции печени . Обращает внимание значи-
тельное увеличение количества введенных клеток в печени после ее резекции как через 3 ч, так и через 24 ч по сравне-
нию с физиологическими условиями .
Заключение. Отмечено значительное увеличение количества клеток в печени после ее резекции вне зависимости от спо-
соба введения . Внутрибрюшинный способ введения клеток показал низкую эффективность доставки клеток в органы и 
ткани организма .

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; хоуминг; резекция печени .
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Maklakova I.Yu.1, 2, Grebnev D.Yu.1,2, Yusupova V.Ch.1, Primakova E.A.3

THE STUDY OF MMSC HOMING AFTER LIVER RESECTION
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2Institute of Medical Cell Technologies, Karla Marksa Str . 22A, Ekaterinburg 620026, Russian Federation;
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The aim was to study migration of multipotent mesenchymal stromal cells (MSCS) isolated from the placenta to various organs 
and tissues of laboratory animals under the physiological conditions and after subtotal liver resection . 
Method. The MMSC cells for culturing were obtained from the rat placental chorion . MMSCs were cultured in a CO2 incubator at 37 
oC, 5% CO2, and 90% humidity . The medium was replaced every 3-4 days until the cells reached 70-80 % confluence . Upon formation 
of an appropriate monolayer the cells were passed . The third passage culture of MMSC was used for transplantation to laboratory 
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animals . Cells were injected immediately after subtotal liver resection . The 70% rat liver resection was performed according to the 
method of G .M . Higgins and R .M . Anderson . The acridine orange labeled MMSC were injected intravenously, intraperitoneally, into 
the hepatic artery, and into the portal vein at a dose of 4x106 cells/kg body weight . The MMSC distribution was analyzed at 3 and 24 
hours . Results. In 24 h after the cell injection in the absence of liver resection, no significant changes were observed in the MMSCs 
distribution compared to their distribution in 3 hours . However, when the cell injection was associated with a surgery (laparotomy 
to ensure the cell injection into the portal vein and hepatic artery) the cell number was decreased in the peripheral blood .  At one 
day after liver resection, the content of transplanted MMSCs was lower in the studied organs and tissues (peripheral blood, lung, 
spleen, bone marrow, small intestine, and kidney) compared to the respective values without liver resection in the same period . 
Noticeably, the number of injected cells was significantly increased in the liver at both 3 and 24 hours after resection compared 
to the physiological conditions . Conclusion. The number of cells was significantly increased in the liver after resection regardless 
of the cell administration route . Intraperitoneal cell injection showed a low effectiveness of cell delivery to organs and tissues .
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Введение
В настоящее время накоплен значительный мате-

риал, свидетельствующий об эффективности использо-
вания стволовых клеток для активации репаративных 
процессов в печени в условиях ее повреждения [1–3].  
Для этих целей широко используются мультипотент-
ные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК). 
Это связано с биологическими особенностями ММСК 
[4–7]. ММСК  активируют процессы регенерации пе-
чени через выработку факторов стволовой клетки, что 
приводит к увеличению числа клеток Ито в печени, 
увеличению количества гепатоцитов. ММСК способ-
ны также вырабатывать ферменты - матриксные ме-
таллопротеиназы, обеспечивающие разрушение кол-
лагена 1-го и 5-го типов, что приводит к обновлению 
внеклеточного матрикса. Кроме того, ММСК выраба-
тывают противовоспалительные цитокины (ИЛ10, 
TGF-β),  снижающие экспрессию nF-kB в воспали-
тельных клетках, что, в свою очередь, препятствует 
дифференцировке клеток в миофибробласты, усили-
вают их апоптоз [8]. В результате в ММСК преоблада-
ют процессы образования гепатоцитов и обновления 
внеклеточного матрикса. В отечественной и зарубеж-
ной литературе обсуждаются данные о различном вли-
янии  трансплантированных ММСК на репаративные 
процессы в печени при различных способах их введе-
ния: в хвостовую вену, в воротную вену, в печеночную 

артерию, внутрибрюшинно [9]. Это обусловило необ-
ходимость изучения биораспределения ММСК в зави-
симости от способа их введения.

Цель исследования – изучение направленного дви-
жения ММСК, выделенных из плаценты, в различные 
органы и ткани лабораторных животных в физиологиче-
ских условиях и после субтотальной резекции печени.

Методика
Работу с животными проводили в соответствии с 

«Правилами надлежащей лабораторной практики», ут-
вержденными приказом Министерства здравоохране-
ния РФ № 199н от 01.04.2016. Работа одобрена этиче-
ским комитетом института. Клеточную культуру 
ММСК получали  из хориона плаценты лабораторных 
животных. Мононуклеарную фракцию клеток выде-
ляли путем последовательной механической и фермен-
тативной (раствор аккутазы (Millipore, США)) обра-
ботки ткани плаценты. Для получения первичной куль-
туры ММСК осуществляли пассаж мононуклеарной 
фракции клеток, выделенных из ткани плаценты, в 
специализированной среде для культивирования 
ММСК в чашки Петри в концентрации 1 х 106 клеток 
на 1 см2. Культивирование ММСК проводилось в ус-
ловиях СО2— инкубатора при температуре 37 0C с со-
держанием углекислого газа 5% и влажностью 90%. За-
мену среды проводили каждые 3-4 сут до достижения 
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клетками 70-80% конфлюэнтности. При формирова-
нии соответствующего монослоя осуществляли пере-
сев клеток. Для оценки хоуминга при трансплантации 
лабораторным животным использовали культуру 
ММСК третьего пассажа. 

Приготовление раствора акридинового оранжево-
го. Для приготовления рабочего 0,02% раствора акри-
динового оранжевого к 50 мкл 1% добавляли  2,5 мл 
0,9% NaCl. Для окрашивания к суспензии клеток  до-
бавляли 0,02% раствора акридинового оранжевого в 
соотношении 1:1. Смесь инкубировали в темноте в 
течение 20 мин. C целью отмывки от акридинового 

оранжевого суспензию клеток центрифугировали  
15 мин при 1000 g.

Резекцию 70% печени у крыс выполняли по мето-
дике G.M. Higgins, R.M. Anderson [10]. Введение кле-
ток производили сразу после выполнения субтоталь-
ной резекции.

ММСК, меченные акридиновым оранжевым, вво-
дили внутривенно, интраперитонеально, в печеноч-
ную артерию и в портальную вену (4 млнкл/кг массы 
тела). Распределение ММСК изучали через 3 и 24 ч.

Получение суспензии клеток органов. Образцы тка-
ней органов (легкое, селезенка, сердце, тонкий кишеч-

Таблица 1

Распределение меченых акридин оранжевым ММСК в органах и тканях крысы без резекции печени (M±m, n=5)

Орган, ткань Способ введения Содержание клеток, %
3 ч 24 ч

Периферическая кровь Внутривенно 0,0085±0,0007* 0,0076±0,0006
v.portae 0,0086±0,0007* Не обнаружено

a.hepatica 0,0087±0,0004* Не обнаружено
внутрибрюшинно 0,0044±0,0015° 0,0049±0,001°

Легкое Внутривенно 0,0090±0,0015* 0,0083±0,0008*
v.portae 0,0051±0,0005 0,0046±0,0007

a.hepatica 0,0046±0,0009 0,0044±0,0010
внутрибрюшинно 0,0023±0,0007° 0,0026±0,0009°

Селезенка Внутривенно 0,0049±0,0009 0,0042±0,0016
v.portae 0,0047±0,0008 0,0039±0,0015
hepatica 0,0039±0,0008 0,0045±0,0016

внутрибрюшинно 0,0042±0,0008 0,0047±0,0018
Костный мозг Внутривенно 0,0051±0,0004 0,0049±0,0012

v.portae 0,0048±0,001 0,0041±0,0016
hepatica 0,0042±0,0006 0,0040±0,0012

внутрибрюшинно 0,0023±0,0009° 0,0020±0,0003°
Сердце Внутривенно Не обнаружено Не обнаружено

v.portae Не обнаружено Не обнаружено
hepatica Не обнаружено Не обнаружено

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Тонкий кишечник Внутривенно 0,0048±0,0008 0,0037±0,0007

v.portae 0,0043±0,0013 0,0043±0,0017
hepatica 0,0040±0,0009 0,0047±0,0023

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Почка Внутривенно 0,0045±0,0011 0,0037±0,0016

v.portae 0,0041±0,0006 0,0046±0,0019
hepatica 0,0044±0,0018 0,0042±0,0014

внутрибрюшинно 0,0023±0,0004° 0,0023±0,0006°
Печень Внутривенно 0,0039±0,0003 0,0049±0,001

v.portae 0,0047±0,0008 0,0036±0,0007
hepatica 0,0040±0,0015 0,0039±0,0018

внутрибрюшинно 0,0038±0,0016 0,0047±0,0008

Примечание. * – статистически значимые отличия от показателей содержания клеток в органах и тканях у лабораторных животных, (p<0,05); 
° – отличие содержания клеток у лабораторных животных при внутрибрюшинном способе введения от содержания клеток при других спо-
собах введения (внутривенно, v.portae, a.hepatica).
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ник, почка, печень, костный мозг) с целью удаления 
крови промывали в стерильном фосфатном буфере  
pH 7,2 - Dulbecco’sphosphatebuffered saline (DPBS; Stem 
CellTechnologies, СШA), помещалив стерильную чаш-
ку Петри (диаметр 6 см) с 3,8 мл раствора Аккутазы (Mil-
lipore, США). Раствор аккутазы обеспечивает фермен-
тативное разрушение межклеточных контактов, не раз-
рушая при этом мембрану клеток. Ткань органа 
измельчали с помощью маленьких ножниц, суспензию 
инкубировали на шейкере при медленном покачивании 
в течение 7 мин при температуре 37 ºС. С целью удале-
ния дебриса суспензию клеток фильтровали через филь-

тры с размером пор 70 мкм (Millipore, США). Для вы-
деления мононуклеарной фракции суспензию наноси-
ли на раствор лимфолайт-М (StemCellTechnologies, 
СШA) в соотношении 1:1 и центрифугировали при  
1000 g в течение 20 мин. Для освобождения от лимфо- 
лайта-М осуществляли центрифугирование при 300 g в 
течение 10 мин. Осадок суспендировали в растворе PBS, 
подсчет общего количества клеток проводили в камере 
Горяева. 

Костный мозг извлекали из бедренной кости. С по-
мощью флуоресцентной микроскопии осуществляли 
подсчет клеток, окрашенных акридиновым оранже-

Таблица 2

Распределение меченых акридин оранжевым ММСК в органах и тканях крысы после резекции печени, (M±m, n=5)

Орган, ткань Путь введения Содержание клеток, %
3 ч 24 ч

Периферическая кровь Внутривенно 0,0050±0,0008* Не обнаружено
v. portae 0,0049±0,0006* Не обнаружено
hepatica 0,0050±0,0011* Не обнаружено

внутрибрюшинно 0,0023±0,0006* Не обнаружено
Легкое Внутривенно 0,0044±0,0005* 0,0047±0,0007**

v. portae 0,0022±0,0006* 0,0021±0,0006**
hepatica 0,0018±0,0005* 0,0024±0,0009**

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Селезенка Внутривенно Не обнаружено Не обнаружено

v. portae Не обнаружено Не обнаружено
hepatica Не обнаружено Не обнаружено

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Костный мозг Внутривенно Не обнаружено Не обнаружено

v. portae Не обнаружено Не обнаружено
hepatica Не обнаружено Не обнаружено

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Сердце Внутривенно Не обнаружено Не обнаружено

v. portae Не обнаружено Не обнаружено
hepatica Не обнаружено Не обнаружено

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Тонкий кишечник Внутривенно Не обнаружено Не обнаружено

v. portae Не обнаружено Не обнаружено
hepatica Не обнаружено Не обнаружено

внутрибрюшинно Не обнаружено Не обнаружено
Почка Внутривенно 0,0024±0,0001* 0,0028±0,0005**

v. portae 0,0022±0,0008* 0,0026±0,0007**
hepatica 0,0026±0,0009* 0,0025±0,0006**

внутрибрюшинно Не определяется Не обнаружено
Печень Внутривенно 0,0073±0,001* 0,0078±0,0011**

v. portae 0,0081±0,001* 0,0075±0,0013**
hepatica 0,0072±0,001* 0,0070±0,0019**

внутрибрюшинно 0,0075±0,001* 0,0086±0,0019**

Примечание. *  –  статистическизначимыеотличия от показателей содержания клеток в органах и тканях у лабораторных животныхбез ре-
зекции печени (данные табл. 1), через 3 ч после введения клеток (p<0,05); ** – отличия от показателей через 24 ч после введения клеток 
(p<0,05). 
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вым. Рассчитывали отношение окрашенных клеток к 
общему числу клеток.

Статистическую обработку данных проводили с 
применением непараметрических (ранговых) методов 
– Краскела-Уоллеса и Манна-Уитни. Построение ди-
аграммы осуществлялось в программе Statistica 6,0.

Результаты и обсуждение
В физиологических условиях через 3 ч после транс-

плантации меченых акридином оранжевым плацен-
тарных ММСК в хвостовую вену, портальную вену, пе-
ченочную артерию распределение клеток в легком, се-
лезенке, костном мозге, сердце, тонком кишечнике, 
почке, печени существенно не отличалось. После вве-
дения клеток интраперитонеально было установлено, 
что содержание меченых клеток в периферической 
крови, легком, костном мозге и почке было  статисти-
чески значимо ниже по сравнению с их уровнем при 
других способах введения. При этом при интрапери-
тонеальном способе введения ММСК трансплантиро-
ванные клетки не были обнаружены в тонком кишеч-
нике. Количество клеток в периферической крови че-
рез 3 ч после внутривенного введения, а также введения 
в печеночную артерию и воротную вену было суще-
ственно выше, чем в других органах и тканях. При вну-
тривенном введении значительное количество клеток 
обнаруживалось  в легком. В сердце клетки, меченые 
акридином оранжевым,  не выявлялись (табл. 1).

Через 24 ч после внутрибрюшинного и внутривен-
ного введения  меченых клеток в периферической кро-
ви в физиологических условиях отмечено отсутствие 
статистически значимых изменений по сравнению с 
данными на 3 ч. После введения в воротную вену и пе-
ченочную артерию меченых ММСК в периферической 
крови не обнаружено. Эти результаты можно объяс-
нить способностью ММСК к миграции в поврежден-
ные ткани.

 Введение клеток в воротную вену и печеночную 
артерию было сопряжено с оперативным вмешатель-
ством. В легком, селезенке, костном мозге, сердце, 
тонком кишечнике, почке и печени статистически зна-
чимых изменений содержания меченых ММСК через 
24 ч после трансплантации клеток по сравнению с дан-
ными на 3 ч не обнаружено.

При анализе данных распределения транспланти-
рованных клеток через 3 ч после резекции печени вы-
явлено снижение их числа в периферической крови, 
легких и почках по сравнению с соответствующими 
показателями без резекции печени в тот же период вре-
мени. При интраперитонеальном введении меченые 
клетки в исследованных органах  не обнаруживались. 

В печени после резекции имело место статистически 
значимое увеличение содержания клеток по сравне-
нию с физиологическими условиями вне зависимости 
от способа введения клеток (табл. 2).

Через 24 ч после резекции печени меченые клет-
ки в периферической крови, селезенке, костном моз-
ге, сердце, тонком кишечнике лабораторных живот-
ных не обнаруживались. Существенных различий в 
распределении меченных ММСК  в легком, почке и 
печени после резекции печени не выявлено ни через 
3, ни  через 24 ч. В то же время при анализе показате-
лей хоуминга  клеток через 24 ч в физиологических 
условиях и после резекции печени обнаружено, что в 
легком и почке при внутривенном  введении, а также 
при введении в портальную вену и почечную артерию 
имело место статистически значимое снижение ко-
личества меченых клеток. В печени обнаружено су-
щественное увеличение содержания трансплантиро-
ванных ММСК через 24 ч после резекции печени от-
носительно данных распределения клеток в 
физиологических условиях. 

Таким образом, через 1 сут после введения ММСК 
у животных без резекции печени не происходит суще-
ственных изменений в распределении ММСК по срав-
нению с их распределением через 3 ч. Однако, если 
введение клеток сопряжено с оперативным вмешатель-
ством (лапаротомия для обеспечения введения клеток 
в v. portae и a. hepatica) происходит существенное сни-
жение их количества в периферической крови. Через 
1 сут после резекции печени в изучаемых органах и тка-
нях животных (периферическая кровь, легкое, селе-
зенка, костный мозг, тонкий кишечник, почка) содер-
жание трансплантированных ММСК ниже по сравне-
нию с их количеством в данных органах и тканях без 
резекции печени в тот же период времени. Обращает 
на себя внимание значительное увеличение трансплан-
тированных меченых ММСК в печени после ее резек-
ции как через 3 ч, так и через 24 ч по сравнению с фи-
зиологическими условиями.
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Генкель В.В., Салашенко А.О., Алексеева О.А., Шапошник И.И. 

Биомеханические факторы риска поражения сосудов  
у пациентов с гипертонической болезнью в зависимости  
от ультразвуковой морфологии атеросклероза 
периферических артерий

ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России,  
454092, г . Челябинск, Россия, ул . Воровского, д . 64

Цель . Оценка показателей эндотелиальной скорости сдвига и циркулярного напряжения сосудистой стенки у пациентов с 
гипертонической болезнью в зависимости от тяжести атеросклеротического поражения периферических артерий . Мето-
дика. В исследование были включены 85 пациентов с гипертонической болезнью, 46 мужчин и 39 женщин, средний воз-
раст которых составлял 57,1±11,7 лет . Проводили дуплексное сканирование сонных артерий и артерий нижних конечно-
стей . Определение эндотелиальной скорости сдвига и циркулярного напряжения сосудистой стенки проводили на участке 
общей сонной артерии . При разделении исследуемой когорты пациентов на группы использовали ультразвуковую мор-
фологическую классификацию атеросклеротического поражения сосудистой стенки по G . Belcaro и соавт . Результаты. У 
пациентов III класса скорость сдвига составляла 402±107 с-1, что было статистически значимо ниже значений  пациентов I 
класса – 538±123 с-1 (p=0,001) . Увеличение количества баллов по классификации G . Belcaro и соавт ., отражающее прогрес-
сирование атеросклероза, ассоциировалось со снижением скорости сдвига (r= -0,281; p=0,01) . У пациентов III (5,68±1,12 
дин/см*104) и IV (6,19±1,31 дин/см*104) классов циркулярное напряжение стенки было статистически значимо выше в 
сравнении с пациентами I класса – 4,90±1,00 дин/см*104 . Выявлены обратные корреляционные связи между эндотели-
альной скоростью сдвига и циркулярным напряжением сосудистой стенки (r=-0,289; p=0,007) . Заключение. У пациен-
тов с гипертонической болезнью по мере увеличения тяжести поражения периферических артерий выявлено увеличе-
ние циркулярного напряжения сосудистой стенки и снижение эндотелиальной скорости сдвига с последующим повыше-
нием при стенозирующем атеросклерозе . 

Ключевые слова: скорость сдвига; атеросклероз; циркулярное напряжение стенки; артериальная гипертензия .
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Genkel V.V., Salashenko A.O., Alekseeva O.A., Shaposhnik I.I.

BIOMECHANICAL RISK FACTORS FOR VASCULAR DISEASE IN HYPERTENSIVE PATIENTS ACCORDING TO 
ULTRASOUND MORPHOLOGY OF PERIPHERAL ARTERY ATHEROSCLEROSIS

South Ural State Medical University, Vorovskogo Str . 64, Chelyabinsk 454092, Russian Federation

Aim. To evaluate endothelial shear rate and circumferential wall tension in patients with hypertension based on severity of ath-
erosclerotic lesions in peripheral arteries . Methods . The study included 85 patients with hypertension (46 men and 39 women) 
aged 57 .1±11 .7 . All patients underwent a duplex scanning of carotid arteries and lower limb arteries . Measurements of endothe-
lial shear rate and circumferential wall tension were performed at the site of the common carotid artery (CCA) . The peak blood 
flow velocity and the diastolic diameter of the blood vessel were measured in the M-mode . The shear rate was calculated using 
the Hagen-Poiseuille equation . Circumferential wall tension was determined in accordance with the Laplace’s law . Patients were 
divided into four groups using the ultrasonic morphological classification of the arterial wall by G . Belcaro et al . Results. In class 
III patients, the shear rate was significantly lower than in class I patients (402±107 s-1 vs. 538±123 s-1, respectively, p = 0 .001) . An 
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increased number of points (by G . Belcaro et al . classification) was associated with a decreased shear rate in CCA (r = -0 .281; p = 
0 .01) . Class III (5 .68±1 .12 dyne/cm*104) and class IV (6 .19±1 .31 dyne/cm*104) patients had significantly higher values of the cir-
cumferential wall tension than class I patients (4 .90±1 .00 dyne/cm*104) . The endothelial shear rate inversely correlated with the 
circumferential wall tension (r = -0 .289; p = 0 .007) . Conclusion. In patients with hypertension and peripheral artery atherosclero-
sis, nonlinear changes in the endothelial shear rate and the increased circumferential wall tension paralleled the increasing sever-
ity of peripheral atherosclerosis .

Keywords: shear rate, atherosclerosis, circumferential wall tension, hypertension .
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Введение
Атеросклероз – это системное хроническое воспа-

лительное заболевание, поражающее преимуществен-
но артерии мышечно-эластического типа, характери-
зующееся аутоиммунным ответом на повреждение ар-
териальной стенки с  субинтимальным накоплением 
липидов, иммунокомпетентных и гладкомышечных 
клеток [1, 2]. Несмотря на системный характер про-
цесса, манифестация атеросклероза в виде образова-
ния атеросклеротической бляшки (АСБ) носит фокаль-
ный характер и детерминирована гемодинамическими 
факторами, действующими локально [3]. Важнейши-
ми среди них являются циркулярное напряжение со-
судистой стенки (circumferential wall tension and stress), 
действующее перпендикулярно стенке сосуда, иници-
ируемое артериальным давлением, а также напряже-
ние сдвига (shear stress), направленное тангенциально 
и возникающее под действием на эндотелиальные 
клетки вязкостных сил, генерируемых движущимся 
потоком крови в сосуде [4]. Данные факторы посред-
ством механотрансдукции оказывают широкий спектр 
эффектов, регулирующих комплекс реакций, имею-
щих решающее значение в процессах атерогенеза и со-
судистого ремоделирования [5]. 

Сосудистое ремоделирование является одним из 
важнейших патофизиологических механизмов, детер-
минирующих неблагоприятные исходы гипертониче-
ской болезни (ГБ) [6, 7]. В то же время, ремоделирова-

ние артериального сегмента сосудистого русла в ответ 
на субинтимальную аккумуляцию липидов и проли-
ферацию соединительной ткани с последующим фор-
мированием атеромы является эссенциальным компо-
нентом атеросклероза. Таким образом, артериальная 
гипертензия (АГ) и атеросклероз оказывают комплекс-
ное синергическое действие на ремоделирование со-
судистой стенки на всех этапах сердечно-сосудистого 
континуума. Исследования, посвященные изучению 
биомеханических факторов у пациентов с АГ на раз-
личных этапах  атерогенеза являются относительно 
редкими, что диктует необходимость проведения даль-
нейших клинических исследований.

Цель исследования – оценка показателей эндоте-
лиальной скорости сдвига и циркулярного напряже-
ния сосудистой стенки на участке общей сонной арте-
рии у пациентов с ГБ в зависимости от тяжести атеро-
склеротического поражения периферических артерий.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и на основании  
письменного добровольного информированного со-
гласия всех пациентов.  Работа одобренна локальным 
этическим комитетом.

В исследование были включены 85 пациентов с ГБ 
(46 мужчин и 39 женщин) в возрасте 45-65 лет. ГБ I ста-
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дии диагностирована у 10 человек, II стадии – у 27, III 
стадии – у 48. Среди 48 пациентов с ГБ III стадии у 40 
пациентов диагностирована ишемическая болезнь 
сердца (ИБС), осложненная хронической сердечной 
недостаточностью (ХСН). У 3 пациентов выявлена 
ИБС, у 5 – ГБ, осложненная ХСН. АГ 1-й степени ди-
агностирована у 26 пациентов,  2-й степени – у 29, 3-й 
степени – у 30. Проводили клиническое обследование, 
сбор анамнестических данных. Оценивали уровни об-
щего холестерина (ОХС), триглицеридов (ТГ), холе-
стерина липопротеинов высокой плотности (ХС 
ЛПВП), холестерина липопротеинов низкой плотно-
сти (ХС ЛПНП) с использованием наборов реагентов 
“Ольвекс Диагностикум” (Россия). Определяли креа-
тинин с использованием наборов реагентов “Вектор-
Бест” (Россия) с последующим расчетом скорости клу-
бочковой фильтрации (CКФ) по формуле CKD-EPI. 
Проводили дуплексное сканирование сонных артерий 
и артерий нижних конечностей (АНК) с оценкой тол-
щины комплекса интима-медиа (ТКИМ) общих сон-
ных артерий (ОСА) и общих бедренных артерий (ОБА). 
Оценивали гемодинамику в исследуемых артериях, на-
личие атеросклеротической бляшки и локальное сте-
нозирование сосуда. При проведении дуплексного ска-
нирования сонных артерий производили измерения, 
необходимые для расчета показателей эндотелиальной 
скорости сдвига: пиковую скорость кровотока и диа-
столический диаметр сосуда. Исследование проводи-
ли на цифровом ультразвуковом многофункциональ-
ном диагностическом сканере экспертного класса 
“Samsung Medison EKO7” (Япония).

Напряжение сдвига прямо пропорционально вяз-
кости крови и скорости сдвига – градиенту скорости 
по направлению от сосудистой стенки к центру вдоль 
оси, расположенной перпендикулярно к плоскости 
сдвига течения крови [8]. Таким образом, скорость 
сдвига измеряли по формуле:

                                      4-х пиковая скорость кровотока
Скорость сдвига = –––––––––––––––––––––––  
                                                 диаметр артерии

Циркулярное напряжение стенки определяли в со-
ответствии с законом Лапласа [8]:

Пиковое циркулярное напряжение = САД × си-
столический диаметр сосуда/2.

При разделении исследуемой когорты пациентов 
на группы использовали ультразвуковую морфологи-
ческую классификацию атеросклеротического пора-
жения сосудистой стенки по G. Belcaro и соавт., при-
веденную в таблице 1 [10, 11]. В соответствии с приве-
денной классификацией оценивали и присваивали 
балл каждому из четырех сосудов у конкретного паци-
ента (область бифуркации ОСА с обеих сторон, бифур-
кации ОБА с обеих сторон). 

Статистическую обработку проводили с использо-
ванием ПО IBM SPSS Statistics v. 22. Количественные 
переменные описывали следующими статистиками: 
числом пациентов, медианой (Ме), 25 и 75 перценти-
лем (LQ, UQ). Для определения взаимозависимости 
показателей использовали корреляционный анализ 
Спирмена. Для оценки значимости различий между 
более чем двумя группами рассчитывали критерий со-
гласия Пирсона и ранговый дисперсионный анализ 
Краскелла-Уоллиса с последующим апостериорным 
расчетом критерия Манна-Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при уровне ошибки p<0,05. 

Результаты и обсуждение
 Клиническая характеристика пациентов различ-

ных классов приведена в таблице 2. 
Как видно из приведенных данных, по мере увели-

чения среднего возраста пациентов, степень тяжести 
поражения периферических сосудов и доля мужчин 
среди обследованных возрастает. Статистически зна-
чимо чаще встречались ИБС и ХСН, и как следствие, 
возрастала частота назначения лекарственных препа-
ратов. Уровень триглицеридов был статистически зна-
чимо выше у пациентов II (p=0,002), III (p=0,02) и IV 
(p=0,001) классов в сравнении с больными I класса. 
Уровень ХС ЛПВП у пациентов I класса был суще-

Таблица 1

Ультразвуковая морфологическая классификация атеросклеротического поражения сосудистой стенки (в баллах)

Класс Ультразвуковая морфология Балл
I Норма: КИМ, адвентиция и периадвентиция четко дифференцированы. ТКИМ менее 1,0 мм. 2
II Изменение КИМ: утолщение КИМ более 1,0 мм и/или гранулированная эхогенность КИМ. 4
III АСБ без нарушений локальной гемодинамики: наличие АСБ в соответствии с Манхеймским консен-

сусом и стенозирование просвета сосуда менее 50% по диаметру.
6

IV Стенозирующие АСБ: наличие АСБ, стенозирующих просвет сосуда более 50% по диаметру. 8

Примечание.  КИМ – комплекс интима-медиа. ТКИМ – толщина комплекса интима-медиа. АСБ – атеросклеротическая бляшка. I – IV 
классы в зависимости от выраженности атеросклеротического поражения (по G. Belcaro и соавт.).
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ственно выше, чем у больных II (p = 0,004) и IV (p = 
0,0001) классов, а у больных III класса – выше, чем у 
IV (p=0,02).   

На рис. 1 представлены значения эндотелиальной 
скорости сдвига у пациентов различных классов. У па-
циентов I класса средние значения каротидной эндо-
телиальной скорости сдвига составляли 538±123 с-1. У 
больных II класса значения скорости сдвига снижа-
лись в сравнении с пациентами первого класса – 
457±147 с-1, не достигая статистической значимости 
(p=0,192). Среди больных III класса скорость сдвига 

составляла 402±107 с-1, что было статистически значи-
мо меньше значений в I классе пациентов (p=0,001). У 
пациентов IV класса значения скорости сдвига 
(449±181 с-1) статистически значимо не отличались от 
пациентов других классов. Следует отметить тенден-
цию к ее снижению в сравнении с пациентами I клас-
са (p=0,061) и увеличению в сравнении с больными III 
класса (p=0,524).   

По данным корреляционного анализа рост числа 
баллов по классификации G. Belcaro и соавт. ассоци-
ировался со снижением каротидной скорости сдвига 
(r= -0,257; p=0,019). 

На рис. 2 отражена динамика показателя пиково-
го кругового напряжения стенки сосуда по мере отя-
гощения поражения периферических артерий. 

У пациентов III класса пиковое циркулярное на-
пряжение стенки составляло 5,68±1,12 дин/см*104, что 
было достоверно выше значений в первом классе па-
циентов – 4,90±1,00 дин/см*104 (p=0,041). Значения 
циркулярного напряжения стенки сосуда у  пациентов 
в IV классе также были статистически значимо выше 
в сравнении с I классом – 6,19±1,31 дин/см*104 

(p=0,003). При анализе взаимосвязи циркулярного на-
пряжения сосудистой стенки и эндотелиальной ско-
рости сдвига в исследуемой популяции, выявлены об-
ратные корреляционные связи между указанными по-
казателями (r=-0,289; p=0,007). 

Установлена важная роль биомеханических сил и 
факторов на всех этапах атерогенеза. Необходимо от-
метить комплексное значение такого показателя как 
эндотелиальная скорость сдвига. Во-первых, она яв-
ляется адекватным суррогатным маркером напряже-
ния сдвига, позволяющим косвенно оценивать его без 
прямого инвазивного определения вязкости крови [12]. 
Во-вторых, скорость сдвига per se характеризует то вре-
мя, на которое поток крови и содержащиеся в нем ате-
рогенные компоненты задерживаются над конкрет-
ным участком сосудистой стенки и, следовательно, де-
терминирует локальную концентрацию проатеро- 
генных веществ и скорости протекания химических 
реакций в сосудистой стенке. По мере уменьшения 
скорости сдвига увеличивается время экспозиции ате-
рогенных компонентов крови, что является потенци-
ально проатерогенным фактором [13]. Имеются дан-
ные об изменении напряжения и скорости сдвига, цир-
кулярного напряжения сосудистой стенки при 
атеросклеротическом поражении различных васкуляр-
ных бассейнов и ряде других патологических состоя-
ний [14, 15]. Впервые в 2016 г. опубликованы резуль-
таты проспективного исследования, в котором уста-
новлена предиктивная ценность каротидного 
напряжения сдвига в отношении развития атеромы 

Рис. 1. Эндотелиальная скорость сдвига у пациентов различных классов .

Ось абсцисс – скорость сдвига, с-1; ось ординат – классы пациен-
тов, от I до IV.

Рис. 2. Динамика показателя пикового кругового напряжения стенки 
сосуда у пациентов разных классов .

Ось абсцисс – круговое напряжение сосудистой стенки, дин/см*104; 
ось ординат - классы пациентов, от I до IV.
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[16]. В работе, включавшей наблюдения 64 пациентов 
с ГБ, не получавших антигипертензивную терапию, и 
16 здоровых добровольцев, было установлено, что па-
циенты с ГБ отличались статистически значимо мень-
шими значениями напряжения сдвига в сонной арте-
рии [17]. При оценке показателей каротидного эндо-
телиального напряжения сдвига у пациентов с 
подозрением на ИБС было установлено, что пациен-
ты с верифицированной ИБС отличались статистиче-
ски значимо меньшими значениями этого показателя. 
Кроме того была обнаружена независимая предиктив-
ная ценность напряжения сдвига в отношении выяв-
ления гемодинамически значимого коронарного ате-
росклероза [18]. В нашем исследовании впервые про-
ведена оценка каротидной эндотелиальной скорости 
сдвига у пациентов с ГБ и атеросклерозом перифери-
ческих артерий, степень тяжести которого оценива-
лась по классификации G. Belcaro и соавт. В результа-
те нами установлена обратная корреляционная связь 
между каротидной эндотелиальной скоростью сдвига 
и тяжестью атеросклеротического поражения перифе-
рических артерий. Также впервые выявлен J-образный 

тренд изменения каротидной скорости сдвига в ходе 
развития атеросклероза периферических артерий. 

У пациентов со стойким повышением АД в соот-
ветствии  с законом Лапласа происходит увеличение 
циркулярного напряжения сосудистой стенки. Это за-
пускает краткосрочные и долгосрочные механизмы 
адаптации, заключающиеся в увеличении толщины 
стенки артерии и изменении диаметра сосуда [19]. По 
данным исследований, при АГ чаще наблюдается ре-
моделирование с увеличением внутреннего и наруж-
ного диаметров сосудов эластического и мышечно-эла-
стического типов [20]. Если данных компенсаторных 
механизмов недостаточно для устойчивого снижения 
АД, то происходит дальнейшее увеличение циркуляр-
ного напряжения стенки (за счет увеличения диаметра 
сосуда по закону Лапласа). Промежуточным итогом 
данных процессов является снижение скорости и на-
пряжения сдвига, что является одним из ключевых со-
бытий в запуске и поддержании каскада атерогенеза. 
Так, снижение показателей скорости сдвига в нашем 
исследовании может быть объяснено преобладанием 
процессов положительного ремоделирования с после-

Таблица 2

Клиническая характеристика пациентов различных классов

Показатель Класс I
(n=16)

Класс II
(n=10)

Класс III
(n=36)

Класс IV
(n=23)

χ2/H-
критерий

Всего
(n=85)

Мужчины/Женщины 7/9 4/6 16/20 19/4 0,022 46/39
Возраст, лет 41 (38,2; 47,2) 57,5 (48,7; 63,7) 62,5 (58,2; 67,0) 63,5 (60,0; 69,5) 0,0001 60,0 (47,5; 67,0)

Индекс массы тела, кг/м2 28 (26,5; 29,9) 32,5 (29,4; 36,2) 28,6 (25,1; 29,9) 29,7 (26,0; 32,3) 0,160 29,3 (26,2; 31,1)

Курение 4 2 9 13 0,352 28 (33%)
Стаж ГБ, лет 6 (4,7; 8,0) 10 (4,0; 18) 3,5 (2,0; 10) 12 (3,0; 20) 0,288 6,0 (3,0; 15)
Ишемическая болезнь сердца 1 4 21 17 0,0001 43 (49%)
Сахарный диабет 2 типа 3 1 8 7 0,760 19 (22%)
Хроническая сердечная недоста-
точность

1 5 20 19 0,0001 45 (53%)

Прием ингибиторов РААС 5 6 25 17 0,011 53 (62%)
Прием дезагрегантов 2 3 24 20 0,0001 49 (57%)
Прием бета-блокаторов 2 1 21 14 0,0001 38 (45%)
Прием статинов 1 3 19 15 0,002 38 (45%)
СКФ, мл/мин/1,73 м2 66,6 (56,5; 76,4) 64,6 (55,7; 67,6) 62,7 (56,6; 70,5) 57,6 (50,6; 69,7) 0,124 61,6 (53,4; 

70,2)
Общий холестерин, ммоль/л 5,02 (4,66; 5,43) 5,98 (5,06; 6,15) 4,92 (3,70; 5,24) 4,16 (3,49; 5,21) 0,109 5,00 (3,85; 

5,62)
ХС ЛПНП, ммоль/л 3, 09 (2,36; 3,35) 3,90 (2,94; 4,23) 2,31 (1,57; 3,18) 2,08 (1,76; 2,61) 0,164 2,74 (1,84; 

3,56)
ХС ЛПВП, ммоль/л 1,58 (1,35; 1,72) 1,20 (1,11; 1,29) 1,28 (1,10; 1,64) 1,05 (0,99; 1,19) 0,001 1,30 (1,10; 1,61)
Триглицериды, ммоль/л 0,99 (0,81; 1,23) 1,90 (1,79; 2,06) 1,54 (1,09; 1,98) 1,64 (1,18; 1,98) 0,004 1,45 (1,02; 1,93)

Примечание. СКФ – скорость клубочковой фильтрации. n – количество наблюдений. Показатели – медиана (Ме), в скобках  - 25 и 75 пер-
центилей.
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дующим изменением профиля кровотока. В дальней-
шем, по мере прогрессирования атеросклероза и фор-
мирования атеросклеротической бляшки диаметр со-
суда увеличивается (“глаговское” ремоделирование), 
что вновь способствует увеличению напряжения стен-
ки и снижению скорости сдвига, что и наблюдалось у 
пациентов III класса. При переходе от начальных из-
менений и нестенозирующего атеросклероза к стено-
зирующему наблюдается тенденция к возрастанию ско-
рости сдвига. Это может быть связано с тем, что, как 
показано в работах Glagov и соавт., уже при стенозе бо-
лее 40% происходит переход от положительного к от-
рицательному ремоделированию. Однако, наблюдае-
мая нами тенденция у пациентов IV класса к увеличе-
нию скорости сдвига и циркулярного напряжения 
стенки (при неизменном АД) может свидетельствовать 
о том, что значимого уменьшения просвета сосуда в 
местах, не пораженных непосредственно атеромой, не 
происходит. Увеличение скорости сдвига в таком слу-
чае связано с увеличением скорости кровотока на всем 
протяжении сосуда. В целом, взаимодействие цирку-
лярного напряжения стенки, напряжения и скорости 
сдвига может быть упрощенно представлено следую-
щим образом: циркулярное напряжение стенки ини-
циирует и играет значительную роль на всех этапах со-
судистого ремоделирования, а напряжение и скорость 
сдвига имеют существенное патогенетическое значе-
ние несколько позже и выполняют роль модулятора 
данных процессов [21]. Наше исследование отчасти 
иллюстрирует описанные взаимосвязи.

