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Титов В.Н.1
, Амелюшкина В.А.1, Карганов М.Ю.2

Три варианта переноса жирных кислот в форме 
триглицеридов у плотоядных и у травоядных  
до синтеза инсулина и при действии гормона инсулина

1ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс»  Минздрава России,  
121552, г. Москва, Россия, ул. 3-я Черепковская, д.15-а;

2ФГБНУ «НИИ общей патологии и патофизиологии»,  
125315, г. Москва, Россия, ул.  Балтийская, д. 8 

Является ли человек всеядным? Биологически это невозможно; Homo sapiens -  травояден. В филогенезе же предки чело-
века при жизни в  океане, были плотоядными, рыбоядными. Предполагается, что в филогенезе последовательно с интер-
валами в миллионы лет сформировались  3 системы  переноса к клеткам жирных кислот в форме неполярных триглице-
ридов  в составе апоВ липопротеинов. 1. У плотоядных (Carnivore) в океане и на суше: энтероциты, апоЕ/В-48 хиломикроны 
→ гепатоциты→ апоВ-100 ЛПОНП→ ЛПНП→ апоВ-100 эндоцитоз. 2. У травоядных (Herbivore),  до синтеза инсулина  перенос 
химически инертной пальмитиновой насыщенных жирных кислот осуществлялся по пути: гепатоциты→ пальмитиновые 
ЛПОНП→ ЛПНП→ апоВ-100 поглощение клетками. 3. У травоядных (Herbivore) при действии инсулина перенос химически 
активной олеиновой мононенасыщенной жирной кислоты представлял наиболее короткий путь: гепатоциты→ олеиновые 
ЛПОНП→ апоЕ/В-100 эндоцитоз инсулинзависимыми клетками.  На ступенях  филогенеза; 1. у плотоядных, 2. у травоядных 
до синтеза инсулина и 3. у травоядных при действии инсулина: 
        1. хиломикроны → пальмитиновые ЛПОНП→ ЛПНП→ апоВ-100 эндоцитоз;   
        2. пальмитиновые ЛПОНП→ ЛПНП→апоВ-100 эндоцитоз  и 
        3. олеиновые  ЛПОНП→  апоЕ/В-100  эндоцитоз,
видно, почему  олеиновые ЛПОНП не могут переносить пальмитиновые  ЛПОНП с иными физико-химическими свойствами. 
В инсулинзависимой системе переноса олеиновой мононенасыщенной жирной кислоты, триглицериды задействованы 
только ЛПОНП и нет  ЛПНП. При избытке плотоядной (мясной)   пищи и пальмитиновой насыщенной жирной кислоты НЖК 
клетки не поглощают безлигандные пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП путем апоЕ/В-100 эндоцитоза. Формирование у паци-
ента  переноса насыщенных жирных кислот до действия инсулина объективизируется  по уровню гиперлипопротеине-
мии (ГЛП) типа IIб. При избыточном потреблении мясной пищи и формировании переноса насыщенных жирных кислот, 
что характерно для плотоядных, у  пациентов методом электрофореза выявляется гиперлипопротеинемия типа V. Атеро-
склероз и атероматоз, хотя и имеют общие звенья патогенеза, являются  биологически разными, последовательными про-
цессами, отражающими нарушение биологической функции трофологии и функции эндоэкологии.

Ключевые слова: жирные кислоты, липопротеины, атеросклероз, атероматоз, плотоядные, травоядные, филогенез.  
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Titov V.N.1, Amelyushkina V.A.1, Karganov M.Yu.2    

THREE OPTIONS FOR FATTY ACID TRANSFER IN THE FORM OF TRIGLYCERIDES IN CARNIVORES AND 
HERBIVORES BEFORE INSULIN SYNTHESIS AND UNDER THE ACTION OF INSULIN

1Russian Cardiology Research-and-Production Center, 3rd Cherepkovskaya Str. 15A, Moscow 121552, Russia
2Institute of General Pathology and Pathophysiology, Baltiyskaya Str. 8, Moscow 125315, Russia 

Is the human being an omnivore? Biologically, this is impossible. Homo sapiens is the herbivore. However phylogenetically, ocean-
living ancestors of people were fish-eating carnivores. We suggest that three systems of fatty acid (FA) transport to cells have 
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formed successively, at several million-year intervals, in the form of nonpolar triglycerides (TG) as constituents of apoB lipopro-
teins (LP): i) in the carnivores, both in the ocean and on land: enterocytes → apoВ-100 VLDL → LDL → apoВ-100 endocytosis; ii) in 
herbivores prior to insulin production: transport of chemically inert palmitic FA along the hepatocytes → palmitic VLDL→ LDL→ 
apoВ-100 cellular uptake pathway; iii) in herbivores under the action of insulin, the transport pathway for  chemically active oleic 
FA is the shortest: hepatocytes→ oleic VLDL→ apoЕ/В-100 endocytosis by insulin-dependent cells. Thus, oleic VLDL cannot trans-
port palmitic TG that have different physico-chemical parameters. In the insulin-dependent transport of oleic FA, TG are associ-
ated only with VLDL but not with LDL. When the diet is rich in meat and palmitic saturated FA cells do not internalize nonligand 
palmitic VLDL→LDL via apoЕ/В-100 endocytosis; physiologically, this endocytosis does not exist. In type IIb hyperlipoproteinemia, 
saturated FA are transported before the effect of insulin. If a patient eats excessive meat, transport of saturated FA follows the path-
way typical of carnivore animals, which results in type V hyperproteinemia as detected by LP electrophoresis. Although athero-
sclerosis and atheromatosis share some pathogenetic features they are biologically different processes associated with impaired 
biological functions of trophology and endoecology. 

Key words: fatty acids, lipoproteins, atherosclerosis, atheromatosis, carnivores, herbivores.    
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Детальное рассмотрение  структуры и функции ли-
попротеинов (ЛП), проводимое нами  более тридцати 
лет [1], позволило  установить, что сходное физико-
химическое строение имеют: а) ранние в филогенезе 
апоА-I ЛП высокой  плотности (ЛПВП); б) на милли-
оны лет более поздние  пальмитиновые апоВ-100 ЛП 
очень низкой (ЛПОНП); в) ЛП низкой плотности 
(ЛПНП) и, наконец, г) последние  на ступенях фило-
генеза зависимые от инсулина, олеиновые апоЕ/В-100 
ЛПОНП. Характерное для этих классов ЛП сходство 
представляет собой бислой белок: липид, в котором 
липидов несравненно больше, чем белка. Модели же 
ЛП, которые десятилетиями формируют биофизики 
при использовании ультразвука, при сонификации (оз-
вучивании) смеси из неполярных (полярных) липидов 
и стационарных аполипопротеинов (апо) которые  
можно видеть в публикациях, реально оценивать не 
более как физико-химические, экспериментальные 
модели. Они имеют мало общего с строением ЛП, ко-
торые формируют клетки in vivo без генератора ультра-
звука.

Аполипопротеины - семейство специфичных бел-
ков; синтезируют апо энтероциты тонкого кишечни-
ка,  гепатоциты,  некоторые иные клетки.  В водной, 
гидрофильной среде в ассоциации  с гидрофобными 
липидами,  апо принимают форму диска;  одна сторо-
на его становится гидрофобной  и сформирована  
ὰ-спиральными структурами апо; вторая – гидрофиль-

ной;  ее формируют  β-складчатые цепи  аминокислот.  
На гидрофобной стороне диска  ὰ-цепи физико-хими-
чески связывают большое количество гидрофобных 
липидов, главным образом триглицеридов (ТГ); коли-
чество связанных ТГ во много раз превышает  количе-
ство самого апо. На гидрофильной стороне апо в со-
ставе ЛП локализованы домены-лиганды; их специ-
фично связывают одноименные рецепторы на  
плазматической мембране  филогенетически функци-
онально различающихся клеток.

Единая структура  ЛП – бислой белок:липид. ЛП, 
липидпереносящие макромолекулы белка формируют 
векторный перенос экзогенных жирных кислот (ЖК) 
пищи и ЖК, которые эндогенно синтезируют гепато-
циты in situ de novo. Субстратом для синтеза  гепато-
цитами эндогенной, пальмитиновой, насыщенной ЖК 
(НЖК) и олеиновой,  инсулинзависимой, мононена-
сыщенной ЖК (МЖК) с одной двойной связью (ДС) 
в цепи атомов углерода, является экзогенная глюкоза. 
Вместе С16:0 пальмитиновая НЖК + С18:1 олеиновая 
МЖК оставляют более 70% всех ЖК in vivo; физиоло-
гично in vivo всегда доминирует  олеиновая  МЖК.

Апобелки подразделяются на стационарные и ди-
намичные; стационарные  апо, связывая полярные (не-
полярные) липиды, формируют липидпереносящие 
молекулы (макромолекулы) белка- ЛП. Все клетки in 
vivo активно,  рецепторно поглощают ЖК и ТГ и апо в 
составе тех ЛП, которые они образовали. Стационар-
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ными апо, в порядке становления их функции на сту-
пенях филогенеза, являются апоА-I, апоВ-48 и 
апоВ-100. Мол. масса апоВ-100 составляет 450 кДа: 
мол. масса апоВ-48 - 48% от массы апоВ-100. Дина-
мичные апо – малые полипептиды; функциональную 
активность они проявляют в межклеточной среде и 
кровотоке, перемещаясь между разными классами ЛП. 
Это семейство апоА,  апоС и апоЕ; большинство из них  
являются  кофакторами гидролаз (липаз) и эстераз не-
полярных липидов, биохимические превращения ко-
торых происходят при переносе в крови и  активном, 
рецепторном поглощении их клетками. 

Фенотипы апоЕ выступают как динамичные аро при 
формировании: а) кооперативных (апоЕ/В-48, апоЕ/А-
Iи апоЕ/В-100) лигандов и одноименных рецепторов на 
плазматической мембране. Происходит это при  пере-
носе в крови и поглощении клетками: а) ХМ при взаи-
модействии  апоЕ/В-48 лиганд↔рецептор; б)   при по-
глощении ЛПВП клетками у плотоядных животных – 
апоЕ/А-I лиганд ↔ рецептор и в) апоЕ/В-100 при 
специфичном связывании лиганд↔рецептор  при погло-
щении клетками травоядных животных инсулинзави-
симых олеиновых ЛПОНП [2]. 

Формирование  гепатоцитами  пальмитиновых, оле-
иновых, линолевыхТГ и ЛПОНП. С учетом того, что каж-
дый из ТГ, в зависимости от того, какие три ЖК эте-
рифицированы с трехатомным спиртом глицерином в 
гидрофильной среде принимает стерическую (про-
странственную)  форму, апоВ-100  структурирует в од-
ном ЛПОНП   преимущественно сходные по форме 
молекулы.  В зависимости от того, какая ЖК этерифи-
цирована во второй (sn-2), средней позиции трехатом-
ного  глицерина, ТГ  подразделяются на  пальмитино-
вые, олеиновые, линолевые и линоленовые. Панкреа-
тическая липаза поджелудочной железы  не 
гидролизует  эфирную связь ЖК с вторичной спирто-
вой группой sn-2 глицерина в молекулах ТГ. В гепато-
цитах, с такой же мерой специфичности, апоВ-100 из-
бирательно структурирует (связывает)  одноименные 
ТГ с образованием  пальмитиновых, олеиновых,  ли-
нолевых и линоленовых  ЛПОНП. Они обладают  раз-
ными физико-химическими свойствами;  гидролиз 
олеиновых ТГ в ЛПОНП при действии постгепарино-
вой липопротеинлипазы (ЛПЛ) происходит во много 
раз быстрее, чем гидролиз пальмитиновых ТГ в одно-
именных ЛПОНП. 

Мол. масса раннего в филогенезе апоА-I(филогенез 
– единый анамнез всего живого) составляет 28 кДа; 
ὰ-цепей мало и связывающая способность апо неве-
лика; в  апоА-I ЛПВП меньше липидов, чем во всех 
остальных ЛП.  В  апоА-IЛПВП  ассоциированы дина-
мичные апоА-II, апоА-III и апоА-IV и апоА-V. В ЛПВП 

разные по мере гидрофобности полярные фосфолипи-
ды (ФЛ) имеются на обеих сторонах диска; более ги-
дрофобные ФЛ (фосфатидилхолины) располагаются 
на одной стороне, апоА-I; менее гидрофобные, отри-
цательно заряженные  аминофосфолипиды – на дру-
гой. АпоА-I формирует ЛПВП только из полярных ли-
пидов, включая ди- и моноглицерины; неполярных ТГ 
в ЛПВП не бывает.  

Четыре вида динамичных апо (апоА-II– апо-V) яв-
ляются кофакторами функционально разных эстераз 
и гидролаз [3]; в ЛПВП они участвуют,   в частности, в 
синтезе  моноеновых эфиров холестерина (моно-ЭХС) 
–эндогенного холестерололеата; функционально - это  
неполярная форма ХС. Задействованы динамичные 
апоА и в синтезе в ЛПВП полиеновых эфиров холесте-
рина (поли-ЭХС);  функционально - это неполярная 
форма полиеновых ЖК (ПНЖК). Определено это тем, 
что в течение миллионов лет в филогенезе  ЛПВП бы-
ли в межклеточной среде  единственными и исполня-
ли все функции, свойственные ЛП. Миллионы лет в 
филогенезе ЛПВП переносили  к клеткам НЖК и 
МЖК в форме полярных диглицеридов. Перенос ЖК 
в ЛПВП ограничен низкой способностью апоА-I свя-
зывать даже полярные липиды. Когда нарабатываемой 
митохондриями энергии в форме макроэргического 
аденозинтрифосфата (АТФ) стало недостаточно, клет-
ки начали формировать иные классы ЛП, которые мог-
ли бы переносить к клеткам большее количество суб-
стратов для наработки энергии. Сделать это возможно 
при переносе НЖК и МЖК  в ЛП, но не в виде поляр-
ных диглицеридов, а в форме неполярных ТГ и ины-
ми по структуре апо.  

Первым апо, который начал  связывать неполяр-
ные, гидрофобные  ТГ у плотоядных (рыбоядных) в 
океане стал апоВ-48 [4]. До функции in vivo позднего в 
филогенезе инсулина было еще далеко. Синтезировать  
апоВ-48 начали   энтероциты тонкого кишечника; апо 
стал образовывать  ранние в филогенезе хиломикроны 
(ХМ) [5]. В канальцах эндоплазматического ретикулу-
ма в формировании ХМ задействован микросомаль-
ный белок,  переносящий ТГ (МБПТ) [6]. В канальцах 
ретикулума  тонкого кишечника МБПТ связывает раз-
ные  по  форме  пальмитиновые, олеиновые, линоле-
вые ТГ в составе ХМ. Структура образуемых при этом 
ХМ  получается рыхлая; в кровотоке ХМ являются са-
мыми большими белок: липидными комплексами. В 
них апоВ-48 связывает много неполярных пальмити-
новых, олеиновых и  линолевых ТГ; в гидрофильной 
среде они имеют разную пространственную форму.  

Гидратированная плотность ХМ является самой 
низкой; физико-химические параметры ХМ после при-
ема пищи могут быть существенно разными. Состав 
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ЖК в ТГ, входящих в состав ХМ,  в полной мере опре-
делен  количеством  ЖК и ТГ потребляемой пищи [7]. 
В  лимфо- и кровотоке в ХМ  при избытке мясной пи-
щи  всегда велико  содержание экзогенных С16:0 паль-
митиновой  НЖК и мало ῳ-9 С18:1 олеиновой МЖК, 
много ῳ-6 С18:2 линолевой и малые количества , ῳ-3 
С18:3 ὰ-линоленовой и  ῳ-6 С18:3-линоленовой нена-
сыщенных ЖК (ННЖК) в форме одноименных ТГ.  
После того как лимфа изливается в кровоток, все ХМ 
из крови поглощаются только гепатоцитами путем 
апоЕ/В-48 эндоцитоза. АпоВ-48 - ранний в филогене-
зе  апо, по сути,  половина более поздно формируемо-
го апоВ-100. В структуре апоВ-48 нет домена-лиганда; 
его в ХМ на кооперативных началах формирует апоЕ 
(фенотип Е3/Е3), апоЕ/В-48 лиганд. Одновременно 
гепатоциты,  выставляя на плазматическую мембрану  
апоЕ/В-48 рецепторы, активно поглощают все разные 
ХМ. 

После поглощения ХМ лизосомы гепатоцитов осу-
ществляют полный протеолиз апоЕ, апоВ-48, а также  
гидролиз всех ТГ с образованием спирта глицерина и 
трех  неэтерифицированных ЖК. Гепатоциты далее  
оптимизируют ЖК, окисляя в органеллах (в перокси-
сомах) афизиологичные ЖК пищи. Разновидностями 
ЖК, окисляемых пероксисомами, являются: 1) ЖК с 
нечетным числом атомов углерода; 2) ЖК с разветвлен-
ными цепями атомов углерода; 3) дикарбоновые ЖК; 
4) ЖК с  5-6-членными кольцами в цепи; 5) очень 
длинноцепочечные ЖК  С24 и более; 6) тио-ЖК с ато-
мами серы (S) в цепи. Далее гепатоциты ресинтезиру-
ют оптимизированные ЖК с глицерином в состав паль-
митиновых, олеиновых и  линолевых ТГ.  После этого 
апоВ-100 структурирует оптимизированные ТГ, секре-
тируя пальмитиновые,  олеиновые,  линолевые и ли-
ноленовые ЛПОНП;  происходит это пропорциональ-
но содержанию их в пище. Каждый ЛПОНП содержит 
около 3 тыс. молекул ТГ и около 9 тыс. этерифициро-
ванных ЖК.  Все  ЛПОНП  гепатоциты секретируют в 
кровоток. 

Гидратированная плотность и размеры секретиро-
ванных гепатоцитами в кровоток ЛПОНП различны, 
что определяется: а)  длиной ЖК, которые  этерифи-
цированы в ТГ и содержат ЛПОНП; б) температурой 
плавления ТГ,  которые структурированы в ЛПОНП;  
в)  конфигурацией и плотностью упаковки ЖК в паль-
митиновых, олеиновых и линолевых ЛПОНП и г) ко-
личеством ХС в пище и в полярном монослое из ФХ + 
полярныйХС. В  ЛПОНП монослой покрывает   мас-
су ТГ, которые в ЛПОНП структурировал апоВ-100. 

ЛПОНП, сформированные из одинаковых ТГ,  
имеют,  по сравнению с  ХМ,  меньшие размеры, боль-
шее количество белка  (апоВ-100 вместо апоВ-48) и бо-

лее высокую гидратированную плотность. Самые ма-
лые размеры и наибольшую плотность имеют пальми-
тиновые ЛПНП. Это определяется тем, что в них ТГ  
содержат С16 ЖК и низкое число ДС. Чем меньше ДС 
ЖК содержится в триглицеридах,   тем более плотна их 
упаковка. Определено  это тем, что по каждой ДС цепь 
ЖК стабильно изогнута; чем больше изгибов,  тем ме-
нее плотно упакованы ТГ в структуре  ЛПОНП.  На 
ступенях филогенеза наиболее ранней ЖК  является 
пальмитиновая НЖК, одноименные ТГ и ЛПОНП. 
Позднее в филогенезе произошло формирование ли-
нолевых и линоленовых ЖК, ТГ, ЛПОНП и ЛПНП. 
На  еще более поздних этапах в составе ЛПОНП стала 
доминировать олеиновая МЖК, одноименные ТГ и 
олеиновые ЛПОНП; присутствие олеиновых ЛПНП в 
крови нефизиологично. 

Секретированные гепатоцитами ЛПОНП не име-
ют активного апоВ-100 лиганда; все они функциональ-
но перегружены ТГ и являются прелигандными. В оле-
иновых и пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП апоВ-100 
лиганд окажется на поверхности ЛП после действия 
постгепариновой ЛПЛ в олеиновых и пальмитиновых 
ЛПОНП, а в линолевых и линоленовых ЛПОНП – при 
активности  иной липазы – печеночной глицеролги-
дролазы (ГЛГ). При этом во всех  ЛПОНП произойдет: 
а) гидролиз части ТГ; б) все ЛПОНП→ЛПНП увеличат 
гидратированную плотность и в) при оптимальной 
конформации апоВ-100 примут единственно активную 
конформацию, выставят на плазматическую мембра-
ну ЛПНП активный апоВ-100 рецептор. 

Клетки поглощают  все  ЛПНП  путем апоВ-100 
эндоцитоза. В  крови, при  переносе  к клеткам  НЖК, 
МЖК, ННЖК и даже ПНЖК, количество сформиро-
ванных ЛПНП равно числу секретированных гепато-
цитами ЛПОНП [8]. 

В энтероцитах после всасывания ими ПНЖК и эте-
рификации с глицерином в ФЛ (ФХ и аминофосфоли-
пиды),  апоА-I структурирует их в ЛПВП. Клетки из со-
става ЛПВП могут поглощать ПНЖК в форме ФЛ; про-
исходит это пассивно, путем  переэтерификации между 
ФЛ наружного монослоя клеточной мембраны и ФЛ в 
ЛПВП. Позже на  ступенях филогенеза сформировалось 
и активное поглощение клетками ПНЖК. Проходило 
это не в форме полярных эфиров с глицерином, а в не-
полярных липидах,  в полиеновых эфирах холестерина 
(поли-ЭХС). Для этого в кровотоке в ЛПВП, при дей-
ствии аминофосфолипидхолестерин ацилтрансферазы 
происходит переэтерификация ПНЖК из ФЛ, из по-
лярных эфиров  с глицерином в неполярные полиено-
вые эфиры со спиртом ХС (поли-ЭХС).   

Далее, белок,  переносящий ПНЖК в форме непо-
лярных поли-ЭХС (БППЭХ),  формирует в крови  
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тройственные ассоциаты ЛПВП+БППЭХ+линолевые  
ЛПОНП. При этом ПНЖК в форме поли-ЭХС по гра-
диенту гидрофобности переходят из  ЛПВП физиоло-
гично в линолевые  ЛПНП; затем все клетки активно 
поглощают линолевые ЛПНП путем апоВ-100 эндо-
цитоза. Так у травоядных  (Herbivore) сформировалось 
активное поглощение  клетками ПНЖК по пути: эн-
тероциты → ЛПВП → переэтерификация ПНЖК из ФЛ 
в поли-ЭХС → действие БППЭХ и переход поли-ЭХС 
из ЛПВП в ЛПНП → апоВ-100 эндоцитоз линолевых  
ЛПНП. Одновременно плотоядные (Carnivore) сфор-
мировали более короткий  вариант  поглощения клет-
ками ПНЖК; в нем не задействованы: а) БППЭХ; б) 
нет  линолевых ЛПНП и в) апоВ-100  эндоцитоза. Пе-
ренос ПНЖК происходит по пути:  энтероциты,  ЛПВП 
→ переэтерификация ПНЖК из ФЛ в поли-ЭХС → ас-
социация  апоЕ с ЛПВП и апоЕ/А-I эндоцитоз ЛПВП. 
В силу различия  переноса и поглощения клетками 
ПНЖК  у плотоядных крыс, в отличие от травоядных 
кроликов, не удается воспроизвести атеросклероз и  
атероматоз на модели экзогенной гиперхолестерине-
мии. Для того чтобы   воспроизвести атеросклероз и 
атероматоз необходимо «выбить» у крыс ген апоЕ и 
этим блокировать поглощение клетками ПНЖК [9].

Биологическая роль и диагностическое значение апоС-
III. Остаются реальными и высказанные нами ранее 
представления, что  постгепариновая ЛПЛ и кофактор 
апоС-II активируют гидролиз только поздних в фило-
генезе олеиновых,  пальмитиновых ТГ в составе одно-
именных ЛПОНП [10]. В то время как гидролиз более 
ранних в филогенезе линолевых и линоленовых ТГ  в  
ЛПОНП  активирует иной фермент – печеночную ГЛГ 
и кофактор апоС-III. Гидролаза и апоС-III сформиро-
вались на ступенях  филогенеза  раньше постгепарино-
вой ЛПЛ (липопротеинлипаза) и апоС-II. Когда дей-
ствие  этой  ЛПЛ и апоС-II блокировано in vivo по при-
чине  неоптимального субстрата (пальмитиновых ТГ), 
формируется ретенционная ГЛП (гиперлипопротеине-
мия), происходит активация  биологической функции 
адаптации, биологической реакции компенсации. Экс-
прессия синтеза печеночной ГЛГ и ее кофактора  апоС-
III,  мы полагаем, компенсаторно возрастает с целью 
нормализовать гидролиз олеиновых, пальмитиновых ТГ 
в одноименных ЛПОНП и восстановить нарушенный 
перенос и  поглощение клетками ЛПОНП, ТГ и ЖК. 

В то же время многие авторы рассматривают апоС-
III чуть ли не как функциональный  ингибитор  липо-
лиза ТГ в ЛПОНП [11]; полагают, что  апоС-III явля-
ется функциональным блокатором поглощение клет-
ками  ЖК в форме ТГ в составе  ЛПОНП. Пред- 
ставления о функции физиологичных ингибиторов на 
путях переноса и поглощения клетками ЖК, мы не 

считаем реальными; подобные представления равно-
сильны мнению о функциональной атрезии пищево-
да. Наиболее малыми, плотными, химически инерт-
ными, самым неоптимальным субстратом для гидро-
лиза ТГ при действии постгепариновой ЛПЛ и апоС-II 
являются пальмитиновые ЛПНП [12]. 

Гидролиз позиционных форм ТГ, превращение 
ЛПОНП→ЛПНП и ХС-ЛПНП. С наиболее высокой кон-
стантой скорости реакции постгепариновая ЛПЛ ги-
дролизует позиционные формы ТГ как олеил-олеил-
олеат глицерол (ООО); менее эффективно осуществим 
липолиз таких ТГ как пальмитоил-олеил-олеат (ПОО) 
и с низкой скоростью реакции гидролизу подвержены 
такие позиционные изоформы ТГ как пальмитоил-оле-
ил-пальмитат глицерол (ПОП).  Позиционные формы 
ТГ такие, как пальмитоил-пальмитоил-пальмитат 
(ППП), постгепариновая ЛПЛ не гидролизует  вооб-
ще. Чем больше in vivo формируется ТГ (как ПОП), тем 
медленнее происходит липолиз  в пальмитиновых и в  
олеиновых ЛПОНП, тем дольше они  циркулируют в 
крови, медленнее поглощаются клетками путем 
апоЕ/В-100 эндоцитоза, более выражена и продолжи-
тельна ГЛП после  приема пищи. Из пальмитиновых 
ЛПОНП и олеиновых ЛПОНП,  содержащих много ТГ 
таких, как  ПОП, в крови чаще формируются  безли-
гандные ЛПОНП→ЛПНП, которые не могут погло-
щаться клетками. В крови они-то и являются основой 
формирования оседлыми макрофагами (в большей ме-
ре моноцитами гематогенного происхождения) атеро-
матозной массы в интиме артерий. Какие же экзоген-
ные и эндогенные факторы  регулируют гидролиз ТГ?

Если расставить  все пальмитиновые и олеиновые 
формы ТГ в порядке возрастания скорости гидролиза 
как субстратов при действии стандартизованной пост-
гепариновой ЛПЛ,  образуется  последовательность: 

ППП -  ППО - ОПП -  ОПО - ПОП -  ПОО - ООП 
– ООО.

Если потребляемую пациентом пищу охарактери-
зовать как «сдвиг вправо»,  профилактика атероскле-
роза и атероматоза  будет успешной. И чем больше ре-
ализация биологической функции трофологии, био-
логической реакции экзотрофии будет соответствовать 
сдвигу влево, тем выше риск становления  атероскле-
роза и атероматоза, короче время до возникновения 
симптомов  ишемической болезни сердца (ИБС), по-
ражения атероматозом коронарных артерий и инци-
дентов инфаркта миокарда [13].     

Экзогенными факторами ГЛП наиболее часто яв-
ляется пища, богатая пальмитиновой ЖК; наиболее 
афизиологичной пищей является говядина, в которой 
содержание пальмитиновой НЖК достигает 60%. Хо-
тя в sn-2 ТГ говядины чаще  этерифицирована паль-
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митиновая НЖК, в меньшей мере – олеиновая МЖК, 
в sn-1 и sn-3 наиболее часто этерифицирована  паль-
митиновая ЖК. То же можно видеть и в коровьем мо-
локе, сливках, сметане и в сырах, в которых, в отличие 
от говядины, в sn-2 ТГ этерифицирована пальмитино-
вая ЖК. Однако уже в энтероцитах и окончательно в 
гепатоцитах при реакции изомеризации пальмитино-
вую ЖК в sn-2 замещает олеиновая МЖК, а пальми-
тиновая НЖК перемещается в sn-3, формируя  пози-
ционные формы ТГ как ПОП- явно не физиологич-
ный субстрат для липолиза [14]. 

Вторым фактором  формирования ТГ как ПОП яв-
ляется избыток в пище углеводов, которые гепатоциты в 
целях депонирования в адипоцитах превращают в паль-
митиновую ЖК; формально  пальмитиновую ЖК мы рас-
сматриваем как «гидрофобную форму» глюкозы, опти-
мальную для депонирования в жировых клетках. С ауто-
кринного уровня in vivo клетки используют  глюкозу для 
синтеза пальмитиновой ЖК в цикле Кноппа-Линена без 
образования более коротких НЖК. Физиологично in vi-
vo клетки не синтезируют  ТГ как ППП; температура 
плавления  их столь высока (более 70˚С), что  при 36,6 ˚ 
in vivo в биохимические реакции они не вступают [15]. 

Инсулин, метаболизм ЖК,  обеспечение клеток  энер-
гией,  кинетические параметры функции локомоции. С 
позиций филогенетической теории общей патологии,  
биологическая роль позднего в филогенезе  инсулина 
in vivo,  состоит в регуляции метаболизма in vivo ЖК и 
только опосредованно – метаболизма глюкозы. Инсу-
лин изменяет параметры метаболизма двух ЖК –   
пальмитиновой НЖК и олеиновой МЖК; содержание 
их in vivo наиболее высоко. Две ЖК  – пальмитиновая 
НЖК и олеиновой МЖК являются основными суб-
стратами для наработки энергии (синтеза АТФ),  для  
реализации биологической функции локомоции, дви-
жения за счет сокращения поперечнополосатой ске-
летной  мускулатуры.

Пальмитиновую НЖК характеризует следующее.
1. В пальмитиновой С16:0 НЖК нет ДС; она в ма-

лой мере вступает в физико-химические и биохимиче-
ские реакции и формирует плотную упаковку [16].

2. Митохондрии с трудом переносят пальмитино-
вую НЖК через внутреннюю мембрану органелл и мед-
ленно окисляют ее в матриксе, нарабатывая малые, по-
рой не оптимальные  для конкретной ситуации,  коли-
чества АТФ с низкой производительностью [17, 18]. 

3. Пальмитиновые ТГ медленно гидролизуются по-
сгепариновой ЛПЛ + апоС-II   в  крови в составе одно-
именных ЛПОНП В крови при этом образуются   без-
лигандные, пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП (большие 
эндогенные флогогены),   формируется  ГЛП, которая  

нарушает биологическую функцию эндоэкологии – «за-
мусоривая» межклеточную среду афизиологичными ЛП. 

4. Безлигандные пальмитиновые ЛПНП конку-
рентно  блокируют  поглощение клетками ПНЖК в 
физиологичных линолевых ЛПНП,  в форме поли-
ЭХС (ПНЖК этерифицированных спиртом ХС) пу-
тем апоВ-100 эндоцитоза; это формирует дефицит 
ПНЖК in vivo во всех  клетках.  Почти 30 лет мы рас-
сматриваем  атеросклероз как дефицит в клетках ПНЖК  
и компенсаторный синтез афизиологичных эйкоза-
ноидов первой группы [19]. Происходит это при ре-
ализации функции трофологии, реакции экзотро-
фии, что одновременно формирует и нарушение 
функции эндоэкологии –«чистоты» межклеточной 
среды in vivo. 

5. Депонированные в инсулиннезависимых висце-
ральных жировых  клетках (ВЖК) сальника и в инсулин-
зависимых подкожных адипоцитах (ИПА)  пальмитино-
вые ТГ с низкой константой скорости реакции гидроли-
зуются и освобождаются в кровоток гормонзависимой 
липазой. Это не в полной мере удовлетворяет потребно-
сти клеток в субстратах энергии в период реализации био-
логической реакции эндотрофии, вне приема пищи [20]. 

6. Миллионы лет in vivo (до синтеза инсулина) до-
минировал оптимальный, но  потенциально малоэф-
фективный,  пальмитиновый вариант метаболизма ЖК 
и наработки клетками энергии. При этом митохондрии 
окисляют в матриксе, главным образом, С16:0 паль-
митиновую НЖК; поглощают они ее  целиком  при    
действии  транспортера – карнитинпальмитоил-ацил-
трансферазы при переносе через внутреннюю мембра-
ну митохондрий и гидролизуют НЖК  в матриксе. Да-
лее митохондрии метаболизируют в цикле Кребса аце-
тил-КоА, образованный  из  НЖК и МЖК,  но не из 
ННЖК, тем более ПНЖК. 

Миллионы лет, пока клетки не начали реализовать 
биологическую  функцию локомоции, образованного 
митохондриями количества АТФ при окислении паль-
митиновой НЖК, было, как мы полагаем, достаточно. 
Становление функции  локомоции, движения за счет 
сокращения скелетных, поперечнополосатых миоци-
тов потребовало больше энергии и нарабатываемой in 
vivo энергии стало явно недостаточно. По этой причи-
не  среди  регуляторов метаболизма in vivo ЖК на пер-
вом месте оказался вновь синтезированный, поздний 
в филогенезе, гуморальный медиатор инсулин. Его по-
стоянно синтезируют β-клетки поджелудочной желе-
зы; секретируют же клетки инсулин только при реали-
зации биологической функции трофологии (питания), 
биологической реакции экзотрофии (внешнего пита-
ния) во время и  после приема пищи.
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Биологическое предназначение инсулина –  обеспе-
чение субстратами для наработки энергии все клетки, 
которые реализуют биологическую функцию локомо-
ции. Для этого инсулин экспрессировал следующее: 

- инициировал образование in vivo новых, функци-
онально разных клеток, таких как а) пул поперечнопо-
лосатых, скелетных миоцитов; б) синцитий кардиоми-
оцитов; в) перипортальные гепатоциты; г) ИПА и д) 
оседлые макрофаги в печени – клетки Купфера. Все 
они формируют и представляют на плазматической 
мембране: 1) рецепторы к инсулину; 2) ферментную 
систему передачи сигнала от рецептора на плазмати-
ческой мембране к исполнительным органеллам ци-
топлазмы и 3) инсулинзависимые, более производи-
тельные транспортеры глюкозы  ГЛЮТ 4. Более ран-
ний в филогенезе, пул ВЖК сальника остался к 
действию инсулина нечувствительным. ВЖК сальни-
ка активных рецепторов к инсулину не  имеют [21]. 

Прямого отношения к регуляции  in vivo метабо-
лизма глюкозы, функции гомеостаза, инсулин не име-
ет. Миллионы лет до инсулина активацию поглоще-
ния клетками глюкозы инициировала гипергликемия  
межклеточной среды. Состояние же гипогликемии ку-
пировала секреция глюкагона ὰ-клетками островков 
Лангерганса и активация гидролиза гликогена (глико-
генолиза) только в  гепатоцитах; формирование  этих 
процессов завершилось  задолго до синтеза in vivo и ре-
ализации функции инсулина. При этом освобождение 
в  кровоток глюкозы в процессе компенсации состоя-
ния гипогликемии осуществляют более ранние в фи-
логенезе гепатоциты, за счет накопленного ими гли-
когена, но не поздние в филогенезе скелетные миоци-
ты и кардиомиоциты. 

2. При действии инсулина завершено формирова-
ние замкнутой системы кровообращения и прокси-
мального отдела артериального русла, артерий эласти-
ческого типа. Сформировать функцию локомоции без 
замкнутой системы кровообращения, без сердца как 
центрального насоса  в проксимальном отделе артери-
ального русла, как и без миллионов  артериол  мышеч-
ного типа (локальных перистальтических насосов) в 
дистальном отделе артериального русла, невозможно. 

3. На ранних ступенях филогенеза,  миллионами 
лет жившие  в океане только анаэробы Археи, для обе-
спечения клеток энергией  метаболизировали ацетат, 
ацетоацетат, кетоновые тела и короткоцепочечные ЖК. 
В глубинах  океана  без света солнца гетеротрофы Ар-
хеи миллионы лет глюкозу не синтезировали. После 
исторического симбиотического слияния в филогене-
зе автотрофов и гетеротрофов, образованные симби-
онты из межклеточной среды не поглощают глюкозу, 
если возможно поглощать ЖК [22]. Чтобы клетки in vi-

vo начали  поглощать глюкозу, их надо  лишить воз-
можности поглощать ЖК в форме НЭЖК. К тому же 
механизмы поглощения  клетками ЖК куда более со-
вершенны, чем поглощение клетками глюкозы, даже 
при действии поздних в филогенезе, зависимых от ин-
сулина транспортеров ГЛЮТ4.

Инсулин, для того, чтобы активировать поглоще-
ние клетками глюкозы из межклеточной среды: а) бло-
кирует липолиз в ИПА; б)  понижает секрецию и со-
держание  в крови неэтерифицированных, полярных  
ЖК (НЭЖК) в ассоциации с альбумином  и      в) вы-
нуждает клетки нарабатывать необходимой энергии 
для поглощения глюкозы. И пока  содержание в плаз-
ме крови НЭЖК не станет физиологично сниженным, 
клетки не начнут поглощать глюкозу. Это, мы полага-
ем, и есть этиологический фактор сочетанного погло-
щения ЖК и глюкозы клетками, отработанный на ран-
них ступенях  филогенеза.  

4. Инсулин сформировал иной способ  обеспече-
ния  скелетных миоцитов и кардиомиоцитов  субстра-
тами для  наработки  энергии. Все инсулиннезависи-
мые клетки поглощают ЖК в форме ТГ в составе ЛП 
и запасают ТГ в цитоплазме в форме «капель» липи-
дов, гидролизуют ТГ, и окисляют НЭЖК   в митохон-
дриях. По сути  ранние в филогенезе клетки самосто-
ятельно обеспечивают себя субстратами и энергией. 
Инсулин же инициировал «централизованное» обеспе-
чение  клеток субстратами для наработки энергии для 
скелетных миоцитов и  кардиомиоцитов. Ни скелет-
ные миоциты, ни синцитий кардиомиоцитов не погло-
щают МЖК+НЖК  в форме ТГ в составе ЛП и не де-
понируют их в форме капель ТГ.

При реализации функции локомоции, при дей-
ствии инсулина начато централизованное депониро-
вание ЖК в форме ТГ  в ИПА. После  гидролиза ТГ  
при  активации гормонзависимой липазы всеми липо-
литическими гормонами и освобождении в кровоток 
ЖК в форме полярных НЭЖК, инсулинзависимые ми-
оциты и кардиомиоциты поглощают только НЭЖК. 
Если же активное поглощение инсулинзависимыми 
миоцитами пальмитиновой НЖК превышает возмож-
ности митохондрий их поглощать, развивается диф-
фузный липоидоз (опалесценция) цитоплазмы  мио-
цитов без физиологичного образования капель липи-
дов. При таком диффузном липоидозе цитоплазмы 
сократительная способность кардиомиоцитов  пони-
жается с развитием одновременно симптомов дилата-
ционной кардиомиопатии [23].

5. На ступенях филогенеза, инсулин инициировал 
замену in vivo пальмитинового варианта метаболизма 
ЖК, при котором митохондрии медленно поглощали 
и окисляли, главным образом, пальмитиновую НЖК, 
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на иной, максимально эффективный олеиновый вари-
ант поглощения и окисления митохондриями олеино-
вой МЖК.  Для этого инсулин экспрессировал новые 
ферментные системы, при действии которых гепато-
циты всю синтезированную ими из экзогенной глюко-
зы in situ de novo пальмитиновую НЖК, тут же превра-
щают в олеиновую МЖК. Экспрессированные инсу-
лином 2 фермента - пальмитоил-КоА-элонгаза и 
стеарил-КоА-десатураза стали активировать две сопря-
женные биохимические реакции: эндогенно синтези-
рованная С16:0 пальмитиновая НЖК→ С18:0 стеари-
новая НЖК→ ῳ-9 С18:1 олеиновая МЖК [24].   

И если при окислении пальмитиновой НЖК ми-
тохондрии  не могли  потенциально, существенно уси-
лить наработку АТФ, то при метаболизме  олеиновой  
МЖК, как субстрата, количество нарабатываемого ми-
тохондриями АТФ определено только уровнем обра-
зования (поглощением клетками) олеиновой МЖК. 
Чем активнее действие инсулина in vivo, тем в большей 
мере  количество олеиновой МЖК, этерифицирован-
ной в ТГ в ИПА,  превышает долю эндогенной паль-
митиновой НЖК, тем больше in vivo олеиновой ЖК, 
олеиновых ТГ и одноименных ЛПОНП секретируют 
гепатоциты. И при олеиновом варианте переноса ЖК 
в составе  ЛПОНП, не образуются олеиновых ЛПНП; 
поэтому ХС-ЛПНП всегда низкий.

Основной причиной повышения ХС-ЛПНП, яв-
ляется; а) избыточное количество in vivo экзогенной 
(эндогенно синтезированной) пальмитиновой НЖК в 
форме пальмитиновых ТГ; б)  формирование большо-
го числа пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП, которые в 
крови не формируют апоЕ/В-100 лиганд  и их не мо-
гут поглотить клетки. В крови происходит накопление 
безлигандных пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП и уве-
личение содержания преимущественно спирта ХС в 
полярном монослое пальмитиновых ЛПОНП-ЛПНП; 
это и есть  ХС-ЛПНП. 

6. Одновременно поздний в филогенезе инсулин 
лишен возможности превратить в гепатоцитах экзо-
генную пальмитиновую НЖК, которая поступает с пи-
щей, в олеиновую МЖК. Метаболизм экзогенной 
пальмитиновой НЖК отработан на ступенях  филоге-
неза миллионами лет ранее, чем   свою функцию на-
чал инсулин как регулятор метаболизма ЖК. Если по-
ступление пальмитиновой НЖК с пищей велико, дли-
тельно, формируются последовательно: а) 
пальмитиновый вариант метаболизма ЖК; б) клини-
ческие симптомы  афизиологичного процесса  – ате-
росклероза с ГЛП IIб типа и  в)  компенсаторное нача-
ло иного афизиологичного процесса – атероматоза. 
Далее, развивается иной,  компенсаторный, патогене-
тически связанный атероматоз интимы артерий эла-

стического типа. Что первично, атеросклероз ли, функ-
циональная ли резистентность  к инсулину или диабет 
первого типа при нарушении целостности структур,  
предстоит еще разобраться [25, 26].  

Основная проблема пациентов с атеросклерозом, 
синдромом инсулинорезистентности (ИР) и ГЛП со-
стоит,  в первую очередь, не в том, что in vivo усилено 
происходит гликирование (гликозилирование) функ-
ционально важных  протеинов и нарушение физико-
химических свойства, и функциональной активности. 
Пациенты с синдромом ИР постоянно  пребывают  в 
состоянии пальмитинового варианта и дефицита энер-
гии, которая столь необходима для реализации реак-
ций  метаболизма. Клетки in vivo при синдроме ИР не 
могут при необходимости, потенциально усилить на-
работку митохондриями АТФ и обеспечить  реализа-
цию биологической  функции адаптации, реакции ком-
пенсации. 

7. У травоядных животных инсулин  инициировал: 
а)  синтез биохимически активной олеиновой МЖК из 
эндогенной пальмитиновой НЖК, из экзогенной глю-
козы; б) олеиновый вариант метаболизма ЖК и в)  век-
торный  перенос олеиновой НЖК к ИПА для реализа-
ции далее функции  локомоции.  Инсулин у травояд-
ных инициировал новый, специфичный перенос  
олеиновой МЖК в форме олеиновых ТГ,  в составе 
олеиновых ЛПОНП при поглощении их клетками пу-
тем апоЕ/В-100 эндоцитоза. У травоядных инсулин 
инициировал функционально короткий путь  перено-
са, главным образом, олеиновой МЖК в межклеточ-
ной среде по пути: олеиновые,  прелигандные 
ЛПОНП→ лигандные ЛПОНП→  апоЕ/В-100 эндоци-
тоз. При действии инсулина у травоядных физиоло-
гично образование олеиновых ЛПНП  не происходит.  
Физиологичный уровень ХС-ЛПНП  формируют, глав-
ным образом,  линолевые ЛПНП за счет переноса ими 
поли-ЭХС, точнее ПНЖК этерифицированных спир-
том ХС. В состав  линолевых ЛПНП  поли-ЭХС переш-
ли  из ЛПВП при действии БППЭХ.  

Возвращаясь к экспериментам А.И. Игнатовского  и  
позапрошлому столетию, важно понять: а) если травояд-
ных кормить мясом с высоким содержанием в нем паль-
митиновой НЖК,  то б) специфичная система,  предна-
значенная   для переноса химически активной олеино-
вой МЖК, является явно не оптимальной для переноса 
малоактивной НЖК, пальмитиновых ТГ и одноименных 
ЛПОНП. При низких параметрах гидролиза пальмити-
новых ТГ при действии постгепариновой ЛПЛ форми-
руются безлигандные пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП; 
они не образуют  апоЕ/В-100 лиганд и их не поглощают 
клетки. В крови циркулирует много безлигандных паль-
митиновых ЛПОНП→ЛПНП; они формируют ГЛП и вы-
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сокий уровень ХС-ЛПНП, в первую очередь, за счет не-
этерифицированного спирта ХС в полярном  монослое 
ФХ+ХС  пальмитиновых ЛПОНП. 

При этом происходит формирование атеросклероза, 
а именно: а) ГЛП типа IIб; б)  блокада поглощения  клет-
ками ПНЖК в форме поли-ЭХС в составе физиологич-
ных линолевых ЛПНП путем апоВ-100 эндоцитоза и в) 
нарушен синтез биологически активных эйкозаноидов. 
Формирование ГЛП, нарушение биологической функ-
ции эндоэкологии, «замусоривание» межклеточной сре-
ды большими эндогенными флогогенами являются при-
чиной активации другого афизиологичного процесса - 
атероматоза, удаления из циркуляции, сбора и 
утилизации пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП в интиме  
артерий эластического и смешанного типов.

Формирование в филогенезе 3 вариантов переноса к 
клеткам ЖК в форме ТГ.         В филогенезе, мы полага-
ем, биологическая роль инсулина  состоит в том, что 
гормон: 1) обеспечил превращение на суше покинув-
ших океан плотоядных (рыбоядных) животных в тра-
воядные [27]; 2) обеспечил всем животным высокие 
кинетические параметры движения в биологической 
функции локомоции; 3) осуществил превращение in 
vivo мало эффективного пальмитинового варианта ме-
таболизма ЖК с постоянным дефицитом энергии 
(АТФ), в потенциально высокоэффективный олеино-
вый  метаболизм ЖК.  Инсулин призван обеспечить 
субстратами для наработки энергии все клетки, кото-
рые реализуют  биологическую функцию локомоции. 

В филогенезе, мы полагаем, последовательно за 
миллионы лет, произошло формирование  трех систем  
переноса к клеткам ЖК в форме неполярных ТГ в со-
ставе апоВ липопротеинов.

1. У плотоядных (Carnivore) в океане и на суше это 
путь превращений:  энтероциты, апоЕ/В-48 ХМ→ ге-
патоциты→ апоВ-100 ЛПОНП→ ЛПНП→ апоВ-100 эн-
доцитоз.

2. У травоядных (Herbivore), до становления функ-
ции инсулина, это перенос химически мало активной 
пальмитиновой НЖК по пути: гепатоциты→ пальми-
тиновые ЛПОНП→ ЛПНП→ апоВ-100 поглощение все-
ми  клетками.

3. У травоядных (Herbivore) при действии инсули-
на, перенос химически активной олеиновой МЖК яв-
ляется наиболее коротким и происходит по пути: ге-
патоциты→ олеиновые ЛПОНП→ апоЕ/В-100 эндоци-
тоз только клетками имеющими рецепторы к 
инсулину.

Если  оценить варианты переноса ЖК на рассмо-
тренных ступенях филогенеза, можно  понять,  поче-
му  система переноса  олеиновой НЖК в олеиновые 
ЛПОНП не может переносить пальмитиновые ЛПОНП 

с иными физико-химическими свойствами. В инсу-
линзависимой системе переноса олеиновой МЖК, ТГ 
задействованы только ЛПОНП и нет ЛПНП. При из-
бытке мясной (плотоядной) пищи и содержащейся в 
ней пальмитиновой НЖК, клетки не поглощают без-
лигандные пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП, путем 
апоЕ/В-100 эндоцитоза;  физиологично их нет. При 
избытке мясной пищи и пальмитиновой НЖК, пере-
нос в апоВ-100 ЛП избытка ТГ  происходит так, как 
это было миллионы лет до  появления в филогенезе и 
начала действия  инсулина [28, 29]. Важно понять, что  
при формировании в филогенезе травоядных,  из пе-
реноса к клеткам ЖК в ЛП, вначале были исключены  
ХМ, а позднее и ЛПНП. У травоядного человека в нор-
ме перенос к клеткам эндогенной олеиновой МЖК,  
олеиновых ТГ осуществляют только олеиновые 
ЛПОНП.  

У травоядных при синтезе гепатоцитами из глюко-
зы  в основном  олеиновой МЖК, олеиновых ТГ и оле-
иновых ЛПОНП, в кровотоке физиологично образу-
ется минимальное количество ЛПНП; все олеиновые, 
лигандные ЛПОНП  поглощаются инсулинзависимы-
ми клетками путем апоЕ/В-100 эндоцитоза. В крови 
образуются, главным образом, линолевые ЛПНП; пе-
реносят они к клеткам ПНЖК в неполярной форме 
поли-ЭХС и остаточное количество пальмитиновых 
ЛПНП. Чем больше филогенетически травоядный Ho-
mo sapiens потребляет мясную пищу, тем выше содер-
жание в крови пальмитиновых ТГ, пальмитиновых, 
безлигандных, афизиологичных ЛПОНП→ЛПНП; они-
то и определяют афизиологичные величины ХС-ЛПНП 
[30]. 

Безлигандные пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП,  
которые не могут  поглощать клетки путем инсулинза-
висимого апоЕ/В-100 эндоцитоза,  становятся субстра-
том   атероматоза в интиме артерий. Именно пальмити-
новые ЛПОНП→ЛПНП  объединяют  2 афизиологич-
ных процесса - атеросклероза и  атероматоза, нарушение 
биологических функций трофологии и эндоэкологии. 
При  атеросклерозе как афизиологичном процессе, об-
разуются пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП: атероматоз 
– процесс удаления их из кровотока как безлигандных 
пальмитиновых ЛП. Происходит это не в полной мере 
физиологично, точнее совсем афизиологично. Именно 
пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП  индуцируют  атеро-
матоз в интиме артерий эластического типа.  Избыток 
в пище пальмитиновой НЖК – основная причина ли-
поидоза  клеток,  зависимых от инсулина: скелетных ми-
оцитов, кардиомиоцитов, перипортальных гепатоци-
тов, макрофагов Купфера и β-клеток островков  [31]. 

Homo sapiens – в филогенезе вид травоядный. Соглас-
но всем особенностям анатомических структур и ак-
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тивности функциональных систем in vivo, вид Homo 
sapiens на ступенях филогенеза, на суше до становле-
ния системы инсулина, сформировался как травояд-
ный. В то же время, ранние предки человека были пло-
тоядными, рыбоядными. При жизни на суше основ-
ную роль в превращении предков человека в 
травоядный вид обеспечило регуляторное действие ин-
сулина. К. Линней, формируя бинарную номенклату-
ру  видов  животных, охарактеризовал Homo sapiens 
еще более узко, как плодоядный вид.  

За миллионы лет жизни на суше система инсули-
на превратила далеких предшественников человека из 
плотоядных (рыбоядных) в травоядные. Если основ-
ным субстратом для наработки энергии у плотоядных 
являются экзогенные ЖК, преимущественно пальми-
тиновая НЖК, то у травоядных основным экзогенным 
субстратом пищи является глюкоза. Однако если ЖК 
можно окислить в митохондриях, депонировать в ци-
топлазме клеток в форме ТГ, то с более поздней в фи-
логенезе глюкозой  поступить подобным образом воз-
можности нет.  

1. У плотоядных началом переноса к клеткам эн-
догенных ЖК являются энтероциты; перенос ЖК к 
клеткам в форме пальмитиновых ТГ в составе ЛП мно-
гоэтапный и длительный [32].  У  травоядных роль эн-
тероцитов стала меньше; лишь незначительное число 
ХМ является транспортной формой  экзогенных ЖК в 
течение короткой реакции экзотрофии вскоре после 
приема пищи. В физиологичных условиях у человека  
ХМ в плазме крови  натощак нет.

2. У плотоядных основное количество ЖК в гепа-
тоцитах, которые они поглощают в составе ХМ при  
апоЕ/В-48 эндоцитозе,  составляют  экзогенные ЖК. 
Их необходимо оптимизировать, окисляя в перокси-
сомах. У травоядных и человека основное количество 
ЖК in vivo составляют эндогенно синтезированные 
ЖК. Образовали их гепатоциты in situ de novo из экзо-
генной глюкозы.

В биологической реакции экзотрофии у травояд-
ных  при выраженной гипергликемии, инициирован-
ной  энтероцитами,  всасывании экзогенной глюкозы, 
инсулин: а)  инициирует выставление на мембрану ин-
сулинзависимых клеток дополнительного числа 
ГЛЮТ4;  б) ингибирует липолиз, блокируя  активность 
гормонзависимой липазы в инсулинзависимых под-
кожных адипоцитах. При гипергликемии и снижен-
ном содержании НЭЖК, клетки быстро поглощают 
экзогенную глюкозу. Лишь небольшие количества ее 
гепатоциты  депонируют в форме гидрофильного гли-
когена; основную же массу глюкозы клетки использу-
ют  в синтезе in situ de novo эндогенной пальмитино-
вой НЖК. Это дало нам основание формально имено-

вать пальмитиновую НЖК in vivo как «гидрофобную» 
форму глюкозы [33]. 

Пальмитиновую НЖК можно, хотя и не быстро, 
но: а) окислить в матриксе митохондрий; б) депониро-
вать  в клетках в пальмитиновых ТГ. В то же время, в 
биологической реакции эндотрофии («внутреннего» 
питания) пальмитиновые ТГ не столь просто гидроли-
зовать и вывести пальмитиновую НЖК в межклеточ-
ную  среду в форме НЭЖК. Активация инсулином по-
глощения клетками глюкозы –  один из этапов реали-
зации функции локомоции. Инсулин стремится 
запасать как м

ожно больше МЖК для наработки скелетными ми-
оцитами и  кардиомиоцитами оптимального количе-
ства макроэргического АТФ. 

Инсулин и формирование типов  ГЛП. Диагностиче-
ское значение  метода зонального электрофореза ЛП 
в одной из поддерживающих сред (чаще в геле агаро-
зы) позволяет дифференцировать: а)  фенотипы ГЛП 
– как следствие генетических нарушений  метаболиз-
ма [34, 35] и б) типы ГЛП [36, 37], которые являются 
результатом  эпигенетических нарушений, в первую 
очередь, питания, функции трофологии, реакции эк-
зотрофии, внешнего питания. Электрофорез ЛП, мы 
полагаем, достоверно отражает три  сформированные 
на ступенях филогенеза варианта  переноса к клеткам 
ЖК, в первую очередь, НЖК и МЖК. У плотоядных 
перенос к клеткам НЖК+МЖК отражает ГЛП типа V, 
при этом задействованы ХМ, ЛПОНП и ЛПНП. У  тра-
воядных до формирования инсулина, перенос к клет-
кам НЖК+МЖК соответствует ГЛП типа IIб;  в нем 
задействованы ЛПОНП и ЛПНП. У травоядных и че-
ловека при активной индукции инсулином олеиново-
го варианта метаболизма ЖК, при нормолипидемии и 
нормальной электрофореграмме ЛП, МЖК к клеткам 
переносят только олеиновые ЛПОНП.   