Выводы
У пациентов с различной тяжестью атеросклероза 

периферических артерий изменения каротидной эн-
дотелиальной скорости сдвига носят нелинейный ха-
рактер. При прогрессировании атеросклероза от на-
чальных его проявлений до нестенозирующего процес-
са она снижается, затем при развитии стеноза более 
50% по диаметру – отмечается ее повышение.

Снижение каротидной эндотелиальной скорости 
сдвига ассоциировалось с увеличением степени тяже-
сти атеросклеротического поражения периферических 
артерий. 

Увеличение циркулярного напряжения сосудистой 
стенки пропорционально нарастанию тяжести пери-
ферического атеросклероза.

Увеличение циркулярного напряжения сосудистой 
стенки ассоциировалось с уменьшением каротидной 
эндотелиальной скорости сдвига. При этом статисти-
чески значимые корреляции отмечены только у паци-
ентов с наличием АСБ в периферических артериях.
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Специфичная токсичность кальций-фосфатных  
бионов для культур венозных и артериальных 
эндотелиальных клеток человека

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский  
институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний»,  
650002, г . Кемерово, Россия, Сосновый бульвар, д . 6

Цель исследования – оценка токсичности кальций-фосфатных бионов (КФБ) и магний-фосфатных бионов (МФБ) для куль-
тур эндотелиальных клеток . Методика. Эндотелиотоксичность бионов изучена при помощи добавления равных концен-
траций МФБ или КФБ к: 1) разреженным или конфлюэнтным культурам иммортализованных венозных эндотелиальных 
клеток человека линии EA .hy 926 с последующим культивированием в течение 24 ч или 4 ч соответственно; 2) конфлюэнт-
ным культурам коммерческих первичных эндотелиальных клеток коронарной и внутренней грудной артерии человека 
с последующим культивированием в течение 24 ч . Эндотелиотоксические эффекты бионов оценивали при помощи соче-
танного окрашивания клеток флюоресцентными красителями Hoechst 33342 и бромистым этидием, а также посредством 
колориметрического теста . Кроме того, методом проточной цитометрии оценивали пути и стадии гибели клеток вышеу-
казанных культур . Результаты. В отличие от МФБ, КФБ индуцировали гибель эндотелиальных клеток всех 3 линий путем 
апоптоза . Устойчивость культур к токсическому действию КФБ определялась степенью их конфлюэнтности (конфлюэнт-
ные культуры более устойчивы чем разреженные) и типом клеточной линии (эндотелиальные клетки внутренней грудной 
артерии продемонстрировали большую устойчивость в сравнении с эндотелиальными клетками коронарной артерии) . 
Заключение. Токсичность КФБ для культур эндотелиальных клеток специфична, то есть определяется их специфическим 
минеральным составом, а не общей для всех типов бионов корпускулярной природой . Добавление КФБ к конфлюэнтным 
культурам первичных артериальных эндотелиальных клеток и к иммортализованным венозным эндотелиальным клеткам 
вызывало их гибель, при этом экспозиция МФБ не оказывает значимого токсического действия . Эндотелиальные клетки 
внутренней грудной артерии менее чувствительны к воздействию КФБ в сравнении с эндотелиальными клетками коро-
нарной артерии человека .
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Shishkova D.K., Velikanova E.A., Matveeva V.G., Kudryavtseva Yu.A., Kutikhin A.G.

SPECIFIC TOXICITY OF CALCIUM PHOSPHATE BIONS FOR HUMAN VENOUS AND ARTERIAL 
ENDOTHELIAL CELLS

Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 6 Sosnovy Boulevard, Kemerovo, 650002, Russian Federation

Aim. To compare toxicity of calcium phosphate bions (CPB) and magnesium phosphate bions (MPB) for endothelial cells . Me- 
thods. To assess endothelial toxicity of the bions, we first added equal concentrations of either MPB or CPB to: 1) non-confluent or 
confluent cultures of immortalized human venous endothelial cells EA .hy 926 with the exposure time of 24 h or 4 h, respectively; 2) 
confluent cultures of commercially available primary human coronary artery and internal thoracic artery endothelial cells, with the 
exposure time of 24 h . Endothelial toxicity was then evaluated by combined Hoechst 33342 and ethidium bromide staining following 
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fluorescence microscopy and by colorimetric cytotoxicity assay . In addition, we attempted to determine the pathway of bion-induced 
cell death utilizing flow cytometry . Results. In contrast to the MPB, CPB induced apoptosis of all studied endothelial cell lines . Resis-
tance of endothelial cells to the CPB was defined by their confluence (confluent cultures demonstrated higher resistance), and cell 
type (internal thoracic artery endothelial cells were more resistant to the CPB as compared to the coronary artery endothelial cells) . 
Conclusions. Endothelial toxicity of the CPB is defined by their specific mineral composition but not by their corpuscular nature, 
which is common for all nanoparticles . Addition of the CPB to the confluent cultures of primary human arterial cells and to immor-
talized human venous endothelial cells evoked their death . On the contrary, exposure to the MPB did not cause any toxic effects . 
Human internal thoracic artery endothelial cells are more resistant to the CPB in comparison with coronary artery endothelial cells . 
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Введение
Из клинических исследований достаточно давно 

известно, что как повышенный уровень кальция и фос-
фора [1-3], так и сниженный уровень антикальцифи-
цирующих белков фетуина-А и альбумина в крови [4, 
5] ассоциирован с атеросклерозом и его клинически-
ми проявлениями (ишемической болезнью сердца, 
острым нарушением мозгового кровообращения по 
ишемическому типу и заболеваниями периферических 
артерий). Одним из механизмов объяснения такой свя-
зи может быть формирование обладающих эндотели-
отоксическим действием кальций-фосфатных бионов 
(КФБ), которые представляют собой сферические ча-
стицы губчатой структуры диаметром ≤ 500 нм, состо-
ящие из гидроксиапатита, карбонат-гидроксиапатита 
и ряда белков, в том числе альбумина и фетуина-А [6, 
7]. КФБ образуются в крови при ее перенасыщении 
ионами кальция и фосфора и препятствуют прямой 
кальцификации сосудов, тем самым участвуя в регуля-
ции фосфорнокальциевого гомеостаза [6, 7]. Вместе с 
тем было показано, что КФБ выделяются из 75% ате-
росклеротических бляшек крупных артерий человека 
и после своего формирования интернализируются эн-
дотелиальными клетками, индуцируя ими секрецию 
провоспалительных цитокинов интерлейкина-6 и ин-
терлейкина-8, запуская апоптоз по внутреннему пути 
и вызывая развитие гипертрофии интимы брюшной 
аорты крыс [7]. Также было продемонстрировано, что 
КФБ могут быть синтезированы искусственно с целью 

экспериментального моделирования эндотелиоток-
сичности и атеросклероза [6, 7]. 

Вместе с тем остается неизвестным, чем именно 
определяется эндотелиотоксичность КФБ: их специ-
фическим химическим составом или же корпускуляр-
ной природой, общей для всех типов бионов. Для от-
вета на данный вопрос были искусственно синтезиро-
ваны магний-фосфатные бионы (МФБ), схожие с КФБ 
физическими (форма и размерность) и химическими 
(элементный состав, функциональные группы, орга-
нический состав) параметрами, однако состоящие не 
из характерного для КФБ гидроксиапатита, а из маг-
ния фосфат гидрата (собственные неопубликованные 
данные). При этом МФБ не способны образовывать-
ся в организме человека, так как для их синтеза необ-
ходима несовместимая с жизнью концентрация маг-
ния, превышающая норму в 10-20 раз [6]. Таким обра-
зом, можно предположить, что МФБ подходят для 
оценки специфичности токсического действия КФБ в 
эксперименте.

Цель исследования – сравнение токсичности МФБ 
и КФБ для культур эндотелиальных клеток.

Методика
Искусственный синтез МФБ и КФБ. МФБ синте-

зированы при помощи последовательного добавления 
100 мкл 0,2М MgCl2 (Sigma-Aldrich) и 100 мкл 0,2М 
Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) к 700 мкл среды Игла, моди-
фицированной по Дульбекко (Dulbecco’s Modified 
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Eagle’s Medium, DMEM, Gibco), содержащей 100 мкл 
(10% от общего объема) фетальной телячьей сыворот-
ки (fetal calf serum, Gibco). КФБ синтезированы путем 
последовательного добавления 9,9 мкл 0,5М CaCl2 
(Sigma-Aldrich) и 21,5 мкл 0,2М Na2HPO4 к 1319 мкл 
среды DMEM, содержащей 150 мкл (10% от общего 
объема) фетальной телячьей сыворотки. Контроль pH 
осуществляли путем предварительного добавления 5 
мл буфера HEPES (N-2-гидроксиэтилпиперазин-N-2-
этансульфокислота, N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-
ethane sulfonic acid, Gibco) к 495 мл культуральной сре-
ды DMEM (финальная концентрация HEPES-буфера 
в среде – 1%). 

После кратковременного перемешивания на вор- 
тексе пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf) с реаген-
тами для синтеза бионов инкубировали при +37°С, 5% 
CO2 и высокой влажности (MCO-18AIC, Sanyo) в те-
чение 24 ч с дальнейшим центрифугированием при 
200,000 x g и 4°С в течение 1 ч (Optima MAX-XP, 
Beckman Coulter). С целью получения рабочего раство-
ра для добавления к клеткам осадок КФБ растворяли 
в 300 мкл, а осадок МФБ – в 500 мкл однократного 
фосфатно-солевого буфера (ФСБ, 1X phosphate buffered 
saline, Gibco), что позволяло достичь мутности суспен-
зии в 0,5 стандарта МакФарланда (МкФ), являющей-
ся минимально измеримой и патофизиологически ре-
левантной концентрацией бионов в растворе. 

Все вышеуказанные процедуры проводили в сте-
рильных условиях. Измерение оптической плотности 
проводили на микропланшетном спектрофотометре 
«Униплан» (АИФР-01, Пикон) при длине волны  
650 нм (мутность суспензии 0,5 МкФ соответствовала 
значениям оптической плотности 0,08 – 0,10).

Экспозиция эндотелиальных клеток МФБ и КФБ. 
Для экспериментов была использована культура им-
мортализованных венозных эндотелиальных клеток 
человека линии EA.hy 926 предоставленная Dr. Cora-
Jean S. Edgell (University of North Carolina at Chapel Hill, 
США), а также коммерческие культуры первичных эн-
дотелиальных клеток коронарной артерии человека 
(human coronary artery endothelial cells, HCAEC) и пер-
вичных эндотелиальных клеток внутренней грудной 
артерии человека (human internal thoracic endothelial 
cells, HITAEC) (Cell Applications). 

Клеточная линия EA.hy 926 является гибридомой, 
полученной путем слияния эндотелиальных клеток пу-
почной вены человека (human umbilical vein endothelial 
cells, HUVEC) с клетками аденокарциномы легкого че-
ловека линии A549. Гибридома сохраняет основные 
морфологические и функциональные особенности ве-
нозных эндотелиальных клеток человека [8]. Клетки 
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco), содержа-

щей 10% фетальной телячьей сыворотки, 2% гипок-
сантина-аминоптерина-тимидина (Gibco), 1% HEPES-
буфера (Gibco), 1% L-глутамина-пенициллина-стрепто- 
мицина (Gibco) и 0,4% амфотерицина B (Gibco). 

Согласно информации поставщика (Cell 
Applications), первичные эндотелиальные клетки че-
ловека получены из здоровых артерий доноров 
(HCAEC – мужчина, 27 лет; HITAEC – мужчина, 50 
лет) с криоконсервацией на 2-м пассаже (500,000 кле-
ток в базальной среде MesoEndo Cell Basal Medium (Cell 
Applications), содержащей 10% фетальной телячьей сы-
воротки и 10% диметилсульфоксида (dimethyl sulfox-
ide, DMSO)). Для проведения эксперимента клетки 
размораживали и культивировали согласно рекомен-
дациям производителя в среде для роста клеток Meso-
Endo Cell Growth Medium (Cell Applications). Пересев 
производили по достижении 80% конфлюэнтности. 
После 4-5 пассажей клетки рассевали в лунки 6-луноч-
ного планшета для проведения дальнейших экспери-
ментов. Все эксперименты с клетками проводили в сте-
рильных условиях при 37°C, 5% CO2 и высокой влаж-
ности (MCO-18AIC, Sanyo).

Токсичность бионов для культур эндотелиальных 
клеток человека изучали при помощи добавления су-
спензии МФБ или КФБ (100 мкл на лунку 6-луночно-
го планшета или 10 мкл на лунку 96-луночного план-
шета в зависимости от эксперимента; мутность суспен-
зии 0,5 МкФ) к: 1) клеточным культурам линии EA.hy 
926 (около 40% конфлюэнтности в культуральной по-
суде и культивирование в течение 24 ч, либо около 90% 
конфлюэнтности в культуральной посуде и культиви-
рование в течение 4 ч); 2) вышеописанным первичным 
культурам артериальных эндотелиальных клеток (око-
ло 85% конфлюэнтности в культуральной посуде, куль-
тивирование в течение 24 ч). В качестве контрольной 
группы использовали те же линии клеток, к которым 
вместо бионов в аналогичном объеме добавляли сте-
рильный ФСБ с последующим аналогичным временем 
культивирования.

Цитотоксичность бионов оценивали при помощи 
колориметрического теста (набор ab112118, 24 лунки 
96-луночного планшета на группу) и сочетанного окра-
шивания клеток флюоресцентными красителями 
Hoechst 33342 (2 мкл/мл) и бромистым этидием (10 мкл/
мл) с дальнейшей фазово-контрастной и флюоресцент-
ной микроскопией. При экспериментах с клетками ли-
нии EA.hy 926 количество исследуемых лунок 6-луноч-
ного планшета на группу составляло 21, при экспери-
ментах с первичными артериальными эндотелиальными 
клетками – 11 (подсчитывались клетки в 3 полях зре-
ния на лунку). Посредством проточной цитометрии (на-
бор ab14085, 8 лунок 6-луночного планшета на группу) 
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оценивали стадию и путь клеточной смерти (ранний 
апоптоз – аннексин V-положительные и пропидия ио-
дид-отрицательные клетки, поздний апоптоз – аннек-
син V- и пропидия иодид-положительные клетки и не-
кроз – аннексин V-отрицательные и пропидия иодид-
положительные клетки) под воздействием бионов.

Статистическую обработку полученных данных вы-
полняли при помощи программы GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software). Межгрупповое сравнение прово-
дили посредством однофакторного дисперсионного 
анализа, в случае выявления статистически значимых 
различий между группами осуществляли последующее 
попарное сравнение групп с использованием критерия 
Тьюки. Различия между группами признавали стати-
стически значимыми при вероятности отвергнуть вер-
ную нулевую гипотезу р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
При  сочетанном окрашивании Hoechst 33342 (жи-

вые клетки) и бромистым этидием (мертвые клетки) 
показано методом фазово-контрастной и флуоресцент-
ной микроскопии, что экспозиция КФБ приводит к 

увеличению доли мертвых клеток линии EA.hy 926 в 
сравнении с экспозицией МФБ как на разреженной, 
так и на конфлюэнтной модели культивирования (рис. 
1 и 2). Аналогичные результаты получены посредством 
колориметрического теста на цитотоксичность. При 
этом общее число живых и мертвых клеток EA.hy 926 
при экспозиции КФБ в сравнении с контрольными 
культурами, независимо от модели культивирования, 
значимо не отличалось. Относительное и абсолютное 
количество жизнеспособных клеток EA.hy 926 при экс-
позиции МФБ статически значимо не отличалось от 
такового в контрольных культурах (рис. 1 и 2).

В процессе сравнения токсичности бионов для 
культур клеток EA.hy 926 различной конфлюэнтности 
выявлено, что конфлюэнтная культура более устойчи-
ва к экспозиции бионами по сравнению с разрежен-
ной (рис. 3). Поэтому, для увеличения надежности ре-
зультатов, последующие эксперименты по оценке ток-
сичности бионов для первичных артериальных 
эндотелиальных клеток человека проводили именно 
на их конфлюэнтных культурах.

Так же, как и в случае с культурами клеток линии 
EA.hy 926, посредством фазово-контрастной и флюо-

Рис. 1. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) и кальций-фосфатных бионов (КФБ) для разреженных культур имморта-
лизованных венозных эндотелиальных клеток человека линии EA .hy 926 . Синяя окраска – Hoechst 33342 (живые клетки), красная – бромистый 
этидий (мертвые клетки), увеличение x200 . Оптическая плотность на длине волны 530 нм (ОП530) отражает нормальную жизнеспособность кле-
ток, оптическая плотность на длине волны 650 нм (ОП650) – сниженную . Каждая точка на графиках соответствует одной лунке 6-луночного план-
шета (флюоресцентная микроскопия, подсчет общего количества клеток) или 96-луночного планшета (колориметрический тест) .
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Рис. 2. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) и кальций-фосфатных бионов (КФБ) для конфлюэнтных культур имморта-
лизованных венозных эндотелиальных клеток человека линии EA .hy 926 . Синяя окраска – Hoechst 33342 (живые клетки), красная – бромистый 
этидий (мертвые клетки), увеличение x200 . Оптическая плотность на длине волны 530 нм (ОП530) отражает нормальную жизнеспособность кле-
ток, оптическая плотность на длине волны 650 нм (ОП650) – сниженную . Каждая точка на графиках соответствует одной лунке 6-луночного план-
шета (флюоресцентная микроскопия, подсчет общего количества клеток) или 96-луночного планшета (колориметрический тест) .

ресцентной микроскопии, а также при помощи коло-
риметрического теста показано, что КФБ вызывают 
гибель первичных эндотелиальных клеток коронарной 
и внутренней грудной артерии человека (рис. 4 и 5). В 
то же время экспозиция МФБ не оказывает значимо-
го токсического эффекта на эндотелиальные клетки 
коронарной артерии (рис. 4) и внутренней грудной ар-
терии (рис. 5). 

При сравнении токсичности КФБ для эндотели-
альных клеток коронарной и внутренней грудной ар-
терии выявлено, что КФБ существенно более токсич-
ны для клеток коронарной артерии в сравнении с клет-
ками внутренней грудной артерии (рис. 6).

Далее, с использованием проточной цитометрии, 
были изучены пути и стадии клеточной смерти под воз-
действием КФБ. Обнаружено, что все 3 линии эндоте-
лиальных клеток в результате токсических эффектов 
КФБ погибали путем апоптоза, при этом после 24 ч экс-
позиции детектирован как ранний апоптоз (отражае-
мый аннексин V-положительными клетки и пропидия 
иодид-отрицательными клетками), так и поздний апоп-
тоз (отражаемый аннексин V- и пропидия иодид-поло-
жительными клетками). При этом процент гибнущих 

некрозом клеток был на порядок меньше, чем процент 
клеток, подвергающихся апоптозу, и не превышал од-
ного процента при всех измерениях (рис. 7).

Проведенные ранее исследования ряда авторов по-
казали цитотоксическое [7, 9-11], в частности, эндоте-
лиотоксическое [7] действие КФБ. Однако природа 
токсического действия КФБ на эндотелиальные клет-
ки неизвестна и может быть связана как с их специфи-
ческим минеральным составом (гидроксиапатит и кар-
бонат-гидроксиапатит), так и с корпускулярной струк-
турой, общей для всех бионов. Определение 
механизмов эндотелиотоксичности КФБ имеет значе-
ние как для разработки новых средств антикальцифи-
цирующей терапии, которая может быть применена в 
профилактике и лечении атеросклероза [12, 13], так и 
для нанотоксикологии в связи с активно разрабатыва-
емыми наноразмерными средствами направленной до-
ставки лекарственных препаратов [14]. 

В качестве группы сравнения для оценки специ-
фичности эндотелиотоксического действия КФБ бы-
ли искусственно синтезированы МФБ, имеющие ана-
логичные форму, диаметр, элементный состав (за ис-
ключением наличия магния и кратно более низкого 
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Рис. 3. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) и 
кальций-фосфатных бионов (КФБ) для разреженных (РК) и конфлюэнт-
ных (КК) культур иммортализованных венозных эндотелиальных клеток 
человека линии EA .hy 926 . ФСБ – фосфатно-солевой буфер . Каждая точ-
ка на графике соответствует одной лунке 6-луночного планшета .

содержания кальция), функциональные группы и ор-
ганический состав, однако характеризующиеся другим 
основным химическим соединением (магния фосфат 
гидрат вместо гидроксиапатита) (собственные неопу-
бликованные данные).

Поскольку иммортализованные венозные эндоте-
лиальные клетки широкодоступны и относительно 
просты в культивировании, начальные эксперименты 
по изучению специфичности эндотелиотоксичности 
КФБ проводили на линии EA.hy 926. Так как высокая 
конфлюэнтность культуры эндотелиальных клеток 
определяет ее устойчивость к повреждающим агентам 
[15—17], исследована токсичность бионов на 2 моде-
лях in vitro: разреженной, где клетки культивировались 
до 40% конфлюэнтности и далее экспонировались био-
нами в течение 24 ч, и конфлюэнтной, где клетки куль-
тивировались до 90% конфлюэнтности и затем экспо-
нировались бионами в течение 4 ч. Как и ожидалось, 
конфлюэнтные культуры эндотелиальных клеток по-
казали большую устойчивость к экспозиции бионами 
по сравнению с разреженными, тем не менее на обеих 
моделях культивирования зафиксирована повышен-
ная гибель клеток под воздействием КФБ в сравнении 
с МФБ. На выявленные различия в выраженности ток-

Рис. 4. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) и кальций-фосфатных бионов (КФБ) для конфлюэнтных культур первичных эн-
дотелиальных клеток коронарной артерии человека . Синяя окраска – Hoechst 33342 (живые клетки), красная – бромистый этидий (мертвые клетки), 
увеличение x200 . Оптическая плотность на длине волны 530 нм (ОП530) отражает нормальную жизнеспособность клеток, оптическая плотность на дли-
не волны 650 нм (ОП650) – сниженную . Каждая точка на графиках соответствует одной лунке 6-луночного планшета (флюоресцентная микроскопия, 
подсчет общего количества клеток) или 96-луночного планшета (колориметрический тест) .
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Рис. 5. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) и кальций-фосфатных бионов (КФБ) для конфлюэнтных культур первич-
ных эндотелиальных клеток внутренней грудной артерии человека . Синяя окраска – Hoechst 33342 (живые клетки), красная – бромистый эти-
дий (мертвые клетки), увеличение x200 . Оптическая плотность на длине волны 530 нм (ОП530) отражает нормальную жизнеспособность клеток, 
оптическая плотность на длине волны 650 нм (ОП650) – сниженную . Каждая точка на графиках соответствует одной лунке 6-луночного планше-
та (флюоресцентная микроскопия, подсчет общего количества клеток) или 96-луночного планшета (колориметрический тест) .

Рис. 6. Сравнительная токсичность магний-фосфатных бионов (МФБ) 
и кальций-фосфатных бионов (КФБ) для конфлюэнтных культур пер-
вичных эндотелиальных клеток коронарной (HCAEC) и внутренней 
грудной артерии (HITAEC) человека, ФСБ – фосфатно-солевой буфер . 
Каждая точка на графике соответствует одной лунке 6-луночного план-
шета .

сических эффектов КФБ между двумя моделями тео-
ретически могло также повлиять разное время экспо-
зиции (24 ч в случае с разреженной моделью и 4 ч в слу-
чае с конфлюэнтной). Такой экспериментальный 
протокол был обусловлен тем, что иммортализован-
ные по гибридомной технологии клетки линии EA.hy 
926 характеризуются быстрой пролиферацией и при 
культивировании с 90% конфлюэнтностью в течение 
24 ч начинают погибать от гиперконфлюэнтности (7-
8% мертвых клеток в контрольной культуре по данным 
проточной цитометрии, собственные наблюдения ав-
торов), а не только от воздействия повреждающего 
фактора. 

Известно, что физиология эндотелия различных со-
судов (в частности, вен и артерий) существенно отли-
чается [18-20]. Поскольку атеросклероз представляет 
собой патологию именно артериального русла, для над-
лежащего подтверждения эндотелиотоксического дей-
ствия бионов необходимо проведение экспериментов 
на первичных артериальных эндотелиальных клетках, 
конфлюэнтные культуры которых к тому же могут быть 
экспонированы бионами в течение относительно дли-
тельного времени в связи с их достаточно медленным 
ростом. Так как различные артерии в силу своих анато-
мических и физиологических особенностей характери-
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зуются разной предрасположенностью к развитию ате-
росклероза [21-23], для анализа токсичности бионов для 
артериальных эндотелиальных клеток были выбраны 2 
клеточных линии: эндотелиальные клетки коронарной 
артерии человека, которая поражается атеросклерозом 
достаточно часто [21], и эндотелиальные клетки вну-
тренней грудной артерии человека, устойчивой к раз-
витию атеросклероза [22, 23]. 

Как и в случае с клетками линии EA.hy 926, добавле-
ние КФБ к конфлюэнтным культурам первичных арте-
риальных эндотелиальных клеток вызывало их гибель, 
при этом МФБ не оказывали значимого токсического 
действия. Эндотелиальные клетки внутренней грудной 
артерии имели меньшую чувствительность к воздействию 
КФБ в сравнении с эндотелиальными клетками коро-
нарной артерии, что может быть вызвано повышенной 
экспрессией эндотелиальной синтазы оксида азота и, со-
ответственно, повышенным выделением ими моноокси-
да азота (NO) [24-26], который обладает выраженным со-
судорасширяющим и атеропротективным действием, а 
также препятствует развитию тромбоза [27, 28]. 

Гибель эндотелиальных клеток под воздействием 
различных повреждающих факторов может происхо-
дить по различным механизмам, включая апоптоз [29] 
и некроз [30]. Исследование путей и стадий смерти им-
мортализованных венозных и первичных артериаль-
ных эндотелиальных клеток под воздействием КФБ 
методом проточной цитометрии выявило клетки, на-
ходящиеся в состоянии как раннего, так и позднего 
апоптоза, однако практически не было обнаружено 
клеток, погибающих путем некроза, что согласуется с 
полученными нами ранее результатами [7]. 

Дальнейшие эксперименты должны быть направ-
лены на расшифровку механизмов эндотелиотоксично-
сти КФБ на субклеточном уровне. Основываясь на име-
ющихся данных об интернализации КФБ эндотелиаль-
ными клетками [7], можно предположить 2 возможных 
механизма: 1) прямой механический разрыв лизосом 
под воздействием нерастворенных кристаллов гидрок-
сиапатита; 2) нарушение осмотического баланса между 
лизосомами и цитоплазмой вследствие массивного вы-
деления в лизосомальную среду ионов кальция и фос-
фора при растворении КФБ, что ведет к поступлению в 
лизосомы воды по осмотическому градиенту с дальней-
шим перерастяжением и разрывом лизосом.

Таким образом, токсичность КФБ для культур эн-
дотелиальных клеток специфична, то есть определяет-
ся их специфическим минеральным составом (гидрок-
сиапатит и карбонат-гидроксиапатит), а не общей для 
всех типов бионов корпускулярной природой. Добав-
ление КФБ к конфлюэнтным культурам первичных ар-
териальных и к иммортализованным венозным эндоте-

лиальным клеткам вызывало их гибель, при этом экс-
позиция МФБ не оказывала значимого токсического 
действия. Эндотелиальные клетки внутренней грудной 
артерии были менее чувствительны к воздействию КФБ 
в сравнении с эндотелиальными клетками коронарной 
артерии человека.
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Ермолаев П.А. 1, 2, Храмых Т.П. 2, Барская Л.О. 2

Роль холемии в развитии кардиодепрессии  
после субтотальной резекции печени у крыс

1  БУЗОО «Областная клиническая больница»,  
644012, г . Омск, Россия, ул . Березовая, д . 3; 

2 ФГБОУ ВО «Омский государственный медицинский университет» Минздрава России,  
644099, г . Омск, Россия, ул . Ленина, д . 12

Цель — оценить роль холемии в генезе миокардиальной дисфункции после субтотальной резекции печени у крыс. Мето-
дика. Эксперименты выполнены на 48 беспородных белых крысах-самцах . 38 животным проводили субтотальную атипич-
ную резекцию 80% печени оригинальным способом, 10 интактных животных составили контрольную группу . Определе-
ние общей концентрации желчных кислот в сыворотке крови проводили энзиматическим колориметрическим методом у 
интактных животных и в 1-е, 3-и и 7-е сут после резекции печени . Прямую оценку сократительной функции и метаболизма 
миокарда интактных животных проводили на спонтанно сокращающихся изолированных сердцах . При перфузии сердец 
с добавлением в перфузат  желчи, рассчитывали комплекс силовых и скоростных показателей сократимости, опреде-
ляли содержание глюкозы, лактата, активность аспартатаминотрасферазы в коронарном протоке . Результаты. Выявлено 
повышение общего содержания желчных кислот в сыворотке крови оперированных животных . Добавление желчи в рас-
твор для перфузии изолированных сердец вызывало развитие брадикардии, снижение силовых и скоростных показате-
лей сократительной функции . При этом происходило увеличение потребления глюкозы, выделения лактата и аспартата-
минотрансферазы в коронарный перфузат . Заключение. Полученные данные свидетельствуют о значимой роли холемии, 
развивающейся после субтотальной резекции печени, в генезе функционально-метаболических нарушений в миокарде . 
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Aim. To assess the role of cholemia in development of myocardial dysfunction following the subtotal hepatic resection in rats . 
Methodology. Experiments were conducted on 48 white mongrel male rats . Subtotal atypical 80% liver resection was per-
formed on 38 animals using an original method; the control group consisted of 10 intact animals . Total serum concentration of 
bile acids was measured using the enzymatic colorimetric method in intact animals and on days 1, 3, and 7 after the liver resec-
tion . Myocardial contractile function and metabolism were directly evaluated on spontaneously contracting isolated hearts of 
intact animals . During the heart perfusion with added bile, a set of contractile force and velocity indices was calculated; glu-
cose and lactate concentrations and aspartate aminotransferase activity were measured in the coronary perfusate . Results. 
The total serum content of bile acids was increased in operated animals at all study points . When bile was added to the per-
fusion solution, the isolated hearts developed bradycardia, decreases in force and speed indices of the contractile function, 
increased glucose consumption, and release of lactate and aspartate aminotransferase into the coronary perfusate .  Conclu-
sion. The study showed the importance of cholemia following the subtotal liver resection for the development of functional 
and metabolic disorders of the myocardium .
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Введение
В связи с неуклонным ростом заболеваний, свя-

занных с развитием патологических процессов в пече-
ни, и приоритетом хирургических методов их лечения, 
количество ежегодно выполняемых резекций печени 
растет во всем мире [1, 2]. Обширные резекции пече-
ни составляют в структуре операций на печени от 5 до 
21% [3, 4]. Не так давно было введено понятие «пре-
дельно большие резекции печени», которые предусма-
тривают удаление до 80% органа в ряде клинических 
ситуаций [5]. Неудовлетворенность результатами об-
ширных резекций печени определяется высокой ча-
стотой послеоперационных осложнений, в том числе 
жизнеугрожающих, что заставляет исследователей про-
должать изучение механизмов развития и течения хи-
рургического стресс-ответа как в клинике, так и в ус-
ловиях эксперимента.

В проведенных нами ранее экспериментах выяв-
лено развитие недостаточности кровообращения по-
сле предельно допустимой резекции печени, а также 
установлена патогенетическая связь функционально-
метаболических нарушений сердца и сосудов после 
операций, сопровождающихся гипоксией, активаци-
ей процессов свободно-радикального окисления и из-
менениями агрегатного состояния крови [6-10]. 

Для паренхимы печени характерна тесная связь со-
судистых и секреторных структур, что предопределя-
ет механическое повреждение желчных протоков при 
проведении обширных резекций печени с последую-
щим непосредственным попаданием желчи из опера-
ционного поля в системный кровоток. Как известно, 
компоненты желчи обладают высокой биологической 
активностью и являются важными регуляторами ме-
таболизма, среди которых наибольшей биологической 
активностью и агрессивностью обладают желчные кис-
лоты. 

Цель исследования: оценка роли холемии в генезе 
миокардиальной дисфункции после субтотальной ре-
зекции печени у крыс.

Методика
Эксперименты проведены на 48 беспородных бе-

лых крысах-самцах массой 250-270 г в соответствии с 
«Правилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных», утвержденных Приказом 
МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г. Работа одобрена эти-
ческой комиссией университета. Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария. Крыс наркоти-
зировали диэтиловым эфиром (ОАО «Медхимпром», 
Россия). 38 животным проводили субтотальную ати-
пичную резекцию печени оригинальным способом, 
удаляя срединную и левую доли печени (80% от массы 
органа)1. 

Минимальное достаточное количество экспери-
ментальных животных в группе, необходимое для по-
лучения статистически значимых результатов,  было 
рассчитано по формуле F. Lopez-Jimenez и соавт. [11] 
и составило 8 животных. Животные были разделены 
на 4 группы. I группа – интактные наркотизирован-
ные животные (контроль), n=10; II-IV группы – вы-
жившие после резекции печени животные, исследо-
ванные на  1-е (n=10),   3-и  (n=10) и 7-е  сут (n=10) по-
сле операции. 

Определение общей концентрации желчных кис-
лот в сыворотке крови проводили энзиматическим ко-
лориметрическим методом с помощью набора реакти-
вов TBA (Mindray, Германия).

Прямую оценку сократительной функции и мета-
болизма миокарда интактных животных проводили на 
спонтанно сокращающихся изолированных сердцах, 
изолированных от  регуляторных влияний организма, 
по методике E.L. Fallen и соавт. [12]. При использова-
нии этой модели исключается влияние экстракардиаль-
ных факторов на сократимость миокарда, и выявляе-
мые нарушения контрактильности миокарда могут быть 

1Барская Л .О ., Ермолаев П .А ., Храмых Т .П ., Полуэктов В .Л . Способ 
резекции печени у мелких лабораторных животных . Патент на изобре-
тение № 2601160, РФ; 2016 .
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обусловлены только повреждением самого сердца. Под 
эфирным наркозом вскрывали грудную клетку, забира-
ли сердце, помещали его в охлажденный до 2-4 °С рас-
твор Кребса-Хензелайта. После препаровки в полость 
левого желудочка (ЛЖ) помещали латексный баллон-
чик, соединенный с портативным монитором РМ-8000 
(Mindray, Германия). Осуществляли ретроградную пер-
фузию сердец через аорту раствором Кребса-Хензелай-
та, насыщенным карбогеном, в режиме постоянного 
давления 70 мм рт. ст. при температуре 37 °С, поддер-
живаемой ультратермостатом VT-8 (ООО “Термекс-2”, 
Россия), и рН=7,33-7,36. Через 30 мин нормоксической 
перфузии, необходимой для стабилизации работы изо-
лированного сердца, записывали кривую давления в ле-
вом желудочке (ЛЖ). Для оценки влияния холемии на 
функцию и метаболизм изолированных сердец прово-
дили перфузию с добавлением желчи интактных крыс 
в течение 15 мин с последующей 20-минутной реперфу-
зией раствором исходного состава. Общее содержание 
желчных кислот в желчи принимали равным 20 ммоль/л  
[13]. Добавление желчи в перфузат проводили из расче-
та конечной концентрации желчных кислот равной их 
максимальной концентрации в сыворотке оперирован-
ных животных. 

В периоды стабилизации, перфузии с добавлени-
ем желчи и реперфузии регистрировали частоту сер-
дечных сокращений (ЧСС), рассчитывали комплекс 
силовых и скоростных показателей сократимости: си-
столическое и диастолическое давление (СД и ДД), 

скорость сокращения (+dP/dt) и скорость расслабле-
ния (–dP/dt) ЛЖ на основании анализа кривой давле-
ния. Одновременно с регистрацией давления брали 
пробы перфузата, прошедшего через коронарное рус-
ло, определяли содержание глюкозы (глюкозоксидаз-
ным методом), лактата (энзиматическим колориме-
трическим методом), активность аспартатаминотрас-
феразы (АсАТ) – кинетическим методом (оптими- 
зированный УФ тест) с помощью наборов реактивов 
Human GmbH (Германия). Потребление глюкозы и  
выделение лактата рассчитывали на 1 кг сухой массы 
миокарда за 1 мин на 1 мм рт. ст. развиваемого давле-
ния. Потерю кардиомиоцитами АсАТ вычисляли на 1 
кг сухой массы миокарда за 1 мин.

Статистическую обработку результатов исследова-
ния выполняли с использованием пакета прикладных 
программ Statistica 6.0 (StatSoft). Определение значи-
мости различий в независимых выборках проведено с 
помощью  критерия Манна-Уитни. Результаты пред-
ставлены в виде медианы (Ме) с нижним (LQ) и верх-
ним (HQ) квартилями. Критический уровень значи-
мости при проверке статистических гипотез прини-
мался равным 0,05.

Результаты и обсуждение

Субтотальная резекция печени была проведена у 
38 животных. Летальность вследствие декомпенсации 
кровообращения (8 крыс) составила 21%. В ходе ис-

Рис. 1. Изменение общего содержания желчных кислот в сыворотке крови после субтотальной резекции печени, мкмоль/л . Данные представ-
лены как Me [LQ; HQ] . Примечание:  - p<0,05 достоверность различий по отношению к контролю .

Группы животных

Этапы эксперимента
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следования у выживших животных обнаружено стати-
стически значимое повышение общего содержания 
желчных кислот в сыворотке крови в послеоперацион-
ном периоде по сравнению с показателем контроль-
ной группы (рис. 1). Так, через 1 сут после резекции 
печени уровень общей концентрации желчных кислот 
был повышен в 2,8 раза, на 3-и сут в 2,0 раза, на 7-е сут 
в 1,5 раза относительно уровня у интактных животных. 

Увеличение общего содержания желчных кислот 
в сыворотке после резекции печени может быть ре-
зультатом повреждения желчных протоков, наруше-
ния секреции и оттока желчи, отторжения некроти-
зированных тканей с поверхности среза печени в по-
слеоперационном периоде [14-16], что может при- 

водить к попаданию компонентов желчи в системный 
кровоток. 

Далее было изучено влияние желчных кислот на 
сократительную функцию и метаболизм изолирован-
ных сердец интактных животных. Показатели сокра-
тительной функции изолированных сердец на этапах 
эксперимента представлены в таблице. При добавле-
нии желчи в перфузат развивалась брадикардия, ста-
тистически значимое снижение силовых и скоростных 
показателей сократительной функции по сравнению с 
периодом стабилизации. 

Во время реперфузии раствором Кребса-Хензелай-
та исходного состава ЧСС, силовые и скоростные по-
казатели сократимости изолированных сердец частич-

Таблица

Силовые и скоростные показатели сократительной функции изолированных сердец при добавлении желчи в перфузат, Me [LQ; HQ]. 

Показатель
Этапы эксперимента

стабилизация желчь реперфузия

ЧСС, мин-1 183,0
[174,7; 191,5]

128,0
[103,0; 141,0]*

144,0
[115,5; 155,7]*

СД, мм рт. ст. 92,0
[85,5; 92,7]

68,0
[59,5; 68,5]*

77,0
[75;5; 80,0]

ДД, мм рт. ст. 4,0
[3,2; 4,0]

10,0
[8,2; 10,7]*

8,0
[6,2; 9,0*]

+dP/dt, мм рт. ст./с 1322,5
[1312,5; 1348,7]

975,0
[936,7; 1001,7]*

1068,0
[1002,7; 1115,7]

-dP/dt, мм рт.ст./с 812,0
[786,0; 877,2]

533,5
[521,0; 557,7]*

648,0
[624,0; 668,0]*

Примечание. * — p<0,05 статистическая значимость различий по отношению к периоду стабилизации.

Рис. 2. Потребление глюкозы и выделение лактата изолированными сердцами интактных крыс при перфузии с желчью, мкмоль/(кг ∙ мин ∙ мм рт . ст .) .  
Данные представлены как Me [LQ; HQ] .  Примечание: □,▲,  — p<0,05 достоверность различий по отношению к этапу стабилизации . 

Группы животных
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но восстанавливались, но не достигали исходных зна-
чений. 

Исследование проб перфузата, прошедшего через 
коронарное русло,  на содержание глюкозы, лактата, 
активность АсАТ,  показало, что перфузия с добавле-
нием желчи статистически значимо увеличивала по-
требление глюкозы на 45%, выделение в перфузат лак-
тата в 2,3 раза и выход АсАТ на 66% по сравнению с пе-
риодом стабилизации (рис. 2). При реперфузии раст- 
вором Кребса-Хензелайта исходного состава эти по-
казатели частично восстанавливались, но не достига-
ли исходных значений. 

В ходе проведенных экспериментов было убедитель-
но показано, что желчь угнетает автоматизм, сократи-
тельную функцию и метаболизм миокарда, вызывает 
повреждение мембран кардиомиоцитов (по данным вы-
хода АсАТ). Увеличение потребления глюкозы на еди-
ницу выполняемой функции и накопление лактата в 
кардиомиоцитах свидетельствуют о развитии гипоксии 
и вторичной митохондриальной дисфункции [17, 18]. 

По данным литературы, основным компонентом 
желчи, обладающим кардиотоксическими и вазоак-
тивными свойствами, являются желчные кислоты [19-
22]. Ранее было установлено, что желчные кислоты 
снижают медленный входящий в клетку ток Na+ и Ca2+ 
и увеличивают выходящий ток К+ в кардиомиоцитах, 
что ведет к снижению продолжительности потенциа-
ла действия и перегрузке клеток ионами кальция [23]. 
Экспериментальные данные также  подтверждают,   что 
желчные кислоты нарушают “пейсмекерную” функ-
цию кардиомиоцитов [24]. В миокарде и системной 
циркуляции желчные кислоты могут взаимодейство-
вать как с рецепторами плазматической мембраны, со-
пряженными с G-белком, такими как TGR5 и муска-
риновые рецепторы, так и с ядерными рецепторами, а 
именно FRX и VDR [25-27]. Результатом такого взаи-
модействия является отрицательный хронотопный эф-
фект, избыточное поступление Ca2+ в клетку, наруше-
ние энергетического метаболизма кардиомиоцитов 
[28]. 

Сопоставляя данные литературы с полученными в 
ходе исследования результатами, мы пришли к заклю-
чению, что возможными механизмами действия желч-
ных кислот на миокард после субтотальной резекции 
печени являются как их влияние на функционирова-
ние мембран кардиомиоцитов с развитием ионного 
дисбаланса и нарушений биоэнергетики миокарда, так 
и их непосредственное воздействие на мембраны эн-
дотелиоцитов коронарного русла, что реализуется в ви-
де дисфункции эндотелия, проявляющейся преобла-
данием вазоконстрикции, а в ряде случаев развитием 
ангиоспазма и последующей ишемии миокарда.

Заключение
Таким образом, после субтотальной резекции пе-

чени у крыс выявлено повышение общего содержания 
желчных кислот в сыворотке крови, наиболее выра-
женное через 1 сут после операции. В ходе экспери-
ментов на изолированном сердце показана значимая 
роль холемии, развивающейся после субтотальной ре-
зекции печени, в генезе функционально-метаболиче-
ских нарушений в миокарде, проявляющихся угнете-
нием автоматизма, снижением силы и скорости сокра-
щения, нарушением утилизации глюкозы и повыше- 
нием проницаемости мембран кардиомиоцитов.
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Эффекты влияния электромагнитного поля  
радиочастотного диапазона на органы  
кроветворения у экспериментальных животных
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Цель – оценка влияния электромагнитного излучения радиочастотного диапазона на органы кроветворения самок и 
самцов мышей линии СВА . Методика . Опытные группы животных подвергали воздействию электромагнитного излучения 
радиочастотного диапазона (диапазон сотовой связи) с интенсивностью 1,2 мВт/см2,  периодом экспозиции 10 мин 
ежедневно в течение 5 сут . Через 30 сут с момента начала облучения часть животных выводили из эксперимента для 
исследования органов кроветворения, другую часть спаривали для получения потомства . Результаты. Установлено, что 
воздействие исследуемого фактора вызывает статистически значимые изменения в красном костном мозге, селезенке, 
тимусе, периферической крови у  экспериментальных животных и их потомства . Через 30 сут у облученных самок мышей 
в крови  возрастало количество эритроцитов, у половозрелых самцов количество эритроцитов уменьшалось . Содержание 
гемоглобина изменялось однонаправленно у облученных самок и самцов, что проявлялось тенденцией к снижению его 
уровня . У самцов и самок отмечалось снижение  числа нейтрофилов . Число лимфоцитов у самцов было в пределах нормы, 
у самок отмечалась тенденция к увеличению доли лимфоцитов . Однонаправленные изменения у самок и самцов отмечены 
в эритроидном ростке – уменьшение числа полихроматофильных и оксифильных  нормоцитов, вследствие ускорен-
ного созревания клеток и их выхода в кровь . В тимусе облученных самок и самцов уменьшалось число ядросодержащих 
клеток, в селезенке, напротив, их число увеличивалось . У потомства облученных животных снижалось число лейкоцитов 
с увеличением доли юных и палочкоядерных нейтрофилов, доля лимфоцитов снижалась по сравнению с потомством 
необлученных животных . Заключение . Выявленные изменения расцениваются как компенсаторно-приспособительные 
реакции в органах кроветворения у экспериментальных животных .

Ключевые слова: электромагнитное излучение; экспериментальные животные; органы кроветворения; 
периферическая кровь .
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THE EFFECTS OF AN ELECTROMAGNETIC FIELD RADIO FREQUENCY ON HEMATOPOIETIC  
ORGANS IN EXPERIMENTAL ANIMALS
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The purpose – identify the effects of the influence of electromagnetic radiation (EMR) at the radio frequency band hemopoietic 
organs of males and females CBA mice in different models of irradiation . Methods. The experimental group of animals exposed to 
RF EMF with an intensity of 1 .2 mW / cm2 exposure period of 10 minutes daily for 5 days . After 30 days from the start of irradiation 
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of the animals were taken out of the experiment for the study of blood, the other part mated to produce offspring . Results. It was 
found that when exposed to the test factor there was a significant change in the bone marrow, spleen, thymus, peripheral blood 
of experimental animals and their offspring . The findings indicate the development of compensatory and adaptive reactions of 
the blood of experimental animals .
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Введение
Современные условия жизни человека характери-

зуются наличием большого количества факторов сре-
ды, оказывающих постоянное воздействие на его здо-
ровье. Одним из факторов, способствующих загрязне-
нию окружающей среды, является электромагнитное 
излучение радиочастотного диапазона (ЭМИ РЧ).  По 
мнению ряда авторов [1, 2] электромагнитное загряз-
нение, прежде всего, связано с широким распростра-
нением таких источников ЭМИ РЧ как базовые стан-
ции и мобильные телефоны. Среди населения значи-
тельная доля пользователей мобильными телефонами 
приходится на людей репродуктивного возраста и де-
тей. В связи с этим, актуальность приобретает пробле-
ма исследования биологических эффектов воздействия 
ЭМИ РЧ диапазона, изучению которых посвящены 
единичные работы [3, 4]. 

В живом организме в ответ  на воздействие ЭМИ 
РЧ диапазона  на разных уровнях его организации фор-
мируются адаптивные реакции [4, 5]. ЭМИ РЧ диапа-
зона рассматривают как стресс-фактор, на который си-
стема крови и репродуктивная система отвечают адап-
тивными перестройками [6]. Актуальными остаются 
вопросы выявления характера изменений в органах 
кроветворения в зависимости от моделей облучения 
экспериментальных животных, их возраста и пола, а 
также эффекты, которые могут проявляться у потом-
ства облученных родителей. 

Цель   исследования – выявить эффекты влияния 
электромагнитного излучения радиочастотного диа-
пазона на органы кроветворения самок и самцов мы-
шей линии СВА и их потомство. 

Методика
Все работы с лабораторными животными про- 

водили в соответствии с «правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации», утвержденными 
приказом Министра здравоохранения РФ № 708н от 
23.08.2010 г. Исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом университета. 

Исследование проводилось на базе лаборатории 
«Адаптация биологических систем к естественным и 
экстремальным факторам среды» (ЮУрГГПУ). Мышей 
линии СВА, выращенных в виварии на базе лаборато-
рии, в возрасте 1 мес подвергали воздействию ЭМИ РЧ 
диапазона1. В качестве источника электромагнитного 
излучения  была использована  лабораторная исследо-
вательская СВЧ - установка, первый сигнал которой 
представляет собой непрерывную последовательность 
радиоимпульсов трапециевидной формы с частотой им-
пульсов 217 Гц и несущей частотой ЭМИ РЧ 925 МГц. 
Средняя плотность потока мощности эквивалентной 
плоской волны (S) была равна 1,2 мВт/см2 (12 Вт/м2) и 
соответствовала предельно допустимой энергетической 
экспозиции (200 мкВт´ч/см2), принятой Санитарными 
Правилами и нормами ЭМП РЧ (Россия). Длительность 
экспозиции – 10 мин ежедневно в течение 5 сут. Элек-
тромагнитная волна излучалась вертикально сверху 
вниз. Излучатель располагали сверху над животными на 
расстоянии равном длине волны электромагнитного из-
лучения. Контейнер с животными располагался в спе-

1 Полевик Н. Д. , Пpяxин Е. А. Способ снижения опасности воз-
действия на биологические объекты искусственных электромагнит-
ных излучений / Патент PФ, 2005. № 2262955, БИ. № 30
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циальной камере, поверхности которой были покрыты 
радиопоглощающим материалом (пенопластовые куби-
ки, заполненные елочками из графитовых нитей, вер-
хушкой ориентированных внутрь камеры), что исклю-
чало влияние отраженной ЭМВ на амплитуду воздей-
ствующего ЭМИ РЧ.  

Эксперименты выполнены на 20 самках и 20 сам-
цах мышей CBA в возрасте 1 мес и 30 крысятах их по-
томства. При достижении  половой зрелости  (самки и  
самцы с массой тела 20,5±0,5  и  24,5±0,5 г соответ-
ственно, возраст 1 мес), животные были  разделены на 
экспериментальные группы:

1-я — самки (контроль «ложное облучение»); 
2-я — самки, облученные ЭМИ РЧ диапазона;  
3-я — самцы (контроль «ложное облучение»);  
4-я — самцы,  облученные  ЭМИ РЧ диапазона;    
5-я — потомство от самок и самцов (контроль 

«ложное облучение»); 
6-я — потомство от облученных самок и самцов; 
7-я – потомство от облученных самок и самцов 

группы «ложное облучение».  
У животных из 1-й, 2-й, 3-й и 4-й групп исследо-

вали параметры периферической крови, костного моз-
га, селезенки и тимуса. У животных 5-й, 6-й и 7-й групп 
анализировали показатели периферической крови. 

Забор крови осуществляли из хвостовой вены. В 
периферической крови определяли общее количество 
эритроцитов, лейкоцитов, уровень гемоглобина и по-
казатели лейкограммы;  в костном мозге, селезенке и 
тимусе подсчитывали общее число ядросодержащих 
клеток (ЯСК) в камере Горяева стандартным методом 
[7]. Для определения числа ядерных клеток  органы го-
могенизировали в специальной среде в охлажденном 
гомогенизаторе, а полученную суспензию отфильтро-
вывали  на капроновом фильтре. Определение массы 
органов (селезенка, тимус) проводили  на торсионных 
весах типа  ВТ (точность измерения до 0,1 мг). Опре-

деление клеточности селезенки и тимуса  проводили  
на мазках-отпечатках, окрашенных по Романовскому-
Гимзе  (просчитывали  500 клеток) [7].

Статистическая обработка  данных проведена с по-
мощью пакета прикладных программ Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
 На первом этапе эксперимента проводили иссле-

дование показателей периферической крови, клеточ-
ности органов кроветворения у животных, подвергну-
тых воздействию ЭМИ РЧ диапазона.  

Периферическая кровь. У самок мышей СВА через 
30 сут с момента начала облучения ЭМИ РЧ в перифе-
рической крови на 70,5% возрастало количество эри-
троцитов  по сравнению с контролем (табл. 1).  

В отличие от самок у облученных половозрелых 
самцов (4-я группа) в периферической крови наблю-
далось уменьшение общего количество эритроцитов 
на 14% (р≤0,05) по отношению к 3-й группе «ложное 
облучение» (табл. 1).  Содержание гемоглобина изме-
нялось однонаправлено у облученных самок и самцов, 
что выражалось тенденцией к снижению его уровня на 
9% и 7% соответственно по сравнению с показателя-
ми ложнооблученных животных. На наш взгляд под-
держание уровня гемоглобина, обеспечивающего нор-
мальное течение окислительно-восстановительных 
процессов в организме облученных самок, обусловле-
но ускоренным выходом оксифильных нормоцитов в 
кровяное русло, что приводит к статистически значи-
мому увеличению общего числа эритроцитов. Анало-
гичные результаты представлены в работе [8].

 Общее количество лейкоцитов у облученных са-
мок 2-й группы не изменялось, а у облученных самцов 
отмечалось снижение числа лейкоцитов на 35% 
(р≤0,05) по сравнению с контролем.  Состав лейкоци-

Таблица 1

Показатели периферической крови самцов и самок мышей СВА (М±m) 

Группа животных Гемоглобин (г/л) Общее число эритроцитов,  
1012  в 1 л

Общее число лейкоцитов, 
109  в 1 л

Самки мышей СВА
1-я группа («ложное облучение»), n=10 129,8 ±  5,1 7,8 ± 1,3 2,8 ± 0,7
2-я группа («облучение ЭМП РЧ»), n=10 118,2 ± 5,9 13,3 ± 1,5* 2,7 ± 1,1

Самцы мышей СВА

3-я группа («ложное облучение»), n=10 132,2 ± 4,5 13,5 ± 0,6 3,7 ± 0,6
4-я группа («облучение ЭМП РЧ»), n=10 123,2 ± 6,6 11,6 ± 0,8* 2,4 ± 0,4*

Примечание.  * р≤0,05 по отношению к группе «ложное облучение».
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тов в периферической крови облученных животных 
представлен в таблице 2.  

У самцов облученной группы отмечалось статисти-
чески значимое снижение доли сегментоядерных ней-
трофилов на 35%, у самок – на 31% сегментоядерных 
и 49% палочкоядерных нейтрофилов соответственно 
по отношению к группам «ложное облучение». Число 
лимфоцитов у облученных самцов было в пределах фи-
зиологической нормы, у самок отмечалась тенденция 
к повышению доли лимфоцитов  (на 10,6% по сравне-
нию с контролем). 

Показатель соотношения лейкоцитов (индекса 
Бредекка) расценивается, как интегральный показа-

тель функционального состояния организма [9]. От-
ношение доли лимфоцитов к палочкоядерным грану-
лоцитам (индекс Бредекка) периферической крови в 
группе самок превышал контроль более чем в 2 раза, в 
группе самцов - на 31,5%, что может указывать на по-
вышение резистентности организма облученных жи-
вотных как проявление адаптационно-компенсатор-
ной реакции на воздействие ЭМИ РЧ диапазона. Ана-
логичное повышение индекса Бредекка (в 1,7 раза) 
было установлено у беременных мышей СВА, подвер-
гнутых воздействию ЭМИ РЧ диапазона, по отноше-
нию к контролю [6]. Противоположная реакция – сни-
жение показателя индекса Бредекка, была нами выяв-

Таблица 2

Влияние ЭМИ РЧ на показатели лейкограммы периферической крови самцов и самок мышей СВА, (М±m), % 

Показатель 
Лейкограммы

Группы животных 

1 2 3 4
Самки мышей СВА Самцы мышей СВА

ложное облучение, 
n=10

облучение ЭМИ РЧ, 
n=10

ложное облучение, 
n=10

Облучение ЭМИ РЧ,  
n=10

Нейтрофилы Юные 3,6±0,8 2,8±0,2 4,2±0,9 2,4±0,9
Палочкоядерные 6,5±2,1 3,3±1,3* 6,9±0,9 5,6±0,5
Сегментоядерные 8,4±2,2 5,8±0,5* 13,5±1,2 8,8±1,1*

Эозинофилы 0 0 0 0
Базофилы 1,8±1,1 0,2±0,1* 0 0,3±0,3
Моноциты 0,4±0,1 0 0,9±0,5 0,1±0,1*
Лимфоциты 79,4±3,2 87,8±6,4 74,9±4,8 79,5±5,1
Индекс Бредекка, усл. ед. 12,2 26,6 10,8 14,2

Примечание.  * р≤0,05 по отношению к группе «ложное облучение».
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Рис. 1. Соотношение ростков кроветворения в костном мозге экспериментальных животных .  * р≤0,05 по отношению к группе «ложное облу-
чение» .
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лена ранее в случае хронического γ - облучения мышей 
линии СВА  [10], что расценивается как напряжение 
механизмов адаптации.

Изменения показателей периферической крови со-
провождались сменой направлений дифференцировки 
клеток в костном мозге у облученных самок и самцов.

Костный мозг. В костном мозге у облученных са-
мок отмечалось снижение числа ЯСК на 36% по срав-
нению с контролем. У облученных самцов отмечено 
повышение доли ядерных клеток на 47% относитель-
но контроля. Однонаправленные изменения у облу-
ченных самок и самцов наблюдались в эритроидном 
ростке – сокращение общего числа клеток на 46,8% и 
44,7% соответственно по сравнению с группами («лож-
ное облучение») (рис. 1).

Сокращение доли клеток эритроидного ростка в 
костном мозге у  облученных самок (табл. 3) происхо-

дило за счет полихроматофильных и оксифильных нор-
моцитов в 1,6 и 2,9 раза соответственно, что указыва-
ет на ускорение процесса созревания клеток и их вы-
хода в периферическую кровь. 

В группе облученных самцов сокращение доли эри-
троидного ростка происходило за счет оксифильных 
нормоцитов  - в 4,3 раза по отношению к контрольной 
группе (табл. 3).   Сокращение числа оксифильных нор-
моцитов указывает на угнетение процессов созревания 
полихроматофильных нормоцитов, что, в свою очередь, 
и могло привести к снижению числа эритроцитов в пе-
риферической крови облученных самцов (табл. 1). 

В опытной группе самок увеличение доли клеток 
миелоидного ростка происходило за счет сегментоядер-
ных нейтрофилов,  процентное содержание которых 
увеличилось в 2,3 раза по сравнению с контролем. Так-
же наблюдались изменения в составе лимфоидного 

Таблица 3

Показатели клеточности костного мозга мышей СВА, (М±m, %)

Показатели Группы животных
1-я 2-я 3-я 4-я

Самки мышей СВА Самцы мышей СВА
 ложное облучение 

n=10
облучение ЭМИ РЧ 

n=10
ложное облучение 

n=10
облучение ЭМИ РЧ 

n=10
Клетки миелоидного ростка, всего 20,7 ± 1,6 23,3 ± 1,7 22,6 ± 1,6 24,6 ± 0,6
Миелобласты 0 0 0,08 ± 0,04 0
Промиелоциты 1,2 ± 0,2 1,8 ± 0,9 3,3 ± 0,6 3,4 ± 0,1
Миелоциты 1,8 ±  0,5 1,3 ± 0,7 4,0 ± 1,1 7,3 ± 2,5*
Палочкоядерные нейтрофилы 13,3 ±  0,6 11,9 ± 4,5 10,7 ± 2,2 12,6 ± 3,9
Сегментноядерные нейтрофилы 2,3  ± 1,5 5,4 ± 1,1* 2,7 ± 1,6 2,4 ± 0,7
Юные нейтрофилы 1,6 ±  0,5 2,2 ± 1,1 1,4 ± 0,9 2,2 ± 0,8
Базофилы 0,2 ± 0,02 0 0,4 ± 0,01 0
Эозинофилы 0 0 0 0
Моноциты 0,6 ±  0,3 0,8 ± 0,06 0,4 ± 0,01 0,5 ± 0,2
Клетки лимфоидного     ростка, всего 55,8± 5,2 67,0± 6,3* 58,3 ± 7,8 64,4 ± 5,4
Лимфобласты 0,4 ± 0,2 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,2
Пролимфоциты 0 0 0 0
Лимфоциты 55,4 ±  5,3 66,6± 6,5* 58,0 ± 5,8 64,0 ± 3,4
Клетки эритроидного ростка, всего 17,1 ± 9,2 9,1 ± 1,9* 18,8 ± 2,6 10,4 ± 3,8*
Эритробласты 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0 0,2 ± 0,1
Нормоциты базофильные 0 0 0,9 ± 0,1 0,2 ± 0,01*
Нормоциты полихроматофильные 10,7 ±  1,8 6,8 ± 1,2* 6,7  ±  0,8 7,4 ± 1,9
Нормоциты оксифильные 6,3 ± 1,4 2,2  ± 1,2* 12,0 ± 1,8 2,8 ± 0,6*
Мегакариоциты 0,25 ± 0,01 0 0 0,2 ± 0,01
Ретикулярные клетки 0 0 0 0

Примечание.  * р≤0,05 по отношению к группе «ложное облучение».
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ростка: установлено увеличение доли лимфоидных кле-
ток на 16,7% за счет зрелых лимфоцитов (табл. 3). У 
опытной группы самок, облученных ЭМИ РЧ диапазо-
на, ускорение процессов созревания и повышение до-
ли зрелых лимфоцитов  было выявлено и в тимусе [6].  

 В костном мозге у облученных самцов отмечалась 
тенденция к повышению относительного числа кле-
ток миелоидного и лимфоидного ростков (рис. 1). В 
составе миелоидного ростка костного мозга происхо-
дили качественные изменения:  наблюдалось увеличе-
ние на 85%  числа миелоцитов и обнаруживалась тен-
денция к повышению доли юных и палочкоядерных 
нейтрофилов, по сравнению с  контролем. Повыше-
ние числа молодых форм гранулоцитов в костном моз-
ге указывает  на одновременную активизацию процес-

сов  пролиферации клеток миелоидного ростка и тор-
можение процесса их созревания  (табл. 3).

Тимус и селезенка. Морфометрические данные кле-
точного состава тимуса и селезенки  облученных жи-
вотных было представлено нами ранее [11],  установ-
лено снижение  массы  органов: у самок на 30% и 13%, 
а у самцов  на 15% и 32% соответственно по сравнению 
с соответствующим контролем.  В тимусе у облучен-
ных самок и самцов имело место статистически зна-
чимое сокращение числа ЯСК на 35% и 31% относи-
тельно контроля (табл. 4). 

В селезенке у облученных самок и самцов наблю-
далось статистически значимое  повышение количе-
ства ЯСК на 46%  и 34% соответственно по сравнению 
с ложнооблученными животными (табл. 4).

Таблица 4

Содержание ядерных клеток в тимусе и селезенке животных при воздействии ЭМИ РЧ, (М±m)

Группа животных Количество ЯСК в тимусе, 106 Количество ЯСК в селезенке,106

Самки группы контроля «ложное облучение», n=10 40,9 ±0,1 85,0 ±0,1
Самки опытной группы (облучение ЭМП РЧ), n=10 28,1 ±0,1* 123,9± 0,1*
Самцы группы контроля «ложное облучение», n=10 20,5± 6,5 34,9 ±2,1
Самцы опытной группы (облучение ЭМП РЧ), n=10 13,3± 0,1* 46,8 ±0,1*

Примечание.  * р≤0,05 по отношению к группе «ложное облучение».

Таблица 5

Клеточный состав тимуса и селезенки мышей СВА, (М±m)

Показатель, % Самки, «ложное 
облучение», n=10

Самки, облучение ЭМП 
РЧ, n=10

 Самцы, «ложное 
облучение» n=10

Самцы, облучение ЭМП 
РЧ,  n=10

Клеточность тимуса
Тимоциты:
-бластные тимоциты средние
-тимоциты малые

15,53 ± 0,02
50,13 ± 0,01
34,33 ± 0,01 

14,82±0,01*
22,8±0,01*

54,22±0,03*

15,00 ± 0,10
50,33±0,70
34,33±0,30

12,47 ±0,02*
52,27 ± 0,20
35,40 ± 0,1

Клеточность селезенки
Лимфатический  ряд 96,73 ± 0,01 94,48 ± 0,01* 94,27 ± 0,10 90,47±0,02*
Миелоидный ряд 1,86 ± 0,02 2,53 ± 0,10* 5,10 ± 0,20 5,32±0,20
Эритроидный ряд 0,73 ± 0,30 0,96±0,10* 0,27 ± 0,10 2,83±0,02*

Примечание. *р≤0,05 по отношению к группе «ложное облучение».

Таблица 6

Лейкограмма потомства мышей СВА, (М±m, %)

Показатель 
лейкограммы

Группа № 5 (самки и самцы, 
«ложное облучение»), n=10

Группа № 6 (самки и самцы, 
облученные ЭМИ РЧ), n=10

Группа № 7 (самки, ЭМИ РЧ, и 
самцы, «ложное облучение»), n=10

Юные нейтрофилы 0 2,3 ± 0,2* 4,7 ± 0,9*
Палочкоядерные нейтрофилы 2,9 ± 0,1 17,3 ± 4,3* 10,5 ± 3,1*
Сегментноядерные нейтрофилы 19,3 ± 2,4 22,0 ± 3,5 25,5 ± 5,1
Эозинофилы 1,9 ± 0,4 0 0
Базофилы 0 0,5 ± 0,2* 0
Моноциты 1,0 ± 0,4 1,5 ± 0,7 0,5 ± 0,2
Лимфоциты 75,3 ± 2,7 57,5 ± 8,2* 59,8 ± 9,0*

    
Примечание. * р≤0,05 по отношению к группе потомства, полученных при спаривании самок и самцов, «ложное облучение».
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При дифференцированном подсчете клеточности 
тимуса у облученных самок отмечалось снижение до-
ли бластных клеток и средних лимфоцитов на 4,6% и 
54,5%, соответственно, а также повышение на 58% ко-
личества зрелых лимфоцитов по отношению к группе 
контроля (табл. 5). У облученных самцов наблюдалось 
понижение  доли бластных тимоцитов на 17% по срав-
нению с группой ложнооблученных.

Увеличение  ЯСК в селезенке у облученных самок 
сопровождалось повышением доли клеток миелоид-
ного ряда на 36,0% и эритроидного ряда на 31,5%.  Из-
менение клеточного состава селезенки у облученных 
самцов выражалось 10-тикратным повышением числа 
клеток эритроидного ряда (табл. 5). Данные о характе-
ре изменений в селезенке и тимусе у облученных жи-
вотных  противоречивы [12, 13]. 

При изучении отдаленных эффектов воздействия 
ЭМИ РЧ диапазона по показателям  перифериче-
ской крови у потомства мышей СВА, полученных 
при разных моделях спаривания родительских осо-
бей, установлены различия. В частности,  наиболее 
выраженные изменения отмечались у мышей 6-й 
группы,  которые характеризовались статистически 
значимым снижением числа лейкоцитов  (на 70,2%) 
и тенденцией к увеличению  числа эритроцитов (на 
13,1%) по сравнению с показателями потомства 
группы контроля. У потомства мышей 7-й группы 
выявлено статистически значимое снижение числа 
лейкоцитов (на 29,8%) по отношению к контролю 
(рис. 2). 

При сравнительной оценке показателей лейко-
граммы у  потомства выявлено статистически значи-
мое повышение доли юных и палочкоядерных нейтро-
филов: у животных 6-й группы  в 2,3 и 5,9 раза, у 7-й –  

в 4,7 и 3,6 раза соответственно по сравнению с 
контролем.  У потомства в 6-й и 7-й групп установле-
но статистически значимое снижение доли лимфоци-
тов соответственно на 23,6% и 20,6% (табл. 6).  Сокра-
щение числа лимфоцитов в периферической крови мо-
жет свидетельствовать об угнетении клеточного 
иммунитета у потомства облученных животных [13]  .

На основании результатов, полученных в экспери-
ментальном исследовании, можно сделать заключение,  
что у самок и самцов мышей СВА, а также у их потомства 
в ответ на воздействие ЭМИ РЧ диапазона (интенсив-
ность 1,2 мВт/см2,  период экспозиции 10 мин ежеднев-
но  в течение 5 сут)  формируются различные ответные 
реакции. Выявленные изменения расцениваются как 
компенсаторно-приспособительные реакции в органах 
кроветворения у экспериментальных животных.

Литература 
1. Григорьев Ю.Г. Принципиально новое электромагнитное за-

грязнение окружающей среды и отсутствие адекватной норма-
тивной базы - к оценке риска (анализ современных отечествен-
ных и зарубежных данных). Гигиена и санитария.  2014; 93(3): 
11-6.

2. Divan H., Kheifets L., Obel C., Olsen J. Cell phone use and 
behavioral problems in young children. J. Epidemiol. Community 
Health. 2012; 66 (6): 524-9. 

3. Thomas S., Heinrich S., von Kries R., Radon K. Exposure to radio-
frequency electromagnetic fields and behavioral problems in Bavarian 
children and adolescents. Eur. J. Epidemiol. 2010; 25 (2): 135-41. 

 4. Ерофеева Л.М. Состояние тимуса мышей в различные сроки. 
Морфология. 2000; 117(1): 42 – 6.

5. Шибкова Д.З., Шилкова Т.В., Овчинникова А.В. Ранние и отда-
ленные эффекты влияния электромагнитного поля радиочастот-
ного диапазона на репродуктивную функцию и морфофункци-
ональное состояние потомства экспериментальных животных. 
Радиационная биология. Радиоэкология. 2015; 55(5): 514-9.

10,7 
12,1 

4,7 
3,3 

0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
14 

 5 (  
 . + .) 

 6 (  
  +  

) 

 7 (  
    ) 

  
,  

 1012  1  
  

, 
 109  1  

*

*

Рис. 2. Показатели периферической крови потомства мышей СВА . 

 * р≤0,05 по отношению к группе потомства «ложное облучение».



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

76

Оригинальные статьи

6. Шилкова Т.В.,  Овчинникова А.В., Шибкова Д.З. Влияние элек-
тромагнитного поля  радиочастотного диапазона на уровень ге-
моглобина крови экспериментальных животных. В мире науч-
ных открытий.  2014; 2(50): 387-93. 

7. Меньшиков В.В., Демкторская П.Н.  Лабораторные методы ис-
следования в клинике. Справочник под ред. В.В. Меньшикова.  
М.; Медицина, 1987.  

8. Жевновская А.Н., Гашев С.Н., Соловьёва С.В. Влияние элек-
тромагнитного излучения промышленной частоты на гемато-
логические показатели периферической крови грызунов. Прин-
ципы экологии. 2016; 2: 84-90. 

9. Жуков А.П., Шарафутдинова Е.Б., Датский А.П. Информатив-
ность лейкоцитарных индексов в лабораторном скрининге ле-
гочной патологии у телят. Известия Оренбургского государ-
ственного аграрного университета. 2016; 3(59): 101-4.

10. Шибкова Д.З., Аклеев А.В. Адаптационно-компенсаторные ре-
акции системы кроветворения при хроническом радиационном 
воздействии: монография. М.; Изд-во РАДЭКОН; Челябинск; 
Изд-во ЧГПУ;  2006. 

11. Овчинникова А.В. Отдаленные эффекты воздействия электро-
магнитного излучения радиочастотного диапазона на органы 
иммунной системы экспериментальных животных. Вестник Че-
лябинского государственного педагогического университета.  
2015; 5: 166-72.

12. Пряхин Е.А., Аклеев А.В. Электромагнитные поля и биологи-
ческие системы: стресс и адаптация. Челябинск, 2011.

13. Григорьев Ю.Г., Шафиркин А.В. Биоэффекты хронического 
воздействия электромагнитных полей радиочастотного диапа-
зона малых интенсивностей. Радиационная биология. Радиоэ-
кология. 2003; 43(5): 501-11.

References
1. Grigor’ev Yu.G.  Fundamentally new electromagnetic pollution and 

the lack of an adequate regulatory framework - the risk assessment 
(analysis of the current domestic and foreign data). Gigiena i sanitari-
ya.  2014; 93(3): 11- 6. (in Russian)

2. Divan H., Kheifets L., Obel C., Olsen J. Cell phone use and behav-
ioral problems in young children. J. Epidemiol. Community Health. 
2012; 66 (6): 524-9. 

3. Thomas S., Heinrich S., von Kries R., Radon K. Exposure to radio-fre-
quency electromagnetic fields and behavioral problems in Bavarian 
children and adolescents. Eur. J. Epidemiol. 2010; 25 (2): 135-41. 

4. Erofeeva L.M.  Status of the thymus of mice at different times of ir-
radiation. Morfologiya. 2000; 117(1): 42 – 6. (in Russian)

5. Shibkova D.Z., Shilkova T.V., Ovchinnikova A.V. Early and late ef-
fects of electromagnetic field effect radiofrequency reproductive and 
morphofunctional condition progeny experimental animals. Radiat-
sionnaya biologiya. Radioekologiya. 2015; 55(5): 514 – 9. (in Russian)

6. Shilkova T.V., Ovchinnikova A.V., Shibkova D.Z. The Influence of 
electromagnetic field of the radio frequency range on the level of blood 
hemoglobin in experimental animals. V mire nauchnykh otkrytiy. 2014; 
2(50): 387- 93. (in Russian)

7. Men’shikov, V.V., Ed. Laboratory Methods in clinic [Laboratornye 
metody issledovaniya v klinike]. Moscow; Meditsina; 1987.  (in Rus-
sian)

8. Zhevnovskaya A.N., Gashev S.N., Solov’yova S.V. The Influence of 
electromagnetic radiation of industrial frequency on hematological 
parameters of peripheral blood of rodents.  Printsipy ekologii. 2016; 
(2): 84-90. (in Russian)

9. Zhukov A.P., Sharafutdinova E.B., Datskij A.P. The Informative val-
ue of leukocyte indices in the laboratory screening of pulmonary pa-
thology in calves. Izvestiya Orenburgskogo gosudarstvennogo agrarnogo 
universiteta. 2016; 3(59): 101-4.