Физиологичная система ЛП  у травоядного в фи-
логенезе человека  при оптимальном питании отраже-
на на  рисунке. Эта фореграмма ЛП сыворотки крови, 
в плане диагностики, отражает: а) оптимальную реа-
лизацию пациентом функции трофологии (питания); 
б) высокую регуляторную активность инсулина in vivo 
и в) реализацию in vivo  олеинового  варианта метабо-
лизма ЖК. Такой  фореграмме  соответствует  физио-
логичное содержание в плазме крови ТГ, спирта ХС, 
ХС-ЛПНП и полярных НЭЖК в ассоциации с липид-
переносящим белком альбумином.  

Нарушение филогенетически травоядным пациен-
том биологической функции трофологии, потребле-
ние избытка плотоядной (мясной)  пищи - афизиоло-
гичная индукция субстратом, инициирует in vivo пере-
нос ЖК как это происходило в филогенезе при 
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отсутствии инсулина; этот перенос отражает ГЛП ти-
па IIб. От физиологичного состояния нормы, ГЛП ти-
па IIб на фореграмме отличает только наличие поло-
сы β-ЛП, увеличение содержания ЛПНП в плазме кро-
ви. Эта фореграмма ЛП в плане диагностики отражает: 
а) афизиологичную реализацию   функции питания; б) 
доминирования in vivo пальмитинового варианта ме-
таболизма ЖК и в) наличие синдрома ИР. Этот тип 
ГЛП обычно  сопровождает  повышенное  содержание  
в крови ТГ, спирта ХС, ХС-ЛПНП, гипергликемия, 
высокая концентрация в плазме крови НЭЖК и уме-
ренное формирование 2 афизиологичных процессов – 
атеросклероза и атероматоза. 

Если афизиологичное питание травоядного челове-
ка приближается к плотоядному, перенос в ЛП избы-
точного количества пальмитиновой кислоты отражает 
формирование ГЛП типа V; по сути,  у человека форми-
руется ранний в филогенезе  перенос МЖК+НЖК в 
апоВ ЛП,  характерный для плотоядных. 

Избыточное  количество в пище пальмитиновой 
НЖК и одновременно углеводов характерно для лю-
бителей пива. В странах Европы для купирования ГЛП 
типа V пациентов порой помещают в клинику, именуя 
ГЛП V типа как «пивной» тип. Формирование ГЛП ти-
па V указывает, что отправной точкой переноса к клет-

кам НЖК+МЖК становятся энтероциты, как это про-
исходит  у плотоядных. 

От ГЛП типа IIб тип V отличается (помимо высоко-
го уровня β-ЛП)  постоянно высоким содержанием в 
плазме крови ХМ. Формируют ХМ энтероциты тонко-
го кишечника из экзогенных ЖК; в составе ХМ доми-
нирует пальмитиновая НЖК и пальмитиновые ТГ. Вы-
сокому содержанию ГЛП типа V на фореграмме ЛП  
клинически и лабораторно соответствуют высокая ги-
пертриглицеридемия, гиперперхолестеринемия, высо-
кий ХС-ЛПНП, молочный цвет сыворотки крови, вы-
сокая гипергликемия, гиперинсулинемия,  повышен-
ный  уровень НЭЖК, нарушения функции соматических 
органов, развитие  полиорганных нарушений, активное 
формирование двух последовательных, разных афизи-
ологичных процессов: атеросклероза и атероматоза. 

Можно обоснованно говорить, что классификация 
ГЛП по Д. Фредриксону включает 3 генетически обу-
словленных фенотипа (ГЛП фенотип I, фенотип IIа и 
фенотип III) [38] и 3 эпигенетически обусловленных ти-
па ГЛП (соответствующих состоянию нормы, ГЛП ти-
па IIб и ГЛП типа V) [39]. Важным является уточнение, 
что при формировании врожденной ГЛП фенотипа I, в 
плазме крови происходит накопление не апоВ-48 ХМ, 
а ассоциатов апоВ-100 олеиновых ЛПОНП. При потре-
блении  травоядным человеком явно излишнего коли-
чества животной пищи, в плазме крови  последователь-
но  можно отметить повышение, в первую очередь,  ТГ, 
спирта ХС, далее ХС-ЛПНП, НЭЖК, формирование 
гипергликемии и гиперинсулинемии. Повышению кон-
центрации ХС-ЛПНП всегда предшествует гипертри-
глицеридемия,  формирование же гипергликемии опе-
режает повышение в плазме крови НЭЖК+альбумин. 
Наличие гипертриглицеридемии и повышение ХС-
ЛПНП являются предшественниками гипергликемии 
и гиперинсулинемии. Формирование атеросклероза  при 
поедании травоядными  и  человеком мясной пищи 
всегда первично, синдром ИР всегда вторичен. Атеро-
склероз как дефицит в клетках ПНЖК и формирование 
пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП всегда первичны по 
отношению к синдрому ИР и атероматозу [40, 41]. 

Мы полагаем, что типирование ГЛП методом зо-
нального электрофореза ЛП отражает отработанную в 
филогенезе готовность функции трофологии in vivo вос-
принять индукцию разными субстратами, используя для 
этого 3 варианта, сформированные на ступенях фило-
генеза. Всеядным Homo sapiens не является; биологи-
чески это невозможно. Однако человек, используя  био-
логическую функцию адаптации, может реализовать 
ранние в филогенезе системы переноса к клеткам ЖК: 
а) оптимальную для человека систему травоядных с ак-
тивной функцией инсулина; б) менее желаемую систе-

Схема фенотипов (типов) ГЛП согласно Д. Фредриксона  на основании 
электрофореза ЛП в геле агарозы. 
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му травоядных при блокаде (отсутствии) инсулина и в) 
совсем уж афизиологичную систему переноса ЖК у пло-
тоядных. Это является наглядным примером  биологи-
ческой закономерности Геккеля как  единение биоло-
гических процессов  в онто- и филогенезе, что, правда, 
не всегда приводит к оптимальному результату [42]. Для 
профилактики всех 7 метаболических пандемий необ-
ходимо соблюдать все ограничения,   которые сформи-
ровались на ступенях филогенеза. Атеросклероз и ате-
роматоз –  2 разных патологических процесса со своей 
этиологией и патогенезом, это нарушение  разных био-
логических функций, однако приемы профилактики яв-
ляются едиными. Атероматоз - логичное, компенсатор-
ное  следствие атеросклероза.      

Основы первичной профилактики атеросклероза и 
атероматоза. Решающим условием эволюции, превра-
щения плотоядных в травоядные явилось биологиче-
ское действие инсулина. И если в филогенезе до инсу-
лина все клетки из ацетил-КоА синтезировали только 
пальмитиновую НЖК, при действии инсулина синтез 
ЖК продлен на 2 биохимические реакции; удлинне-
ния цепи пальмитиновой НЖК на 2 атома углерода, на  
один ацетил-КоА: С16:0 пальмитиновая НЖК→ С18:0 
стеариновая НЖК→ ῳ-9 С18:1 олеиновая МЖК. 

Нежелание пациентов потреблять плотоядную (ры-
боядную) пищу и морепродукты является афизиоло-
гичным [43]. Миллионами лет при жизни в океанах 
прародители человека были рыбоядными. В наслед-
ство от этого времени виду Homo sapiens досталось то, 
что: а) все животные клетки из ацетил-КоА синтези-
руют пальмитиновую НЖК; б) биологические функ-
ции и реакции in vivo постоянно регулируют гумораль-
ные медиаторы - эйкозаноиды. Все клетки синтезиру-
ют их из экзогенных ПНЖК, из рыбьего жира [44]. К 
тому же, травоядные вскармливают новорожденных 
плотоядной пищей, материнским молоком – пальми-
тиновым, насыщенным животным жиром. 

Жиры  молока это пальмитиновый, насыщенный, 
животный жир; сливочным маслом мы называет его 
вне всех оснований. Врачи рекомендуют в пищу жи-
вотный,  пальмитиновый жир и не одобряют потребле-
ние растительного, олеинового, пальмового масла. С 
позиций биологии, профилактики атеросклероза и  
атероматоза, растительное масло для взрослых лучше 
любого животного жира. Отказ от потребления рыбы, 
алиментарный дефицит в пище эйкозапентаеновой и 
докозагенксаеновой ПНЖК неотвратимо способству-
ет формированию атеросклероза [45]. Можно обосно-
ванно полгать, что атеросклероз формируется in vivo 
зависимо от дефицита в клетках ῳ-3 ПНЖК. Атерома-
тоз же в интиме артерий активирован параллельно из-
бытку в пище травоядных животных мяса с высоким 

содержанием пальмитиновой НЖК, спирта ХС в паль-
митиновых ЛПОНП→ЛПНП (ХС-ЛПНП). ХС-ЛПНП 
– тест перегрузки физиологичной системы олеиновых 
ЛПОНП пальмитиновой НЖК. Считать же вегетари-
анскую пищу физиологичной нет оснований; пища,   в 
которой нет ῳ-3 и ῳ-6 ПНЖК - явно  афизиологична.  

Экзогенная гиперхолестеринемия в экспериментах 
С.С. Халатова  и Н.Н. Аничкова - частный случай биоло-
гической закономерности:  травоядное животное – кро-
лик, плотоядная пища – спирт ХС. Воспроизвести же на 
модели экзогенной гиперхолестеринемии  атеросклероз 
и атероматоз аорты у плотоядных крыс не получается. 
Травоядному в филогенезе человеку можно сверять свое 
питание с данными, которые приведены в  Библии,  в 
притче  о Святом Петре. При каждом злоупотреблении 
травоядным человеком плотоядной пищей и С16:0 паль-
митиновой НЖК, на уровне инсулинзависимых, позд-
них в филогенезе ЛПОНП формируется специфичный 
locus minoris resistentia на уровне формирования  пальми-
тиновых ЛПОНП→ЛПНП.

Поскольку утилизацию пальмитиновых ЛПОНП→ 
ЛПНП в интиме артерий  осуществляют не полифунк-
циональные оседлые макрофаги интимы, а в большой 
мере функционально ограниченные моноциты гема-
тогенного происхождения, при реализации ими био-
логической функции эндоэкологии, биологической 
реакции воспаления, формируется атероматоз инти-
мы в проксимальном отделе артериального русла. В 
проспективных клинических протоколах показано, что 
сумма НЖК, в первую очередь пальмитиновая НЖК, 
но не ННЖК и не количество углеводов, определяют 
риск ИБС. Олеиновая МЖК предотвращает действие 
избытка пальмитиновой НЖК, нарушение функции 
митохондрий при формировании синдрома ИР. 

Атеросклероз – перенос в крови травоядных, в позд-
них в филогенезе ЛПОНП не синтезированной из глю-
козы олеиновой МЖК, а экзогенной пальмитиновой 
НЖК, что характерно для плотоядных, для мясоедов. 
Этиологическими факторами атеросклероза являются: 
а) избыточное, афизиологичное потребление травояд-
ным видом Homo sapiens плотоядной (животной) пищи 
и б) низкие параметры участия  пальмитиновой НЖК в 
биохимических реакциях in vivo, по сравнению с высо-
кими параметрами, которыми обладает олеиновая МЖК. 

Атероматоз –  катаболизм (утилизация)  тех паль-
митиновых ЛПОНП→ЛПНП, которые не смогли по-
глотить клетки со всеми переносимыми ими ПНЖК а 
форме поли-ЭХС. Сбор и утилизация ПНЖК прохо-
дит в интиме артерий; только частичный катаболизм  
поли-ЭХС при действии моноцитов гематогенного 
происхождения формирует атероматозные отложения 
липидов (бляшки), стенозирование артерий эластиче-
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ского типа, с клинической картиной ИБС и ишемии 
мозга. Если  в пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП  повы-
шено содержание ТГ, в интиме происходит формиро-
вание атероматоза и атеротромбоза; это образование 
«мягких» бляшек, которые содержат много ТГ и под-
вержены разрыву наиболее часто.

В филогенезе (единый анамнез всего живого) низ-
кая химическая активность пальмитиновой НЖК и вы-
сокие параметры химической активность олеиновой 
НЖК  -  основной этиологический  фактор 2 афизио-
логичных процессов – атеросклероза и атероматоза, 
ишемической болезни сердца и инфаркта миокарда [2]. 
Согласно филогенетической теории общей патологии, 
нарушение физиологичного действия инсулина (син-
дром ИР) важно в патогенезе атеросклероза при нару-
шении функций трофологии (питания), реакции эк-
зотрофии, функций гомеостаза, адаптации и эндоэко-
логии. И в этих неблагоприятных для метаболизма 
ситуациях, соблюдение оптимальной диеты является 
единственным эффективным способом предотвратить 
осложнения атеросклероза и атероматоза артерий эла-
стического типа. Иного в филогенезе нам не дано; важ-
но помнить – Homo sapiens в филогенезе, по натуре, 
травоядный [46]. Этому и надо настоятельно следовать. 
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Оценка корректирующего влияния сульпирида  
на поведенческие нарушения алкоголизированных  
самцов белых крыс с разным уровнем депрессивности

ГОУ ВПО «Донецкий национальный университет»,  
83050, г. Донецк, ул. Щорса, д. 46

Целью исследования является оценка коррекции поведенческих нарушений, вызванных двухнедельной алкоголиза-
цией у самцов белых крыс, путем блокирования сульпиридом ауторецепторов дофамина с учетом индивидуально-типо-
логических особенностей животных. 
Методика. Эксперимент был выполнен на 40 половозрелых крысах-самцах массой 180—220 г. Уровень тревожности 
крыс определяли в приподнятом крестообразном лабиринте по общему времени пребывания животного на открытом 
пространстве лабиринта за 5 мин тестирования и числу повторных выходов на него. Двигательную и исследовательскую 
активность, а также число актов груминга животных оценивали в тесте открытого поля в течение 5 мин. Уровень депрес-
сивности животных устанавливали с помощью теста Порсолта с подсчетом количества и общей продолжительности пери-
одов полной иммобильности (неподвижности) животного. По количеству фекальных болюсов судили об эмоционально-
сти животных. После исходного (контрольного) тестирования в батарее вышеуказанных тестов животные были разделены 
на три подгруппы согласно выраженности депрессивности в тесте Порсолта. Алкоголизацию проводили в течение 14 сут 
путем внутрибрюшинного введения раствора этанола в виде 10% раствора из расчета 2 г/кг веса животного, после чего 
животные проходили повторное тестирование в поведенческих тестах. Сульпирид («Eglonyl», Sanofi Winthrop Industrie, 
France) вводили в течение 14 сут в дозе 10 мг/кг, внутрибрюшинно, после чего животные снова проходили тестирование. 
Результаты. Двухнедельная алкоголизация приводит к увеличению тревожности и депрессивности самцов с исходно низким 
и средним уровнем депрессивности, на что указывает сокращение пребывания животных данных подгрупп на открытом 
пространстве приподнятого крестообразного лабиринта (p<0,01), уменьшение числа повторных выходов на него (p<0,05) 
и значительное увеличение общего времени неподвижности в тесте Порсолта (p<0,01). Последующее введение сульпи-
рида корректирует анксиогенный и депрессогенный эффекты алкоголизации у самцов этих подгрупп. Исходно высоко-
депрессивные животные не проявили чувствительности к 14-дневному введению этанола и последующему блокирова-
нию D2/D3-рецепторов дофамина в приподнятом крестообразном лабиринте и тесте Порсолта. Введение этанола в тече-
ние 14 дней угнетает исследовательскую активность (p<0,01) самцов в открытом поле независимо от исходного уровня их 
депрессивности и двигательную (p<0,01) у низкодепрессивных животных. Последующее введение сульпирида не привело 
к компенсации эффекта алкоголизации на показатели поведенческой активности в открытом поле. У низкодепрессивных 
самцов на фоне двухнедельной алкоголизации развивается депрессивноподобное состояние, характеризующееся выра-
женным поведенческим дефицитом в открытом поле. Двухнедельная алкоголизация приводит к значительному (в 2—3,5 
раз, p<0,01) росту эмоциональности независимо от исходного уровня депрессивности крыс, что полностью корректиру-
ется последующим введением сульпирида у высокодепрессивных самцов, и к частичному снижению проявлений эмоци-
ональности у низко- и среднедепрессивных животных.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о возможности коррекции тревожных и депрессивных наруше-
ний, возникших на фоне двухнедельной алкоголизации, сульпиридом с учетом индивидуально-типологических особен-
ностей организма.
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Frolova G.A.

THE SULPIRIDE CORRECTION OF BEHAVIORAL DISORDERS IN ALCOHOLIZED  
WHITE MALE RATS WITH DIFFERENT DEGREES OF DEPRESSION

Department of Human and Animal Physiology, Donetsk National University,  
Shchorsa Str. 46, Donetsk 83050

The aim of the study was to evaluate correction of behavioral disorders with sulpiride, a dopamine autoreceptor inhibitor, in alco-
holized rats taking into account individual typological features of the animals. 
Methods. Experiments were performed on sexually mature male rats weighing 180-220 g. The level of anxiety was determined 
in the elevated plus-maze by the total time of stay in and number of exits from the open space of the maze during 5 minutes of 
testing. Locomotor and exploratory activity and grooming behavior were assessed in the open field for 5 minutes. The severity of 
animal depression was determined using the standard Porsolt test by the number and total duration of immobility periods. The 
emotional state of animals was evaluated by the number of fecal boluses. After the initial (control) tests, the rats were divided into 
three subgroups based on the severity of depression as determined in the Porsolt test. Alcoholism was modeled by intraperitoneal 
injections of 10% ethanol (2 g/kg body weight) for 14 days. Then the animal behavior was re-tested. Sulpiride (Eglonyl, Sanofi Win-
throp Industrie, France) was administered for 14 days at a dose of 10 mg/kg, intraperitoneally; then the animals were tested again. 
Results. Two-week alcoholization resulted in increased anxiety and depression of rats with low and medium depression degree 
at baseline. These disorders were evident from shortened stay of these animals in the open space of elevated plus-maze, reduced 
number of repeated exits from the open space, and a significant increase in the total time of immobility in the Porsolt test. The 
subsequent sulpiride treatment corrected the anxiogenic and depressogenic effects of alcoholism in male rats of these subgroups. 
Originally high-depressive animals did not show a sensitivity to the 14 day-administration of ethanol and subsequent inhibition 
of D2/D3-dopamine receptors in the elevated plus-maze and Porsolt test. Administration of ethanol for 14 days suppressed both 
the exploratory activity of rats in the open field regardless of their baseline degree of depression, and the locomotor activity of 
low-depressive animals. The subsequent sulpiride treatment did not abolish the effect of alcohol on the behavioral activity in the 
open field. Low-depressive alcoholized males developed a depression-like condition characterized by a marked behavioral def-
icit in the open field. The two-week alcoholization resulted in a significant (2-3.5 times) increase in the emotionality irrespective 
of the baseline degree of depression. This disorder was fully corrected by the sulpiride treatment in high-depressive rats and par-
tially reduced the signs of emotionality in low- and medium-depressive animals.
Conclusion. The study showed a possibility for correction of anxiety and depressive disorders induced by two weeks of modeled 
alcohol abuse with sulpiride depending on individual typological features of animals.
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Введение
 Одним из заболеваний, характеризующихся нали-

чием патологической зависимости, является алкого-
лизм, возникающий при длительном приеме этанол-
содержащих веществ. Патофизиологические механиз-
мы развития этого заболевания сложны и остаются до 
конца не выясненными, что отражается в сложностях 
при выборе способа терапии.

В настоящее время известно, что действие всех 
психоактивных веществ направлено на стимуляцию 
системы подкрепления, центральную роль в которой 

отводят опиоидной и дофаминергической системам 
мозга [1]. Исследователями подтвержден тот факт, что 
характер воздействия этанола на дофаминергическую 
систему зависит от дозы и методов его введения. Так, 
введение малых доз животным приводит к снижению 
тревожности и некоторому увеличению уровня двига-
тельной активности, что связано с ингибированием 
тормозных систем [2], а введение больших доз или хро-
ническая алкоголизация приводят, напротив, к угне-
тению ЦНС [3]. Злоупотребление алкоголем суще-
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ственным образом изменяет не только процессы син-
теза, освобождения и метаболизма нейромедиаторов, 
но и процесс их рецепции [4]. Данный факт объясня-
ется мембранотропным эффектом этанола: встраива-
ясь в липидный матрикс клеточной мембраны, он не-
специфически изменяет нейротрансмиссию за счет из-
менения активности ферментов, транспортных 
носителей и рецепторов нейромедиаторов [5].

Кроме указанных выше влияний этанола на функ-
циональные характеристики дофаминергических ней-
ронов, следует отметить и морфологические пере-
стройки структур мозга, содержащих дофаминергиче-
ские нейроны, где было показано уменьшение объема 
и удельной плотности нейронов, и их проекции, где 
плотность нейронов также снижалась, а объем жизне-
способных нейронов несколько увеличился из-за уве-
личения объема их рецепторной поверхности [4].

Вместе с тем, колоссальное влияние на психоэмо-
циональное состояние и реализацию функций цен-
тральной нервной системы оказывает и продукт мета-
болизма этанола – ацетальдегид. Накопление ацеталь-
дегида в мозге может вызвать значительные сдвиги в 
состоянии нейротрансмиттерных систем: продукты 
конденсации ацетальдегида с биогенными аминами 
способны связываться с дофаминовыми и опиоидны-
ми рецепторами мозга крыс [1].

На имеющуюся связь между дофаминергической 
системой и эффектами этанола указывает и то, что к 
алкогольспецифическим генам относят гены, участву-
ющие в работе нейрональных путей систем подкрепле-
ния, поведенческого контроля и стрессовой устойчи-
вости – т.е. мезолимбической дофаминергической си-
стемы [6].

Таким образом, одной из ключевых нейрохимиче-
ских систем в механизме развития алкоголизма и свя-
занных с ним психоэмоциональных нарушений явля-
ется дофаминергическая система мозга. Однако в ли-
тературе крайне редко встречаются данные, 
касающиеся индивидуально-типологических особен-
ностей восприимчивости как к длительной алкоголи-
зации, так и к эффективным способам коррекции на-
рушений, вызванных приемом этанолсодержащих ве-
ществ. В качестве рабочей гипотезы было принято 
предположение о наличии зависимости между инди-
видуально-типологическими особенностями организ-
ма и возможностью коррекции блокатором D2/D3-
рецепторов дофамина нарушений психоэмоциональ-
ного состояния, вызванных двухнедельной 
алкоголизацией у самцов белых крыс. В качестве бло-
катора пресинаптических рецепторов дофамина был 
выбран сульпирид, поскольку данный препарат обла-
дает умеренным антипсихотическим и антидепрессив-

ным эффектом и вместе с тем практически не спосо-
бен вызывать экстрапирамидные нарушения. В связи 
с этим, целью являлась оценка коррекции поведенче-
ских нарушений, вызванных двухнедельной алкоголи-
зацией у самцов белых крыс, путем блокирования суль-
пиридом ауторецепторов дофамина с учетом индиви-
дуально-типологических особенностей животных.

Методика
Эксперимент выполнен на 40 половозрелых беспо-

родных крысах-самцах массой 180-220г, содержавшихся 
в стандартных клетках в условиях естественного свето-
вого режима при свободном доступе к питью на стандарт-
ном гранулированном корме. Все исследования были вы-
полнены в соответствии с «Руководством по уходу и ис-
пользованию лабораторных животных» (публикация 
Национального института здоровья № 85-23, США) и 
«Руководством по экспериментальному (доклиническо-
му) изучению новых фармакологических веществ» [7]. 
Поведенческие эксперименты проводились в первой по-
ловине дня. Для оценки ряда психоэмоциональных по-
казателей (тревожности, депрессивности и двигательной 
активности) был использован комплекс методов, тради-
ционно применяемый в нейропсихофармакологии.

1. Оценка тревожности животных

Уровень тревожности крыс определяли в припод-
нятом крестообразном лабиринте [8] по общему вре-
мени пребывания животного на открытом простран-
стве лабиринта за 5 минут тестирования и числу по-
вторных выходов на него.

Приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ) 
представляет собой приподнятый над уровнем пола ла-
биринт, два из четырех рукавов которого по периме-
тру имеют стенки (закрытые рукава), а остальные – нет 
(открытые рукава). Лабиринт сконструирован из пла-
стика, окрашенного в черный цвет. Ширина рукавов 
составляет 10 см при длине 45 см, высота стенок в за-
крытых рукавах составляет 10 см. В месте пересечения 
рукавов располагается центральная площадка 10´10 см. 
Лабиринт располагается на высоте 80 см над уровнем 
пола на центральной опоре-ножке. 

При тестировании крыс плавно опускали в центр 
лабиринта, где визуально регистрировали их поведе-
ние. После каждого животного камеру протирали из-
нутри мокрыми и сухими салфетками, а также дезодо-
рировали раствором этилового спирта. 

2. Оценка поведенческой активности животных

В открытом поле оценивали двигательную актив-
ность по количеству пересеченных квадратов и исследо-
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вательскую активность по суммарному количеству вер-
тикальных стоек и заглядываний в отверстия-норки за 5 
минут тестирования [9], а так же число актов груминга.

Открытое поле (ОП) представляет собой открытый 
пластиковый ящик с линейными размерами 60×60×40 
см., пол которого – квадрат из пластика, выкрашен-
ный изнутри зелено-голубой краской и приподнятый 
над дном ящика на высоту 3 см. Пол разделен тонки-
ми белыми линиями на 9 равных квадратиков (20×20 
см); по периметру квадратиков просверлены отверстия-
«норки» диаметром 3 см. 

При тестировании крыс плавно опускали в центр 
ОП, где визуально в течение 5 минут регистрировали 
их поведение. После каждого животного камеру про-
тирали изнутри мокрыми и сухими салфетками, а так-
же дезодорировали раствором этилового спирта. 

3. Оценка уровня депрессивности животных
Уровень депрессивности животных устанавливали 

в тесте Порсолта [7]. При тестировании крыс опуска-
ли в стеклянный цилиндр емкостью 20 литров и высо-
той 30 см, наполненный водой (t=27-28°С). Длитель-
ность теста составляла 6 минут, в течение которых фик-
сировали количество и продолжительность периодов 
полной иммобильности (неподвижности) животного, 
а также количество фекальных болюсов. Степень вы-
раженности признаков поведенческой депрессии опре-
деляли с помощью подсчета суммарного времени им-
мобильности (ВрИм). По количеству фекальных бо-
люсов судили об эмоциональности животных.

4. Разделение животных на подгруппы, отличающиеся 
по уровню депрессивности

Поведенческое фенотипирование – процедура 
комплексной оценки поведенческих характеристик ла-
бораторных животных – разработана в целях стандар-
тизации сбора и интерпретации поведенческих данных 
для выявления индивидуально-типологических отли-
чий, начиная с элементарных моторно-двигательных 
реакций и заканчивая особенностями эмоционально-
психической сферы [10, 11]. Предварительное пове-
денческое фенотипирование представляет собой ин-
терес с той точки зрения, что позволяет установить ин-
дивидуальные особенности реагирования 
лабораторных животных на те или иные воздействия.

Как установлено исследователями [10, 12, 13], в ос-
нове нейрофизиологических и нейрохимических ме-
ханизмов, определяющих индивидуально-типологи-
ческие различия поведения, лежат биохимические осо-
бенности организации различных отделов головного 
мозга. Данный факт позволяет осуществлять более эф-
фективную коррекцию различного рода аффективных 

расстройств, возникающих на фоне воздействий раз-
ного генеза.

После исходного (контрольного) тестирования в 
батарее вышеуказанных тестов животные были разде-
лены на три подгруппы согласно выраженности де-
прессивности в тесте Порсолта. 

5. Фармакологические воздействия на животных 

Алкоголизация проводилась в течение 14 дней пу-
тем внутрибрюшинного введения раствора этанола в 
виде 10% раствора из расчета 2 г/кг веса животного 
[14], после чего животные проходили повторное тести-
рование в поведенческих тестах. 

Сульпирид («Eglonyl», Sanofi Winthrop Industrie. 
France) вводили в течение 14 дней в дозе 10 мг/кг, вну-
трибрюшинно [15], после чего животные снова прохо-
дили тестирование. Таким образом, каждое животное 
было протестировано трижды: в начальных условиях, 
после хронического введения этанола и после введе-
ния сульпирида. 

6. Статистическая обработка результатов

Разделение исследуемой группы животных на под-
группы с различными индивидуально-типологически-
ми особенностями проводилось согласно сигмально-
го отклонения (±0,67δ) [12].

Обработка данных осуществлялась с использова-
нием пакета программ Statistica 6.0. Учитывая, что по 
результатам предварительной проверки гипотезы о 
нормальном распределении данных по тесту Колмо-
горова-Смирнова нормальность не подтвердилась, в 
дальнейшем в работе использовали непараметрические 
методы математической статистики (U-критерий Ман-
на-Уитни для независимых переменных). Принятый 
уровень значимости составлял 0,05.

Результаты и обсуждение 

Оценка исходного поведенческого профиля животных  
с разным уровнем депрессивности

Результаты контрольного (исходного) тестирования 
животных в условиях батареи поведенческих тестов 
представлены в табл. 1. Из данных таблицы очевидно, 
что крысам с исходно высоким уровнем депрессивно-
сти свойственны минимальные значения времени пре-
бывания на открытом пространстве ПКЛ и количества 
повторных выходов на него, что свидетельствует о вы-
соком уровне тревожности у самцов этой подгруппы. 
По исследовательской и груминговой активности в от-
крытом поле крысы с разным уровнем депрессивности 
не отличаются. Максимальная двигательная активность 
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установлена у самцов со средним уровнем депрессив-
ности. При этом низкодепрессивные животные отли-
чаются минимальным количеством замираний в тесте 
Порсолта и низкой эмоциональностью.

По мнению ряда авторов [11, 12, 16, 17], такие раз-
личия внутри однородной группы животных, выращен-
ных в одинаковых условиях и получавших одинаковую 
пищу, могут быть обусловлены рядом генетически де-
терминированных факторов. Прежде всего, врожден-
ным соотношением активности нейромедиаторных мо-
ноаминергических систем мозга, функциональная ак-
тивность которых является определяющей при 
проявлении психоэмоциональных характеристик. 
Именно взаимосвязи между индивидуальными особен-
ностями поведения животных и спецификой метабо-
лизма моноаминергических систем мозга лежат в осно-
ве индивидуальной чувствительности и эмоциональной 
устойчивости организма к действию различного рода 
влияний (стрессовых, фармакологических) [18-20].

Анализ влияния алкоголизации на психоэмоциональное 
состояние животных

Анализ влияния двухнедельной алкоголизации на 
поведенческий профиль выделенных подгрупп крыс 
выявил следующие закономерности. 

Обращает на себя внимание тот факт, что чувстви-
тельность ряда поведенческих показателей крыс к вве-
дению этанола находилась в некоторой зависимости 
от исходного уровня депрессивности животных, про-

явленного в тесте Порсолта. Так, на показатели пове-
дения высокодепрессивных животных в приподнятом 
крестообразном лабиринте алкоголизация не повлия-
ла; у низкодепрессивных наблюдалось сокращение 
суммарного времени пребывания на открытом про-
странстве и частоты повторных выходов на него в 1,8 
(р<0,05) и 2 (р<0,05) раза соответственно; исходно 
среднедепрессивные животные на открытом простран-
стве не находились и повторных выходов на него не со-
вершали (табл. 2).

На анксиогенный эффект этанола указывали ис-
следователи и ранее. Как установлено Сметаниным 
В.А. и соавт. [21], увеличение тревожности у животных 
при употреблении этанола связано со снижением уров-
ня нейропептида Y, который обладает противотревож-
ным эффектом. Подтверждают полученные в данном 
исследовании результаты и работы Тюренкова И.Н. с 
соавт. [2], где показано сокращение как времени пре-
бывания на открытом пространстве лабиринта у сам-
цов после принудительной алкоголизации, так и со-
кращенное количество выходов на него. Вместе с тем, 
данных относительно индивидуальных особенностей 
чувствительности тревожного поведения животных 
при алкоголизации в литературе не обнаружено.

При анализе влияния 14-дневного введения этанола 
на исследовательскую и двигательную активность сам-
цов в открытом поле, отличающихся по уровню депрес-
сивности, установлено следующее. Прежде всего, следу-
ет отметить, что алкоголизация привела к значительно-

Таблица 1 

Показатели поведения у животных в исходных условиях (M±m)

Поведенческие показатели Уровни депрессивности
низкий (n=8) средний (n=18) высокий (n=14)

Результаты тестирования в приподнятом крестообразном лабиринте
Открытые рукава, с 58,3±18,6* 99,8±21,9 22,2±11,6##

Выходы в открытое пространство 1,6±0,3* 2,2±0,2 0,7±0,3##

Результаты тестирования в открытом поле
Исследовательская (вертикальная) активность 13,4±1,6 15,6±2,1 11,5±1,8
Двигательная (горизонтальная) активность 15,7±2,2# 23,2±3,2 14,0±1,6##

Число актов груминга 1,7±0,6 1,6±0,3 1,2±0,8
Результаты тестирования в тесте Порсолта

Время неподвижности, с 13,0±0,8##** 23,4±1,9 46,7±1,8##

Общее количество периодов неподвижности 3,7±0,2##** 5,1±0,8 8,2±0,6##

Количество фекальных болюсов 2,6±0,5* 3,0±0,6 4,0±0,9

Примечание. #, ## – различия статистически значимы (р<0,05) и (р<0,01) соответственно в сравнении показателей условного контроля 
(средний тип выраженности показателей поведения) с группами высокого и низкого типа показателей поведения; *, ** – различия стати-
стически значимы (р<0,05) и (р<0,01) соответственно при сравнении показателей группы с крайними типами выраженности показателей 
поведения.
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му (в 2,8—3,2 раза, p<0,05) угнетению исследовательской 
активности у всех самцов, независимо от их исходного 
уровня депрессивности (см. табл. 2). Вместе с тем, двига-
тельная активность сократилась только у самцов с исход-
но низким уровнем депрессивности (в 1,9 раз, p<0,05), а 
у самцов остальных подгрупп осталась неизменной. Та-
кое сокращение исследовательской и двигательной ак-
тивности у низкодепрессивных крыс свидетельствует о 
развитии выраженного поведенческого дефицита, что 
является признаком индукции депрессивноподобного 
состояния у животных этой подгруппы.

Полученные данные относительно угнетения ис-
следовательской активности на фоне введения этано-
ла согласуются с результатами других авторов, указы-
вавших на значительное сокращение данного вида ак-
тивности, вплоть до развития поведенческого 
дефицита у лабораторных животных [2, 22, 23]. 

Что касается изменения двигательной активности, 
то полученные результаты противоречат данным Три-
губ М.М., Богдановой Н.Г. и др. [3], указывавшим на 
выраженное сокращение количества пересеченных 
квадратов в открытом поле у крыс, получавших инъ-

Таблица 2 

Характер влияния алкоголизации и последующего введения сульпирида алкоголизированным крысам на показатели поведения в 
батарее тестов (M±m)

Поведенческие показатели Этап эксперимента Уровни депрессивности
низкий (n=8) средний (n=18) высокий (n=14)

Результаты тестирования в приподнятом крестообразном лабиринте
Открытые рукава, с контроль 58,3±18,6 99,8±21,9 22,2±11,6

алкоголизация 13,6±6,7●● 0,0●● 37,0±7,9
сульпирид 54,2±11,1■■ 48,2±4,2■■▲ 45,7±5,7

Выходы в открытое пространство контроль 1,6±0,3 2,2±0,2 0,7±0,3
алкоголизация 0,7±0,2● 0,0●● 0,8±0,3

сульпирид 1,7±0,3■ 2,0±0,0■■ 1,9±0,4■▲

Результаты тестирования в открытом поле
Исследовательская (вертикаль-
ная) активность

контроль 13,4±1,6 15,6±2,1 11,5±1,8
алкоголизация 4,1±1,0●● 5,6±1,4●● 3,7±1,1●●

сульпирид 4,7±1,1▲▲ 7,8±1,8▲▲ 3,3±0,9▲▲

Двигательная (горизонтальная) 
активность

контроль 15,7±2,2 23,2±3,2 14,0±1,6
алкоголизация 8,6±1,3●● 16,6±4,2 12,7±3,8

сульпирид 8,6±1,8▲▲ 12,8±2,6▲▲ 6,8±2,4▲

Число актов груминга контроль 1,7±0,6 1,6±0,3 1,2±0,8
алкоголизация 0,0● 1,6±0,25 1,2±0,60

сульпирид 0,6±0,3▲ 2,4±0,5 0,0
Результаты тестирования в тесте Порсолта

Время неподвижности, с контроль 13,0±0,8 23,4±1,9 46,7±1,8
алкоголизация 96,6±2,4●● 88,6±8,7●● 47,0±11,1

сульпирид 24,7±1,4■■ 33,0±5,6■■ 51,5±0,8
Общее количество периодов не-
подвижности

контроль 3,7±0,2 5,1±0,8 8,2±0,6
алкоголизация 15,3±0,5●● 15,8±1,2●● 8,3±1,2

сульпирид 4,1±0,2■■ 5,0±0,8■■ 9,0±0,5
Количество фекальных болюсов контроль 2,6±0,5 3,0±0,6 4,0±0,9

алкоголизация 9,0±0,5●● 8,2±0,9●● 7,7±0,6●●

сульпирид 5,8±0,3■■▲▲ 6,0±0,7■▲▲ 3,7±0,4■■

Примечание. ●, ●●– различия статистически значимы при (p<0,05) и (p<0,01) соответственно при сравнении значений показателей, полу-
ченных после алкоголизации, с исходными (контрольными); ▲, ▲▲ – различия статистически значимы при (p<0,05) и (p<0,01) соответствен-
но при сравнении значений показателей, полученных после введения сульпирида, с исходными (контрольными); ■, ■■ – различия стати-
стически значимы при (p<0,05) и (p<0,01) соответственно при сравнении значений показателей, полученных после введения сульпирида, с 
результатами алкоголизации. 
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екции этанола в дозе 2 г/кг, поскольку в наших иссле-
дованиях двигательная активность сокращалась толь-
ко у той части животных, поведение которых в исход-
ных условиях характеризовалось низким уровнем 
депрессивности. На сокращение двигательной актив-
ности у алкоголизированных самцов указывали и дру-
гие авторы [22, 24]. Однако никто из них не установил 
индивидуальных особенностей реагирования живот-
ных на действие этанола. 

Что касается влияния двухнедельной алкоголиза-
ции на груминговое поведение, то следует отметить, 
что чувствительными по данному компоненту пове-
денческих реакций к этанолу оказались только самцы 
с исходно низким уровнем депрессивности: груминг у 
них зафиксирован не был.

Как видно из табл. 2, двухнедельная алкоголиза-
ция привела к росту депрессивности в тесте Порсолта 
у животных с исходно низким и средним уровнем де-
прессивности в 7,4 (р<0,05) и 3,8 (р<0,05) раза соответ-
ственно. У высокодепрессивных самцов суммарное 
время неподвижности не изменилось. Аналогичным 
образом изменялось и общее число замираний живот-
ных в данном тесте – у самцов, проявивших увеличе-
ние депрессивности после введения раствора этанола, 
выявлено увеличение частоты замираний в 3—4 раза 
(р<0,05). Подобный угнетающий эффект этанола на 
ЦНС подтвержден результатами ряда исследований [3, 
24], в которых также указывалось на увеличение сум-
марного времени неподвижности в тесте Порсолта и 
увеличение числа периодов иммобильности.

Обращает на себя внимание тот факт, что на прояв-
ления эмоциональности у экспериментальных живот-
ных этанол повлиял однонаправлено (см. табл. 2) – уста-
новлен рост эмоциональности независимо от исходно-
го уровня депрессивности в 2—3,5 раза (р<0,05), что 
согласуется с данными А.О. Пахомовой и О.А. Ковален-
ко [23, 25], показавшими увеличение эмоциональной 
нестабильности у крыс после введения этанола.

Среди возможных причин полученных поведенче-
ских эффектов 14-дневного введения этанола следует 
отметить не только его влияние на содержание нейро-
пептида Y [21], но и ингибирующее действие на 
NMDA-рецепторы [26, 27], которое имеет место в при-
сутствии ионов магния. Потребление этанола может 
приводить к снижению концентрации  магния в орга-
низме с уменьшением концентрации магния внутри 
клетки и во внеклеточной среде. Имеются данные о 
влиянии недостатка ионов магния на развитие депрес-
сивного состояния [26].

Ведущим нейрохимическим механизмом реализа-
ции полученных эффектов является действие этанола 
и его метаболитов на рецепторы моноаминов и эндо-

генную опиоидную систему [28—31], результатом че-
го может быть изменение синтеза и высвобождения 
преимущественно дофамина и норадреналина в струк-
турах мезокортиколимбической системы (прилежащее 
ядро, вентральная область покрышки, амигдала, ме-
диальная префронтальная кора) [29, 30]. Как показа-
но исследованиями ряда авторов, длительное введение 
этанола приводит к снижению функциональной ак-
тивности нейронов мезокортиколимбической систе-
мы, что проявляется не только в морфологических из-
менениях нервных клеток и глиальных элементов, но 
и в изменении поведения, указывающего на гипофунк-
цию дофаминергической системы (снижение верти-
кальной активности, самостимуляции гипоталамуса и 
др.) [32, 33]. Причинами подобных изменений поведе-
ния алкоголизированных крыс являются резкое паде-
ние уровня высвобождения дофамина в прилежащем 
ядре и замедление его оборота [34]. Вместе с тем, дис-
баланс моноаминергических систем мозга (ускорение 
синтеза дофамина и норадреналина, снижение уровня 
серотонина) объясняет и нарушение функции гипо-
физарной системы: введение этанола оказывает опре-
деленные влияния и на гипоталамо-гипофизарно-адре-
наловую систему, что в свою очередь приводит к мо-
дуляции выделения АКТГ и повышению уровня 
кортикостерона [35].

Оценка влияния блокирования сульпиридом 
ауторецепторов дофамина на психоэмоциональный 
профиль алкоголизированных самцов

Фармакологическое увеличение количества ней-
ромедиатора дофамина в синаптической щели путем 
блокирования сульпиридом ауторецепторов дофами-
на оказывало влияние на психоэмоциональное состо-
яние алкоголизированных крыс.

Как следует из таблицы 2, инъекции сульпирида 
алкоголизированным крысам привели к увеличению 
(р<0,05) до исходных значений времени пребывания 
исходно низкодепрессивных животных на открытом 
пространстве. У самцов с исходно средним уровнем де-
прессивности так же установлен анксиолитический 
эффект сульпирида на алкоголизированных крыс, од-
нако исходных значений у среднедепрессивных сам-
цов данный показатель не достиг. Высокодепрессив-
ные животные не проявили чувствительность ни к 
двухнедельному введению этанола, ни к последующим 
инъекциям сульпирида. Анксиолитический эффект 
сульпирида на алкоголизированных крыс подтвержда-
ется и изменением числа повторных выходов на от-
крытое пространство ПКЛ: у низко- (р<0,05) и сред-
недепрессивных (р<0,05) самцов число выходов воз-
росло, достигнув исходных (контрольных) значений. 
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Кроме того, установлено увеличение числа повторных 
выходов на открытое пространство лабиринта у алко-
голизированных самцов с исходно высоким уровнем 
депрессивности в 2,4 раза (р<0,05).

Не повлияло блокирование сульпиридом ауторе-
цепторов дофамина на проявления двигательной и ис-
следовательской активности в открытом поле у алко-
голизированных самцов, отличающихся по уровню де-
прессивности в исходных условиях.

В тесте Порсолта введение сульпирида оказало анти-
депрессивный эффект на алкоголизированных самцов с 
исходно низким и средним уровнем депрессивности. Так, 
суммарное время неподвижности первых сократилось в 
3,9 раза (р<0,05), вторых – в 2,7 раза (р<0,05), достигнув 
исходных (контрольных) значений (см. табл. 2). Анало-
гичным образом наблюдалось сокращение общего коли-
чества периодов иммобильности в 3,2-3,7 раза (р<0,05) у 
алкоголизированных самцов данных подгрупп после инъ-
екций сульпирида, что подтверждает антидепрессивный 
эффект блокирования ауторецепторов дофамина на ал-
коголизированных животных этих подгрупп. На депрес-
сивный статус высокодепрессивных самцов сульпирид 
влияния не оказал.

Что касается влияния сульпирида на эмоциональ-
ность алкоголизированных самцов, то установлена ста-
билизация эмоциональности во всех подгруппах жи-
вотных. При этом у высокодепрессивных самцов эмо-
циональность достигла исходных значений.

Таким образом, полученные результаты существен-
но дополняют имеющиеся в научной литературе дан-
ные относительно характера влияния длительного вве-
дения этанола на психоэмоциональный статус особи 
и возможности последующей коррекции возникших 
нарушений с учетом индивидуально-типологических 
особенностей. 

Выводы 
1. Двухнедельная алкоголизация приводит к уве-

личению тревожности самцов с исходно низким и 
средним уровнем депрессивности, на что указывает со-
кращение пребывания животных данных подгрупп на 
открытом пространстве приподнятого крестообразно-
го лабиринта и частоты повторных выходов на него. 
Блокирование D2/D3-рецепторов дофамина сульпи-
ридом корректирует анксиогенный эффект этанола у 
животных этих подгрупп и приводит к увеличению ча-
стоты повторных выходов на открытое пространство у 
самцов с исходно высокой депрессивностью.

2. Введение этанола в течение 14 сут угнетает ис-
следовательскую активность самцов в открытом поле 
независимо от исходного уровня их депрессивности и 

двигательную активность у низкодепрессивных живот-
ных. Последующее введение сульпирида не приводит 
к компенсации эффекта алкоголизации на показатели 
поведенческой активности в открытом поле.

3. У низкодепрессивных самцов на фоне двухне-
дельной алкоголизации развивается депрессивнопо-
добное состояние, характеризующееся выраженным 
поведенческим дефицитом в открытом поле.

4. Двухнедельная алкоголизация оказывает депрес-
согенный эффект на самцов с исходно низким и сред-
ним уровнем депрессивности в тесте Порсолта, на что 
указывает увеличение суммарного времени неподвиж-
ности в 7,4 и 3,8 раза соответственно и числа замира-
ний в 3-4 раза у животных этих подгрупп. Последую-
щее введение блокатора ауторецепторов дофамина 
сульпирида скорректировало эффект алкоголизации 
на показатели депрессивности в тесте Порсолта.

5. Введение этанола в течение 14 сут приводит к 
значительному (в 2-3,5 раза) росту эмоциональности 
не зависимо от исходного уровня депрессивности крыс, 
что полностью корректируется последующим введе-
нием сульпирида у высокодепрессивных самцов и при-
водит к частичному снижению проявлений эмоцио-
нальности у низко- и среднедепрессивных животных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Карпова М.Н., Кузнецова Л.В., Клишина Н.Ю., Кукушкин М.Л.

Влияние ипидакрина на острую боль и развитие  
невропатического болевого синдрома у крыс линии Вистар

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский  
институт общей патологии и патофизиологии»,  
125315, г. Москва, Россия, ул. Балтийская, д. 8

Цель исследования - изучение особенностей действия ипидакрина («Ипигрикс» Эйч Би Эм Фарма с.р.о., Словакия) на острую 
боль и динамику развития  невропатического болевого синдрома  у  крыс линии Вистар. 
Методика. Проведено 2 серии опытов. В 1-й  серии влияние ипидакрина изучали на моделях острой боли. Пороги 
болевой чувствительности определяли до внутримышечного введения ипидакрина  (0,5 и 1 мг/кг),  а также через 30 
и 60 мин после введения.  Оценку изменения индивидуальной болевой чувствительности  у животных проводили 
с помощью 2 стандартных тестов: «Tail flick» и «Hot plate». Во 2-й серии изучали влияние ипидакрина на  развитие 
невропатического болевого синдрома, который воспроизводили перерезкой опытным и контрольным животным 
левого седалищного нерва на уровне подколенной ямки. Интенсивность невропатического болевого синдрома у 
животных оценивали в баллах по выраженности аутотомии на оперированной конечности, времени появления ауто-
томий и количеству животных с аутотомией.  Внутримышечное введение ипидакрина осуществляли ежедневно  
(1 мг/кг) в течение 20 сут. 
Результаты. Введение ипидакрина  (0,5 мг/кг) не оказывает антиноцицептивного действия: порог болевой 
чувствительности не менялся по тестам «Tail flick» и «Hot рlate». Введение ипидакрина (1 мг/кг) за  30 мин до тестирования  
также не влияло на порог болевой чувствительности по тестам «Tail flick» и «Hot рlate», а через 60 мин после введения 
ипидакрина порог болевой чувствительности увеличился на 15,8 % (*р=0,033) по тесту «Tail flick» по сравнению с 
показателем до введения препарата. 
Заключение.  Ипидакрин значительно задерживал развитие невропатического болевого синдрома  НБС, но не оказывал  
влияния на острую боль в тестах «Tail flick» и «Hot plate».

Ключевые слова: ипидакрин, острая боль, порог болевой чувствительности, невропатический болевой синдром, 
болевая чувствительность, аутотомии, крысы. 
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Karpova M.N.,  Kuznetsova L.V., Klishina N.Yu., Kukushkin M.L.

Effect of ipidacrine on acute pain and development of neuropathic pain syndrome in wistar rats 
Institute of General Pathology and Pathophysiology, Baltiyskaya Str. 8, Moscow 125315, Russia

The aim of the study was to elucidate specific features of the effect of ipidacrine (IPIGRIKS, Slovakia) оn acute pain and develop-
ment of neuropathic pain syndrome (NPS) in Wistar rats. 
Methods. Two series of experiments were performed. In the first series, effects of ipidacrine were studied on models of acute pain. 
Thresholds of pain sensitivity (PS) were determined before and 30 and 60 min after ipidacrine injection (0.5 and 1 mg/kg, i.m.). Changes 
in individual pain sensitivity were assessed with two standard tests, tail flick and hot plate. In the second series of experiments, the effect 
of ipidacrine on the development of NPS was studied. NPS was induced by transection of the left sciatic nerve at the level of popliteal 
fossa in experimental and control animals. The NPS intensity was evaluated in scores based on severity of autotomy on the operated 
extremity, time of autotomy emergence, and number of animals with autotomy. Ipidacrine (1 mg/kg, i.m.) was injected daily for 21 days. 
Results. Ipidacrine at a dose of 0.5 mg/kg did not exert an antinociceptive effect – the PS threshold did not change in the tail flick 
and hot plate tests. Ipidacrine at a dose of 1 mg/kg 30 min before testing did not affect the PS thresholds in the tail flick and hot 
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plate tests; at 60 min after the ipidacrine injection, the PS thresholds increased by 15.8% (*p = 0.033) in the tail flick test compared 
to the value before the ipidacrine injection. 
Conclusion. Ipidacrine significantly delayed the development of NPS but did not affect acute pain in the tail flick and hot plate tests.

Keywords: ipidacrine, acute pain, pain threshold, neuropathic pain syndrome, pain sensitivity, autotomy, rats. 
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Введение
Боль относится  к значимым медико-социальным 

проблемам, поскольку существенно изменяет поведе-
ние человека. Острая и хроническая боль приводит к 
различным нарушениям основных систем организма, 
нарушает процессы регуляции разных видов чувстви-
тельности и формирует особый  тип болевого поведе-
ния.  Несмотря на значительный прорыв в изучении ме-
ханизмов боли, распространенность болевых синдро-
мов в общей структуре заболеваемости продолжает 
расти. Частота встречаемости различных болевых син-
дромов по данным эпидемиологических исследований 
среди населения развитых стран составляет от 30 до 80%. 

Эффективность лечения при терапии болевого 
синдрома во многом зависит от выбора терапевтиче-
ских средств. Пациенты, страдающие хронической бо-
лью часто не получают полного обезболивания. Совре-
менные методы лечения невропатической боли часто 
неэффективны и/или вызывают серьезные побочные 
эффекты. Невропатическая боль является наиболее ча-
стой причиной инвалидизации и значительного ухуд-
шения качества жизни больных. Поэтому актуален по-
иск и изучение механизма действия новых и уже име-
ющихся лекарственных средств, обладающих 
поликомпонентным спектром фармакологических эф-
фектов и многофакторным механизмом действия. 

Показано, что активация холинергической системы 
различными холинэргическими агонистами и антихоли-
нэстеразными агентами индуцирует антиноцицепцию у 
лабораторных животных [1—3]. Для лечения пациентов 
с поражениями периферической нервной системы, со-
провождающимися периферическими парезами и боле-
выми синдромами, применяются ингибиторы ацетилхо-
линэстеразы [4, 5]. Одним из представителей этого клас-
са препаратов является ипидакрин - обратимый 
ингибитор ацетилхолинэстеразы, вызывающий увеличе-

ние содержания ацетилхолина в синаптической щели и 
блокаду калиевых каналов, точкой приложения которо-
го являются в первую очередь эфферентные (двигатель-
ные) волокна периферических нервов. Однако преиму-
щественное влияние препарата на ноцицептивный и ней-
ропатический компоненты боли остается недостаточно 
изученными. Вопросы преимущественного его влияния 
на ноцицептивный и невропатический компоненты бо-
ли, терапевтического эффекта, способности потенциро-
вать действие других лекарственных средств, применяе-
мых с целью купирования болевого синдрома до насто-
ящего времени не решены полностью.

Цель исследования – изучение особенностей дей-
ствия ипидакрина («Ипигрикс» Эйч Би Эм Фарма с.р.о.) 
на острую боль и динамику развития  невропатическо-
го болевого синдрома (НБС)  у  крыс линии Вистар. 

Методика
Эксперименты выполнены на взрослых крысах сам-

цах линии Вистар (n=61) с исходной массой 160-200 г.  
Животных содержали в стандартных условиях вивария 
при свободном доступе к воде и пище.  Все процедуры 
и эксперименты на животных проводили в соответствии 
с «Правилами надлежащей лабораторной практики», 
утвержденными приказом Министерства здравоохра-
нения РФ № 199н от 01.04.2016, и Межгосударственны-
ми стандартами ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабораторны-
ми животными», соответствующими Европейской кон-
венции о защите позвоночных животных, используе-
мых в экспериментах и в других научных целях (ETS N 
123, Страсбург, 18 марта 1986 г. c приложением от 
15.06.2006, требованиями Международной ассоциации 
по изучению боли и Директивы Совета европейского 
сообщества (86/609/ЕЕС). Исследования проводили под 
контролем Этического комитета ФГБНУ «НИИОПП».
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Проведено 2 серии опытов. В 1-й  серии изучали 
влияние  ипидакрина («Ипигрикс» Эйч Би Эм Фарма с. 
р. о.) на моделях острой боли.  Оценку изменения ин-
дивидуальной болевой чувствительности  у животных 
проводили с помощью 2 стандартных тестов: «Tail flick» 
и «Hot plate». Пороги болевой чувствительности (ПБЧ) 
определяли до внутримышечного введения ипидакри-
на   (0,5 и 1 мг/кг), а также через 30 и 60 мин после вве-
дения. Тест отдергивания хвоста (воздействие фокуси-
рованного теплового луча) «Tail flick» позволяет оценить 
особенности регуляции болевой чувствительности на 
уровне сегментарных отделов спинного мозга. Измере-
ние ПБЧ проводили при помощи прибора «Ugo Basile» 
(Италия),  позволяющего подавать  сфокусированный 
пучок света на хвост животного и фиксировать время 
появления болевой реакции (латентный период) по от-
ведению хвоста животного. Оценка болевой чувстви-
тельности с помощью теста горячей пластины «Hot 
plate» используется для определения особенностей ре-
гуляции болевой чувствительности на уровне централь-
ных структур мозга.  Измерение  ПБЧ проводили  при 
помощи прибора «TSE Systems» (Германия), позволя-
ющего регулировать нагрев пластины и фиксировать 
время появления признаков болевого поведения (обли-
зывание лап или подпрыгивание). Величина ПБЧ из-
мерялась в секундах по времени отведения хвоста в «Tail 
flick» или по времени появления болевого поведения 
животного, находящегося на нагретой до 55оС металли-
ческой пластине в «Hot plate». 

Во 2-й серии (n=16) изучали влияние   внутримышеч-
ного   введения   ипидакрина  на  динамику развития НБС 
у животных. НБС воспроизводили путем перерезки опыт-
ным и контрольным животным левого седалищного не-
рва на уровне подколенной ямки под  эфирным нарко-
зом по общепринятой методике [6]. Первая инъекция 
ипидакрина (1 мг/кг) в правую бедренную мышцу была 
произведена через 1 ч после операции. Далее препарат 
вводили ежедневно в течение 20 сут.   Контрольным жи-
вотным в аналогичных условиях в том же объеме вводи-
ли физиологический раствор. Тяжесть болевого синдро-
ма на оперированной конечности оценивали в течение 
27 сут после операции по специализированной шкале для 
оценки выраженности аутотомии. Оценивалась степень 
поражения когтей, фаланг стопы оперированной лапы 
[7], а также время появления аутотомий и количество жи-
вотных с аутотомией.  Ежедневно перед введением пре-
паратов регистрировали массу тела контрольных и экс-
периментальных животных.