10. Shibkova D.Z., Akleev A.V. Adaptive-compensatory reactions of the he-
mopoietic system in chronic radiation exposure [Adaptatsionno-kompen-
satornye reaktsii sistemy krovetvoreniya pri khronicheskom radiatsion-
nom vozdeystvii]: monographiya. Moscow; RADEKON; Chelyabinsk; 
Chelyabinsk state pedagogical University; 2006. (in Russian)

11. Ovchinnikova A.V. Long-term effects of exposure to electromagnet-
ic radiation in the radio frequency range of organs of the immune sys-
tem of experimental animals.  Vestnik Chelyabinskogo gosudarstven-
nogo pedagogicheskogo universiteta. 2015; (5): 166-72. (in Russian)

12. Pryakhin E.A., Akleev A.V. Electromagnetic fields and biological sys-
tems: stress and adaptation [Еlektromagnitnye polya i biologicheskie 
sistemy: stress i adaptatsyya]. Chelyabinsk; 2011.  (in Russian)

13. Grigor’ev Yu.G., Shafirkin A.V. Bioeffect chronic exposure to radiof-
requency electromagnetic fields of small intensity. Radiatsionnaya bi-
ologiya. Radioekologiya. 2003; 43(5): 501-11. (in Russian)

Сведения об авторах:
Шибкова Дарья Захаровна, доктор биол. наук, проф., гл. науч. сотр. Центра спортивной науки ЮУрГГПУ, 

е-mail: shibkova2006@mail.ru;
Шилкова Татьяна Викторовна, канд. биол. наук, доцент каф. общей биологии и физиологии ЮУрГГПУ, 

е-mail: shilkovatv@mail.ru;
Овчинникова Анастасия Валерьевна, аспирант каф. общей биологии и физиологии ЮУрГГПУ, е-mail:19_an-

astasia_89@mail.ru



Originals articlesPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(1)  

ISSN 0031-2991 77

© Коллектив авторов, 2019
УДК 616-092

Стрелкова Л.Б., Курманова Е.Н., Ферубко Е.В., Панина М.И.

Гепатозащитное действие экстракта володушки  
при экспериментальном тетрациклиновом гепатите

ФГБНУ ВИЛАР Федеральное государственное научное учреждение  
«Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений»,  
117216, г . Москва, Россия, ул . Грина, д . 7, стр . 1

В последние годы возросла распространённость лекарственных поражений печени . В профилактике и лечении таких забо-
леваний актуальным считают применение препаратов растительного происхождения . Перспективным объектом для раз-
работки таких препаратов является растение володушка золотистая . В ФГБНУ ВИЛАР разработан и стандартизирован сухой 
экстракт травы володушки золотистой . В составе экстракта содержатся флавоноиды, сапонины, полисахариды, дубильные 
вещества катехиновой природы . Содержание фенольных соединений в пересчете на рутин составляет не менее 6% . Цель 
— оценка гепатозащитного действия экстракта володушки при экспериментальном тетрациклиновом гепатите . Мето-
дика . Исследовано влияние экстракта володушки (Bupleurum aureum Fisch .) на состояние печени крыс в условиях экспери-
ментального тетрациклинового гепатита в сравнении с известным растительным лекарственным препаратом гепатопро-
текторного действия Силимаром . Гепатопротекторные и детоксицирующие свойства экстракта володушки оценивали по 
изменению содержания микросомального белка и цитохрома Р450 в микросомальных фракциях печени эксперименталь-
ных групп животных, а также по изменению активности ключевых ферментов системы детоксикации микросом печени, 
катализирующих ферментативные реакции: цитохрома Р450 и глутатионтрансферазы . Результаты. Установлено, что экс-
тракт володушки в экспериментально-терапевтической дозе (100 мг/кг) обладает статистически значимыми гепатопротек-
торными и детоксицирующими свойствами, оказывает существенный эффект на активность ферментов микросомальной 
системы детоксикации (цитохром Р450 и глутатионтрансферазу) в печени крыс . Заключение . Экстракт володушки является 
перспективным объектом для создания новых высокоэффективных лекарственных средств растительного происхожде-
ния для профилактики и лечения лекарственных поражений печени .

Ключевые слова: экспериментальный тетрациклиновый гепатит, гепатопротекторные и детоксицирующие свойства, 
лекарственные поражения печени, экстракт сухой травы володушки золотистой .
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Strelkova L.B., Kurmanova E.N., Ferubko E.V., Panina M.I.

HEPATOPROTECTIVЕ EFFECT OF THE THOROUGHWAX EXTRACT IN EXPERIMENTAL TETRACYCLINE-
INDUCED HEPATITIS 

National Research Institute of Medicinal and Aromatic Plants,  
Grina Str . 7, Bldg . 1, Moscow 117216, Russian Federation 

Prevalence of drug-induced hepatic disorders has greatly increased during recent years, and the use of herbal remedies is considered 
relevant for their prevention and treatment . A promising object for development of such drugs is thoroughwax (Bupleurum aureum) . 
A dry extract of this herb was developed and standardized at the National Research Institute of Therapeutic and Aromatic Plants . 
The extract contains flavonoids, saponins, polysaccharides, and tanning substances of the catechine group . The content of phenolic 
substances is not less than 6% in rutin equivalents . Aim . To study hepatoprotective effects of the thoroughwax (Bupleurum aureum 
Fisch .) extract in rats with experimental tetracycline-induced hepatitis as compared to a well-known herbal hepatoprotective agent, 
Silimar . Hepatoprotective and detoxifying properties of the thoroughwax extract were assessed by changes in concentrations of 
microsomal protein and cytochrome P450 in hepatic microsomal fractions and changes in activities of key enzymes of the hepatic 
microsomal detoxifying system, which catalyzes enzyme reactions of cytochrome P450 and glutathione transferase . Results . The 



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

78

Оригинальные статьи

thoroughwax extract at an experimental therapeutic dose of 100 mg/kg provided significant hepatoprotective and detoxifying 
effects and induced a strong activation of the microsomal detoxifying enzymes, cytochrome P450 and glutathione transferase, in 
the rat liver . The thoroughwax extract is promising for development of new, effective herbal drugs for prevention and treatment 
of drug-induced hepatic disorders . 

Keywords: thoroughwax dry extract, experimental tetracycline-induced hepatitis, hepatoprotective and detoxifying effect, 
drug-induced hepatic disorders .
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Введение
За последнее время существенно возросла распро-

странённость лекарственных поражений печени, это 
связано с либерализацией доступа населения к меди-
каментам при отсутствии адекватной информации о 
возможных противопоказаниях и побочном действии 
препаратов. Любое лекарственное средство может при-
вести к развитию лекарственных поражений печени, 
однако наиболее часто повреждающее действие ока-
зывают антибактериальные лекарственные средства 
(тетрациклин, амоксициллин), нестероидные проти-
вовоспалительные средства (парацетамол, диклофенак 
и др.), противотуберкулёзные препараты, анаболиче-
ские стероиды [1].

Тетрациклин – распространенный и доступный ан-
тибиотик с широким спектром активности, который 
включен Всемирной организацией здравоохранения в 
перечень важнейших лекарственных средств. Примене-
ние тетрациклина эффективно в случае назначения его 
при инфекционных заболеваниях, вызванных микроор-
ганизмами, чувствительными к нему. Так, показаниями 
к применению тетрациклина являются: инфекционные 
заболевания дыхательных путей и пневмония, вызван-
ные Klebsiella spp., Mycoplasma pneumoniae и Haemophilus 
influenzae; инфекции мягких тканей и кожи; актиноми-
коз; холера; сибирская язва; сыпной и возвратный тиф; 
чума; туляремия и т.д. При лечении тетрациклином до-
вольно часто наблюдаются побочные реакции, среди ко-
торых особенно опасно его гепатотоксическое действие. 
Острые медикаментозные поражения печени в России 

выявляются у 2,7% госпитализированных больных [2]. 
Острый лекарственный гепатит разной степени тяжести 
представляет собой наиболее часто встречающееся по-
вреждение печени, вызванное лекарственными средства-
ми. Как правило, он обусловлен реакциями идиосинкра-
зии, риск развития лекарственного гепатита повышает-
ся при длительном и многократном применении 
препарата. В клинической картине в продромальном пе-
риоде преобладают диспепсические нарушения, астени-
ческий, аллергический синдромы. С развитием желтуш-
ного периода отмечаются потемнение мочи обесцвечи-
вание кала, выявляются увеличение и болезненность 
печени. Повышение аминотрансферазной активности и 
уровня щелочной фосфатазы находится в прямой зави-
симости от выраженности цитолиза и распространенно-
сти некротических изменений в печени. Увеличивается 
уровень γ-глобулинов в сыворотке. При отмене лекар-
ственного препарата регресс клинической симптомати-
ки происходит достаточно быстро [3, 4]. Подобные ос-
ложнения связаны с отсутствием полной информации о 
возможных противопоказаниях к назначению тетраци-
клина пациентам и его побочных эффектах, и, как след-
ствие, неоправданными назначениями этого антибиоти-
ка.

В профилактике и лечении лекарственных пора-
жений печени перспективным считают применение 
препаратов растительного происхождения. Последние 
обладают достаточной эффективностью, широким 
спектром действия, малой токсичностью и связанной 
с этим возможностью их длительного применения [5]. 
Для профилактики и лечения этих заболеваний наш-
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ли широкое применение растительные препараты, та-
кие как силимар, флакумин, карсил и другие. Сили-
мар - отечественный растительный препарат, представ-
ляет собой сухой очищенный экстракт, получаемый из 
плодов расторопши пятнистой ─ Silybum marianum (L.) 
Gaerth семейства Астровые ─ Asteraceae. Основными 
действующими веществами силимара являются фла-
волигнаны. Силимар (лекарственная форма – табл. 0,1 
г) разрешен для медицинского применения в качестве 
гепатопротекторного средства [6]. 

Перспективным объектом для разработки новых ле-
карственных препаратов с целью профилактики и ле-
чения лекарственных поражений печени, на наш взгляд, 
является растение володушка золотистая (длиннолист-
ная) – (Bupleurum aureum Fisch. seu longifolium L.), актив-
но использующееся в народной медицине. На сегод-
няшний день накоплена большая теоретическая база по 
фитохимическому изучению данного растения, научно 
доказана фармакологическая активность травы воло-
душки, а также проведены работы по ботанико-ресурс-
ным исследованиям. Володушка золотистая произрас-
тает на территории РФ и имеет на сегодняшний день 
стабильную сырьевую базу в дикой природе [7, 8].

Методика
Исследования были согласованы с биоэтической 

комиссией ФГБНУ ВИЛАР и проводились согласно 
«Правилам проведения работ с использованием экс-
периментальных животных» (Приложение к Приказу 
МЗ СССР за № 755 от 12.08.1977), «Правилами, при-
нятыми Европейской конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей» (Страсбург, 1986), Прика-
за МЗ РФ за № 708н от 23.08.2010 «Об утверждении 
правил лабораторной практики».

В ФГБНУ ВИЛАР разработан и стандартизирован 
сухой экстракт травы володушки золотистой. В соста-
ве экстракта содержатся флавоноиды, сапонины, по-
лисахариды, дубильные вещества катехиновой приро-
ды. Содержание фенольных соединений в пересчете 
на рутин составляет не менее 6% [8]. 

Эксперименты проводили в соответствии с Феде-
ральным законом «О лекарственных средствах» (ст. 36), 
а также согласно рекомендациям [9]. В эксперименте 
были использованы нелинейные крысы-самцы массой 
160 – 180 г в количестве 40 особей. Крыс содержали в 
виварии ФГБНУ ВИЛАР на стандартном рационе. 
Производитель животных – филиал «Андреевка» 
ФГБУН НЦБТ ФМБА России (Московская область). 

Исследование влияния данного экстракта на состо-
яние печени крыс проводилось в условиях эксперимен-

тального токсического гепатита. В работе использовали 
модель тетрациклинового гепатита [10]. Модель тетра-
циклинового гепатита характеризуется гепатотоксиче-
ским эффектом, обусловленным подавлением этим ан-
тибиотиком выработки транспортных белков, обеспечи-
вающих выведение фосфолипидов из гепатоцита, что 
приводит к жировой дистрофии печени. Действие тетра-
циклина также сопровождается деструкцией малых меж-
дольковых протоков, приводящей к внутрипечёночному 
холестазу [11-13]. Нами в предварительных исследовани-
ях было установлено, что при воспроизведении токсиче-
ского тетрациклинового гепатита в соответствии указан-
ной методикой у крыс наблюдалось повышение актив-
ности индикаторных ферментов цитолитического 
синдрома (аспартатаминотрансферазы - на 29%) и холе-
стаза (щелочной фосфатазы - на 24%). 

Фармакологические свойства экстракта изучали 
при его внутрижелудочном введении лабораторным 
крысам. Подопытные животные были разделены на 5 
групп по 8 особей: первая группа – интактные живот-
ные; вторая – контрольные животные, у которых вос-
производилась модель токсического тетрациклиново-
го гепатита; третья, четвёртая и пятая группы – опыт-
ные животные, которые дополнительно получали 
экстракт володушки в дозах 50 мг/кг, 100 мг/кг и пре-
парат сравнения силимар в дозе 100 мг/кг, суспенди-
рованный в 1% крахмальной взвеси, соответственно. 

Экстракт володушки и силимар предварительно вво-
дили 1 раз в сут в течение 5 сут опытным группам лабо-
раторных животных, в это же время контрольные крысы 
получали эквивалентный объём дистиллированной во-
ды. С 6-х по 10-е сут эксперимента животным контроль-
ной и опытных групп вводили внутрижелудочно тетра-
циклин в дозе 500 мг/кг. За 1 ч до введения тетрацикли-
на опытные животные получали экстракт володушки 
(3-я и 4-я опытные группы), силимар (5-я опытная груп-
па), а контрольные животные получали дистиллирован-
ную воду [10]. Через 48 ч после последнего введения те-
трациклина крыс подвергали эвтаназии в СО2-камере и 
извлекали печень для дальнейшего исследования.

Из печени интактных, контрольных и подопытных 
животных выделяли микросомальную фракцию с при-
менением метода дифференциального центрифугирова-
ния [14]. В микросомальных фракциях печени экспери-
ментальных групп животных определяли содержание ми-
кросомального белка [15] и цитохрома Р450 [16], а также 
показатели скорости монооксигеназных реакций, ката-
лизируемых цитохромом Р450  –  р-гидроксилирования 
анилина,  N-деметилирования диметиланилина (ДМА) 
и скорости реакции конъюгации с участием глутатион-
трансферазы (ГТФ), отражающие активность детокси-
цирующей микросомальной системы печени. С учетом 
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всех исследуемых показателей оценивали гепатопротек-
торные и детоксицирующие свойства володушки по срав-
нению с препаратом сравнения силимаром на модели те-
трациклинового гепатита.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием пакета программ Statistica 
6,0 (США). Значимость различий между выборками с 
распределением, приближающимся к нормальному, 
оценивали с помощью «t»-критерия Стьюдента. Раз-
личия принимали значимыми при р≤0,05.

Результаты и обсуждение
Результаты изучения гепатопротекторных и деток-

сицирующих свойств экстракта володушки в сравне-
нии с референтным препаратом силимаром в экспери-
ментах на животных с воспроизведенным тетрацикли-
новым гепатитом представлены в табл. 1 и 2. 

Табл. 1 демонстрирует данные по изменению об-
щего содержания микросомального белка и доли ци-
тохрома Р450 в микросомальных фракциях печени раз-
личных экспериментальных групп животных. 

В табл. 2 представлены данные об изменениях ак-
тивности ключевых ферментов системы детоксикации 
микросом печени: ферментов цитохрома Р450, катали-
зирующих реакции гидроксилирования анилина и де-
метилирования ДМА, определяемые по скорости со-

ответствующих монооксигеназных реакций, а также 
активности ГТФ — по скорости образования продук-
та реакции конъюгации с глутатионом, у различных 
экспериментальных групп животных. 

Из данных, представленных в таблице 1, следует, 
что в микросомах печени контрольных крыс (с тетра-
циклиновым гепатитом без лечения) по сравнению с 
интактными животными параллельно уменьшению об-
щего количества микросомального белка происходит 
статистически значимое уменьшение (на 13 %),  содер-
жания цитохрома Р450 , свидетельствующее о токсиче-
ском воздействии тетрациклина на печень. У опытных 
групп, получавших дополнительно экстракт володуш-
ки в дозах 50 мг/кг, 100 мг/кг и силимар, по сравнению 
с контрольными животными при незначительном сни-
жении общего количества микросомального белка на-
блюдается статистически значимое увеличение содер-
жания цитохрома Р450 – на 29%, 36% и 24%, соответ-
ственно. Наблюдаемая тенденция к повышению 
содержания доли цитохрома Р450 на мг белка может сви-
детельствовать о компенсаторной индукции цитохрома 
Р450 в печени под действием изучаемых растительных ле-
карственных средств на фоне токсического воздействия 
антибиотика тетрациклина. Содержание цитохрома Р450 
в экспериментальных группах возрастает в ряду кон-
троль < интактные < силимар < экстракт володушки в 

Таблица 1

Влияние экстракта володушки на содержание микросомального белка и цитохрома Р450 в условиях модели тетрациклинового гепа-
тита у крыс, (M±m)

Условия опыта Содержание белка Содержание цитохрома Р450

мг белка /мл суспензии нмоль цитохрома Р450/мг белка
Интактные (n=8) 6,67 ± 0,23 0,705 ± 0,01
Контрольные (n=8) (тетрациклиновый гепатит) (n=8) 6,06 ± 0,42 0,613 ± 0,03*
Экстракт володушки 50 мг/кг+ тетрациклин (n=8) 5,58 ± 0,02 0,815 ± 0,02*
Экстракт володушки 100 мг/кг + тетрациклин (n=8) 5,70 ± 0,36 0,864 ± 0,03*
Силимар 100 мг/кг + тетрациклин (n=8) 5,51 ± 0,11* 0,785 ± 0,04*

Примечание. * – статистическая значимость различий, р<0,05.

Таблица 2

Влияние экстракта володушки на скорость ферментативных реакций, катализируемых цитохромом Р450 и ГТФ в условиях модели те-
трациклинового гепатита у крыс, (M±m)

Условия опыта Гидроксилирование анилина Деметилирование ДМА Активность ГТФ
нмоль НАДФН/мг белка мин нмоль НАДФН/мг бел-

ка мин
нмоль/ мг  
белка мин

Интактные (n=8) 3,14 ± 0,03 7,17 ± 0,05 118,43 ± 2,26
Контрольные (тетрациклиновый гепатит) (n=8) 2,90 ± 0,06* 7,05 ± 0,02 108,43 ± 2,26*
Экстракт володушки 50мг/кг + тетрациклин (n=8) 3,58 ±0,03* 7,37± 0,05 147,82 ± 2,74*
Экстракт володушки 100 мг/кг + тетрациклин (n=8) 4,56± 0,04* 7,94± 0,06 176,43± 2,26*
Силимар 100 мг/кг + тетрациклин  (n=8) 3,36 ± 0,04* 7,61 ± 0,07 130,14± 3,13*

Примечание. * – статистическая значимость различий,  р<0,05.
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дозе 50 мг/кг < экстракт володушки в дозе 100 мг/кг. По-
лученные результаты, отражающие содержание цитох-
рома Р450 в общем количестве микросомального белка, 
в группе животных, получавших экстракт володушки, 
свидетельствует о более эффективном действии экстрак-
та по сравнению с препаратом силимар.

Из данных, представленных в табл. 2, следует, что 
у контрольных крыс (токсический гепатит без лече-
ния) по сравнению с интактными животными проис-
ходит снижение скорости гидроксилирования анили-
на - на 8%, свидетельствующее о токсическом воздей-
ствии тетрациклина на печень. Экстракт володушки и 
силимар на фоне экспериментального тетрациклино-
вого гепатита статистически значимо увеличивали 
специфическую гидроксилазную активность цитохро-
ма Р450, но слабо влияли на его деметилазную актив-
ность. Так, у опытных групп животных, получавших 
экстракт володушки в дозах 50 мг/кг и 100 мг/кг, ги-
дроксилазная активность цитохрома Р450  статистиче-
ски значимо возрастала на 22% и 53%, соответствен-
но, по сравнению с контролем (тетрациклиновый ге-
патит), что превышало на 7% и на 38% - показатели 
группы, получавшей силимар. В опытной группе при 
введении силимара в дозе 100 мг/кг скорость реакции 
гидроксилирования увеличивалась только на 7% по 
сравнению с интактными животными и на 15% по 
сравнению с контролем. Таким образом, в данном слу-
чае был установлен высокий активирующий эффект 
экстракта володушки в дозе 100 мг/кг на гидроксилаз-
ную активность фермента микросомальной системы 
детоксикации печени крыс цитохрома Р450.

Большое значение для сравнительной оценки де-
токсицирующих свойств экстракта володушки имеет 
изучение его влияния на активность ГТФ, которая 
участвует в конъюгации токсических продуктов, об-
разующихся в монооксигеназной системе цитохрома 
Р450 на первом этапе биотрансформации. У контроль-
ных крыс с воспроизведенным токсическим гепати-
том по сравнению с интактными животными проис-
ходит снижение скорости ферментативных реакций, 
катализируемых ГТФ,  на 8%, что свидетельствует о 
токсическом воздействии тетрациклина на печень.  
В таблице 2 показано, что по сравнению с контроль-
ной группой животных, у опытной группы, получав-
шей экстракт володушки в дозе 50 мг/кг, скорость 
ГТФ-реакции достоверно увеличивается на 33%, а у 
опытной группы, получавшей экстракт володушки в 
дозе 100 мг/кг, — на 57%. По сравнению с опытной 
группой, получавшей силимар, активность ГТФ у 
групп, получавших экстракт володушки в дозах 50 мг/
кг и 100 мг/кг, возрастала на 15% и 39%, соответствен-
но; при этом в группе крыс, получавшей препарат си-

лимар, скорость ГТФ-реакции статистически значи-
мо увеличивалась (на 18%) только в сравнении с кон-
трольной группой животных. Скорость реакции конъ-
югации, катализируемая ГТФ микросом печени, ста-
тистически значимо возрастает в экспериментальных 
группах животных в порядке увеличения эффекта ак-
тивации:  интактные < контрольные < опытные, по-
лучавшие силимар в дозе 100 мг/кг < опытные, полу-
чавшие экстракт володушки в дозе 50 мг/кг < опыт-
ные, получавшие экстракт володушки в дозе 100 мг/кг.  
Полученные результаты по изучению активности ГТФ 
в группе животных, получавших экстракт володуш-
ки, свидетельствует о более выраженных активирую-
щих детоксикацию свойствах экстракта володушки 
по сравнению с силимаром.

Таким образом, установлен высокий активирую-
щий эффект экстракта володушки в дозе 100 мг/кг на 
ферменты микросомальной системы детоксикации пе-
чени крыс цитохрома Р450 и глутатионтрансферазу. По-
лученные данные свидетельствуют о статистически 
значимых гепатопротекторных и  детоксицирующих 
свойствах экстракта володушки.

Выводы
В условиях экспериментального моделирования 

медикаментозного поражения печени у крыс (на мо-
дели тетрациклинового гепатита) подтверждено ток-
сическое действие тетрациклина на микросомальные 
ферменты печени, проявляющееся в уменьшении ко-
личества цитохрома Р450 и угнетении активности фер-
ментов, катализирующих реакции гидроксилирования 
и конъюгации.

Экспериментально установлено, что сухой экс-
тракт травы володушки золотистой в условиях модели 
тетрациклинового гепатита у крыс обладает гепатопро-
текторными и стимулирующими  детоксикацию свой-
ствами в дозах 50 мг/кг и 100 мг/кг, в степени, превы-
шающей данные свойства силимара в дозе 100 мг/кг; 
при этом отмечен дозозависимый эффект экстракта 
володушки. Установлен высокий активирующий эф-
фект экстракта володушки в дозе 100 мг/кг на фермен-
ты микросомальной системы детоксикации печени 
крыс цитохрома Р450 и глутатионтрансферазу.

По результатам проведенных экспериментов уста-
новлено, что экстракт, полученный из травы володуш-
ки золотистой, обладающий гепатопротекторными и 
стимулирующими детоксикацию свойствами, являет-
ся перспективным объектом для создания новых ле-
карственных препаратов растительного происхожде-
ния для профилактики и лечения токсических, в том 
числе лекарственных, поражений печени.
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Влияние хлорида никеля на показатели гемокоагуляции  
и липопероксидации у крыс в эксперименте
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Цель исследования – изучить состояние системы гемостаза при хронической интоксикации хлоридом никеля, 
исследовать взаимосвязь показателей гемокоагуляции с процессами липопероксидации у крыс в эксперименте . 
Методика. Опыты проводили на крысах-самцах  Вистар (n=50, 230-250 г) . Раствор NiCl2 (5 мг/кг) вводили внутри-
желудочно ежедневно в течение 2 нед, 1 и 2 мес . По завершении эксперимента исследовали состояние тромбоцитар-
ного и коагуляционного звеньев гемостаза, антикоагулянтную и фибринолитическую активность крови, а также опреде-
ляли активность процессов перекисного окисления липидов и антиоксидантных ферментов . Результаты. Установлено, 
что через 2 нед и 1 мес интоксикации у крыс отмечались гиперкоагуляционные изменения показателей свертывающей 
системы крови: повышение агрегационной активности тромбоцитов, увеличение концентрации фибриногена, снижение 
активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ) и протромбинового времени . В этот период регистри-
ровалось увеличение антитромбиновой и фибринолитической активности крови .  Через 2 мес наблюдалось подавление 
активности клеточного звена гемостаза - тромбоцитопения, ослабление степени АДФ–индуцируемой агрегации тромбо-
цитов . Выявлялась тенденция к уменьшению концентрации фибриногена . На фоне снижения АЧТВ и тромбинового вре-
мени отмечалось увеличение протромбинового времени . В то же время регистрировалось угнетение противосвертываю-
щего звена системы гемостаза (снижалась активность антитромбина III), наблюдалось истощение резервных возможностей 
фибринолитического звена (замедление фXIIа-зависимого эуглобулинового лизиса) и увеличение содержания раство-
римых фибрин мономерных комплексов, что свидетельствует о наличии тромбинемии . Через 2 нед, один и два месяца 
интоксикации у животных выявлялись корреляционные связи между основными показателями системы гемостаза и 
активностью процессов перекисного окисления липидов и антиоксидантных ферментов . Заключение. Полученные 
данные подтверждают наличие взаимосвязи активности процессов липопероксидации и системы гемостаза, в том числе 
при хронической никелевой интоксикации . Результаты исследования позволяют рекомендовать применение антиокси-
дантов для разработки способов коррекции гемостатических сдвигов при воздействии на организм тяжелых металлов .
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EFFECTS OF NICKEL CHLORIDE ON INDICES OF HEMOCOAGULATION AND LIPID  
PEROXIDATION IN RATS
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The aim. To study the state of the hemostasis system in chronic nickel intoxication and to investigate the relationship 
between hemocoagulation indices and lipoperoxidation processes in rats . Methods. Experiments were carried out on male 
Wistar rats (n=50, 230-250 g) . A solution of nickel chloride (5 mg/kg) was administered daily intragastrically for two weeks, 
one and two months . At the end of the experiments, indices of platelet and coagulation hemostasis systems, anticoagulant 
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and fibrinolytic activity of blood plasma, and activities of lipid peroxidation and antioxidant enzymes were studied . Results. 
Hypercoagulative changes in indices of the coagulation system were observed in rats after two weeks and one month of 
intoxication, including increased platelet aggregation and fibrinogen concentration and shortened activated partial thrombo-
plastin time and prothrombin time . During the same period, increased antithrombin and fibrinolytic activities were observed . 
The depressed activity of the cellular component of hemostasis evident as thrombocytopenia and impaired ADP-induced plate-
let aggregation was detected after two months of intoxication . A tendency to decrease in fibrinogen concentration was observed . 
The shortened activated partial thromboplastin time and thrombin time were associated with prolonged prothrombin time . At 
the same time, inhibition of the anticoagulant component of hemostasis (decreased antithrombin III activity), exhaustion 
of the fibrinolysis system reserve (delayed fXIIa-dependent euglobulin lysis), and a significant increase in soluble fibrin 
monomeric complexes indicative of thrombinemia were observed . After two weeks, one and two months of nickel intoxica-
tion, a correlation was found between the major indices of the hemostasis system and the activities of lipid peroxidation and anti-
oxidant enzymes . Conclusion. The study confirmed a relationship between the lipid peroxidation activity and the hemostasis system, spe-
cifically in chronic nickel intoxication . This result allows to recommend the use of antioxidants in developing methods for correction of 
hemostatic induced affected by heavy metals .
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Введение
Распространенность и длительность воздействия 

тяжелых металлов на организм человека обусловлены 
антропогенным загрязнением окружающей среды [1, 
2]. Ранее было показано, что введение в организм жи-
вотных солей тяжелых металлов оказывает патогенное 
влияние на сердечно-сосудистую систему, приводит к 
развитию артериальной гипертензии и кардиопатии, 
токсической нефро– и гепатопатии [2 – 4]. Установ-
лено, что ведущими механизмами таких эффектов яв-
ляются мембранотропное действие и оксидативный 
стресс [2, 5].

Известно, что при воздействии на организм любых 
неблагоприятных факторов одним из механизмов фор-
мирования адаптивного ответа является реакция свер-
тывающей системы крови [6, 7]. Артериальная гипер-
тензия, патология печени и почек, оксидативный стресс 
могут сопровождаться развитием коагулопатий [6, 8]. 
Роль тяжелых металлов в развитии коагулопатий недо-
статочно изучена. Существуют лишь единичные и про-
тиворечивые данные, где сообщается о разнонаправ-
ленных изменениях в системе гемостаза под влиянием 
различных соединений тяжелых металлов. Имеются све-
дения о том, что тяжелые металлы обладают прокоагу-

лянтной активностью в последовательности Ni2+ > Cu2+ 
> Co2+ > Zn2+, обусловленной Хагеман-зависимой акти-
вацией внутреннего пути свертывания крови [9]. Ток-
сическое влияние свинца [10], ртути и кадмия [11] на 
мембраны тромбоцитов приводит к увеличению их ад-
гезивной и агрегационной активности, освобождению 
индукторов агрегации и вторичной активации коагуля-
ционного звена гемостаза. Напротив, при никелевой 
интоксикации выявлены изменения системы гемоста-
за, проявляющиеся тенденцией к снижению агрегаци-
онной активности тромбоцитов у человека [12]. Такая 
противоречивость и разрозненность сведений опреде-
лили цель настоящего исследования: изучить состояние 
системы гемостаза при хронической интоксикации хло-
ридом никеля, исследовать взаимосвязь показателей ге-
мокоагуляции с процессами липопероксидации у крыс 
в эксперименте. 

Методика 
 Опыты проводились на крысах самцах Вистар мас-

сой 200–300 гр. Раствор хлорида никеля (II) вводили 
через атравматичный зонд в желудок (5 мг/кг) ежеднев-
но в течение 2 нед (n=10 крыс), 1 и 2 мес (n=10 в каж-
дом). При этом в единице раствора, равной 0,2 мл, со-
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держалось 0,5 мг никеля (расчет по металлу), что не 
считается водной нагрузкой. Контролем служили 20 
интактных животных с внутрижелудочным введением 
соответствующего количества питьевой воды. 

По окончании экспериментов у крыс под тиопен-
таловым наркозом (0,4 г на 100 гр) брали кровь из пе-
ченочного синуса. Стабилизацию и получение образ-
цов плазмы крови осуществляли с учетом международ-
ных стандартов по клинической лабораторной 
диагностике для исследований гемостаза [6, 13]. Ис-
пользование крыс в экспериментах осуществляли в со-
ответствии с 11-й статьёй Хельсинской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации, «Международ-
ными рекомендациями по проведению медико-био-
логических исследований с использованием лабора-
торных животных» (1985) и правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации (приказ МЗ РФ от 
01.04.2016 г. № 199).  Работа одобрена этической ко-
миссией института.

Для  оценки  состояния  гемостаза  определяли: 
агрегацию тромбоцитов по G. Born [14] (агрегометр 
«Solar», индуктор – АDP, конечная концентрация 10,0 
мкг/мл); спонтанную агрегацию тромбоцитов выявля-
ли после включения магнитной мешалки без внесения 
индуктора [15]; активированное частичное тромбопла-
стиновое время (АЧТВ); протромбиновое время (ПВ); 
лебетоксовое время (ЛЕТ) [16], тромбиновое время 
(ТВ); содержание фибриногена по методу Клаусса; 
концентрацию растворимых фибрин–мономерных 
комплексов (РФМК) определяли с помощью количе-
ственного варианта фенантролинового теста [17]; ак-
тивность антитромбина III (АТ III); ХIIа- калликреин 
зависимый фибринолиз (ХIIа-ЗЛ) [13]. Исследование 
гемокоагуляционных свойств крови проводилось по 
стандартным методикам [6, 13] с применением диагно-
стических наборов фирмы «Технология стандарт», 
(Россия). Для оценки липидпероксидации и антиок-
сидантного потенциала определяли содержание: мет-
гемоглобина по стандартной методике [18], малоново-
го диальдегида (МДА) в эритроцитах [19], гидропере-
кисей (ГП-  диеновых конъюгатов и диеновых кетонов) 
в плазме крови [20], церулоплазмина (медная оксида-
за) по реакции с п–фенилендиамином в ацетатном бу-
фере [18]; исследовали активность супероксиддисму-
тазы (СОД) в эритроцитах [21], активность каталазы 
по методу E. Beutler [18]. Тесты выполнялись на спек-
трофотометре «Solar-300», турбидиметрическом коа-
гулометре «CGL–2110» и агрегометре «АР–2110» Solar 
(Беларусь). 

Статистическая  обработка  результатов  проводи-
лась  с помощью  пакета  прикладных  программ  Sta-
tistica 10.0 (StatSoft, Inc.), Microsoft Excel 2003. Для ко-

личественной оценки данных рассчитывались стати-
стические показатели с вычислением медианы (Me) и 
[25–75] процентилей выборки. Для оценки статисти-
ческой значимости различий использовался непара-
метрический U-критерий Манна–Уитни [22]. Для ана-
лиза силы взаимосвязей между исследуемыми параме-
трами расчитывали коэффициент ранговой корреляции 
(rs) Спирмена. Для всех тестов статистически значи-
мыми считались различия, уровень значимости кото-
рых отвечал условию р<0,05. 

Результаты и обсуждение
Через 2 нед введения раствора хлорида никеля (II) 

через зонд в желудок у крыс выявлялась гиперкоагуля-
ционная направленность изменений системы гемоста-
за (табл. 1). Наблюдалось увеличение агрегационной 
активности тромбоцитов и тенденция к возрастанию 
их количества в крови. Регистрировалось снижение 
АЧТВ (табл. 1). Содержание фибриногена  в плазме 
увеличивалось. Это подтверждает данные о том, что 
активация системы гемостаза является одним из уни-
версальных механизмов реализации и поддержания па-
тохимических и патофизиологических реакций стрес-
са в организме [7, 17].

Введение Ni2+ в течение 1 мес приводило у подо-
пытных животных к росту прокоагулянтной активно-
сти. Выявлялась спонтанная агрегация тромбоцитов в 
20% случаев. У крыс контрольной группы спонтанная 
агрегация отсутствовала. Степень АДФ–индуцирован-
ной агрегации тромбоцитов статистически значимо 
возрастала (табл. 1), сохранялась тенденция к увели-
чению количества тромбоцитов в плазме крови. Изме-
нения плазменного гемостаза характеризовались хро-
нометрической гиперкоагуляцией (по укорочению 
АЧТВ и ПВ). Содержание фибриногена сохранялось 
выше уровня контроля, но уменьшалось по сравнению 
с данными, полученными через 2 нед. Увеличение ко-
агуляционного потенциала сопровождалось активаци-
ей противосвёртывающих и фибринолитических ме-
ханизмов, о чем свидетельствуют  увеличение актив-
ности АТ III и уменьшение времени ХIIа–зависимого 
фибринолиза. 

Длительное токсическое воздействие никеля (вве-
дение в течение 2 мес) приводит к коагуляционному 
дисбалансу, при этом в процесс вовлекается как на-
чальный, так и конечный этапы гемокоагуляции. На-
блюдается подавление активности клеточного звена 
гемостаза—тромбоцитопения. Выявляется  ослабление 
степени АДФ–индуцируемой агрегации тромбоцитов 
относительно данных,  полученных у опытных живот-
ных (табл. 1). Введение  никеля в течение 2 мес  при-
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водит к ослаблению первоначально АДФ-
индуцируемой агрегации тромбоцитов, наблюдаемой 
после введения никеля в течение 1 мес,  но до уровня 
чуть выше значения в группе контроля.

После интоксикации никелем в течение 2 мес так-
же регистрировалось увеличение протромбинового 
времени, что указывает на нарушения во внешнем пу-
ти гемокоагуляции. В данных условиях эксперимента 
можно высказать предположение о наличии дефици-
та факторов протромбинового комплекса (II, VII, X) 
вследствие их усиленного потребления при длитель-
ной стимуляции свертывающей системы крови, либо 
о наличии нарушения их синтеза вследствие уменьше-
ния белково–синтетической функции печени при хро-
нической интоксикации. Согласно ранее полученным 
данным, при никелевой интоксикация развивается 
токсическое поражение печени: выраженая паренхи-
матозная дистрофия гепатоцитов, венозное полнокро-
вие, очаговые кровоизлияния, лимфогистиоцитарная 
инфильтрация стромы у крыс [4]. В то же время пока-
затели лебетоксового теста (ЛЕТ) от контрольных дан-
ных не отличались. Коагулаза яда гюрзы (лебетокс) за-
пускает процесс свертывания крови путем активации 
фактора X в присутствии фактора V и ионов Са2+. При 

дефиците фактора X время свертывания в лебетоксо-
вом тесте возрастает [16], а при дефиците фактора VII 
коагуляционный эффект лебетокса не ослабляется в 
отличие от протромбинового теста (ПВ). Можно по-
лагать, что выявленное нами изолированное увеличе-
ние времени свертывания по ПВ при нормальном ЛЕТ 
свидетельствует о снижении активности VII фактора. 
Среди всех факторов, синтезируемых в печени, VII 
фактор является наиболее чувствительным маркером 
печеночного повреждения [8], что связано с коротким 
временем его полужизни. В то же время совпадение ре-
зультатов ЛЕТ в опытных и контрольных образцах 
плазмы крови в наших исследованиях говорит о том, 
что изменения активности факторов X, V, II и I ком-
пенсированы. Показано, что эффективное функцио-
нирование системы гемостаза возможно даже при зна-
чительном снижении содержания фактора VII в плаз-
ме крови, поскольку он выполняет свою единственную 
функцию в системе свертывания крови – индукцию 
коагуляционного гемостаза [6, 8, 13]. 

К концу 2-месячной интоксикации никелем выяв-
лялось сокращение АЧТВ, регистрировалось ускорен-
ное образование фибрина (по снижению тромбиново-
го времени).   Вместе с тем, происходило подавление 

Таблица 1 

Влияние хлорида никеля на показатели системы гемостаза у крыс при хронической интоксикации в дозе  5 мг/кг массы тела по металлу

Параметры Контроль
Интактный

NiCl2
2 нед

NiCl2
1 мес

NiCl2
2 мес

Количество тромбоцитов,  109/л 566
 [499–575]

627
[549–664]

604
[539–641]

297 ***/ΔΔΔ
[290–351]

АДФ-агрегация тромбоцитов, % 57,13
[46,67–60,88]

71,41 *
[63,12–75,6]

75,34 **
[66,62–85,02]

60,28 ΔΔ
[51,09–61,51]

Протромбиновое время, с 17,25
[15,37–19,98]

16,48
[14,1–16,73]

14,3 *
[13,47–16,66]

21,25 */ΔΔ
[19,4–22,08]

Лебетоксовое время, с 23,22
[20,47–25,89]

24,21
[20,22–26,8]

21,57
[20,37–24,22]

25,52
[21,4–27,33]

АЧТВ, с 27,32
[27,03–29,36]

23,48 ***
[22,48–25,37]

22,45 ***
[21,92–24,48]

22,28 ***
[20,90–25,58]

Тромбиновое время, с 23,49
[22,49–24,37]

22,78
[21,85–25,0]

23,26
[22,85–25,96]

18,84 ***/ΔΔ
[17,63–20,34]

Фибриноген, г/л 2,05
[1,99–2,95]

4,81 ***
[4,35–5,4]

3,92 **/  ◊
[2,77–4,09]

1,94 ΔΔΔ
[1,82–2,35]

XIIa – ЗЛ, с 682.3
[664.7–732,9]

593,5
[567–719]

480.49 ***
[454.48–606.29]

856 *** /ΔΔΔ
[798–1044]

Антитромбин (III), % 100,2
[95,27–112,03]

102,3
[100,4–117,5]

125,68 **
[109,12–127,048]

79,64 ***/ ΔΔΔ
[77,26–91,21]

РФМК, мг/100мл 3,59
[2,65–4,0]

3,68
[2,88–4,14]

4,21
[3,28–4,94]

5,77 **/ΔΔ
[4,43–6,17]

Примечание. Данные представлены в виде медианы, [25–75] процентили выборки, р – уровень статистической значимости различий  срав-
ниваемых показателей: / * / ** / *** / – р ≤ /0,05 / 0,01 / 0,001/ – степень статистической значимости относительно контроля; / ◊ /   – р ≤ 
/0,05 / 0,01 / 0,001/ –относительно опыта с NiCl2 через 2 нед; / Δ / ΔΔ / ΔΔΔ /  – р ≤ /0,05 / 0,01 / 0,001/ – относительно опыта с NiCl2 че-
рез 1 мес; АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время, РФМК – растворимые фибрин–мономерные комплексы, XIIа–
ЗЛ – фактор Хагеман зависимый лизис.
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активности АТ III и увеличение времени лизиса эугло-
булиновой фракции плазмы. При этом уровень фибри-
ногена снижался, приближаясь к контрольным значе-
ниям,  относительно данных у опытных крыс, которым 
никель вводился в течение 1 мес. Содержание РФМК 
увеличивалось, что свидетельствует о наличии гипер-
тромбинемии [6]. Выявленные сдвиги гемостазиоло-
гических показателей могут указывать на формирова-
ние состояния «претромботической готовности» [13, 
17] у экспериментальных животных через 2 мес введе-
ния соли никеля.

К настоящему времени накоплен богатый факти-
ческий материал, позволяющий выделить в качестве 
ведущего механизма нарушения клеточного метабо-
лизма – активацию перекисного окисления липидов 
и оксидативный стресс. Сведения о параллельной ак-
тивации процессов липопероксидации и свертывания 
крови [23], а также данные о способности антиокси-
дантов ограничивать гемокоагуляционные сдвиги [12, 
23] обосновали необходимость изучения взаимосвязи 
между свободнорадикальными процессами и гемоста-
зом при хронической никелевой интоксикации, что до 
сих пор детально не исследовалось.  

Данные, полученные у опытных животных, демон-
стрируют развитие оксидативного стресса при хрони-
ческой никелевой интоксикации, активацию проок-
сидантных процессов и угнетение антиоксидантного 
ферментного звена (табл. 2). Причем, выраженность 
патологических изменений фиксируется в логике «вре-
мя экспозиции – ответ». Качественно схожие выводы 
о стрессогенном эффекте никеля были также получе-

ны исследователями, изучавшими его действие на раз-
личные биосистемы [24].

Более детальный анализ данных табл. 2 показыва-
ет, что введение раствора хлорида никеля (II) сопро-
вождается значительным нарастанием в крови живот-
ных опытной группы нефункционального пигмента – 
метгемоглобина. В основе этих данных могут лежать 
различные по своему механизму процессы. Во-первых, 
никель, являясь тяжелым металлом, относится к клас-
су тиоловых ядов, тем самым обладая способностью 
ингибировать активность метгемоглобинредуктазы. 
Во-вторых, как видно из табл. 2, экспозиция хлоридом 
никеля приводит к липопероксидации, что неизбеж-
но сопровождается исчерпанием эндогенных восста-
новительных субстратов клетки, которые  служат ис-
точником восстановительного потенциала для перево-
да MetHb–Fe(III)→Hb–Fe(II) с помощью метгемо- 
глобинредуктазы.

Определенный интерес вызывают данные о низ-
ком содержании гидроперекисей (диеновых конъюга-
тов и диеновых кетонов) в плазме животных опытных 
групп (относительно интактной). Исходя из механиз-
ма их образования, логично было бы предположить, 
что данное обстоятельство является благоприятным 
прогностическим фактором, свидетельствующим об 
ингибировании процессов перекисной направленно-
сти. Однако, данная гипотеза не согласуется с резуль-
татами анализов измерения ТБК– активных веществ 
в крови (по наиболее характерному маркеру – МДА). 
Поэтому можно высказать предположение, что низ-
кий уровень гидроперекисей не связан с улучшением 

Таблица 2 

Влияние хлорида никеля на показатели системы ПОЛ–АОЗ у крыс при хронической интоксикации в дозе  5 мг/кг массы тела по металлу

Параметры Контроль
интактный

Опыт –  NiCl2
в течение 2 нед

Опыт –  NiCl2
в течение 1 мес

Опыт – NiCl2
в течение  2 мес

Метгемоглобин (%) 0,082
[0,062–0,111]

0,105
[0,095–0,137]

0,404**/ ◊◊
[0,209–0,442]

0,726 **/ΔΔ
[0,454–0,745]

Малоновый диальдегид (мкмоль/л) 28,14
[27,74–29,89]

34,85***
[32,43–35,53]

41,61***/ ◊◊
[36,41–42,04]

47,62 ***Δ
[40,88–48,02]

Содержание гидроперекисей
(233 нм)

0,0613
[0,0496–0,0768]

0,066
[0,0389–0,676]

0,0688
[0,0454–0,0726]

0,0229 ***/ΔΔΔ
[0,0198–0,0304]

Содержание гидроперекисей 
(278нм)

0,0348
[0,025–0,039]

0,0204*
[0,0202–0,0298]

0,0203***
[0,0153–0,0207]

0,018 ***
[0,0136–0,0193]

Церулоплазмин мг/л 254,7
[224,1–288,89]

300,45
[268,06–335,94]

378,4***/ ◊◊
[369,2–460,3]

510,3 ***/ΔΔ
[444,08–551,4]

Активность супероксиддисмутазы 
(ед.ингибир.,%)

72,18
[63,98 –72,63]

69,09
[63,08–69,65]

61,71*
[60,65–69,45]

57,88 **
[57,11–65,13]

Активность каталазы
(*10–4 МЕ/гHb)

6,72
[5,02–7,23]

6,30
[4,70–6,78]

5,2
[4,45–6,09]

4,37 *
[4,0–5,39]

Примечание. Данные представлены в виде медианы, [25–75] процентили выборки, р – уровень статистической значимости различий  срав-
ниваемых показателей: / * / ** / ***/ – р ≤ /0,05 / 0,01 / 0,001/ – степень достоверности относительно  контроля / ◊ / ◊◊ / ◊◊◊ / – р ≤ /0,05 / 
0,01 / 0,001/ – относительно опыта с NiCl2 через 2 нед. / Δ / ΔΔ / ΔΔΔ / – р ≤ /0,05 / 0,01 / 0,001/ – относительно опыта с NiCl2 через 1 мес.
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картины (что особенно заметно на 2-м мес интоксика-
ции никелем). Это может быть обусловлено адаптаци-
онным срывом и истощением биоантиоксидантного 
пула, молекулы которого способны выступать в роли 
эффективных радикальных ловушек [25]. Результатом 
этого является линейное нарастание в крови уровня 
МДА, являющегося вторичным продуктом перекис-
ной деструкции мембран клеток.

Состояние антиоксидантной системы в наших ис-
следованиях охарактеризовано на основании изучения 
активности трех базовых ферментов: церулоплазмина, 
супероксиддисмутазы и каталазы. Из табл. 2 видно, что 
поступление никеля (5 мг/кг) в организм животных во 
все сроки исследования приводит к увеличению содер-
жания церулоплазмина, определяющего активность 
СОД в плазме. Наибольший адаптивный эффект об-
наружен в группе, получавшей никель в течение 2 мес. 
Отмечается также [26], что экспонирование крыс со-
лями никеля приводит к статистически значимому уве-
личению (более чем в 1,3 раза) в сыворотке крови ме-
ди, входящей в активный центр металлофермента. 

Интрацеллюлярное звено антиоксидантной защи-
ты, напротив, характеризуется планомерным сниже-
нием активности ферментов СОД и каталазы. К 2-й 
нед интоксикации фиксируется лишь общая отрица-
тельная тенденция, отличия между опытной и кон-
трольной группами статистически незначимы. Хрони-
ческое же поступление хлорида никеля приводит к вы-
раженным изменениям, причем одним из механизмов 
отмеченной нами активации ПОЛ, может являться ос-
лабление ферментативного звена антиоксидантной за-
щиты, ведущее к инициации свободнорадикальных 
процессов. Таким образом, поступление хлорида ни-
келя в организм животных сопровождается дисбалан-
сом в системе ПОЛ – антиоксидантной защиты в сто-
рону активации прооксидантного направления, а сте-
пень выявленных патологических изменений нахо- 
дится в прямой зависимости от длительности инток-
сикации.

Корреляционный анализ результатов проведен-
ных экспериментов с никелевой интоксикацией в 
течение 2 мес выявил определенные взаимосвязи 
между показателями системы гемостаза и характером 
сдвигов ПОЛ–АОЗ у экспериментальных животных, 
причем сила и статистическая значимость  связей воз-
растала соответственно длительности интоксикации. 

Через 2 нед эксперимента выявлялась связь между 
уровнем МДА и степенью АДФ-агрегации тромбоци-
тов: коэффициент ранговой корреляции Спирмена 
rs=0,67; p<0,05. Выявлялась достоверная связь с увели-
чением концентрации фибриногена в плазме крови 

(rs=0,76, p<0,02), что подчеркивает значение свобод-
норадикального окисления в развитии интоксикации. 

Через 1 мес экспериментов возрастала сила связей 
МДА с изменением степени АДФ агрегации тромбо-
цитов (rs=0,91; p<0,001) и уровня фибриногена в плаз-
ме крови (rs=0,88, p<0,01). Выявлена корреляция с ро-
стом АТ III (rs=0,68; p<0,05) и сокращением времени 
эуглобулинового фибринолиза (rs= -0,72, p<0,05).

К концу эксперимента (через 2 мес интоксикации) 
выявлена значимая положительная корреляция АТ III с 
активностью антиоксидантных ферментов СОД (rs=0,77; 
p<0,02) и каталазой (rs=0,73; p<0,05). Выявлялась высо-
кая степень корреляции показателей фибринолитиче-
ской системы (по времени XIIa–ЗЛ) со снижением СОД 
и энзиматической активностью каталазы (rs=-0,84; p<0,01 
и rs=-0,69; p<0,05), что может свидетельствовать о роли 
свободнорадикального окисления в угнетении фибрино-
лиза при никелевой интоксикации. Тесно положитель-
но ассоциированы сдвиги показателей РФМК и сдвиги 
МДА (rs=0,77; p<0,02), а со сдвигами СОД отрицательно 
и менее тесно (rs=-0,65; p<0,05). 

Заключение
 Проведенные исследования показали, что внутри-

желудочное введение хлорида никеля ежедневно в тече-
ние 2 мес способствует развитию токсической коагуло-
патии. Полученные данные подтверждают существова-
ние взаимосвязи активности процессов липопе- 
роксидации и системы гемостаза [23, 27, 28], а также на-
личие связи данных у крыс при хронической никелевой 
интоксикации. Результаты исследования позволяют ре-
комендовать применение антиоксидантов для разработ-
ки способов коррекции гемостатических сдвигов при воз-
действии на организм тяжелых металлов.

Литература 
1. Авцын А.П., Жаворонков М.А., Риш Л.C., Строчкова С.С. Ми-

кроэлементозы человека. М.; Медицина; 1991.
2. Дзугкоева Ф.С., Такоева Е.А. Патобиохимические механизмы 

токсического влияния хлорида никеля в эксперименте у крыс. 
Вестник новых медицинских технологий. 2009; 16(3): 36-7.

3. Брин В.Б., Кокаев Р.И. Эффекты хлорида никеля на фоне каль-
цитонин-опосредованной гипокальциемии. Владикавказский 
медико-биологический вестник. 2015; 21(31): 19-24.

4. Албегова Ж.К., Брин В.Б., Молдован Т.В., Закс Т.В. Влияние 
хронической интоксикации хлоридом никеля на морфологи-
ческие изменения внутренних органов и накопление металла 
у крыс. Вестник новых медицинских технологий. 2011; 18 (1): 
159–61.

5. Arif Tasleem Jan, Mudsser Azam, Kehkashan Siddiqui, Arif Ali, Inho 
Choi, Qazi Mohd. Rizwanul Haq. Heavy Metals and Human Health: 
Mechanistic Insight into Toxicity and Counter Defense System of 



Originals articlesPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(1)  

ISSN 0031-2991 89

Antioxidants. Int. J. Mol. Sci. 2015; 16: 29592–630 (www.mdpi.com/
journal/ijms).

6. Петрищев Н.Н., Папаян Л.П. Гемостаз. Физиологические меха-
низмы, принципы диагностики основных форм геморрагических за-
болеваний. СПб; 1999. 

7. Киселёв В.И., Шахматов И.И., Вдовин В.М., Лычева Н.А., Алек-
сеева О.В. Бондарчук Ю.А. и др. Однократное длительное дей-
ствие стрессоров различной природы в развитии ДВС-синдрома 
у крыс. Бюллетень сибирской медицины. 2014; 13(6): 131–8.

8. Батырова А.С., Баканов М.И., Сурков А.Н. Современные пред-
ставления о системе гемостаза при хронических заболеваниях 
печени. Клиническая лабораторная диагностика. 2015; (8): 40–7.

9. Mutch NJ1, Waters EK, Morrissey JH. Immobilized transition met-
al ions stimulate contact activation and drive factor XII–mediated 
coagulation.  J Thromb Haemost. 2012; 10(10): 2108–15. DOI: 
10.1111/j.1538–7836.2012.04890.x. 

10. Podolyan S.K. Effect of lead chloride on the system of regulation of 
the aggregate state of blood in white rats. Bukovins’kiy medichniy 
vіsnik. 1998; 3: 131–6. (in Ukrainian).

11. Arbi S, Oberholzer HM, Van Rooy MJ, Venter C, Bester MJ. Effects 
of chronic exposure to mercury and cadmium alone and in combina-
tion on the coagulation system of Sprague–Dawley rats. Ultrastruct 
Pathol. 2017; 15: 1-9. DOI:10.1080/01913123.2017.1327909

12. Chen C.Y., Lin T.H. Effects of nickel chloride on human platelets: 
enhancement of lipid peroxidation, inhibition of aggregation and in-
teraction with ascorbic acid. Journal of Toxicology and Environmental 
Health Part A. 2001; 62(6): 431–8.

13 .Баркаган З.С., Момот А.П. Диагностика и контролируемая те-
рапия  нарушений  гемостаза. Ньюдиамед–АО; 2008. 

14. Born G.V. Aggregation of blood platelets by adenosine diphosphate 
and its reversal. Nature. 1962; 194(9): 927–9. 

15. Лапотников В.А., Хараш Л.М. Возможности метода опреде-
ления спонтанной агрегации тромбоцитов. Военно-медицин-
ский журнал. 1982; (8): 68-9.

16. Баркаган З.С., Цывкина  Л.П. Диагностика нарушений гемоста-
за с помощью змеиных ядов. Методические рекомендации МЗ 
СССР. Москва; 1988. 

17. Момот А.П., Цывкина Л.П., Тараненко И.А. Современные ме-
тоды распознавания тромботической готовности. Барнаул: Из-
дательство Алтайского университета; 2011. 

18. Данилова Л.А Справочник по лабораторным методам исследова-
ния. СПб.; Питер; 2003. 

19. Asakawa T., Matsushita S. Coloring conditions of thiobarbituric ac-
id test for detecting lipid hydroperoxides. Lipids. 1980; 15: 137–40.

20. Камышников В.С. Клинико–биохимическая лабораторная диа-
гностика. Справочник. Мн.; Интерпрессервис; 2003.

21. Сирота Т.В. Новый подход в исследовании процесса аутоокис-
ления адреналина и использование его для измерения актив-
ности супероксиддисмутазы. Вопросы медицинской химии. 1999; 
45(3): 263–72.

22. Стентон Гланц. Медико-биологическая статистика. М.; Прак-
тика; 1999. 

23. Бышевский А.Ш., Карпова И.А., Полякова В.А. Внутрисосуди-
стое свертывание крови, коагулоактивность тромбоцитов и то-
лерантность к тромбину. М.; 2015. 

24. Chang–Yu Chen. Nickel–induced plasma lipid peroxidation and ef-
fect of antioxidants in human blood: involvement of hydroxyl radical 
formation and depletion of alpha–tocopherol. Journal of Toxicology 
and Environmental Health. 2002; 189: 843–52.

25. Сазонтова Т.Г., Архипенко Ю.В. Значение баланса проокси-
дантов и антиоксидантов – равнозначных участников метабо-
лизма. Патологическая физиология и экспериментальная тера-
пия. 2007; 3: 2-18.

26. Manoj Misra. Nickel induced lipid peroxidation in the rat: correla-
tion with nickel effect on antioxidant defense systems. Toxicology. 
1990; 64: 1–17.

27. Зубаиров Д.М. Современные доказательства концепции непре-
рывного свёртывания крови в организме. Тромбоз, гемостаз и 
реология. 2010; 1: 17–21. 

28. Кузник Б. И. Клеточные и молекулярные механизмы регуляции си-
стемы гемостаза в норме и патологии: монография. Чита: Экс-
пресс-издательство; 2010. (ISBN 978-5-9566-0253-9). 

References
1. Avcyn A.P., Zhavoronkov M.A., Rish L.C., Strochkova S.S. Micro-

elementoses of man. [Mikroelementozy cheloveka]. Moscow; Meditsi-
na; 1991. (in Russian)

2. Dzugkoeva F.S., Takoeva E.A. Pathobiochemical mechanisms of 
toxic effect of nickel chloride in experiments in rats. Vestnik novykh 
meditsinskikh tehnologiy. 2009; 16(3): 36-7. (in Russian)

3. Brin V.B., Kokaev R.I. Effects of nickel chloride on the background 
of calcitonin-mediated hypocalcemia. Vladikavkazskiy mediko-
biologicheskiy vestnik. 2015; 21(31): 19-24. (in Russian)

4. Albegova Zh.K., Brin V.B., Moldovan T.V., Zaks T.V. Effect of 
chronic intoxication with nickel chloride on the morphological changes 
in internal organs and the accumulation of metal in rats. Vestnik novykh 
meditsinskikh tehnologiy. 2011; 18 (1): 159–61. (in Russian)

5. Arif Tasleem Jan, Mudsser Azam, Kehkashan Siddiqui, Arif Ali, Inho 
Choi, Qazi Mohd. Rizwanul Haq. Heavy Metals and Human Health: 
Mechanistic Insight into Toxicity and Counter Defense System of 
Antioxidants. Int. J. Mol. Sci. 2015; 16: 29592–630 (www.mdpi.com/
journal/ijms).

6. Petrishhev N.N., Papayan L.P. Hemostasis. Physiological 
mechanisms, principles of diagnosis of the main forms of hemorrhagic 
diseases. [Fiziologicheskiye mekhanizmy, printsipy diagnostiki 
osnovnykh form gemorragicheskikh zabolevaniy]. Sankt–Peterburg; 
1999. (in Russian)

7. Kiseljov V.I., Shahmatov I.I., Vdovin V.M., Lycheva N.A., 
Alekseeva O.V., Bondarchuk Ju.A. et al. A single long-term action 
of stressors of different nature in the development of DIC syndrome 
in rats. Bulleten’ sibirskoy meditsiny. 2014; 13(6): 131–8. (in 
Russian)

8. Batyrova A.S., Bakanov M.I., Surkov A.N. Modern ideas about the 
system of hemostasis in chronic liver diseases. Klinicheskaya 
laboratornaya diagnostika. 2015; 8: 40–7. (in Russian)

9. Mutch NJ1, Waters EK, Morrissey JH. Immobilized transition metal 
ions stimulate contact activation and drive factor XII–mediated 
coagulation.  J Thromb Haemost. 2012; 10(10): 2108–15. DOI: 
10.1111/j.1538–7836.2012.04890.x. 

10. Podolyan S.K. Effect of lead chloride on the system of regulation of 
the aggregate state of blood in white rats. Bukovins’kiy medichniy 
vіsnik. 1998; 3: 131–6. (in Ukrainian)

11. Arbi S, Oberholzer HM, Van Rooy MJ, Venter C, Bester MJ. Effects 
of chronic exposure to mercury and cadmium alone and in combi-
nation on the coagulation system of Sprague–Dawley rats. Ultrastruct 
Pathol. 2017; 15: 1-9. DOI:10.1080/01913123.2017.1327909

12. Chen C.Y., Lin T.H. Effects of nickel chloride on human platelets: 
enhancement of lipid peroxidation, inhibition of aggregation and in-



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

90

Оригинальные статьи

teraction with ascorbic acid. Journal of Toxicology and Environmen-
tal Health Part A. 2001; 62(6): 431–8.

13. Barkagan Z.S., Momot A.P. Diagnosis and controlled therapy of he-
mostasis disorders. [Diagnostika i kontroliruyemaya terapiya narushe-
niy gemostaza]. N’yudiamed–AO; 2008. (in Russian).

14. Born G.V. Aggregation of blood platelets by adenosine diphosphate 
and its reversal. Nature. 1962; 194(9): 927–9.

15. Lapotnikov VA, Kharash LM Possibilities of the method for deter-
mining spontaneous platelet aggregation. Voyenno-med. zhurn. 1982; 
(8): 68-9. (in Russian)

16. Barkagan Z.S., Cyvkina L.P. Diagnosis of violations of hemostasis with 
the help of snake venoms. [Diagnostika narusheniy gemostaza s 
pomoshch’yu zmeinykh yadov]. Methodical recommendations of the 
Ministry of Health of the USSR. Moscow; 1988. (in Russian)

17. Momot A.P., Cyvkina L.P., Taranenko I.A. Modern methods of rec-
ognition of thrombotic readiness. [Sovremennyye metody raspoznavani-
ya tromboticheskoy gotovnosti]. Barnaul, Izdatelstvo Altayskogo uni-
versiteta; 2011. (in Russian)

18. Danilova L.A Handbook on laboratory methods of research. 
[Spravochnik po laboratornym metodam issledovaniya]. Sankt 
Peterburg, Piter; 2003. (in Russian)

19. Asakawa T., Matsushita S. Coloring conditions of thiobarbituric ac-
id test for detecting lipid hydroperoxides. Lipids.1980; 15: 137–40.

20. Kamyshnikov V.S. Clinical and biochemical laboratory diagnostics. Di-
rectory. [Kliniko–biokhimicheskaya laboratornaya diagnostika. Spra-
vochnik]. Mn.: Interpresservis; 2003. (in Russian)

21. Sirota T.V. A new approach in the study of the process of auto oxidation 
of adrenaline and its use for measuring the activity of superoxide dis-
mutase. Voprosy meditsinskoy khimii. 1999; 45(3): 263–72. (in Russian)

22. Stenton Glanc. Medico-biological statistics. [Mediko-biologicheskaya 
statistika]. Moscow; Praktika; 1999. (in Russian)

23. Byshevskiy A.Sh., Karpova I.A., Polyakova V.A. Intravascular coag-
ulation, coaguloactivity of thrombocytes and tolerance to thrombin. [Vnu-
trisosudistoye svertyvaniye krovi, koaguloaktivnost’ trombotsitov i tole-
rantnost’ k trombinu]. Moscow; 2015. (in Russian)

24. Chang–Yu Chen. Nickel–induced plasma lipid peroxidation and ef-
fect of antioxidants in human blood: involvement of hydroxyl radi-
cal formation and depletion of alpha–tocopherol. Journal of Toxicol-
ogy and Environmental Health. 2002; 189: 843–52.

25. Sazontova T.G., Arkhipenko Yu.V. Implications of the balance be-
tween pro-oxidants and anti-oxidants – equisignificant components 
of metabolism. Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya ter-
apiya. 2007; 3:2-18. (in Russian)

26. Manoj Misra. Nickel induced lipid peroxidation in the rat: correla-
tion with nickel effect on antioxidant defense systems. Toxicology. 
1990; 64: 1–17.

27. Zubairov D.M. Modern evidence of the concept of continuous blood 
clotting in the body. Tromboz, gemostaz i reologiya. 2010; 1: 17-21.

28. Kuznik B.I. Cellular and molecular mechanisms of hemostasis reg-
ulation in norm and pathology: monograph. [Kletochnyye i moleku-
lyarnyye mekhanizmy regulyatsii sistemy gemostaza v norme i patologii: 
monografiya]. Chita: Ekspress-izdatel’stvo; 2010. (ISBN 978-5-9566-
0253-9). (in Russian)

Сведения об авторах: 
Брин Вадим Борисович, доктор мед. наук, проф., зав каф. нормальной физиологии ФГБОУ ВО СОГМА;  зав. 

отделом физиологии и патологии висцеральных систем ФГБУН ВНЦ РАН и РСО-А; 
Гаглоева Эльмира Муратовна, канд. мед. наук, ассистент каф. нормальной физиологии ФГБОУ ВО СОГМА;  
Скупневский Сергей Валерьевич, канд. биол. наук, доцент каф. химии и физики ФГБОУ ВО СОГМА; зав. от-

делом медико-генетических исследований ФГБУН ВНЦ РАН и РСО-А;
Боциева Надежда Викторовна, канд. мед. наук, доцент каф. нормальной физиологии ФГБОУ ВО СОГМА; 
Молдован Татьяна Васильевна, канд. мед. наук, доцент каф. нормальной физиологии ФГБОУ ВО СОГМА. 



Обзоры

ISSN 0031-2991 91

© Коллектив авторов, 2019   
УДК 616 .155 .321:57 .053

Бабаева А.Г.1, Геворкян Н.М.2 , Тишевская Н.В.3

Адаптивная изменчивость суммарной РНК  
лимфоидных клеток как причина  
невоспроизводимости вызываемых ею эффектов

1Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский институт морфологии человека»,  
117418, г . Москва, Россия, ул . Цюрупы, д . 3; 

2Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский  
институт биомедицинской химии им . В .Н . Ореховича»,  
119121, г . Москва, Россия, ул . Погодинская, д . 10, стр . 8; 

3ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет»,  
454090, г . Челябинск, Россия, ул . Воровского, д . 64

В обзоре анализируются  причины невоспроизводимости эффектов лимфоцитарной РНК в процессах регенерации и имму-
ногенеза . Подчеркивается необходимость учета изменчивости свойств РНК при изменении функционального режима лим-
фоцитов в разных фазах регенерационного процесса и иммунного ответа . Рассмотренные в обзоре вопросы имеют реша-
ющее значение для разработки нового фармакотерапевтического направления по созданию оригинальных лечебных пре-
паратов на основе органных РНК, не имеющих аллогенного и ксеногенного ограничений .

Ключевые слова: регенерация; иммуногенез; лимфоцитарная РНК; процессы развития .

Для цитирования: Бабаева А .Г ., Геворкян Н .М ., Тишевская Н .В . Адаптивная изменчивость суммарной РНК 
лимфоидных клеток как причина невоспроизводимости вызываемых ею эффектов .  Патологическая физиология и 
экспериментальная терапия . 2019; 63(1): 91-98  . 

DOI: 10.25557/0031-2991.2019.01.91-98
Финансирование . Исследование не имело спонсорской поддержки .
Конфликт интересов . Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов . 
Для корреспонденции: Геворкян Нина Михайловна, e-mail: gevorkiann@yandex .ru
Поступила  27 .09 .2017

Babaeva A.G.1, Gevorkyan N.M.2, Tishevskaya N.V.3 

ADAPTIVE VARIABILITY OF TOTAL RNA IN LYMPHOID CELLS AS A CAUSE FOR NON-REPRODUCIBILITY 
OF ITS EFFECTS  

1Scientific-Research Institute of Human Morphology of the Russian Academy of Medical Sciences,  
3 Tsyurupy str .,  117418, Moscow, Russia;

2Scientific-Research Institute of Biomedical Chemistry V .N . Orehovicha Russian Academy of Medical Sciences,  
10 Pogodinskaya str ., 119121, Moscow, Russia;

3South Ural State Medical University,  
64 Vorovsky str ., 454092, Chelyabinsk, Russia

A review of the analysis of the causes of non-reproducibility of the effects of lymphocyte RNA during regeneration and immuno-
genesis . The necessity to take into account the variability of RNA properties when the functional regimen of lymphocytes varies 
in different phases of regenerative process and immune response is emphasized .

Keywords: regeneration; immunogenesis; lymphocyte RNA; developmental processes .

For citation:  Babaeva A .G ., Gevorkyan N .M ., Tishevskaya N .V . Adaptive variability of total RNA in lymphoid cells as a cause 
for non-reproducibility of its effects .  Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and 
Experimental Therapy, Russian Journal). 2019; 63(1): 91-98 . (in Russian) . 

DOI: 10.25557/0031-2991.2019.01. 91-98
For correspondence:  Gevorkyan N.M., e-mail: gevorkiann@yandex .ru
Acknowledgments. The study had no sponsorship .
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest .
Received 27 .09 .2017



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

92

Обзоры

За последние годы изучение эффектов РНК, кото-
рые указывают на возможность их использования в ме-
дицинской практике, вызывает особый интерес. Уже 
создано немало РНК-содержащих препаратов, которые 
пополнили арсенал лечебных средств. Источником РНК 
для их изготовления служат в основном либо пекарские 
дрожжи, либо органы и ткани крупного рогатого скота 
(КРС). Различают четыре разновидности препаратов 
РНК: 1) дрожжевые, 2) органные, 3) лимфоцитарно-ма-
крофагальные, активированные иммунным процессом 
и 4) лимфоцитарно-макрофагальные, активированные 
репаративными процессами, (морфогенетически актив-
ные. Нами обнаружено, что экзогенная суммарная РНК 
интактных лимфоидных клеток также обладает высо-
ким морфогенетическим потенциалом [1]. Лечебное 
действие этих препаратов разное и пока охарактеризо-
вано лишь кратко из-за отсутствия достаточных сведе-
ний. Так, препараты РНК из дрожжей (НКАД, нуклеи-
нат натрия, ридостин, полирибонат, виталанг-2) оказы-
вают выраженное неспецифическое стимулирующее 
действие на иммунную систему. Они усиливают гумо-
ральный иммунный ответ на тимус-зависимый антиген, 
ускоряют миграцию Т-лимфоцитов и макрофагов, уси-
ливают лейкопоэз.

Особенностью следующей группы препаратов, вы-
деленных из органов и тканей КРС (органные РНК), 
является их корригирующее действие на пролифера-
цию и дифференцировку клеток органа, гомологично-
го органу-источнику суммарной РНК. Действие этих 
препаратов строго органоспецифично. Показана сти-
муляция восстановительных процессов печени, мио-
карда, кости, легких под влиянием суммарной РНК и 
рибонуклеопротеинов (РНП) гомологичных органов 
[2, 3]. Отсутствие аллогенного и ксеногенного ограни-
чений в действии РНК дает возможность использовать 
эти препараты для органотерапии. Так, немецкой фир-
мой Dyckerhoff Pharma создано 50 органных препара-
тов РНК, в том числе и лимфоидных, объединенных 
общим названием Regenerezen.

Наиболее изученными являются эффекты, вызыва-
емые экзогенной иммунной РНК (РНК лимфоидных 
клеток и макрофагов иммунизированных животных). Это 
самая многочисленная группа препаратов РНК. Многи-
ми исследователями показано [4], что препараты иммун-
ной РНК обладают способностью передавать иммуноло-
гическую информацию интактным реципиентам, вос-
производить у них все формы иммунного ответа, 
обеспечивать иммунологическую память и признаки вто-
ричного иммунного ответа, заменять необходимость по-
вторного введения антигена при изготовлении вакцин. 

Несмотря на успехи в этом направлении, есть дан-
ные, в которых из-за частой невоспроизводимости ука-

занных эффектов ставится под сомнение тот факт, что 
их обеспечивает именно РНК.  

О нестабильности результатов при РНК-терапии 
упоминают и другие авторы [2, 5]. Однако какова ре-
альная частота невоспроизводимости эффектов 
РНК, неизвестно. Обычно в публикациях не отра-
жают степень невоспроизводимости эксперимен-
тальных и клинических наблюдений, так как прак-
тика публикаций отрицательных результатов огра-
ничена лишь случаями опровержения уже устояв- 
шихся фактов.

Это обстоятельство может вызвать серьезные затруд-
нения как в обеспечении эффективности лечения, так 
и в создании препаратов РНК со стабильными предска-
зуемыми свойствами. По-видимому, именно это и яв-
ляется причиной странной ситуации, когда при доста-
точно большом количестве данных об РНК как субстра-
те, обеспечивающем перенос иммунологической 
информации и  иммунологическую память, упомина-
ния об этом свойстве РНК в современных учебниках 
нет. Не исключено, что определенную роль в этом сы-
грал Ф. Бернет [6], который скептически высказывает-
ся в отношении открытия Ф. Адлера и М. Фишмэна [7] 
о возможности переноса иммунологической информа-
ции с помощью иммунной РНК. Автор приводит ряд 
доводов в пользу того, что это открытие может быть ар-
тефактом, и, более того, ссылается на такой авторитет 
в иммунологии, как Н. Ерне, который в частной беседе 
говорил, что ему не удалось подтвердить эти данные. 
Как писал известный натуралист Ж. Бюффон, «ничто 
так не заразительно, как заблуждение, поддерживаемое 
громким именем». Безусловно, мнение таких автори-
тетных ученых могло укрепить неуверенность в том, что 
функцию переноса осуществляет именно иммунная 
РНК, но оно не может остановить поиск того субстра-
та, который его осуществляет, так как факт переноса 
иммунологической информации иммунными лимфо-
цитами не подвергается сомнению. Следовательно, ли-
бо в иммунных лимфоцитах есть другой субстрат, осу-
ществляющий эту функцию, либо не найдены условия, 
способствующие осуществлению этой функции РНК. 