Статистическую обработку данных осуществляли 
по алгоритмам программы «Statistica 8.0». Оценку зна-
чимости показателей и различий рассматриваемых вы-
борок проводили по  U-критерию  Манна-Уитни. Ча-

стоту встречаемости признака оценивали с помощью 
точного метода Фишера.  В качестве средневыбороч-
ной характеристики использовали медиану (Ме), пер-
вый и третий квартили (Q1; Q3). Статистически зна-
чимыми считали различия между группами при р≤0,05.

Результаты и обсуждение
Данные по изменению порога болевой чувствитель-

ности после системного введения ипидакрина представ-
лены в таблице. В 1 серии экспериментов у контроль-
ных животных чувствительность к боли до и после вве-
дения физиологического раствора была одинаковой.

Как видно из таблицы, введение ипидакрина в до-
зе 0,5 мг/кг не оказывало антиноцицептивного дей-
ствия: ПБЧ  по тестам «Tail flick» и «Hot рlate» суще-
ственно не менялся. Увеличение дозы до 1 мг/кг не 
оказывало существенного антиноцицептивного дей-
ствия по тесту «Hot рlate». Однако в тесте «Tail flick» 
через 60 мин после введения ипидакрина ПБЧ был ста-
тистически значимо выше (на 15,8 %) по сравнению с 
показателями до введения препаратов. 

Во 2-й серии изучение динамики развития болево-
го синдрома показало, что у контрольных животных 
(n=8) с введением физиологического раствора аутото-
мии появились на 3-и сут после операции (рис.  А). Ко-
личество животных с аутотомией составило – 50% (у 4 
из 8), а выраженность аутотомии – 1,5 (1; 2) балла. У 
животных опытной группы с введением ипидакрина 
(n=8) аутотомии появились у 1 из 8 животных (12,5%; 
р=0,025) на 13-е сут после операции, т.е. на 10 сут позд-
нее, чем в контроле (рис. А), а выраженность аутото-
мии составила 2 балла. 

На 21-е сут после операции (через 1 сут после от-
мены препаратов) в контрольной группе аутотомия от-
мечалась у 6 из 8 животных (75%), а выраженность  ау-
тотомии составила 2 (1;3) балла.  Количество живот-
ных с аутотомией в опытной группе осталось прежним 
и составило 12,5 % (у 1 из 8 крыс; р=0,025), а  выражен-
ность  аутотомии – 1 балл. На 27-е сут после операции  
количество животных с аутотомией  в группе контро-
ля осталось прежним. У животных опытной группы ко-
личество животных с  аутотомией  выросло до 50% (у 
5 из 8) с выраженностью аутотомии  2 (1;3) балла.

Различия между опытными и контрольными жи-
вотными проявлялось и в динамике изменения массы 
тела (рис. Б). В группе животных с введением ипида-
крина на протяжении 2 нед ежедневного наблюдения 
прослеживалась тенденция в задержке увеличения мас-
сы тела.  Статистически значимые межгрупповые раз-
личия по этому показателю были выявлены на 3-й нед 
наблюдения. После отмены введения ипидакрина (с 
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Изменение порогов болевой чувствительности после системного введения ипидакрина (Me; (Q1; Q3))

Группы и число (n)
животных

Порог болевой чувствительности
до  введения препарата

Порог болевой чувствительности  после введения препарата 
 30 мин 60 мин 

Tail flick (с) Hot рlate (с) Tail flick (с) Hot рlate (с) Tail flick (с) Hot рlate (с)
1 — контроль, физ. р-р
n=12

4,15
(3,5; 4,6)

6,20 
(4,0; 10,0)

4,35 
(3,4; 5,6)  

 7,50 
(5,3; 10,5)

3,50 
(3,0; 4,0)

6,10 
(4,0; 9,1)

2 — ипидакрин 0,5 мг/кг
n= 11 

3,70
(3,3; 4,8)

8,0
 (5,8; 9,5)

3,50
(3,4; 5,8) 

7,40
 (6,0; 11,1)

4,20
(3,7; 4,5)

8,20
(6,0; 10)

3 — ипидакрин1 мг/кг
n=10

 3,80
 (3,5; 3,9)

 9,85
 (8; 10,5)

 4,0
(3,4; 4,5)

8,10
(7,4; 13,6)

4,40
(3,8: 5,4)*+

8,25
(4,6; 11,4)

Примечание. *р=0,033 – по сравнению с  соответствующими  показателями  до введения препаратов; +р=0,024 – по сравнению с группой  
контрольных животных.

Динамика развития невропатического болевого синдрома у крыс на фоне введения ипидакрина и физиологического раствора. А — оцениваемая 
по количеству животных с аутотомией конечности. Б — Динамика изменения массы тела (в граммах) животных контрольной и опытной групп.

*р=0,05 ; **р=0,025;  + р=0,013; ++р=0,007 - по сравнению с контрольными животными.

А Б

21 по 27 сут) не наблюдалось статистически значимых 
различий в приросте массы тела между группами, но 
тенденция в отставании увеличения массы тела в опыт-
ной группе сохранялась.

Таким образом, результаты проведенных исследо-
ваний свидетельствуют о том, что ипидакрин при одно-
кратном введении не оказывал  влияния на острую боль 
в тестах «Tail flick» и «Hot рlate», но значительно задер-
живал развитие НБС у  животных при длительном  еже-
дневном введением ипидакрина. Эти животные оказа-
лись более устойчивыми  к развитию НБС: аутотомии 
появились на 10 сут позднее, чем в контроле и только у 
1 животного, тогда как в контроле аутотомии были об-
наружены на 3-и сут наблюдения у половины животных 
(у 4 из 8). Через 3 сут после окончания введения ипида-
крина  в опытной группе число животных с аутотомия-
ми выросло до 25% (у 2 из 8); и к концу эксперимента  
через 5 сут после окончания введения препарата достиг-
ло 50%, а в контрольной группе число животных с ауто-
томиями не изменилось и составило 75%. 

Невропатическая боль – это боль, которая вызы-
вается первичным поражением или повреждением цен-
тральной или периферической нервной системы. Не-
вропатическая боль может проявляться как самостоя-
тельный синдром, а также являться сопутствующим 
фактором целого ряда заболеваний. Ипидакрин явля-
ется обратимым ингибитором холинэстеразы и оказы-
вает свойственные препаратам этой группы фармако-
логические эффекты. От обычных ингибиторов холи-
нэстеразы он отличается тем, что одновременно 
стимулирует непосредственно проведение возбужде-
ния в нервных волокнах и синаптическую передачу в 
нервно-мышечных окончаниях, что связано с блока-
дой калиевых каналов возбудимых мембран. Ипида-
крин представляет собой эффективный препарат 
в комплексном лечении заболеваний как центральной, 
так и  периферической нервной системы. Результаты 
клинических исследований свидетельствуют о том, что 
назначение ипидакрина в составе комплексной меди-
каментозной терапии, лечебной гимнастики и физи-
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отерапевтических процедур не только повышает ак-
тивность нервно-мышечной передачи, но и оказыва-
ет противоболевой эффект и, в некоторых случаях,  по 
эффективности не уступает НПВС [8, 9].  Анальгети-
ческий эффект препарата частично можно связать с 
тем, что он блокирует проницаемость мембраны для 
натрия [9, 10]. Подтверждением этому служит тот факт, 
что в основе анальгетического действия некоторых со-
временных противоэпилептических препаратов лежит 
блокада потенциалзависимых натриевых каналов [10]. 
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Взаимосвязь уровня гликированного гемоглобина  
с ритмоинотропной реакцией миокарда больных  
с ишемической болезнью сердца, ассоциированной  
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Введение. При сахарном диабете 2 типа повышается риск возникновения нарушений ритма сердца. Вместе с тем, каково 
значение высокого уровня гипергликемии в изменении возбудимости и нарушении внутриклеточного транспорта ионов 
кальция кардиомиоцитов недостаточно изучено. Цель. Изучить взаимосвязь уровня гликированного гемоглобина и 
ритмоинотропной реакцией миокарда больных с ишемической болезнью сердца, ассоциированной с сахарным диабетом. 
Методика. Работа выполнена на изолированных трабекулах, выделенных из ушек правого предсердия пациентов во время 
операции коронарного шунтирования. Уровень гликированного гемоглобина (НbА1c) определяли в крови пациентов, взятой 
до проведения операции. Исследовали инотропную реакцию изолированных трабекул пациентов на экстрасистолические 
воздействия, оказываемые через 0,2—1,5 с от начала регулярного сокращения в условиях стимуляции с частотой 0,5 Гц. 
Результаты. Обнаружено, что в исследуемой когорте пациентов клинико-анамнестические показатели были сходны, 
кроме значений уровня НbА1c. Оказалось, что у пациентов с НbА1c >8% возбудимость миокарда была выше по сравнению 
с аналогичными параметрами пациентов с уровнем гликированного гемоглобина ниже 8%.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что у пациентов с уровнем гликированного гемоглобина 
ниже 8%, сарколеммальная мембрана кардиомиоцитов более электрически стабильна, чем у пациентов с уровнем 
гликированного гемоглобина выше 8%. 
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Relationship of glycated hemoglobin with the rhythm-inotropic myocardial response  
in patients with ischemic heart disease associated with type 2 diabetes mellitus
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The risk of heart rhythm disturbance increases in type 2 diabetes mellitus. However, significance of high hyperglycemia for altered 
excitability and disordered intracellular calcium transport in cardiomyocytes has not been adequately studied. 
Aim. To study the relationship between the level of glycated hemoglobin and the rhythm-inotropic myocardial response of patients 
with coronary heart disease associated with type 2 diabetes mellitus. 
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Methods. The study was performed on isolated trabeculae from right atrium appendages obtained from patients during a coro-
nary artery bypass surgery. The concentration of glycated hemoglobin (HbA1c) was measured in blood withdrawn before the oper-
ation. The inotropic response of isolated trabeculae to an extrasystole-inducing stimulus was studied. The stimulus was applied 
at 0.2-1.5 s after the onset of regular contractions under stimulation at a frequency of 0.5 Hz. 
Results. In the studied cohort, clinical and anamnestic indices were similar except for the HbA1c concentration. Myocardial excit-
ability was higher in patients with HbA1c >8% than in patients with HbA1c <8%. 
Conclusion. In patients with HbA1c <8%, the cardiomyocyte sarcolemma membrane was electrically more stable than in patients 
with HbA1c >8%.
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Введение
Несмотря на новейшие методы профилактики и 

лечения ежегодно более 7 млн людей погибает от сер-
дечно-сосудистых катастроф — осложнений ишеми-
ческой болезни сердца (ИБС) [1]. Отмечено, что риск 
развития ИБС в 2-4 раза повышается на фоне сахар-
ного диабета 2 типа (СД2) [2]. СД 2 индуцирует в ми-
окарде «злой триумвират»: увеличивает риск и часто-
ту миокардиальной ишемии;  снижает толерантность 
миокарда к ишемии-реперфузии и подавляет кардио-
защитные механизмы [3]. Ишемическая болезнь серд-
ца нередко заканчивается внезапной смертью от арит-
мии, среди больных СД2 риск такого исхода возраста-
ет в 2 раза. Центральное место в этом занимает 
аритмогенное воздействие СД2. Нарушение ритма 
сердца при сахарном диабете 2 типа связывают с про-
цессами деннервации структур сердца. Хроническая 
гипергликемия и эпизоды преходящей ишемии мио-
карда оказывают потенцирующий негативный эффект 
и приводят к повреждению нервных волокон, разви-
тию и прогрессированию диабетической кардионей-
ропатии, которая способствует нарушению ритма [4]. 
В структуре нарушений ритма у пациентов с СД2 на 
первом месте стоит суправентрикулярная экстрасисто-
лия, второй по распространенности среди пациентов 
с коморбидной патологией является желудочковая экс-

трасистолия, затем следует  пароксизмальная тахикар-
дия [5]. Выделение наиболее чувствительных преди-
кторов формирования электрической нестабильности 
миокарда у больных СД2 является приоритетным на-
правлением исследований, нацеленных на улучшение 
прогноза развития сердечно-сосудистых осложнений 
у данной категории пациентов. 

Клиническими исследованиями доказана зависи-
мость между уровнем гликированного гемоглобина 
(НbА1c) и сердечно-сосудистыми событиями [6-9]. 
Считается, что оценка риска возникновения сердеч-
но-сосудистых осложнений в зависимости от уровня 
НbА1c у больных СД2 должна проводиться индивиду-
ально, с учетом состояния конкретного пациента, ре-
акции его организма на гипогликемическую терапию. 
При этом целевые значения гликемического контро-
ля для пожилых пациентов должны быть более высо-
кими по сравнению с молодыми, и соответствовать 
уровню HbA1c  7,5 – 8,0% [2]. Согласно результатам 
когортных исследований, проведенных в 2010-2014 гг., 
терапия, направленная на достижение уровня НbА1 
ниже 9% не показала значимых преимуществ в предот-
вращении макрососудистых осложнений [10, 11]. Ис-
ходя из этого, в литературе нет четкого представления 
о целевых уровнях НbА1c для прогностически благо-
приятного течения коморбидного заболевания. Кро-
ме того, пока не определено при каких значениях уров-
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ня НbА1c риск развития нарушений сердечного ритма 
минимален. 

Цель исследования – оценка взаимосвязи инотроп-
ной реакции миокарда на экстрасистолические воз-
действия и уровень гликированного гемоглобина при 
коморбидной патологии ИБС и СД 2 типа.  

Методика
Исследование выполнено в соответствии с Хель-

синкской декларацией Всемирной медицинской ассо-
циации (1964, 2004). Работа одобрена этическим ко-
митетом НИИ кардиологии Томского НИМЦ РАН.

В исследование включено 30 пациентов (6 женщин 
и 24 мужчин) в возрасте 55-70 лет, поступивших в кли-
нику НИИ кардиологии Томского научно-исследова-
тельского медицинского центра. Критерии включения 
в исследование: диагноз – ИБС с хронической сердеч-
ной недостаточностью (ХСН) I-III ФК по NYHA в со-
четании с СД 2 типа; информированное согласие паци-
ентов на участие в исследовании. Критериями исклю-
чения являлись: острые формы ИБС, кетоацидотические 
состояния; наличие иной клинически значимой сопут-
ствующей патологии (гепатиты и онкопатология). 
Участники исследования получали стандартную тера-
пию ИБС и СД 2. 

Определяли уровень HbA1с турбидиметрическим 
методом на анализаторе Konelab (Финляндия) коммер-
ческим набором «ThermoFisherScientific» (Финляндия). 

Всем пациентам была выполнена операция коро-
нарного шунтирования, во время которой при подклю-
чении аппарата искусственного кровообращения иссе-
кали фрагмент ушка правого предсердия. Трабекулы, 
выделенные из ушка правого предсердия, использова-
ли для исследования контрактильных свойств миокар-
да. Сразу после иссечения, фрагмент ушка помещали в 
ледяной раствор Кребса-Хензеляйта, после чего при по-
мощи объектмикрометра из него выделяли мышечные 
полоски с поперечным сечением 0,5 – 0,7 мм и длиной 
5 мм. Подготовленную мышцу помещали в термостаби-
лизированную (36 оС) проточную камеру объемом 1 мл 
установки для изучения сократительной активности мы-
шечных препаратов (Scientific Instruments GmbH, Гер-
мания). Суперфузию мышц осуществляли раствором 
Кребса-Хензеляйта, для оксигенации которого исполь-
зовали карбоген (О2 – 95%, СО2 – 5%) [12]. Стимуля-
цию мышц проводили электрическими импульсами 
прямоугольной формы длительностью 5 мс, подавае-
мыми с частотой 0,5 Гц на платиновые электроды, рас-
положенные в перфузионной камере. Сократительную 
активность мышц регистрировали в изометрическом 
режиме, используя датчик Forcetransducer KG4 

(Scientific Instruments GmbH, Германия). Оценивали 
развиваемое мышцей напряжение в пересчете на пло-
щадь её сечения (мН/мм2). 

Перед началом проведения тестирующих воздей-
ствий мышцы адаптировали в течение 60 мин к усло-
виям перфузии и электрической стимуляции. Кривые 
одиночного цикла «сокращение – расслабление» мышц 
регистрировали и обрабатывали при помощи програм-
мы «MUSCLEDATA» (Scientific Instruments GmbH, 
Германия). 

Для оценки сократительных свойств миокарда про-
водили экстрасистолический тест. Для этого, на фоне 
базовой стимуляции наносили однократно внеочеред-
ной электрический импульс через 0,2—1,5 с от начала 
регулярного цикла «сокращение –  расслабление» 
мышц [13]. Оценивали величину экстрасистолическо-
го инотропного ответа мышц.

Статистический анализ проводился с помощью ли-
цензионного пакета программ «Statistica 6.0» 
(StatsoftInc, США) и Microsoft Office Excel 2007. Оцен-
ка статистически значимых различий результатов ис-
следования осуществлялась непараметрическим мето-
дом (U критерий Манна-Уитни). Данные считали ста-
тистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение
Когорта пациентов была разделена на 2 группы в 

соответствии с рекомендуемыми уровнями глики- 
рованного гемоглобина: 1-ю группу составили 17 пациен- 
тов с уровнем HbA1с ниже 8,0%, 2-ю – 13 пациентов с 
уровнем HbA1с выше 8,0% [2]. Характеристика клини-
ко-анамнестических данных в группах пациентов с раз-
ным уровнем гликированного гемоглобина представлена 
в таблице. 

Сравнительный анализ сформированных групп по-
казал, что по основным исходным показателям груп-
пы были сопоставимы. Большинство пациентов в обе-
их группах имели III ФК стенокардии напряжения 
(82% и 77%) и I степень ожирения (23% и 54%), соот-
ветственно. При этом сформированные группы, ожи-
даемо, различались по уровню гликемии натощак и 
уровню гликированного гемоглобина. Пациенты обе-
их групп были сопоставимы по проводимой лекар-
ственной терапии СД2.  

На рис. 1 отражена динамика проявления экстра-
систолического инотропного ответа после воздействия 
внеочередного электрического импульса. Видно, что 
для изолированных полосок миокарда пациентов 1-й 
группы, экстрасистолический ответ был получен толь-
ко в том случае, если внеочередной стимулирующий 
импульс подавали с интервалом не менее чем 0,5 с. На-
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против, для полосок миокарда пациентов 2-й группы, 
первый экстрасистолический ответ был зафиксирован 
уже при экстрасистолическом интервале 0,225 с, при 

этом его амплитуда была почти в 3 раза больше 
(р<0,05). Более выраженный инотропный ответ у 
мышц 2-й группы сохранялся и при последующих экс-
трасистолических интервалах, включая 0,75 с интер-
вал. Однако при более длительных интервалах, экстра-
систолический ответ во 2-й группе хоть и сохранял по-
ложительную динамику, но становился меньше 
экстрасистолического ответа мышц 1-й группы паци-
ентов. Причём при интервалах 1,25 с и 1,5 с преобла-
дание экстрасистолического ответа мышц 1-й группы 
пациентов, становилось статистически значимым. Из-
вестно, что инотропный ответ миокарда на внеочеред-
ной электрический импульс возникает только в случае 
попадания этого импульса в фазу относительного реф-
рактерного периода потенциала действия [10]. На этом 
основании, полученные результаты однозначно сви-
детельствуют о более высокой возбудимости мембра-
ны кардиомиоцитов у 2-й группы пациентов. В нашем 
исследовании именно эта группа характеризуется вы-
сокими значениями HbA1с. Вместе с тем, по данным 
ЭКГ исследований пациенты обеих групп были сопо-
ставимы по структуре и частоте возникновения нару-
шений ритма.

Характеристика клинико-анамнестических данных пациентов в зависимости от уровня гликированного гемоглобина (М±SD)

Показатель Группы пациентов р
HbA1с <8%, n=17 HbA1с >8%, n=13

Возраст (годы) 65,76 ± 7,44 61,31±5,12 0,075
Мужчины/женщины 13/4 11/2 0,958
Длительность СД, годы 4,32±0,57 3,56±0,36 0,467
Длительность ИБС, годы 7,3±1,97 8,27±1,57 0,0687
Индекс массы тела, кг/м2 28,96 ± 4,79 32,21± 6,45 0,265
Уровень гликемии натощак 6,96±1,17 8,63±1,64 0,048
Функциональный класс стенокардии напряжения:
1
2
3

0
3(18%)

14(82%)

1(8%)
2(15%)

10(77%)
0,674
0,686

Функциональный класс хронической сердечной недостаточности по NYHA
I
II
III

4(23%)
11(65%)
2(12%)

6(46%)
5(39%)
2(15%)

0,549
0,511
0,569

Сахароснижающие препараты (бигуаниды/производные сульфонилмочевины) 9(53%)/4(23%) 9(69%)/2(15%) 0,642
0,543

Уровень холестерина в крови, ммоль/л 4,78±1,06 4,17±1,12 0,142
Нарушение ритма по результатам ЭКГ:
  фибриляция предсердий
  желудочковые экстрасистолы
  предсердные экстрасистолы
  нарушение реполяризации

2(12%)
1(6%)
1(6%)

6(35%)

1(8%)
1(8%)

0
1(8%)

0,66
0,962

0,057

Примечание. n – количество пациентов; p – статистическая значимость различий между группами (р<0,05).

Динамика экстрасистолических сокращений (ЭС) миокарда пациентов 
в зависимости от уровня HbA1с.

По оси ординат – амплитуда ЭС в процентах по отношению к 
регулярному сокращению; по оси абсцисс – длительность ЭС интервала 
(с),  * p –  статистически значимое различие между группами (р<0,05).
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Как известно, с увеличением длительности экстра-
систолических интервалов внеочередной электриче-
ский импульс попадает в более позднюю фазу относи-
тельного рефрактерного периода потенциала действия, 
при этом количество активированных кальциевых по-
тенциалзависимых каналов увеличивается [14]. Это 
приводит к увеличению количества ионов кальция, 
участвующих в сокращении и, соответственно, к по-
вышению амплитуды экстрасистолических сокраще-
ний миокарда [15]. Как оказалось, в нашем исследова-
нии у пациентов 2-й группы экстрасистолическое со-
кращение миокарда возникало в более ранние сроки 
рефрактерного периода, что свидетельствует о боль-
шей возбудимости сарколеммы кардиомиоцитов. Это 
может быть связано с тем, что у пациентов с более вы-
сокими значениями гликированного гемоглобина  
мембраны кардиомиоцитов гликозилированы в боль-
шей степени. Последнее влияет на функциональное 
состояние ионных каналов сарколеммы [16], вслед-
ствие чего нарушается внутриклеточный ионный ба-
ланс кардиомиоцитов и снижается пороговый уровень 
потенциала действия. 

Оценивая структуру цикла «сокращение-расслабле-
ние» при частоте 0,5 Гц, можно отметить, что при нане-
сении внеочередного стимула на коротких интервалах 
(0,2-1 с) в экстрасистолическом сокращении участвуют 
в большей степени ионы кальция экстраклеточного пу-
ла, которые поступают в клетку во время внеочередно-
го стимула, тогда как внутриклеточный пул Са2+ сарко-
плазматического ретикулума еще не успевает восстано-
виться после регулярного сокращения. Амплитуда 
экстрасистолических сокращений на коротких экстра-
систолических интервалах при максимальных значени-
ях не превышает 50-60% от уровня регулярных циклов. 
Вероятно в более возбудимом миокарде пациентов 2-й 
группы (с высоким уровнем гликированного гемогло-
бина) при внеочередном возбуждении в клетки сердца 
поступает большее количество экстраклеточного каль-
ция, в результате чего амплитуда экстрасистол более вы-
сокая по сравнению с аналогичными параметрами ми-
окарда пациентов 1-й группы. При величине интерва-
ла более 1 с уже полноценно участвует внутриклеточный 
пул кальция саркоплазматического ретикулума. Так, мы 
обнаружили, что при нанесении внеочередного элек-
трического импульса через 1 с и более, амплитуда экс-
трасистолических сокращений полосок миокарда па-
циентов 1 группы, напротив, оказалась больше относи-
тельно группы пациентов с высоким уровнем HbA1с. 
Считается, что СД является болезнью внутриклеточно-
го обмена ионов кальция [17]. При СД активность и/
или количество Са2+-АТФ-азы саркоплазматического 
ретикулума снижается и повышается активность и экс-

прессия Na+/Ca2+- обменника в кардиомиоцитах [16]. 
Это приводит к уменьшению обратного захвата ионов 
кальция саркоплазматическим ретикулумом и более ин-
тенсивному удалению этих ионов из клетки. В резуль-
тате происходит обеднение саркоплазматического ре-
тикулума ионами кальция, и соответственно, уменьше-
ние количества ионов кальция, участвующего в цикле 
«сокращение-расслабление». Вероятно, ремоделирова-
ние метаболических процессов в условиях длительного 
воздействия гипергликемии способствует изменению 
не только состояния сарколеммы кардиомиоцитов, но 
и нарушению работы внутриклеточных систем транс-
порта ионов кальция. Это проявляется в более низкой 
амплитуде экстрасистолических сокращений миокарда 
пациентов с высоким уровнем HbA1с в сравнении с ино-
тропной реакцией миокарда пациентов с менее выра-
женным нарушением углеводного обмена. Результаты 
исследования показали, что значения HbA1с более 8% 
могут быть показателями патологического ремоделиро-
вания кардиомиоцитов. 

Заключение
Полученные данные свидетельствуют в пользу того, 

что у пациентов пожилого возраста, у которых уровень 
гликированного гемоглобина ниже 8%, сарколеммаль-
ная мембрана кардиомиоцитов более электрически ста-
бильна, чем у пациентов с уровнем гликированного ге-
моглобина выше 8%. Это позволяет предполагать, что у 
таких пациентов риск развития нарушений ритма серд-
ца ниже, чем у пациентов с уровнем гликированного ге-
моглобина выше 8%.  
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Химиотерапия опухолей традиционно направлена на ингибирование пролиферации раковых клеток и активацию апоп-
тоза. В данной работе на клетках карциномы (линия HeLaG63) и эндотелиоцитах (линия ECV304) человека проведено 
сравнительное исследование эффектов низких концентраций (1,5—10мМ) двух аналогов глюкозы: 2-DG и глюкозамина D. 
Оценка эффективности действия этих агентов проводилась по следующим параметрам: снижение жизнеспособности по 
МТТ-тесту, изменение проницаемости клеточной мембраны, изменение прогрессии по клеточному циклу, выраженность 
апоптотической гибели при культивировании клеток в питательной среде с различным содержанием глюкозы. Показано, 
что 48 часовая обработка 2-DG в исследованных концентрациях приводила к снижению доли клеток в G1 и S-фазах и акку-
муляции их в G2\M фазах. Глюкозамин D, в отличие от 2-DG при тех же концентрациях блокировал эти же клетки в G1\S фазе 
клеточного цикла. При обработке клеток HeLaG63 глюкозамин D оказывал более токсичное действие, чем 2-DG. При соче-
танном воздействии 2-DG и глюкозамина D регистрировали существенное увеличение суб- G1-популяции по сравнению 
с раздельным воздействием. Эффективность обработки увеличивалась при снижении концентрации глюкозы в питатель-
ной среде и/или с увеличением дозы агентов. Эндотелиоциты (ECV304) были менее чувствительны, как к действию глюко-
замина D, так и 2-DG, и сочетанное воздействие даже при концентрациях 10мМ не отличалось от раздельного воздействия. 
Обработка клеток 10мМ 2-DG и глюкозамина D приводила к увеличению проницаемости клеточных мембран для флуо-
ресцентного красителя пропидиум йодида, при этом наибольшую эффективность регистрировали для клеток HeLaG63. 

Ключевые слова: глюкозамин D, 2-дезокси-D-глюкоза; HeLaG63, ECV304; MTT-тест; проточная цитометрия; клеточный 
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Chemotherapy for tumors has traditionally been aimed at inhibiting proliferation and activating apoptosis of cancer cells. Aim. 
To perform a comparative study of effects of two glucose analogues, 2-deoxy-D-glucose (2-DG) and glucosamine D, at low con-



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(2)  

42

Оригинальные статьи

centrations (1.5-10 mM) on carcinoma cells (HeLaG63 line) and endotheliocytes (ECV304 line). Methods. Efficacy of these agents 
was evaluated by decreased cell viability (MTT test), permeability of the cell membrane, changes in progression by the cell cycle, 
and apoptosis (cytometric method) of cells cultured in mediums with different glucose concentrations. Results. The 48-h 2-DG 
treatment of cells in the studied concentrations reduced the proportion of cells in G1 and S-phases and their accumulation in G2\M 
phases. The same concentrations of glucosamine D, as distinct from 2-D, blocked the same cells in the G1\S phase of the cell cycle. 
The same concentrations of glucosamine D were more toxic to carcinoma cells than 2-DG. A combination of 2-DG and glucos-
amine D significantly greater increased the sub-G1 population of HeLaG63 cells than either agent alone. The treatment effective-
ness increased with a decrease in the glucose concentration in the medium and/or with an increase in the agent dose. Endothe-
liocytes (ECV304) were less sensitive to both glucosamine D and 2-DG, and the effect of their combination did not differ from the 
effect of either agent alone, even at concentrations of 10 mM. Treatment of cells with 10 mM 2-DG and glucosamine D increased 
the cell membrane permeability for the fluorescent dye, propidium iodide, with the greatest effect recorded for HeLaG63 cells. 
Conclusion. Therefore, the anticarcinogenic efficacy of glycolysis inhibitors can be enhanced, which would allow to considerably 
reduce their doses and avoid potential side effects induced by therapeutically effective drug concentrations.

Keywords: glucosamine D, 2-deoxy-D-glucose; HeLaG63, ECV304; MTT-test; flow cytometry; cell cycle; apoptosis.

For citation: Giliano N.Y., Noskin L.A., Zhurishkina E.V., Stepanov S.I., Ibatullin F.M, Torshin B.I., Yakunina E.B., Alchinova I.B. 
The combination of low doses of glucosamine D and 2-DG enhances the cytotoxic effect in human tumor cells in culture. 
Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal). 
2019; 63(2): 41-49. (in Russian). 
DOI: 10.25557/0031-2991.2019.02. 41-49

For correspondence: Giliano N.Y., Doctor of Biological Sciences, Principal Researcher, Petersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. 
Konstantinov of National Research Centre «Kurchatov Institute», e-mail: giliano@omrb.pnpi.spb.ru
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgment.The study had no sponsorship.
Information about authors:
Torshin V.I., http://orcid.org/0000-0002-3950-8296
Yakunina E.B., http://orcid.org/0000-0002-7962-1971
Alchinova I.B.  http://orcid.org/0000-0001-5294-7317
Received 13.03.2019

Химиотерапия опухолей традиционно направлена 
на ингибирование пролиферации раковых клеток, ко-
торое достигается за счет блокирования прогрессии по 
клеточному циклу. Известно, что опухолевые клетки 
проявляют устойчивость к апоптотической гибели, 
вследствие чего возрастает интерес к противоопухоле-
вым препаратам, индуцирующим апоптоз. Широкий 
спектр фармакологических свойств глюкозамина D и 
2-дезокси-D-глюкоза (2-DG) привлекают внимание ис-
следователей к этим агентам. Глюкозамин D, так же, 
как и 2-DG является аналогами глюкозы с той лишь раз-
ницей, что в составе глюкозамина присутствует амино-
группа. Показана антиоксидантная и противовоспали-
тельная способность глюкозамина, что делает его при-
влекательным мультифунциональным терапевтическим 
агентом [1]. Глюкозамин D может как индуцировать, 
так и ингибировать апоптоз в зависимости от типа кле-
ток и активности специфического биохимического пу-
ти. Показана in vitro токсичность глюкозамина D для ря-
да малигнантных клеточных линий, а также in vivo для 
клеток опухолей в концентрациях, имеющих малый эф-
фект на нормальные клетки [2-4]. Противоопухолевая 
активность глюкозамина D исследуется более полуве-

ка, однако до настоящего времени  механизмы проти-
воопухолевого действия окончательно не ясны [5]. 

Известно, что 2-DG ингибирует транспорт глюко-
зы и гликолитическую продукцию АТФ, что широко 
используется в исследованиях в качестве метаболиче-
ского ингибитора [7]. Показана токсичность 2-DG для 
различных типов раковых клеток и повышение эффек-
тивности лучевой и химиотерапии  [6]. 

Ранее нами была показана селективная эффектив-
ность аналога глюкозы 2-DG в высоких концентраци-
ях (20/40/80мМ) как индуктора апоптотической гибе-
ли опухолевых клеток и блокирования пролиферации 
в G2/M фазах клеточного цикла. Была показана также 
зависимость эффективности 2-DG- обработки клеток 
от уровня глюкозы в питательной среде [8].

В данной работе проведено сравнительное иссле-
дование влияния низких концентраций 2-DG и глю-
козамина D на  эндотелиоциты (линия ECV304) чело-
века,  на пролиферацию, прогрессию по клеточному 
циклу, апоптоз и повреждение клеточных мембран кле-
ток карциномы (линия HeLaG63).  Проведена оценка 
влияния этих веществ при различном содержании глю-
козы в питательной среде.
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Методика
Работа выполнена на клетках карциномы шейки 

матки (линия HeLaG63), на эндотелиоцитах (линия 
ECV304) человека. Клетки культивировали на среде 
Игла с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки и 
гентамицина (50млг/мл) («БиолоТ», Россия).

Клетки выращивали в пенициллиновых флаконах 
с покровными стеклами, что позволяло одновремен-
но проводить морфологический и цитометрический 
анализ одной и той же популяции клеток. После окра-
шивания ацетоорсеином  подсчитывали процент  мор-
фологически измененных клеток (не менее чем на 1000 
клеток) с помощью светового микроскопа «Motic» (Ки-
тай).

Клетки с поверхности флаконов  смывали  раство-
ром Версена («Биолот», Россия). Клеточную суспен-
зию центрифугировали, осадок суспендировали в рас-
творе, содержащем 0,1 % бромистого этидия.  Исполь-
зуя проточно-цитометрический анализ, получали 
распределение клеток по содержанию ДНК, что позво-
лило проследить как за прогрессией клеток по циклу: 
2с- G1-фаза; 3c- S-фаза; 4c- G2/M-фазы, так и оце-
нить цитотоксичность препаратов при анализе доли 
клеток с содержанием ДНК меньше диплоидного (<2с 
или суб-G1-популяцию). Последние  появляются в ре-
зультате фрагментации ядер в процессе апоптоза [9]. 

Жизнеспособность клеток оценивали по транспор-
ту флюорохрома пропидий йодида (PI) [10], который 
проникает только через поврежденные мембраны кле-
ток. Клетки с поверхности флакона  снимали раство-
ром Версена. Клеточную суспензию помещали на лед, 
добавляли раствор PI (конечная концентрация 1 мкг/
мл) и анализировали на проточном цитометре (ПИ-
ЯФ, Россия).

МТТ – метод изначально был разработан для оцен-
ки токсичности препаратов, но затем стал широко ис-
пользоваться при оценке индукции или ингибирова-
ния  клеточной пролиферации в моделях in vitro. Ме-
тод основан на восстановлении формазана с помощью 
внутриклеточных NAD(P)H-оксиредуктаз. При опре-
деленных условиях метаболическая активность этого 
фермента может отражать количество жизнеспособ-
ных клеток [11]. 

Клетки высевали  на 96-луночные планшеты в кон-
центрации 10 000 на лунку. Через 24 ч в лунки добав-
ляли различные концентрации (от 1,5 до 20мМ) иссле-
дуемых веществ: 2-DG, D-глюкозамина. Через 48 ч и 
за 4 ч до фиксации в лунки добавляли МТТ (тетразо-
лиевый краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенилтетразолиум бромид). Оценивали оптическую 
плотность на ридере «Thermo Fisher» (США) при дли-

не волны 450 нм. Индекс жизнеспособности опреде-
ляли как отношение (в %) оптической плотности экс-
периментальных образцов к контрольным. Статисти-
ческая обработка результатов проводилась в 
программе Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, 
США). Эксперимент повторяли не менее 3 раз. В каж-
дом случае анализировали не менее 20 тыс. клеток. 

Результаты и обсуждение
Влияние низких концентраций глюкозамина на клет-

ки различных опухолевых линий. Оценка влияния раз-
личных концентраций D-глюкозамина на жизнеспо-
собность клеток двух линий, проведенная с помощью 
МТТ метода, показала, что клетки карциномы (линия 
HeLaG63) проявляют большую чувствительность, и об-
наруживают значительное дозозависимое снижение 
метаболической активности (рис. 1, А).

Появление суб- G1 популяции при параллельном 
цитометрическом анализе состава клеточной популя-
ции подтвердило высокую чувствительность клеток 
карциномы линии HeLaG63 к обработке глюкозами-
ном D в концентрации до 20мМ (рис. 1, в). По сравне-
нию с необработанным контролем (2%) уровень кле-
ток с содержанием <2с увеличился почти в 8 раз (15%). 
Эндотелиоциты линии ECV304 в таких же условиях 
культивирования только замедляли прогрессию по кле-
точному циклу: доля клеток в фазе G1 увеличилась с 
46% в контроле до 60% после обработки глюкозами-
ном D. Доля клеток с содержанием ДНК <2с не увели-
чилась по сравнению с контролем, что позволяет пред-
положить отсутствие апоптотической гибели. Морфо-
логический анализ клеток линии ECV304 также не 
выявил фрагментации клеточных ядер, свойственной 
для апоптоза, несмотря на то, что концентрация 20мМ 
глюкозамина D считается токсичной для некоторых 
клеточных линий [12].

После 48-часовой инкубации клеток обеих линий 
с еще более низкими концентрациями глюкозамина 
D (3мМ и 10мМ) количество клеток HeLa в образцах 
по сравнению с контролем резко снижалось до 55 и 
40% соответственно. Количество клеток ECV304 со-
ставило 95—85% от контроля (рис. 1, Б). Эти значе-
ния согласуются с результатами морфологического и 
цитометрического анализов, но противоречат дан-
ным, полученным с помощью МТТ метода. Так как 
при концентрации 10мМ глюкозамина D индекс жиз-
неспособности клеток ECV304 снижается до 50% (рис. 
1, А). При увеличении концентрации глюкозамина D 
до 20мМ в клетках ECV304 регистрируется блокиров-
ка прогрессии по клеточному циклу, что, вероятно, 
приводит к снижению метаболической активности 
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NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы, но не всегда 
приводит к гибели клеток этой линии. МТТ- тест по-
зволяет определить метаболическую активность, ко-
торая качественно определяет наличие живых клеток, 
но дает лишь приблизительную оценку числа выжив-
ших [13].

Влияние низких концентраций 2-DG на клетки раз-
ных линий. Результаты экспериментов по сравнитель-
ной оценке цитотоксичности 2-DG для рассматривае-
мых клеточных линий показали дозозависимое сниже-
ние индекса жизнеспособности клеток при увеличении 
концентрации (рис. 2).

Рис.1. А. Индекс жизнеспособности клеток в зависимости от концентрации глюкозамина D (по активности NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы). 
Б. Относительная концентрация клеток после 48 часовой инкубации с 3 или 10 мМ глюкозамина D, в % к контролю. В. Распределение клеток по 
содержанию ДНК после 48 ч. инкубации клеток в питательной среде с 20мМ глюкозамина D.
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С увеличением концентрации отчетливее прояв-
лялись различия между клеточными линиями. Вместе 
с тем, отмечен одинаковый эффект для клеток 
HeLaG63 и ECV304  при концентрациях 10мМ и 20мМ 
соответственно.

Исследование токсического действия глюкозамина 
D и 2-DG на жизнеспособность  HeLaG63 при культи-
вировании на средах с разным содержанием глюкозы.  Как 
показали наши исследования, фактором, влияющим 

на токсичность низких концентраций 2-DG и глюко-
замина D, является концентрация глюкозы в среде 
культивирования. С помощью проточной цитометрии 
определяли процент клеток с количеством  ДНК мень-
ше 2с (суб-G1). Последние считали клетками, находя-
щимися в апоптозе. Было показано, что линия HeLa 
G63 проявляет дозозависимую чувствительность как к 
глюкозамину D, так и к 2-DG. 

Увеличение в среде концентрации как глюкозамин 
D, так и к 2-DG приводило к возрастанию числа апоп-
тотических клеток. Повреждающее действие глюкоза-
мина D было более выраженным по сравнению с 2-DG, 
если среда содержала стандартное количество глюко-
зы (4 г/л). При уменьшении концентрации глюкозы до 
1 г/л (голодная среда) цитотоксическое действие обо-
их веществ было одинаково (рис. 3).

Сочетанное использование препаратов в равных 
концентрациях вызывало повреждения в большем ко-
личестве клеток по сравнению с их раздельным при-
менением. Низкое содержание глюкозы в среде куль-
тивирования также повышало токсичность глюкоза-
мина D и 2-DG при их совместном использовании 
(рис. 3).

Обработка клеток глюкозамином D и 2-DG при 
раздельном и сочетанном использовании влияла на 
пролиферацию и приводила к накоплению клеток в 
фазе G1 при культивировании на полной среде. Исклю-
чением стало сочетанное действие 10мМ глюкозани-
на D и 10мМ 2-DG, которое  блокировало клетки в фа-
зе G2\M (рис. 4). 

Иная картина наблюдалась при инкубировании 
клеток в среде с низким содержанием глюкозы. Глю-
козамин D увеличивал несущественно уровень G1-
популяции клеток, а 2-DG как в концентрации 3мМ, 
так и 10мМ существенно увеличивала уровень G2\M-
популяции. Сочетанное воздействие сопровождалось 
существенным снижением клеток к фазе G1 и повы-
шением уровня G2\M-популяции, что согласуется с 
данными литературы [14].

Исследование токсического действия глюкозамина 
D и 2-DG на жизнеспособность ECV304 при культиви-
ровании на средах с разным содержанием глюкозы

При культивировании клеток ECV 304 на полной 
среде (глюкоза 4 г/л) низкие концентрации (3мМ) и 
глюкозамина D, и 2-DG не повышали апоптотическую 
гибель клеток (суб-G1 популяция менее 5% от общего 
числа клеток) и существенно не изменяли прогрессию 
клеток по циклу (рис.4).

Глюкозамин D в концентрации 10 мМ приводил к 
накоплению клеток в G1-фазе. Повышение концен-
трации 2-DG приводило в блокированию цикла в 
G2\M. Совместная обработка клеток этими вещества-

Рис.2. Индекс жизнеспособности клеток в зависимости от концентра-
ции 2 -DG (по активности NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы).

Рис.3. Процент клеток с содержанием ДНК меньше 2с, индуцирован-
ный разными концентрациями глюкозамина D и 2-DG в клетках 
HeLaG63 при инкубировании их в течение 48 ч. среде с разным содер-
жанием глюкозы.
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ми как в концентрации 3мМ так и концентрации 10мМ 
приводили к накоплению клеток в G1-фазе.

При культивировании клеток на голодной среде 
(глюкоза 1г/л) блокирование клеток в G1-фазе регистри-
руется уже и при низких концентрациях глюкозамина 
D и 2-DG. При концентрации 10мМ 2-DG индуцирует 
накопление клеток в G2\M фазах. Очевидно, что в клет-
ках линии ECV 304 глюкозамин D индуцирует останов-
ку клеточного цикла в G1-фазе, а 2-DG в G2\M.

Из вышеизложенного можно предположить, что 
ингибирование синтеза ДНК и блокирование перехо-
да клеток из G1\S играют главную роль в ингибирова-
нии пролиферации клеток низкими концентрациями 
глюкозамина D. Как вероятный механизм противоо-
пухолевого действия глюкозамина D в низких концен-
трациях рассматривают его влияние на семейство бел-
ков Cip/Kip, контролирующих переход клетки в ми-
тоз. Кроме того  глюкозамин ингибирует фосфо- 
рилирование белка STAT3, основной мишенью кото-
рого является сурвивин - ингибитор апоптоза [15]. При 

повышении концентрации глюкозамина D и сниже-
нии уровня глюкозы в питательной среде, определяю-
щим фактором в ингибировании пролиферации вы-
ступает блокирование в G2\M- фазах. Сочетанное воз-
действие глюкозамина D и 2-DG в низких концен- 
трациях приводит к снижению доли клеток в G1 – фа-
зе и увеличению доли клеток в G2\M.

Противоопухолевая активность глюкозамина D мо-
жет быть связана с его способность нарушать биосин-
тез холестерина, тем самым способствовать поврежде-
нию мембран [12, 16]. 

Инкубация клеток HeLaG63 в течение 48 ч как глю-
козамином D, так и 2-DG приводит к увеличению прони-
цаемости клеточных мембран и увеличению числа интен-
сивно-флюоресцирующих поврежденных клеток (окра-
ска пропидий йодитом) по сравнению с необработанным 
контролем (рис. 6, А). Морфологический анализ подтвер-
дил результаты цитометрического анализа (рис. 6, Б). 

Таким образом, цитотоксичность низких концен-
траций глюкозамина D и 2-DG зависит от типа клеток 

Рис. 4. Распределение клеток по фазам цикла, индуцированное 3 и 10мМ концентрациями глюкозамина D и 2-DG при воздействии на клетки 
HeLaG63 в среде с разным содержанием глюкозы.

Рис. 5. Распределение клеток по фазам цикла, индуцированное различными концентрациями глюкозамина D и 2-DG при воздействии на клет-
ки ECV304 в среде с разным содержанием глюкозы.
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и от концентрации глюкозы в питательной среде. Клет-
ки карциномы HeLaG63 проявляют наибольшую чув-
ствительность к глюкозамину D, под действием, кото-
рого нарушается прогрессия по циклу и к 48 часам ре-
гистрируется рост апоптотической гибели клеток. Свой 
вклад в эту гибель привносят и поврежденные мембра-
ны. Кроме того, низкое содержание глюкозы в среде и 
сочетанное применение с 2-DG значительно повыша-
ют цитотоксические свойства низких концентраций 
глюкозамина D. Это согласуются с результатами ис-
следований, где было показано, что высокий уровень 
глюкозы ослабляет противоопухолевый эффект 5-фто-
рурацила (5-Fu) для клеток рака поджелудочной желе-
зы AsPC-1. Предполагается, что уровень сахара в кро-
ви пациента может влиять на эффект химиотерапии 
[17, 18]. Эндотелиоциты ECV304 были менее чувстви-
тельны как к обработке глюкозамином D, так и к 2-DG 
в исследованных концентрациях. Снижение уровня 
глюкозы в питательной среде незначительно увеличи-
вала цитотоксичность глюкозамина D и 2-DG в эндо-
телиоцитах, что согласуется с нашими ранними резуль-
татами [19].

Исследованные нами 2 аналога глюкозы со сход-
ным механизмом действия при низких концентраци-
ях включали в клетках различные чек-пойнты: глюко-
замин D ингибировал прогрессию клеток из G1 в 
S-фазу, а 2-DG блокировала клетки в G2\M. Ингиби-
рование сразу двух чек-пойнтов при сочетанном воз-
действии приводило к увеличению цитотоксичности 
даже низких концентраций глюкозамина D и 2-DG. 
Повышенная зависимость опухолевых клеток от глю-
козы приводила к увеличению цитотоксичности ана-
логов глюкозы при культивировании клеток в среде с 
низким содержанием глюкозы. Для эндотелиоцитов, 
сохранивших особенности нормальных клеток, бло-
кирование прогрессии по циклу было обратимым и не 
приводило к гибели клеток. Полученные результаты 
указывают на то, что антиканцерогенную эффектив-
ность ингибиторов гликолиза можно повысить, ис-
пользуя сочетанное воздействие двух ингибиторов, что 
позволяет значительно уменьшать дозы, сохранить се-
лективность и избежать возможных побочных эффек-
тов, вызываемых терапевтически эффективными кон-
центрациями препаратов. 

Рис. 6. А. Гистограммы распределения клеток HeLa G 63 по интенсивности флюоресценции после обработки IP. Заштрихованная гистограмма – 
без обработки; незаштрихованная — после 48 ч инкубации 10мМ глюкозмина D и 2-DВ. Б. Морфологические изменения клеточной мембраны 
до и после обработки клеток HeLa G 63 10мМ глюкозамином D.
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Васина Е.Ю., Чефу С.Г., Петрищев Н.Н. 

Влияние Нотромбела на развитие FeCl3-индуцированного 
тромбоза сонной артерии крыс

 Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова,  
197022, г. Санкт-Петербург, Россия, ул. Льва Толстого, д. 6-8

Цель работы – изучение влияния Нотромбела (ЗАО «Вертекс», Санкт-Петербург, РФ) на развитие экспериментального 
тромбоза.  
Методика. Опыты выполнены на крысах-самцах Вистар массой 250-270 г.  Нотромбел  вводили внутривенно и интрага-
стрально в течение 10 сут (курсовая доза 25, 50 и 100 мг/кг). В качестве препаратов сравнения использовали ацетилсали-
циловую кислоту (АСК) и Клопидогрел (курсовая доза 10,5 и 20 мг/кг соответственно). Тромбоз сонной артерии вызывали 
60-секундной аппликацией 20% FeCl3.  Кровоток регистрировали методом  высокочастотной ультразвуковой допплерогра-
фии («Минимакс-Допплер-К» Санкт-Петербург, РФ, с рабочей частотой датчика 20 МГц). Прекращение кровотока рассма-
тривали как показатель тромбоокклюзии сонной артерии. 
Результаты.  У контрольных крыс через 20-30 мин после аппликации FeCl3 кровоток в сонной артерии не определялся, что 
свидетельствовало о развитии тромбоза. Нотромбел как при интрагастральном, так и при внутривенном введении тор-
мозил развитие FeCl3-индуцированного тромбоза сонной артерии.  Наиболее эффективной независимо от способа введе-
ния оказалась курсовая доза препарата 100 мг/кг, при которой ни в одном из опытов тромбоз не развивался. Антитромбо-
тический эффект Нотромбела сопоставим с эффектами АСК и Клопидогрела. В механизме антитромботического влияния 
Нотромбела имеют значение его прямое ингибирующее влияние на функциональную активность тромбоцитов, а также 
антиоксидантная активность. 
Заключение. Нотромбел можно рассматривать как перспективный антитромботический препарат.

Ключевые слова: N,N’-замещенные пиперазины, Нотромбел, FeCl3-индуцированный тромбоз, сонная артерия, 
ацетилсалициловая кислота, Клопидогрел. 
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Vasina E.Y., Chefu S.G., Petrishchev N.N. 

The effect of Notrombel on FeCl3-induced carotid artery thrombosis in rats
I.P. Pavlov First Saint Petersburg State Medical University,  
L’va Tolstogo Str. 6-8, Saint Petersburg 197022, Russia

Aim. To study the effect of Notrombel (ZAO Vertex, St. Petersburg, Russia), a drug of the N, N’-substituted piperazine class con-
taining a carboximidamide group, on experimental thrombosis. 
Methods. Experiments were carried out on male Wistar rats weighing 250-270 g. Notrombel was administered intravenously and 
intragastrically for 10 days (course doses 25, 50, and 100 mg/kg). Acetylsalicylic acid (ASA) and Сlopidogrel (course doses 10.5 and 
20 mg/kg, respectively) were used as comparator drugs. Carotid artery thrombosis was induced by a 60-s application of 20% FeCl3. 
Blood flow was recorded by high-frequency ultrasonic dopplerography (Minimax-Doppler-K, St. Petersburg, RF; sensor operating 
frequency, 20 MHz). Stagnation of blood flow was considered as an indicator of carotid artery occlusion. 
Results. In control rats 20-30 minutes after the application of FeCl3, the carotid blood flow was undeterminable, which indicated 
development of thrombosis. Notrombel, both intragastric and intravenous, inhibited the development of FeCl3-induced carotid 
thrombosis. The most effective dose was 100 mg/kg irrespective of the administration route. Thrombosis has not developed in 
any experiment. The antithrombotic effect of Notrombel was comparable to that of ASA and Clopidogrel. The Notrombel inhibi-
tion of platelet activity and its antioxidant properties contribute to the mechanism of Notrombel antithrombotic effect. Conclu-
sion: Notrombel can be considered as a promising antithrombotic drug.

Keywords: N, N’-substituted piperazines, Notrombel, FeCl3-induced thrombosis, carotid artery, Acetylsalicylic acid, Clopidogrel.
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Введение
Среди новых антитромботических препаратов, 

проходящих доклинические исследования, большой 
интерес представляют производные N-замещенных 
пиперазинов. Ранее было установлено, что один из 
N,N’-замещенных пиперазинов, содержащий карбок-
симидамидную  группу (Нотромбел, ЗАО «Вертекс», 
Санкт-Петербург, РФ),  является  ингибитором агре-
гации тромбоцитов, уменьшает экспрессию 
Р-селектина и тромбоцитарного мембранного ком-
плекса GPIb-IX-V, тормозит тромбин-индуцирован-
ное образование тромбоцитарно-лейкоцитарных ком-
плексов. Возможными мишенями для Нотромбела яв-
ляются тромбоксановый путь передачи сигнала 
активации, а также непосредственно мембранные ре-
цепторы GPIb-IX-V [1-4]. Антитромботические свой-
ства Нотромбела были продемонстрированы на моде-
ли фототромбоза бедренной артерии крыс [5]. Продол-
жая исследование в этом направлении, мы 
использовали модель FeCl3-индуцированного тромбо-
за артерий, которая рекомендуется для тестирования 
препаратов с потенциальным антитромботическим 
действием [6]. 

Цель работы – изучение влияния курсового вну-
тривенного и интрагастрального введения препарата 
Нотромбел на развитие экспериментального тромбо-
за, индуцированного FeCl3. 

Методика
Все работы с лабораторными животными прово-

дили в соответствии с «Правилами лабораторной прак-
тики в Российской Федерации», утвержденными при-
казом Министра здравоохранения РФ № 708н от 
23.08.2010 г. Исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом Первого Санкт-Петербургского 
государственного медицинского Университета им. 
акад. И.П. Павлова. Исследования проводились на 
крысах-самцах  Вистар массой 250—270 г (ФГУП «Пи-
томник лабораторных животных «Рапполово») в соот-

ветствии с «Руководством по использованию лабора-
торных животных для научных и учебных целей в 
ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова» [7].  Животные со-
держались на  стандартном рационе при свободном до-
ступе к воде без ограничения, при фиксированном све-
товом режиме 12.00:12.00 ч. Температура поддержива-
лась в пределах 22—25 °С, относительная влажность 
— 50–70%. Длительность карантина (акклиматизаци-
онного периода) для всех животных составляла 14 сут. 

Исследуемый препарат Нотромбел вводили ненар-
котизированным животным 10-кратно 1 раз в сут в 
фиксированный световой период (с 10.30 до 13.00).  
Препарат вводили вне зависимости от приема пищи: 

 а-внутривенно (хвостовую вену) в течение 1мин,
 б-интрагастрально
 В качестве сравнения использовали  препараты, 

механизм действия которых хорошо изучен:
а) ацетилсалициловую кислоту при внутривенном 

введении, 
б) Клопидогрел – при интрагастральном введении.
 Разовые дозы для введения препаратов:
Нотромбел использован в одинаковых дозах  2,5; 

5,0 и 10,0 мг/кг в объёме 4 мл/кг для всех доз. 
Клопидогрел – 2,0 мг/кг в объеме 4 мл/кг
ацетилсалициловая кислота (АСК) –  1,05 мг/кг в 

объёме 4 мл/кг
Приготовление растворов.
Нотромбел для внутривенного введения  растворя-

ли в  физиологическом растворе (контроль 1), при ин-
трагастральном введении –  в ацетатном буфере, со-
держащем 0,5 % TWIN-80 (контроль 2).

АСК (Sigma Aldrich) для внутривенного введения 
растворяли в воде для инъекций при нагревании  
(40 °С) на водяной бане при периодическом энергич-
ном встряхивании до полного растворения кристал-
лов, после чего добавляли стерильный 10% раствор 
хлорида натрия до конечной концентрации 0,9%. 

Клопидогрел для интрагастрального введения рас-
творяли в ацетатном буфере, содержащем 0,5% TWIN-
80(ЗАО «Вертекс», Санкт-Петербург, РФ).



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(2)  

52

Оригинальные статьи

Разовый объем вводимых растворов как при вну-
тривенном, так и при интрагастральном введении со-
ставлял 4 мл/кг для всех доз.

Исследования начинали через 90 мин после 10-го 
интрагастрального введения препаратов и через 24 ч 
после завершения курса внутривенного введения пре-
паратов.  Животных наркотизировали (4,3% хлоралги-
драт 10 мл/кг внутрибрюшинно). Производили разрез 
длиной около 3 см на передней поверхности шеи жи-
вотного. Участок сонной артерии длиной около 6 мм 
выделяли из сосудисто-нервного пучка,  подводили 
под него полоску пластика шириной 4 мм, изолируя 
тем самым окружающие ткани от воздействия FeCl3. 

Модель FeCl3-индуцированного тромбоза маги-
стральных артерий была разработана Kurz KD с соав-
торами в 1990 г [8]. В настоящее время для тестирова-
ния антитромботических препаратов  рекомендуется 
использовать 20%  FeCl3 [9, 10]. 

После регистрации фонового кровотока на правую 
сонную артерию накладывали смоченный в 20% рас-
творе FeCl3 диск фильтровальной бумаги (фильтры 
обеззоленные Красная лента, ООО «Мелиор XXI») ди-
аметром 3 мм; экспозиция составляла 60 с. 

Исследование кровотока в сонной артерии прово-
дили при помощи высокочастотной ультразвуковой 
допплерографии («Минимакс-Допплер-К» Санкт-
Петербург, РФ, с рабочей частотой датчика 20 МГц) 
непосредственно перед моделированием тромбоза и в 
последующие 70 мин эксперимента. В случае отсут-
ствия кровотока при повторной 2-х-кратной регистра-
ции исследование прекращали. 

Статистический анализ полученных результатов 
проводился с помощью программного пакета IBM 
SPSS Statistics Version 20. Значимость различий изме-
ряемых параметров оценивалась с помощью критерия 
Пирсона χ-квадрат. Значения р менее чем 0,05 рассма-
тривались как значимые. 

Результаты и обсуждение
Введение Нотромбела, АСК и Клопидогрела все 

животные переносили удовлетворительно. В 10-суточ-
ный период наблюдения изменений общего состояния  
животных не отмечено. При инъекциях и проведении  
хирургических манипуляций повышенной кровоточи-
вости не наблюдалось. 

У интактных животных и крыс контрольных групп 
(получавших внутривенно 0,9% раствор NaCl либо ин-
трагастрально ацетатный буфер) остановка кровотока 
в сонной артерии наступала не позднее 30-й мин по-
сле аппликации FeCl3 (табл. 1 и 2),  что свидетельству-
ет о тромбоокклюзии сосуда.

В группе животных, получавших внутривенно 
АСК, остановка кровотока на 30-й мин наблюдалась у 
2 животных из 8 (25 %), и до 70-й мин кровоток сохра-
нился у 5 крыс (62,5 %), что свидетельствует об анти-
тромботическом действии АСК (табл. 1).

У крыс, получавших внутривенно Нотромбел в дозе 
2,5 мг/кг, окклюзия сонной артерии на 30-й мин имела 
место в 4 случаях  из 8  (50 %), на 70-й мин – у всех жи-
вотных, при этом время развития тромбоза варьировало 
от 10 до 70 мин (табл. 1). В группе крыс, получавших вну-
тривенно Нотромбел в дозе 5,0 мг/кг, на 30-й мин кро-
воток сохранялся у 7 животных из 8 (87%), а 70-й мин – 
у 4 из 8 (50 %) (табл. 1). У крыс, получавших внутривен-
но Нотромбел в дозе 10,0 мг/кг, не было зафиксировано 
ни одного случая тромбоокклюзии (табл. 1). 

Таким образом, Нотромбел при внутривенном вве-
дении препятствовал развитию тромбоза сонной арте-
рии, индуцированного FeCl3.  Наиболее эффективной 
оказалась доза 10 мг/кг.

В группе животных, получавших интрагастрально 
Клопидогрел, на 30-й мин остановки кровотока в сон-
ной артерии после аппликации FeCl3 не наблюдалось. 
До 70-й мин кровоток сохранился у 6 крыс из 8 (75 %), 

Таблица 1 

Влияние внутривенного введения Нотромбела и АСК на развитие FeCl3-индуцированного тромбоза в сонной артерии

Группа животных Количество животных с наличием кровотока в сонной артерии 
До FeCl3 Время после аппликации FeCl3, мин

10 20 30 40 50 60 70
Интактные 7 7 0 0 0 0 0 0
Контроль 1 (NaCl) 8 8 3 0 0 0 0 0
АСК, 1,05 мг/кг 8 8 6 6 ** 6 ** 5 ** 5 ** 5**
Нотромбел, мг/кг 2,5 8 8 5 4 * 4 * 2 1 0

5,0 8 8 7 * 7 ** 6** 5 ** 5 ** 4*
10,0 7 7 7* 7 ** 7** 7 ** 7 ** 7**

Примечание.* – p<0,05 по сравнению с контролем; ** – p<0,01 по сравнению с контролем.
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что свидетельствует об антитромботическом действии 
Клопидогрела (табл. 2).

У крыс, получавших интрагастрально Нотромбел 
в дозе 2,5 мг/кг, остановка кровотока на 30-й мин на-
блюдалась в 4 из 7 опытов (57,1 %), на 70-й мин кро-
воток сохранялся только у одного животного (14,3 %) 
(табл. 2).

В группе крыс, получавших интрагастрально Но-
тромбел в дозе 5,0 мг/кг, на 30-й мин кровоток сохранял-
ся у 6 животных из 7 (85,7 %) на 70-й мин – у 3 (42,9 %) 
(табл. 2).

У крыс, получавших интрагастрально Нотромбел 
в дозе 10,0 мг/кг, не было зафиксировано ни одного 
случая остановки кровотока (табл. 2). 

Таким образом, при интрагастральном введении 
(как и при внутривенном) Нотромбел препятствовал 
развитию индуцированного FeCl3 тромбоза сонной ар-
терии.  Наиболее эффективной также оказалась доза 
10 мг/кг.

По данным литературы, после аппликации FeCl3 
развиваются структурные изменения во всех слоях стен-
ки сонной артерии крыс, в том числе наблюдаются 
участки деэндотелизации [8-12]. Показано, что FeCl3 
воздействует на стенку сосуда не только со стороны ад-
вентиции, но, проникая в просвет сосуда, и со стороны 
ламинальной поверхности эндотелиоцитов [11, 13]. 

В механизме альтерации сосудистой стенки под 
влиянием FeCl3 имеют значение: прямое влияние на 
белковые структуры [13, 14]; воздействие на эритро-
циты и их гемолиз, окисление гемоглобина и образо-
вание редокс-активных молекул, нарушающих функ-
ции эндотелия и лейкоцитов [15, 16]; образование ак-
тивных форм кислорода при железозависимой 
генерации свободных радикалов [16-18].

Комплексное воздействие FeCl3 на клеточные эле-
менты крови и молекулы сосудистой стенки  приводит 

к образованию окклюзионного тромба, состоящего из 
тромбоцитов, эритроцитов и фибрина [8]. 

Модель FeCl3-индуцированного тромбоза широко 
используется для исследования эффективности анти-
тромботических препаратов [19—21]. Замедление 
FeCl3-индуцированного тромбоза в артериях наблюда-
лось при профилактическом применении антикоагу-
лянтов и антиагрегантных препаратов [9, 10, 20, 22, 23]. 
Известно, что Клопидогрел, являющийся селектив-
ным ингибитором пуриновых рецепторов тромбоци-
тов, оказывал более выраженный антитромботический 
эффект, чем АСК (ингибитор циклооксигеназы). При 
пероральном однократном введении крысам Клопи-
догрел (30 мг/кг) за 4 ч до аппликации  FeCl3 статисти-
чески значимо замедлял тромбоокклюзию сонной ар-
терии, а  АСК в той же дозе оказалась неэффективной; 
при 3-х - суточном применении (курсовая доза 90 мг/
кг) АСК и особенно  Клопидогрел увеличивали время 
сохранности  кровотока [9]. В нашем исследовании при 
применении в меньших дозах АСК (курсовая доза 10,5 
мг) и Клопидогрел (20 мг) также проявляли выражен-
ный антитромботический эффект, причем Клопидо-
грел увеличивал время до тромбоокклюзии в большей 
степени, чем АСК.

Нотромбел оказывал дозозависимый антитромбо-
тический эффект, сопоставимый с препаратами срав-
нения, как при внутривенном, так и при интрага-
стральном применении. Нотромбел, как было показа-
но ранее, обладает выраженной антиагрегантной ак-
тивностью, уменьшает тромбин-индуцированную ак-
тивацию тромбоцитов. Учитывая возможность влияния 
Нотромбела непосредственно на мембранные рецеп-
торы GPIb-IX-V [3],  можно предположить важную 
роль снижения адгезии и агрегации тромбоцитов в его 
антитромботическом действии. Это предположение 
согласуется с данными других авторов. Так, использо-

Таблица 2 

Влияние интрагастрального введения Нотромбела и Клопидогрела на развитие экспериментального тромбоза в сонной артерии

Группа животных
Количество животных с наличием кровотока в сонной артерии 

До FeCl3 Время после аппликации FeCl3, мин
10 20 30 40 50 60 70

Интактные 7 7 0 0 0 0 0 0
Контроль 2 (Ацетатный буфер) 7 7 2 0 0 0 0 0
Клопидогрел   2,0 мг/кг 8 8 8** 8** 8** 8** 7** 6**
Нотромбел, мг/кг 2,5 7 7 5 4* 4* 2 1 1

5,0 7 7 7** 6** 6** 4 ** 3 3
10,0 7 7 7** 7 ** 7** 7 ** 7 ** 7**

Примечание. * – p<0,05 по сравнению с контролем; ** – p<0,01 по сравнению с контролем.
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вание метода прижизненной биомикроскопии пока-
зало, что Анфибатид – антагонист GPIb рецепторов 
тромбоцитов – замедлял FeCl3-индуцированный тром-
боз в мезентериальных сосудах крыс [21].

Антитромботическая активность Нотромбела, вы-
явленная нами на модели FeCl3-индуцированного 
тромбоза сонной артерии, по-видимому, связана как 
с прямым влиянием на тромбоциты и снижением их 
функциональной активности [1-3], так и с антиокси-
дантным действием, учитывая роль активных форм 
кислорода в механизме повреждения эндотелия [24]. 

Заключение. Нотромбел как при интрагастральном, 
так и при внутривенном введении тормозил развитие 
FeCl3-индуцированного тромбоза сонной артерии.  
Наиболее эффективной оказалась доза 10 мг/кг. Но-
тромбел можно рассматривать как перспективный ан-
титромботический препарат.

Авторы выражают благодарность ЗАО «ВЕРТЕКС» 
за предоставленный для проведения исследования пре-
парат Нотромбел.
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Цель – оценка лечебных свойств суммарной РНК на модели хронической гипопластической анемии, выявление особен-
ностей гемопоэтического действия суммарных РНК, выделенных из  костного мозга и лимфоидных клеток селезенки. 
Методика. Работа выполнена на 36 белых беспородных крысах-самках массой 130-250 г. Хроническую токсическую анемию 
моделировали подкожным введением смеси химически чистого бензола (0,05 мл/100 г) и стерильного растительного масла. 
Смесь вводили трижды с интервалом в 7 сут. Контрольным животным (группа 1 в каждой серии) в эти же сроки внутри-
венно вводили равное по объему количество 0,9% раствора NaCl. Выполнено 2 серии экспериментов. В 1-й серии оце-
нивали гемопоэтическую активность суммарных РНК лимфоидных клеток селезенки, во 2-й — суммарных РНК костного 
мозга. Препараты суммарной РНК получали из костного мозга и лимфоидных клеток селезенки интактных крыс, а также 
из клеток тех же органов крыс, подвергнутых кровопусканию (2% от массы тела) за 17 ч до выделения из них РНК. Суммар-
ную РНК выделяли методом гуанидин тиоцианат–фенол–хлороформной экстракции. 
Для выяснения влияния суммарных РНК на состояние эритроидного ростка костного мозга в препаратах, окрашенных по 
Паппенгейму, оценивали количественный и качественный состав эритроидных островков. 
Результаты. Сравнение гемопоэтической активности суммарных РНК, выделенных из костного мозга и лимфоидных клеток 
селезенки здоровых животных, при их введении крысам с экспериментальной хронической бензольной анемией, пока-
зало, что различия клеточного состава лимфоидных органов-источников РНК отражается на их гемопоэтических свойствах. 
Суммарная РНК из лимфоидных клеток селезенки интактных животных в первую очередь способствует восстановлению 
количества лейкоцитов, в то время как суммарная РНК лимфоидных клеток костного мозга в начальный период регенера-
ции не оказывает заметного влияния на лейкопоэз. Показано также, что суммарная РНК, выделенная из костного мозга, в 
целом обеспечивает более интенсивный процесс гемопоэза. Кроме того, обнаружена более высокая эритропоэтическая 
активность суммарных РНК, выделенных из  клеток обоих лимфоидных органов крыс-доноров, стимулированных крово-
потерей, по сравнению с таковой суммарных РНК, полученных из органов интактных крыс. 
Заключение. Подтверждена гемопоэтическая активность суммарной РНК костного мозга и лимфоидных клеток селезенки 
при гипопластической анемии. Выявлена более высокая эритропоэтическая активность суммарных РНК обоих лимфоид-
ных органов животных после кровопускания по сравнению с их лейкопоэтической активностью.
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Aim. To evaluate therapeutic properties of total RNA on a model of chronic hypoplastic anemia and to elucidate features of the 
hemopoietic effect of total RNA isolated from bone marrow splenic lymphoid cells. 
Methods. Experiments were performed on 36 white mongrel rats weighing 230-250 g. Chronic toxic anemia was induced by sub-
cutaneous injections of a mixture of chemically pure benzene (0.05 ml/100 g) and sterile vegetable oil. The mixture was injected 
three times with an interval of 7 days. Control animals (group 1 in each series) received intravenous injections of an equal volume 
of saline at the same time intervals. Two experimental series were performed. In series 1 and 2, hemopoietic activity of total RNAs 
from splenic lymphoid cells and from bone marrow, respectively, was evaluated. Total RNA was obtained from splenic lymphoid 
cells and from bone marrow of intact rats and rats subjected to hemorrhage (2% of body weight) 17 h prior to the RNA isolation. 
Total RNA was isolated by guanidine-thiocyanate-phenol-chloroform extraction. The effect of total RNA on the erythroid lineage 
in the bone marrow was evaluated by the quantitative and qualitative composition of erythroid islets in Pappenheim-stained 
preparations. Results. Comparing the hematopoietic activity of total RNA isolated from bone marrow and splenic lymphoid cells 
of healthy animals and administered to rats with experimental chronic benzene anemia showed that the difference in cell com-
position of the lymphoid organs, sources of the RNAs, impacted on the RNA hemopoietic properties. The total RNA from splenic 
lymphoid cells of intact animals contributed primarily to the recovery of leukocyte count while the RNA from the bone marrow 
of intact rats did not significantly influence leukopoiesis during the early regeneration period. It was also shown that the total 
RNA extracted from the bone marrow generally provided a more intensive hemopoiesis. In addition, the erythropoietic activity of 
total RNA isolated from the cells of both lymphoid organs of the donor rats stimulated by blood loss was higher than that of the 
total RNA isolated from intact rats. 
Conclusion. The total RNA isolated from bone marrow and lymphoid cells spleen exerted a hemopoietic effect in hypoplastic 
anemia. The erythropoietic activity of total RNA from both lymphoid organs of animals after hemorrhage was higher than the 
RNA leukopoietic activity. 
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Ранее при изучении особенностей развития эри-
троидных клеток в  эритробластических островках (ЭО) 
костного мозга было установлено, что суммарная РНК 
нормальных и особенно стимулированных кровопоте-
рей лимфоидных клеток селезенки обладает высокой 
эритропоэтической активностью [1–3]. Показано, что 
суммарные РНК костного мозга (КМ) и тимуса [4, 5] 
обладают выраженной гемопоэтической активностью 
при остром нарушении процесса кроветворения:  на 
фоне однократного гамма-облучения в сублетальной 
дозе внутривенное (в/в) введение суммарных РНК КМ 
и тимуса у подопытных крыс вызывало быстрое и пол-
ное восстановление нормальной численности формен-
ных элементов периферической крови. В данных пу-

бликациях продемонстрирована особенно высокая эф-
фективность суммарных РНК, выделенных из 
активированных кровопотерей лимфоидных клеток, в 
отношении восстановления кроветворения при острых 
нарушениях гемопоэза.  Это послужило основанием 
для изучения возможности использования гемостиму-
лирующих свойств подобных препаратов РНК для кор-
рекции хронических нарушений кроветворения, вы-
званных, например, бензольной интоксикацией. Ле-
чение этих состояний, как известно, протекает 
медленно и далеко не всегда завершается полной нор-
мализацией клеточного состава КМ и периферической 
крови [6, 7], поэтому потребность в препаратах, обла-
дающих высокой гемопоэтической активностью, осо-
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бенно высока, и поиски их до настоящего времени про-
должают оставаться актуальными. 

Цель – изучение лечебных свойств суммарной 
РНК на модели хронической гипопластической ане-
мии и выявление особенностей гемопоэтического дей-
ствия суммарных РНК, селезенки и костного мозга. 

Методика
Эксперименты выполнены в соответствии c Наци-

ональным стандартом Российской Федерации «Прин-
ципы надлежащей лабораторной практики», утверж-
денным и введенным в действие Приказом Ростехре-
гулирования от 02.12.2009 (№544-ст, ГОСТ Р 
53434-2009). Работа одобрена локальным этическим 
комитетом Южно-Уральского ГМУ.

Работа выполнена на 36 белых беспородных кры-
сах-самках массой 130—250 г. Все манипуляции с жи-
вотными производили под эфирным наркозом, вклю-
чая и эвтаназию,  осуществляемую путем цервикаль-
ной дислокации. 

Препараты суммарной  РНК получали из лимфо-
идных клеток селезенки и из костного мозга интакт-
ных крыс  (препараты РНКс-1 и РНКкм-1), а также из 
клеток тех же органов крыс после кровопускания (2% 
от массы тела) за 17 ч до выделения из них суммарных 
РНК (препарат РНКс-2 и РНКкм-2). Суммарную РНК 
выделяли методом гуанидин тиоцианат–фенол–хло-
роформной экстракции [8]. 

Для выяснения влияния препаратов суммарных 
РНК на состояние эритроидного ростка костного моз-
га в препаратах, окрашенных по Паппенгейму, оцени-
вали количественный и качественный состав эритро-
идных островков (ЭО). В  препаратах подсчитывали 
количество ЭО, разделяя их на 5 классов зрелости [9]. 
При оценке состояния эритропоэза показателем сти-
муляции развития эритроидного ростка служило ста-
тистически значимое увеличение числа ЭО1, ЭО2 и 
ЭОрек, а также уменьшение числа ЭОинв, тогда как 
снижение числа ЭО1, ЭО2 и ЭОрек наряду с увеличе-
нием количества ЭОинв, напротив, указывало на тор-
можение процессов пролиферации и дифференциров-
ки эритроидных клеток [10, 11].

Для моделирования хронической токсической ане-
мии всем животным трижды, с интервалом в 7 сут, под-
кожно вводили равную по объему смесь химически чи-
стого бензола (0,05 мл/100 г) и стерильного раститель-
ного масла. 

Тестируемые препараты суммарной РНК начина-
ли вводить животным через 28 сут после последней 
инъекции бензола. Обе серии опытов выполнялись по 
одинаковой схеме и в одинаковых условиях. В каждой 

серии животные были разделены на 3 группы, по 6 
крыс в каждой: 1-я группа – контроль (бензольная ане-
мия); 2-я – животные с бензольной анемией, получив-
шие препарат суммарной РНК интактных животных 
селезенки или костного мозга (РНКс-1 или РНК-1); 
3-я – животные с бензольной анемией, получившие 
препараты суммарных РНК от животных с кровопоте-
рей (РНКс-2 или РНКкм-2), выделенные на стадии 
проявления лимфоцитами стимулирующей морфоге-
нетической активности в отношении кроветворения 
(17 ч после кровопотери). Суммарную РНК вводили 
в/в, трижды (с интервалом в 10 сут), в дозе 15 мкг/100 
г массы тела.  Контрольным животным (группа 1 в каж-
дой серии) в эти же сроки в/в вводили равное по объ-
ему количество 0,9% раствора NaCl.

Контроль численности форменных элементов пе-
риферической крови проводили каждые 10 сут. Жи-
вотные первой серии были выведены из эксперимен-
та через 110 сут после начала введения препаратов 
РНК, а второй – через 40 сут.

Полученные данные были подвергнуты статисти-
ческой обработке с помощью компьютерной програм-
мы IBM SPSS Statistics 19,0. Сравнения групп прово-
дились методами непараметрической статистики с ис-
пользованием критериев Манна-Уитни и хи-квадрат. 

Результаты и обсуждение
До начала эксперимента все крысы имели нормаль-

ные для данного вида животных показатели перифе-
рической крови: эритроциты – 9,8±1,5 (1012/л);  рети-
кулоциты – 46,7±3,2 (109/л);  лейкоциты – 11,5±1,1 
(109/л);  тромбоциты – 468,6±23,2 (109/л). После  вве-
дения бензола, начиная с 7-х сут  снижалось число 
форменных элементов крови у животных. К 28-м сут 
количество эритроцитов составляло 6,7±0,4 (1012/л); 
ретикулоцитов – 5,9±1,1 (109/л); лейкоцитов –2,6±0,4 
(109/л); тромбоцитов  – 93,1±7,9 (109/л). 

Динамика изменения численности этих клеток в 
крови контрольных и подопытных крыс (1-я серия) 
после введения суммарной РНКс-1 или РНКс-2 пред-
ставлена в табл. 1. 

Несмотря на значительный срок, прошедший по-
сле последней инъекции бензола, число форменных 
элементов крови у контрольных животных, не полу-
чавших препараты РНК, продолжало сохраняться на 
низком уровне и имело тенденцию к дальнейшему сни-
жению вплоть до 70-х сут, когда появились первые 
признаки спонтанной коррекции гемопоэза. 

У подопытных крыс первая же инъекция РНКс-2 
привела к достоверному двукратному увеличению чис-
ла ретикулоцитов в крови. После второй инъекции ко-
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личество ретикулоцитов возросло в 3 раза, число тром-
боцитов – в 1,4 раза. После 3-й инъекции РНКс-2 чис-
ло ретикулоцитов продолжало увеличиваться – этот 
показатель в опытной группе уже в 5 раз превышал 
контрольное значение. На 40-е сут после начала вве-
дения РНКс-2 стимуляция эритропоэза отразилась и 
на количестве эритроцитов – этот показатель стати-
стически значимо превысил контрольное значение и 

достиг нижней границы нормы, характерной для это-
го вида животных. 

В целом восстановление числа форменных элемен-
тов крови начиналось быстрее и на большинстве сро-
ков оказывалось более чем в 2 раза интенсивнее, чем у 
крыс, получавших препарат РНКс-1, и в 7 раз быстрее, 
чем у крыс, не получавших суммарную РНК. Через 60 
сут после начала введения препарата РНКс-2 (40-е сут 

Таблица 1

Динамика показателей периферической крови у крыс с бензольной анемией после введения суммарной РНК лимфоцитов селезенки

Срок после вве-
дения РНК

Эритроциты
(х 1012/л)

Ретикулоциты
(х 109/л)

Лейкоциты
(х 109/л)

Тромбоциты
(х 109/л)

Контроль 10 сут 6,4±0,4 6,1±0,8 2,5±0,5 94,2±6,3
РНКс-1 6,4±0,7 9,9±1,2 2,7±0,4 100,3±5,8
РНКс-2 6,5±0,5 12,4±2,3* 2,7±0,5 118,7±10,2
Контроль 20 сут 6,6±0,5 6,3±0,8 2,6±0,6 89,3±9,1
РНКс-1 6,8±0,7 8,8±0,9 8,9±0,3* 104,5±8,9
РНКс-2 7,0±0,8 18,5±1,2*■ 3,0±0,5■ 127,8±9,2*
Контроль   30 сут 5,9±0,7 5,9±0,6 2,8±0,6 90,9±7,5
РНКс-1 5,8±0,9 10,9±0,7* 9,3±0,7* 109,9±7,7
РНКс-2 7,2±0,5 26,1±1,4*■ 3,2±0,1■ 140,3±9,6*■
Контроль  40 сут 5,5±0,4 4,1±0,3 2,9±0,5 106,1±9,4
РНКс-1 6,0±0,3 11,2±0,5* 10,0±0,4* 122,4±8,1
РНКс-2 7,8±0,5* 29,2±1,1*■ 3,7±0,3■ 177,5±10,3*■
Контроль   50 сут 4,8±0,6 4,2±0,4 3,1±0,7 98,6±8,8
РНКс-1 6,4±0,6 15,5±0,6* 10,2±0,8* 150,8±10,1*
РНКс-2 7,8±0,5* 30,1±1,5*■ 4,4±0,4■ 214,4±11,2*■
Контроль   60 сут 4,7±0,3 4,2±0,5 3,1±0,5 102,8±8,7
РНКс-1 6,5±0,7 19,4±1,1* 10,1±0,6* 168,9±9,9*
РНКс-2 7,8±0,4* 32,8±1,6*■ 4,9±0,5■ 225,6±12,0*■
Контроль   70 сут 5,3±0,5 6,7±1,1 3,8±0,4 124,5±11,3
РНКс-1 6,9±0,8 18,5±2,3* 11,3±1,2* 170,7±10,1*
РНКс-2 7,9±0,9* 35,1±2,2*■ 6,3±1,3■ 219,9±9,9*■
Контроль   80 сут 5,6±0,6 7,2±0,8 4,3±0,5 139,7±15,6
РНКс-1 6,5±0,4 20,2±3,1* 10,2±0,8* 183,2±12,8*
РНКс-2 7,7±0,8* 36,6±2,7*■ 8,8±1,6* 226,9±13,3*
Контроль  90 сут 6,9±0,5 12,1±1,3 6,7±0,8 188,9±12,2
РНКс-1 6,9±0,6 24,4±2,2* 10,3±1,8 214,1±18,2
РНКс-2 7,5±0,9 39,3±2,5*■ 10,1±1,7 239,3±11,9*
Контроль 100 сут 6,7±0,7 19,1±1,5 6,5±0,7 194,4±13,6
РНКс-1 7,1±0,5 26,6±2,5 9,9±1,6 229,5±14,1
РНКс-2 7,4±1,2 38,8±4,7*■ 10,5±1,9 248,4±14,8
Контроль 110 сут 7,0±0,5 27,4±2,8 6,6±0,9 223,7±15,5
РНКс-1 6,8±0,8 33,3±3,7 9,6±1,3 245,4±15,7
РНКс-2 7,1±1,1 38,2±3,9 10,5±1,9* 260,4±17,3

Примечание. * – достоверные различия между показателями животных контрольной и опытных групп; ■ – достоверные различия между 
эффектами РНКс-1 и РНКс-2; р<0,05.
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после последней инъекции) количество ретикулоци-
тов увеличилось в 8 раз, эритроцитов – в 1,7 раза, а 
тромбоцитов – более чем в 2 раза. В отличие от крыс, 
получавших препарат РНКс-2, введение препарата 
РНКс-1 в первую очередь отразилось на количестве 
лейкоцитов в периферической крови, которое значи-
мо увеличилось на 20-е сут после начала лечения, а к 
40-м сут этот показатель превысил контрольное зна-
чение в 3 раза. К 50-м сут у животных этой группы на-
блюдалось отчетливое улучшение картины перифери-
ческой крови по всем трем росткам кроветворения: 
почти в 4 раза возросло число ретикулоцитов, в 3 раза  
–  количество лейкоцитов и в 1,5 раза – количество 
тромбоцитов, что дает основание говорить о стимули-
рующей гемопоэтической активности суммарной РНК, 
полученной из лимфоидных клеток не только анеми-
зированных, но и интактных животных.

К концу наблюдения все показатели, кроме уров-
ня тромбоцитов,  вошли в интервал референсных для 

этого вида животных значений.  При этом наилучшие 
результаты все же наблюдались у крыс, получивших 
инъекции препарата РНКс-2. 

В отношении эритроидного ростка кроветворения 
это получило подтверждение после изучения особен-
ностей формирования ЭО в костном мозге (табл. 2).  

Полученные результаты свидетельствуют о полно-
ценном восстановлении темпа развития ЭО у крыс с 
бензольной анемией, получивших суммарную РНК 
лимфоидных клеток селезенки, стимулированных 2%-
ой кровопотерей. Все три показателя активной проли-
ферации и дифференцировки эритроидных клеток в 
ЭО – увеличение числа островков с пролиферирую-
щими клетками в «короне» (ЭО1 и ЭОрек) и уменьше-
ние количества зрелых ЭОинв – указывают на полную 
коррекцию экспериментально угнетенного эритропо-
эза у крыс, получивших РНКс-2, в отличие от группы, 
получавшей препарат РНКс-1, и группы без воздей-
ствия препаратов.

Таблица 2 

Влияние суммарных РНК лимфоидных клеток селезенки на эритропоэз в ЭО костного мозга крыс с бензольной анемией

Показатели Интактные крысы Контроль РНКс-1 РНКс-2
Абсолютное количество ЭО (103/бедр. кость) 254,6±4,4 175,3±8,6☐ 238,2±4,5* 249,1±3,6*
% ЭО1 5,4±0,7 3,1±0,1☐ 4,7±0,3* 5,5±0,1*
% ЭО2 8,2±0,6 4,6±0,2☐ 6,5±0,2* 7,0±0,2*
% ЭО3 25,0±0,8 19,8±0,4☐ 22,4±0,2 23,9±0,2*
% ЭОинв 50,2±1,4 64,7±0,2☐ 55,1±0,5*☐ 51,2±0,3*■
% ЭОрек 11,2±0,7 8,3±0,1☐ 10,3±0,2* 13,1±0,2*■

Примечание. * – статистически значимые различия между опытными и контрольной группами; ■ – статистически значимые различия меж-
ду эффектами РНКс-1 и РНКс-2; ☐ – статистически значимые различия по отношению к показателям интактных крыс  (р<0,05).

Таблица 3

Показатели периферической крови у крыс с бензольной анемией после введения суммарной РНК костного мозга

Срок после введения РНК Эритроциты (х 1012/л) Ретикулоциты (х 109/л) Лейкоциты (х 109/л) Тромбоциты(х 109/л)

Контроль 10 сут 5,4±0,1 6,0±0,2 2,4±0,3 90,8±5,3
РНКкм-1 5,8±0,2 10,4±0,2* 2,7±0,1* 109,2±4,3*
РНКкм-2 6,1±0,2 19,1±0,3*■ 4,3±0,1■* 128,5±5,8*
Контроль 20 сут 5,4±0,1 5,8±0,4 2,3±0,1 94,6±3,1
РНКкм-1 6,1±0,1* 15,3±0,2* 2,8±0,1* 115,2±4,6*
РНКкм-2 6,3±0,1* 28,5±0,3*■ 5,1±0,2*■ 148,7±2,4*■
Контроль   30 сут 5,2±0,1 5,9±0,1 2,5±0,3 92,4±2,8
РНКкм-1 6,7±0,2* 26,1±0,1* 5,9±0,2* 149,2±0,9*
РНКкм-2 6,9±0,3* 36,7±0,4*■ 7,5±0,4*■ 199,6±1,5■*
Контроль  40 сут 5,2±0,1 8,3±0,1 3,1±0,2 96,3±1,6
РНКкм-1 7,2±0,2* 22,8±0,2* 6,2±0,2* 168,7±1,1*
РНКкм-2 7,3±0,1* 39,5±0,2*■ 7,9±0,3■* 212,5±1,4*■

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями животных контрольной и опытных групп; ■ – статистически зна-
чимые различия между эффектами РНКкм-1 и РНКкм-2 ( р<0,05).
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В задачу 2-й серии эксперимента входило выясне-
ние вопроса, обладает ли гемопоэтической активно-
стью (и в какой степени) РНКкм. Из представленных 
в таблице 3 результатов следует, что и РНКкм-1, и 
РНКкм-2 бесспорно обладают гемопоэтической ак-
тивностью, которая в целом несколько выше, чем ак-
тивность препаратов РНКс-1 и РНКс-2. 

Стимулирующее действие костномозговых РНК 
проявлялось несколько раньше, и после их введения 
наблюдался более выраженный рост численности фор-
менных элементов периферической крови. Можно 
предполагать, что это обусловлено наличием в кост-
ном мозге-источнике РНК ранних предшественников  
гемопоэза. Помимо этого, указанный эффект может 
быть связан также с наличием мультипотентных ме-
зенхимальных стромальных клеток  (ММСК) в кост-
ном мозге – источнике РНК. Так, описано преимуще-
ственное поступление трансплантированных ММСК 
из периферической крови в те ткани, которые подвер-
глись наибольшему повреждению, в частности, кост-
ный мозг после острой кровопотери [12]. Следователь-
но, сходным образом может вести себя и суммарная 
РНК из ММСК, выраженная  эритропоэтическая ак-
тивность которой in vitro была продемонстрирована на-
ми ранее [13].

При исследовании качественного состава ЭО кост-
ного мозга крыс, получивших РНКкм-2, было установ-
лено, что к 40-м сут пролиферативная активность эри-
троидных клеток полностью восстановилась, и темп 
формирования ЭО соответствовал физиологическому 
(табл. 4). 

Проведенное нами исследование дает все основа-
ния утверждать, что суммарная РНК, выделенная как 
из костного мозга, так и из лимфоидных клеток селе-
зенки, обладает ярко выраженными гемопоэтически-
ми свойствами, которые обеспечивают коррекцию на-
рушений кроветворения, вызванных токсическим дей-
ствием бензола.

В реализации регуляторных функций суммарных 
РНК существенную роль могут играть, в частности, ма-
лые некодирующие РНК. В последние годы многие не-
ясные эффекты РНК приписывают действию различ-
ных микроРНК, хотя прямых данных, доказывающих 
такую взаимосвязь, пока нет. Отсутствие разнонаправ-
ленности действия препаратов костного мозга интакт-
ных и анемизированных животных (РНКкм-1 и 
РНКкм-2), которая у РНКс-1 и РНКс-2 выражалась в 
том, что РНКс-1 сначала стимулировала восстановле-
ние «белых» клеток в периферической крови и только 
потом «красных», послужило основанием для прове-
дения электрофоретического анализа с целью опреде-
ления соотношения фракций низкомолекулярных РНК 
в полученных нами препаратах. Оказалось, что по их 
процентному содержанию РНКкм-1 и РНКкм-2 гораз-
до меньше отличались друг от друга, чем РНКс-1 и 
РНКс-2. Так, если суммарная РНК лимфоидных кле-
ток интактной селезенки содержала в 4 раза больше 
молекул с числом нуклеотидов менее 100, то различия 
между содержанием этих молекул в препаратах 
РНКкм-1 и РНКкм-2 составляли всего 20%. Зависит 
ли от этого указанная особенность действия препара-
та РНКс-1, пока остается неясным, хотя полученные 
данные свидетельствует в пользу наличия связи меж-
ду обнаруженными нами функциональными особен-
ностями РНКс-1 и особенностями ее фракционного 
состава.

Первые исследования, в которых говорится об из-
менении экспрессии микроРНК в клетках костного 
мозга при бензольной интоксикации, появились со-
всем недавно. Установлено, что в полипотентных ство-
ловых клетках костного мозга мышей с бензольной 
анемией экспрессия 50 микроРНК увеличивается, а 45 
других снижается [14]. При этом значительно возрас-
тает количество микроРНК-451, которая участвует в 
регуляции развития клеток эритроидного ряда [15], 
синтезе гемоглобина в эритробластах [16], а также в 

Таблица 4

Влияние суммарной РНК костного мозга анемизированных крыс на эритропоэз в ЭО костного мозга крыс с бензольной анемией

Показатели Интактные крысы Контроль РНКкм-2
Абсолютное количество ЭО (103/бедр. кость) 264,5±18,8 106,4±8,8☐ 228,4±16,1* 
% ЭО1 4,7±0,9 0☐ 4,2±0,4*
% ЭО2 6,3±1,2 2,1±0,3☐ 5,9±1,1*
% ЭО3 25,3±3,6 15,7±2,5☐ 24,1±2,8*
% ЭОинв 51,1±8,3 75,6±7,2☐ 53,5±5,6*
% ЭОрек 12,6±1,5 6,2±0,8☐ 11,7±1,6*

Примечание. * – статистически значимые различия между опытной и контрольной группами; ☐ – статистически значимые различия по от-
ношению к показателям интактных крыс (р<0,05).
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пример, после острого лучевого воздействия исходный 
уровень всех форменных элементов крови под действи-
ем этих же препаратов достигается, а порой и превос-
ходит его [4, 5].

Таким образом, в настоящей работе показано, что 
качественные различия  клеточного состава лимфоид-
ных органов-источников РНК сочетаются с определен-
ными различиями их гемопоэтических свойств.  Сум-
марная РНК лимфоидных клеток селезенки интактных 
животных (РНКс-1) в первую очередь способствует вос-
становлению количества лейкоцитов,  в то время как 
РНК из костного мозга интактных крыс (РНКкм-1) пер-
вые 20 сут не оказывает заметного влияния на лейкопо-
эз. Это оказалось единственным отличием гемопоэти-
ческого эффекта суммарной РНК интактных лимфоид-
ных клеток селезенки от эффектов остальных изучаемых 
в данной работе препаратов РНК. Объяснить это, по-
видимому, можно тем, что в норме селезенка играет осо-
бенно важную роль в обеспечении лейкогенеза. При 
массивной кровопотере, как и при всякой другой трав-
ме, меняется клеточность и популяционный состав лим-
фоидных клеток селезенки, что отражается на их функ-
циональных свойствах и, соответственно, на свойствах 
их суммарной РНК. Кроме того, нами была зарегистри-
рована более высокая гемопоэтическая активность сум-
марной РНК стимулированных кровопотерей лимфо-
идных органов, что, по всей видимости, обусловлено 
таким мощным стимулом к регенерации крови, каким  
является 2% кровопотеря. Выявлена также  более ин-
тенсивная эритропоэтическая активность РНК, выде-
ленных из лимфоидных органов анемизированных кро-
вопусканием животных по сравнению с их лейкопоэти-
ческой активностью, что, вероятнее всего, связано с 
морфогенетическими свойствами лимфоцитов [20], ре-
ализующих после кровопускания свою органоспецифи-
ческую регуляторную функцию.
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индукции дифференцировки самых ранних стволовых 
кроветворных клеток CD133+ в эритроидном направ-
лении [17].

В закономерностях развития восстановительных 
процессов, происходящих под влиянием суммарной 
РНК, имеются общие черты, выраженность которых 
значительно меньше зависит от того, из какого из ука-
занных органов получен препарат, чем от функцио-
нального состояния этих органов. Суммарные РНК 
интактного костного мозга и лимфоидных клеток ин-
тактной селезенки по своим гемопоэтическим свой-
ствам отличаются от таковых, выделенных из этих ор-
ганов в условиях массивной кровопотери. Последние 
обладают большей корригирующей способностью, 
вызывая при этом одинаковую последовательность 
эффектов. Процессы восстановления гемопоэза под 
действием препаратов РНК из активированных кро-
вопотерей лимфоидных органов начинаются со сти-
муляции эритроидного ростка, а затем распространя-
ются на миелоидный и мегакариоцитарный. Интен-
сивность увеличения численности ретикулоцитов на 
ранних сроках наблюдения существенно выше при 
использовании РНК стимулированных кровопотерей 
клеток КМ и селезенки. Но, несмотря на то, что ак-
тивность РНКкм-2 выше активности РНКс-2, в ко-
нечном итоге это не сказывается на результате, по-
скольку восстановление численности эритроцитов 
происходит примерно в одинаковые сроки. 

Отсутствие прямой связи между интенсивностью 
прироста численности ретикулоцитов и увеличением 
числа эритроцитов в крови, по-видимому, объясняет-
ся тем, что в течение длительного времени даже после 
начала лечения гибель эритроцитов продолжается. Это 
следует из данных по изменению их числа у контроль-
ных животных с бензольной анемией, не получавших 
лечебные препараты: в обеих сериях эксперимента в 
течение начального периода восстановления наблю-
далось либо существенное снижение числа ретикуло-
цитов, либо постоянство их числа. Это явление может 
быть также следствием предполагаемого нарушения 
денуклеации оксифильных эритробластов, связанно-
го с ослабленной фагоцитарной способностью макро-
фагов ЭО при бензольной интоксикации [18, 19].

К числу сходных черт влияния суммарной РНК на 
гемопоэз животных с бензольной анемией следует от-
нести также отсутствие полного восстановления чис-
ленности всех форменных элементов периферической 
крови, особенно тромбоцитов – в опытных группах их 
количество достигает лишь половины исходного уров-
ня. И это не связано с принципиальной неспособно-
стью препаратов РНК стимулировать регенерацию ме-
гакариоцитарного ростка кроветворения, так как, на-
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Цель. Оценка роли модификаций липидов тканей печени в ее детоксикационной способности при остром перитоните. 
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способ оценки детоксикационной функции печени на основе определения уровня токсических продуктов в крови, 
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интенсивность перекисного окисления липидов, активность фосфолипазы А2 и  супероксиддисмутазы. 
Результаты. Показано, что функциональное состояние печени при хирургическом эндотоксикозе коррелирует с 
модификацией липидов ее тканевых структур, проявлением чего были существенные изменения состава основных липидов 
и резкое увеличение хаотропных фракций. Установлена сопряженность изменений состава липидов тканей печени со 
степенью тяжести патологического процесса. Одними из значимых триггерных механизмов липиддестабилизирующих 
явлений в тканевых структурах печени являются оксидативный стресс и высокая фосфолипазная активность. При тяжелом 
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Background. Despite the interest to the issue of surgical endogenous intoxication, mechanisms of impaired hepatic detoxifi-
cation function in endogenous intoxication induced by acute peritonitis are studied insufficiently. Aim. To elucidate the role of 
modifications in membrane lipids of liver cells in imparing its detoxification ability in acute peritonitis. Methods. Acute peritoni-
tis of different severity was modeled in dogs. The authors presented a new method for evaluating the liver detoxification func-
tion based on measuring concentrations of toxic products in the blood inflowing to and outflowing from the liver. Hepatic lipids 
were separated, fractionated and studied by densitometry. The qualitative and quantitative composition of liver lipids, intensity 
of lipid peroxidation, and activities of phospholipase A2 and superoxide dismutase were measured in liver tissue in the dynam-
ics of experimental peritonitis. Results. In surgical endogenous intoxication, the liver function correlated with the modifications 
of tissue lipids evident as considerable changes in the composition of major membrane-forming lipids and an increase in chao-
tropic fractions (fatty acids, lysophospholipids). Changes in the tissue lipid composition correlated with severity of the patholog-
ical process. Significant triggering mechanisms for the hepatic lipid modification were oxidative stress and a high phospholipase 
activity. Conclusion. In severe acute peritonitis, there is a high probability of profound functional and metabolic disorders in the 
liver so that it acquires an independent pathogenetic significance as a producent of toxic substances.

Keywords: liver lipid composition, liver detoxification function, endogenous intoxication, acute peritonitis.
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Введение
 Новые ме тоды интенсивной терапии позволяют 

достаточно эффективно бороться с воспалительными 
процессоми в брюшной полости, однако летальность 
при этом остается высокой – колеблется в диапазоне  
от 9 до 67 %,  в ряде случаев приближается к 100 % [1, 
2]. Известно, что одним из основных патогенетических 
звеньев острого перитонита является эндогенная  ин-
токсикация [3]. Прогрессирование данного синдрома 
определяется быстрым накоплением промежуточных 
и конечных продуктов метаболизма в связи с активи-
зацией катаболических процессов при снижении эн-
догенной детоксикации [4-7]. Показано, что развитие 
эндогенной интоксикации практически всегда сочета-
ется с гибелью гепатоцитов и печеночной недостаточ-
ностью с утратой детоксикационной функции, что 
определяет  негативный прогноз [8, 9]. Несмотря на 
интерес исследователей к данной проблеме, до насто-
ящего времени недостаточно изученной остается роль 
мембранодестабилизирующих процессов в ухудшении 
функционально-метаболического состояния печени 

вплоть до критического уровня, при котором печень 
теряет детоксикационную способность. 

Цель – оценка роли модификаций липидов тканей 
печени в ее детоксикационной способности при остром 
перитоните.

Методика
Все работы с лабораторными животными прово-

дили в соответствии с «правилами лабораторной прак-
тики в Российской Федерации», утвержденными при-
казом Министра здравоохранения РФ № 708н от 
23.08.2010 г. Исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Российского наци-
ональноого исследовательского медицинского универ-
ситета  им. Н.И. Пирогова». 

Эксперименты выполнены на 24 взрослых беспо-
родных половозрелых собаках обоего пола массой от 
9,1 до 12,3 кг.  Первая группа (n=12) – моделирование  
острого серозного перитонита; вторая группа (n=12) – 
моделирование  острого гнойно-фибринозного пери-
тонита.
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Острый перитонит воспроизводили по способу  
А.П. Власова под общим обезболиванием (тиопентал-
натрий 0,04 мг/кг). В брюшную полость вводили 20 
процентную  каловую  взвесь  (0,5 мл/кг массы). Вы-
полняли релапаротомию с оценкой патологических из-
менений и последующей санацией брюшной полости 
в I группе– через  1 сут, во II группе – че рез 2 сут по-
сле моделирования. 

В послеоперационном периоде животные получа-
ли внутривенную инфузионную терапию (0,89 % рас-
твора хлорида натрия и 5 % раствора глюкозы из рас-
чета 50 мл/кг массы животного). В контрольные сро-
ки (1-е, 3-и и 5-е сут) проводили забор крови, брали 
биоптаты тканей печени.

Особенности забора крови для оценки метаболиче-
ских процессов в печени. Притекающая к печени кровь  
включает кровь портальной вены (70 %) и печеночной 
артерии (30 %). Забор крови из портальной вены про-
изводили путем венопункции, артериальной крови  - 
из бедренной артерии  артериопункцией.

Разработана специальная методика, позволяющая 
производить забор крови, оттекающей от печени. Из 
интубационной трубки был сконструирован  катетер, 
на котором выше манжетки делали несколько отвер-
стий, а основное отверстие запаивали. Катетер вводи-
ли в нижнюю (каудальную) полую вену выше впаде-
ния печеночных вен, манжетку раздували, тем самым 
создавали замкнутое пространство, из которого и осу-
ществлялся забор крови, оттекающей от печени.

Для эффективной оценки метаболических процес-
сов в органе проводили расчет приточно-отточной раз-
ницы (ПОР) с учетом объемного кровотока в печени 
по разработанной формуле: 

ПОР=0,45×(То−Тп×0,32+Та×0,130,45)
где  То – уровень исследуемого токсического 

продукта в оттекающей от органа крови (vv. heрaticae); 
Тп – уровень исследуемого токсического продукта в 
притекающей крови через портальную вену (v. рortaе); 
Та – уровень исследуемого токсического продукта в 
притекающей артериальной крови (a. heрaticaрroрria); 
0,45 – объемный кровоток печени в литрах в минуту; 
0,32  – объемный кровоток в литрах в минуту через 
портальную систему; 0,13 – объемный кровоток в ли-
трах в минуту через артериальную систему.  

По показателям гидрофильных (молекулы средней 
массы) [10] и гидрофобных (индекс токсичности плаз-
мы крови и резерв связывания альбумина) [11] марке-
ров эндотоксикоза в притекающей и оттекающей кро-
ви от печени с расчетом приточно-отточной разницы 
оценивали детоксикационную функцию органа. 

В динамике заболевания наряду с оценкой степе-
ни эндогенной интоксикации на организменном и ор-

ганном уровнях в тканях печени оценивали качествен-
ный и количественный состав липидов, интенсивность 
перекисного окисления липидов, активность фосфо-
липазы А2 и активность супероксиддисмутазы.

Методы исследования: определяли уровни молекул 
средней массы, общей и эффективной концентрации 
альбумина, диеновых и триеновых конъюгатов, мало-
нового диальдегида, активности фосфолипазы А2, ак-
тивности супероксиддисмутазы [12–14]; экстракцию 
липидов из тромбоцитов проводили хлороформ-мета-
нольной смесью, суммарный препарат липидов фрак-
ционировали способом тонкослойной хроматографии 
тонкослойная хроматография на силикагелевых пласти-
нах фирмы Merk. Количественное определение (про-
центный состав) липидов проводили на хроматограм-
мах после их проявления денситометрическим методом  
(денситометр Model GS-670 (BIO-RAD, США), про-
граммное обеспечение Phosphor Analyst/ PS Sowtware).

Полученные цифровые данные обрабатывали об-
щепринятыми методами статистики с определением 
статистической значимости различий между данными 
в опытных и контрольной группах на основе расчета 
критерия Стьюдента (данные имели нормальное рас-
пределение). В каждой серии определяли статистиче-
скую значимость  различия по отношению к исходно-
му или контрольному уровню (р). Устанавливали кор-
реляционные связи между различными показателями 
по коэффициенту корреляции (r). Выявленные зако-
номерности и связи изучаемых параметров между груп-
пами и признаками считали  значимыми при вероят-
ности безошибочного прогноза р=95 % и более.

Результаты и обсуждение 
Оценка детоксикационной функции печени показ-

ла, что при серозном перитоните нарушения функцио-
нальной активности печени были незначительны, содер-
жание токсических продуктов в крови печеночных вен с 
учетом величины объемного кровотока было статисти-
чески значимо ниже, чем в притекающей крови: индекс 
токсичности плазмы крови по альбумину и содержание 
гидрофильных маркеров эндотоксикоза существенно  
снижались уже на 3-и сут эксперимента (табл. 1).

При гнойно-фибринозном перитоните отмечался 
прогрессивный рост уровней гидрофильных и 
гидрофобных токсических продуктов в плазме крови 
(табл. 2, рис. 1).

В 1-е сут наблюдения в крови, поступающей в пе-
чень по портальной вене и печеночной артерии, сред-
ний расчетный показатель эффективной концентра-
ции и резерв связывания альбумина уменьшались на 
57,1 и 50,0 % соответственно (p<0,05). Индекс токсич-
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Таблица 1

Показатели эндогенной интоксикации в плазме крови, притекающей и оттекающей от печени, при серозном перитоните, M±m

Показатель Группа Исходные данные Серозный перитонит (n=12)
1-е сут 3-и сут 5-е сут

Приток
ОКА, г/л I 40,48±0,97 36,50±0,64* 36,01±0,94* 38,49±1,20
ЭКА, г/л I 29,18±1,10 10,76±0,58* 15,72±0,77* 17,73±0,74*
РСА, усл. ед. I 0,72±0,03 0,29±0,01* 0,44±0,02* 0,46±0,04*
ИТ, усл. ед. I 0,39±0,02 1,83±0,02* 1,29±0,06* 1,17±0,07*
МСМ, усл. ед. (254 нм) I 0,410±0,011 0,771±0,020* 0,735±0,024* 0,652±0,031*

МСМ, усл. ед. (280 нм) I 0,342±0,024 0,828±0,031* 0,630±0,045* 0,475±0,023*
Отток

ОКА, г/л I 41,69±0,92 35,11±0,68* 37,96±0,95* 39,01±1,26
ЭКА, г/л I 30,61±1,06 11,45±0,54* 16,12±0,73* 18,05±0,69*
РСА, усл. ед. I 0,74±0,03 0,34±0,01* 0,48±0,02* 0,51±0,04*
ИТ, усл. ед. I 0,38±0,01 1,76±0,02* 1,11±0,06* 1,05±0,07*

МСМ, усл. ед. (254 нм) I 0,391±0,017 0,762±0,045* 0,694±0,018* 0,632±0,015*
МСМ, усл. ед. (280 нм) I 0,330±0,024 0,804±0,053* 0,625±0,024* 0,471±0,023*

Примечание. Здесь и в табл. 2 ОКА – общая концентрация альбумина, ЭКА – эффективная концентрация альбумина, РСА – резерв 
связывания альбумина, ИТ – индекс токсичности, МСМ – молекулы средней массы; * - статистически значимые отличия от исходных 
показателей (p<0,05); жирный шрифт – значимые отличия  показателей «отток» относительно показателей «приток» (p<0,05) с учетом 
пересчета на объем минутного кровотока.

Таблица 2

Показатели эндогенной интоксикации в плазме крови, притекающей и оттекающей от печени, при гнойно-фибринозном перитоните, M±m

Показатель Группа Исходные данные Гнойно-фибринозный перитонит (n=12)
1-е сут 3-и сут 5-е сут

Приток
ОКА, г/л II 40,48±0,97 34,57±0,76* 31,16±1,16* 25,30±1,03*
ЭКА, г/л II 29,18±1,10 12,52±0,72* 8,82±0,71* 7,27±0,40*
РСА, усл. ед. II 0,72±0,03 0,36±0,01* 0,28±0,01* 0,24±0,01*
ИТ, усл. ед. II 0,39±0,02 2,39±0,12* 2,53±0,03* 3,17±0,03*
МСМ, усл. ед. (254 нм) II 0,41±0,01 0,859±0,026* 1,341±0,064* 1,655±0,079*
МСМ, усл. ед. (280 нм) II 0,34±0,02 0,867±0,027* 1,628±0,041* 1,853±0,053*

Отток
ОКА, г/л II 41,69±0,92 32,88±0,77* 30,66±1,07* 29,48±0,99*
ЭКА, г/л II 28,61±1,06 11,62±0,70* 8,03±0,69* 7,18±0,41*
РСА, усл. ед. II 0,72±0,03 0,35±0,01* 0,25±0,01* 0,24±0,01*
ИТ, усл. ед. II 0,39±0,02 2,26±0,11* 2,65±0,03* 3,21±0,03*
МСМ, усл. ед. (254 нм) II 0,39±0,01 0,924±0,026* 1,460±0,060* 1,700±0,072*
МСМ, усл. ед. (280 нм) II 0,33±0,02 0,984±0,025* 1,568±0,037* 1,801±0,050*

ности плазмы увеличивался на  512,8 % (p<0,05)  отно-
сительно нормы. Показатели водорастворимых токси-
ческих продуктов, молекулы средней массы, значи-
тельно возрастали и превосходили норму на 109,5 и 
153,5 % (p<0,05) соответственно для λ=254 и 280 нм. 
Изучение показателей эндогенной интоксикации в 

плазме крови печеночных вен выявило аналогичную 
динамику,  уже в 1-е сут гнойно-фибринозного пери-
тонита эффективная концентрация альбумина умень-
шалась относительно нормы на 59,4 % (p<0,05). Резерв 
связывания альбумина снижался на 51,4 % (p<0,05). 
Индекс токсичности плазмы увеличивался  на 479,5 % 
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(p<0,05) по сравнению с нормой. Уровень молекул 
средней массы также существенно возрастал и был вы-
ше нормы на 133,9 и 194,6 % (p<0,05) соответственно 
для λ=254 и 280 нм.

При пересчете показателей на объем минутного 
кровотока в органе и оценке   ПОР было установлено, 
что в 1-е сут эксперимента  данный показатель при-
ближался к нулю, что свидетельствовало об отсутствии  
снижения токсических продуктов в крови при ее про-
хождении через печень, а следовательно о  нарушении 
детоксикационной функции органа. На последующих 
этапах показатель ПОР приобретал отрицательные зна-
чения, что свидетельствовало об увеличении уровня 
токсинов в оттекающей крови относительно притока.

Таким образом, при оценке  уровня токсических 
продуктов в крови приносящих и выносящих сосудов 
печени был исследован уникальный феномен: уровень 
токсинов в крови при ее прохождении через орган не 
только не снижается, но и возрастает, что указывает на 
формирование острой печеночной недостаточности, 
когда печень сама становится источником токсических 
продуктов.

С целью расшифровки механизмов увеличения со-
держания токсинов в крови при ее прохождении через 
печень был исследован липидный состав клеточных 
структур органа.  Было выявлено, что дисфункцио-
нальные явления в печени сопровождались патологи-
ческими изменениями спектра липидов клеточных 
структур органа. У животных 1-й группы (модель се-
розного перитонита) выраженность модификаций ли-
пидов клеток печени была не велика, на 5-е сут наблю-
дения ряд исследованных показателей был сопоставим 
с нормой (рис. 2).