Согласно концепции Лоуренса о «факторе перено-
са» [8], в лейкоцитах крови доноров при сенсибилиза-
ции образуется некий фактор, точная природа и меха-
низм действия которого остаются невыясненными [9]. 
В виде предположения было указано [10], что факто-
ром переноса является двуспиральная РНК. Большин-
ство же иммунологов сходится во мнении, что «факто-
ра переноса» не существует, что в лейкоцитах есть ком-
поненты, обладающие адъювантным свойством. В то 
же время Л. Йегер отмечает, что эффекты, вызывае-
мые этим фактором, часто невоспроизводимы [5]. 
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Тем не менее, поиски «фактора переноса» продол-
жаются и по сей день, в том числе и среди разных био-
логически активных веществ, и среди микро-РНК. Не 
прекращались также и поиски причин противоречиво-
сти данных о переносной способности лимфоцитарной 
суммарной РНК, на том основании, что если это свой-
ство когда-то проявилось, значит, оно присуще данно-
му субстрату, а отсутствие его выявления связано с не-
выясненными условиями его функционирования.  

К решению этой проблемы вернулись в связи с по-
явлением новой экспериментальной модели, касающей-
ся морфогенетической функции лимфоцитов, изучения 
механизмов ее реализации и создания препаратов 4-й 
группы: суммарной РНК лимфоидных клеток, активи-
рованных восстановительными процессами.

Изучение механизмов реализации морфогенети-
ческой функции лимфоцитов дает основание утверж-
дать, что невоспроизводимость эффектов РНК, в том 
числе и иммунной, имеет много скрытых причин, ко-
торые не учитываются при попытке их воспроизведе-
ния. Причины эти связаны с особыми свойствами как 
самой лимфоцитарной РНК, так и процессов, проис-
ходящих с ее участием. Сходство принципов функци-
онирования лимфоцитов при реализации иммуноло-
гической и морфогенетической активностей [1] дает 
основание предполагать, что причины, обнаруженные 
при выявлении морфогенетической функции, окажут-
ся сходными с таковыми и в случае иммунной РНК. 

Воспроизводимость результатов является одним из 
самых главных правил экспериментального анализа, 
позволяющих перевести наблюдаемые явления из раз-
ряда предполагаемых в категорию установленных оче-
видных фактов. Однако невоспроизводимость требу-
ет особо скрупулезной корректности оценки наблюда-
емых морфофункциональных проявлений. Надежность 
оценки обеспечена строгими правилами и жесткими 
требованиями к используемым методам исследований 
и прежде всего к тест-системам. Они должны быть 
адекватными и однозначно отражающими анализиру-
емое явление. В ряде случаев для установления значи-
мости факта может потребоваться дополнительный 
анализ.  Самые простые примеры – это такие призна-
ки как увеличение массы органа или определение уров-
ня пролиферативной активности по митотическому 
индексу. Это может быть, как, проявлением реально-
го увеличения морфогенетической активности клеток, 
так и результатом патологического изменения органа, 
или  отражением замедления процесса пролиферации 
за счет изменения скорости деления клеток. 

Далее мы остановимся лишь на тех методических 
деталях экспериментального вмешательства, которые 
нередко не соблюдаются как малозначимые. На самом 

деле эти, кажущиеся «малозначимыми», детали, как 
показал анализ данных литературы и многолетний лич-
ный опыт экспериментальной работы, играют решаю-
щую роль для правильной оценки изучаемого явления. 
Они могут коренным образом изменить конечный ре-
зультат, вызвать его итоговую нестабильность и неод-
нозначность. То, каким образом и как этот фактор вли-
яет на межтканевые и межклеточные взаимодействия, 
на взаимодействия между регуляторной системой и ее 
мишенью, целесообразно проследить на конкретных 
примерах. Важно то, что подавляющее большинство 
противоречивых данных выявляется при  изучении 
процессов развития – как в норме, так и при патоло-
гии, – особенно в условиях воздействия на них различ-
ных факторов с целью их модуляции. 

Частота неоднозначных результатов повышается в 
тех случаях, когда изучается фазовый характер процес-
са, особенно когда меняется активность модулятора, ре-
активность органа-мишени и системы регуляции. Не-
знание этих особенностей процессов развития или не-
внимательное к ним отношение как раз и могут быть 
скрытой причиной получения противоречивых эффек-
тов. В нашу задачу входит анализ подобных ситуаций с 
целью выявления возможных источников ошибочных 
выводов на примере изучения морфогенетической и им-
мунологической активностей лимфоидных клеток и их 
суммарной РНК, изменчивости проявлений их актив-
ности при таких фазовых процессах как регенерация и 
иммуногенез. Из множества процессов развития выбра-
ны именно эти процессы, а в качестве индуктора выбра-
на суммарная РНК, во-первых, потому, что регулятор-
ная роль лимфоцитов и их РНК при регенерации и при 
иммунном ответе исследованы довольно планомерно, 
и мы располагаем большим личным эксперименталь-
ным материалом их изучения; во-вторых, четко пока-
зана ключевая роль лимфоцитов в реализации регене-
рационного и иммунного ответов, переноса регенера-
ционной и иммунологической информации и явле- 
ния регенерационной и иммунологической памяти; 
в-третьих, установлено, что эти функции лимфоидных 
клеток обеспечивает выделенная из них суммарная РНК 
[1, 3], и при адоптивном переносе она воспроизводит 
эффекты самих клеток, присущие им в момент выделе-
ния из них РНК; в-четвертых, способность РНК вос-
производить указанные эффекты лимфоидных клеток 
может быть использована для изготовления эффектив-
ных лечебных препаратов, не имеющих ни аллогенно-
го, ни ксеногенного ограничений.

Морфогенетическую активность лимфоцитов и их 
суммарной РНК оценивают по их каталитической и 
индукционной способности воспроизводить и моду-
лировать у реципиента морфогенетические процессы, 
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цито- и гистогенез, дифференцировку клеток, а также 
влиять на скорость этих процессов и в целом – на рост 
органа, его массы. Иммунологическую активность 
лимфоцитов и их РНК оценивают по их способности 
воспроизводить различные признаки иммунного от-
вета, скорость и степень их выраженности. 

В целом использованные методы имеют четкие мор-
фологические или функциональные признаки, которые 
позволяют судить о морфофункциональном состоянии 
изучаемого органа и получить его количественную оцен-
ку. В частности, если речь идет о таком показателе, как 
митотический индекс или увеличение массы органа, то 
увеличение этих показателей без дополнительных ана-
лизов не означает прогрессивное развитие процесса.  
Как уже указывалось, повышение митотического ин-
декса может означать не только рост митотической ак-
тивности, но также и его торможение: удлинение вре-
мени митотического цикла, что приводит к накоплению 
делящихся клеток в препарате. Такая ситуация, к при-
меру, возникает в результате снижения процессов ме-
таболизма и скорости деления клеток и наблюдается 
при гипотермии, при злокачественном росте, а также у 
животных, впадающих в зимнюю спячку. 

Некоторые исследователи увеличение митотиче-
ского индекса в экспериментальных условиях гипотер-
мии трактуют однозначно, без дополнительных дока-
зательств, как увеличение пролиферативной активно-
сти. Однако согласно элементарной логике, снижение 
метаболизма, отмечаемое всеми авторами, приводит к 
снижению энергетического потенциала, что не может 
способствовать осуществлению такого энергозатрат-
ного процесса, как митоз, особенно  преодолению са-
мой энергетически емкой фазы митоза – разделения 
на дочерние клетки.  Поэтому клетки застревают в по-
следней фазе цикла, что приводит к их накоплению в 
препарате. Именно по этой причине получены данные, 
которые расцениваются как противоречивые, в то вре-
мя как на самом деле эти данные подтверждают друг 
друга. Мышам с опухолью Герена вводили транспорт-
ную или рибосомную РНК, полученную из клеток го-
мологичной опухоли [11]. Это приводило к резкому 
снижению (на 40%) в опухолевых клетках уровня син-
теза ДНК, на фоне которого наблюдалось небольшое 
(15%) повышение митотического индекса (разнона-
правленности этих показателей не бывает!). Следова-
тельно, высокий митотический уровень в опухолевых 
клетках, расцениваемый как показатель их пролифе-
ративной активности, в ряде случаев отражает замед-
ление процессов деления. Способом проверки досто-
верности стимуляции митотической активности явля-
ется определение соотношения фаз митозов, индекса 

меченых ядер и митотического индекса, а также уве-
личение массы опухоли.

Аналогично этому, увеличение массы органа мо-
жет быть обусловлено патологическим процессом: от-
еком, кровенаполнением органа, его жировой или кле-
точной инфильтрацией, кистозным перерождением, 
малигнизацией и т.д. Истинная природа этих измене-
ний определяется дополнительным изучением гисто-
структуры органа, а также гистологическим изучени-
ем соотношения фаз митоза (увеличение количества 
поздних фаз – анафазы и телофазы – и уменьшение 
дифференцированных клеток указывает на торможе-
ние; например, число ретикулоцитов в перифериче-
ской крови при регенерации кроветворной ткани). 

Довольно много ошибочных выводов при оценке 
результатов, ориентированных на изменение митоти-
ческого индекса, было сделано до открытия законо-
мерностей митотического цикла, когда  не было из-
вестно, что от момента стимуляции пролиферации до 
момента появления митозов – довольно длительный 
период, и что поиск изменений вскоре после воздей-
ствия бессмыслен. Для каждой ткани этот срок инди-
видуален –  к примеру, в случае регенерации печени 
он составляет примерно одни сутки. По неопровержи-
мым данным, направленность изменения численно-
сти ДНК меченых ядер и митотического индекса всег-
да одинакова.  

При оценке морфогенетической и иммунологиче-
ской активности лимфоцитов сроки с момента получе-
ния сигнала к активации цитогенеза до момента его ре-
ализации в виде митоза могут быть и существенно про-
должительнее. Реализация сигнала происходит по 
строго определенным правилам. Прежде всего, индук-
тор-лимфоцит и его суммарная РНК на протяжении лю-
бого нормального и патологического процесса разви-
тия – разные. До синтеза соответствующих РНК клет-
ка морфогенетически ареактивна, и морфогенетическая 
активность выделенного из нее препарата РНК в этот 
латентный период отсутствует. Затем, еще до проявле-
ния начальных признаков регенерации в оперирован-
ном органе, лимфоциты донора и их РНК приобретают 
индукционную  способность и при переносе реципиен-
ту соответствующим образом изменяют морфогенети-
ческую активность его лимфоцитов. На высоте проли-
феративной активности в оперированном органе доно-
ра и лимфоциты, и выделенная из них РНК утрачивают  
индукционную  способность. В этот и последующий пе-
риоды ее сменяет способность ингибировать пролифе-
рацию клеток-мишеней  реципиента. Из этих данных 
следует, что и лимфоциты, и их суммарная РНК, выде-
ленная на разных сроках регенерационного процесса в 
оперированном органе донора, имеют разную морфо-
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генетическую активность – как по степени выраженно-
сти, так и по направленности действия. Показано, что 
эти различия при регенерации обусловлены в лимфо-
идной регуляторной системе изменением соотношения 
Т-лимфоцитов, обладающих стимулирующим (CD4+ 
Т-лимфоциты) и тормозящим (цитотоксические CD8+ 
Т-лимфоциты) пролиферацию свойством. Без опреде-
ления динамики изменения свойств РНК и учета этой 
динамики противоречивость результатов очень вероят-
на. Вероятность эта увеличивается в тех случаях, когда 
сроки между сменой фаз короткие. В ряде случаев для  
получения противоречивых данных достаточно несо-
впадения во времени начала проведения опытов всего 
в несколько часов. Эта закономерность изменения 
свойств лимфоцитов подробно изучена при регенера-
ции  многих органов (печени, почки, кроветворной тка-
ни, слюнных желез) [12, 13] и подтверждена при изуче-
нии динамики изменения свойств суммарной РНК лим-
фоцитов при постгеморрагической регенерации 
кроветворной ткани [1].

Аналогичная динамика характерна и для развития 
иммунного процесса, в частности, при антителогенезе 
в ответ на введение тимусзависимого антигена (эритро-
цитов барана, ЭБ). Лимфоциты, выделенные в разные 
сроки после введения антигена, обладают неодинако-
выми индукционными свойствами при их переносе син-
генным реципиентам. На кривой, отражающей дина-
мику способности лимфоцитов индуцировать антите-
логенез у реципиентов, также наблюдается латентный 
период (ареактивность лимфоцитов), фаза стимуляции 
и фаза угнетения [1]. Так же, как и при морфогенетиче-
ской функции, выраженность иммунологической функ-
ции – уровень активности первой или второй фазы – 
определяется количеством и соотношением Т-хелперов 
и Т-супрессоров/цитотоксических лимфоцитов, CD4+/
CD8+. Проверка показала, что направленность действия 
лимфоцитарной суммарной РНК совпадает с таковой 
самих лимфоцитов [1]. Изменение морфогенетической 
активности этих клеток при восстановительных процес-
сах способно изменить динамику их иммунологической 
реактивности, меняющейся в соответствии с их морфо-
генетической активностью [12].   

Определение антителообразующей способности 
лимфоцитов оперированных животных с регенерацией 
внутренних органов и кроветворной ткани в разные сро-
ки после частичной их утраты в результате оперативно-
го вмешательства показало, что в ответ на одинаковую 
дозу одного и того же антигена в разные сроки после 
вмешательства уровень антителогенеза разный [6, 12, 
14]. Это особенно четко выявляется при изучении   ан-
тителогенеза методом Макинодана и Олбрайт [15]. Суть 
метода заключается в том, что встреча лимфоцитов с ан-

тигеном (ЭБ) происходит в организме летально облу-
ченных животных, которые являются как бы живой про-
биркой. В этих условиях иммунный ответ может осу-
ществляться только за счет пересаженных лимфоцитов, 
что позволяет оценить потенциальную способность к 
антителогенезу в ответ на один и тот же антиген в оди-
наковой дозе  на каждом конкретном сроке в течение 
всего регенерационного процесса. Анализ уровня этой 
способности свидетельствует о том, что при повыше-
нии морфогенетической активности лимфоцитов по-
вышается и их иммунологическая реактивность, и нао-
борот, при снижении морфогенетической активности 
снижается и способность лимфоцитов  к иммунному от-
вету. Этот параллелизм закономерен, также как законо-
мерно и изменение направленности регуляторного дей-
ствия суммарной РНК, соответствующее таковой самих 
лимфоцитов в момент выделения из них РНК. Усиле-
ние эффективности действия суммарной РНК лимфо-
цитов при сочетании двух однонаправленных динами-
ческих процессов, по-видимому, объясняется суммаци-
ей их эффектов, обусловленных многими факторами, в 
том числе и соотношением Т-лимфоцитов CD4+/CD8+, 
играющим ключевую роль в реализации этого сложно-
го взаимодействия, которое обусловлено суммацией ак-
тивностей  индуктора и мишени. Это позволит понять 
«непредсказуемые» эффекты экзогенной РНК и целе-
направленно изменять их в желаемом направлении.

Таким образом, фазовое изменение свойств РНК 
является весьма вероятной причиной отличий как на 
уровне морфогенетических, так и иммунологических 
эффектов, что создает иллюзию их невоспроизводи-
мости. 

Источником ошибочного заключения может быть 
и изменчивость свойств самой ткани регенерирующе-
го органа-мишени при реализации регуляторной функ-
ции лимфоцитов. Это установлено не только в опытах, 
свидетельствующих о разной реактивности нормаль-
ной и регенерирующей ткани-мишени на воздействие 
суммарной РНК нормальных лимфоцитов, что можно 
объяснить вмешательством в процесс регуляции эндо-
генных факторов. Неоспоримым доказательством из-
менения морфогенетических свойств ткани регенери-
рующего органа являются факты, указывающие на из-
менение ее реактивности в ответ на различные 
воздействия и на приобретение ею ростстимулирую-
щего влияния на гомологичный интактный орган нор-
мальных животных. Так, РНП регенерирующей пече-
ни, гипертрофирующегося легкого, РНК регенериру-
ющей кости, особенно выделенной из костной мозоли, 
стимулируют пролиферацию и ускоренный рост гомо-
логичной ткани у нормальных животных, независимо 
от их вида. РНП и РНК из нормальных тканей такого 
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действия на нормальные гомологичные ткани-мише-
ни в те же сроки не оказывают [2]. Какова динамика 
чувствительности регенерирующего органа к воздей-
ствию органной экзогенной суммарной РНК и как ме-
няется способность последней воздействовать на тка-
ни органа-мишени, изучено слабо. Имеются лишь кос-
венные данные, которые дают основание полагать, что 
свойства РНК регенерирующей ткани меняются в свя-
зи с переходом на модус ускоренной пролиферации.

Самые сложные и на вид необъяснимые эффекты на-
блюдаются в отношении  процессов развития, к приме-
ру, регенерирующего органа, под действием препаратов 
нормальной и активированной экзогенной суммарной 
РНК лимфоидных клеток. В этом случае реактивность 
органа зависит от его собственной чувствительности, так 
как  он подвергается действию не только экзогенной сум-
марной РНК, наделенной определенной активностью, 
но и действию эндогенных факторов, меняющихся в за-
висимости от фазы регенерационного процесса. В ре-
зультате такого взаимодействия могут проявиться разные 
эффекты экзогенной РНК. Как на ранних, так и на позд-
них стадиях регенерационного процесса введение сум-
марной РНК нормальных лимфоцитов понизит стиму-
лирующий эффект в фазе стимуляции и ингибирующий 
– в фазе торможения. РНК активированных лимфоци-
тов со стимулирующими свойствами до определенной 
степени усилит эффект фазы стимуляции регенерации, 
после чего, по законам авторегуляции, последует фаза 
торможения, а РНК лимфоцитов с ингибирующим свой-
ством, введенная на стадии торможения регенерации, 
усилит ингибирующий эффект. При воздействии лим-
фоцитарной РНК на поврежденный орган-мишень ме-
няется и его резистентность к этому повреждающему 
агенту. Суммарная РНК клеток костного мозга интакт-
ных животных, введенная реципиентам за 30 мин и за 2 
ч до их сублетального γ-облучения, способствует усилен-
ной регенерации крови и предотвращает полномасштаб-
ное развитие лучевой болезни и гибель животных. При  
введении РНК за 6 ч до облучения активация процесса 
эритропоэза уже не наблюдалась, а радиоустойчивость 
проявлялась только в том, что предотвращала гибель всех 
животных в этой группе, в отличие от контрольной [16]. 

О том, что защитное действие зависит от свойств са-
мих клеток-мишеней, свидетельствуют опыты с культу-
рой эритробластических островков (ЭО) костного мозга 
(КМ) подопытных животных. ЭО КМ реципиентов, по-
лучивших препарат суммарной РНК КМ нормальных 
животных за 30 мин до облучения, оказались наиболее 
чувствительными к корригирующему действию препа-
рата и проявляли все признаки стимуляции эритропоэ-
за. ЭО КМ реципиентов этого же препарата, введенного 
за 2 часа до облучения, проявили признаки стимуляции 

эритропоэза, но в менее выраженной степени. Реактив-
ность ЭО КМ реципиентов этого препарата, введенного 
за 6 часов до облучения, значимо не отличалась от тако-
вой у контрольных животных. Такая динамика протек-
торных эффектов РНК дает основание предполагать, что 
отсутствие эффекта защиты обусловлено не отсутствием 
морфогенетической функции лимфоцитарной РНК, а 
другими причинами, так как  РНК во всех этих случаях 
одинакова. Возможно, это связано с кинетикой митоти-
ческого цикла кроветворных клеток. 

Стимулирующая РНК, введенная на стадии тор-
можения, и ингибирующая РНК, введенная на стадии 
стимуляции, могут привести к полной нейтрализации 
действия эндогенных факторов и, соответственно, к 
отсутствию какого-либо ожидаемого эффекта вводи-
мой РНК, в случае равенства активности этих антаго-
нистических факторов. Возможна также инверсия эф-
фекта эндогенных факторов под действием большей 
активности введенной экзогенной РНК или уменьше-
ние уровня изначального эффекта эндогенного фак-
тора в случае его превосходства по сравнению с актив-
ностью экзогенной РНК. 

Играет ли какую-то роль изначальный уровень про-
лиферативной активности регенерирующего органа и 
влияет ли он на чувствительность к препаратам экзоген-
ной суммарной РНК, не изучено, но то, что он суще-
ственно влияет на результат при определении морфоге-
нетической активности препарата, очевидно. Это опре-
деляется тем, что одним из главных показателей действия 
препарата служит изменение митотической активности 
клеток органа-мишени. И важно то, что характер этих 
изменений таит в себе опасность ошибочных выводов. В 
основе этого лежит неодинаковая реактивность разных 
тканевых структур к различным воздействиям. 

По способности клеток тканей к пролиферации в 
нормальных условиях (физиологическая регенерация) 
различают стабильные и лабильные ткани. В норме ста-
бильные ткани имеют очень низкий митотический ин-
декс, что может служить препятствием для правильной 
оценки изменения уровня пролиферации их клеток, 
когда они служат тканью-мишенью. Это вызывает оди-
наковые затруднения при  определении эффектов как 
стимулирующих, так и ингибирующих препаратов эк-
зогенной суммарной РНК. Для устранения этих затруд-
нений в эксперименте предпринимают воздействия, ме-
няющие стартовый уровень пролиферации клеток этих 
органов в сторону усиления. Такая стимуляция может 
быть вызвана запуском процесса регенерации в ответ на 
рентгеновское облучение в малых дозах. Обычно требо-
вания к тест-системам следующие. Стимулирующие 
препараты следует тестировать на тканях с исходно низ-
кой митотической активностью. А тормозящие проли-
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ферацию – на тканевых системах со средней пролифе-
ративной активностью: при очень низкой митотической 
активности трудно зарегистрировать ее уменьшение, а 
при очень высокой можно пропустить слабое торможе-
ние. Поэтому проверку эффективности изучаемых пре-
паратов РНК и их последующее лечебное использова-
ние целесообразно проводить с учетом фазы процесса 
в ткани-мишени. Показано, что такой подход повыша-
ет (в разы) эффективность их действия.  Надо стремить-
ся, чтобы действие эндогенных регуляторных факторов 
совпадало с направленностью действия лекарства, что 
усилит его эффективность.

Вариабельность результатов действия РНК лимфо-
цитов может стать поводом для сомнений в том, что 
именно РНК несет ответственность за реализацию дей-
ствия лимфоидных клеток, и именно она обеспечивает 
перенос морфогенетической и иммунологической ин-
формации. А причиной сомнений может быть  невнима-
тельное отношение к срокам изъятия РНК из лимфоци-
тов после их активации и к срокам ее введения реципи-
енту после начала процессов развития. Однако такая 
вариабельность эффектов является лишь свидетельством 
зависимости их проявления от определенных условий, 
от изменчивости функций лимфоцитов, обусловленных 
разными причинами, в том числе условиями внешней и 
внутренней среды. Поэтому утверждать, что эти эффек-
ты невоспроизводимы, можно лишь при полной иден-
тичности условий постановки опыта. Что же касается из-
менения чувствительности ткани регенерирующего ор-
гана-мишени к воздействию экзогенной РНК на разных 
сроках его регенерации, то к приведенным данным, в ка-
честве подтверждения  этой точки зрения, можно доба-
вить еще некоторые примеры о влиянии лимфоцитов на 
регенерационный процесс [12] и о попытках РНК-
терапии онкологических заболеваний [5].

Эффекты, обнаруженные при использовании ин-
дивидуальной иммунной РНК, полученной при имму-
низации антигеном из опухоли больного, противоре-
чивы [5]. И это закономерно, так как онкогенез явля-
ется процессом развития, а,  следовательно, и свойства 
опухоли, и состояние эндогенных средств защиты, и 
реактивность также меняются в процессе заболевания. 

В этом отношении вариабельность результатов уве-
личивает число примеров невоспроизводимости эф-
фектов РНК. Мы рассмотрели некоторые возможные 
скрытые причины этого явления. Однако такой ана-
лиз будет неполным, если оставить без внимания не-
воспроизводимость  эффектов РНК, обусловленную 
неадекватностью тест-системы оценки и неправиль-
ной трактовкой полученных результатов.

Тест-системы должны полностью соответствовать  
поставленным задачам, но и не допускать разночтения 

и двоякого толкования результатов. Об этом уже упо-
миналось, это касается не только оценки уровня про-
лиферации, но и уровня альтераций, в частности, вы-
зываемых воспалительной реакцией. Для оценки по-
следней  адекватным методом считают определение 
степени инфильтрации лимфоцитами органа-мише-
ни. Для констатации самого факта взаимодействия ин-
дуктора и органа-мишени этого достаточно, но на са-
мом деле не ясно, на что она направлена – на уничто-
жение опухоли или на усиление ее роста за счет 
действия морфогенетически активных лимфоцитов? 
Решить этот вопрос можно с помощью иммунофер-
ментного окрашивания, позволяющего определить по-
пуляционный состав инфильтрата.  

Ошибочная трактовка результатов может быть об-
условлена нейтрализацией эффектов. В случае, когда 
эндогенные факторы сильнее активности экзогенной 
лимфоидной РНК, проявляющийся эффект не соот-
ветствует направленности действия препарата, и мож-
но прийти к ошибочному выводу о несоответствии дей-
ствия препарата вызываемому эффекту. 

В целом, подводя итог, можно прийти к следую-
щему заключению. Невоспроизводимость эффектов 
экзогенной РНК является результатом того, что ее вза-
имодействие с регуляторными факторами организма 
реципиента и его  органом-мишенью происходит в не-
одинаковых условиях. Действующий на лимфоцит сти-
мул вызывает изменение уровня, но не направленно-
сти, его индукционной способности – как иммуноло-
гической, так и морфогенетической. Эта унипо- 
тентность четко проявляется в клеточной культуре. Эф-
фект этой же самой РНК in vivo может быть иным, да-
же противоположным, что обусловлено ее совместным  
действием с другими факторами в организме реципи-
ента. В отличие от действия РНК на культуру клеток, 
в  системе организма вступает в силу явление сумма-
ции эффектов. Это порождает вариабельность резуль-
татов в ответ на одно и то же воздействие,  и можно по-
лучить полную палитру вариантов невоспроизводимо-
сти РНК-эффектов, вплоть до их отсутствия.  

Менее изучена, но четко прослеживается зависи-
мость конечных эффектов, оказываемых препаратами 
экзогенной РНК, от изменяющейся чувствительности 
органа-мишени в процессах нормального и патологи-
ческого развития. Эта зависимость особенно значима 
для оценки действия иммунной РНК, так как потреб-
ность в лечебных средствах именно этой разновидно-
сти и в настоящее время, и в перспективе очень велика. 

Решение вопроса о способности препаратов сум-
марной РНК лимфоидных клеток заменять корриги-
рующее действие самих лимфоцитов [1] приобретает 
особую актуальность. 
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Одной из ведущих проблем акушерства остается гестоз . В связи с инвазивностью и этическими проблемами использова-
ния большинства методов изучения тканей фетоплацентарного комплекса, поиск адекватных экспериментальных моделей 
гестоза является актуальной задачей современной фармакологии и  экспериментальной терапии . Цель исследования – 
экспериментальное обоснование использования модели гестоза у крыс, вызванного введением ингибитора NО-синтазы 
Nω-нитро-L-аргинином, в доклиническом изучении потенциальных веществ для лечения и профилактики гестоза и пла-
центарной дисфункции . Методика. Экспериментальный гестоз вызывали введением ингибитора NО-синтазы Nω-нитро-
L-аргинина в дозе 50 мг/кг с 13-го по 19-й день гестации у крыс . Результаты . Установлено, что Nω-нитро-L-аргинин вызы-
вает гипертензию, протеинурию, повышение уровня эндотелина в сыворотке крови, нарушения гистоструктуры плаценты, 
матки, печени, почек, что приводит к развитию плацентарной дисфункции, почечной и печеночной неполноценности . 
Полиорганные изменения нарушают внутриутробное развитие плодов крыс, что проявляется задержкой их роста и раз-
вития: снижение массы тела и кранио-каудального размера . Заключение. Полученные данные соответствуют клиниче-
ской и морфологической картине гестоза беременных, что позволяет использовать данную экспериментальную модель 
патологии при доклинических испытаниях лекарственных препаратов, предназначаемых для лечения и профилактики 
данного заболевания .
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Gestosis remains one of the main problems in obstetrics . Due to the invasiveness and unethicality of most methods for studying 
tissues of the fetoplacental complex, searching for adequate experimental models of gestosis is a relevant challenge of modern 
pharmacology . The aim of the study was to experimentally substantiate the use of Nω-nitro-L-arginine, the NO synthase inhibitor, 
to model gestosis in rats for pre-clinical study of candidate substances for the treatment and prevention of gestosis and placen-
tal dysfunction . Methods. Experimental gestosis was induced in rats with the NO-synthase inhibitor, Nω-nitro-L-arginine (50 mg/
kg s .c ., from day 13 to day 19 of gestation) . Results. Nω-nitro-L-arginine induced hypertension; proteinuria; an increase in serum 
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impairment . The multisystemic changes impaired the fetal development, which was evident as a delay in fetus growth and matu-
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Введение
Гестоз остается ведущей причиной формирова-

ния плацентарной дисфункции (ПД), которая сопро-
вождает практически все виды патологического тече-
ния беременности [1, 2]. Частота встречаемости ге-
стозов составляет от 7 до 22% в зависимости от 
региона проживания [3–5]. В последние годы было 
доказано, что ключевым звеном гестоза является эн-
дотелиальная дисфункция [6, 7], приводящая к раз-
витию классической триады симптомов (гипертен-
зия, протеинурия, отеки) и задержке внутриутробно-
го развития плода (ЗВУРП) [8, 9]. Дети, перенесшие 
в перинатальном периоде синдром ЗВУРП, в после-
дующем имеют высокий риск развития гипертониче-
ской болезни, сахарного диабета, неврологических 
заболеваний [10, 11]. Несмотря на наибольшую объ-
ективность и достоверность получаемых результатов, 
изучение инвазивными методами системы мать-
плацента-плод практически невозможно из-за высо-
кого риска и этических проблем применения боль-
шинства диагностических технологий. Поэтому раз-
работка адекватных экспериментальных моделей 
гестоза и плацентарной дисфункции является акту-
альной задачей экспериментальной терапии и клини-
ческой фармакологии [12]. Цель исследования – экс-
периментальное обоснование использования модели 
гестоза у крыс, вызванного введением ингибитора 
NО-синтазы Nω-нитро-L-аргинином, в доклиниче-
ском изучении потенциальных веществ для лечения 
и профилактики гестоза и плацентарной дисфункции. 

Методика
Экспериментальные исследования выполнены в со-

ответствии с «Общими этическими принципами экспе-
риментов на животных» в соответствии с положениями 
«Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, которые используются для экспериментальных 
и других научных целей» (Страсбург, 1986) [[13, 14]. Ра-
бота одобрена этической комиссией университета.

В эксперименте использовали 20 самок белых не-
линейных крыс (массой 200-220 г), выращенных в ви-

варии Центральной научно-исследовательской лабо-
ратории Национального фармацевтического универ-
ситета. Все экспериментальные животные содержались 
в стандартных санитарных условиях вивария. При от-
боре животных для эксперимента самок с установлен-
ным эстральным циклом в фазе эструс подсаживали к 
самцам из расчета 3 самки на самца. Дату 1-го дня ге-
стации определяли по наличию сперматозоидов в маз-
ках [15]. 

Экспериментальный гестоз вызывали введением 
ингибитора NО-синтазы Nω-нитро-L-аргинина 
(NNLA) (Sigma, США) в дозе 50 мг/кг с 13-го по 19-й 
день гестации. Введение NNLA в период гестации при-
водит к появлению симптомов, напоминающих кар-
тину гестоза у беременных женщин (преэклампсия, ги-
пертензия, протеинурия и ЗВУРП) [12, 16]. 

Ежедневно, с 14-го по 19-й день гестации бере-
менным крысам измеряли систолическое и диасто-
лическое артериальное давление с помощью тоно-
метра LE 5001 (PANLAB, S.L. Energia, 112 08940 
Cornell, Spain) и рассчитывали по формуле среднее 
артериальное давление (САД): (2+систолическое ар-
териальное давление*диастолическое артериальное 
давление)/3. Перед эвтаназией (на 20-й день бере-
менности) определяли уровень белка в моче с помо-
щью диагностического набора (Albu Phan, PLIVA-
Lachema Diagnostica s.r.o.). 

На 20-й день беременности под легким эфирным 
наркозом проводили эвтаназию  крыс. На вскрытии 
регистрировали количество желтых тел в яичниках, 
мест имплантации в матке, количество живых и резор-
бированных плодов, на основании чего определяли до- 
и послеимплантационную смертность, общую эмбри-
ональную смертность. Для установления влияние 
NNLA на внутриутробное развитие плодов проводили 
биометрические исследования – измерение массы и 
кранио-каудального размера (ККР) плода. 

В патогенезе гестоза главная роль принадлежит эн-
дотелиальной дисфункции, одним из специфических 
маркеров которой является эндотелин [16]. Поэтому 
было также изучено его содержание в сыворотке кро-
ви крыс методом иммуноферментного анализа с по-
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мощью набора «Эндотелин (1-21)» (Biomedica 
Medizinprodukte GmbH & Co KG», серии 985 С) на им-
муноферментном анализаторе «Stat Fax 303» в лабора-
тории КП «ВТП «Вода».

Для установления влияния NNLA на морфофунк-
циональное состояние тканей маточно-плацентарно-
го комплекса и органы мишени проводили гистологи-
ческое исследование плаценты, матки, почек и пече-
ни. Материал обрабатывали по стандартным гисто- 
логическим методикам [17, 18].

Плаценты целиком фиксировали в 10% растворе 
нейтрального формалина, при вырезании кусочков де-
лали сагиттальные разрезы. Материал обрабатывали 
по стандартным гистологическим методикам: обезво-
живали в спиртах восходящей концентрации, залива-
ли в целлоидин-парафин, срезы толщиной 5-7 мкм 
окрашивали гематоксилином и эозином; Шифф-
перйодной кислотой (для выявления гликогена и фи-
бриноида). Для объективизации полученных данных 
интенсивность отложений гликогена оценивали по 
балльной системе (полуколичественный метод) отдель-
но в разных слоях плаценты. При этом считали:  0 бал-
лов – отсутствие гликогена; 1-2 балла – незначитель-
ное содержание гликогена; 3 балла – умеренное содер-
жание гликогена; 4 балла – значительное содержание 
гликогена.

При морфометрии использовались окуляры ув. х 
15 с сеткой, цена деления 0,01 мм); определяли отно-
сительные размеры децидуальной оболочки, промежу-
точной зоны (трофоспонгиума) и лабиринта. Для ис-
следования гистопрепаратов плаценты использовали 
микроскоп «Бимам Р-12».

Для морфологического исследования фиксирова-
ли в 10% растворе формалина, дегидратировали в спир-
тах восходящей крепости, заливали в целлоидин-па-
рафин. Целлоидин-парафиные срезы (3—5 мкм) об-
разцов тканей матки, печени и почек окрашивали 
гематоксилином и эозином. Срезы стенки маточного 
рога дополнительно окрашивали пикрофуксином по 
Ван-Гизону (для дифференцировки мышечных и кол-
лагеновых волокон), проводили ШИК-реакцию по 
Мак-Манусу с ферментативным контролем с диаста-
зой слюны (для выявления гликопротеинов – ней-
тральных полисахаридов, гликогена), применяли окра-
ску коллоидной гидроокисью железа – метод Хейла 
(для выявления кислых гликозаминогликанов (ГАГ). 
На срезах почек для выявления состояния базальних 
мембран капилляров клубочков и канальцев исполь-
зовали ШИК-реакцию. Микроскопическое изучение 
микропрепаратов матки, печени и почек проводили 
под микроскопом Mikros 400 (Австрия). Микрофото-
графирование изображений осуществляли цифровым 

фотоаппаратом Nicon Col Pix 4500. Фотоснимки обра-
батывали на компьютере Pentium 4GHz с помощью 
программы Nicon View 5.

Статистическую обработку проводили с помощью 
программы «Statistica–5.0» с расчетом среднего и его 
стандартной ошибки, статистическую значимость раз-
личий по критерию Стьюдента (t) при нормальном рас-
пределении и непараметрических критериев (Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney) при его отсутствии, однофак-
торного дисперсионного анализа и критерия 
Ньюмена-Кейлса. Различия считали статистически 
значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Одними из симптомов гестоза беременных явля-
ется повышение артериального давление и протеи-
нурия [16, 19, 20], поэтому представляло интерес изу-
чить влияние NNLA на изменение данных показате-
лей. После первого введения самкам крыс NNLA 
отмечали постепенное статистически значимое повы-
шение среднего артериального давления (САД) в ди-
намике на протяжении 6 сут (табл. 1). На 19-й день ге-
стации показатель САД был выше показателя 13-го дня 
беременности в 1,4 раза. 

Повышение САД у крыс после введения NNLA со-
провождалось протеинурией (табл. 2). На 20-й день бе-
ременности уровень белка в моче у животных состав-
лял 0,86 г/л, что в 29 раз превышает показатель интакт-
ной группы беременных крыс.

Наиболее частым осложнением гестоза считается 
ЗВУРП [8, 21, 22], характеризующийся дефицитом мас-
сы и длины тела плода. Поэтому, необходимо было 
установить влияние NNLA на основные биометриче-
ские параметры, характеризующие эмбрио- и фетоге-
нез, а также оценить степень созревания плодов со 
сниженной массой. 

Введение токсиканта на 6,0% уменьшало коли-
чество жизнеспособных плодов, статистически зна-
чимо увеличивало (в 3,8 раза) эмбриолетальность по 
сравнению с интактными беременными крысами 
(табл. 3). В условиях гестоза наблюдалось статисти-
чески значимое снижение органометрических пока-
зателей развития плодов, таких, как масса тела (на 
15,1%) и ККР (на 7,5%), что свидетельствует о за-
держке их внутриутробного развития. 

Ведущей причиной патогенеза гестоза является 
дисфункция эндотелия, возникающая в результате на-
рушения биосинтеза оксида азота (NO). Наиболее зна-
чимым маркером эндотелиальной дисфункции явля-
ется уровень эндотелина [16]. Введение NNLA бере-
менным самкам крыс вызвало достоверное повышение 
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данного показателя в 2 раза, что подтверждает разви-
тие значительных эндотелиальных нарушений при экс-
периментальном гестозе (табл. 4). 

Известно, что развитие гестоза сопровождается 
ишемическими изменениями вплоть до появления оча-
гов некроза в плаценте, матке и тканях других жизнен-
но важных органов (печени, почках), приводящими к 
нарушению их функции [23]. 

Так, выраженные повреждения структуры пла-
центы при введении крысам NNLА наблюдали в 90% 
случаев. Значительно изменялась архитектоника ор-
гана: децидуальная оболочка и лабиринт были суже-
ны (на 41% и 11% соответственно), трофоспонгиум 
расширен (на 17%). У 35% беременных крыс опреде-
ляли признаки периплацентита – поверхность пла-
центы с плодовой стороны была окружена лейкоци-
тарными массами, проникающими в орган. В трофо-
спонгиуме на месте гликогеновых островков в ряде 
случаев были обнаружены лакуны с лейкоцитарными 
массами. Также были выявлены патологические из-
менения, проявлявшиеся истончением лабиринтно-
го отдела. Морфологическая картина была неодно-
типна, однако все выявленные изменения свидетель-
ствовали о нарушении материнского и фетального 
кровообращения. В пределах одного среза отмечались 
различия в топографических зонах лабиринтного от-
дела: отсутствие кровообращения в центральной зо-
не (как на материнской, так и на фетальной стороне) 
сопровождалось компенсаторным расширением или 
тромбированием сосудов периферической зоны. У 
плодов встречались «пустые» сосуды рядом с сосуда-
ми с нормальным кровенаполнением, а также затром-
бированные материнские лакуны. Встречались за-
тромбированные фетальные балочки, а рядом – кро-
венаполненные материнские, а также спавшиеся 
«пустые» сосуды плода в окружении материнских со-
судов с большим количеством лейкоцитов в просве-
те. Значительное количество лейкоцитов обнаружи-
валось в пупочных сосудах. Отмечены дистрофиче-
ские процессы – перинуклеарные отеки в клетках 
цитотрофобласта. В лабиринтном отделе на материн-
ской стороне плаценты в ряде случаев присутствова-
ло скопление материнской крови с немногочислен-
ными спавшимися сосудами плода, балочная струк-
тура не сохранялась. На фетальной стороне обращали 
внимание растянутые тонкостенные пустые материн-
ские лакуны рядом с пустыми плодовыми балочками, 
эндотелий в которых практически не выявлялся. Ино-
гда такие дегенеративные изменения завершались фо-
кальным некрозом, проявлявшимся гомогенезацией 
структуры балочек и утратой способности к диффе-
ренцированному окрашиванию. Содержание глико-

Таблица 1

Изменение показателей среднего артериального давления крыс 
(мм рт. ст.) под воздействием NNLA на модели экспериментально-
го гестоза (

___
X±SX)

Дни ге-
стации

Группы животных
Интактные беременные 
крысы (контроль), n=10

Экспериментальный ге-
стоз, n=10

13-й 96,5±1,87 114,1±3,26*
14-й 97,2±2,07 118,1±1,79*
15-й 99,1±2,96 118,9±3,77*
16-й 95,8±2,23 121,5±2,21*
17-й 98,9±1,52 122,1±1,32*
18-й 94,4±2,54 121,9±1,49*
19-й 91,8±2,15 124,4± 1,08*

Примечание. * - статистически значимое отклонение по отношению 
к животным группы интактных беременных крыс (контроль,  
р ≤ 0,05); n – количество животных в каждой группе.

Таблица 2

Содержание белка (г/л) в моче крыс на 20-е сут беременности при 
экспериментальном гестозе  (

___
X±SX)

Показа-
тель

Группы животных
Интактные беременные 
крысы (контроль), n=10

Экспериментальный 
гестоз, n=10

Белок г/л 0,03±0,03 0,86±0,09*

Примечание. * - статистически значимое отклонение по отношению 
к животным группы контроля, р ≤ 0,05; n – количество животных в 
каждой группе.

Таблица 3

Влияние Nω-нитро-L-аргинина на показатели эмбрио- и фетоге-
неза (модель экспериментального гестоза,   

___
X±SX)

Показатели Группы животных
Интактные беременные 
крысы (контроль), n=10

Эксперименталь-
ный гестоз, n=10

Количество плодов 9,80±0,33 9,40±1,10
Послеимплантаци-
онная гибель пло-
дов 

0,50±0,22 1,90±0,55*

Масса плодов, г 2,28±0,02 (n1=98) 1,97± 0,08* 
(n1=94)

Кранио-каудаль-
ный размер пло-
дов, см

3,06±0,01 (n1=98) 2,83± 0,07* 
(n1=94)

Примечание. * - статистически значимое отклонение по отношению 
к животным группы контроля, р ≤ 0,05; n – количество животных в 
каждой группе; n1 – количество плодов.

гена в трофоспонгиуме и лабиринте было значитель-
но снижено (на 47% и 55%, соответственно) по срав-
нению с плацентами  группы интактных беременных 
крыс (контроль). 
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На основе анализа гистологических данных видно, 
что при моделировании гестоза введением NNLА в 
матке беременных крыс к 20-м сут гестации домини-
руют гемодинамические нарушения с явлениями по-
вреждений ишемического генеза (парез, стазирование 
крови). Сосудистая декомпенсация сопровождается 
нарушением реологических свойств крови (агрегация 
эритроцитов, разделение форменных элементов и 
плазмы, тромбоз сосудов), признаками эндотелиаль-
ной деструкции (дистрофия эндотелия, нарушение це-
лостности эндотелиальной выстилки кровеносных со-
судов), нарушением проницаемости сосудистой стен-
ки (кровоизлияния, плазморрагия, диапедез эрит- 
роцитов). Другие изменения слизистой и миометрия у 
беременных крыс, наблюдаемые как внеплацентарно, 
так и в плацентарном ложе вторичны. В плаценте под 

влиянием токсиканта развиваются деструктивно-дис-
трофические процессы, как в материнских, так и в фе-
тальных частях плацент, как следствие существенного 
нарушения кровоснабжения.  Особенностью патоло-
гических процессов в плаценте является разрастание 
соединительной ткани, вследствие избыточной про-
лиферации фибробластов в стенках сосудов плода. Со-
вокупность выявленных патологических изменений 
можно охарактеризовать как декомпенсированную 
плацентарную недостаточность. 

В почках животных наблюдались видимые призна-
ки эндотелиоза – вариабельность размера клеток эн-
дотелия, признаки отека эндотелиальных клеток, из-
менения базальных мембран капилляров, что может 
являться причиной облитерации просвета ряда гломе-
рулярных капилляров, с развитием разной степени 
ишемизации увеличенных в размере почечных  клу-
бочков. В печени этих животных отмечались явления 
очагового стеатоза, очаговая паренхиматозная деструк-
ция с запустеванием капилляров. Развитие дисфунк-
ции эндотелия в органах-мишенях подтверждается по-
вышенным уровнем эндотелина в сыворотке крови, 
что также могло способствовать  и повышению арте-
риального давления.

Таким образом, выявленные на использованной 
модели гестоза нарушения маточного и плацентарно-
го кровообращения, признаки почечной и печеночной 
«неполноценности» ухудшают жизнеобеспечение  пло-
да, что приводит к повышению их летальности, а у жиз-
неспособных плодов – к задержке их внутриутробно-
го развития, о чем свидетельствует уменьшение  мас-
сы и кранио-каудального размера тела плодов. 
Полученные результаты подтверждаются данными 
клинических анализов (альбуминурия, артериальная 
гипертензия, задержка внутриутробного развития пло-
дов) у этих животных, что соответствует картине гесто-
за, наблюдаемой у беременных женщин [24, 25].

Выводы
Введение ингибитора NО-синтазы Nω-нитро-L-

аргинина самкам крыс с 13-го по 19-й день гестации 
приводит к развитию дисфункции эндотелия, что со-
провождается увеличением уровня эндотелина в сы-
воротке крови, повышением артериального давления, 
протеинурией. Данные симптомы соответствуют кли-
нической симптоматике гестоза беременных.

На фоне введения Nω-нитро-L-аргинина наблю-
даются признаки развития плацентарной дисфункции, 
выражающиеся в существенных изменениях структу-
ры плаценты, нарушении фетального и материнского 
кровообращения.

Таблица 4

Содержание эндотелина в сыворотке крови крыс  (модель экспе-
риментального гестоза,  

___
X±SX)

Показатель Группы животных
Интактные беременные 
крысы (контроль), n=6

Эксперименталь-
ный гестоз, n=6

Содержание эндо-
телина (fmоl/ml)

4,13 ± 0,46 8,36 ± 0,21*

Примечания. * — статистически значимое отклонение по отноше-
нию к животным группы контроля, р < 0,05; n – количество живот-
ных в каждой группе.

Таблица 5

Морфометрические показатели плаценты интактного контроля и 
контрольной патологии, (

___
X±SX)

Показатели Группы животных
Интактные бе-

ременные крысы 
(контроль), n=10

 Эксперимен-
тальный  ге-
стоз, n=10

Процент случаев с выявлен-
ными патологическими изме-
нениями

0 90

Ширина децидуальной обо-
лочки,  мм

0,187±0,019 0,11±0,011*

Ширина промежуточного слоя 
(трофоспонгиума), мм

0,41±0,057 0,48±0,05

Ширина лабиринтного слоя, 
мм

2,14±0,075 1,91±0,056*

Содержание гликогена  
(в баллах):

В промежуточной зоне (тро-
фоспонгиуме)

3,5 1,85*

В лабиринте 3,75 1,70*

Примечание. *— статистически значимое отклонение по отношению 
к животным группы контроля, р ≤ 0,05; n – количество животных в 
каждой группе.
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 В матке крыс на 20-е сут гестации применение Nω-
нитро-L-аргинина приводит к развитию нарушений 
гемодинамики и сосудистой декомпенсации органа. 

В почках крыс введение Nω-нитро-L-аргинина вы-
звает развитие эндотелиоза и ишемии, в печени – па-
ренхиматозную деструкцию.

 Полиорганная недостаточность (ухудшение маточ-
но-плацентарного кровоснабжения, почечная и печеноч-
ная «неполноценность»), вызванная введением Nω-
нитро-L-аргинина, нарушают внутриутробное развитие 
плодов беременных крыс, что проявляется снижением 
массы и кранио-каудального размера тела плодов.

Полученные данные соответствуют клинической 
и морфологической картине гестоза беременных, что 
позволяет использовать данную экспериментальную 
модель патологии при доклинических испытаниях ле-
карственных препаратов, предназначаемых для 
лечения и профилактики данного заболевания.
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Диагностика стресс-реактивности по анализу гормонального состояния организма, является сложной, экономически затрат-
ной и трудоемкой процедурой исследования . В связи с этим актуален поиск информационных технологий, которые доста-
точно легко реализуются в любой медицинской лаборатории и позволяют оценить стресс-реакцию организма . Цель работы 
– оценка диагностических возможностей электрофоретической подвижности эритроцитов и клеток буккального эпителия 
в  процессе развития стрессовой реакции . Методика. Для моделирования стресса использовали внутрибрюшинное введе-
ние крысам раствора адреналина-гидрохлорида (0,1 мг/кг) однократно или ежедневно в течение 3 сут эксперимента соот-
ветственно . Контролем служили крысы, получавшие физиологический раствор (в/б) в том же объеме . Буккальный эпителий 
исследовали на 7-е сут после введения адреналина . Мазки клеток эпителия окрашивали по Романовскому-Гимза, на препа-
ратах подсчитывали количество клеток с микроядрами на 1000 клеток . Электрофоретическую подвижность эритроцитов 
оценивали методом микроэлектрофореза . Результаты. Наблюдалась качественно однотипная динамика показателя элек-
трофоретической подвижности эритроцитов, количественно зависящая от силы воздействия . При слабых стимулах скорость 
изменений электрофоретической подвижности эритроцитов незначительна и сочетается с развитием адаптивных процессов, 
связанных с репарацией генетических повреждений . Увеличение степени стрессового  воздействия путем  трехкратного вве-
дения адреналина приводит к резкому изменению электрофоретической подвижности эритроцитов и росту числа эпители-
оцитов с различными патологическими изменениями . Заключение. Показана возможность использования данного метода 
в качестве маркерной характеристики интенсивности стрессовой реакции с выявлением ее генотоксичности .  

Ключевые слова: электрофоретическая подвижность эритроцитов, буккальный эпителий, стресс .
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Diagnostics of stress reaction using an analysis of hormonal state is a difficult, costly, and labor-consuming research . Therefore, searching for 
information technologies, which could be easily used in any medical laboratory and would allow evaluating the stress reaction is relevant . 
We studied the electrophoretic mobility of red blood cells (RBC) and buccal epithelial cells of rats exposed to stress induced by a single 
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or repeated intraperitoneal epinephrine injection . This study showed that these methods could be used as the marker characteristics 
of stress reaction intensity and genotoxicity . Qualitative changes in the electrophoretic mobility of RBC were similar but quantitative 
characteristics depended on the acting force . Under a weak stimulus, changes in the electrophoretic mobility of RBC were slight and 
associated with development of adaptive processes related with repair of genetic damage . A further increase in the acting force led to 
a sharp change in the electrophoretic mobility of RBC and an increase in the number of epithelial cells with pathological alterations . 
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Введение
 Жизнедеятельность человека в современных усло-

виях часто, а нередко систематически сопровождает-
ся перенапряжением функций организма, при этом 
действие экстремальных факторов вызывает развитие 
стрессовой реакции. Стресс может рассматриваться как 
предвестник болезни, необходимое, но недостаточное 
ее условие, которое реализуется (или не реализуется) в 
болезнь по исчерпании резервов, защитных ресурсов 
организма.  Стресс   обусловлен выбросом в кровь гор-
монов стресса – катехоламинов и кортикостероидов 
[1].  Активация симпатоадреналовой системы связана 
с увеличением содержания в крови адреналина и но-
радреналина, и отмечается уже с первых минут дей-
ствия стрессора [2]. Активация гипофизарно-гипота-
ламо-надпочечниковой системы может приводить к 
развитию адаптивных реакций,  направленных на вос-
становление нарушенного гомеостаза, при недостаточ-
ности ресурсов которой может происходить срыв адап-
тационных процессов, приводящий к развитию пато-
логии.

Диагностика состояния гипофизарно-гипоталамо-
надпочечниковой системы систем по анализу гормо-
нального профиля организма, является сложной, эко-
номически затратной и трудоемкой процедурой иссле-
дования. Поэтому актуальным является поиск 
информационных технологий, которые достаточно 
легко реализуются в любой медицинской лаборатории. 
Ранее нами показано, что эффективным критерием 
выраженности стресс-реакции организма на экстре-
мальные воздействия является электрофоретическая 
подвижность эритроцитов (ЭФПЭ) [3, 4]. 

Интенсивные стрессовые воздействия угнетают 
выработку лимфоцитами интерлейкинов, гамма-ин-
терферона [5], вызывают апоптоз активированных Т- 
и В-клеток. С одной стороны,  это приводит к ограни-

чению чрезмерной активации иммунной системы, с 
другой – может переходить в патологическую имму-
нодепрессию [6]. Ослабление иммунной системы кле-
ток сопровождается появлением цитогенетически 
аберрантных клеток [7]. Представляется важным в ди-
агностике стресса не только оценка степени вовлечен-
ности стресс-реализующих систем, но и оценка гено-
токсичности,  обусловленной эффектами данных си-
стем.

На сегодняшний день неинвазивным, обладающим 
простотой и доступностью методом оценки поврежде-
ния ДНК может служить микроядерный тест (МЯТ) 
[7]. Показано, что МЯТ  по чувствительности не усту-
пает тесту по изучению хромосомных аберраций в 
клетках костного мозга животных, при этом являясь 
одновременно гораздо менее трудоемким. Цитомор-
фологическое исследование буккального эпителия по-
зволяет оценить интенсивность процессов пролифе-
рации и дифференцировки эпителия, выраженность 
воспалительных процессов, а также охарактеризовать 
явления клеточной атипии и ядерного полиморфизма, 
цитогенетические изменения [8].

 Цель работы – оценка диагностических возмож-
ностей электрофоретической подвижности эритроци-
тов и клеток буккального эпителия в  процессе разви-
тия стрессовой реакции. 

Методика
Исследования осуществляли в соответствии с пра-

вилами Европейской конвенции по использованию 
животных  для экспериментов или в иных научных це-
лях и  Приказом МЗ России «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики».

Исследование проведено на 60 нелинейных белых 
половозрелых крысах массой 180–200 г. Животных со-
держали в виварии, в условиях согласно требованиям 
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«Санитарных правил по устройству, оборудованию и 
содержанию экспериментально-биологических кли-
ник (вивариев)» № 1045-73. В ходе исследования бы-
ли сформированы 4 группы животных с одинаковым 
количеством особей в каждой. Для моделирования 
стресса животным 1-й опытной группы однократно 
внутрибрюшинно вводили раствор  адреналина-ги-
дрохлорида (0,1 мг/кг), во 2-й опытной группе раствор 
адреналина-гидрохлорида (0,1 мг/кг) вводили внутри-
брюшинно ежедневно в течение 3 сут эксперимента. 
Контролем служили крысы, получавшие физиологи-
ческий раствор (в/б) в том же объеме. Кровь для ана-
лиза брали из подъязычной вены через 1 ч, 1 и 7 сут по-
сле введения адреналина. Анализ буккального эпите-
лия проводили на 7-е сут после введения адреналина, 
что обусловлено временем выхода базальных клеток (в 
которых образуются микроядра) в поверхностный 
слой, используемый при анализе  [9]. Все оперативные 
вмешательства проводили под золетил-ксилазиновым 
наркозом  («Zoletil 50» в дозе 0,5 мг/кг в/м + 5 мг/кг 
ксилазина внутримышечно). Наркоз верифицировали 
по исчезновению реакции на болевые раздражители 
(укол лапы) и угнетению роговичного рефлекса [10].  
Поскольку используемые манипуляции с животными 
относятся к типу А: манипуляции, не причиняющие 
боли, либо причиняющие минимальную боль и дис-
комфорт [11] золетил использовали в минимальной до-
зе 0,5 мг/кг массы тела крыс, что обеспечивает адек-
ватную анестезию при одновременном сокращении 
времени выхода крысы из наркоза и отсутствие после-
операционных осложнений1. 

Измерение электрофоретической подвижности 
эритроцитов (ЭФПЭ) проводили методом микроэлек-
трофореза [12]. Для определения ЭФПЭ готовили 
взвесь отмытых эритроцитов. Взвесь отмытых эритро-
цитов получали путем центрифугирования консерви-
рованной крови и максимального удаления плазмы и 
лейкотромбослоя, с последующим 3-х-кратным цен-
трифугированием с изотоническим 0,9% раствором на-
трия хлорида при температуре +4°С и удалением надо-
садочной жидкости [13]. При данном способе дости-
гается фактически полное отделение эритроцитов от 
плазмы, лейкоцитов и тромбоцитов [14].

Суспензию клеток разводили 10 мМ трис - HCl бу-
фером (pH 7,4) и измеряли ЭФПЭ микроэлектрофоре-
зом. Принцип микрометода заключается в том, что в  
микрокамере с помощью секундомера и окулярной сет-

ки измеряется под микроскопом скорость перемеще-
ния эритроцитов в электрическом поле [15]. Установка 
для определения ЭФПЭ состоит из горизонтальной ми-
крокамеры, микроскопа, источника постоянного тока. 
Используют электроды системы Ag/AgCI. Для измере-
ния подвижности фиксируют перемещение клеток при 
силе тока в 12 мА. В каждом опыте фиксируют время 
перемещения 10 клеток в двух направлениях, изменяя 
знак заряда на электродах полярным переключателем. 
Величину ЭФПЭ определяют по формуле:

U=S/TH,   где: 
S – расстояние, на которое перемещались клетки; 
Т – время перемещения клеток на расстояние S;   

Н – градиент потенциала. 
Величину градиента потенциала определяют по 

формуле: 
Н=I/ gχ,     где: 
I – сила тока;  
g – поперечное сечение камеры; 
χ – удельная электропроводимость среды. 
Соскобы со слизистой щек брали с помощью шпате-

ля, мазки клеток эпителия окрашивали красителем по 
Романовскому-Гимза. Анализ препаратов осуществляли 
под микроскопом AXIOSTAR PLUS (Karl Zeiss, Герма-
ния) при увеличениях 16×40 и 16×100. На препарате под-
считывали число клеток с микроядрами, просматривая 
не менее 1000 клеток. Анализировали хорошо расправ-
ленные неповрежденные,  отдельно лежащие эпители-
альные клетки без наложений в монослое, при этом ис-
ключались клетки, на поверхности которых имелись мно-
гочисленные микроорганизмы. Микроядра 
идентифицировали как округлые храматиновые тельца 
с непрерывным гладким краем, лежащие в цитоплазме 
отдельно от ядра в одной плоскости с ним и имеющие 
окраску той же интенсивности.  Кроме того, учитывали 
двуядерные клетки, клетки с аномальным ядром,  кари-
опикнозом, кариорексисом, кариолизисом [16]. 

Для статистической обработки полученных резуль-
татов использовали табличный редактор Microsoft Excel 
2007 и программу Statistica 6.0. После доказательства 
принадлежности экспериментальных данных к нор-
мальному распределению с использованием критерия 
Шапиро-Уилка определяли значения средних ариф-
метических и стандартных отклонений. 

Результаты и обсуждение
Результаты исследования показали, что адреналин 

уменьшал ЭФПЭ как при однократном, так и при мно-
гократном его внутрибрюшинном введении крысам 
(табл. 1). При этом однократное введение адреналина 
приводило к непродолжительному действию, при ко-

1 Сонова М.М., Бургова Е.В., Гулиев М.Т., Адамян Л.В., Арс-
ланян К.Н., Сереженков В.А., Зайратьянц О.В., Максимова Ю.В 
Способ применения наркоза при многоэтапном эксперименте при 
моделировании эндометриоза. Патент РФ 2466753. 2012. 4 с.
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тором значимые изменения ЭФПЭ регистрировались 
в течение суток. Многократное введение адреналина 
определило снижение ЭФПЭ на протяжении всего экс-
перимента с максимальным изменением показателя к 
1 сут на 50% относительно значений контроля.

Анализ ЭФПЭ совпадает с ранее полученными на-
ми результатами при исследовании различных видов 
стрессов [17] и данными литературы. свидетельствую-
щими о снижении ЭФПЭ крови у больных при различ-
ных видах патологии. 

Учитывая, что стресс вызывает увеличение коли-
чества эритроцитов с хромосомными аберрациями [18], 
было проведено исследование клеток буккального эпи-
телия. При анализе цитограмм было обнаружено ста-
тистически значимое уменьшение количества нормаль-
ных клеток и существенное увеличение числа клеток 
с признаками цитоморфологических и цитогенетиче-
ских изменений по сравнению с контролем (табл. 2).

При цитоморфологических исследованиях бук-
кального эпителия животных опытной группы, полу-
чивших однократную дозу адреналина,  у большинства 
животных были выявлены клетки буккального эпите-
лия с одним и несколькими микроядрами. Микроядра 
представляли собой округлые или овальные,  с глад-
ким краем,  образования сиреневого или фиолетового 
цвета. Полученные значения статистически значимо 
превышали показатель контрольной группы на 15%. 
Определялись единичные клетки без четкой простран-
ственной ориентации с фрагментированными ядрами, 
неправильными контурами. 

Довольно часто в цитограммах определялись клет-
ки с ранней стадией деструкции ядра, клетки с конден-
сацией хроматина (сморщенное ядро с уплотненным 
хроматином) и клетки с перенуклеарной вакуолью. 
Клетки с конденсацией хроматина встречались в био-
материале опытной группы на 10% чаще, клетки с пе-
ренуклеарной вакуолью на 43% чаще, чем у животных 
контрольной группы (р<0,05).

Выявленные формы некроза клеток свидетельству-
ют о деструктивных изменениях мембраны ядра и нару-
шении ее барьерной и транспортной функций. Резуль-
татом некротического процесса клеточной деструкции 
является кариолизис, которому предшествуют появле-
ния перенуклеарной вакуоли или вакуолизация ядра [9, 
16]. Не было выявлено статистически значимых отличий 
в частоте клеток с признаками кариолизиса у животных 
контрольной и опытной группы. Однако статистически 
значемое повышение доли клеток с начальными призна-
ками некротического пути деструкции у животных опыт-
ной группы, косвенно подтверждает развитие стресса. 

Естественной формой апоптоза клеток буккально-
го эпителия считается кариопикноз. Обнаруженная 
разница частоты встречаемости клеток с кариопикно-
зом у животных опытной и контрольной группы не-
значительна и статистически незначима. Это свиде-
тельствует о сохранении механизмов естественного 
процесса деструкции клеток буккального эпителия.

При изучении цитограмм животных, получавших 
адреналин многократно, установлено статистически 
значимое увеличение (на 25%) числа клеток, содержа-
щих микроядра, по сравнению с животными контроль-
ной группы, что свидетельствует о развитии патологи-

Таблица 1

Динамика изменения электрофоретической подвижности эри-
троцитов (мкм∙см/В∙с) при различных видах воздействия (М ± m)

Вид воздействия
Время после воздействия

60 мин 1 сут 1 нед
Адреналин (однократно) 0,72±0,08* 0,83±0,09* 0,94±0,07
Контроль 1,02±0,02 1,07±0,03 1,00±0,03
Адреналин (многократно) 0,67±0,02* 0,52±0,03* 0,76±0,02*
Контроль 1,04±0,02 1,02±0,04 1,00±0,04

Примечание. *- статистически значимые различия (р<0,05) с кон-
трольными животными.

Таблица 2

Особенности цитоморфологии клеток буккального эпителия при различных видах воздействия (среднее число клеток из 1000 учтен-
ных в поле зрения)

Цитоморфологические показатели Адреналин (однократно) Контроль Адреналин (многократно) Контроль
Норма 685,21±70,59* 720,28±68,38 631,42±67,59* 711,82±67,03
Микроядерность 59,42±5,19* 51,67±6,49 65,35±6,39* 52,28±6,39
Клетки с конденсацией хроматина 33,71±4,42* 30,65±4,58 45,68±4,40* 32,55±4,28
Клетки с перенуклеарной вакуолью 17,46±2,25* 12,21±2,28 22,41±2,24* 10,19±2,21
Кариорексис 32,74±4,11 29,72±4,91 47,70±4,70* 32,67±4,91
Кариопикноз 72,25±7,05 73,23±7,11 88,23±7,67* 71,21±8,13
Кариолизис 99,21±6,39 82,24±6,25 99,19±7,01* 89,28±7,05

Примечание. * ─ статистически значимые различия (р<0,05) с контрольными животными.



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(1)  

110

Методика

ческих изменений в структуре буккального эпителия 
и нарушении стабильности генетического материала. 
У животных опытной группы эпителиоциты были 
уменьшены в размерах за счет уменьшения объема ци-
топлазмы, выявлялись эпителиоциты с признаками 
поздних стадий деструкции ядра (кариопикноз, кари-
орексис и полный кариолизис).  

При объединении всех типов цитологических и ядер-
ных нарушений у животных опытных групп оказалось, 
что в группе животных, получавших однократную дозу 
адреналина, преобладают цитогенетические нарушения 
(клетки с микроядрами, клетки с атипичным ядром) и 
клетки с ранней стадией деструкции ядра (конденсация 
хроматина). У животных, получавших адреналин много-
кратно, увеличивается число клеток с показателями за-
вершения деструкции ядра (кариопикноз, кариорексис, 
полный кариолизис). Учитывая, что генетические нару-
шения элиминируются посредством иммунной системы 
[20], можно полагать, что многократное введение адре-
налина сопровождается понижением эффективности ра-
боты иммунной системы, связанной с иммунодепрессив-
ным действием стресса высокой интенсивности, что про-
является в снижении ЭФПЭ в 2 раза. Ослабленная 
иммунная система не распознает и не элиминирует ге-
нетически поврежденные эпителиоциты, что способству-
ет накоплению поврежденных клеток и нарушению ста-
бильности генетической системы организма [7]. 

Заключение
 Проведенный анализ свидетельствует, что при воз-

действии извне вводимого в организм адреналина на-
блюдается уменьшение ЭФПЭ относительно контро-
ля.  При однократном введении адреналина скорость 
нарастания изменений ЭФПЭ выражена незначитель-
но и сочетается с развитием адаптационных процессов 
и репарацией генетических повреждений. Увеличение 
степени воздействия при многократном введении адре-
налина приводит к резкому изменению ЭФПЭ и уве-
личению числа эпителиоцитов с различными патоло-
гическими изменениями. 
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Формирование клинического мышления и умения на основе полученных знаний проводить дифференциальную диагно-
стику при оценке состояния пациента является основным вопросом преподавания любого предмета в медицинском ВУЗе . 
Одной из самых эффективных современных технологий обучения, способствующей развитию и становлению современ-
ной компетентной личности, способной к творческому поиску, принятию самостоятельного решения и инициативной дея-
тельности, является проблемное обучение . Данная методика должна заложить у студентов основу получения професси-
ональных навыков решения поставленных задач на основе системы получения знаний: лекция – учебник – семинарское 
занятие . Технология проблемного обучения предусматривает активную роль преподавателя, который должен обозначить 
проблему и руководить поиском ее решения, и одновременно, активной роли студентов, поскольку на основе имеющейся 
информации они должны понять и принять учебную проблему и продемонстрировать умение использовать полученные 
знания в ее разрешении . Методика преподавания с использованием технологии проблемного обучения представлена на 
примере семинарского занятия на тему: «Типовые формы патологии системы эритроцитов, значение для дифференциаль-
ной диагностики типовых патологических процессов» .
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Знания – дети удивления и  любопытства.
Луи де Бройль     

Основным вопросом преподавания любого пред-
мета в медицинском ВУЗе является формирование 
клинического мышления и умения на основе получен-
ных знаний проводить дифференциальную диагности-
ку при оценке состояния пациента. Существует целый 
ряд педагогических приемов формирования знаний и 
умений, среди которых, одной из самых эффективных 
современных технологий обучения, способствующей 
развитию и становлению современной компетентной 
личности, способной к творческому поиску, приня-
тию самостоятельного решения и инициативной дея-
тельности, является проблемное обучение [1].

Данная методика известна начиная с работ амери-
канского философа, психолога и педагога Дж. Дьюи 
(1859-1952). Метод основан на его теоретических по-
ложениях, получил распространение в советской и за-
рубежной педагогике в 20-30-х годах ХХ века [2]. Тех-
нология проблемного обучения была предназначена 
для формирования познавательного интереса учащих-
ся. Данная методика должна заложить у студентов ос-
новы получения профессиональных навыков решения 
поставленных задач на основе системы получения зна-
ний: лекция – учебник – семинарское занятие. 

Центральные понятия проблемного обучения – 
проблема, гипотеза, проблемная ситуация, проблем-
ный вопрос, проблемная задача, творческая задача, са-
мостоятельная работа.

Технология проблемного обучения предусматри-
вает активную роль преподавателя, который должен 
обозначить проблему, руководить поиском ее реше-
ния, и  активировать участие студентов, поскольку на 
основе имеющейся информации студенты должны по-
нять, принять учебную проблему и продемонстриро-
вать умение использовать полученные знания в ее раз-
решении.

Учебная проблема – это противоречие между из-
вестными студенту знаниями, умениями и навыками, и 
новыми или даже ранее неизвестными ему фактами или 
явлениями, для понимания и объяснения которых 
прежних знаний недостаточно. Разрешение учебной 
проблемы студент должен получить либо под руковод-
ством преподавателя, либо самостоятельно. Данное вза-

имодействие преподаватель – студент, в силу сложно-
сти поставленных задач, должно идти по нарастающей, 
с постановкой промежуточных проблемных вопросов.   

 Для проблемного обучения характерно выполнение 
следующих действий студентов: выявление проблемы, 
формулирование задачи и средств ее решения, поиск ре-
шения, собственно решение, то есть самостоятельное 
воспроизведение теоретически известных истин или да-
же вариант трактовки неизвестного явления. Получен-
ные компетенции позволят специалисту в дальнейшем 
не столько обладать готовыми знаниями, сколько быть 
готовым к  поиску и осмысливанию новых знаний [3].

Технология проблемного обучения относится к 
развивающим педагогическим технологиям и имеет 
следующую структуру:

1. Создание проблемной ситуации педагогом и 
принятие проблемной ситуации студентом.

2. Выявление проблемы исследования
3. Управление поисковой деятельностью обучаемых
4  Самостоятельный поиск решения студентом
5 Обсуждение выводов [4].
Наиболее наглядно преподавание с использованием 

технологии проблемного обучения представлено на при-
мере семинарского занятия. Тема: «Типовые формы пато-
логии системы эритроцитов, значение для дифференциаль-
ной диагностики типовых патологических процессов».

Преподаватель формулирует условия задачи, рас-
смотрение которой позволит оценить состояние паци-
ента и предложить варианты этиопатогенетической те-
рапии [5, 6].

Известными знаниями для студентов являются ма-
териалы лекции и учебной литературы, а также знания, 
полученные при изучении смежных дисциплин: гисто-
логии, нормальной физиологии, биохимии. При этом 
студент должен знать следующее:

1. Классификацию нарушений системы эритроци-
тов

2. Механизмы включения основных факторов эри-
тропоэза

3. Материалы основных модулей общей патофизио-
логии (типовые механизмы повреждения клеток, гипок-
сия, нарушения КОС, нарушения тканевого роста и т.п.) 
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Анализ гемограммы начинается с оценки количе-
ственных показателей системы красной крови: гемо-
глобина, эритроцитов, ретикулоцитов и т.д. Перед сту-
дентом встает проблема: проанализировать имеющи-
еся показатели и установить их взаимосвязь. 

 А. При обнаружении снижения количества гемо-
глобина ниже гендерного уровня, вне зависимости от 
значений остальных показателей красной крови, сту-
дент должен установить наличие анемии и в дальней-
шем рассмотреть возможный патогенез ее развития. 
При этом привлекаются знания, как нормальной фи-
зиологии, так и патофизиологии.

Студент должен доказательно, поэтапно проана-
лизировать состояние каждого показателя гемограм-
мы, отражающего состояние системы красной крови:

1. Определить тип эритропоэза: возможные варианты 
- нормобластический
- мегалобластический 
Для этого студенту необходимо рассчитать цвето-

вой показатель, оценить характеристики эритроцитов 
(размер, средний диаметр эритроцитов, их форму, на-
личие включений).

2. При анализе любого типа анемии прогностиче-
ски важно оценить регенераторные способности кост-
ного мозга. По количеству ретикулоцитов в циркули-
рующей крови возможны варианты:

- арегенераторная (0%)
- гипорегенераторная - (<2%) или отсутствие ро-

ста числа ретикулоцитов на фоне нарастающей тяже-
сти анемии;

- регенераторная (>2%)
- гиперрегенераторная (>10%)
3. Важную информацию несет оценка размеров и 

формы эритроцитов. По этому критерию анемии де-
лятся на:

- нормоцитарные
- микроцитарные
- макроцитарные
За каждым из этих типов стоит состояние эритро-

поэза в костном мозге или конкретные формы патоло-
гии этого процесса, обусловленные определенной, в 
том числе и наследственной этиологией. В последнем 
случае обычно изменение размеров эритроцитов соче-
тается с изменением их формы (пойкилоцитоз). Более 
того, конкретное изменение формы эритроцитов (ова-
лоцитоз, сфероцитоз, ехиноцитоз, стоматоцитоз и др.) 
во многом определяются характером генетических де-
фектов, которые по проявлениям делятся на три груп-
пы: дефекты структуры мембраны эритроцита (мем-
бранопатии); дефекты ферментных систем - чаще фер-
ментов энергообеспечения или ферментов Na/K помп 
(ферментопатии); дефекты структуры гемоглобина 

-SHb, BHb, MtHb (гемоглобинопатии). Понимание 
этого значительно уточняет направление поиска эти-
ологии и причины развития конкретной анемии.

4. Проанализировать или, при необходимости, 
уметь перепроверить расчет цветового показателя, ко-
торый отражает усредненное количество гемоглобина 
в эритроците.