Во 2-й группе (модель гнойно-фибринозного пе-
ритонита) модификации липидного состава клеточных 
структур печени были значительны. Уровень моноа-
цилглицеролов уменьшался относительно нормы на 
23,5 – 38,4 % (p<0,05). Содержание холестерола было 
выше нормы на 16,4 – 17,8 % (p<0,05). Удельный вес 
диацилглицеролов уменьшался на 56,6 – 65,4 % 
(p<0,05). Показатель свободных жирных кислот как ха-
отропной фракции липидов возрастал относительно 
нормальных данных на 189,8 – 246,9 % (p<0,05). Уро-
вень триацилглицеролов уменьшался на 38,7 – 46,5 % 
(p<0,05). Эстерифицированный холестерол  превышал 
норму на 12,8 – 16,7 % (p<0,05). Показатель суммар-
ных фосфолипидов мембранных структур печени был 
ниже исходного показателя на 32,5 – 44,0 % (p<0,05). 
Фракционный состав фосфолипидов также изменял-
ся с увеличением хаотропных нестабильных форм. Со-
держание лизофосфолипидов превышало норму на 
1256,7 – 1574,2 % (p<0,05). Уровень сфингомиелина 
уменьшался на 60,2 – 61,4 % (p<0,05). Показатель фос-
фатидилхолина также снижался относительно нормы 
на 37,8 – 51,0 % (p<0,05). Фосфатидилсерин возрастал 
по сравнению с нормой на 116,0 – 143,7 % (p<0,05). 
Содержание фосфатидилинозита уменьшалось на 40,1 
– 53,8 % (p<0,05). Удельный вес фосфатидилэтано- 

Рис. 1. Индекс токсичности (ИТ) по альбумину плазмы крови, 
притекающей и оттекающей от печени, при гнойно-фибринозном пе-
ритоните, * - статистически значимые  отличия «оттока» относительно 
«притока» (p<0,05) 

Рис. 2. Состав липидов в тканях печени при серозном перитоните (СФ – суммарные фосфолипиды; МАГ – моноацилглицеролы; ХЛ – холесте-
рол; ДАГ – диацилглицеролы, СЖК – свободные жирные кислоты; ЭХЛ – эфиры холестерола; данные нормы приняты за 100 %; * – статистиче-
ская значимость отличий относительно нормы (p<0,05) .
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ламина повышался на 73,9 – 87,6 % (p<0,05) относи-
тельно нормы.

Исследование основных триггерных механизмов 
модификации мембранных липидов (интенсивность 
процессов оксидативного стресса, активность клеточ-
ных фосфолипаз) выявило, что в ткани печени при се-
розном перитоните более значимые изменения иссле-
дуемых показателей (за весь период наблюдения) ре-
гистрировались в 1-е сут эксперимента, когда уровни 
первичных и вторичных продуктов липопероксидации 
увеличивались относительно нормы на 215,1 и 148,6 % 
(p<0,05) соответственно. Активность фосфолипазы А2 
возрастала на 153,5 % (p<0,05). Активность фермента-
антиоксиданта супероксиддисмутазы в ткани печени 
уменьшалась на 47,6 % (p<0,05) относительно нормы. 
В дальнейшем отмечалась положительная динамика 
исследованных показателей. 

При гнойно-фибринозном перитоните регистри-
ровали прогрессивное возрастание содержания про-
дуктов ПОЛ и активности фосфолипазы А2, макси-
мальные изменения (за весь период наблюдения) бы-
ли выявлены на 5-е сут. Так, показатели диеновых 
конъюгатов и  малонового диальдегида в ткани пече-
ни возрастали на 210,0 и 388,9 % (p<0,05) соответствен-
но. Активность фосфолипазы А2 увеличивалась на 215,2 
% (p<0,05). Регистрировалась депрессия антиоксидант-
ной активности супероксиддисмутазы относительно 
нормы на 59,9 % (p<0,05).

Исследованиями установлено, что при остром пе-
ритоните прогрессирование синдрома эндогенной ин-
токсикации сопровождается нарушением детоксика-
ционной функции печени, что находит свое подтверж-
дение в литературе [5–7]. Предложенный способ 
оценки детоксикационной функции печени по реги-
страции уровня токсических продуктов в единице объ-
ема крови при ее прохождении через печень дает воз-
можность объективно оценить роль данного органа в 
патогенезе интоксикационного синдрома и выявить 
новый механизм прогрессирования эндотоксикоза, 
когда главный орган системы детоксикации при тяже-
лом течении воспалительного процесса в брюшной по-
лости становится дополнительным источником ток-
сических продуктов.

Изучение процессов липидного метаболизма в тка-
ни печени в аспекте определения  фракционного со-
става мембранных липидов ее тканевых структур и вы-
раженности основных процессов мембранного повреж-
дения дало возможность установить наиболее 
значимые детерминирующие факторы, которые при-
водят к негативным изменениям со стороны главного 
органа системы детоксикации.

Во-первых, прогрессирование эндогенной инток-
сикации при остром перитоните сопровождается мо-
дификацией основных мембранообразующих липидов 
ткани печени с увеличением в них хаотропных форм 
(свободных жирных кислот, лизофосфолипидов), что, 
согласно данным литературы [14], свидетельствует о 
дестабилизирующих, вплоть до деструктивных процес-
сов в органе.

Во-вторых, модификации  липидного спектра кле-
точных структур печени корреляционно зависимы от 
выраженности липопереокисления и активности кле-
точных фосфолипаз. При серозном перитоните интен-
сивность данных мембранодестабилизирующих про-
цессов возрастала в меньшей степени, чем при гной-
но-фибринозном перитоните.

Результаты исследования расширяют пред- 
ставления о патогенезе синдрома эндогенной инток-
сикации при остром перитоните, определяя патофи-
зиологическую значимость модификаций липидов тка-
ни печени в патогенезе острой печеночной недоста-
точности и формировании нового состояния органа 
– источника токсинов. Полученные данные определя-
ют векторы патогенетической терапии по предупреж-
дению необратимых повреждений печени с высоким 
риском неблагоприятного исхода.
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Влияние трансдермальной пленки с эритропоэтином  
на гибель лимфоцитов и процессы свободнорадикального 
окисления в крови при экспериментальной  
термической травме у крыс

1Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования  
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2 ООО «Завод Медсинтез»,  
620144, Свердловская область, г. Екатеринбург, Россия, ул. 8 Марта, д. 90А

Цель – изучение влияния эритропоэтина в составе трансдермальной пленки на характер гибели лимфоцитов и процессы 
свободнорадикального окисления в крови при экспериментальной термической травме у крыс. 
Методика. Эксперименты выполнены на 90 белых нелинейных крысах-самцах массой 220±20 г. Животные были случай-
ным образом разделены на 3 группы: группа 1 (n=10) – интактный контроль, группа 2 (n=40) – термическая травма с нало-
жением на область ожога асептической повязки, группа 3 (n=40) – термическая травма с наложением на область ожога 
трансдермальной пленки с эритропоэтином. Термическую травму ІІІА степени (площадь 3,5% поверхности) воспроизво-
дили  под общим наркозом погружением межлопаточной области кожи в очищенную воду (t= 98-99 ºС). Эритропоэтин (42 
МЕ/см2) в составе трансдермальной пленки (площадь 12 см2) наносили ежедневно сразу после травмы. Исследование крови 
проводили на 3-и, 5-е, 8-е и 14-е сут. Гибель лимфоцитов, выделенных из крови на градиенте плотности фиколл-верогра-
фин (1,077), оценивали при окрашивании клеток конъюгированным с флюорохромом аннексином V и 7-аминоактиноми-
цином D. Дифференцировали интактные клетки, клетки с ранними признаками апоптоза, клетки с поздними признаками 
апоптоза и частично некротизированные клетки. Содержание продуктов ПОЛ оценивали спектрофотометрически, опре-
деляли активность супероксиддисмутазы в плазме, каталазы в плазме крови и эритроцитах. 
Результаты. Показано, что при термической травме увеличивается количество лимфоцитов в крови с ранними и позд-
ними признаками апоптоза и некроза, содержание диеновых конъюгатов, кетодиенов и сопряженных триенов, основа-
ний Шиффа в липидных экстрактах плазмы и лимфоцитов, возрастает также активность каталазы в плазме и эритроцитах, 
активность супероксиддисмутазы в плазме крови снижается. В условиях применения эритропоэтина в составе трансдер-
мальной пленки наблюдается уменьшение количества лимфоцитов с ранними и поздними признаками гибели, снижается 
активность процессов ПОЛ в плазме и лимфоцитах, а также активность каталазы в плазме и эритроцитах и возрастает 
активность супероксиддисмутазы в плазме крови. 
Заключение. Использование эритропоэтина в составе трансдермальной пленки при термической травме снижает выра-
женность гибели лимфоцитов,  активность  процессов ПОЛ, повышает активность супероксиддисмутазы в плазме крови 
по сравнению с группой животных с термической травмой без применения эритропоэтина.

Ключевые слова: термическая травма; эритропоэтин; трансдермальная пленка; гибель лимфоцитов; перекисное 
окисление липидов; супероксиддисмутаза; каталаза.
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EFFECT OF A TRANSDERMAL FILM WITH ERYTHROPOIETIN ON LYMPHOCYTE DEATH  
AND FREE RADICAL OXIDATION IN BLOOD OF RATS WITH EXPERIMENTAL THERMAL INJURY

1 South Ural State Medical University, Vorovskogo Str. 64, Chelyabinsk 454092;
2 OOO Zavod Medsintez, 8 Marta Str. 90a, Yekaterinburg 620144

Aim. Studying the effect of erythropoietin (EPO) as a component of the transdermal film (TDF) on lymphocyte apoptotic death 
and free radical oxidation in blood of rats with experimental thermal injury (TI) (trauma). 
Methods. Experiments were performed on 90 white mongrel male rats weighing 220±20 g. The IIIA grade TI with a burn area of 
3.5% body surface was induced under general anesthesia by immersing the interscapular region of the skin in purified water at 
98-99ºС. EPO (42 IU/cm2) as a component of the 12 cm2 TDF was applied daily, immediately after the TI. The animals were random-
ized to three groups: group 1 (n=10), intact control; group 2 (n=40), TI with application of an aseptic dressing to the burn area; 
group 3 (n=40), TI with application of the EPO-containing TDF to the burn area. The study was conducted at days 3, 5, 8, and 14 
after TI. Lymphocytes were isolated from blood using the ficoll-verographin density gradient (1.077) and their apoptosis was eval-
uated by staining the cells with fluorochrome-conjugated Annexin V (Annexin-5-FITC) and 7-aminoactinomycin D (7-AAD). The 
cells were differentiated into intact cells, cells with early apoptosis signs, cells with late apoptosis signs, and partially necrotized 
cells. Concentration of lipid peroxidation (LP) products was measured spectrophotometrically; superoxide dismutase (SOD) activ-
ity was measured in plasma and catalase activity was measured in plasma and red blood cells. 
Results. TI increased the count of lymphocytes of the Annexin-5-FITC+/7-AAD (early apoptosis signs) and Annexin-5-FITC+/7-AAD+ 
(late apoptosis or necrosis signs) phenotypes, and concentrations of dienic conjugates, ketodienes, conjugated trienes, and Schiff 
bases in heptanol and isopropanol phases of plasma and lymphocyte lipid extracts. Plasma and red cell catalase activities were 
increased whereas plasma SOD activity was decreased. Application of EPO as a component of the TDF decreased the amount of 
lymphocytes with early and late apoptosis signs and the contents of dienic conjugates, conjugated ketodienes and trienes, Schiff 
bases in plasma and lymphocytes, and catalase activity in plasma and erythrocytes, and increased the plasma activity of SOD. 
Conclusion. The use of EPO as a component of TDF in TI reduced lymphocyte apoptosis, activity of LP processes, and increased 
the plasma activity of SOD compared to the group of animals with TI without the EPO treatment. 

Keywords: thermal injury; erythropoietin; transdermal film; lymphocyte death; lipid peroxidation; superoxide dismutase; 
catalase.
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Введение
Ежегодно более 1 млн человек в мире страдают от 

ожогов различной степени тяжести. Более 90% ожогов 
приходится на долю термической травмы (ТТ) [1-3]. 
Одной из причин развития осложнений при ТТ явля-
ется активация лейкоцитов, эндотелиоцитов и тром-
боцитов в очаге ТТ, что может стать причиной «респи-
раторного взрыва», инициирования процессов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ), гибели 
лимфоцитов, лимфоцитопении, депрессии адаптивно-
го иммунитета и дизрегуляции иммунного ответа [4, 
5]. В связи с этим, патогенетически обоснованным мо-
жет быть локальное применение эритропоэтина 
(ЭПО). Ранее при различной патологии нами были 
продемонстрированы плейотропные эффекты ЭПО, 

включающие нефроцитопротекторное, нейропротек-
торное, иммунотропное действие [6, 7]. ЭПО привле-
кает внимание своими репаративными эффектами и 
антиоксидантными свойствами, которые при ТТ мо-
гут способствовать ограничению зоны вторичной аль-
терации [8, 9]. Цель работы – изучить влияние эритро-
поэтина в составе трансдермальной пленки на гибель 
лимфоцитов и процессы свободнорадикального окис-
ления в крови при экспериментальной термической 
травме у крыс. 

Методика
 Исследования выполнены в соответствии с Ев-

ропейской конвенцией о защите позвоночных живот-
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ных (ETS № 123 от 18.03.1986, Страсбург) и рекомен-
дациями Директивы 2010/63/EU от 22.09.10 по охра-
не животных, используемых в научных целях. Работа  
была одобрена локальным этическим комитетом уни-
верситета. Эксперименты выполнены на 90 белых не-
линейных крысах-самцах массой 220±20 г. Животные 
были случайным образом разделены на 3 группы: 
группа 1-я (n=10) – интактный контроль, 2-я (n=40) 
–ТТ с наложением на область ожога асептической по-
вязки (группа ТТ), 3-я (n=40) –ТТ с наложением на 
область ожога трансдермальной пленки (ТДП) с ЭПО 
(группа ТТ+ТДП с ЭПО). Моделирование термиче-
ской травмы ІІІА степени (СТ ІІІА) площадью 3,5% 
поверхности тела осуществляли под общей анестези-
ей (Золетил «VirbacSanteAnimale», Франция) погру-
жением участка межлопаточной области спины  жи-
вотного в горячую очищенную воду с температурой 
98-99 ºС на 12 с. Через 24 ч после моделирования ТТ 
проводили иссечение некротизированных участков 
раны. Глубину поражения верифицировали морфо-
логическими методами. Пленку с ЭПО животным 3-й 
группы наносили сразу после ТТ, меняя ежедневно и за-
крепляя асептической повязкой. Асептическую повязку 
у животных в 2-й и 3-й группах меняли ежедневно. 

Состав трансдермальной пленки с эритропоетином. 
В предварительных исследованиях был разработан со-
став ТДП на основе натрия карбоксиметилцеллюло-
зы, в который был включен с концентрацией 42 МЕ/
см2 ЭПО («Эпокрин», ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА, 
Россия), и проведена ее оценка в соответствии с фар-
макотехнологическими параметрами: органолепти-
ческие показатели (внешний вид, цвет, прозрачность, 
эластичность, наличие посторонних примесей и ми-
кротрещин под микроскопом), адгезивная способ-
ность, механическая прочность на разрыв, толщина. 
По результатам проведенных исследований получен 
патент на изобретение.

Оценка гибели лимфоцитов крови. Исследования 
проводили на 3-и, 5-е, 8-е и 14-е сут ТТ. Забор крови 
осуществлялся под общим наркозом после вскрытия 
грудной клетки пункцией сердца в области левого же-
лудочка. Гибель лимфоцитов, выделенных из крови на 
градиенте плотности фиколл-верографин (1,077), оце-
нивали при окрашивании клеток конъюгированным с 
флюорохромом аннексином V (Annexin-5-FITC) и 
7-аминоактиномицином D (7-AAD) из набора «Annexin 
5 - FITC/7-AADkit» («BeckmanCoulter», США) на про-
точном цитофлуориметре «Navios» («BeckmanCoulter», 
США). Дифференцировали интактные клетки 
(Annexin-5-FITC–/7-AAD-), клетки с ранними при-
знаками апоптоза (Annexin-5-FITC+/7-AAD–), клет-
ки с поздними признаками апоптоза и частично не-

кротизированные клетки (Annexin-5-FITC+/7-AAD+). 
Результат выражали в % от общего числа подсчитан-
ных клеток. Содержание продуктов ПОЛ оценивали 
спектрофотометрически в гептановой  и  изопропа-
нольной  фазах липидного экстракта лимфоцитов и 
плазмы по методу Волчегорского И.А. и соавт [10], 
определяли Е232/Е220 (первичные продукты ПОЛ – 
диеновые конъюгаты (ДК), Е278/Е220 (вторичные про-
дукты ПОЛ – кетодиены и сопряженные триены (КД 
и СТ) и Е400/Е220 (конечные продукты ПОЛ – Шиф-
фовы основания (ШО). Результаты выражали в едини-
цах индексов окисления (е.и.о.) Активность суперок-
сиддисмутазы (СОД) в плазме оценивали по методу 
Чевари С., Чаба И., Секей И [11], результат выражали 
в условных единицах на 1 мл сыворотки (ЕД/мл). Ак-
тивность каталазы в плазме и в эритроцитах  оценива-
ли по методу Королюка М.А. и соавторов в модифика-
ции Коробейниковой Э.Н. [12, 13]. Результат выража-
ли в мкат/л. 

Статистическая обработка результатов. Результа-
ты обрабатывали с использованием программы 
«Statistica 6.0». Характеристика выборки представлена 
в формате Ме (Q25-Q75). Для оценки значимости раз-
личий между группами применяли критерии Манна – 
Уитни, Вальда – Вольфовитца, Краскела-Уоллиса, для 
корреляционного анализа использовали коэффициент 
Спирмена. Отличия считали статистически значимы-
ми при р<0,05. 

Результаты и обсуждение
Оценка гибели лимфоцитов в крови. При экспери-

ментальной ТТ на 3-и, 5-е и 8-е сут количество лим-
фоцитов с ранними признаками апоптоза в крови уве-
личивалось на 51%, 108% и 172% соответственно, а ко-
личество клеток с поздними признаками апоптоза и 
признаками некроза - на 850%, 900% и 4500% соответ-
ственно. На 14-е сут количество клеток с ранними и 
поздними признаками апоптоза и/или некроза стати-
стически значимо не отличалось от группы  интактных 
животных (табл. 1). Количество интактных лимфоци-
тов снижается на 5-е и 8-е сут ТТ на 10,6% и 18,2% со-
ответственно и статистически значимо не изменяется 
на 3-и и 14-е сут по сравнению  с интактными. 

При оценке влияния ТДП с ЭПО при ТТ на пока-
затели гибели лимфоцитов в крови установлено, что 
количество клеток с ранними признаками апоптоза 
статистически значимо не изменялось на 3-и и 8-е сут, 
и снижалось на 5-е, 14-е сут на 61,5% и 92,6% соответ-
ственно относительно группы крыс с ТТ, достигая при 
этом значений в группе интактных животных (табл. 1). 
Количество в крови лимфоцитов с поздними призна-
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ками апоптоза и/или некроза статистически значимо 
не изменялось на 3-и и 5-е сут, снижалось на 8-е и 14-
е сут на 65,6% и 50% соответственно, достигая на 14-е 
сут значений в группе интактных животных. Количе-
ство интактных лимфоцитов в крови статистически 
значимо не изменялось относительно группы с ТТ на 
3-и и 8-е сут применения ТДП с ЭПО при ТТ и увели-
чивалось на 5-е и 14-е сут, на 8,5% и 6,3%, достигая 
значений в группе интактных животных. 

Содержание продуктов перекисного окисление липи-
дов в плазме  и лимфоцитах.  Данные  по  содержанию 
продуктов ПОЛ в плазме и лимфоцитах представлены 
в таблице 2. Установлено, что при ТТ в гептановой фа-
зе липидного экстракта плазмы содержание диеновых 
конъюгатов увеличивалось на 3-и сут на 32,5% и сни-
жалось на 5-е сут на 32% относительно группы интакт-
ных животных (табл. 2). На 8-е и 14-е сут содержание 
первичных продуктов ПОЛ статистически значимо не 
изменялось. Содержание кетодиенов и сопряженных 
триенов статистически значимо не изменялось на 3-и, 
5-е, 8-е и 14-е сут ТТ. Содержание оснований Шиффа 
увеличивалось на 3-и, 5-е и 14-е сут ТТ на 100%, 150% 
и 250% соответственно и статистически значимо не из-
менялось на 8-е сут относительно группы интактных 
животных. 

В изопропанольной фазе липидного экстракта 
плазмы содержание первичных и вторичных продук-
тов ПОЛ статистически значимо не изменялось на 3-и, 

5-е, 8-е и 14-е сут ТТ, содержание конечных продук-
тов ПОЛ увеличивалось на 3-и, 5-е и 8-е сут ТТ на 
450%, 800% и 2400% соответственно и статистически 
значимо не изменялось  на 14-е сут (табл. 2). 

При местном применении ТДП с ЭПО при ТТ в 
гептановой фазе липидного экстракта плазмы содер-
жание диеновых конъюгатов статистически значимо 
снижалось  на 3-и, 8-е и 14-е сут на 91,2%, 14,3%, 30% 
соответственно, на 5-е сут статистически значимо не 
изменялись. Содержание кетодиенов и сопряженных 
триенов  снижалось на 80%, 73%, 75,8% и 80% на 3-и, 
5-е, 8-е и 14-е сут соответственно, а содержание осно-
ваний Шиффа значимо снижалось (на 100%) на 8-е сут, 
изменения  на 3-и, 5-е и 14-е сут статистически не  бы-
ли значимы (табл. 2). 

В изопропанольной фазе липидного экстракта 
плазмы в условиях применения ТДП с ЭПО в содер-
жании  первичных продуктов ПОЛ статистически зна-
чимых изменений не выявлено   (табл. 2). Содержание 
вторичных продуктов ПОЛ статистически значимо не 
изменяось на 3-и, 5-е и 8-е сут и снижалось (на 25,9%) 
на 14-е сут. Содержание оснований Шиффа снижалось  
на 8-е сут на 100%, а изменения на 3-и, 5-е и 14-е сут 
были статистически не значимы. 

В гептановой фазе липидного экстракта лимфоци-
тов отмечалось увеличение содержания диеновых 
конъюгатов на 25,4%, 239% и 26,8% на 3-и, 5-е и 8-е 
сут соответственно, кетодиенов и сопряженных трие-

Таблица 1 

Влияние трансдермальной пленки с эритропоэтином на показатели гибели лимфоцитов в крови при экспериментальной термиче-
ской травме (Me (Q25-Q75))

Показатели 
(% клеток от об-

щего числа)

Группы животных
Интактные ТТ ТТ+ ТДП с 

ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП 

с ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП 

с ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП 

с ЭПО
3-и сут 5-е сут 8-е сут 14-е сут

Annexin-5-
FITC-/7-AAD-, 
(интактные 
клетки)

91,90  
(81,80-93,10)

90,20 
(84,00-
93,90)

86,40
(85,10-87,05)

82,10 
(80,00-
84,8)*

89,15
(81,50-
92,35)$

75,15 
(69,15-
79,65)*

75,80
(73,60-
83,70)

93,45 
(89,35-
96,90)

99,30
(99,20-
99,40)@

Annexin-
5-FITC+/7-
AAD-, (ранние 
признаки апоп-
тоза)

7,85 (7,25-8,35) 11,90 
 (7,30-
17,65)*

12,45
(11,10-14,00)

16,40 
(14,70-
18,80)*

6,30
(4,90-

13,90)$

21,40 
(19,00-
26,90)*

22,60
(15,55-
24,25)

8,10 
(4,20-
11,40)

0,60
(0,35-
0,70)@

Annexin-5-
FITC+/7-AAD+, 
(поздние при-
знаки апоптоза)

0,10 (0,10-0,30) 0,95  
(0,55-1,40)*

0,95
(0,75-1,50)

1,00 
(0,75-
1,25)*

1,50
(0,00-
2,20)

4,65 
(2,50-
7,40)*

1,60
(0,75-
2,15)&

0,10 
(0,10-
0,40)

0,05
(0,00-
0,10)@

Примечание. * – статистически значимые различия (p<0,05) с группой интактных животных; # – статистически значимые различия (p<0,05) 
c группой ТТ на 3-и сутки; $ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 5-е сутки; & – статистически значимые разли-
чия (p<0,05) c группой ТТ на 8-е сут; @ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 14-е сут
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нов на 30,7% и 80,7% на 3-и и 5-е сут ТТ соответствен-
но. Содержание первичных и вторичных продуктов 
ПОЛ статистически значимо не изменялось на 8-е и 
14-е сут (табл. 2). Изменений в содержании оснований 
Шиффа при ТТ не отмечалось.

Содержание диеновых конъюгатов в изопропа-
нольной фазе липидного экстракта лимфоцитов при 
ТТ на 3-и, 5-е и 8-е сут возрастало на 22,7%, 9,1% и 
21,6%,  еще более существенно возрастал уровень ке-
тодиенов и сопряженных триенов  на 187,5%, 250% и 
162,5% соответственно. На 14-е сут ТТ содержание пер-
вичных и вторичных продуктов ПОЛ статистически 
значимо не изменялось (табл. 2). Содержание основа-

ний Шиффа статистически значимо не изменялось на 
3-и, 5-е и 14-е сут и возрастало на 8-е сут (на 133,3%) 
относительно группы интактных животных. 

В условиях применения ТДП с ЭПО в гептановой 
фазе липидного экстракта лимфоцитов содержание 
первичных, вторичных и конечных продуктов ПОЛ 
статистически значимо не изменялось относительно 
показателей группы с ТТ (табл. 2). В изопропанольной 
фазе содержание диеновых конъюгатов значимо сни-
жалось только на 3-и сут (на 24%), достигая значений 
в группе интактных животных. Содержание кетодие-
нов и сопряженных триенов значимо снижалось толь-
ко на 3-и и 8-е сут на 91,3% и 47,6% соответственно. 

Таблица 2  

Влияние трансдермальной пленки с эритропоэтином на содержание продуктов перекисного окисления липидов в плазме и лимфо-
цитах при экспериментальной термической травме (Me (Q25-Q75))

Показатели Группы животных
Интактные ТТ ТТ+ ТДП с 

ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП 

с ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП с 

ЭПО
ТТ ТТ+ ТДП с 

ЭПО
3-и сут 5-е сут 8-е сут 14-е сут

Плазма
ДК, е.и.о.
(г)

0,43 
(0,43-0,45)

0,57 (0,40-
0,75)*

0,05
(0,05-0,13)#

0,29 (0,25-
0,31)*

0,39
(0,25-0,40)

0,42 (0,36-
0,44)

0,36
(0,00-0,37)&

0,3 (0,34-
0,69)

0,21 (0,11-
0,21)@

КД и СТ, 
е.и.о.(г)

0,15 
(0,13-0,16)

0,15 (0,08-
0,25)

0,03
(0,01-0,06)#

0,26 (0,11-
0,51)

0,07
(0,05-
0,19)$

0,29 (0,14-
0,35)

0,07
(0,07-0,09)&

0,15 (0,08-
0,26)

0,03
(0,02-
0,03)@

ШО, е.и.о.
(г)

0,02 
(0,00-0,03)

0,04 (0,03-
0,08)*

0,04
(0,03-0,06)

0,05 (0,03-
0,13)*

0,05
(0,03-0,09)

0,03 (0,00-
0,06)

0,00
(0,00-0,01)&

0,07 (0,02-
0,11)*

0,06
(0,02-0,08)

ДК, е.и.о.
(и)

0,35 
(0,33-0,36)

0,37 (0,31-
0,46)

0,24
(0,15-0,37)

0,40 (0,31-
0,40)

0,40
(0,39-0,44)

0,39 (0,39-
0,40)

0,38
(0,37-0,39)

0,37  
(0,35-0,47)

0,33
(0,22-0,46)

КД и СТ, 
е.и.о.(и)

0,24
 (0,23-0,25)

0,22 (0,19-
0,23)

0,24
(0,19-0,27)

0,240 
(0,24-0,24)

0,28
(0,25-0,31)

0,22 (0,19-
0,22)

0,19
(0,19-0,22)

0,27 (0,21-
0,28)

0,20 (0,20-
0,22)@

ШО, е.и.о.
(и)

0,002 (0,000-
0,008)

0,011 
(0,006-
0,020)*

0,030
(0,010-0,060)

0,018 
(0,012-
0,028)*

0,010 
(0,010-
0,040)

0,050 
(0,020-
0,060)*

0,000 (0,000-
0,010&

0,009 
(0,000-
0,040)

0,030 
(0,010-
0,070)

Лимфоциты
ДК, е.и.о.
(г)

0,59
 (0,55-0,67)

0,74 (0,72-
0,81)*

0,45
(0,00-0,90)

2,00 (0,00-
3,75)*

0,43
(0,40-0,78)

0,55 (0,28-
0,85)*

0,70
(0,60-1,00)

0,36 (0,20-
0,52)

0,29
(0,00-0,90)

КД и СТ, 
е.и.о. (г)

0,26 
(0,25-0,28)

0,34 (0,26-
0,38)*

0,43
(0,00-0,53)

0,47 (0,25-
1,17)*

0,47
(0,00-0,61)

0,14 (0,04-
0,45)

0,30
(0,05-0,33)

0,35 (0,19-
0,52)

0,60
(0,00-0,82)

ШО, е.и.о.
(г)

0,10 
(0,07-0,13)

0,22 (0,22-
0,32)

0,17
(0,10-0,33)

0,25 (0,00-
0,33)

0,27
(0,17-0,39)

0,15 (0,00-
0,33)

0,10
(0,07-0,33)

0,12 (0,00-
0,21)

0,14
(0,10-0,18)

ДК, е.и.о.
(и)

0,88 
(0,66-1,02)

1,08 (1,06-
1,12)*

0,82
(0,38-0,92)#

0,96 (0,89-
1,52)*

0,80
(0,76-1,40)

1,07 (0,89-
1,14)*

1,00
(0,71-1,10)

0,95 (0,77-
1,05)

0,92
(0,90-0,92)

КД и СТ, 
е.и.о. (и)

0,08 
(0,00-0,37)

0,23 (0,14-
0,45)*

0,02
(0,00-0,17)#

0,28 (0,21-
0,36)*

0,22
(0,10-0,25)

0,21 (0,19-
0,25)*

0,11
(0,10-0,13)&

0,23 (0,12-
0,30)

0,21
(0,18-0,27)

ШО, е.и.о.
(и)

0,03 
(0,02-0,06)

0,07 (0,03-
0,11)

0,03
(0,00-0,03)

0,10 (0,02-
0,13)

0,10
(0,06-0,16)

0,07 (0,05-
0,09)*

0,03
(0,03-0,04)&

0,05 (0,02-
0,08)

0,08
(0,03-0,11)

Примечание. * – статистически значимые различия (p<0,05) с группой интактных животных; # – статистически значимые различия (p<0,05) 
c группой ТТ на 3-и сут; $ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 5-е сут; & – статистически значимые различия 
(p<0,05) c группой ТТ на 8-е сут; @ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 14-е сут; г - гептановая, и - изопропа-
нольная.
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Содержание оснований Шиффа на 8-е сут снижалось 
до уровня  интактных животных.

Активность ферментов антиоксидантной системы 
в крови при экспериментальной термической травме. Ак-
тивность СОД в плазме при ТТ на 3-и, 8-е и 14-е сут 
снижалась на 38,6%, 41,7% и 87,7% соответственно,  на 
5-е сут статистически значимо не изменялась (табл. 3). 
Активность каталазы в плазме возрастала  на 5-е и 8-е 
сут ТТ на 51,2% и 39,3% соответственно и статистиче-
ски значимо не изменялась на 3-и и 14-е сут. Актив-
ность каталазы в эритроцитах увеличивалась  на 5-е, 
8-е и 14-е сут ТТ относительно группы интактных жи-
вотных на 87,1%, 368% и 92,6% соответственно.

 При ТТ в условиях местного применения пленки 
с ЭПО активность СОД в плазме увеличивалась на 3-и, 
8-е и 14-е сут на 25,1%, 89,5% и 82,2% соответственно. 
Изменений на 5-е сут не отмечалось.  При этом на 8-е 
и 14-е сут показатели активности достигали значений   
интактных животных (табл. 3). Активность каталазы в 
плазме снижалась на 5-е и 8-е сут на 36,7% и 33,5%, до-
стигая значений животных интактной группы. Изме-
нений на 3-и и 14-е сут выявлено не было. Активность 
каталазы в эритроцитах возрастала на 3-и сут (на 5%) 
и снижалась на 5-е, 8-е и 14-е сут (на 68%, 84,2% и 33% 
соответственно). Отметим, что на 5-е и 8-е сут актив-
ность каталазы достигала значений  интактных живот-
ных. 

Мы считаем, что увеличение количества лимфо-
цитов в крови с признаками апоптоза и/или некроза 
при ТТ может быть связано с увеличением концентра-

ции в крови проапоптогенных цитокинов, например 
ФНО-α, свободных радикалов и другими факторами 
[14, 15]. При проведении корреляционного анализа 
установлена прямая статистически значимая сильная 
связь между содержанием лимфоцитов в крови с ран-
ними признаками апоптоза и содержанием оснований 
Шиффа в изопропанольной фазе липидного экстрак-
та плазмы (на 8-е сут R=0,96; р<0,05), содержанием ке-
тодиенов и сопряженных триенов в изопропанольной 
фазе липидного экстракта лимфоцитов (на 5-е сут 
R=0,95; р<0,05) и содержанием диеновых конъюгатов 
в изпропанольной фазе липидного экстракта лимфо-
цитов (на 8-е сут R=0,79, р<0,05).  

Как известно, продукты ПОЛ в гептановой фазе 
липидного экстракта плазмы и лимфоцитов содержат 
основную часть триацилглицеридов (резервных липи-
дов), а продукты ПОЛ в изопропанольной фазе – ос-
новную часть фосфолипидов. По данным ряда иссле-
дователей [16] накопление продуктов ПОЛ зависит от 
глубины и площади повреждения: при поверхностных 
ожоговых повреждениях в большей степени увеличи-
вается содержание конечных продуктов ПОЛ, в част-
ности малонового диальдегида, а при глубоких повреж-
дениях — содержание первичных продуктов ПОЛ (ди-
еновых конъюгатов). Увеличение содержания дие- 
новых конъюгатов связано с активацией биосинтеза 
простагландинов, лейкотриенов и цитокинов – фак-
торов хемотаксиса лейкоцитов, которым в качестве 
субстрата необходимы полиненасыщенные жирные 
кислоты с сопряженными связями [16]. Активация при 

Таблица 3  

Влияние трансдермальной пленки с эритропоэтином на активность ферментов антиоксидантной защиты в крови при эксперимен-
тальной термической травме (Me (Q25-Q75))

Показатели Группа

Интактные ТТ ТТ+ ТДП 
с ЭПО

ТТ ТТ+ ТДП 
с ЭПО

ТТ ТТ+ ТДП 
с ЭПО

ТТ ТТ+ ТДП 
с ЭПО

3 сут 5 сут 8 сут 14 сут
СОД плазмы,  
Ед/мл

1,63 (1,39-1,78) 1,00 (1,00-
1,14)*

1,22
(1,20-
1,25)#

1,15 
(0,75-
1,55)

1,07
(1,05-1,15)

0,95 
(0,90-
1,40)*

1,80
(1,80-
1,80)&

0,20 (0,15-
0,90)*

1,54
(1,52-
1,57)@

Каталаза плазмы, 
мкат/л

21,10 (20,50-
22,20) 

18,30 
(15,80-
25,70)

25,60
(16,80-
25,80)

31,90 
(28,60-
37,40)*

20,20
(18,50-
24,60)$

29,40 
(26,2-
49,4)*

19,55
(14,85-
25,10)&

22,90 
(20,10-
26,10)

16,40
(16,40-
39,70)

Каталаза эритро-
цитов, мкат/л

6,36 (5,60-6,70) 6,20 (4,30-
6,40)

6,52
(5,98-
7,20)#

11,90 
(10,60-
12,00)*

3,80
(2,70-
4,80)$

29,80 
(28,50-
30,60)*

4,70
(3,70-4, 

80)&

12,25 
(12,00-
14,10)*

8,20
(7,50-
8,60)@

Примечание. * – статистически значимые различия (p<0,05) с группой интактных животных; # – статистически значимые различия (p<0,05) 
c группой ТТ на 3 сут; $ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 5 сут; & – статистически значимые различия (p<0,05) 
c группой ТТ на 8 сут; @ – статистически значимые различия (p<0,05) c группой ТТ на 14 сут.
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ТТ некоторых ферментов антиоксидантной защиты, в 
частности каталазы в крови может быть связана с вы-
свобождением ее из поврежденных тканей в ответ на 
разрушение эритроцитов, которые, как известно, мо-
гут стать причиной инициации процессов свободно-
радикального окисления. Вероятно, снижение актив-
ности СОД в плазме обусловлено не только активаци-
ей продукции АФК нейтрофилами, но также 
разрушением эритроцитов при ТТ [17]. 

Одним из механизмов прямого и/или опосредо-
ванного действия ЭПО в составе ТДП при ТТ может 
быть изменение процессов свободно-радикального 
окисления, активности некоторых ферментов антиок-
сидантной защиты в крови. Так, нами установлена 
сильная отрицательная статистически значимая кор-
реляция между активностью СОД в крови и содержа-
нием первичных, вторичных и конечных продуктов 
ПОЛ в изопропанольной фазе липидного экстракта 
лимфоцитов на 3-и сут применения ТДП с ЭПО при 
ТТ (R = -0,98; R = -0,73; R = -0,91, р<0,05 соответ-
ственно).

По данным литературы, при подкожном введении 
ЭПО в разовой дозе 500 МЕ/кг мышам с повреждени-
ями кожи на 7 сут снижается содержание в крови ма-
лонового диальдегида, преимущественно за счет сни-
жения выработки активных форм кислорода и медиа-
торов воспаления [18]. Положительный эффект 
эретропоэтина отмечался и при других патологических 
процессах [19].

Выводы
1. При экспериментальной термической травме 

по сравнению с интактными животными в крови уве-
личивается количество лимфоцитов с ранними и 
поздними признаками апоптоза и/или признаками 
некроза, содержание продуктов перекисного окис-
ления липидов в гептановой и изопропанольной фа-
зах липидных экстрактов плазмы и лимфоцитов, ак-
тивность каталазы в плазме и эритроцитах, снижа-
ется активность супероксиддисмутазы в плазме кро-
ви.

2. В условиях применения трансдермальной плен-
ки с эритропоэтином при  экспериментальной терми-
ческой травме наблюдается снижение количества лим-
фоцитов в крови с ранними и поздними признаками 
апоптоза и/или признаками некроза, содержания про-
дуктов перекисного окисления липидов в плазме и 
лимфоцитах, активности каталазы в плазме и эритро-
цитах, увеличение активности супероксиддисмутазы в 
плазме крови относительно группы животных с тер-
мической травмой.
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Кутихин А.Г., Шишкова Д.К., Великанова Е.А., Миронов А.В., Кривкина Е.О., Барбараш О.Л. 

Сравнение токсического действия сферических  
и игольчатых кальций-фосфатных бионов  
на поврежденную интиму брюшной аорты крыс

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

Цель исследования – оценка токсического действия сферических кальций-фосфатных бионов и игольчатых кальций-фос-
фатных бионов на предварительно поврежденную интиму аорты крыс.
Методика. Токсическое действие сферических кальций-фосфатных бионов  и игольчатых кальций-фосфатных бионов на 
поврежденную интиму брюшной аорты крыс линии Wistar (n = 10 на группу) оценивали путем их однократного внутри-
венного введения после баллонной ангиопластики с эксплантацией поврежденного участка аорты через 5 нед. Биоптаты 
анализировали: 1) классическими гистологическими методами (окрашивание гематоксилин-эозином, ализариновым крас-
ным, по Вейгерту-ван Гизону и по Расселлу-Мовату); 2) иммунофлюоресцентным окрашиванием криосрезов (сочетанное 
окрашивание на CD31 и CD34, на CD31 и α-гладкомышечный актин (α-ГМА), на виментин и α-ГМА, на коллаген IV типа и 
α-ГМА). Для оценки влияния системного воспаления на КФБ-индуцированную эндотелиотоксичность  определяли содер-
жание моноцитарного хемоаттрактантного белка (МСР-1/CCL2) и церулоплазмина в сыворотке крови прооперированных 
крыс посредством иммуноферментного анализа.
Результаты. Сферические кальций-фосфатные бионы и игольчатые кальций-фосфатные бионы вызывали выраженную 
гипертрофию интимы брюшной аорты в 90% (9 из 10 крыс) и 80% случаев (8 из 10 крыс) соответственно, в то время как 
частота гипертрофии в группе контрольных крыс составила лишь 10% (1 из 10 крыс). Неоинтима при экспозиции интимы 
брюшной аорты обоим типам бионов характеризовалась переходом фенотипа клеток мезенхимального ряда с контрактиль-
ного (α-ГМА-положительные и виментин-отрицательные гладкомышечные клетки) и неактивного (α-ГМА-отрицательные и 
виментин-положительные фибробласты) на активный синтетический (α-ГМА- и виментин-положительные клетки), что при-
водило к формированию значительных количеств экстрацеллюлярного матрикса. Внутривенное введение сферических 
кальций-фосфатных бионов и игольчатых кальций-фосфатных бионов не приводило к изменению уровней МСР-1/CCL2 и 
церулоплазмина в сыворотке крови, что свидетельствовало об отсутствии их возможного влияния на развитие систем-
ного воспалительного ответа.
Заключение. Внутривенное введение кальций-фосфатных бионов после повреждения интимы брюшной аорты крыс путем 
баллонной ангиопластики вызывает развитие гипертрофии интимы, частота и выраженность которой не зависит от формы 
кальций-фосфатных бионов и которая характеризуется переходом фенотипа клеток мезенхимального ряда из контрак-
тильного/неактивного на активный синтетический. При этом эндотелиотоксическое действие кальций-фосфатных бионов  
обусловлено их непосредственным воздействием на эндотелий, а не развитием системного воспаления.

Ключевые слова: атеросклероз; бионы; наночастицы; фосфат кальция; токсичность; эндотелий; гипертрофия интимы; 
системное воспаление.
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Kutikhin A.G., Shishkova D.K., Velikanova E.A., Mironov A.V., Krivkina E.O., Barbarash O.L.

TOXICITY OF SPHERICAL AND NEEDLE-SHAPED CALCIUM PHOSPHATE BIONS  
TO INJURED INTIMA OF THE RAT ABDOMINAL AORTA

Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Sosnovy Blvd 6, Kemerovo 650002, Russia

Purpose. To compare toxicity of spherical calcium phosphate bions (SCPB) and needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB) 
to injured intima of rat aortas. 
Methods. Toxicity of SCPB and NCPB to injured abdominal aortas of Wistar rats (n = 10 per group) was evaluated using intravenous 
administration of the bions after balloon angioplasty. Rats were sacrificed five weeks postoperation, and an injured aortic segment 
was excised. Tissue preparations were stained with hematoxylin and eosin, alizarin red S, Weigert-van Gieson, and Movat’s penta-
chrome stains. Selected tissue samples were then examined using combined immunofluorescence staining (CD31/CD34, CD31/
α-smooth muscle actin (α-SMA), α-SMA/vimentin, and α-SMA/collagen IV). Possible influence of systemic inflammation on CPB-
induced endothelial toxicity was assessed by measuring monocyte chemoattractant protein-1 and ceruloplasmin in rat serum 
using the enzyme-linked immunosorbent assay. 
Results. Intravenous administration of SCPB or NCPB provoked intimal hyperplasia in 90% (9 of 10) and 80% (8 of 10) of rats vs. 
10% (1 of 10) in the control group. The neointima was characterized by a phenotypic switch of mesenchymal cells, i.e. transition 
of a contractile (α-SMA-positive, vimentin-negative vascular smooth muscle cells) and quiescent (α-SMA-negative vimentin-posi-
tive fibroblasts) to an active synthetic phenotype (double-positive cells), which resulted in deposition of the extracellular matrix. 
Neither SCPB nor NCPB changed serum levels of pro-inflammatory molecules, МСР-1/CCL2, and ceruloplasmin. 
Conclusions. Intravenous administration of CPB upon balloon-induced vascular injury caused intimal hyperplasia regardless of 
the CPB shape. Hyperplasia foci were characterized by a switch of mesenchymal cells from a contractile/quiescent to an active 
synthetic phenotype. Endothelial toxicity of CPBs was defined by their direct cytotoxic action rather than induction of systemic 
inflammation. 

Keywords: atherosclerosis; bions; nanoparticles; calcium phosphate; toxicity; endothelium; intimal hyperplasia; systemic 
inflammation.
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Введение
Из клинико-эпидемиологических исследований 

достаточно давно известно, что повышенный уровень 
ионов кальция и фосфора в крови ассоциирован с ате-
росклерозом и его клиническими проявлениями – 
ишемической болезнью сердца и острым нарушением 
мозгового кровообращения по ишемическому типу [1, 
2]. Известно также, что сниженный уровень ингиби-
торов эктопической кальцификации фетуина-А и аль-
бумина в крови также ассоциирован с повышенным 
риском развития ишемической болезни сердца [3, 4]. 

В то же время свободные ионы кальция и фосфо-
ра могут приводить к прямой кальцификации средней 
оболочки сосудов без признаков атеросклеротическо-
го поражения [5, 6]. Ингибирование кальцификации 
медии осуществляется за счет функционирования ря-
да белков с различными механизмами связывания 
кальция –  альбумином, остеонектином и фетуином-А 
[7]. Альбумин связывает ионизированный кальций по-
средством множественных отрицательно заряженных 
аминокислот на своей поверхности, остеонектин – при 
помощи EF-руки, специфического белкового домена 
[7]. Связывание кальция фетуином-А обусловлено от-
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рицательными зарядами β-слоя домена D1, которые 
занимают места фосфатных групп в кристаллах гидрок-
сиапатита [7]. Таким образом, альбумин и остеонек-
тин связывают свободный кальций с низкой и высо-
кой аффинностью соответственно, а фетуин-А отвеча-
ет за высокоаффинное связывание фосфата кальция 
[7].

В свою очередь, связывание фосфата кальция 
фетуином-А также осуществляется  двумя различны-
ми механизмами [8]. Первым из них является стаби-
лизация мономерами фетуина-А субнаноразмерных 
кластеров фосфата кальция [8]. Несмотря на теорети-
ческую возможность их визуализации методами высо-
коразрешающей электронной микроскопии и элемент-
ного анализа, на данный момент изучение роли таких 
кластеров в патогенезе различных видов решения за-
дач патологической физиологии технически затрудни-
тельно вследствие их чрезвычайно малой размерности. 
Другим механизмом связывания фетуином-А фосфа-
та кальция является формирование кальций-фосфат-
ных бионов (КФБ) – кристаллических частиц гидрок-
сиапатита и карбонат-гидроксиапатита (80-500 нм в 
диаметре), имеющих губчатую структуру и включаю-
щих в себя еще ряд белков сыворотки крови [8-10]. При 
избытке ионов кальция и фосфора или нарушении их 
выведения КФБ способны накапливаться в крови че-
ловека [9, 10]. 

Поскольку, являясь фактором риска развития ате-
росклероза, повышенный уровень ионов кальция и 
фосфора в крови также приводит к формированию 
КФБ, нами была выдвинута гипотеза о триггерной ро-
ли КФБ в развитии атеросклероза вследствие повреж-
дения ими эндотелия [10, 11]. Было обнаружено, что 
КФБ интернализируются эндотелиальными клетками, 
индуцируя секрецию провоспалительных цитокинов 
интерлейкина-6 и интерлейкина-8, запуская процесс 
апоптоза по внутреннему пути и вызывая развитие ги-
пертрофии интимы брюшной аорты крыс [10]. Пока-
зано, что КФБ выделяются из 75% атеросклеротиче-
ских бляшек крупных артерий человека [10]. КФК мо-
гут быть также синтезированы искусственно, что может 
быть использовано при  моделировании эндотелиоток-
сичности [9, 10].

Клиническая значимость феномена образования 
КФБ в крови обусловлена предрасположенностью сы-
воротки крови пациентов с терминальной хронической 
почечной недостаточностью (ХПН) и больных артери-
альной гипертензией к формированию КФБ по срав-
нению с условно здоровыми донорами крови [12]. Кро-
ме того, предрасположенность сыворотки крови к фор-
мированию КФБ ассоциирована с неблагоприятным 
прогнозом у пациентов с хронической болезнью почек 

3-й и 4-й стадией [13], а также у больных терминаль-
ной ХПН, включая пациентов, перенесших трансплан-
тацию почки. При этом у всех пациентов со склонно-
стью  к формированию КФБ повышен риск летально-
го исхода,  в том числе и от сердечно-сосудистых 
причин [14–16]. С научной и клинической точки зре-
ния представляется чрезвычайно важным детальное 
изучение механизмов патогенного и, в частности, эн-
дотелиотоксического действия КФБ.

Проведенные ранее эксперименты позволили 
предположить, что при умеренном перенасыщении 
крови ионами кальция и фосфора могут образовывать-
ся КФБ сферической формы (СКФБ), а при тяжелом 
перенасыщении – КФБ игольчатой формы (ИКФБ) 
[17]. При этом известно, что форма наночастиц явля-
ется одним из основных факторов, определяющих их 
патогенность, в частности, наночастицы игольчатой 
формы значительно опаснее сферических [18–20]. 
Цель исследования – сравнение эндотелиотоксическо-
го действия СКФБ и ИКФБ на предварительно по-
врежденную интиму брюшной аорты крыс.

Методика
Приготовление СКФБ и ИКФБ. Искусственный 

синтез СКФБ осуществляли путем последовательного 
добавления 9,9 мкл 0,5М CaCl2 (Sigma-Aldrich) и 21,5 
мкл 0,2М Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) в 1319 мкл среды 
Игла, модифицированной по Дульбекко (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium, DMEM, Gibco), содержащей 
150 мкл (10% от общего объема) фетальной телячьей 
сыворотки. ИКФБ были синтезированы при помощи 
последовательного добавления 16,5 мкл 0,5М CaCl2 
(Sigma-Aldrich) и 37,5 мкл 0,2М Na2HPO4 (Sigma-Al-
drich) к 936 мкл среды DMEM, содержащей 10 мкл (1% 
от общего объема) фетальной телячьей сыворотки. 
Контроль pH осуществляли путем предварительного 
добавления 5 мл буфера HEPES (N-2-гидрокси- 
этилпиперазин-N-2-этансульфокислота, N-2-hydroxy-
ethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid, Gibco) к 495 мл 
культуральной среды DMEM (конечная концентрация 
HEPES-буфера в среде – 1%). 

После кратковременного перемешивания на во-
ртексе пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf) с реаген-
тами для синтеза бионов инкубировали при +37 °С, 5% 
CO2 и 90% влажности (MCO-18AIC, Sanyo) в течение 
24 ч с дальнейшим центрифугированием при 200,000 g 
и 4 °С в течение 1 ч (Optima MAX-XP, Beckman Coult-
er). С целью получения рабочей суспензии для инъек-
ции осадок СКФБ растворяли в 300 мкл, а осадок 
ИКФБ – в 1500 мкл 0,9% раствора NaCl, что позволя-
ло достичь мутности суспензии в 0,5 стандарта Мак-
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Фарланда (МкФ), эквивалентной оптической плотно-
сти на длине волны 650 нм 0,08-0,10. Данные значения 
соответствуют минимально измеримой и патофизио-
логически релевантной концентрации бионов в рас-
творе. Все вышеуказанные процедуры проводились в 
стерильных условиях. 

Эксперименты на животных. Все работы с лаборатор-
ными животными проводили в соответствии с «правила-
ми лабораторной практики в Российской Федерации», 
утвержденными приказом Министра здравоохранения 
РФ № 708н от 23.08.2010 г.   Исследование было одобре-
но локальным этическим комитетом НИИ КПССЗ.  Экс-
перименты выполнены на самцах крыс линии Wistar (n 
= 30) массой 200-300 г, на модели повреждения интимы 
брюшной аорты баллоном для коронарной ангиопласти-
ки. Все животные получали ингаляционную анестезию 
в течение всей операции. Животное фиксировали в по-
ложении на спине,  обрабатывали операционное поле 
70% этанолом. Затем выполняли полную срединную ла-
паротомию. После изолирования полости брюшины сал-
фетками, петли кишечника отводили вправо и заворачи-
вали в предварительно увлажненную и согретую салфет-
ку. Вдоль корня брыжейки вскрывали задний листок 
брюшины и выделяли аорту от уровня почечных артерий 
до бифуркации. На аорту дистальнее почечных артерий 
и на уровне бифуркации накладывали 2 сосудистых за-
жима типа «бульдог». При этом одновременно пережи-
мали аорту и нижнюю полую вену. На 3 мм проксималь-
нее бифуркации аорты аорту пунктировали в прокси-
мальном направлении иглой 21G и в просвет сосуда 
заводили баллон для коронарной баллонной ангиопла-
стики. Затем проводили ангиопластику давлением  6 атм 
в течении 30 с. После этого баллон извлекали, просвет 
аорты промывали 0,9% NaCl, накладывали П-образный 
шов (Prolene 8-0). Место повреждения эндотелия после 
проведения ангиопластики находилось на 4 мм прокси-
мальнее П-образного шва. Петли кишечника возвраща-
ли в брюшную полость, переднюю брюшную стенку по-
слойно ушивали непрерывным обвивным швом (Лавсан 
4-0). Непосредственно перед ушиванием брюшную по-
лость заполняли подогретым до 37 °С 0,9% NaCl. Для из-
учения токсического действия бионов на интиму аорты 
крыс суспензию СКФБ или ИКФБ (900 мкл, 0,5 МкФ) 
или такой же объем стерильного 0,9% NaCl (контроль) 
однократно вводили в хвостовую вену (по 10 животных 
на группу). Все процедуры проводились в стерильных ус-
ловиях. После операции животных помещали в клетку 
на теплую подстилку. Осмотр крыс проводился ежеднев-
но. 

Через 5 нед под наркозом забирали поврежденный 
участок брюшной аорты, который разрезали на два рав-
ных сегмента – один фиксировали в 10% нейтральном 

забуференном формалине в течение 24 ч при 4 °C с по-
следующей заливкой в парафин, а второй заморажи-
вали при -140 °C. Для изучения аорт готовили цирку-
лярные срезы толщиной 8 мкм (12 серийных срезов, 
равномерно распределенных по всей длине соответ-
ствующего сегмента аорты, на стекло). Для анализа ис-
пользовали: 1) классические гистологические методы 
(окрашивание гематоксилин-эозином, ализариновым 
красным, по Вейгерту-ван Гизону и по Расселлу-Мо-
вату); 2) иммунофлюоресцентное окрашивание кри-
осрезов (использованы сочетанные окраски а) на мар-
кер зрелых эндотелиальных клеток CD31 и маркер эн-
дотелиальных прогениторных клеток CD34, б) на CD31 
и маркер сосудистых гладкомышечных клеток 
α-гладкомышечный актин (α-ГМА), в) на маркер фи-
бробластов виментин и α-ГМА, г) на маркер экстра-
целлюлярного матрикса коллаген IV типа и α-ГМА, 
после всех окрасок  докрашивали ядерным красителем 
4’,6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI)) с последу-
ющей конфокальной лазерной сканирующей микро-
скопией (LSM 700, Carl Zeiss). Оценивали наличие или 
отсутствие гипертрофии интимы, а также отношение 
утолщенного участка интимы к наиболее тонкому (для 
количественной оценки гипертрофии интимы) в про-
грамме ImageJ. У всех животных брали кровь для опре-
деления  в сыворотке концентрации провоспалитель-
ных молекул моноцитарного хемоаттрактантного бел-
ка (МСР-1/CCL2) и церулоплазмина посредством 
иммуноферментного анализа (наборы ab100777 и 
ab108820, Abcam). 

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
Через 5 нед после введения бионов в хвостовую ве-

ну крыс в предварительно поврежденных баллоном 
участках брюшных аорт при окрашивании гематокси-
лин-эозином выявлена гипертрофия интимы в груп-
пах крыс с введением СКФБ (9 из 10 крыс) и ИКФБ (8 
из 10 крыс) (рис. 1, а). В то же время в  контроле часто-
та гипертрофии интимы была кратно ниже (1 из 10 
крыс) (рис. 1, а). При оценке выраженности гипертро-
фии интимы отсутствовали статистически значимые 
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различия между группами животных, которым вводи-
ли СКФБ и ИКФБ (рис. 1, б). 

Репрезентативные микрофотографии окрашенных 
гематоксилин-эозином срезов брюшных аорт представ-
лены на рис. 2, а. Окрашивание ализариновым красным 
показало полное отсутствие признаков кальцификации 
сосудистой ткани во всех образцах (рис. 2, б).

Окрашивание на коллаген и эластин (по Вейгерту-
ван Гизону) позволило визуализировать внутреннюю 
эластическую мембрану, отделяющую интиму от ме-
дии. У крыс, которым внутривенно вводились СКФБ 
и ИКФБ, отчетливовизуализировалась гипертрофия 
интимы брюшной аорты (рис. 3, а). Пентахромное 
окрашивание на фибрин и все компоненты сосудистой 

Рис. 1. Анализ а) частоты и б) выраженности гипертрофии интимы брюшной аорты крыс после проведения баллонной ангиопластики и одно-
кратного внутривенного введения 0,9% раствора NaCl, сферических кальций-фосфатных бионов (СКФБ) или игольчатых кальций-фосфатных 
бионов (ИКФБ).

Рис. 2. Брюшная аорта крыс после проведения баллонной ангиопластики и однократного внутривенного введения 0,9% раствора NaCl, сфери-
ческих кальций-фосфатных бионов или игольчатых кальций-фосфатных бионов. а) окрашивание гематоксилин-эозином и б) окрашивание али-
зариновым красным (увеличение ×50, вставки в левом нижнем углу – ×200).

а б

б
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ткани (коллаген, эластин, гладкую мышечную ткань и 
основное вещество) по Расселлу-Мовату позволило 
оценить эластическую мембрану и  состояние всех ком-
понентов сосудистой стенки в отдельности (рис. 3, б). 

При сочетанном окрашивании на маркер зрелых 
эндотелиальных клеток CD31 и маркер эндотелиаль-
ных прогениторных клеток CD34 был обнаружен мо-
нослой CD31+CD34- клеток (рис. 4), свидетельствую-
щий о процессе реэндотелизации брюшной аорты крыс 
после ангиопластики и последующего введения био-
нов. Реэндотелизация осуществляется по механизму 
миграции и пролиферации зрелых эндотелиальных 
клеток из неповрежденного эндотелия, а не по меха-
низму адгезии и дифференцировки эндотелиальных 
прогениторных клеток из кровотока. Сочетанное окра-
шивание на CD31 и маркер сосудистых гладкомышеч-
ных клеток α-ГМА выявило значительное количество 
CD31-α-ГМА+ клеток в неоинтиме (рис. 4), что указы-
вает на участие механизма миграции и пролиферации 
гладкомышечных клеток из медии в формировании не-
оинтимы. В свою очередь, сочетанное окрашивание на 
маркер фибробластов виментин и α-ГМА также пока-
зало присутствие в неоинтиме виментин+α-ГМА+ кле-
ток (рис. 4), предположительно образовавшихся в ре-
зультате активации местных фибробластов  и фибро-

бластов мигрировавших из адвентиции. При 
сочетанном окрашивании на маркер экстрацеллюляр-
ного матрикса (коллаген IV типа и α-ГМА) обнаруже-
но в неоинтиме большое количество коллагена IV ти-
па, локализованного в экстрацеллюлярном матриксе 
вокруг клеток мезенхимального ряда (гладкомышеч-
ных клеток и фибробластов), что свидетельствует об 
их синтетической активности (рис. 4).

Измерение уровня провоспалительных молекул мо-
ноцитарного хемоаттрактантного/хемотаксического 
белка-1 (monocyte chemoattractant protein 1, monocyte 
chemotactic protein 1, MCP-1/CCL2) и церулоплазмина 
в сыворотке крови прооперированных крыс методом 
иммуноферментного анализа выявило отсутствие по-
вышения их концентрации при внутривенном введении 
СКФБ и ИКФБ, что показывает отсутствие индукции 
КФБ системного воспалительного ответа (рис. 5).

Целостность и функциональная активность эндо-
телия играют ключевую роль в его устойчивости к ате-
рогенезу [11]. Повреждение эндотелия инициируется 
при сочетании турбулентного кровотока и различных 
факторов сердечно-сосудистого риска (артериальной 
гипертензии, дислипидемии, гипергликемии и систем-
ного воспаления);  происходит инфильтрация интимы 
моноцитами, впоследствии дифференцирующимися в 

Рис. 3. Брюшная аорта крыс после проведения баллонной ангиопластики в контроле и при введении сферических кальций-фосфатных бионов 
или игольчатых кальций-фосфатных бионов. а) окрашивание по Вейгерту-ван-Гизону и б) окрашивание по Расселлу-Мовату (увеличение ×50, 
вставки в левом нижнем углу – ×200).

а

б
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Рис. 4. Иммунофлюоресцентное окрашивание криосрезов брюшной аорты крыс после  баллонной ангиопластики и однократного внутривен-
ного введения 0,9% раствора NaCl, сферических кальций-фосфатных бионов (СКФБ) или игольчатых кальций-фосфатных бионов (ИКФБ). CD31 
– маркер зрелых эндотелиальных клеток, CD34 – маркер эндотелиальных прогениторных клеток, α-гладкомышечный актин (α-ГМА) – маркер 
гладкомышечных клеток, Vim (виментин) – маркер фибробластов, коллаген IV типа – маркер экстрацеллюлярного матрикса, DAPI – ядерный 
краситель 4’,6-диамидино-2-фенилиндол.

Рис. 5. Уровни провоспалительных цитокинов А) моноцитарного хемоаттрактантного/хемотаксического белка-1 (MCP-1/CCL2) и Б) церулоплаз-
мина в сыворотке крови крыс при внутривенном введении сферических кальций-фосфатных бионов (СКФБ) или игольчатых кальций-фосфат-
ных бионов (ИКФБ).

а б
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макрофаги, которые поглощают окисленные липопро-
теины низкой плотности, образуя пенистые клетки [11]. 
В дальнейшем происходит деградация базальной мем-
браны вследствие действия матриксдеградирующих 
ферментов; поврежденный эндотелий и макрофаги син-
тезируют множество хемокинов и факторов роста, ко-
торые индуцируют миграцию гладкомышечных клеток 
из медии и фибробластов из адвентиции в интиму с их 
дальнейшей пролиферацией и постепенным переходом 
на синтетический фенотип, сопровождающийся актив-
ным синтезом белков экстрацеллюлярного матрикса, 
что в конечном счете приводит к образованию неоин-
тимы [11]. Наибольший объем неоинтимы составляют 
белки экстрацеллюлярного матрикса [11]. 

Поскольку КФБ рассматриваются в качестве потен-
циального триггера развития атеросклероза [11], в дан-
ной работе было изучено влияние формы искусственно 
синтезированных КФБ на токсичность для эндотелия 
после предварительного повреждения брюшной аорты 
баллоном во время ангиопластики. Такое повреждение 
аорты в сочетании с внутривенным введением СКФБ и 
ИКФБ приводило к высокой частоте и выраженности 
формирования неоинтимы, в которой было выявлено 
большое количество гладкомышечных клеток, фибро-
бластов и локализованного вокруг них коллагена IV ти-
па, указывающего на активный синтетический фенотип 
этих клеток. Это свидетельствует о характерных для ате-
рогенеза процессах, которые были вызваны экспозици-
ей КФБ, при этом существенных различий в частоте и 
выраженности формирования неоинтимы, а также в ее 
гистоморфологических характеристиках при воздействии 
СКФБ и ИКФБ выявлено не было. 

В ряде работ была показана роль эндотелиальных 
прогениторных клеток в регенерации функционально 
активного эндотелия после повреждения [21, 22]. Дан-
ная популяция клеток циркулирует в крови и способ-
на прикрепляться к поврежденным участкам эндоте-
лия и дифференцироваться в зрелые эндотелиальные 
клетки [21, 22]. В то же время, по наблюдениям других 
авторов, процесс восстановления поврежденного эн-
дотелия осуществляется посредством миграции и про-
лиферации зрелых эндотелиальных клеток с соседних 
участков здорового эндотелия [23, 24]. В нашем иссле-
довании было показано, что процесс реэндотелизации 
брюшной аорты  происходит именно по этому меха-
низму, поскольку методом конфокальной лазерной 
сканирующей микроскопии при эндотелизации нео-
интимы был выявлен монослой зрелых (CD31+CD34-) 
эндотелиальных клеток при полном отсутствии эндо-
телиальных прогениторных (CD31-CD34+) клеток или 
эндотелиальных клеток с переходным фенотипом 
(CD31+CD34+). 

Известно, что циркулирующие в периферической 
крови молекулы системного воспаления также способ-
ствуют нарушению эндотелиального гомеостаза и раз-
витию дисфункции эндотелия [25]. При внутривенном 
введении как СКФБ, так и ИКФБ не было выявлено 
повышения концентраций молекул системного воспа-
ления MCP-1/CCL2 и церулоплазмина в сыворотке 
крови прооперированных крыс, что свидетельствует о 
прямом эндотелиотоксическом действии исследован-
ных типов бионов. 

Таким образом, внутривенное введение КФБ по-
сле повреждения интимы брюшной аорты крыс вызы-
вает развитие гипертрофии интимы, частота и выра-
женность которой не зависит от формы КФБ и кото-
рая характеризуется переходом фенотипа клеток 
мезенхимального ряда (гладкомышечных клеток и фи-
бробластов) с контрактильного/неактивного на актив-
ный синтетический фенотип. При этом эндотелиоток-
сическое действие КФБ обусловлено их непосред-
ственным воздействием на эндотелий, а не развитием 
системного воспаления.
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Сравнительное исследование влияния ингибитора NOS 
T1023 и бевацизумаба на рост и морфологию карциномы 
легких Льюис

Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ НМИЦ радиологии Минздрава России,  
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Цель исследования –  изучение механизмов противоопухолевой активности ингибитора NOS Т1023 и оценка перспек-
тивности его дальнейшей разработки. 
Методика. В качестве опухолевой модели использована эпидермоидная КЛЛ, штамм которой получен из банка опу-
холевых материалов ФГБУ РОНЦ им. Н.Н. Блохина и поддерживался на самцах мышей C57BL6j. КЛЛ трансплантировали 
самцам мышей F1 (CBA´C57BL6j) путем подкожного введения 1,5×106 клеток карциномы в 0,1 мл суспензии на основе 
среды 199 в область латеральной поверхности правого бедра. Для сравнительной оценки противоопухолевой эффек-
тивности использовали ингибитор NOS под шифром Т1023, синтезированный в лаборатории радиационной фармако-
логии МРНЦ им. А.Ф. Цыба, и VEGF-ингибитор бевацизумаб (БВЗ). Животным первой опытной группы ежедневно, со 2 
по 20 сутки вводили соединение Т1023 (60 мг/кг, в/б); второй опытной группы - трижды, на 2, 5 и 10 сут вводили БВЗ (12 
мг/кг, в/б); третьей опытной группы - по этим схемам и в таких же дозах вводили и Т1023, и БВЗ (при комбинированном 
применении Т1023 вводили через 4 ч после введения БВЗ). Контрольным животным в качестве плацебо со 2 по 20 сутки 
вводили 0,9% раствор натрия хлорида (0,2 мл, в/б). Противоопухолевые эффекты оценивали, сравнивая размеры опу-
холевых узлов, длительность задержки роста и индекс торможения роста опухоли у контрольных и опытных животных. 
Гистологические методы исследования включали иммуноокрашивание на PCNA, CD31, пимонидазол и морфометриче-
ский анализ микроскопических изображений.  
Результаты сравнительных исследований показали, что соединение Т1023 и VEGF-ингибитор бевацизумаб (БВЗ) ока-
зывают однонаправленное влияние на карциному легких Льюис (КЛЛ), сопровождающееся торможением роста и пода-
влением метастазирования неоплазии. Воздействие и Т1023, и БВЗ вызывало снижение содержания сосудов в пери-
туморальных зонах и в «горячих точках» ангиогенеза, усиливало гипоксию паренхимы КЛЛ и стимулировало апоптоз 
опухолевых клеток. При комбинированном применении Т1023 и БВЗ их антинеопластическая эффективность в отно-
шении ингибирования ангиогенеза и девитализации опухолевых клеток соответствовала аддитивному действию. 
Заключение. Результаты позволяют предполагать, что основой противоопухолевой активности Т1023 является антиангио-
генное действие и свидетельствуют о перспективности применения ингибиторов NOS в ангиостатической терапии солид-
ных злокачественных новообразований в сочетании с имеющимися антинеоваскулярными средствами.
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COMPARATIVE STUDY OF THE EFFECTS OF NOS INHIBITOR T1023  
AND BEVACIZUMABUM ON GROWTH AND MORPHOLOGY OF LEWIS LUNG CARCINOMA

A.Tsyb Medical Radiological Research Center – branch of FSBI NMRRC of the Ministry of Health of Russia; 4, Korolev st., Obninsk, Kaluga region, 
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The aim. Study of mechanisms of NOS inhibitor T1023 antitumor activity and estimation of its prospects for further development. 
Methods. Epidermoid Lewis lung carcinoma (LLC) from N.N. Blokhin NMRCO bank of tumor materials was used as a tumor model. 
Maintenance of tumor cell culture was provided by intramuscular injection of tumor cells suspension to C57BL6j mice every 14 
days. Then LLC cells were transplanted to male F1 mice (CBA´C57BL6j) by subcutaneous injection of 1,5×106 cells in 0,1 ml of 199 
medium into the lateral surface of the right hip. Comparative studies of antitumor efficacy were carried out using NOS inhibitor 
T1023, synthesized in the laboratory of radiation pharmacology of A.F. Tsyb MRRC, and VEGF inhibitor Bevacizumab (BVZ). Mice 
from the first experimental group were injected intraperitoneally (ip) with compound T1023 at dose 60 mg / kg from day 2 to 20; 
animals from the second experimental group were treated with BVZ at dose 12 mg / kg ip at days 2, 5 and 10; the third experimen-
tal group received T1023 in combination with BVZ according to these schemes and at the same doses (T1023 was administered 
4 hours after administration of BVZ). Mice from the control group received 0,9% sodium chloride solution (0,2 ml, ip) as a placebo 
daily from 2 to 20 days. Antitumor effects were assessed by comparing the tumor size, duration of tumor growth delay and the 
index of tumor growth inhibition in control and experimental groups. Histological examination methods included immunostain-
ing on PCNA, CD31, pimonidazole and morphometric analysis of microscopic images.  Results. Comparative studies have shown 
that compound T1023 and VEGF inhibitor Bevacizumab (BVZ) have unidirectional effects on Lewis lung carcinoma (LLC), accompa-
nied by growth inhibition and suppression of metastasis of neoplasia. The effect of both T1023 and BVZ caused a decrease in vas-
cular content in the peritumoral zones and in the “hot spots” of angiogenesis, increased the hypoxia in the LLC parenchyma, and 
stimulated apoptosis of tumor cells. The combined use of T1023 and BVZ, caused the antineoplastic efficacy against inhibition of 
angiogenesis and devitalization of tumor cells which was estimated as additive effect. Conclusion. The results suggest that the 
basis of antitumor activity of T1023 is the anti-angiogenic effect and indicate the prospects of using NOS inhibitors in the angio-
static therapy of solid malignant neoplasms in combination with available anti-neovascular agents.
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Введение
По современным представлениям, в регуляции не-

опластической васкуляризации способны принимать 
участие многие проангиогенные факторы (VEGF, 
FGF-2, PIGF, PDGF, IL-8, TGFβ, Angs и др.) и эндо-
генные ингибиторы ангиогенеза (TSP-1, ангиостатин, 
эндостатин и др.), которые выделяются опухолевыми 
или стромальными клетками, или мобилизуются из 

внеклеточного матрикса [1, 2]. Такая организация опу-
холевого ангиогенеза предоставляет значительное чис-
ло мишеней для терапии, но, в то же время, множе-
ственность ангиогенных путей расширяет возможно-
сти адаптации неоплазий к ангиостатическим 
воздействиям [3, 4]. Развитие резистентности опухо-
лей наблюдается не только к селективным антиангио-
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генным препаратам. Блокирующие сразу несколько 
ангиогенных рецепторов ингибиторы тирозинкиназы 
также далеко не всегда позволяют достичь значимой 
старвации опухоли и длительной ремиссии [5, 6].

В таких условиях перспективным может быть при-
менение ангиостатических средств, направленных на 
общие участки проангиогенных путей различных фак-
торов. Авторы исследований опухолевого ангиогенеза 
среди множества модуляторов особую роль отводят эн-
догенному оксиду азота [7-9]. Действие большинства 
опухолевых проангиогенных факторов вызывает по-
вышение активности NOS/cGMP-пути в клетках эн-
дотелия, вследствие стимуляции экспрессии и катали-
тической активности eNOS, что инициирует нисходя-
щий каскад процессов, ведущих к снижению тонуса и 
росту проницаемости сосудов, стимуляции пролифе-
рации и миграции клеток эндотелия, обеспечивающих 
формирование новой сосудистой сети. В этой связи 
неспецифическое антинеоваскулярное действие, по 
нашему мнению, можно достичь при подавлении эн-
догенного синтеза NO ингибиторами NOS.

В лаборатории радиационной фармакологии 
МРНЦ им. А.Ф. Цыба в последние годы получен ряд 
оригинальных N,S-замещённых изотиомочевин 
(ИТМ), являющихся конкурентными ингибиторами 
NOS, среди которых выделяется производное Т1023 
(гидробромид 1-изобутаноил-2-изопропил-ИТМ), об-
ладающее селективностью к eNOS и iNOS (ИК50 
nNOS/iNOS/eNOS – 47,5/3,2/5,1 мкмоль)1. В первом 
исследовании противоопухолевой активности этого 
соединения нами было показано, что Т1023 при суб-
хроническом введении в дозе 60 мг/кг (~1/4 ЛД10) вы-
зывает значительное (на 45—75%) торможение роста и 
подавление (на 45—80%) процессов метастазирования 
карциномы лёгких Льюис (КЛЛ), сопровождающееся 
3-кратным повышением индекса апоптоза опухолевых 
клеток [10]. В данной работе, которая выполнена в рам-
ках тем государственного задания МРНЦ им. А.Ф. Цы-
ба за 2015-2017 гг. [11], с целью изучения механизмов 
противоопухолевой активности соединения Т1023 и 
оценки перспективности его дальнейшей разработки 
проведено сравнительное исследование влияния на 
рост, метастазирование и функциональную морфоло-
гию КЛЛ этого ингибитора NOS и VEGF-ингибитора 
бевацизумаба (БВЗ).

Методика 
Лабораторные животные. Исследования проведе-

ны на самцах мышей-гибридов F1 (CBA´C57BL6j) в воз-
расте 1,5-2 мес с массой тела 19-22 г, полученных из 
питомника ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Содер-
жались животные в виварии МРНЦ им. А.Ф. Цыба в 
соответствии с требованиями ГОСТ 33044-2014: в клет-
ках Т-3, в условиях естественного освещения с прину-
дительной 10-кратной вентиляцией, при температуре 
18-20 ºC и относительной влажности воздуха 40-70%, 
на подстиле из простерилизованных древесных стру-
жек, со свободным доступом к питьевой воде и брике-
тированному корму ПК-120-1 (ООО Лабораторснаб, 
РФ). Все работы с животными были выполнены по 
стандартным операционным процедурам, принятым в 
МРНЦ им. А.Ф. Цыба, которые соответствуют прави-
лам Европейской Конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для научных целей.

Опухолевая модель. Использована эпидермоидная 
КЛЛ, штамм которой получен из банка опухолевых ма-
териалов ФГБУ РОНЦ им. Н.Н. Блохина и поддержи-
вался на самцах мышей C57BL6j. Трансплантировали 
КЛЛ самцам мышей F1 (CBA´C57BL6j) путем подкож-
ного введения 1,5×106 клеток карциномы в 0,1 мл су-
спензии на основе среды 199 (ООО Пан-Эко, РФ) в 
область латеральной поверхности правого бедра.

Соединения. Т1023 – водорастворимое, умеренно 
токсичное соединение (ЛД10 и ЛД50 – 260 и 410 мг/кг), 
синтезированное в лаборатории радиационной фар-
макологии МРНЦ; в работе использовали в виде 0,6% 
раствора, изготовленного на основе 0,9% раствора на-
трия хлорида (ОАО Дальхимфарм, РФ). БВЗ – анти-
ангиогенное средство на основе моноклональных ан-
тител к VEGF; в работе использовали в виде 0,12% рас-
твора, изготовленного на основе 0,9% раствора натрия 
хлорида из фармакопейного концентрата (авастин; 
Hoffmann–La Roche, Швейцария).

Экспериментальные группы, схемы воздействий. На 
2-е сут после перевивки КЛЛ 88 мышей-опухоленоси-
телей были распределены в 4 группы – контрольную и 
три опытные, по 22 особи в каждой. Животным пер-
вой опытной группы ежедневно, со 2 по 20 сут вводи-
ли соединение Т1023 (60 мг/кг, в/б); второй опытной 
группы - трижды, на 2, 5 и 10 сут вводили БВЗ (12 мг/
кг, в/б); третьей опытной группы - по этим схемам и в 
таких же дозах вводили и Т1023, и БВЗ (при комбини-
рованном применении Т1023 вводили через 4 ч после 
введения БВЗ). Контрольным животным со 2 по 20 сут-
ки вводили 0,9% раствор натрия хлорида (0,2 мл, в/б).

Оценка противоопухолевых эффектов. С 7-х сут по-
сле перевивки КЛЛ у всех животных каждые 3-4 сут из-

1Проскуряков С.Я., Верховский Ю.Г., Филимонова М.В., Шевчен-
ко Л.И., Мандругин А.А., Трофимова Т.П. и др. Антигипотензивное 
средство. Патент на изобретение RUS 2353614. 06.11.2007. Филимо-
нова М.В., Шевченко Л.И., Макарчук В.М, Шевчук А.С., Южаков 
В.В., Цыб А.Ф. Противоопухолевое средство. Патент на изобрете-
ние RUS 2503450. 19.04.2012.
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меряли калипером максимальный (L) и минимальный 
(W) диаметры опухолей и рассчитывали их объемы в 
приближении V=(L×W2)×(π/6). Влияние на рост КЛЛ 
оценивали по межгрупповым различиям объемов уз-
лов, длительности задержки роста и индексу торможе-
ния роста опухоли (ТРО) [12]. На 21-е сут животных 
выводили из опыта путем цервикальной дислокации 
под эфирным наркозом (ОАО Медхимпром, РФ; 10 об. 
%), извлекали легкие, фиксировали их 24 ч в жидко-
сти Буэна и под микроскопом CX21 (Olympus Corp., 
Япония) проводили подсчет числа лёгочных метаста-
зов. Влияние на метастазирование оценивали по меж-
групповым различиям числа метастазов и индексу ин-
гибирования метастазирования (ИИМ) [12].

Гистологические методы исследования включали 
окрашивание срезов гематоксилином и эозином (рис. 
1, А), иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание: на 
PCNA (рис. 1, Б), CD31 (рис. 1, В) и пимонидазол (рис. 
1, Г), определение митотической активности и апоп-
тотической гибели опухолевых клеток, а также ком-
пьютерный анализ микроскопических изображений.

Для изучения морфологии КЛЛ по 7 мышей из 
каждой группы выводили из опыта на 11-е сут после 
перевивки в экспоненциальной стадии роста опухо-
лей. Опухолевые узлы выделяли под тиопенталовым 
наркозом (ОАО Синтез, РФ; 60 мг/кг, в/б). Ткань опу-
холи фиксировали 24 ч в кислой жидкости Буэна, обе-
звоживали и заливали в «Гистомикс». ИГХ исследова-
ния на серийных срезах проводили методом биотин-
стрептавидин-пероксидазного комплекса с 
использованием моноклональных мышиных антител 
к ядерному антигену пролиферирующих клеток — 
PCNA (PC10, Dako, 1:400) и поликлональных кроли-
чьих антител к маркеру эндотелия — PECAM-1 (CD31, 
M-20-R, Santa Cruz, 1:20) согласно ранее описанным 
нами методам [10].

Для выявления гипоксических клеток в опухоле-
вой ткани использовали набор Hypoxyprobe-1 Omni Kit 
(Hypoxyprobe, Inc.; США), включающий гидрохлорид 
пимонидазола и кроличьи антитела PAb2627AP к бел-
ковым аддуктам пимонидазола. На 11 сутки роста КЛЛ 
всем особям из контрольной и опытных групп за 30 
мин до эвтаназии пимонидазол вводили внутрибрю-
шинно из расчета 60 мг/кг массы тела. Иммуноокра-
шивание пимонидазола выполнено с помощью биоти-
нилированных козьих антител к кроличьим IgG (Sigma, 
1:800) и экстравидин–пероксидазного комплекса 
(Sigma, 1:250). До нанесения антител к пимонидазолу 
депарафинированные срезы, погруженные в восста-
навливающий раствор (Dako, S1699), прогревали в ми-
кроволновой печи (15 мин, 180 Вт). В растворе первых 
антител препараты инкубировали в течение 90 мин при 

комнатной температуре. На всех этапах ИГХ в промы-
вочный буфер добавляли 0,2% Brij 35.

Субстратную пероксидазу выявляли с использова-
нием диаминобензидина (Liquid DAB+, Dako). При 
необходимости ядра клеток докрашивали гематокси-
лином.

Гистологические препараты изучали в микроско-
пе Leica DM 1000 с микрофотосъемкой на цифровую 
камеру Leica ICC50 HD. Интегральные показатели, 
включающие объемное содержание паренхимы с ре-
акцией ядер опухолевых клеток на PCNA, гипоксиче-
ских клеток в паренхиме и зон некроза, а также коли-
чественные характеристики сосудов рассчитывали с 
помощью системы компьютерного анализа микроско-
пических изображений с применением программы 
AnalySIS 5.0 (Soft Imaging System GmbH, Германия). 
Ангиоархитектуру КЛЛ при иммуноокрашивании на 
CD31 оценивали согласно принципам, описанным в 
работах [13, 14], в перитуморальной области и в «горя-
чих точках» (“hot spots”), представляющих зоны солид-
ного строения паренхимы опухоли, содержащие наи-
большее количество капилляров и мелких венул. Пе-
ритуморальная область включала периферический 
край опухолей и окружающую их соединительную 
ткань. Количественную плотность опухолевых клеток 
по числу сечений их ядер на 1 мм2 площади среза (кле-
точность), митотический индекс и индекс апоптоза в 
зонах роста опухолевых узлов определяли по стандарт-
ной методике при иммерсионном увеличении микро-
скопа при подсчете не менее 3000 ядер клеток [15].

Статистическая обработка. Значимость межгруп-
повых различий оценивали путем рангового дисперси-
онного анализа Краскела-Уоллиса с применением кри-
териев множественного сравнения Даннета и Данна.

Результаты и обсуждение 
Анализ динамики роста КЛЛ показал, что при всех 

вариантах воздействия Т1023 и БВЗ отмечалось сходное 
влияние на развитие карциномы, проявлявшееся ста-
тистически значимым в течение всего срока наблюде-
ния противоопухолевым эффектом (табл. 1). При раз-
дельном воздействии Т1023 и БВЗ наблюдалась началь-
ная задержка роста опухолевых узлов на 2-2,3 сут, и в 
дальнейшем торможение роста КЛЛ сохранялось на ста-
бильном уровне: индекс ТРО находился в пределах 45-
60% для БВЗ, и в пределах 50-65% для Т1023. Хотя меж-
ду опытными группами статистически значимых разли-
чий в динамике роста КЛЛ не наблюдалось, у мышей с 
комбинированным применением Т1023 и БВЗ в иссле-
дованном периоде отмечалась устойчивая тенденция (p 
= 0,07-0,11) к усилению противоопухолевого эффекта. 
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Таблица 1

Влияние соединения Т1023 и бевацизумаба на динамику роста КЛЛ

Время, 
сутки

Средний объём опухоли (V), см3 (M±SD); Индекс ТРО, %
Контроль 

V
Т1023 БВЗ Т1023 + БВЗ

V ТРО V ТРО V ТРО
7 0,14±0,05 0,06±0,03 1 57 0,07±0,03 1 52 0,05±0,02 1 64
10 0,41±0,13 0,18±0,09 1 64 0,20±0,10 1 58 0,13±0,08 1 74
14 1,46±0,34 0,63±0,27 1 57 0,72±0,26 1 51 0,46±0,23 1 68
17 2,53±0,49 1,12±0,37 1 56 1,29±0,41 1 49 0,94±0,30 1 63
21 4,63±0,71 2,29±0,58 1 51 2,53±0,64 1 45 1,92±0,61 1 59

Примечание. Здесь и в табл. 2: 1 – статистически значимое различие (p < 0,05) по критерию Даннета с контрольной группой (в группах n = 15).
Таблица 2 

 Влияние соединения Т1023 и бевацизумаба на метастазирование КЛЛ

Показатель Среднее число метастазов на 21 сутки (M±SD); ИИМ, %
Контроль Т1023 БВЗ Т1023 + БВЗ

Крупные метастазы 0,9±0,6 0,8±0,5 0,5±0,4 0,4±0,3
Малые метастазы 24,8±4,7 12,8±4,3 1 10,3±4,2 1 8,9±3,6 1

Все метастазы 25,8±5,0 13,6±4,5 1 10,8±4,4 1 9,3±3,7 1

ИИМ - 47 60 64

Рис. 1. Гистология карциномы легких Льюис в контроле на 11 сутки после трансплантации. А – окрашивание гематоксилином и эозином, м – ми-
тозы, стрелкой показан апоптоз опухолевой клетки; Б — иммуногистохимическая реакция ядер клеток с антителами к PCNA; В - иммуноокра-
шивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в зоне роста опухоли; Г – иммуногистохимическая реакция гипоксических опухолевых клеток 
с антителами к аддуктам пимонидазола, Нек – некроз опухоли. Увеличение: ×625 (А); ×250 (Б—Г).

А

В

Б

Г
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Рис. 2. Морфофункциональные характеристики карциномы лёгких Льюис на 11 сутки после перевивки в контроле, при раздельном и комби-
нированном воздействии соединения Т1023 и бевацизумаба. А—Г – серийные срезы; А – окрашивание гематоксилином и эозином (×8); Б — 
иммуноокрашивание на PCNA (×8); В — иммуноокрашивание на пимонидазол, ядра клеток докрашены гематоксилином (×8); Г, Д — иммуноо-
крашивание на CD31 в перитуморальной зоне (Г) и «горячих точках» паренхимы (Д) (×64).
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В этом случае начальная задержка роста опухолевых уз-
лов увеличилась до 3,2 сут, и в дальнейшем индекс ТРО 
находился на уровне 60—75%.

Аналогичная картина наблюдалась и по антимета-
статическому действию – при всех вариантах воздей-
ствий число легочных метастазов на 21 сут роста КЛЛ 
снижалось статистически достоверно в 1,9-2,4 раза 
(табл. 2), и в группе, получавшей сочетанное воздей-
ствие, также присутствовала тенденция (p = 0,08) к уси-
лению эффекта.

По данным гистологических исследований, у кон-
трольных мышей опухолевые узлы на 11-е сут роста 
имели солидный тип строения (рис. 1, А). В централь-
ных и периферических отделах опухолей располага-
лись узкие оксифильные поля спонтанного некроза, 
представленные клеточным детритом (рис. 2, А). В 
участках солидного строения паренхима была пред-
ставлена полями плотно упакованных опухолевых кле-
ток. В полях зрения наблюдались относительно мно-
гочисленные фигуры митоза и единичные клетки, по-
гибающие путем апоптоза. В периферических зонах 
роста опухолевые клетки вытянутой или неправиль-
ной формы были диссоциированы друг от друга. Зоны 
инвазии КЛЛ в здоровую ткань формировались отдель-
ными клетками или их скоплениями в виде тяжей, 
между которыми располагались врастающие в парен-
химу кровеносные сосуды.

Жизнеспособная паренхима КЛЛ с пролифериру-
ющими опухолевыми клетками отчетливо контуриро-
валась при ИГХ окрашивании на PCNA (рис. 1, Б; 2, 
Б). Клетки карциномы с интенсивной окраской ядер 
на этот циклин располагались, преимущественно, в 
локусах инвазивного роста и по периферии узлов, кон-
центрируясь вокруг сосудов. Сосуды, врастающие в па-
ренхиму КЛЛ, выстланы уплощенным эндотелием с 
реакцией их ядер на PCNA.

ИГХ окрашивание на пимонидазол носило зональ-
ный характер. Судя по интенсивности положительной 
реакции, опухолевые клетки в состоянии глубокой ги-
поксии (pО2 < 10 мм Hg) располагались преимуще-
ственно на границе с некрозом в виде узких перине-
кротических ободков шириной 20-50 мкм (рис. 1, Г; 2, 
В). Реакция на маркер гипоксии не определялась в об-
ласти некроза и практически отсутствовала в участках 
высокой пролиферативной активности опухолевых 
клеток.

При иммуноокрашивании срезов на CD31 опреде-
лялась характерная неоднородность распределения в 
КЛЛ кровеносных сосудов. Так, относительно васку-
ляризированы зоны паренхимы, прилегающие к под-
кожной клетчатке. В перитуморальной зоне микроцир-
куляторное русло было представлено многочисленны-
ми тонкостенными сосудами (рис. 1, В; 2, Г). От венул, 
расположенных в здоровых тканях, ответвлялись ко-
роткие капиллярные петли, врастающие в паренхиму 
опухоли. Сосуды, расположенные в толще солидной 
зоны паренхимы (рис. 2, Д), местами расширены, вы-
стланы уплощенным или умеренно набухшим эндоте-
лием.

Соединение Т1023 и БВЗ при их раздельном при-
менении оказывали однонаправленное действие на 
КЛЛ, и к 11 суткам роста вызывало сходные измене-
ния в паренхиме неоплазии. Наблюдалось статистиче-
ски значимое снижение (в 1,4—1,6 раза) объема опу-
холей (табл. 3). На обзорных препаратах гистологиче-
ский рисунок опухолевых узлов выглядел без 
существенных изменений. Однако обращало на себя 
внимание увеличение содержания в периферических 
участках опухолей, особенно со стороны подкожной 
клетчатки, разветвлённых прослоек некроза (рис. 2, А), 
окружённых ободками гипоксических клеток (рис. 2, 
В). Нередко в этих зонах визуально снижалась интен-

Таблица 3 

 Морфометрические показатели тканей КЛЛ на 11-е сут роста в контроле и при воздействии соединения Т1023 и бевацизумаба (M±SD)

Показатель Контроль Т1023 БВЗ Т1023 + БВЗ
Объем опухолей, см3 0,25±0,05 0,16±0,05 1 0,18±0,04 1 0,15±0,07 1

Объемное содержание зон некроза, % 18,0±3,9 19,2±8,6 14,1±6,0 19,8±7,2
Объемное содержание паренхимы (окраска на PCNA), % 68,1±7,4 65,9±6,9 67,2±4,9 64,0±9,2
Фракция гипоксических клеток в паренхиме, % 11,7±3,3 14,7±6,1 17,3±4,0 1 23,7±6,6 1,2,3

Количественная плотность опухолевых клеток, 103/мм2 5,89±0,12 5,68±0,20 6,05±0,25 5,42±0,33 1,3

Митотический индекс, % 1,66±0,25 1,70±0,08 1,46±0,07 1,59±0,26
Индекс апоптоза, % 0,44±0,08 0,76±0,10 1 0,78±0,20 1 0,93±0,08 1,2,3

Примечание. Здесь и в табл. 4: статистически достоверное различие (p < 0,05) по критерию Данна: 1 – с контрольной группой;  2 – с груп-
пой, получавшей Т1023;  3 – с группой, получавшей БВЗ (в группах n = 7).
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сивность иммуноокрашивания паренхимы на PCNA 
(рис. 2, Б).

При микроскопическом исследовании наблюда-
лись усиление полиморфизма ангиоархитектоники 
КЛЛ, отёк и дистрофические изменения в паренхиме, 
которые сопровождались цитолитической деструкци-
ей и усилением апоптотической гибели опухолевых 
клеток. Отмечалось слущивание эндотелия в крупных 
сосудах с плазматическим пропитыванием их стенок. 
Иногда выявлялись плазморрагия и микрокровоизли-
яния. На препаратах, окрашенных гематоксилином и 
эозином, ядра эндотелия сосудов выглядели уплощён-
ными и гиперхромными, некоторые из них были пик-
нотичными. Появлялись морфологические признаки 
усиления гипоксии паренхимы опухолей с характер-
ным уменьшением в этих зонах размеров опухолевых 
клеток и снижением интенсивности иммуноокраши-
вания их ядер на PCNA. Реже, чем в контроле, выяв-
лялись и PCNA-положительные ядра эндотелиальных 
клеток. При окрашивании на CD31 визуально выяв-
лялось снижение содержания сосудов в перитумораль-
ной зоне (рис. 2, Г) и в зонах солидного строения па-
ренхимы, где большая часть капилляров имела щеле-
видную форму (рис. 2, Д).

По данным морфометрии (табл. 3, 4), наиболее вы-
раженное снижение содержания сосудов под влияни-
ем Т1023 и БВЗ наблюдалось в «горячих точках» опу-
холевой ткани (в 1,3-1,5 раза), что коррелировало с уве-
личением фракции гипоксических клеток в паренхиме 
(в 1,3-1,5 раза) и ростом гибели опухолевых клеток пу-
тем апоптоза (в 1,8 раза).

Сходство морфофункциональных изменений в 
КЛЛ, развивающихся при воздействии ингибитора 
NOS и VEGF-ингибитора, позволяет предполагать, что 
основой противоопухолевых эффектов соединения 
Т1023 является антиангиогенное действие. Это согла-
суется с результатами ряда работ, в которых показано, 
что некоторые известные ингибиторы NOS (L-NM-
MA, L-NAME, аминогуанидин, кавтратин, 1400W) так-

же вызывают нарушения васкуляризации и торможе-
ние роста экспериментальных неоплазий [16-19].

Различие молекулярных мишеней, через которые 
Т1023 и БВЗ реализуют свое действие, потенциально 
создает возможности для усиления ангиостатического 
влияния при их сочетанном применении. И, если по 
влиянию на рост и метастазирование КЛЛ такое взаи-
модействие Т1023 и БВЗ оставалось в пределах стати-
стической тенденции (табл. 1, 2), то при гистологиче-
ских исследованиях оно проявилось более отчетливо. 
В опухолях животных, получавших комбинированное 
воздействие, к 11 сут роста развивались аналогичные 
морфологические изменения, как и при раздельном 
воздействии этих соединений, но с более выраженным 
снижением содержания кровеносных сосудов в опухо-
левых узлах, усилением гипоксии паренхимы и апоп-
тотической девитализации клеток карциномы.

В некоторых опухолевых узлах отмечалось расши-
рение зон центрального некроза, которые в отдельных 
местах захватывали значительную часть неопластиче-
ской ткани. Периферические очаги некроза с локаль-
ными кровоизлияниями также выглядели более об-
ширными и разветвленными (рис. 2, А). Визуально сни-
жалась интенсивность иммуноокрашивания на PCNA 
(рис. 2, Б). Наряду с перинекротическими ободками 
гипоксических клеток в зонах солидного строения па-
ренхимы появлялись многочисленные диффузные оча-
ги с неравномерной интенсивностью окрашивания 
опухолевых клеток на маркер гипоксии (рис. 2, В). При 
окрашивании на CD31 отчетливо выявлялось сниже-
ние количества сосудов в перитуморальной зоне (рис. 
2, Г) и капилляров в «горячих точках» паренхимы (рис. 
2,Д). По данным морфометрии (табл. 3, 4), при комби-
нированном воздействии объемное содержание сосу-
дов в перитуморальной зоне снизилось относительно 
контроля в 1,4 раза, а в «горячих точках» паренхимы – 
в 1,6 раза, что сопровождалось увеличением фракции 
гипоксических клеток и усилением апоптотической 
гибели опухолевых клеток в 2 раза. Эти количествен-

Таблица 4 

Морфометрические показатели сосудистой сети КЛЛ на 11-е сут роста в контроле и при воздействии соединения Т1023 и бевацизу-
маба (M±SD)

Показатель Локализация Контроль Т1023 БВЗ Т1023 + БВЗ
Объемное содержание сосудов, % Перитумор. обл.

Горячие точки
4,6±1,6
2,8±0,6

4,1±0,5
2,1±0,3 1

3,7±0,5
1,9±0,3 1

3,2±0,5 1

1,7±0,3 1

Количественная плотность сосудов, /мм2 Перитумор. обл.
Горячие точки

105±14
170±54

111±17
125±9 1

96±21
139±49

93±13
114±25 1

Средняя площадь сечения сосудов, мкм2 Перитумор. обл.
Горячие точки

488±130
195±57

352±93
148±21

439±151
155±21

430±69
157±42
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ные характеристики были близки к уровню аддитив-
ного действия Т1023 и БВЗ.

Заключение 
Полученные данные свидетельствуют, что ингиби-

тор NOS Т1023 и бевацизумаб оказывают однонаправ-
ленное противоопухолевое действие на КЛЛ, сопро-
вождающееся торможением роста и подавлением ме-
тастазирования неоплазии. Согласно результатам 
количественного анализа, при комбинированном при-
менении их антинеопластическая эффективность бы-
ла близка к уровню аддитивного действия Т1023 и БВЗ. 
Эти результаты позволяют предполагать, что основой 
противоопухолевой активности соединения Т1023 яв-
ляется антиангиогенное действие и свидетельствуют о 
перспективности применения ингибиторов NOS в 
комбинированной ангиостатической терапии солид-
ных злокачественных опухолей в сочетании с имею-
щимися антинеоваскулярными средствами.
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Роль рецепторов к окситоцину и вазопрессину  
в патогенезе тазовой боли,  
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Механизмы, лежащие в основе развития аденомиоз-ассоциированной тазовой боли, на сегодняшний день до конца не 
раскрыты. Необходим комплексный подход к решению этой проблемы для разработки наиболее эффективных методов 
диагностики и персонифицированной терапии. 
Цель исследования – изучить роль рецепторов к окситоцину и вазопрессину в патогенезе тазовой боли при аденомиозе. 
Методика. Изучено 30 образцов ткани после после гистерэктомий у женщин с диффузным аденомиозом ІІ-ІІІ степени, 
сопровождающимся болевым синдромом выраженной степени тяжести, и  не получавших ранее гормональную терапию. 
Группа морфологического контроля — 30 биоптатов женщин с аденомиозом, без болевого синдрома, прооперирован-
ных по поводу аномальных маточных кровотечений. Эти пациентки также не получали гормональную терапию. Образцы, 
включавшие эндометрий и миометрий, подвергали стандартным гистологическим процедурам, готовили парафиновые 
срезы (5 мкм). Общую морфологическую оценку проводили при окраске срезов гематоксилином и эозином. Визуализацию 
клеток осуществляли после иммуногистохимического окрашивания с использованием моноклональных антител к рецеп-
торам окситоцина и поликлональные антитела к рецепторам вазопрессина. 
Результаты. По данным морфометрического анализа эпителиальной выстилки эндометриоидных гетеротопий статистиче-
ски значимых различий в высоте клеток железистого эпителия, диаметре желез и их плотности на единицу площади между 
исследуемыми группами не установлено. Суммарная плотность иммунологически маркированных  рецепторов к оксито-
цину в очагах аденомиотического поражения составила 73.7±1.8%, в группе морфологического контроля — 35.2±1.4%. В 
цитоплазме гладкомышечных клеток всех слоев миометрия и сосудов обнаруживали умеренную (2 балла), местами выра-
женную (3 балла) иммуногистохимическую реакцию к рецепторам вазопрессина – 88,4±2.3%. В группе морфологического 
контроля в цитоплазме гладкомышечных клеток  всех слоев миометрия и сосудов также отмечалась умеренная иммуноги-
стохимическая реакция  к рецепторам вазопрессина – 43,2±1.8%. Изменение плотности рецепторов к окситоцину и вазо-
пресину статистически значимы (p <0.05). 
Зключение. Патогенетически обоснованным механизмом тазовой боли у женщин с диффузным аденомиозом является 
изменение рецепторной чувствительности тканей миометрия к действию окситоцина и вазопрессина, что может прояв-
ляться спонтанными дисперистальтическими сокращениями миометрия спазматического характера.
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Pathogenetic mechanisms underlying the development of adenomyosis-associated pelvic pain are currently not fully understood 
and require a comprehensive approach in their analysis to determine the most effective diagnosis and individualized therapy. 
Objective. To expand the understanding of the pathogenesis of pelvic pain associated with adenomyosis. 
Methods. The study evaluated 30 (n = 30) biopsy samples obtained after hysterectomy from women with grade II-III diffuse ade-
nomyosis accompanied by severe painful syndrome who received no hormonal therapy. The morphological comparison group 
consisted of 30 (n = 30) biopsy samples obtained from women with painless adenomyosis operated for abnormal uterine bleeding 
who did not receive any hormone therapy either. After hysterectomy, fragments of the uterine wall including the endometrium and 
myometrium were subjected to standard histological procedures with preparation of 5-μm paraffin sections. For general morpho-
logical assessment the sections were stained with hematoxylin and eosin. Nerve fibers were visualized using immunohistochem-
ical (IHC) staining with monoclonal antibodies (Abcam, UK) to oxytocin receptors (OTR) (Anti-Oxytocin Receptor antibody, Clone 
ab217212, 1: 300) and polyclonal antibodies to vasopressin receptors (V1aR) (Anti-AVPR1A / V1aR antibody, Clone ab140492, 1: 200).
Statistical analysis was performed using the SPSS 7.5 for Windows statistical software package (IBM Analytics, USA). In the absence 
of normal distribution, the non-parametric Wilcoxon test (Statistical Methods for Research Workers) was used with a significance 
level at p <0.05. 
Results. The morphometric analysis of the epithelial lining of endometrioid heterotopies did not show any significant differences 
in the height of glandular epithelium cells, gland diameter, and their density per unit area in groups 1 and 2 (p>0.05). The total 
density of OTR immunological labeling in foci of the adenomyotic lesion was 73.7 ± 1.8% vs. 35.2 ± 1.4% in the morphological 
control group (p <0.05), which indicated a significant effect of oxytocin as a ureterotonic (uterotonic?) peptide enhancing non-
peristaltic contractions of the myometrium and local vasoconstriction in adenomyosis. In the cytoplasm of smooth muscle cells 
(SMC) of all myometrium layers and blood vessels, a moderate (score 2), sometimes pronounced (score 3) IHC response to V1aR 
(88.4 ± 2.3%) was found. In contrast, in the morphological control group, a moderate (score 2) IHC response to V1aR (43.2 ± 1.8%, 
p <0.05) was observed in SMC cytoplasm in all layers of the myometrium and blood vessels. 
Conclusions: As distinct from painless diffuse adenomyosis, the pathogenesis of adenomyosis-associated pelvic pain is based on 
increased activities of the ureterotonic (uterotonic?) factors, oxytocin (OTR, 2.5 times – 92.2 ± 2.1% vs. 36.3 ± 2.4%, p <0.05) and 
vasopressin (V1aR, 2.05 times – 88.4 ± 2.3% vs. 43.2 ± 1.8%, p <0.05) in the myometrium, which induces spontaneous, nonperi-
staltic contractions of spastic myometrium associated with increased expression of their receptors in the pattern under study. 
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Введение
Механизмы, лежащие в основе развития аденоми-

оз-ассоциированной тазовой боли (ТБ), на сегодняш-
ний день до конца не раскрыты и требуют комплекс-
ного подхода к решению этой проблемы для разработ-
ки наиболее эффективных методов диагностики и 
персонифицированной терапии. 

Согласно нашим данным, внесшим вклад в разви-
тие современной концепции формирования и перси-
стирования ТБ, выделен ряд ключевых факторов, ука-
зывающих на нейроиммунную обусловленность ТБ 
при эндометриозе вообще, и при аденомиозе в частно-
сти [1, 2]. Доказано, что нейрональный компонент ТБ 
связан с повышением плотности нервных волокон не-
посредственно в области эндометриоидного пораже-
ния ткани. Установлено, что расширение иннерваци-
онного поля в миометрии за счет формирования гете-
ротопических эндометриоидных очагов у женщин с 
аденомиозом сопровождается клинически выражен-
ным синдромом ТБ [3, 4]. 

Среди наиболее перспективных маркеров, измене-
ние экспрессии которых указывает на появление па-
тологического нейрогенеза, следует выделить фактор 
роста нервов (ФРН), который является одной из веду-
щих нейротрофических субстанций, участвующих в 
регуляции роста и гомеостаза нервной ткани путем ак-
тивации пролиферации глиальных клеток, роста и уве-
личения числа нервных волокон. На уровне перифе-
рической сенсорной чувствительности доказано уча-
стие ФРН в формировании локальной гиперчув- 
ствительности с увеличением плотности нервных во-
локон и повышением секреции провоспалительных 
факторов [5—8]. Однако в случае аденомиоза терми-
нальным патофизиологическим субстратом в развитии 
ТБ выступают спастические сокращения миометрия, 
возникающие на фоне уже развившейся и/или про-
грессирующей локальной гипералгезии, сопряженной 
с очагами гетеротопий эндометрия. Именно в этой свя-
зи выделяют ряд биологически активных триггеров, 
которые, вероятно, обуславливают не только интенси-
фикацию местного роста нервных волокон, но и могут 
способствовать прямому или опосредованному повы-
шению спонтанной контрактильности гладких мио-
цитов миометрия, и лежать в основе болевой перцеп-
ции при аденомиозе [9].

Из числа секретируемых нейрональных маркеров 
необходимо обозначить вазопрессин и окситоцин, ко-
торые являются ключевыми факторами, регулирую-
щими маточную контрактильность. Следует отметить, 
что вазопрессин и окситоцин напрямую стимулируют 
сокращение гладкомышечных клеток (ГМК) миоме-

трия и его сосудистого русла, связываясь с одноимен-
ными рецепторами – рецептором к вазопрессину 
(Vasopressin-1a Receptor,V1aR) и рецептором к оксито-
цину (Oxytocin Receptor ,OTR). Роль окситоцина и ва-
зопрессина в развитии ТБ подтверждается отмечен-
ным терапевтическим эффектом антагонистов однои-
менных рецепторов. Результатами исследований было 
установлено, что повышение плотности рецепторов к 
окситоцину и вазопрессину (V1aR и OTR) в миометрии 
положительно коррелирует с амплитудой маточных со-
кращений и может приводить к появлению патологи-
ческих и дискоординированных спазмов миометрия, 
сопровождающихся выраженной дисменореей и сни-
жением фертильности у женщин репродуктивного воз-
раста [10—12]. 

Непрямое стимулирование спастического сокра-
щения миометрия может быть обусловлено действием 
воспалительных и провоспалительных цитокинов (суб-
станция Р, кальцитонин ген-родственный пептид и 
др.), выступающих в роли нейротрансмиттеров, ока-
зывающих опосредованное влияние на сокращение 
ГМК и способных увеличивать чувствительность но-
цицептивных нейронов путем изменения экспрессии 
ионных каналов на нервных окончаниях, что в сово-
купности приводит к развитию локальной гипералге-
зии с формированием ТБ [9]. 

Однако количество и разнонаправленность дей-
ствия биогенных аминов, цитокинов и иных биологи-
чески активных пептидов, продуцируемых в эутопи-
ческом эндометрии и участках эндометриоидных гете-
ротопий, вызывает закономерные сложности в 
обоснованной оценки влияния тех или  иных факто-
ров на развитие ТБ при аденомиозе.

Цель исследования – изучить роль рецепторов к ок-
ситоцину и вазопрессину в патогенезе тазовой боли 
при аденомиозе.

Методика 
Настоящее когортное, проспективное, сравни-

тельное морфологическое исследование проведено в 
период 01.09.2016 – 01.07.2018 гг. на базе кафедры 
акушерства и гинекологии с курсом перинатологии 
Российского университета дружбы народов в рамках 
основной научно-исследовательской деятельности — 
«Репродуктивное здоровье населения Московского 
мегаполиса и пути его улучшения в современных эко-
логических и социально-экономических условиях». 
Исследование выполнено в соответствии с этически-
ми нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменно-
го добровольного информированного согласия всех 
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пациентов.  Работа одобрена этическим комитетом 
университета.

Изучены 60 образцов ткани матки после гистерэк-
томии у женщин, страдающих аденомиозом (МКБ-10: 
эндометриоз матки (аденомиоз) N80.0). Дизайн иссле-
дования предполагал разделение пациенток исследуе-
мой когорты с морфологически верифицированным 
диагнозом «аденомиоз» на 2 группы. I-ю группу (ос-
новная, n=30) – составили пациентки с ТБ выражен-
ной интенсивности, обусловленной диффузным аде-
номиозом II – III степени, не получавших ранее гор-
мональную терапию. II-ю группу – женщины с 
диффузным аденомиозом II – III степени без болево-
го синдрома, прооперированные по поводу аномаль-
ных маточных кровотечений, также не получавших ра-
нее гормональную терапию. 

Диффузная форма аденомиоза до операции была 
верифицирована на основании сонографического и 
магнитно-резонансно томографического исследова-
ния. В дальнейшем диагноз был подтвержден морфо-
логически. Для объективизации тазовой боли и опре-
деления её интенсивности использовали визуальную 
аналоговую шкалу (ВАШ).

Критерии включения: верифицированный диагноз 
эндометриоз матки – аденомиоз (N80.0 согласно клас-
сификации МКБ-10), морфологически подтвержден-
ный диагноз, диффузная форма, наличие или отсут-
ствие тазовой боли (N94.8 согласно классификации 
МКБ-10).

Критерии исключения: наличие в анамнезе сопут-
ствующих гинекологических заболеваний воспалитель-
ной и невоспалительной этиологии, сопровождающих-
ся синдромом ТБ: варикозная болезнь, системные за-
болевания, спаечная болезнь, интерстициальный 
цистит, миофасциальный болевой синдром, синдром 
раздраженного кишечника, наличие ТБ, обусловлен-
ной неврологическими расстройствами, психогенная 
боль.

Материалом для исследования служили образцы тка-
ни после гистерэктомии. Проводили морфологическое, 
иммуногистохимическое (ИГХ) исследование и  стандар-
тизованную компьютерную морфометрию. Образцы, 
включавшие эндометрий и миометрий, подвергали стан-
дартным гистологическим процедурам, готовили пара-
финовые срезы (5 мкм). Общую морфологическую оцен-
ку проводили при окраске срезов гематоксилином и эо-
зином. Визуализацию структур осуществляли после 
иммуногистохимического окрашивания.

Парафиновые срезы для ИГХ исследования поме-
щали на специальные адгезивные предметные стёкла 
Super Frost Plus («Mаinzel Glаser», Polylisine, Германия), 
и использовали их для ИГХ. 

Иммуногистохимическое исследование проводили 
по стандартному протоколу в автоматическом режиме 
на иммуногистостейнере Bond-Max («Leica», Герма-
ния). В качестве первичных антител использовали мо-
ноклональные мышиные антитела («Abcam», Велико-
британия) к рецептору окситоцина OTR (Anti-Oxyto-
cin Receptor antibody, Clone ab217212, 1:300) и 
поликлональные к рецептору вазопрессина V1aR (An-
ti-AVPR1A / V1aR antibody, Clone ab140492, 1:200), вто-
ричные антитела – универсальные «Cell Marque» 
(США). Для каждого маркёра выполняли контрольные 
исследования с целью исключения псевдопозитивных 
и псевдонегативных результатов. Ядра клеток докра-
шивали гематоксилином Майера. 

Полуколичественный метод предусматривал оцен-
ку результатов иммуногистохимических реакций с под-
счетом количества иммунопозитивных клеток в про-
центах от общего количества клеток в 10 случайно вы-
бранных полях зрения ( увеличение ×400). Интен- 
сивность ИГХ оценивали качественно: «–» – отсут-
ствие, «+» – слабая (5–25% клеток, 1 балл), «++» – 
умеренная (25 – 50% клеток, 2 балла), «+++» – выра-
женная (≥51% клеток, 3 балла). Визуализацию мате-
риала выполняли на светооптическом микроскопе 
«Leica DM4500» (Leica Microsystems, Германия), со-
вмещённом с видеокамерой «Leica» (Германия) и штат-
ным программным обеспечением.