В соответствии с полученным результатом, анемии 
делятся на:

- нормохромные (0,9-1,05, что соответствует 30 - 
35 пг)

- гипохромные (<0,85)
- гиперхромные (>1,1)
    Это во многом характеризует структуру гемогло-

бинопоэза в костном мозге. К тому же все гиперхром-
ные анемии в соответствии с законами физиологии ав-
томатически являются макроцитарными, но не все ма-
кроцитарные анемии - гиперхромными.  

   В некоторых случаях, для понимания сути ане-
мии, необходима оценка показателя гематокрита, ко-
торый отражает соотношение объемов форменных эле-
ментов и плазмы крови. В соответствии с этим анемии 
могут быть:

- истинные (с нормальным гематокритом) 
- ложные (с низким гематокритом за счет гемоди-

люции)
- скрытые (с высоким гематокритом за счет гемо-

концентрации). 
Полученные и правильно оцененные   в процессе 

поэтапного анализа гемограммы показатели системы 
красной крови, должны позволить студенту самосто-
ятельно составить гематологический «портрет» кон-
кретной анемии. Это является отправной точкой вы-
яснения патогенеза данной анемии.

   Дело в том, что анемии схожи не только в своем 
главном гематологическом признаке - снижении уров-
ня гемоглобина, но и в своем клиническом содержа-
нии - все они являются вторичными (симптоматиче-
скими), то есть возникают как одно из проявлений в 
рамках довольно большого круга разных по этиологии 
и патогенезу болезней. Поэтому правильное распозна-
вание типа анемии является важным компонентом в 
диагностике и терапии основного заболевания, кото-
рое привело к развитию данной анемии. 

Следовательно, студент в дальнейшем должен:
5. Определить характер анемии по механизму раз-

вития: возможные варианты: 
- дизэритропоэтический
 - постгеморрагический
 - гемолитический
Для этого студенту необходимо, исходя из показате-

ля насыщения эритроцитов гемоглобином и его струк-
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туры, их размера, определить механизм развития анемии. 
Можно предположить, как дизэритропоэтический (дефи-
цит В12, фолиевой кислоты, железа), так и постгеморра-
гический патогенез. При этом тип эритропоэза уточняет-
ся исходя из совокупности изучаемых показателей. 

Студент должен предположить, на основании име-
ющихся знаний, причины дефицита каждого из ука-
занных факторов эритропоэза, а также обозначить дру-
гие их проявления.

• При развитии гипо-и апластических анемий сту-
дент должен дифференцировать варианты патогенеза:

- тотальный, протекающий с редукцией одновре-
менно красного и белого ростков кроветворения  

- парциальный с избирательным угнетением крас-
ного ростка кроветворения. 

• При анализе анемий, связанных с нарушенным 
кровообразованием, студент привлекает знания по об-
щей этиологии патологических процессов:

- анемии при хронических заболеваниях инфекцион-
но-воспалительного характера, системных заболевани-
ях соединительной ткани из-за нарушения метаболиз-
ма железа, недостаточной продукции эритропоэтина, 
угнетения эритропоэза, укорочения продолжительно-
сти жизни эритроцитов 

- анемии при злокачественных новообразованиях из-
за метастатического поражения костного мозга, мие-
лофиброза, а также из-за цитокин опосредованного уг-
нетения эритропоэза;

- анемии при эндокринных заболеваниях из-за угне-
тения пролиферативной активности эритроидных пре-
курсоров высокими концентрациями таких гормонов 
как тироксин, кортизол, тестостерон;

- анемии при заболеваниях печени из-за прямого ток-
сического влияния на клетки-предшественницы гемо-
поэза и непосредственно на внутриклеточный метабо-
лизм эритроцитов, что снижает их способность к де-
формации, а также в результате кровотечения из 
расширенных вен желудочно-кишечного тракта и сни-
жения свертываемости крови;

- анемии при заболеваниях почек из-за снижения 
синтеза эритропоэтина и сокращения срока жизни 
эритроцитов при действии токсических продуктов азо-
тистого обмена;

• Анемии, развивающиеся в результате повышен-
ного гемолиза эритроцитов, студенты должны, основы-
ваясь на знаниях нормальной физиологии, предполо-
жить виды гемолиза:

- внутриклеточный – разрушение «маркированных» 
IgG эритроцитов в РЭС при наследственной патологии 
мембраны эритроцитов, нарушениях активности фер-
ментов, синтеза гемоглобина, при несовместимости по 
эритроцитарным антигенам между матерью и плодом и 

при гемотрансфузиях и сопровождающееся спленоме-
галией;

- внутрисосудистый – комплементзависимый лизис 
«маркированных» IgM (реже IgG) эритроцитов непосред-
ственно в кровотоке при действии внешних факторов, 
вызывающих прямое или опосредованное повреждение 
клеток, сопровождающееся гемоглобинурией;

- аутоиммунные гемолитические анемии, сопрово-
ждающиеся внутриклеточным или внутрисосудистым 
гемолизом, возникающим в результате образования 
аутоантител к поверхностным антигенам эритроцитов 
при изменении антигенной структуры их мембраны, 
или при нарушениях в самой ИКС больного. 

Исходя из возможности развития гемолитического ва-
рианта анемии, перед студентом ставится задача допол-
нить имеющиеся данные гемограммы необходимыми по-
казателями,  указывающими на гемолиз эритроцитов: 

- гемоглобинемия - при превышении гемоглобин 
связывающей емкости гаптоглобина плазмы крови, 

- гемосидеринурия - при реабсорбции гемоглобина 
с дальнейшим окислением в эпителии канальцев до ге-
мосидерина,

- гемоглобинурия - при недостаточности его реаб-
сорбции в почечных канальцах, 

- наличие антиэритроцитарных антител, гиперби-
лирубинемия.

Завершая анализ анемии студент должен не толь-
ко выяснить ее происхождение и этапы патогенеза, но 
и оценить ее тяжесть, поскольку любая анемия приво-
дит к развитию гипоксии гемического типа. 

Ее клиническая тяжесть и последствия определя-
ются степенью снижения уровня гемоглобина в крови 
и поэтому выделяют:

- анемии легкой степени - снижение Нв до 100 г/л; 
это обычно компенсированная форма гипоксии, ко-
торая в покое может и не проявляться;

- анемия средней тяжести - снижение Нв до 60 г/; 
эта гипоксия некомпенсированная и по мере нараста-
ния осложняется вторично-тканевой формой (по ти-
пу порочных кругов), и может привести к структурным 
повреждениям (гипоксическая дистрофия) некоторых 
паренхиматозных органов (печень, сердце, почки);

- анемия тяжелой степени - снижение Нв ниже 
красной черты - 60 г/л. Длительное течение такой ане-
мии угрожает развитием системной гипоксической 
дистрофии всех паренхиматозных органов;

Эта оценка важна тем, что в последних двух вари-
антах анемия из симптоматической трансформируется 
в опасный патогенетический фактор, получивший на-
звание «анемический синдром», который в дальнейшем 
может определять течение и исход основного заболева-
ния.     
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Б. При увеличении показателей числа эритроци-
тов и уровня гемоглобина развивается другая форма 
патологии-эритроцитоз. 

На основании имеющихся знаний студент должен 
предположить причины активации эритропоэза, а так-
же обозначить их виды и возможные клинические про-
явления.

Возможны 2 варианта эритроцитозов: 
- первичные абсолютные, при нормальной или даже 

сниженной продукции эритропоэтина.  Данная форма 
эритроцитоза, по сути, является проявлением некото-
рых заболеваний, первично поражающих эритроид-
ный росток или всю миелоидную ткань и часто имеет 
наследственную или онкогенную природу. 

Имеются семейные варианты эритроцитозов, как 
с повышенной, так и с нормальной продукцией эри-
тропоэтина. Особое место занимает болезнь Ваккеза - 
эритроцитоз вследствие нарушения регуляции проли-
ферации на уровне КОЕ эритроидного и миелоидно-
го ростков. Поэтому гематологически это проявляется 
совокупным увеличением в крови и эритроцитов, и 
всех гранулоцитов, и тромбоцитов.

- вторичные абсолютные эритроцитозы - обуслов-
ленные увеличением гемопоэтической функции кост-
ного мозга на фоне повышенной продукции эритропоэ-
тина.

В зависимости от их диагностической значимости, 
они подразделяются на:

- компенсаторные (например, при хронической 
сердечной, дыхательной недостаточности),

- симптоматические (за счет продукции эритропо-
этина опухолевыми клетками почек, карциноме пече-
ни, раке желудка); 

- эндокринные (за счет прямого или опосредован-
ного усиления его продукции юкстагломерулярным 
аппаратом  при тиреотоксикозе, синдроме Иценко-Ку-
шинга, гиперальдостеронизме, гиперандрогенемии);

Общим патогенетическим механизмом этих эри-
троцитозов является стимулируемая гипоксией гипер-
продукция эротропоэтина.

- вторичные относительные эритроцитозы, обу-
словленные гемоконцентрацией при гипогидратации 
или стресс-реакцией за счет выброса эритроцитов из 
органов-депо. В данном случае важной подсказкой в 
решении задачи является показатель гематокрита. 

Завершая анализ данного фрагмента гемограммы, 
необходимо установить наличие и возможную взаи-
мосвязь между изменениями в системе красной (эри-
троциты) и белой (лейкоциты) компонентов данного 
анализа.   

Анализ задач по данному алгоритму повторяется в 
течение семинарского занятия   несколько раз, что по-

зволяет закрепить полученные навыки анализа и диф-
ференциальной диагностики данной патологии, а так-
же продемонстрировать разнообразие клинических си-
туаций, встречающихся при разных формах патологии. 
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Новейшая история кафедры патофизиологии Первого МГМУ 
им. И.М. Сеченова (Сеченовского Университета):  
на рубеже XX-XXI веков (к 170-летию кафедры) 

ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И .М . Сеченова»  
Минздрава России (Сеченовский Университет),  
119992, г . Москва, Россия . ул . Трубецкая, д . 8

Представлены этапы формирования и развития кафедры патологической физиологии (общей патологии) в период XX-XXI 
веков в хронологии деятельности заведующих кафедрой . Сведения об основателе кафедры — профессоре А .И . Полунине 
и создателе экспериментальной базы, а также клинико-экспериментальной направленности ее научной и педагогической 
деятельности - профессоре А .Б . Фохте представлены в отдельных публикациях . Профессор Г .П . Сахаров (1914—1929) раз-
рабатывал сложные методологические проблемы теоретической медицины; ввел в курс преподавания общей патологии 
ряд новых разделов (нозология, иммунопатология, эндокринная патология); предложил проводить демонстрационные 
эксперименты на занятиях со студентами; организовал вначале семинарские, а затем и практические занятия со студен-
тами по проблемам воспаления, аллергии, патологии пищеварения . Профессор С .С . Халатов (1929—1947) рассматривал 
патофизиологию как основную теоретическую дисциплину, формирующую естественно-научную базу для понимания кли-
нической патологии и практической деятельности врача . Профессор С .М . Павленко (1947—1976) способствовал подго-
товке в медицинских вузах нового поколения научных кадров, в том числе через студенческое научное творчество . Под 
его руководством решались также крупные методологические научные проблемы . В период заведования кафедрой про-
фессором Н .И . Лосевым (1976—1991) большое внимание уделялось оптимизации содержания и методов преподавания в 
медицинских вузах . Под руководством чл .-корр . РАН, профессора П .Ф . Литвицкого (с 1991 года по настоящее время) глав-
ными направлениями деятельности коллектива кафедры стали интеграция результатов современных клинических и экс-
периментальных научных исследований социально значимых болезней человека; обучение студентов основам патофи-
зиологии путем решения реальных — профессиональных врачебных задач с использованием патофизиологического ана-
лиза данных о пациенте; синтез патофизиологического и клинического подходов к анализу состояния больного человека .
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It is characterized stages of formation and development of substantive department of pathological physiology (general pathology) 
in chronology of activity of heads of department in the period of XX-XXI centuries . Information about the founder of department — 
professor A .I . Polunin and about the creator of experimental base and also clinical-experimental approach of its scientific and peda-
gogical activity — professor A .B . Fokht is presented in individual publications . Professor G .P . Sakharov (1914—1929) developed meth-
odological problems of theoretical medicine; he introduced in course of teaching of general pathology a number of new sections 
(nosology, immunopathology, endocrinopathology); he offered to conduct demonstrative experiments in lessons with students; he 
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organized seminars and later practical lessons about inflammation, allergy and pathology of digestion with students . Professor S .S . 
Khalatov (1929—1947) considered pathophysiology like main theoretical subject forming natural science base for understanding 
clinical pathology and practice of doctors . Professor S .M . Pavlenko (1947—1976) contributed the preparation of the new genera-
tion of scientific personnel in medical high schools including student scientific society . It was decided major methodological scien-
tific problems under his direction . It was given a great attention of optimization of content and methods of teaching in medical high 
schools in the period of chairing of professor N .I . Losev (1976—1991) . The main directions of employees of the department under 
chairing of corresponding member of RAS, professor P .F . Litvitskiy (1991-present) are integration of the results of modern scientific 
studies of socially significant diseases; teaching of students by solving of real medical tasks with using pathophysiological analysis of 
patient data; synthesis of pathophysiological and clinical approaches to the analysis of the patient’s condition .   
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В 2018 году Сеченовский Университет отмечает 
свое 260-летие, а кафедра патофизиологии – 170-ле-
тие со дня рождения профессора А.Б. Фохта – осново-
положника базиса патофизиологии как клинико-ори-
ентированной дисциплины и научной специальности.

Направления деятельности старейшей кафедры па-
тофизиологии России –  кафедры Первого Москов-
ского государственного медицинского университета 
им. И.М. Сеченова (Сеченовского Университета), 
определенные основателями патофизиологии, реали-
зовались их учениками и преемниками в ХХ и ХХI ве-
ке. Начало ХХ века стало периодом расцвета патофи-
зиологии благодаря усилиям профессоров А.М. Фило-
мафитского, А.И. Полунина, А.Б. Фохта и др. Кафедра 
патофизиологии с этого времени становится экспери-
ментально-клинико-ориентированной дисциплиной. 

Кафедра патологической физиологии  
в период руководства профессором  

Г.П. Сахаровым (1914-1929). 

В 1914 году   заведующим кафедрой был назначен 
ученик А.Б. Фохта — Гавриил Петрович Сахаров. Про-
фессор Г.П. Сахаров и коллектив   кафедры интенсив-
но развивали новое направление в науке — иммунопа-
тологию. В свое время, проходя стажировку в лабора-
тории известного французского патолога Мориса 
Артюса, Гавриил Петрович выявил и описал вместе с 
ним «феномен сывороточной анафилактической ре-
акции», развивающейся в ответ на воздействие чуже-

родного белка. Этот феномен впоследствии был назван 
их именами: Артюса-Сахарова. Кроме того на кафедре   
изучались этиология и патогенез инфекционных бо-
лезней, эндокринопатий, новообразований. Профес-
сор Г.П. Сахаров являлся одним из основоположни-
ков отечественной эндокринологии: в 1929 году он воз-
главил Московский институт экспериментальной 
эндокринологии; под его редакцией (совместно с про-
фессором В.Д. Шервинским) было издано первое в 
СССР фундаментальное руководство «Основы эндо-
кринологии» [1]. Научную школу профессора Г.П. Са-
харова прошли многие известные патофизиологи и 
клиницисты, ставшие впоследствии профессорами и 
руководителями различных коллективов. К их числу 
относятся профессора С.И. Чечулин, Н.И. Розанов, 
Б.Н. Могильницкий, Ф.Ф. Венулет, С.Я. Капланский, 
Т.И. Беслекоева. В середине 1920-х годов при кафедре 
была открыта аспирантура. 

Профессор Г.П. Сахаров разрабатывал методоло-
гические проблемы теоретической медицины. В 1910 
году он издал труд «О целесообразности в патологии», 
в 1924 году — монографию «Происхождение пола и 
смысл полового размножения», в 1934 и 1935 году уви-
дели свет 2 издания его книги «Методология патоло-
гии» [1, 2]. 

Гавриил Петрович Сахаров был блестящим лектором 
и методистом. Он ввел в преподавание патологии ряд но-
вых разделов (нозологию, иммунопатологию, эндокри-
нопатологию); разработал демонстрационные экспери-
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менты для занятий; организовал вначале семинарские, а 
затем и практические занятия со студентами по пробле-
мам воспаления, аллергии, патологии пищеварения.

В 1934 году Гавриил Петрович организовал и воз-
главил секцию патофизиологов Всесоюзного общества 
патологов, а в 1946 году — Московское научное обще-
ство патофизиологов. Он был инициатором и одним 
из создателей Российского эндокринологического об-
щества [1, 2].

Кафедра патологической физиологии период 
руководства профессором С.С. Халатовым  

(1929—1947)

В 1929 году кафедру возглавил профессор Семен Сер-
геевич Халатов, развивший основанное профессором А.Б. 
Фохтом клинико-экспериментальное направление в па-
тофизиологии и общей патологии. С этой целью С.С. Ха-
латов организовал для аспирантов специализированный 
курс клинической практики на базе стационара кафедры 
факультетской терапии. Одновременно на кафедре со-
вершенствовались содержание и методическое обеспе-
чение лекционного курса и практических занятий по па-
тофизиологии экспериментально-физиологической и 
клинико-экспериментальной направленности. Семен 
Сергеевич рассматривал патофизиологию как основную 
теоретическую дисциплину, формирующую естествен-
но-научную базу клинической патологии и практической 
деятельности врача. Профессор С.С. Халатов придавал 
большое значение содержанию учебного курса патофи-
зиологии [1, 3]. Основываясь на богатом педагогическом 
опыте, широком кругозоре, глубоком понимании задач 
патофизиологии, Семен Сергеевич, профессор Н.Т. Шу-
това и их коллеги в 1933—1945 гг. выпустили 3 издания 
учебника по патологической физиологии для студентов 
медицинских вузов страны [1, 3].

Осознавая необходимость дальнейшего развития 
экспериментальной базы клинических исследований, 
профессор С.С. Халатов, заручившись поддержкой из-
вестных ученых страны, возглавлявших клинические 
кафедры — профессоров Н.Н. Бурденко и М.П. Кон-
чаловского, направил свою энергию на организацию 
при кафедре Центральной научно-исследовательской 
лаборатории (ЦНИЛ). В 1933 году ЦНИЛ начала ра-
боту под руководством ученика профессора С.С. Ха-
латова и академика И.П. Павлова — профессора кафе-
дры Сергея Ионовича Чечулина. Во время войны на 
базе ЦНИЛ проводились исследования по созданию и 
испытанию новых лечебных средств и методов реаби-
литации раненых бойцов. 

С 1943 года на кафедре разрабатывал методы ожив-
ления организма В.А. Неговский (работа была начата 

им еще в Институте нейрохирургии Наркомздрава 
СССР под руководством профессора Н.Н. Бурденко). 
В течение короткого срока В.А. Неговским и его сотруд-
никами был предложен и разработан метод внутриар-
териального переливания крови, спасший жизни сот-
ням тяжело раненных красноармейцев в госпиталях 
прифронтовых районов. Позднее профессором В.А. Не-
говским был организован первый в стране Институт ре-
аниматологии, ставший главным в разработке методов 
восстановления жизнедеятельности организма. 

Главной научной проблемой коллектива кафедры, 
возглавляемой профессором С.С. Халатовым, было из-
учение механизмов нарушений холестеринового обме-
на, им была разработана холестериновая модель  ате-
росклероза. Сотрудниками кафедры и ЦНИЛ изуча-
лась роль эндогенного и экзогенного холестерина в 
развитии атеросклероза. Над изучением этой «пробле-
мы века» работали П.Д. Горизонтов, Н.Т. Шутова, О.В. 
Лебедева, В.И. Глод-Вершук, О.В. Попов, Г.В. Сава-
стенко, И.А. Черешнев, Б.М. Курцер, С.А. Мухин, 
П.И. Щеголев. По результатам работы П.Д. Горизон-
товым, В.И. Глод-Вершук и Н.Т. Шутовой в 1940 году 
были опубликованы 3 монографии. В 1946 году про-
фессор С.С. Халатов обобщил результаты научных ис-
следований в книге «Холестериновая болезнь в ее па-
тофизиологическом и клиническом значении» [1, 2].

Профессор С.С. Халатов активно укреплял пози-
ции патофизиологии, как научной специальности, так 
и учебной дисциплины. Он участвовал в организации 
секции патофизиологии Всесоюзного общества пато-
логов (1934) и Московского научного общества пато-
физиологов (1946). Ранее (1911) он был одним из ор-
ганизаторов Санкт-Петербургского научного общества 
патологов и его ученым секретарем. Профессор С.С. 
Халатов активно работал в составе ученого совета 
Минздрава СССР и ВАКа страны [1, 2].

Кафедра патологической физиологии в период 
руководства профессором С.М. Павленко  

(1947—1976) 

С 1947 по 1976 г. кафедру возглавлял ученик про-
фессора Г.П. Сахарова, заслуженный деятель науки 
РСФСР, профессор Стефан Макарович Павленко. Под 
его руководством сотрудниками кафедры и ЦНИЛ раз-
рабатывался ряд крупных научных проблем. Одна из 
них – патогенез постгемотрансфузионного шока. Бы-
ли установлены фундаментальные факты о важной ро-
ли нервной афферентации, а также системных рас-
стройств гемодинамики в патогенезе шока. 

Обобщение результатов работ по проблеме реак-
тивности позволило профессору С.М. Павленко сфор-
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мулировать теоретические основы концепций о сано-
генезе и предболезни. По результатам разработки этих 
проблем было издано 8 сборников научных трудов. В 
исследовании принимали участие сотрудники кафе-
дры и ЦНИЛ А.Н. Меделяновский, В.С. Добрянский, 
Х.М. Марков, Н.Н. Парцхаладзе, И.А. Николаевич, 
В.С. Гигаури, Е.А. Демуров, А.А. Абиндер, В.Г. Фили-
монов, Ю.И. Вихляев, Б.Б. Вознесенский, Н.К. Хи-
тров, В.А. Фролов, Н.И. Лосев, Г.А. Дроздова, А.Х. Ко-
ган, В.А. Войнов, М.А. Шишло, Т.А. Казанская, А.Н. 
Овсянников, И.И. Пулин, В.Е. Миклашевский, А.С. 
Чечулин, В.В. Сучков, А.С. Сизых, В.В. Падалко, Т.Э. 
Радзевич,  П.Ф. Литвицкий и др. 

В середине 50-х гг. А.Х. Коганом начались иссле-
дования в области экспериментальной онкологии. Им 
впервые была доказана канцерогенная активность хи-
мически инертных пластмасс, описаны возможные ме-
ханизмы «пластмассового» канцерогенеза. В дальней-
шем проблемы онкологии разрабатывались в рамках 
кандидатских диссертаций учениками профессора А.Х. 
Когана: М.Р. Личиницером, В.И. Кулицкой, А.С. Си-
зых, П.Ф. Литвицким. 

Профессором С.М. Павленко уделялось большое 
внимание совершенствованию методики и методоло-
гии преподавания патофизиологии: под его руковод-
ством были подготовлены 4 издания методических по-
собий к практическим занятиям со студентами (1957-
1974 гг.), созданы современные учебные программы по 
патофизиологии для медицинских вузов страны. Про-
фессор С.М. Павленко стал с 1948 года преемником сво-
его учителя – проф. Г.П. Сахарова на посту руководи-
теля Московского научного общества патофизиологов. 
По инициативе С.М. Павленко в 1950 году было орга-
низовано Всесоюзное общество патофизиологов, прав-
ление которого он возглавил. В 1974 году им было соз-
дано Всесоюзное объединение студенческих научных 
обществ (ВОСНО) медицинских и фармацевтических 
вузов. Председателем его был избран профессор С.М. 
Павленко, а ученым секретарем – С.В. Грачев. Это объ-
единение в течение многих лет координировало разви-
тие студенческого научного творчества в медицинских 
вузах страны. Оно способствовало подготовке в меди-
цинских вузах нового поколения научных кадров [1, 2].

 Кафедра патофизиологии в период руководства 
профессором Н.И. Лосевым  

(1976—1991)

С 1976 по 1991 г.  кафедру возглавлял профессор 
Николай Иванович Лосев — ученик С.М. Павленко. 

Основным научным направлением кафедры в этот 
период была разработка проблемы гипоксии, являю-

щейся инициальным и/или главным фактором в пато-
генезе многих заболеваний человека, включая экстре-
мальные и терминальные состояния. Исследования, 
проводимые сотрудниками кафедры (профессорами 
Н.И. Лосевым, А.Х. Коганом, доцентами Н.К. Хитро-
вым, В.А. Войновым, В.В. Падалко, Т.Э. Радзевич, П.Ф. 
Литвицким, А.И. Ивановым, ассистентами Н.Б. Ромо-
дановой, А.В. Толокновым и др.), выявили характерные 
закономерности регуляции систем дыхания и кровоо-
бращения при нарастающей по тяжести общей и мест-
ной гипоксии (дыхательной, тканевой и др.). На осно-
вании результатов экспериментов, профессором Н.И. 
Лосевым была обоснована концепция о регуляторной 
изоляции нервных центров (дыхательного, сердечно-
сосудистого) и сердца от афферентных сигналов при тя-
желой общей гипоксии; описаны нейрохимические ме-
ханизмы и адаптивное значение «феномена изоляции» 
(Н.К. Хитров); сформулированы представления об адап-
тивном и патогенном эффектах локальной ишемии и 
последующей реперфузии сердца (П.Ф. Литвицкий). В 
серии работ выявлен ранее неизвестный феномен уси-
ления перекисного окисления липидов как при ише-
мии, так и, особенно, при реперфузии сердца (П.Ф. Лит-
вицкий) и почек (А.Х. Коган); открыто новое явление 
генерации активных форм кислорода лейкоцитами, 
сформулирована и аргументирована основная концеп-
ция развития гастродуоденальной язвы, включающей 
как важное звено образование местными тканевыми 
факторами и лейкоцитами избытка активных форм кис-
лорода (А.Х. Коган). Рядом сотрудников кафедры были 
выявлены и описаны механизмы повышения резистент-
ности отдельных органов и организма в целом к общей 
и местной гипоксии, разработаны методы стимуляции 
процесса адаптации организма к гипоксии. 

Большое внимание кафедрой уделялось оптимиза-
ции содержания и методов преподавания в медицин-
ских вузах: были изданы учебные программы по пато-
физиологии (1984, 1990), общей патологии для фарма-
цевтических вузов (1987) и медико-технических 
отделений вузов (1984), опубликовано «Руководство к 
практическим занятиям по патологической физиоло-
гии» (1985) [1, 2].

С 1991 года по настоящее время работой коллектива 
кафедры патофизиологии руководит член-

корреспондент РАН профессор  
П.Ф. Литвицкий 

С 1991 года   кафедрой заведует ученик профессо-
ров С.М. Павленко и А.Х. Когана  профессор Петр 
Францевич Литвицкий [4].  Он был первым в истории 
кафедры заведующим, избранным по конкурсу на аль-
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тернативной основе –  в конкурсе принимали участие 
также профессора Н.К. Хитров и В.А. Войнов.

Профессор П.Ф Литвицкий - автор приоритетных 
исследований, посвященных изучению патофизиоло-
гии реперфузионного кардиального синдрома.  Он 
сформулировал представление о коронарной недоста-
точности как совокупности двух синдромов: ишемиче-
ского и реперфузионного, а не только ишемического, 
как считалось ранее. П.Ф Литвицким обоснована кон-
цепция о роли и механизмах повреждения и адаптации 
сердца при ишемии и последующей реперфузии, разра-
ботаны принципы и методы лечения и профилактики 
транзиторной коронарной недостаточности. Петром 
Францевичем был описан ряд феноменов и раскрыты 
механизмы потенцирования канцерогенеза при почеч-
ной артериальной гипертензии и торможения ее разви-
тия в условиях роста злокачественной опухоли. Были 
выявлены закономерности и обоснована ключевая роль 
активных форм кислорода в атерогенезе, совместно с 
профессором А.Х. Коганом и ассистентом Н.В. Светло-
вой предложены методы его фармакологической кор-
рекции.  Областью научных интересов П.Ф Литвицко-
го и сотрудников его кафедры в настоящее время явля-
ются патофизиология системы кровообращения, 
иммунопатологические процессы, закономерности опу-
холевого роста. Большое внимание коллективом уделя-
ется психолого-педагогическим аспектам преподавания 
патофизиологии и патологии [1, 4].

Под руководством профессора П.Ф. Литвицкого с 
1991 года одним из главных направлений деятельно-
сти коллектива кафедры стала также интеграция науч-
ных знаний, методики и содержания обучения студен-
тов и синтез патофизиологического и клинического 
подходов к персонифицированной оценке состояния 
больного человека [1, 3]. В 1991—1992 учебном году на 
кафедре начата реализация программы оптимизации 
преподавания патофизиологии как клинико-ориенти-
рованной учебной дисциплины в медицинских вузах. 
В рамках этой программы разработана система целей, 
определена структура организации учебного процес-
са, сформирован систематизированный банк контроль-
но-обучающих ситуационных клинических, клинико-
лабораторных и модельных задач по всем темам курса 
патофизиологии. Было выделено 3 ключевых направ-
ления работы кафедр патофизиологии медицинских 
вузов по оптимизации преподавания: 

- «коррекция целей обучения» (в качестве главной, 
конечной цели подготовки студентов на кафедре ста-
ло формирование патофизиологической основы кли-
нического мышления будущего врача); 

- «модификация системы (технологии) обучения 
будущего врача» (направленность его на отработку уме-

ния проводить патофизиологический анализ различ-
ных типовых форм патологии и болезней человека, что 
можно достичь на основе решения студентами профес-
сиональных клинических ситуационных задач); 

- «совершенствование системы контроля умений 
и знаний студентов» (направленность на оптимизацию 
методов выявления уровня усвоения и коррекцию зна-
ний и умений») [4]. 

  В 1994 году, по поручению Минздрава России со-
трудниками кафедры была разработана «Программа 
по клинической патофизиологии для студентов выс-
ших медицинских учебных заведений» с целью укре-
пления связи патофизиологии с клиническими дисци-
плинами.  

 С 1995 года на кафедре патофизиологии внедрена 
и совершенствуется система многоуровневого препо-
давания патофизиологии: на базисном  уровне для сту-
дентов 2 и 3 курса обучения –  типовые патологиче-
ские процессы и типовые формы патологии органов и 
систем; для старших и выпускных курсов на цикле 
«Клиническая патофизиология» — синдромы недоста-
точности органов и их систем; для клинических орди-
наторов и аспирантов, а также для врачей на цикле 
«Клиническая патофизиология» — наиболее клиниче-
ски значимые патологические синдромы и нозологии 
[1, 4].   Эта система была принята и внедрена на боль-
шинстве кафедр патофизиологии российских вузов, а 
также кафедр ряда зарубежных университетов.

Таким образом, главной целью учебного курса па-
тофизиологии стало   формирование на научной осно-
ве клинического мышления будущего врача: умения 
проводить интеллектуальное моделирование при ре-
шении реальных врачебных задач по построению схем 
диагностического поиска, формулирования и обосно-
вания принципов и реализации методов эффективно-
го лечения и профилактики болезней человека. Благо-
даря работе коллектива кафедры патофизиологии, са-
ма дисциплина приобрела в Сеченовском Универ- 
ситете статус интегративной клинико-ориентирован-
ной дисциплины, ставшей одной из основ как теоре-
тической, так и клинической подготовки будущих вра-
чей и играющей ведущую роль в формировании у сту-
дентов клинического мышления [4]. 

Патофизиология на современном этапе развития 
научной медицины не может ограничиваться лишь экс-
периментами на животных, культуре тканей и клеток. 
Патофизиология стала клинико-ориентированной на-
учной специальностью. В соответствии с этим, коллек-
тив кафедры разрабатывает научную проблему «Меха-
низмы развития, принципы профилактики и патоге-
нетической терапии  социально значимых болезней 
человека». В рамках этой проблемы исследуются во-
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просы этиологии, патогенеза, принципов диагности-
ки, лечения и профилактики таких социально значи-
мых болезней и форм патологии человека как ишеми-
ческая болезнь сердца, сердечная недостаточность, 
атеросклероз, иммунопатологические состояния, ише-
мический инсульт, патология почек и системы гемо-
стаза (тромбоцитопатии и тромбоцитопении), нарко-
мания, алкоголизм и другие формы зависимости.  

Под руководством профессора П.Ф. Литвицкого 
доцентом кафедры, к.м.н. Л.Д. Мальцевой проводит-
ся работа по изучению истории кафедры патофизио-
логии Сеченовского Университета и формированию 
знаний о механизмах развития различных заболеваний 
на примере трудов древних врачей-исследователей 
Александрийской медицинской школы. 

Профессором кафедры д.м.н. О.Л. Морозовой ве-
дутся исследования по поиску молекулярных преди-
кторов обратимого и необратимого повреждения по-
чек у детей. Показана высокая диагностическая зна-
чимость своевременного выявления признаков 
воспаления мочевыводящих путей по динамике уров-
ня и соотношения различных цитокинов в крови и мо-
че пациентов. Даже при отсутствии стандартных кли-
нико-лабораторных признаков воспаления в почках и 
мочевыводящей системе удается выявить характерные 
изменения маркеров воспаления – про- и противовос-
палительных цитокинов. Изменения концентрации 
МСР-1, TGF-β1 и VEGF в моче позволяют диагности-
ровать начальные этапы фиброза почек. Разработка 
новых высокоэффективных, малоинвазивных и до-
ступных методов ранней диагностики,  прогнозирова-
ния, лечения и профилактики хронических заболева-
ний почек позволят существенно замедлить прогрес-
сирование нефропатии, снизить риск развития 
осложнений и уменьшить затраты на лечение. 

В рамках научного направления доцента Т.Н. Же-
вак «Закономерности развития системных метаболи-
ческих и функциональных расстройств при хрониче-
ском лимфолейкозе и патогенетическое обоснование 
новых диагностических критериев стадийности разви-
тия заболевания» изучается роль оксидативного стрес-
са, отдельных цитокинов (IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, 
TNF-α), маркеров эндотелиальной дисфункции (мо-
лекул межклеточной адгезии селектина Е, sICAM-1 и 
sPECAM-1), метаболита оксида азота (нитрита азота), 
протеина С, эндотелина-1, ангиотензина II, а также 
ростстимулирующих и ростингибирующих факторов 
(VEGF, PDGF, p53, p73, pRb) в сыворотке крови у 
больных с В-клеточным хроническим лимфолейкозом. 
Результаты исследований позволили сделать заключе-
ние о возможности достижения ремиссии при указан-
ной форме гемобластоза.

Исследования доцента кафедры И.А. Будника «Ме-
ханизмы нарушения гемостатического потенциала кро-
ви при геморрагических состояниях» позволили сфор-
мулировать и апробировать эффективные методы пато-
генетической терапии кровотечений на основе тонких 
молекулярно-клеточных механизмов нарушения гемо-
статического потенциала крови при геморрагических 
состояниях. Результаты исследования существенно рас-
ширили современные представления о механизмах на-
рушения формирования кровяного сгустка при гемор-
рагических состояниях, связанных с патологией тром-
боцитарного, коагуляционного и фибринолитического 
звеньев системы гемостаза, позволили эксперименталь-
но обосновать новые методы патогенетической терапии 
при указанных состояниях.

 В настоящее время основными стратегическими за-
дачами кафедры патофизиологии являются: 1 – модер-
низация методического обеспечения образовательного 
процесса (что легло в основу подготовленного сотруд-
никами кафедры Сеченовского Университета 6-го из-
дания учебно-методического комплекса «Клиническая 
патофизиология», в том числе – курса лекций, тестов и 
ситуационных задач на английском языке) и 2 – прове-
дение сотрудниками кафедры научных исследований 
по актуальным направлениям современной медицины. 

Сотрудники кафедры патофизиологии стали руко-
водителями коллективов других кафедр: профессор 
Н.К. Хитров – кафедры общей патологии ММА им. 
И.М. Сеченова; профессор В.А. Фролов – кафедры об-
щей патологии и патофизиологии РУДН им. П. Лу-
мумбы. В настоящее время руководят кафедрами па-
тофизиологии питомцы нашего коллектива:  академик 
РАН профессор С.В. Грачев, профессор С.Б. Болевич 
(Сеченовский Университет),  доктор медицинских на-
ук Х.М. Батаев – Университет  г. Грозного.

Заключение
Патофизиология – одна из старейших учебных 

дисциплин и научных специальностей в Сеченовском 
Университете – приемнике медицинского факультета 
Императорского московского университета. Россий-
ские патофизиологи уже с момента формирования этой 
дисциплины, учитывая также и опыт своих зарубеж-
ных коллег, определили ее цели и задачи. Конец XIX 
начало ХХ века стали периодом расцвета патофизио-
логии благодаря усилиям профессоров А.М. Филома-
фитского, А.И. Полунина, А.Б. Фохта и др. Основным 
методом патофизиологии стало экспериментальное 
моделирование. Этот метод появился и интенсивно 
развивался на разных кафедрах медицинского факуль-
тета Императорского Московского университета про-
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фессором А.М. Филомафитским, а затем профессором 
А.Б. Фохтом. Идеи, рожденные отцами-основателями 
патофизиологии, реализовались их учениками и пре-
емниками. Эти идеи и в настоящее время развивают-
ся и модернизируются в Сеченовском Университете 
при разработке современных актуальных фундамен-
тальных и прикладных проблем патологии и клиниче-
ской медицины. 
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