Компьютерную морфометрию для оценки резуль-
татов иммуногистохимической реакции и определе-
ния площади позитивно окрашенных объектов в по-
ле зрения осуществляли при помощи компьютерной 
системы анализа изображения с открытым кодом 
Image J 1.51. Для этого проводили микрофотосъем-
ку 10 случайно отобранных полей зрения при увели-
чении ×200 на микропрепаратах после выполненной 
ИГХ реакции с соответствующими первичными ан-
тителами. Далее полученное изображение автомати-
чески подвергали нормализации и переводили из ре-
жима цветного 24-х-битного изображения (RGB) в 
режим 256 градаций серого (gray scale), выполняли 
бинаризацию объектов с заданным уровнем чувстви-
тельности. При обработке микрофотографий систе-
мой анализа изображений отсекались бинарные объ-
екты с уровнем яркости >150 и выполнялось опре-
деление суммарной площади позитивно окрашенных 
объектов от общей площади микрофотографий (в %). 

Полученные в результате подсчета данные стати-
стически обрабатывали с использованием компьютер-
ной программы SPSS 7.5 for Windows statistical software 
package (IBM Analytics, США). При этом определяли ва-
риационные ряды, выборочное среднее, стандартную 
ошибку выборочного среднего (SEM) и вероятность раз-
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личия. Оценивали соответствие/несоответствие полу-
ченных результатов нормальному распределению с при-
менением критерия Колмагорова–Смирнова. При ста-
тистической обработке для оценки статистической 
значимости различий средних значений между группа-
ми использовались следующие непараметрические кри-
терии: U-критерий Манна-Уитни и Н-критерий Кра-
скела-Уоллиса. 

Результаты и обсуждение
Результаты общего морфологического исследова-

ния показали наличие во всех образцах эндометрия ма-
точных желез в фазах пролиферации менструального 
цикла с неровным контуром на фоне неоднородного 
распределения железистых структур и эндометриаль-
ной стромы (рис. 1).

Соединительная эндометриально-миометральная 
зона не имела четких границ и признаков демаркации. 
Базальный слой эутопического эндометрия на всем про-
тяжении в значительной степени погружался  в подле-
жащий субмукозный, местами отмечалась  инвазия в 
средний и субсерозный слои миометрия с формирова-
нием неравномерных участков пролапса маточных же-
лез в миометрий и образованием очагов эктопической 
локализации эндометриоидной ткани, содержащей же-
лезы и эндометриальную строму (рис. 2).

Во всех слоях в толще миометрия обнаруживались 
отдельные очаги эндометриоидных гетеротопий пре-

имущественно смешанной морфофункциональной 
формы с умеренными пролиферативными изменени-
ями эпителия желез и цитогенной стромы. Наблюда-
лись единично расположенные, окруженные плотной 
эндометриальной стромой маточные железы различ-
ной формы и железы, с высоким индексом васкуляри-
зации без признаков атипии клеточного состава, отме-
чалась также выраженная перифокальная гиперплазия 
миоцитов. В строме очагов аденомиоза также выявля-
лись отдельные участки гиперплазии ГМК, окружен-
ные тонкостенными сосудами (рис. 3).

 По данным морфометрического анализа эпители-
альной выстилки эндометриоидных гетеротопий ста-
тистически значимых различий между группами в вы-
соте клеток железистого эпителия, диаметре желез и 
их плотности на единицу площади не установлено 
(табл. 1).

При иммуногистохимическом исследовании уста-
новлено, что в цитоплазме ГМК всех слоев миометрия 
определяется умеренная (2 балла) иммунопозитивная 
реакция с антителами к рецептору окситоцина (OTR). 
В то же время в гладких миоцитах, окружающих участ-
ки аденомиотического поражения, обнаруживалась бо-
лее интенсивная (3 балла) ИГХ реакция. Согласно ре-
зультатам морфометрического анализа диффузная 
плотность иммуногистохимического маркирования ре-
цепторов OTR в миометральных ГМК составила 
92.2±2.1%, (р<0.05) (рис. 4, а). Значимых изменений 
интенсивности иммуномечения рецептора OTR в ми-

Таблица 1

 Морфометрический анализ эндометриоидных гетеротопий миометрия в биоптатах стенки матки у женщин I-й и II-й групп (р>0.05)

Морфометрический параметр Высота эпителия, μm Диаметр желез, μm Плотность желез на мм2

I-я группа (аденомиоз с ТБ, n=30) 15.2±1.4 105.1±5.3 7.2±2.1
II-я группа (аденомиоз без ТБ, n=30) 16.1±1.2 103.5±4.7 8.1±1.9

Рис. 1. Эутопический, окраска: гематоксилин и эозин, увелич. ×20):

а – I-я группа (аденомиоз с ТБ), б – II-я группа (аденомиоз без ТБ).

а б



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(2)  

104

Оригинальные статьи

ческих сокращений миометрия и местную вазокон-
стрикцию при аденомиозе. Сочетание этих патогене-
тических факторов и гиперпластические изменения 
миометрия вокруг очагов эндометриоидных гетерото-
пий вносят свой вклад в развитие аденомиоз-ассоци-
ированной ТБ (рис. 4, б).

В группе морфологического контроля умеренное 
(2 балла) положительное иммунологическое маркиро-
вание OTR в цитоплазме ГМК определялось во всех 
слоях миометрия, также и в ГМК, окружающих очаги 
эндометриоидных гетеротопий. Плотность ИГХ мар-
кирования OTR в миометриальных ГМК составляла 
36.3±2.4%, (р<0.05). 

В клетках железистого эпителия эндометриоидных 
гетеротопий выявлялась умеренная (2 балла) цитозоль-

Рис. 2. Соединительная эндометриально-миометральная зона,  окраска: гематоксилин и эозин, увелич. ×20): 

а – I-я группа (аденомиоз с ТБ), б – II-я группа (аденомиоз без ТБ). 

Рис. 3. Миометрий, окраска: гематоксилин и эозин, ув. ×20): 

а – I-я группа (аденомиоз с ТБ), б – II-я группа (аденомиоз без ТБ). 

ометрии в зависимости от фазы менструального цик-
ла выявлено не было. 

В клетках железистого эпителия эндометриоидных 
гетеротопий, диффузно расположенных в миометрии, 
выявлялась выраженная (3 балла) цитозольная ИГХ 
реакция клеток железистого эпителия на OTR, кото-
рая также не зависила от фазы менструального цикла. 
В окружающей эндометриальной строме определялись 
единичные OTR-положительные клетки, вплотную 
прилегающие к ГМК миометрия. 

Суммарная плотность иммунологического марки-
рования OTR в очагах аденомиотического поражения 
составила 73.7±1.8% (р<0.05), что указывает на значи-
тельный эффект окситоцина как уретеротонического 
пептида, направленного на усиление дисперистальти-

а

а

б

б
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ная ИГХ реакция клеток железистого эпителия на 
OTR, не зависящая от фазы менструального цикла. В 
окружающей эндометриальной строме определялись 
единичные OTR-положительные клетки, вплотную 
прилегающие к ГМК миометрия. Суммарная плот-
ность иммунологического маркирования OTR в оча-
гах аденомиотического поражения составила 35.2±1.4% 
(р<0.05). Данный факт свидетельствует о более низкой 
местной активности окситоцина, что предполагает и 
более низкую тоническую активность гладкой муску-
латуры миометрия.

Для оценки сосудистого компонента и изменений 
локальной васкуляризации миометрия и аденомиоти-
ческих очагов анализировали экспрессию рецепторов 
к вазопрессину (V1AR). В цитоплазме гладких миоци-
тов всех слоев миометрия и сосудов обнаруживали уме-
ренную (2 балла), местами выраженную (3 балла) им-

муногистохимическую реакцию к рецептору вазопрес-
сина – 88,4±2.3%, (р<0.05 (рис. 5, а).

В цитоплазме клеток железистого эпителия экто-
пических эндометриальных желез и в сосудистом рус-
ле окружающей стромы иммунологическое маркиро-
вание рецептора V1AR отсутствовало (рис. 5, б).

Полученные данные свидетельствуют о тожде-
ственной роли вазопрессина и одноименного рецеп-
тора в регуляции контрактильности миометрия на 
фоне аденомиоза. Отсутствие экспрессии V1AR в со-
судах стромы эндометриоидных гетеротопий указы-
вает на усиление неоваскулогенеза в очагах адено-
миоза и отсутствие местного вазоконстрикторного 
эффекта в ответ на действие эндогенного вазопрес-
сина. Это представляется важным не только для по-
нимания патогенеза  развития аденомиоза и поддер-
жания метаболизма в аденомиотических очагах, но 

Рис. 4. Аденомиоз с тазовой болью. Миометрий (метод ИГХ: антитела к OTR, докрашивание ядер – гематоксилином Майера, ув. ×40):

а – участок миометрия, б – аденомиотический очаг.

Рис. 5. Аденомиоз с тазовой болью. Миометрий (метод ИГХ: антитела к V1AR, докрашивание – гематоксилином Майера, ув.×40):

а – участок миометрия, б – аденомиотический очаг.

а

а

б

б
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также может принимать участие в формировании бо-
левого синдрома.

В группе морфологического контроля в цитоплаз-
ме ГМК во всех слоях миометрия и сосудах визуали-
зировалась умеренная (2 балла) ИГХ реакцию на V1AR 
– 43,2±1.8%, (р<0.05). В эпителиальной выстилке эк-
топических эндометриальных желез и в сосудистом 
русле окружающей стромы ИГХ реакция с V1AR от-
сутствовала. Полученные данные указывают на отсут-
ствие процессов активного неоваскулогенеза и сниже-
ние потенциальной сократимости гладких миоцитов в 
образцах морфологического контроля, что предраспо-
лагает к снижению активных спастических сокраще-
ний миометрия и тем самым, уменьшению раздраже-
ния локальных ноцицептивных рецепторов в отличие 
от болевой формы аденомиоза.

Заключение
 В основе патогенеза тазовой боли у женщин с диф-

фузным аденомиозом лежит изменение рецепторной 
чувствительности тканей миометрия к действию окси-
тоцина и вазопрессина, что проявляется спонтанны-
ми дисперистальтическими сокращениями миометрия 
спастического характера. На это указывает статисти-
чески значимое увеличение плотности рецепторов к 
окситоцину (в 2,5 раза) и вазопрессину (в 2,9 раза) в 
сравнении с безболевой формой болезни.

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБО-
ЗНАЧЕНИЙ

ИГХ – иммуногистохимическое исследование
ТБ – тазовая боль
ГМК – гладкие мышечные клетки
ФРН (NGF) – Фактор Роста Нервов (Nerve Growth 

Factor)
OTR – рецептор к окситоцину (Oxytocin Receptor)
V1AR – рецептор к вазопрессину (Vasopressin Re-

ceptor 1A)
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Перетятько О. В., Пуликов А.С.

Реакция децидуальных клеток плаценты при коррекции 
хламидиоза у женщин во время беременности

ФИЦ КНЦ СО РАН «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера»,  
660022, г. Красноярск, Россия, ул. Партизана Железняка, д. 3 г

Цель исследования: оценка влияния антибиотиков на структуру децидуальных клеток плаценты при лечении хламидиоза 
во время беременности. 
Методика. Гистологическими методами изучали децидуальные клетки различных зон плаценты от рожениц с неосложненной 
беременностью и с хламидиозом, пролеченным во время беременности. Препараты  готовили стандартным гистологическим 
методами с окраской гематоксилин-эозином. Гисто-стереометрически определяли большой и малый диаметры децидуаль-
ных клеток и ядер, количество децидуальных клеток на мм2 площади базальной пластинки и септ. Вычисляли ядерно-цито-
плазматическое отношение, объемы децидуальных клеток, их цитоплазмы и ядер. Охарактеризованы клеточные популяции 
стромальных децидуальных клеток базальной пластинки и септ. Составлены вариационные графики объема ядер дециду-
альных клеток базальной пластинки и септ. 
Результаты. Установлено, что антибактериальная терапия действует преимущественно на клетки центральной зоны пла-
центы, изменяя ядерно-клеточный аппарат децидуальных клеток, при этом клеточно-пролиферативный статус клеток сни-
жается к периферии плаценты, где компенсаторно-приспособительные механизмы децидуальных клеток работают слабо. 
Это сопровождается ослаблением необходимых иммунных реакций в плаценте. Появление дополнительных мод в графи-
ках объема ядер может свидетельствовать о высокой митотической активности и набухании ядер, что, вероятно, связано с 
цитотоксическим действием антибактериальных препаратов. 
Заключение. Использованная схема антибактериальной терапии хламидиоза у беременных оказывает незначительный 
положительный эффект. Результаты работы могут быть использованы для разработки новых схем лечения хламидиоза во 
время беременности, с использованием антибактериальных препаратов с более щадящим действием на ядерно-клеточ-
ный аппарат децидуальной ткани плаценты.
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Peretyat’ko O.V., Pulikov A.S.

THE RESPONSE OF PLACENTAL DECIDUAL CELLS TO TREATMENT OF CHLAMYDIOSIS IN PREGNANT 
WOMEN 

Scientific Research Institute of Medical Problems of the North, 3g, Partizana Zheleznyaka Str. 3g, Krasnoyarsk 660022, Russia 

Aim. To evaluate the effect of antibiotics on placental decidual cells in the treatment of chlamydiosis during pregnancy. 
Methods. The study was performed on 6,000 decidual cells in different zones of placenta from mothers with uncomplicated preg-
nancy and chlamydiosis treated during pregnancy. The cells were stained with hematoxylin-eosin according to standard histolog-
ical techniques. Method. The major and minor diameters of decidual cells and nuclei and the number of decidual cells per mm2 of 
basal lamina and septa were determined using histostereometry. Based on the obtained values the nucleus-cytoplasm ratio and 
volumes of decidual cells, their cytoplasm and nuclei were calculated. Populations of stromal decidual cells of the basal lamina and 
septa were characterized. Variation curves of nucleus volume were constructed for decidual cells of the basal lamina and septa. 
Results. The antibiotic therapy affected primarily cells of the placenta central area. In this process, the cell proliferative status 
decreased toward the periphery of placenta where compensatory-adaptive mechanisms of decidual cells are weak. This was 
associated with impairment of essential immune responses in the placenta. The emergence of additional peaks in the variation 
curves of nucleus volume may indicate high mitotic activity and functional swelling of nuclei, probably due to cytotoxic effects 
of antibacterial drugs. 
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Conclusion. The used regimen of antibiotic therapy for chlamydiosis in pregnant women exerted a minor beneficial effect. Results 
of this study can be used to develop new regimens for treatment of chlamydiosis during pregnancy with antibacterial drugs with 
a weaker effect on the nucleus apparatus of cells in the placental decidual tissue.
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Введение
Полиэтиологичность внутриутробной инфекции, 

отсутствие четких клинических проявлений инфекции, 
многофакторное воздействие инфекционного агента на 
плод – все это делает данную патологию одной из акту-
альных и сложных медико-социальных проблем [1].

Среди всех урогенитальных инфекций в России, 
лидирующее положение занимает хламидийная ин-
фекция [2]. Последствия хламидийной инфекции от-
ражаются не только на состоянии гинекологического 
и андрологического здоровья, но и на репродуктивной 
функции.

Беременность в связи с развивающимся функцио-
нальным иммунодефицитом является весьма уязви-
мым состоянием, предрасполагающим к развитию ин-
фекционных заболеваний. При этом может пострадать 
не только беременная женщина, но также  плод или 
новорожденный [3]. Риск неблагоприятных воздей-
ствий на плод может быть связан как с прямыми по-
следствиями инфицирования, так и с опосредованным 
действием патологических изменений в организме ма-
тери вследствие развития инфекции, что определяет 
необходимость проведения эффективной антибакте-
риальной терапии при бактериальных инфекциях у бе-
ременной женщины [4]. 

Антибиотики являются одними из наиболее часто 
назначаемых беременным  препаратов [5]. При назна-
чении антимикробных препаратов беременным важ-
но обеспечить адекватное лечение инфекции, избегая 
при этом неблагоприятного воздействия на плод, так 
как ни одно лекарственное средство не может считать-
ся абсолютно безопасным для применения во время 
беременности [4, 6]. 

Внутриутробная инфекция поражает в основном 
децидуальные клетки плаценты, которые являются од-
ним из основных её «рабочих элементов». Изменения 
морфологии и числа децидуальных клеток при различ-
ных внутриутробных инфекциях доказывают целесо-
образность подобных исследований [7–9]. В связи с 
этим,  была поставлена задача:  охарактризовать мор-
фофункциональное состояние децидуальных клеток 
плаценты при антибактериальной терапии хламидио-
за с децидуальными клетками плаценты неосложнен-
ной беременности.

Цель — оценка влияния антибиотиков на дециду-
альные клетки плаценты при лечении хламидиоза во 
время беременности.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия пациен-
ток. Исследование было одобрено локальным этиче-
ским комитетом института. 

Объектом исследования служили плаценты роже-
ниц с неосложненной беременностью и беременных 
женщин с диагнозом хламидиоза, пролеченных анти-
биотиками по стандартным алгоритмам. Все данные 
были получены из обменной карты и истории родов. 
Включенные в исследование беременные были инфор-
мированы о проведении исследования и дали согласие 
на обработку полученного биоматериала и публика-
цию результатов в открытой печати.  Было исследова-
но 6000 окрашенных гематоксилин-иозином дециду-
альных клеток (ДК) из 3 зон плаценты: центральной 
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(Ц) (около пуповины), краевой (К) (ближе к краю пла-
центы) и парацентральной (ПЦ) (между ними) зон. Ос-
новное рабочее увеличение - × 400. С помощью оку-
ляра – микрометра, определяли большой и малый ди-
аметры децидуальных клеток и ядер базальной 
пластинки и септ, подсчитывали количество дециду-
альных клеток на мм2 площади базальной пластинки 
и септ. Используя полученные данные, вычисляли 
ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО), объе-
мы децидуальных клеток, их цитоплазмы и ядер по 
формуле: 

V = π/6 × LB2  где:
L – больший диаметр ядра, 
В – меньший диаметр ядра. 
В каждом препарате методом случайной выборки 

проводили измерение каждого из исследуемых пара-
метров 100 раз. На основании вычисленных диаметров 
стромальные децидуальные клетки базальной пластин-
ки (БП) и септ были распределены по клеточным по-
пуляциям на К-клетки, малые и большие децидуаль-
ные клетки (МДК и БДК соответственно) [10]. Кроме 
того, были построены вариационные кривые объёма 
ядер децидуальных клеток базальной пластинки и септ 
с шагом в 150 мкм3. 

Полученные результаты подвергались непараме-
трической статистической обработке с применением 
непараметрического критерия Манна-Уитни для не-
зависимых переменных (сравнение группы контроля 
и патологии), критерия Вилкоксона (сравнение пока-
зателей между зонами плаценты и фракциями), с ис-
пользованием программного продукта STATISTICA 
6.0. Принятый уровень значимости составлял p<0,05.

Результаты и обсуждение
При гистологическом изучении препаратов были 

выявлены следующие особенности (табл. 1). Лечение 
хламидиоза во время беременности приводило к тому, 
что половина исследуемых показателей в базальной 
пластинке и септах центральной зоны плаценты суще-
ственно не отличались от значений контрольной груп-
пы. Исключение представляли увеличенные параме-
тры объема ядер децидуальных клеток, их удельный 
объем на единицу площади и ядерно-цитоплазматиче-
ское соотношение в септах, а также снижение показа-
телей объема децидуальных клеток и их цитоплазмы в 
базальной пластинке. 

Оценивая характер изменений показателей дециду-
альных клеток между базальной пластинкой и септами 
центральной зоны плаценты, можно заключить, что по-
сле лечения хламидиоза септы центральной зоны пла-
центы имеют меньшие размеры децидуальных клеток, 

в то время как ядерный потенциал их несколько выше, 
что может быть обусловлено прилежанием к пуповине, 
где данная зона оказывается первой, на которую воз-
действует антибактериальный препарат, при этом за счет 
организма матери нивелируется их влияние.

После лечения хламидиоза во время беременно-
сти, показатели децидуальных клеток парацентраль-
ной зоны базальной пластинки статистически зна-
чимо выше, чем в контроле, в то время как количе-
ство ДК на 1 мм2 площади плаценты и удельного 
объема клеточного материала статистически значи-
мо снижается, тем самым приближая значения удель-
ного объема ядерного материала к показателям кон-
трольной группы. В септах терапевтическое воздей-
ствие проявляется статистически значимым уве- 
личением параметров ядерно-клеточного звена, при 
этом, также как и в базальной пластинке, снижает-
ся количество децидуальных клеток на единицу пло-
щади.

Сравнение показателей септ и базальной пластин-
ки парацентральной зоны плаценты показало отсут-
ствие различий с параметрами децидуальных клеток 
контрольной группы. Удельный объем децидуальных 
клеток и их ядер в септах был увеличен в группе про-
леченного хламидиоза относительно базальной пла-
стинки. В группе применения антибактериальных пре-
паратов в септах был достоверно увеличен и ядерный 
потенциал децидуальных клеток относительно базаль-
ной пластинки, за счет объема ядер и ядерно-цитоплаз-
матического отношения, а также количество дециду-
альных клеток на единицу площади плаценты, в то вре-
мя как объем ДК и их цитоплазмы был статистически 
снижен. 

Базальная пластинка краевой зоны оказалась бо-
лее чувствительной к терапии и наиболее защищенной 
от компенсаторно-приспособительных процессов воз-
действия антибактериальных препаратов, здесь было 
зафиксировано достоверное снижение всех исследуе-
мых показателей, относительно группы контроля. Де-
цидуальные клетки септ напротив, реагируют на воз-
действие терапии, увеличением всех исследуемых  по-
казателей относительно контрольной группы.

При сравнении базальной пластинки и септ крае-
вой зоны было выявлено, что в контрольной группе в 
септах все изучаемые показатели были существенно 
снижены, а в группе пролеченного хламидиоза - повы-
шены.

При распределении по клеточным популяциям 
стромальных децидуальных клеток было выявлено, что 
количество малых децидуальных клеток было во всех 
исследуемых группах больше всех остальных фракций 
(табл. 2). Количество МДК в группе контроля в цен-
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Таблица 1

Параметры децидуальных клеток в базальной пластинке и септах плаценты

Параметры
Центральная зона Парацентральная зона Краевая зона

Контроль Хламидиоз  
леченый Контроль Хламидиоз  

леченый Контроль Хламидиоз  
леченый

Базальная пластинка
Объем ДК БП 
(мкм3)

2802,95
(2059,31-
3203,36)

2353,5
(2059,31-3203,38)

2059,31
(1430,08-2059,31)

2)

2802,95
(2059,31-3203,38)

1) 2)

2353,5
(1838,67-3203,38)

2)3)

2059,31
(1634,38-2647,69)

1) 2) 3)

Объем (V1) ядер 
ДК БП (мкм3)

220,64
(153,22-294,19)

220,64
(204,3-294,19)

1)

153,22
(98,06-178,76)

2)

220,64
(163,44-294,19)

1)

220,64
(153,22-294,19)

3)

220,64
(153,22-294,19)

1)2) 3)

Объем (V2) цито-
плазмы ДК БП 
(мкм3)

2508,77
(1906,09-
2909,19)

2132,86
(1765,13-2909,19)

1)

1906,09
(1332,02-1953,08)

2)

2531,24
(1765,13-2982,73)

1) 2)

2132,86
(1685,45-2909,19)

2) 3)

1838,67
(1340,19-2427,05)

1) 2)3)

ЯЦО БП (V1/V2) 0,089
(0,76-0,101)

0,11
(0,07-0,14)

1)

0,087
(0,08-0,101)

0,10
(0,07-0,14)

1)

0,101
(0,084-0,103)

2)3)

0,11
(0,07-0,14)

1)

Количество ДК 
БП на 1мм2

1093,75
(937,5-1406,25)

937,5
(781,25-1093,75)

1)

1093,75
(937,5-1406,25)

781,25
(781,25-1093,75)

1) 2)

1093,75
(937,5-1406,25)

937,5
(781,25-1093,75)

1)3)

Общий объем 
ДК БП в 1мм3, 
мкм3

96707584,61
(76743279,11-
140986406,25)

77361813,54
(58851125,51-
97487027,07)

72063703,01
(57186878,32-
105059003,91)

2)

63329397,55
(63329397,55-
104905295,18)

1) 2)

92216783,48
(73179558,58-
134439433,59)

3)

63509317,54
(48313174,76-
80030887,00)

1) 2) 3)

Общий объем 
ядер ДК БП в 
1мм3, мкм3

7908306,21
(6275716,15 – 
11529226,76)

8052960,66
(6126094,73-
10147890,25)

1)

5949021,95
(4720906,37-
8672858,79)

2)

5626669,82
(5626669,82-
9320591,72)

1) 2)

7986934,12
(6338112,12-
11643855,47)

3)

5937755,46
(4517003,62-
7482427,06)

1)2)3)

Септы
Объем ДК септ 
(мкм3)

2353,50
(1912,22-
3203,38)

4)

2353,5
(1838,67-3203,38)

2059,31
(1430,08-2353,5)

2)

2353,5
(1634,38-3203,38)

1)4)

2059,31
(1765,13-3103,27)

2) 3) 4)

2647,69
(2059,31-3203,38)

1) 3) 4)

Объем (V3) ядер 
ДК септ (мкм3)

220,64
(153,22-294,19)

294,19
(220,64-523,00)

1)4)

153,22
(98,06-220,64)

2)

294,19
(220,64-400,42)

1) 4)

220,64
(98,06-220,64)

2) 3) 4)

294,19
(220,64-367,73)

1) 2) 3) 4)

Объем (V4) цито-
плазмы ДК септ 
(мкм3)

2132,86
(1759-2872,41)

4)

2059,31
(1544,48-2827,98)

1906,09
(1332,02-2132,86)

2)

1985,77
(1387,18-2819,30)

1) 4)

1961,25
(1544,48-2845,86)

2) 3) 4)

2162,48
(1765,13-2909,19)

1) 3) 4)
ЯЦО септ  
(V3/V4)

0,095
(0,08-0,103)

4)

0,14
(0,10-0,20)

1) 4)

0,087
(0,08-0,101)

2)

0,14
(0,12-0,20)

1) 2) 4)

0,08
(0,063-0,107)

2) 3) 4)

0,14
(0,10-0,18)

1) 3) 4)

Количество ДК 
септ на 1мм2

937,5
(781,25-1093,75)

4)

937,5
(781,25-1093,75)

1) 4)

1093,75
(781,25-1250)

2) 4)

937,5
(781,25-1406,25)

2) 4)

937,5
(937,5-1250)

2) 4)

937,5
(781,25-1250,00)

1) 2)
Общий объем 
ДК септ в 1мм3,  
мкм3

71708142,44
(54550232,18-
90362587,21)

4)

75221571,88
(57222988,51-
94790014,33)

 4)

73065677,97
(44108406,15-
89269137,53)

2)4)

74695180,36
(56822548,92-
137223808,59)

1) 2) 4)

68223360,55
(68223360,55-
105036734,87)

3) 4)

75899956,15
(57739052,91-
116855626,97)

1) 2) 4)
Общий объем 
ядер ДК септ в 
1мм3,  мкм3

6160715,48
(4686615,05-
7763388,80)

4)

9555579,09
(7269175,30-
12041405,89)

1) 4)

6123864,77
(3696864,55-
7481927,79)

2)

9809973,91
(7462700,00-
18022072,85)

1) 2)4)

5669461,70
(5669461,70-
8728707,30)

3) 4)

8863235,6
(6742491,76-
13645843,89)

1)  2) 3) 4)

Примечание. p<0,05  –  1) по сравнению с контролем; 2) - по сравнению с центральной зоной; 3) -  по сравнению с парацентральной зо-
ной; 4) - по сравнению базальной пластинки и септ в пределах зоны при p<0,05.
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тральной зоне плаценты было наибольшим, как в ба-
зальной пластинке, так и в септах. В контрольной груп-
пе высокое содержание К-клеток выявлялось преиму-
щественно в парацентральной зоне плаценты, тогда 
как в базальной пластинке, так и в септах, количество 
больших децидуальных клеток было минимальным от-
носительно всех остальных исследуемых групп.

После лечения хламидийной инфекции количе-
ство больших децидуальных клеток увеличено как в 
базальной пластинке, так и в септах, относительно 
группы контроля, количество К-клеток снижено, в то 
время как МДК достигают значений контрольной 
группы базальной пластинки, при этом в септах наи-
более активной зоной по продукции малых децидуаль-
ных клеток является краевая зона плаценты. 

При распределении по частоте исходных несисте-
матизированных данных объема ядер децидуальных 
клеток с интервалом в 150 мкм3 было выявлено, что 
большинство ядер во всех исследуемых группах на всем 
протяжении плаценты соответствуют количеству ядер-
ного материала в среднем 3n, учитывая, что первый 
класс К1 составляют ядра с объемом ядра 75 мкм3 (1—
150 мкм3) (см. рисунок). 

В центральной и парацентральной зонах плацен-
ты в первой моде К1 большее количество ядер базаль-
ной пластинки было отмечено в группе контроля, од-
нако в парацентральной зоне число ядер было несколь-
ко увеличено. В базальной пластинке краевой зоны 
было зафиксировано статистически значимо наиболь-
шее количество ядер в группе леченного хламидиоза 
относительно контрольной группы и относительно 
остальных зон плаценты в рамках исследуемой пато-
логии. В септах статистически значимо минимальное 
число ядер класса К1 зафиксировано в группе терапев-
тического хламидиоза в парацентральной и краевой 
зонах, в то время как в центральной зоне количество 
ядер значимо не отличалось от контроля.

В классе К2 наибольшее количество ядер в базаль-
ной пластинке принадлежало группе контроля краевой 
зоны, несколько ниже было количество в группе лечен-

ного хламидиоза. Такая же тенденция была характерна 
и для ядер базальной пластинки парацентральной зоны 
в моде К2, однако здесь количество ядер было несколь-
ко ниже. В классе К2 центральной зоны базальной пла-
стинки количество ядер группы контроля и леченного 
хламидиоза существенно не различалось, и было значи-
мо выше одноименных групп в парацентральной зоне, 
при этом количество ядер в группе пролеченного хла-
мидиоза центральной зоны значимо не отличалось от 
краевой зоны плаценты. Количество ядер септ моды К2 
было наибольшим в контрольной группе, и несколько 
ниже в группе леченного хламидиоза на всем протяже-
нии плаценты. При этом, количество ядер септ кон-
трольной группы в зоне К2 было наибольшим в цен-
тральной зоне, количество ядер септ группы леченного 
хламидиоза – в краевой зоне. 

В зоне К3, которая характеризуется увеличением 
ядерного материала в 5n и соответствует объему ядер 
301-450 мкм3, отмечено наличие незначительного ко-
личества ядер базальной пластинки и септ контроль-
ной группы (не более 8%). В группе леченного хлами-
диоза количество ядер в зоне К3 было большим в сеп-
тах на всем протяжении плаценты и составляло около 
10% общего количества децидуальных клеток септ зо-
ны. Количество ядер базальной пластинки в группе ле-
ченного хламидиоза статистически значимо снижено 
в центральной и краевой зонах относительно парацен-
тральной зоны (p<0,05).

Контрольная группа характеризуется отсутствием 
мод К4 и К5, в отличии от группы исследуемой пато-
логии. В группе леченного хламидиоза зоны К4 (объ-
ем ядра 7n) количество ядер септ статистически пре-
валирует над количеством в базальной пластинке на 
всем протяжении плаценты (p<0,05). Количество ядер 
базальной пластинки исследуемой патологии в рамках 
моды К4 снижается от центра к периферии. Мода К5 
(объем ядра 9n) группы пролеченного хламидиоза ха-
рактеризуется отсутствием ядер базальной пластинки 
в центральной и краевой зонах, в то время как количе-
ство ядер септ в центраьной зоне достигает почти 9% 

Таблица 2

Коэффициенты отношений популяций стромальных децидуальных клеток

Зоны 
плаценты

МДК/К-клетки МДК/БДК К-клетки/БДК
Контроль Хламидиоз леченый Контроль Хламидиоз леченый Контроль Хламидиоз леченый

Базальная пластинка
Ц

15,13 31,57 28,38 10,05 1,88 0,32
Септы 14,5 10,51 116 8,04 8 0,77
Базальная пластинка

ПЦ
5,63 21,95 140,7 6,52 25 0,3

Септы 10,29 206,5 3,02 42,5 0,29 1,05
Базальная пластинка

К
10,8 7,29 15,43 22,11 1,43 3,05

Септы 7,47 27 48,1 19,13 6,44 0,71
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от общего количества ядер септ, и снижается к пери-
ферии плаценты. 

Также, в группе леченного хламидиоза на всем про-
тяжении плаценты выявляются ядра с гигантским объ-
емом, однако их количество незначительно.

Заключение

Антибактериальная терапия оказывает влияние 
на центральную зону плаценты преимущественно за 

счет регуляции количества децидуальных клеток, тем 
самым стабилизируя общий объем клеточного и ядер-
ного материала в плаценте. При этом, септы больше 
реагировали на терапию увеличением ядерного по-
тенциала децидуальных клеток относительно базаль-
ной пластинки, что выражалось и в преобладании ко-
личества ядер с потенциалом 5-9n. В базальной пла-
стинке парацентральной зоны, воздействию 
антибиотиков на нормализацию показателей подвер-
жен в первую очередь ядерный аппарат, что подтверж-

Вариационная кривая объема ядер децидуальных клеток на протяжении плаценты.
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дается как наличием ядер больших объемов, так и 
большим объемом клеточного материала, тогда как в 
септах объем клеточного материала остается в рамках 
нормальных значений. Однако, пролиферативный 
статус во всех фракциях плаценты парацентральной 
зоны был снижен. Базальная пластинка краевой зо-
ны наиболее всего страдает от антибактериальной те-
рапии. В ней не наблюдаются компенсаторно-при-
способительные процессы, в отличие от септ. В це-
лом, во всех зонах плаценты количество больших 
децидуальных клеток после терапии было повышен-
ным, количество К-клеток снижалось, при этом от-
мечался рост числа малых децидуальных клеток, на-
правленных на усиление синтеза межклеточного ве-
щества. Учитывая, что большие децидуальные клетки 
являются секретирующими большое количество пла-
центарных белков и гормонов, увеличение концен-
трации которых, в частности плацентарных белков 
материнской части плаценты РР-12 и РР-14, ведет к 
развитию внутриутробной гипоксии и гипотрофии, 
можно предположить, что купирование хламидиоза в 
некоторой степени неблагоприятно влияет на ход и 
развитие беременности. Оценивая снижение количе-
ства К-клеток при хламидиозе во время беременно-
сти, которые выполняют иммунорегулирующие функ-
ции, можно сделать вывод, что терапевтические ме-
роприятия хламидиоза у матери снижают иммунитет 
в плаценте на всем ее протяжении. 

Применение антибиотиков, в частности макроли-
дов, которые преимущественно назначают при лече-
нии хламидиоза во время беременности, вероятно ока-
зывает цитотоксическое воздействие на ядерный ап-
парат децидуальных клеток. Колебания объема ядер 
может отражать функциональное набухание ядра, по-
этому нельзя с полной уверенностью судить об увели-
чении числа хромосом клеток и содержании ДНК в 
ядре. Однако, появление дополнительных мод, в част-
ности в исследуемой группе, может свидетельствовать 
о высокой митотической активности, в то время как 
вариационная кривая контрольной группы больше со-
ответствует состоянию накопления полиплоидных ядер 
при задержке деления [11]. 

Основываясь на ранее проведенных нами исследо-
ваниях [12] можно подтвердить предположения, что 
терапевтические мероприятия во время беременности, 
направленные на купирование хламидиоза, оказыва-
ют незначительное положительное влияние на норма-
лизацию показателей за счет стабилизации ядерного 
потенциала децидуальных клеток, однако клеточно-
пролиферативный статус при этом значительно сни-
жен. В качестве перспектив применения полученных 
результатов, может служить разработка новых схем ле-

чения женщин, беременность которых осложнена хла-
мидиозом, на основе применения антибактериальных 
препаратов с более слабым воздействием на ядерно-
клеточный аппарат децидуальной фракции плаценты.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 
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ABOUT THE PATHOGENESIS OF PELIOSIS HEPATIS 
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Aim. Characterization of peliosis hepatis using immunohistochemical methods. 
Methods. The study was performed on archive autopsy samples from patients (n=4) with peliosis hepatis using histological, histo-
chemical (AgNO3 impregnation), and immunohistochemical methods. Murine monoclonal antibodies, anticollagen type III, anticol-
lagen type IV, anti-α-smooth muscle actin, anti-CD31, anti-CD34, and anti-Ki-67 (Novocastra, UK), were used as primary antibodies, 
and all-purpose antibodies (HiDef Detection ™ HRP Polymer system, Cell Marque:, USA) were used as secondary antibodies. Inten-
sity of immunohistochemical staining was expressed as scores: 1+ = 1-10% of cells, 2+ = 11-50% of cells, and 3+ = ≥51% of cells. 
Results. The cyst wall consisted of sclerotic fibrous tissue with pronounced mononuclear infiltration, accumulation of hemosid-
erin in periportal tracts, and zones of piecemeal necrosis. Multifocal, sinusoidal ectasias filled with blood and/or plasma compo-
nents encompassing all three zones of the hepatic lobe were observed in the adjacent hepatic parenchyma. Histochemical study 
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revealed reticular fibers without signs of destruction in these formations. Immunohistochemical analysis found increased expres-
sion of collagen III (96.6±0.2%), collagen IV (97.2±0.3%), and α-SMA (94%±0.5) along sinusoids and cavity lining. The endothelial 
expression of CD31 (87.3±0.6%) and CD34 (86.3±0.2%) decreased on going from the hepatic triad to the central vein. The expres-
sion index, Ki-67, was increased in sinusoid macrophages (28.3±0.2%) and lymphocytes (12.3±0.7%). Reactions to β-catenin, CD10 
and pCEA were immune-negative, which excluded tumor growth. 
Conclusion. The study suggested that the active synthesis of extracellular matrix proteins and the immune cell proliferation are 
key processes in the pathogenesis of peliosis hepatis during destruction of endothelial communications in hepatic lobes.

Keywords: peliosis hepatis; clinical case; immunohistochemical study.
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Введение
 Пелиоз печени (ПП; пурпурный гепатит, пелиоз-

ный гепатит) редкое наследственное заболевание ха-
рактеризующееся образованием в печеночных дольках 
множественных локальных каверн синусоидных ка-
пилляров, заполненных кровью. Отличительным мор-
фологическим признаком собственно ПП является раз-
рушение ретикулярных волокон стенки синусоидов. 
ПП – редкое сосудистое заболевание, за более чем по-
лувековую историю, которого было зафиксировано 
всего несколько сотен случаев. Данные по эпидемио-
логии пелиоза весьма приблизительны, так как забо-
левание трудно диагностируется с помощью современ-
ных методов прижизненной визуализации (ультразву-
ковое исследование, компьютерная и магнит- 
но-резонансная томография и др.). Единственным ме-
тодом, позволяющим верифицировать диагноз ПП, яв-
ляется морфологический анализ биоптатов печени [1]. 
Как правило, ПП развивается у лиц, ранее принимав-
ших лекарственные препараты из групп анаболических 
стероидов, оральных контрацептивов, селективных ин-
гибиторов эстрогеновых рецепторов или других ве-
ществ с выраженной гепатотоксичностью, а также при 
воздействии гамма-излучения [2]. Кроме того, описа-
на особая форма ПП – бациллярный пелиозный (пур-
пурный) гепатит бартенеллезной этиологии у больных 
ВИЧ-инфекцией, а также при других вариантах имму-
нодефицита, при болезни «кошачьих царапин». В 25–
50% случаев этиология ПП остается не известной (иди-
опатический вариант) [1, 3]. 

Выделяют следующие формы пелиоза: паренхима-
тозную и флебоктическую. Флебоктическая форма ха-
рактеризуется наличием полостей, выстланных эндо-
телием, при паренхиматозной – отсутствует эндотели-
альная выстилка полостей, обнаруживаются очаги 
некроза паренхимы печени [4, 5]

Механизмы формирования пелиозных каверн ма-
ло изучены. Принято считать, что они образуются 
вследствие разрушения ретикулярных структур пери-
синусоидальных пространств или эндотелия, а также 
при нарушении функционирования сливной части ка-
вальных трактов [2, 4].

В последние десятилетия, использование иммуно-
гистохимических методов позволило выявить причин-
но-следственную связь между синусоидальной дилата-
цией и увеличением продукции экстроцеллюлярного 
матрикса с трансформацией клеток фибробластическо-
го ряда в миофибробласты [6].

Сложность диагностики ПП связана с тенденцией 
маскировки заболевания более часто выявляемыми ин-
струментальными методами исследования патологиче-
ские состояниями – гепатоцеллюлярной карциномой, 
аденомой, метастазами в печени или абсцессом. Таким 
образом, для точной дифференциальной диагностики 
предложено применять иммуногистохимический ана-
лиз различных новообразований печени [3, 7].

Цель исследования – изучение иммугогистохими-
ческими методами клеточных и молекулярных меха-
низмов пелиоза печени.
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 Для реализации обозначенной цели поставлены 
следующие задачи: с помощью комплекса гистологиче-
ских и иммугогистохимических методов оценить состо-
яние компонентов межклеточного матрикса (коллаге-
ны III и IV типов, гладкомышечный актин), уровень 
клеточной пролиферации (Ki-67) и функциональный 
статус эндотелия (CD31, CD34); кроме того, с исполь-
зованием реакций на антитела к CD10, p-CEA и к 
β-catenin оценить возможность развития в тканях пече-
ни опухолевых процессов, в частности, гепатоцеллю-
лярной карциномы и/или β-catenin-ассоциированной 
формы гепатоцеллюлярной аденомы.

Методика  
Клинико-морфологическое исследование опера-

ционного биопсийного материала пациентов (n=4) с 
диагнозом «Пелиоз печени» проводили с помощью ги-
стологических, гистохимических и иммуногистохими-
ческих методов. 

 Физикальные, клинико-лабораторные и инстру-
ментальные данные (по материалам историй болезни 
пациентов). Пациенты (n=4): 3 женщины (42, 45 и 54 
лет), 1 мужчина (60 лет) находились на лечении в хи-
рургическом отделении (с 2011 по 2017 гг.) с жалоба-
ми на выраженную общую слабость, недомогание, ту-
пые боли в правом подреберье тянущего характера в 
течение нескольких месяцев. Семейный и наследствен-
ный анамнезы не отягощены. Границы печени по Кур-
лову (по срединно-ключичной, срединной линиям и 

левой реберной дуге): 1-й пациент – 13, 10, 8 см; 2-й 
пациент – 12, 12, 8 см; 3-й пациент – 15, 13, 9 см; 4-й 
пациент – 12, 10, 6 см. 

Биохимический анализ крови. Исследование печени 
выявило повышение уровня аланинаминотрансфера-
зы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ).

Ультразвуковое исследование (УЗИ): на УЗИ выяв-
лялись множественные кисты печени различных объ-
емов (от 15 до 60 мл, у одной из пациентов – 180); жи-
ровой гепатоз; множественные гематомы с участками 
отека в разных сегментах печени (рис. 1).

Результаты мультиспиральной компьютерной то-
мографии совпадают с данными УЗИ (рис. 2). 

Оперативное вмешательство. Под эндотрахеаль-
ным наркозом пациентам была выполнена диагности-
ческая лапароскопия с биопсией новообразований пе-
чени.

Морфологическое исследование. Фрагменты печени 
фиксировали в 10% нейтральном формалине, забуфе-
ренным по Лилли (при рН 7,2 – 7,4), заливали в пара-
фин по стандартной методике. Парафиновые срезы, 
толщиной ≈5 мкм монтировали на обычные, а для им-
муногистохимического исследования – на специаль-
ные адгезивные предметные стёкла. Срезы окрашива-
ли гематоксилином и эозином после депарафиниза-
ции и (H&E) для гистологического исследования. В 
качестве контроля использовали аутопсийный мате-
риал печени (n=5).

 Ретикулярные волокна выявляли методом импрег-
нации депарафинированных срезов азотнокислым се-

Рис. 1. Пациент K., 60 лет. При ультразвуковом исследовании органов 
брюшной полости (печени) обнаружена киста диаметром до 2,53 см в 
проекции V – VI сегментов.

Рис. 2. Пациентка Р., 42 года. При МКСТ брюшной обнаружены множе-
ственные кисты в печени разных диаметров.
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ребром по методу Вейгерта (по одному препарату от 
каждого случая).

Иммуногистохимический метод (ИГХ). После депа-
рафинизации и регидратации парафиновых срезов про-
водили ИГХ-исследование по стандартному протоко-
лу в автоматическом режиме в иммуногистостейнере 
Bond-Max («Leica», Германия).

 В качестве первичных использовали мышиные ан-
титела (в готовом разведении) к Collagen IV (clone 
PHM-12, NovocastraTM, Великобритания), Collagen III 
(clone FH-7A, АbcamTM, США), α-SMA (clone αsm-1, 
NovocastraTM, Великобритания), CD34 (clone 
QBEnd/10, NovocastraTM, Великобритания), CD31 
(clone JC70A, NovocastraTM, Великобритания), Ki67 
(clone MM1, NovocastraTM, Великобритания), CD10 
(clone 56С6, abcamTM, США), β-catenin (clone 17C2, 
NovocastraTM, Великобритания), pCEA (AbcamTM, 
США). Вторичные антитела – универсальные (HiDef 
Detectionтм HRP Polymer system, «Cell Marque», США), 
позволяющие выявлять мышиные и кроличьи первич-
ные антитела, конъюгированные с ферментным ком-
плексом на основе пероксидазы хрена. Для каждого 
маркера выполнялись контрольные исследования с це-
лью исключения псевдопозитивных и псевдонегатив-
ных результатов. Ядра клеток докрашивали гематок-
силином Майера; срезы промывали под проточной во-
дой; дегидратировали и заключали в бальзам.

 Визуализацию биопсийного материала выполня-
ли на светооптическом микроскопе Carl Zeiss Lab.A1 
(«Carl Zeiss», Германия), совмещенном с видеокаме-
рой AxioCam ERc5s («Carl Zeiss Microscopy GmbH», 
Германия) и программным обеспечением ZEN Lite. 

    Согласно рекомендациям (Dabbs D.J. Diagnostic 
immunohistochemistry. 4th ed., 2014) проводили подсчёт 
общего количества иммунопозитивных клеток, каче-
ство и интенсивность окраски оценивали в баллах «–» 
– отсутствие, «+» – слабая (1–10% клеток), «++» – 
умеренная (11–50% клеток), «+++» – выраженная 
(≥51% клеток).

Результаты представляли в % клеточных структур 
с разной интенсивностью реакций.

Компьютерную морфометрию осуществляли при 
помощи компьютерной системы анализа изображе-
ния с открытым кодом ImageJ 1.51 для оценки ин-
тенсивности иммуногистохимической реакции и 
определения площади позитивно окрашенных объ-
ектов в поле зрения. Для этого проводили микрофо-
тосъемку 10 случайно отобранных полей зрения при 
увеличении ×200 на микропрепаратах с выполнен-
ной ИГХ реакцией с соответствующими первичны-
ми антителами. Далее полученное изображение ав-
томатически нормализировали и переводили из ре-

жима цветной 24-битной (RGB) в режим 256 града- 
ций серого, после чего проводили бинаризацию объ-
ектов с заданным уровнем чувствительности. При 
обработке микрофотографий с помощью системы 
анализа изображений исключали бинарные объек-
ты с уровнем яркости >150 и определяли суммарную 
площадь позитивно окрашенных объектов от общей 
площади микрофотографий.

 Статистический анализ. Полученные результаты 
статистически обрабатывали с использованием про-
граммного пакета SPSS 7.5 for Windows statistical software 
package (IBM Analytics, США), рассчитывали средние 
арифметические величины с ее предельными отклоне-
ниями и среднеквадратичную ошибку. Соответствие 
данных нормальному распределению подтверждали с 
применением критерия Колмогорова – Смирнова. При 
статистической обработке для оценки статистической 
значимости различий средних значений между группа-
ми использовались следующие непараметрические кри-
терии: U-критерий Манна–Уитни, Н-критерий Кра-
скалла-Уоллеса. При отсутствии нормального распре-
деления данных использовали непараметрический 
критерий F. Wilcoxon (Statistical methods for research 
workers) с уровнем значимости p <0,05.

Результаты и обсуждение
Гистологическое исследование. При микроскопиче-

ском исследовании образцов печени обнаруживались 
расширенные синусоиды и каверны, заполненные кро-
вью, выстланные эндотелием или гепатоцитами, кото-
рые местами были сильно деформированы (рис. 3). На 
срезах, импрегнированных нитратом серебра, выяви-
ли частично сохранные печеночные дольки с множе-
ственными, диффузно расположенными внутридоле-
выми полостями (рис. 4). 

Иммуногистохимическое исследование. Во всех об-
разцах вдоль расширенных синусоидов и субэндоте-
лиально в выстилке патологических полостей 
(96.6±0.2%) выявлялась положительная реакция на 
коллаген III типа (рис. 5, а). Выраженное маркирова-
ние (коллаген IV типа) обнаружено  вокруг синусои-
дов и в выстилке каверн (97.2± 0.3%) (рис. 5, б). Окра-
шивание на α-SMA, которое в норме выявляется в 
гладкомышечных клетках (ГМК) стенки кровеносных 
сосудов, перицитах, единичных желчных протоках, на-
блюдали в стенке расширенных синусоидов, вокруг ка-
верн (94.2±0.5%) и в перисинусоидальных зонах (рис. 
5, в). Положительная реакция на антитела к Ki-67 бы-
ла выявлена в макрофагах (18.4%±0.2%) и лимфоци-
тах (8.1±0.7%), расположенных перисинусоидально 
вблизи очагов кровоизлияний (рис. 5, г). Для CD31- и 
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Рис. 3. Результаты морфологического исследования пелиоза печени. 
Окраска гематоксилином и эозином, увелич. ×100, вставка×40. В цен-
те – разрушенные гепатоциты, очаги кровоизлияния.

Рис. 4. Результаты морфологического исследования пелиоза печени. 
Импрегнация солями серебра, увелич. ×100, вставка×40.

Рис. 5. Результаты иммуногистохимического исследования пелиоза печени; увелич. ×100, вставка×40. Антитела к: а – Collagen type III, б – Collagen 
type IV, в – α-SMA, г – Ki-67, д – CD31; е – CD34, ж – CD10, з – pCEA, и –  β-catenin.
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CD34-позитивных клеток (86.3±0.2% и 86.3±0.2% со-
ответственно) характерна тенденция к уменьшению 
интенсивности их окрашивания в направлении от пор-
тальных трактов к центральной вене, то есть от обла-
сти наилучшего кровоснабжения к худшему (зона 
I→зона III), а также выраженная положительная реак-
ция в макрофагах и лимфоцитах (рис. 5, д, е).

ИГХ-реакции с антителами к CD10, p-CEA 
(polyclonal carcinoembryonic antigen) и β-catenin проде-
монстрировали отрицательные результаты во всех слу-
чаях (рис. 5 ж, з, и).

Исследован биопсийный материал 3 женщин и 1 
мужчины в возрасте от 42 до 60 лет с пелиозом печени, 
обнаруженным по данным УЗИ и МСКТ и подтверж-
денного гистологическим исследованием. 

Особое внимание в ходе данного исследования бы-
ло уделено роли экстрацеллюлярного матрикса в патоге-
незе ПП, таких как: коллаген III и IV типов и гладкомы-
шечному актину. Обнаруженное нами  перисинусоидаль-
но и вдоль синусоидов увеличение количества коллагена 
III типа, известного как «молодой» коллаген [8], говорит 
о начальных этапах фиброзирования, а IV типа – компо-
нента базальных мембран (Телегина и др., 2013) и в пер-
вую очередь кровеносных сосудов, о неоваскуляризации 
в виде синусоидальной капилляризации. Увеличение 
объема коллагенового матрикса возможно связано с ак-
тивацией извращенного синтеза перисинусоидными 
клетками пространства Диссе, а также некоторыми эн-
дотелиоцитами и отдельными гепатоцитами и может рас-
сматриваться как проявление компенсаторного механиз-
ма или локальной субституцией (формой репаративной 
регенерации). Следует отметить, что усиление интенсив-
ности иммуногистохимической реакции на коллагены 
вокруг пролиферирующих желчных протоков и в зонах 
ступенчатого некроза совпадает с участками повышен-
ной эпителиальной пролиферации.

  Интенсивное окрашивание на α-SMA свидетель-
ствует о возможной трансформации фибробластов в 
миофибробласты под действием повышенного давле-
ния внутри пелиозных полостей [9], направленной на 
обеспечение ретракции и снижение уровня синусои-
дальной дилатации, а также (совместно с адренерги-
ческими нервами-вазоконстрикторами) на модуляцию 
тонуса синусоидов. Существенно, что при этом отме-
чается увеличение количества маркеров клеточной ад-
гезии и миграции (CD31 и CD34) в эндотелии и выход 
за его пределы макрофагов и Т-лимфоцитов, облада-
ющих, как известно, васкулопротективным и неова-
скуляризирующим действием [10].

Положительное внутриядерное окрашивание на 
Ki-67 (маркёра клеточной пролиферации) макрофагов 
(в том числе клеток Купффера), лимфоцитов в пери-

синусоидальных пространствах и между печеночными 
балками, по всей вероятности, свидетельствует о раз-
витии иммунокомпетентного воспаления. 

То обстоятельство, что иммуногистохимические 
реакции с антителами к CD10 и p-CEA и отсутствие 
иммуномечения на β-catenin дали отрицательные ре-
зультаты, позволяет исключить гепатоцеллюлярную 
карциному и β-catenin -ассоциированную форму гепа-
тоцеллюлярной аденомы соответственно.

На основании полученных данных можно выска-
зать следующие суждения относительно патогенеза 
пелиоза печени. Под влиянием этиологических фак-
торов происходит повреждение эндотелия, наруше-
ние пространственных взаимоотношений между пе-
ченочными балками и синусоидными капиллярами, 
что приводит к замедлению тока крови, повышению 
давления в микроциркуляторном русле (в направле-
нии от сосудов портального тракта к центральной 
вене) и в конечном итоге к синусоидальной дилата-
ции и выходу эритроцитов в пространство Диссе. За-
тем развивается воспаление и ступенчатые некрозы 
в печеночных дольках, сопровождающиеся избыточ-
ным синтезом компонентов экстрацеллюлярного ма-
трикса. Активно мигрирующие в очаг воспаления 
иммунокомпетентные клетки частично утилизиру-
ют некротизированные гепатоциты и избыточный 
коллаген, вследствие чего нарушается баланс между 
коллагенообразованием и иммунным ответом. Ак-
тивный синтез коллагена, по всей видимости, мож-
но рассматривать как один из ключевых компенса-
торных механизмов, обеспечивающих образование 
ограниченного очага воспаления (по типу пролифе-
ративного воспаления). Что касается макрофагов, 
утилизирующих коллаген, их роль в данном случае 
представляется нам отрицательной – разрушая кол-
лаген, они повреждают сосуды, и тем самым, усугу-
бляют синусоидальную дилатацию и кровоизлияния. 

Заключение
Активный синтез белков экстрацеллюлярного ма-

трикса и пролиферация иммунокомпетентных клеток на 
фоне нарушения эндотелиальных коммуникаций явля-
ются ключевыми звеньями патогенеза пелиоза печени.
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Наиболее распространенные неинфекционные болезни современного мира: метаболический синдром, диабет 2-го типа, 
хронические респираторные заболевания, церебро- и кардиоваскулярные болезни, болезнь Альцгеймера и другие демен-
ции, депрессии, опухоли, саркопения, остеопороз имеют общий механизм нарушения гомеостаза — окислительный стресс. 
Другая, объединяющая эти болезни черта —  пожилой и старческий возраст пациентов. Связываются эти характеристики 
снижением адаптивных способностей организма, развивающемся по мере увеличения числа прожитых лет. Связь, в прин-
ципе,  неизбежная, но в конкретности поддающаяся, как всё живое, влиянию среды. В статье представлены некоторые 
наиболее известные приемы создания такой среды (образа жизни), которые могут исключить или отодвинуть (нередко 
на годы) начало болезней.
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The most common noninfectious diseases of the modern world, including metabolic syndrome, type 2 diabetes, chronic respira-
tory diseases, cerebrovascular and cardiovascular diseases, Alzheimer’s disease and other dementias, depression, tumors, sarco-
penia, and osteoporosis, share a mechanism of homeostatic disorders, oxidative stress. Another common feature of these diseases 
is the old and senile age of patients. These characteristics are linked with impaired adaptability, which develops with older age. In 
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Разрешите доложить
Коротко и просто,

Я большой охотник жить
Лет до девяноста.

А. Твардовский «Василий Теркин»
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Начинаю статью объяснением названия. Формаль-
но говоря, старость без болезней (СББ) также невоз-
можна, как жизнь без смерти. Однако, я хочу названи-
ем в большей степени отразить цель усилий, нежели 
их результат. Стремление к абсолютной цели прине-
сет пускай и не абсолютный, но существенный резуль-
тат – увеличит продолжительность здоровья. 

Возраст – главный фактор риска многих наиболее 
распространенных болезней человека. Это положение 
определяет актуальность медицинских усилий по обе-
спечению СББ. В аббревиатуре СББ имеется в виду 
комплекс заболеваний смертельных или значительно 
снижающих качество жизни. «Комплексное» направ-
ление не менее важно, чем профилактика и лечение 
конкретных болезней пожилого возраста. Одновремен-
но предотвращать развитие многих весьма вероятных 
болезней крайне привлекательно. Но, реально ли это, 
можно ли и какими действиями этого добиться? По-
пытаюсь ответить на этот непростой вопрос, обсуждая 
только образ жизни и не касаясь медикаментозного ле-
чения, как правило, специфического для каждой бо-
лезни. Рассмотрим некоторые данные экспериментов 
и клинических наблюдений. 

Изменение образа жизни и успехи медицины уве-
личили среднюю продолжительность жизни [1] с 45 лет 
(в начале XX века) до 77 лет (в начале XXI века). Одна-
ко это увеличение продолжительности жизни не озна-
чает увеличения срока СББ. Распространение хрони-
ческих болезней и улучшение их диагностики (бóльшая 
выявляемость) снижают  пафос роста долголетия  в XX 
веке. Речь идет о таких заболеваниях как метаболиче-
ский синдром, диабет 2-го типа, хронические респи-
раторные заболевания, церебро- и кардиоваскулярные 
болезни, болезнь Альцгеймера и другого генеза демен-
ции, депрессии, опухоли, саркопения, остеопороз. 
Считается, что в Англии доля больных мужчин с 1995 
г. по 2006 г. увеличилась от 20 до 40% [2]. Очень веро-
ятно, что общей причиной этих бед является извест-
ный факт возрастного снижения способности к адап-
тивному гомеостазу [3].

Клеточный гомеостаз находится под постоянным 
воздействием реактивных форм кислорода и азота 
(ROS и RNS). Они образуются эндогенно в процессе 
клеточного метаболизма или в результате действия эк-
зогенных причин: лекарств, ксенобиотиков, радиации. 
Эндогенные ROS и RNS – это нормальные, абсолют-
но необходимые для жизни продукты обмена, регуля-
торы многих физиологических процессов и адаптив-
ного ответа на патогенные факторы. В то же время ROS 
и RNS могут изменять макромолекулы: белки, липи-
ды, сахара, ДНК и РНК. В зависимости от глубины по-
вреждения окисленные макромолекулы репарируют-

ся или устраняются. При избыточной продукции ROS 
и RNS или недостаточности системы репарации/де-
градации развивается оксидативный стресс – главный 
фактор всех, перечисленных выше болезней старости, 
по современным понятиям. Получается, что наша 
жизнь и наша смерть обеспечиваются одним и тем же 
веществом – кислородом. 

Это положение обязывает врача много знать, многое 
уметь и ещё больше думать. Повреждающий организм 
оксидативный стресс отличается от обеспечивающего 
жизнь дыхания всего лишь количественно. Поэтому глав-
ная задача в поддержании здоровья – избегать стрессо-
вой ситуации: токсических концентраций ROS и RNS. 
Не забывать, в то же время, что без образования ROS и 
RNS жизнь невозможна. Сохранение жизни при посто-
янных и неизбежных изменениях её условий обеспечи-
вается постоянными приспособлениями окислительно-
восстановительных процессов к этим изменениям. Если 
изменение не превышает величины (порога), допускаю-
щей возврат к исходному состоянию – репарации или 
устранения всех окисленных макромолекул – гомеостаз 
сохраняется. Более того, появляется возможность вос-
станавливать, гомеостаз даже при бóльшем его наруше-
нии, при образовании ROS и RNS в бóльших количе-
ствах. Так осуществляется важнейшая приспособитель-
ная реакция, называемая гормезисом. Однако всё 
живущее умирает, гормезис отодвигает момент, но не 
устраняет неизбежный факт возрастного накопления мо-
дифицированных макромолекул. Это выражается, в част-
ности, в том, что замечательное свойство гормезиса, как 
и всё живое, подчиняется закону времени – снижается с 
возрастом. Дрозофилы успешно справляются с хрониче-
ски повторяющемся окислительным стрессом, гормезис 
обеспечивает им удаление окисленных белков. Однако, 
такой стресс существенно сокращает продолжительность 
их жизни [4]. Возрастное снижение адаптивного гомео-
стаза характерно для живых существ от дрожжевой клет-
ки до человека [3].

Является ли в такой ситуации увеличение прожи-
тых лет неразрывно связанным с подверженностью бо-
лезням или возможно годы человеку оставить, а от бо-
лезней избавить? Уже до углубления в медицинскую 
литературу по опыту жизни видится ответ – возмож-
но. Рассмотрим некоторые пути к достижению этого 
привлекательного результата. Сегодня в качестве глав-
ной стратегии достижения СББ обсуждаются различ-
ные варианты создания гормезисного эффекта в  тка-
невом дыхании.

Оказалось, что очень простым и даже экономиче-
ски выгодным приемом – ограничением пищи (уме-
ренным питанием) на 30-60% к ad libitum, можно уве-
личить срок жизни многих беспозвоночных: дрожжей, 
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нематод, насекомых. Это интересно, но далеко от здра-
воохранения. Однако принципиально такие же наблю-
дения были сделаны и на гораздо более близком к че-
ловеку объекте: грызунах. Сокращение рациона на 30 
и 60%, начатое в молодом возрасте, вызывало соответ-
ствующее уровню питания (т.е. на 30 и 60%) увеличе-
ние срока жизни мышей [5]. Такой же режим  питания 
у мышей с возраста 12 мес продлевал жизнь меньше, 
только от 10 до 20% [6]. Умирают мыши очень часто (в 
70-80% случаев) от опухолей. Оказалось, что умерен-
ное питание мышей ингибирует развитие спонтанных, 
а также химически и радиационно-индуцированных 
опухолей [7]. Умеренное питание предотвращало раз-
витие диабета, аутоиммунных и респираторных забо-
леваний, развитие нейродегенерации (накопление 
β-амилоида), усиливало нейрогенез при эксперимен-
тальных болезнях Альцгеймера, Паркинсона, Хантинг-
тона и при инсульте [8]. Сокращение рациона на 30% 
у взрослых молодых макак-резусов увеличивало про-
должительность их жизни [9]. 

В самой общей форме механизм благотворного 
действия умеренного питания на здоровье понятен и, 
по-видимому, играет свою роль во всем царстве жи-
вотных, не исключая человека. Активность всех живых 
существ включается и усиливается голодом – энерге-
тическим стрессом. Голод самый постоянный (в эво-
люции) стрессовый фактор. И соответственно вызы-
вает антистрессовую реакцию, мобилизующую защит-
ные силы организма. Стимулирует эффективные пути 
метаболизма и блокирует менее эффективные. Усили-
вает биогенез митохондрий и экспрессию в них анти-
оксидантов [10]. Такие события не только устраняют 
последствия стресса, но и повышают по принципу гор-
мезиса стрессоустойчивость. Поскольку адаптивный 
ответ развивается в митохондриях, его называют ми-
тогормезисом [11].  

Сегодня имеется большое число свидетельств, по-
ложительного влияния умеренного питания на здоро-
вье человека. Оправдываются  приписываемые Гиппо-
крату слова: «есть больному – кормить болезнь». Так 
при метаболическом синдроме голодание через день в 
течение 2 мес снижало сердечный ритм в покое и та-
кие показатели риска сердечно-сосудистых заболева-
ний, как содержание в крови глюкозы, инсулина и го-
моцистеина [12].

Сотрудники университета Юта (M. Lefevre и др.) 
исследовали липидный обмен и кровяное давление у 
здоровых с нормальным ИМТ (индекс массы тела) 
мужчин и женщин после сокращения калорийности 
пищи на 25% в течение 6 мес. Обнаружили снижение 
массы тела и уменьшение на 29% десятилетнего риска 
развития сердечно-сосудистых заболеваний [13]. 

Проведенное позже исследование действия 25% 
сокращения калорийности пищи, но осуществлявше-
еся в течение 2 лет, по сути, подтвердило данные  
M. Lefevre с сотрудниками, добавив к благоприятным 
эффектам умеренного питания существенное сниже-
ние содержания TNFα [14].

Исследования любых влияний на продолжитель-
ность жизни человека осложняются многими обстоя-
тельствами. Одно из них — величина этой продолжи-
тельности, могущая заметно превзойти срок жизни ис-
следователя. Конечно, трудной задачей является и 
строгость многолетнего соблюдения обследуемыми ус-
ловий эксперимента. Тем не менее, в нашей теме име-
ется результат наблюдения  L. Fontana с сотрудника-
ми [15],  показавшими, что умеренное питание в тече-
ние 3—15 лет, даже, если не продлевает жизнь, то 
существенно снижает возможность атеросклероза со-
кратить срок жизни. В тестовой и контрольной груп-
пах этого исследования было по 18 участников  в воз-
расте 35-82 года, средний возраст 50 ± 10 лет. Рацион 
тестовой группы содержал все незаменимые продукты 
с энергоемкостью 1112—1958 ккал/день. Широкий на-
бор овощей, фруктов, орехов, молочных продуктов, 
яиц, белки пшеницы и сои, мясо (≈26% кал за счет бел-
ка, ≈28% кал за счет жиров, и ≈46% кал за счет углево-
дов). Исключались трансжиры и высоко гликемиче-
ские продукты. Почти в 2 раза  более калорийной 
(1976—3537 ккаль/день) была типичная американская 
диета в группе контроля (≈18%кал за счет белка, ≈32% 
кал за счет жира и ≈50%кал за счет углеводов). Через 6 
лет такого пищевого режима обнаружены следующие 
различия групп. Индекс массы тела в группе с умерен-
ным питанием 19.6 ± 1.9кг/м2; в контроле 25.9 ± 3.2кг/м2.  
Содержание жира (по данным двухэнергетической 
рентгеновской абсорбциометрии) в группе умеренно-
го питания 8.7 ± 7%; в контроле 24 ± 8%. В группе уме-
ренного питания, существенно ниже было содержание 
в сыворотке крови холестерина, липопротеина низкой 
плотности, инсулина, глюкозы, С-реактивного белка, 
PDGF, систолическое и диастолическое давление, а 
содержание липопротеина высокой плотности выше, 
чем в контроле. Толщина комплекса интима-медиа по 
данным УЗИ в группе умеренного питания также бы-
ла на 40% меньше. Вывод этого исследования: много-
летнее умеренное питание заметно подавляет проявле-
ние признаков атеросклероза. 

Не удивительно, что интересные и оптимистиче-
ские результаты этой работы вызвали многочисленные 
отклики (более 200 цитирований) и стимулировали 
проверочные  исследования. Результаты их, в общем, 
подтверждая основной вывод работы L. Fontana с со-
трудниками, выявили важную и неприятную особен-
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ность продолжительного ограниченного питания – 
снижение минеральной плотности костной ткани, да-
же у сравнительно молодых людей. Так в много- 
центровом исследовании D. Villareal с сотрудниками и 
с участием L. Fontana [16] у людей в возрасте 37.9±7.2 
года обнаружили по данным двухэнергетической рент-
геновской абсорбциометрии снижение плотности ко-
сти в пояснице, бедре и шейке бедра – типичных ме-
стах остеопорозных переломов. 

Уменьшение массы костной ткани у ожиревших 
пожилых людей в результате курса умеренного пита-
ния  было многократно описано. Оно происходило да-
же при его сочетании с физическими нагрузками [17]. 
У молодых и среднего возраста ожиревших людей сни-
жение умеренным питанием массы тела не сопрово-
ждалось снижением прочности костной ткани [18]. Се-
годня бо`льшей подверженности утрате костной ткани 
при умеренном питании молодых и среднего возраста 
людей c нормальным ИМТ сравнительно с толстыми 
сверстниками предлагается следующее объяснение 
[16]. Жир и кость связаны множеством метаболиче-
ских механизмов, обеспечивающих скелету возмож-
ность нести образовавшуюся на нем массу жировой 
ткани. Вероятные медиаторы этой связи: адипонектин, 
инсулин, амилин, лептин, эстроген адипоцитов. Кли-
нический аспект такой связи выражается в том, что 
ожирение – защита от остеопороза, а худощавость — 
предотвратимый риск переломов [19]. Есть в обсужда-
емом вопросе ещё и такой момент. При сравнитель-
ных исследованиях влияния умеренного питания на 
людей нормального телосложения и ожиревших обра-
щается внимание только на различие ИМТ. Но между 
такими группами есть ещё существенное различие.  
Группа ожиревших – это люди, выполняющие в ходе 
исследования бóльшую физическую нагрузку, чем 
группа с нормальным ИМТ, у первых б’ольшая абсо-
лютная масса мышц. А поскольку мышцы подобно же-
лезам внутренней секреции выделяют в кровь большое 
количество миокинов, у них лучше сохраняется кост-
ная ткань (у толстяков железа-мышца больше по вели-
чине и больше нагружена). И это может быть не един-
ственным «сюрпризом» подобных сравнений. 

Как отмечалось ранее [17] у старых людей с избы-
точной массой тела умеренное питание снижает проч-
ность костной ткани, но и такая ситуация может быть 
исправлена остеопротективным действием физических 
нагрузок [20].

Заявленное в начале статьи утверждение, что уме-
ренное питание, будучи  повреждающим фактором, 
продлевает жизнь по механизму гормезиса, в настоя-
щее время получило рад доказательств из области мо-
лекулярно-клеточных взаимодействий. Было обнару-

жено, что у мышей продление срока жизни при огра-
ничении питания сочетается с замедленной сравни- 
тельно с контролем «эрозией» теломер, [21]. Есть дан-
ные, свидетельствующие о благоприятном для продол-
жительности жизни действии гормезиса умеренного 
питания и на эпигенетическом уровне. Вряд ли оши-
бусь,  сочтя наиболее интересными и действенными 
процессы, совершающиеся в митохондриях. Обяза-
тельными условиями СББ является сохранение  доста-
точно высокого уровня биогенеза митохондрий, опти-
мального уровня обмена в них белка и оптимального 
уровня апоптоза. Режим ограничения питания благо-
приятен для сохранения высокой оксидативной спо-
собности при низком уровне оксидативного повреж-
дения. У старых животных при ограничении питания 
в  сравнении с питающимися  ad libitum,  активирует-
ся транскрипционный фактор PGC-1α (peroxisome pro-
liferator-activated receptor γ coactivator 1α), что усилива-
ет биогенез митохондрий, улучшает утилизацию суб-
стратов: углеводов, жирных кислот [22]. Увеличение 
числа митохондрий в гепатоцитах крыс при умерен-
ном питании доказано в электронно-микроскопиче-
ских исследованиях [23]. Я не пересказываю сведения 
об известных в настоящее время путях усиления или 
торможения активности ключевого регулятора биоге-
неза и функции митохондрий транскрипционного фак-
тора PGC-1α. Для нашей темы главный интерес пред-
ставляет отчетливо обозначившаяся возможность уме-
ренного питания через антиоксидантную роль PGC-1α 
заметно ослаблять действие факторов риска возраст-
ных болезней.

Профилактическое и лечебное действие умерен-
ного питания доказывает, что самые распространен-
ные неинфекционные болезни современного челове-
чества – это, в значительной мере, расплата за жад-
ность и за эксплуатацию других людей. Собственным 
трудом человек не склонен добывать и, соответствен-
но, поглощать избыточное количество пищи – нет сти-
мула-голода для этого нелегкого труда.

Имеется много сообщений о профилактике воз-
растных болезней физическими нагрузками [24]. Пи-
шут, что умеренное питание способствует увеличению 
продолжительности жизни, а нагрузки в большей сте-
пени увеличивают срок старости без болезней [24]. Но, 
конечно, эти эффекты трудно разграничить, особенно 
у человека. Важно, что и одно и другое способствуют 
здоровью.  

Главный механизм положительного влияния на-
грузок на здоровье – оксидативный стресс в гормезис-
ной дозе. В окислительно-восстановительных процес-
сах, соответственно их интенсивности, можно наблю-
дать морфологические изменения митохондрий: 
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перемещения, особенно значительные  в такой круп-
ной клетке, как мышечное волокно, деления и слия-
ния. Функция, структура и перемещения митохондрий 
регулируются ROS/RNS. Повторяющиеся нагрузки 
(т.е. периодические увеличения концентраций ROS/
RNS) вызывают, выявляемую электронно-микроско-
пическим исследованием, гиперплазию митохондрий 
и оптимизацию путей окисления-восстановления [25, 
26]. Морфология митохондрий определяется балансом 
слияний-делений [27]. Когда равновесие нарушается, 
митохондрии становятся фрагментированными – (не-
сбалансированное деление) или длинными (несбалан-
сированное слияние). 

 При умеренном питании и нагрузках гормезисной 
интенсивности включается так называемый стресс-
индуцированный ответ митохондриальных гипер-сли-
яний «Stress-Induced Mitochondrial Hyperfusion re-
sponse» (SIMH). SIMH считается благоприятным от-
ветом, связанным с увеличением продукции АТФ. При 
умеренном стрессе, слияния перестраивают и увели-
чивают митохондриальную сеть, повышают эффектив-
ность окислительного фосфорилирования и “простым” 
увеличением объема защищают митохондрии от дегра-
дации в аутофагосомах. При тяжелых повреждениях 
митохондрии, напротив, в результате делений изоли-
руются от митохондриальной сети и это способствует 
их устранению митофагией [28].

Для современного человечества важным моментом 
в обсуждаемой проблеме является следующее обстоя-
тельство: для многих, стремящихся к старости без бо-
лезней людей, умеренное питание не обусловливается 
финансовыми ограничениями, но предпринимается с 
лечебно-профилактической целью, что  в условиях до-
ступности пищи, требует волевых усилий, и удается не 
всем. Другой путь — режим постоянных физических 
нагрузок достаточной интенсивности — не всегда уда-
ется обеспечить даже в молодом возрасте. У пожилых 
людей эта задача становится ещё труднее. Такое поло-
жение повышает актуальность фармакологических пу-
тей в решении проблемы. Стимулирует интерес меди-
цины к препаратам  заменителям или имитаторам уме-
ренного питания и физических нагрузок. Конечно 
аптечные и пищевые средства, нацеленные на СББ, не 
лишены интереса и для людей, испытывающих физи-
ческие нагрузки и достаточно волевых для соблюдения 
режима ограничения питания. Здоровья много не бы-
вает.

Формулой: главное зло – оксидативный стресс, 
подсказывается стратегия защиты: антиоксиданты. 
Они представляются и используются как самостоятель-
но действующие факторы долголетия и как дополне-
ние к умеренному питанию и физическим нагрузкам. 

Эта стратегия не изобретение человека. Она природ-
ное  явление и обеспечивается в каждой клетке анти-
оксидантными ферментами, наиболее популярные из 
них: супероксиддисмутаза, каталаза и пероксидазы. 
Эмпирически обнаруженное лекарственное и укрепля-
ющее здоровье свойство многих веществ и пищевых 
продуктов, при дальнейшем исследовании оказалось 
обусловленным их антиоксидантной способностью. 
Однако современное изобилие антиоксидантов на ап-
течном и продовольственном рынках не избавляет вра-
ча от трудности  организации программы старости без 
болезней. Трудность в том, что благотворное действие 
образа жизни осуществляется по принципу гормезиса 
– баланса оксидантных и антиоксидантных эффектов. 
Поскольку точный учет того и другого невозможен от 
врача требуется много знаний для приблизительного 
определения стратегии и таланта для окончательного 
решения. 

Для фактического подтверждения сказанного ссы-
лаюсь на одно из многочисленных исследований об-
суждаемого вопроса [29]. Изучали совместное действие 
нагрузок и антиоксидантов. Две группы молодых здо-
ровых мужчин: первая предварительно не тренирован-
ные (n = 19), вторая - тренированные (n = 20) прошли 
месячный курс тренировок. Тренировки увеличили 
чувствительность к инсулину в обеих группах. Увели-
чилась экспрессия транскрипционных регуляторов ан-
тиоксидантной защиты, в частности PGC1α. Активи-
ровались молекулярные медиаторы эндогенной ROS 
защиты: супероксиддисмутаза и глутатион пероксида-
за. Однако, все эти эффекты стресс-устойчивости не 
возникали, если одновременно с нагрузками участни-
ки исследования принимали антиоксиданты: витами-
ны С и Е. Иными словами вмешательство аптечных 
антиоксидантов не позволяло стрессу нагрузок достиг-
нуть достаточной для благоприятного эффекта вели-
чины — гормезиса. У человека несколько значитель-
ных, долговременных, рандомизированных клиниче-
ских исследований с витаминными антиоксидантами 
не обнаружили снижения сердечно-сосудистой и опу-
холевой морбидности/мортальности [30].

Эти исследования, доказывают, что ROS и RNS 
могут быть факторами, как пользы, так и вреда. Спо-
собствовать  как сохранению здоровья так и развитию 
болезни. Всё определяется концентрацией. Для разум-
ной рекомендации образа жизни, нацеленного на СББ 
с использованием умеренного питания, физических 
нагрузок, пищевых антиоксидантов необходимо учи-
тывать принципиальную возможность навредить бла-
готворными, в других ситуациях, антиоксидантами. 
Обеспечить гармонию оксидантов – антиоксидантов 
по аптечным инструкциям невозможно. В таких реко-
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мендациях обязательно должны учитываться индиви-
дуальные особенности кислородного обмена (редокс-
статус) человека. Сказанное можно подтвердить ис-
следованием [31]. У 19 испытуемых (10 мужчин) 
определяли окислительно-восстановительные марке-
ры сыворотки и эритроцитов перед физической на-
грузкой, непосредственно после неё и в дальнейшем 
через 24, 48 и 72 ч. У 11 участников исследования об-
наружено значительное увеличение окислительно-вос-
становительного потенциала  (ОВП) после нагрузки, 
у остальных 8 - высокая степень уменьшения. Только 
в группе с снижением ОВП отмечена существенная ак-
тивация перекисного окисления липидов, указываю-
щая на оксидативный стресс. Следует, однако,  отме-
тить, что непосредственное измерение окислительно-
восстановительного потенциала пока остается методом 
с невысоким уровнем надежности в связи с резкими 
колебаниями показателей у одного человека в разные 
дни [32]. 

 Большим числом экспериментов и клинических 
исследований было обнаружено, что введениями ан-
тибиотика рапамицина можно продлить жизнь мышей, 
отодвинуть у мышей и людей сроки появления ряда 
«возрастных» патологических процессов:  когнитив-
ной недостаточности, болезни Альцгеймера, рака, по-
чечных, сердечных и аутоиммунных заболеваний. Бла-
готворное действие рапамицина объясняют его инги-
бирующим действием на группу белков, регулирующих, 
главным образом отрицательно, клеточный рост и про-
лиферацию. Белки, соответственно, называются  ми-
шень рапамицина у млекопитающих (mammalian target 
of rapamycin — mTOR). Относительно действия рапа-
мицина на иммунитет и диабет 2-го типа есть благо-
приятные и отрицательные сообщения [33]. Наиболее 
обсуждаемое побочное действие рапамицина – разви-
тие инсулинорезистентности может быть компенси-
ровано популярным анти диабетическим средством – 
метформином. Он гармонирует с задачами долгожи-
тельства, обеспечив принимавшим его 78 241 
диабетикам большую продолжительность жизни, чем  
у 90 463 сравниваемых с ними людей, не больных ди-
абетом [34].  

Способность NAD-зависимых белков сиртуинов 
регулировать экспрессию генов и устранять поврежде-
ния ДНК стимулировала попытки повлиять сиртуина-
ми на продолжительность жизни. Попытки дали по-
ложительный результат в экспериментах на дрожжах, 
нематодах и дрозофилах. Много оптимистичных на-
блюдений было сделано и на млекопитающих. Дей-
ствуя как регуляторы транскрипции, сиртуины благо-
приятно влияли на энергетический обмен, выживае-
мость клеток, репарацию ДНК, регенерацию тканей, 

воспаление, противоопухолевую резистентность, ней-
рональные связи и даже циркадные ритмы. Поэтому 
предполагается благоприятное влияние сиртуинов на 
патогенез многих болезней, включая метаболический 
синдром, нейродегенеративные болезни, воспалитель-
ный ответ, болезни кровообращения, новообразова-
ния и другие возрастные патологии. Активация сирту-
инов может способствовать СББ и даже увеличению 
продолжительности жизни [35, 36]. Локализуются сир-
туины в ядре, цитозоле и митохондриях. В списке под-
властных им целей есть такие важные для здоровья 
факторы как p53, PGC1α и NF-κB (ядерный фактор 
«каппа-би»).  Поэтому весьма привлекательным пред-
ставляется умение регулировать активность сиртуинов.

Наиболее известным активатором сиртуинов яв-
ляется ресвератрол [36]. Через сиртуины он увеличи-
вает экспрессию нескольких антиоксидантных фер-
ментов (гем- оксигеназы-1, каталазы, глутатионперок-
сидазы, супероксиддисмутазы). В то же время 
ресвератрол и непосредственно обладает антиокси-
дантным действием, устраняя ROS и RNS [37]. Другие 
достоинства ресвератрола: распространенность, отсут-
ствие токсичности, невысокая цена. Действие через 
сиртуины доказывается тем, что у нокаутных по  Sirt1  
мышей прием ресвератрола не обеспечивает продле-
ние жизни и другие эффекты умеренного питания. В 
исследовании большой группы ученых (27 авторов из 
США, Австралии, Испании) мыши, питавшиеся ad 
libitum, но получавшие ресвератрол со среднего воз-
раста (12 мес) отличались заметным уменьшением мно-
гих проявлений старости: альбуминурии, воспалений, 
апоптоза эндотелиоцитов, образования катаракт, сни-
жения эластичности аорты, координации движений, 
плотности костной ткани. Однако, продолжительность 
жизни этих животных не превысила контроль – пита-
ние ad libitum без ресвератрола [38]. Есть много сооб-
щений о подобном УП действии ресвератрола в кли-
нике при диабете, сердечно-сосудистых заболеваниях, 
болезни Альцгеймера [36, 39]. Сходным по структуре 
с ресвератролом флавоноидам, посвящено много со-
общений об их благотворных эффектах на здоровье. В 
частности о способности уменьшать жесткость арте-
рий со снижением АД [40], о более легком течении экс-
периментального метаболического синдрома [41].

Не меньший интерес для нашей темы, чем роль от-
дельных пищевых факторов, представляет влияние на 
здоровье той или иной диеты в целом. Из огромного 
числа публикаций на эту тему привожу результаты ме-
та-анализа литературы с января 1999 г. по июнь 2014 г. 
Авторы включили в анализ 17 рандомизированных ис-
следований трех оздоровительных диет, в том числе 
средиземноморской. Диеты характеризовались высо-
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ким содержанием фруктов, овощей, цельных зерен, се-
мян, бобовых, орехов, рыбы, молочных продуктов и 
низким содержанием мяса, сладостей и алкоголя. Та-
кие диеты по выводам авторов заметно снижали АД: 
систолическое на 4,26 мм, диастолическое на 2,38 мм 
[42].

По данным рандомизированных многоцентровых 
исследований с 652 участниками поглощение орехов и 
арахиса в течение 3х недель или больше существенно 
улучшает (по результатам УЗИ) поток-опосредован-
ную дилатацию кровеносных сосудов, т.е. улучшает 
производство сосудистой стенкой оксида азота — NO 
[43]. Снижение активности NO как основного вазоди-
лататора сосудистой стенки является одним из самых 
ранних маркеров атеросклероза. Возрастная эндотели-
альная дисфункция уменьшает биодоступность NO.

Эволюционная обусловленность связи питание-
здоровье проявляется не только в значении количества 
и состава пищи, но и в роли такого фактора, как вре-
мя приема пищи. Временной параметр в приеме пищи 
имеет существенное значение, поскольку он древнее, 
закрепленное эволюцией приспособление наших пред-
ков к еде днем и голодании ночью. Цивилизация при-
думала искусственное освещение. Для большей части 
современных землян заход солнца не обеспечивает на-
ступления темноты. Уже это способствует распростра-
нению всего комплекса болезней, связанных с избы-
точным весом (метаболический синдром, диабет, ате-
росклероз, сердечнососудистые и цереброваскулярные 
болезни, рак, нейродегенеративные болезни). Ещё бо-
лее грубое вмешательство в циркадные ритмы, неже-
ли удлиненный световой период, произошло путем 
большого распространения ночных смен в разных сфе-
рах современного индустриального и постиндустри-
ального общества. Распространенное  и быстро нарас-
тающее в распространенности цивилизационное на-
рушение циркадных ритмов – фактор полета (jetlag). 
В особо грубой форме он действует на  экипажи и пас-
сажиров самолетов. Слабее, но зато постояннее, дей-
ствует, так называемый «социальный фактор полета» 
(social jetlag) в форме несоответствия времени сна эн-
догенным ритмам человека («совы» – «жаворонки») и  
в форме разницы длительности будничного и воскрес-
ного сна. Есть сообщение, что различие воскресного 
и будничного сна, по крайней мере, на 1 ч распростра-
нено на 87%  жителей северной Европы [44]. 

Опубликовано несколько исследований о повыше-
нии риска развития рака молочной железы у работаю-
щих в ночные смены женщин [45]. Влияние на здоро-
вье периода суток, выбранного для приема пищи по-
казано исследованием [46]. Группу тучных женщин 
(ИМТ — 32.4 ± 1.8 кг/м2) делили на 2 выборки, кото-

рые отличались только временем приема половинной 
по калорийности порции суточной еды: в завтрак или 
в обед. Все участницы исследования получали 1400 
ккал/сут. У всех уменьшились вес, окружность талии, 
содержание натощак глюкозы, инсулина, грелина. Од-
нако в подгруппе с большим завтраком снижение ве-
са, окружности талии, глюкозы и инсулина было вы-
ражено значительнее. 

Сказанное выше обозначает важность достижения 
максимально возможного соответствия временного ре-
жима жизни вообще и, в частности, времени сна цир-
кадным ритмам. Для проблемы СББ важно, что циви-
лизация не только нарушает циркадные ритмы, но и 
открывает способы коррекции таких нарушений. Пер-
вейший инструмент коррекции – понимание сущно-
сти этих нарушений. Понимание позволяет вносить 
целесообразные организационные изменения во вре-
менной режим работы, еды, отдыха. Есть и лекарствен-
ные способы гармонизации образа жизни с циркадны-
ми ритмами. Не удивительно, что в таком подходе пер-
вое место занимает естественный, природный 
регулятор циркадных ритмов – мелатонин [47]. Тера-
певтический потенциал мелатонина пока ещё в стадии 
предварительного исследования, но уже есть свиде-
тельства его эффективности в интересующей нас об-
ласти патологии. В рандомизированном плацебо-кон-
тролируемом исследовании прием мелатонина (1-3 мг/
день) в течение 1 года женщинами в постменопаузе 
привел к достоверному уменьшению массы жира и уве-
личению массы мышц [48]. При приеме 2 мг мелато-
нина в течение 5 мес больными диабетом 2-го типа и с 
нарушениями сна, обнаружили достоверное снижение 
уровня гликированного гемоглобина и улучшение сна 
[49].

Патогенность нарушений циркадных ритмов может 
быть снижена и совсем не медицинскими приемами: за-
меной коротковолнового освещения – голубого, зеле-
ного на длинноволновое — желтое, красное [50].

Много рекомендаций и даже есть президентские  
призывы к населению (США) снижать АД уменьше-
нием потребления соли. [51]. Ограниченное потребле-
ние соли уменьшало как жесткость артерий так и АД 
[40]. В то же время оказывается, что этот вездесущий, 
простой по структуре и тысячи лет, потребляемый всем 
человечеством пищевой продукт, мало изучен, в его 
влиянии на здоровье больше вопросов, чем ответов. 
Его недостаток в организме также ведет к повышен-
ной смертности, как и избыток. Скорее всего,  при нор-
мальной функции почек не стоит увлекаться низко со-
левой диетой [52, 53].

Попытка беспристрастного рассмотрения совре-
менной литературы с задачей определить, возможно 
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ли исключить или задержать «приход» наиболее рас-
пространенных сегодня болезней старости позволяет 
сделать разумно-оптимистическое резюме. СББ явле-
ние временное, но достижимое. Продолжительность 
его зависит от состояния человека на старте усилий и 
упорства в стремлении к цели. Важно, что результат 
может выражаться годами. А поскольку результат оз-
начает жизнь – он стоит усилий!
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Лечение синдрома короткой кишки является сложной проблемой в современной медицине. У ряда пациентов существующие 
методы лечения неэффективны, а трансплантация кишечника показывает неудовлетворительные результаты. Тканевая инже-
нерия тонкой кишки может быть инновационным методом лечения этих пациентов. Одним из ключевых элементов в создании 
кишки является выращивание нервной системы кишечника. До настоящего времени не описаны культуры нервных клеток, выде-
ленных из нервной системы кишечника, выращенные в трёхмерном матриксе на основе гиалуроновой кислоты. 
Цель исследования: разработать метод выращивания in vitro взаимодействующих друг с другом клеток нервной системы 
кишечника в трехмерной среде. 
Методы: клетки нервной системы кишечника выделялись из кишечника крыс путём препарирования и ферментативного 
воздействия на мышечный слой тонкой кишки. Далее клетки помещались в трёхмерный матрикс и культивировались в 
нём в течении нескольких дней.  
Результаты. Клетки нервной системы кишечника были выделены из крыс и культивировались в трёхмерном матриксе, 
помещённом в раствор для культур клеток с добавлением специфических факторов роста. Микроскопирование культур 
клеток на восьмые сутки показало, что нервные клетки активно растут, соединяясь с другими нервными клетками при 
помощи отростков. Конфокальная микроскопия в сочетании с иммуногистохимическим окрашиванием клеток специфич-
ным маркером нервных клеток показала, что полученные культуры действительно состоят из нервных клеток.  
Заключение. Разработанный метод позволяет вырастить in vitro живущие и взаимодействующие друг с другом клетки 
нервной системы кишечника в трехмерной среде. Полученная культура клеток может быть использована для моделиро-
вания стенки тонкой кишки путем тканевой инженерии.

Ключевые слова: тканевая инженерия; нервная система кишечника; энтеральная нервная система; синдром короткой 
кишки; нейрон.
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A method for culturing of enteric nervous system cells suitable for tissue engineering of the intestine
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Background. Treatment of short bowel syndrome is a complex issue in modern medicine. Existing treatment methods are ineffi-
cient in some cases, and bowel transplantation shows unsatisfactory results. Tissue engineering of the small intestine can repre-
sent an innovative method of treatment for these patients. One of the key elements in creation of the gut is culturing of enteric 
nervous system cells. There is no description of the nerve cells culture extracted from the enteric nervous system and grown in a 
hyaluronic-acid based three-dimensional matrix so far. 
Research objective: establishing an in vitro method for culturing of interacting enteric nervous system cells in a 3D environment. 
Methods. The enteric nervous system cells used for these experiments were isolated from Sprague-Dawley rats. Hyaluronic-acid 
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based hydrogel HyStem®-C (ESI BIO - A Division of BioTime, USA) was used as a 3D matrix. Enteric nervous system cells were iso-
lated from 5- to 8-day-old newborn Sprague-Dawley rats. Animals were decapitated with a rodent guillotine (cervical spinal cord 
transection). After that they were laparotomized, and their intestines were isolated. The removed intestines were placed in a Petri 
dish filled with the MEM (Minimum Essential Medium) supplemented with antibiotics (25 µl factory-produced solution of genta-
mycin (40 mg/ml) and 50 µl of metronidazole solution (5 mg/ml) per 50 ml of MEM). 
The small intestine was then separated from the colon and mesentery under an optical microscope, and the muscular layer of 
small intestine was isolated from the submucosal layer. The isolated muscular layer was placed in a tube with the deoxyribonu-
clease and collagenase solution as well as Balanced Salt Solution and incubated for 2 h at 37°C and 5% CO2. As a result, the intes-
tinal muscle tissue was broken down completely in the produced solution, while areas of the myenteric plexus remained intact 
and were recognizable under the microscope as a network. These neural networks were treated with a trypsin solution. Further, 
after mechanical processing, a suspension of nerve cells was obtained. The hyaluronic-acid based gel HyStem®-C (ESI BIO - A Divi-
sion of BioTime, Inc., USA) with added collagen was used to produce a 3D matrix. The enteric nervous system cells were added 
to this three-dimensional matrix and stirred. Matrix had been hardening for 30 minutes. The cell cultures were fixed, stained and 
microscoped 10-21 days later.  For immunofluorescence staining of cells we used a direct immunohistochemical method with the 
anti-ß III Tubulin antibody conjugated with the fluorochrome Alexa 488 Flour (Merck Millipore). Anti-ß III Tubulin is a specific anti-
body used for peculiar staining of neurons.  The anthraquinone dye with a high affinity to double-stranded DNA - DRAQ5 (Thermo 
Fisher Scientific) was applied in order to identify cell nuclei.  Microscopy was conducted with Leica TCS SP8 (Leica, Germany). 
Results. The technique we represented allowed us to produce a culture of enteric nervous system cells isolated from rats in the 
three-dimensional matrix. Confocal microscopy combined with immunohistochemical staining with specific neuronal marker 
showed that the final cultures indeed consisted of nerve cells. Larger nerve cell clusters were encountered. Herewith, some neu-
rons were arranged close to each other while others were located at a distance; however, all neurons were interconnected. Neu-
rons also clearly showed wide processes morphologically similar to those of axons. In addition, many thin and branching pro-
cesses resembling dendrites morphologically were visible. The use of confocal microscopy allowed to receive a series of images 
at different depths of the focal plane, which could then be reconstructed to a three-dimensional image. The 3D reconstruction of 
the nervous plexi clearly revealed neurons joined together in a complex network. For DRAQ5 stains all cell nuclei, not just those 
of neurons, the presence of stained cell nuclei just “hanging” on the reconstruction without cytosomes of nerve cells indicated 
that other cell types were also present in this texture.  The present work showed a possibility for culturing interconnected enteric 
nervous system cells as well as nerve plexi within the three-dimensional medium in vitro. The key step in growing the enteric ner-
vous system cells for both two-dimensional and three-dimensional medium claims to be the characteristics of functional cellular 
activity. Following stages of the study require observing of the cells’ functionality, for example, by using the analysis of intracel-
lular Ca 2+ concentration (calcium imaging) and its variability. In addition, the study of cellular interactions within the enteric ner-
vous system with other types of cells in the three-dimensional medium also encourages a great interest. 
Conclusion. The developed method enables one to culture the interconnected cells of the enteric nervous system within the 
three-dimensional medium in vitro, which can be used to create the enteric nervous system when growing the small intestinal 
wall by means of tissue engineering. Further research is based on studying the functionality of cells grown in a three-dimensional 
medium as well as on co-culturing of enteric nerve cells with other types of cells in three-dimensional media.  
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Синдром короткой кишки (СКК) – это заболева-
ние, проявляющееся хронической кишечной недоста-
точностью, возникает в результате массивной резек-
ции кишечника, реже бывает врожденного характера. 
Причинами развития СКК у детей чаще всего являют-

ся заболевания, требующие обширной резекций ки-
шечника: некротический энтероколит, атрезия кишеч-
ника, гастрошизис, заворот кишок и др. [1, 2].  У взрос-
лых наиболее частыми причинами СКК являются 
мезентеральный тромбоз, болезнь Крона, злокаче-
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ственные новообразования и т.д. [3, 4]. На сегодняш-
ний день проблема выраженной мальабсорбции у де-
тей с СКК  решается при помощи парентерального пи-
тания (ПП),   являющегося жизненно необходимым 
для таких пациентов [5]. Однако ПП вызывает такие 
опасные для жизни осложнения, как печеночная не-
достаточность у 40-70% пациентов, катетер-ассоции-
рованный сепсис и катетер- индуцированный веноз-
ный тромбоз [6]. Было показано, что пятилетняя вы-
живаемость пациентов с СКК, находившихся на ПП, 
составила лишь 52%, тогда как у детей, перешедших в 
течение 2,5 лет на полное энтеральное питание, отме-
чалось повышение показателя до 95% [7, 8]. Таким об-
разом, для пациентов с СКК совершенно необходи-
мым и обоснованным является сокращение длитель-
ности ПП и ранний переход на полное энтеральное 
питание. Хирургические методы лечении СКК направ-
лены на улучшение кишечной абсорбции и тем самым 
на увеличение доли энтерального питания в нутритив-
ном статусе пациента. Эффективность применения со-
временных терапевтических и хирургических методов 
лечения достигает 70% [9].

Трансплантация кишечника является еще одним 
из способов лечения пациентов с короткой кишкой.  
Однако по данным крупнейшего европейского центра 
по трансплантации кишечника 5-летняя выживаемость 
трансплантата при пересадке кишечника у детей со-
ставляет лишь 44%-57%, а 10-летняя выживаемость 
трансплантата - 31%-44% [10]. Согласно данным отче-
та регистра по трансплантации кишечника, на осно-
вании данных о 2699, пациентов пятилетняя выжива-
емость пациентов составила лишь 56% [11]. 

Тканевая инженерия может стать принципиально 
новым подходом к лечению пациентов с СКК и хро-
нической кишечной недостаточности [7]. В тканевой 
инженерии используется матрица, заменяющая вне-
клеточный матрикс тканей, которая заполняется не-
обходимыми клетками, рост и развитие которых регу-
лируется и стимулируется с помощью различных фак-
торов роста. В последние годы исследователи достигли 
определенных результатов в моделировании отдель-
ных компонентов кишки  [12]. Для создания искус-
ственного кишечника были изучены возможности ис-
пользования различных тканей в роли матрикса, таких 
как бесклеточный кожный матрикс (Acellular dermal 
matrix), подслизистый слой тонкой кишки (small 
intestinal submucosa), коллагеновая губка заполненная 
мышечными клетками и др. [3, 13].  Исследовались так 
же синтетические гидрогели на основе алината, 
l-pNIPAM - гидрогель, l-pNIPAM-co-DMAc гидрогель 
[14]. Матриксы исследовались с различными типами 
клеток, такими как энтеральные стволовые клетки, ор-

ганотипические культуры, Caco-2 and HT29-MTX, мы-
шечные клетки и другие. Изучались модели in vitro и 
in vivo (животные модели). Авторы показывали преи-
мущества тех или иных комбинаций матрикса и кле-
ток для создания определённых тканей кишечника [12].

Было показано, что мезенхимальные клетки могут 
дифференцироваться в энтероциты [15]. Были созда-
ны органотипические культуры с 4 типами клеток ки-
шечника в которых обнаруживались  глиальные клет-
ки. Авторы считают, что для нормального функциони-
рования кишки, созданной при помощи тканевой 
инженерии, необходимым условием является наличие 
энтеральной нервной системы [16]. Другие исследова-
тели также сходятся во мнении, что способность ин-
нервировать искусственно-выращенный мышечный 
слой является ключевым элементом для создания 
функционального кишечника [17, 18]. Однако до на-
стоящего времени не описано наличие межмышечно-
го или подслизистого сплетения, выращенных в трёх-
мерном матриксе при помощи тканевой инженерии 
[13, 17]. 

Это связано с высокой чувствительностью клеток 
нервной системы кишечника к микроокружению. Так, 
показано, что двухмерные культуры нервных клеток, 
выращенных как из нейронов центральной нервной 
системы [19], так и нейронов нервной системы кишеч-
ника [20] очень чувствительны к механическим по-
вреждениям и воздействию факторов микроокруже-
ния. Трёхмерные культуры клеток имеют ещё более 
тесные и более сложные взаимосвязи с микроокруже-
нием, которые более сложно моделировать. Однако 
важным преимуществом трёхмерных культур клеток, 
вне зависимости от типа клеток,  является то, что в дан-
ных культурах их можно  наблюдать в более физиоло-
гических условиях [21].  Поэтому создание подобных 
культур является сложной задачей.   

До сих пор не существует работ, в которых были 
бы сконструированы компоненты кишечной нервной 
системы, способные функционировать. Цель исследо-
вания –  разработка метода выращивания in vitro кле-
ток нервной системы кишечника, образующих взаи-
мосвязи  в трехмерной среде.

Методика
Описание метода. Исследование проводили  в на-

учной лаборатории медицинского факультета Мангейм 
(Германия) в соответствии с немецким законом о за-
щите животных и с разрешения этического комитета 
по работе с животными медицинского Факультета 
Мангейм. В эксперименте использовались новорож-
денные крысы (Sprague– Dawley) в возрасте от 5 до 8 
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сут. Животных гильотинировали,  затем проводили ла-
паротомию и изымали кишечник. 

Кишечник помещали в стерильную одноразовую 
чашку Петри (диаметр 60, высота 15 мм), заполненную 
средой MEM (Minimum Essential Media) с добавками 
антибиотиков. В 50 мл среды MEM добавляли 25 мкл 
фабричного раствора гентамицина (40 мг/мл) и 50 мкл 
раствора метронидазола (5 мг/мл). 

Под микроскопом с увеличением в 10-20 раз при по-
мощи микропинцетов и микроножниц разделяли мы-
шечный и подслизистый слои тонкой кишки (рис. 1).

Выделенный мышечный слой помещали в пробир-
ку, содержащую 100 мкл раствора коллагеназы (10 мг/мл) 
и 10 мкл  дезоксирибонуклеазы (10 мг/мл) в 900 мкл 
Hank’s Balanced Salt Solution и инкубировали в инку-
баторе при температуре 37 ºС и 5% концентрации угле-
кислого газа  в течение 2 ч.

После этого раствор с расщеплённым мышечным 
слоем выливали в чашку Петри, заполненную средой 
MEM с добавками антибиотиков, в описанных выше 
концентрациях. В результате в полученном растворе 
мышечная ткань кишечника  полностью расщепля-
лась, в то время как участки межмышечного сплетения 
нервной системы кишечника оставались неповрежден-
ными и под микроскопом выглядели в виде сети (рис. 
2). Для проведения эксперимента использовали клет-
ки нервной системы кишечника крыс, полученные по 
методике описанной Shäfer с соавторами [22]. В каче-
стве трёхмерного матрикса использовали  гидрогель на 
основе гиалуроновой кислоты  HyStem®-C (ESI BIO - 
A Division of BioTime, USA).

Эти участки межмышечного нервного сплетения 
собирали под световым микроскопом (ув. х 20—30) при 
помощи пипетки объемом 100 мкл и помещали в про-
бирку объемом 1,5 мл. 

Собранные сети межмышечного нервного сплете-
ния центрифугировали при 1000g при температуре  
20 ºС в течение 5 мин. В результате центрифугирова-
ния обрывки сети нервной системы кишечника оседа-
ли на дно пробирки. Раствор из пробирки удаляли при 
помощи пипетки объемом 1 мл. В пробирку добавля-
ли 1 мл 0,25% раствора Trypsin-EDTA (трипсин с эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой). Далее пробирку 
ставили в инкубатор на 1 мин при 37 ºС. Затем её сно-
ва центрифугировали при 1000 g при температуре 20 ºС 
в течение 5 мин. Супернатант из пробирки убирали пи-
петкой объёмом 1 мл. В пробирке оставался осадок, 
после чего в нее добавляли 1 мл эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС) (Invitrogen, USA) и перемеши-
вали. Полученную смесь несколько раз пропускали че-
рез тонкую иголку для получения гомогенного раство-
ра. Таким образом получали суспензию нервных 
клеток. Раствор (10 мкл) помещали в камеру Горяева 
для подсчета количества клеток.

На следующем этапе формировали трёхмерный ма-
трикс. Для его получения использовали  гель на осно-
ве гиалуроновой кислоты с добавлением коллагена 
HyStem®-C (ESI BIO - A Division of BioTime, Inc., 
USA). В набор HyStem®-C входят 4 компонента: Gly-

Рис. 1. Препарирование тонкой кишки под микроскопом: отделения 
мышечного слоя кишки от слизистого. Световая микроскопия.

Рис. 2. Сеть межмышечного сплетения нервной системы кишечника. 
Световая микроскопия.
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cosil, Gelin-S, Extralink и DG-вода. Каждый из компо-
нентов находится в отдельном флаконе и хранится при 
температуре -20 ºС. Glycosil, Gelin-S, Extralink пред-
ставляют собой порошок, DG-вода – дистиллирован-
ная вода. Перед применением флаконы согревали до 
комнатной температуры. Затем во флаконы, содержа-
щие порошок Glycosil и Gelin-S, вносили по 1 мл DG-
воды для получения раствора. Флаконы аккуратно пе-
ремешивали без резких движений, чтобы избежать по-
явление пузырей. Порошок, содержащийся во 
флаконах, постепенно растворялся в течение 30—40 
мин с последующим получением прозрачного и не-
сколько вязкого раствора. Далее в флакон, содержа-
щий порошок Extralink, добавляли 0,5 мл DG-воды и 
через 1 мин получали прозрачный раствор. 

На следующем этапе нервные клетки инкапсули-
ровали в матрикс. 

Растворы Glycosil и Gelin-S перемешивали путём 
пипетирования в соотношении один к одному. Затем  
к раствору Glycosil + Gelin-S добавляли нервные клет-
ки, полученные в ходе первого этапа эксперимента и 
вновь перемешивали смесь пипетированием. Для соз-
дания матрикса в полученную смесь добавляли  Extra-
link и раствор Glycosil + Gelin-S+нервные клетки в со-
отношении 1:4, вновь перемешивали пипетировани-
ем. Далее 200 мкл матрикса пипетировали во вставке 
для 24 луночных планшетов. Вставки помещали в 24 
луночные планшеты (BRAND GMBH, Германия). 
Преимущество использования планшетов со вставка-
ми является то, что дно вставки состоит из мембраны, 
проницаемой для клеточной среды. Кроме того, в сте-
ках вставки имеются отверстия, через которые клеточ-
ная среда также контактирует с матриксом.      

Матрикс затвердевал в течение 30 мин.
Далее в каждую лунку добавляли 1,5 мл культураль-

ной среды для нейрокультур. Культуральная среда из-
готавливалась следующим образом: в 100 мл Neuroba-
sal medium (Gibco) добаляли 1 мл альбумина (Sigma-
Aldrich), 100 мкл раствора метронидозола (5мг/1мл), 
50 мкл раствора гентамицина (40 мг/мл), 250 мкл глю-
тамина (Sigma-Aldrich) и 100 мкл меркаптоэтанола (Sig-
ma-Aldrich), 2 мл B27 Supplement (Gibco),  100  мкл GD-
NF (glial cell line-derived neurotrophic factor) (1 нг/мл), 
100 мкл EGF (epidermal growth factor) (1 нг/мл) и 200 
мкл bFGF (fibroblast growth factor-basic) (1 нг/мл).

Полученную культуру помещали в инкубатор 
HERAcell® (Kendro Laboratory Products) и выращива-
ли в течение 10-21 сут при температуре 37 ºС и 5% кон-
центрации СО2. Смена культуральной среды произво-
дилась каждые 48 ч. 

Живые культуры клеток исследовали при помощи 
световой и фазово-контрастной микроскопии на ин-

версионном микроскопе Olympus IX 70   под увеличе-
нием 40х, 100х, 200х.  

Через 10-21 сут культуры клеток фиксировали до-
бавлением в каждую лунку 1,5 мл 4% раствора форма-
лина. Через 10 мин раствор формалина отсасывали пи-
петкой и в каждую лунку добавлялся натрий-фосфат-
ный буфера в количестве 1,5 мл. 

Для иммунофлюоресцентного окрашивания кле-
ток применяли прямой иммуногистохимический ме-
тод при помощи антитела anti-ß III Tubulin, коньюги-
рованного с флюорохромом Alexa Flour 488 (Merck 
Millipore). Anti-ß III Tubulin- это специфичное антите-
ло для специфичного окрашивания нейронов.  Для 
идентификации ядер клеток использовался антрахи-
ноновый краситель с высоким сродством к двухцепо-
чечной ДНК - DRAQ5 (Thermo Fisher Scientific). 
DRAQ5 работает при возбуждающем свете с длиной 
волны 488-647 нм. Эмиссия DRAQ5 длиной волны 633-
710 нм. Выбор anti-ß III Tubulin  конъюгированного с 
Alexa Flour 488 и  DRAQ5 был основан на том, что в ис-
пользованном нами лазерном конфокальном микро-
скопе Leica TCS SP8 (Leica, Германия) для возбужде-
ния флюорохромов использовали лазеры длинной вол-
ны  488 нм (для Alexa Flour 488) и 638 нм (для DRAQ5).

Методика прямого иммунофлюоресцентного окраши-
вания. Окрашивание начинали с пермеабилизации кле-
ток 0,5% Triton-X100 в течении 45 мин, потом матрикс 
с клетками промывали 3 раза в натрий-фосфатном бу-
фере по 15 мин, далее матрикс инкубировали в течение 
1 ч с 10% Normal Goat Serum ( DAKO)  при комнатной 
температуре. С этого момента все манипуляции выпол-
нили в затемненных условиях. Матрикс с клетками ин-
кубировали в 200 мкл раствора антител anti-ß III Tubu-
lin Conjugate Alexa Flour 488 (Merck Millipore) с TBST 
(Tris Buffered Saline with Tween) (DAKO) в разведении 
1:500  при температуре 4° С в течении ночи. Матрикс с 
клетками промывали 3 раза в натрий-фосфатном буфе-
ре по 15 мин. На следующем этапе матрикс с клетками 
инкубировали с раствором DRAQ5 (Thermo Fisher 
Scientific) с натрий-фосфатном буфером в разведении 
1:1000 в течение 20 мин.  Далее матрикс с клетками про-
мывали трижды в натрий-фосфатном буфере по 15 мин, 
потом быстро промывали в дистиллированной воде, по-
мещали на предметное стекло, и покрывали тонким сло-
ем Fluorescence Mounting Medium.  Пространство во-
круг матрикса заливали толстым слоем Fluorescence 
Mounting Medium и покрывали покровным стеклом.  

Результаты и обсуждение
Выделенные клетки нервной системы кишечника 

(рис. 3.) помещали в HyStem®-C матрикс в соотноше-
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нии 100 000 клеток на 100 мкл HyStem®-C матрикса и 
перемешивали путём пипетирования. 

Живую культуру клеток изучали  под микроскопом 
в HyStem®-C матриксе на 8-е сут выращивания кле-
ток нервной системы кишечника (рис. 4). В HyStem®-C 
матриксе были отчетливо видны клетки нервной си-
стемы кишечника, с сформировавшимися отростка-
ми. Клетки образовывали взаимосвязи как с другими 

клетками, так и с нейросферами (скоплениями ство-
ловых нервных клеток).

Для доказательства  принадлежности клеток к ней-
ронам, было произведено флюоресцентное иммуноги-
стохимическое окрашивание фиксированных культур 
клеток.

Так как в отличие от обычных 2-х-мерных культур, 
полученные нами клетки, выращивались в трёхмерном 
матриксе, возникла необходимость характеристики 
еще одного параметра, а именно глубины. В связи с 
этим для определения оптических слоев в трёхмерной 
культуре клеток нами был использован конфокальный 
микроскоп. При микроскопировании культур клеток 
нервной системы кишечника окрашенных антителом 
ß Tubulin III и DRAQ5, были обнаружены небольшие 
скопления близко расположенных друг к другу  ней-
ронов (рис. 5),  где определяются ядра  4 нейронов. Не-
которые отростки нейронов объединены в пучок, мор-
фологически одни  из них похожи на аксоны, другие, 
расходящиеся отдельно и ветвящиеся, похожи на ден-
дриты (рис. 5).

Также были обнаружены более крупные скопле-
ния нейронов. При этом некоторые нейроны распола-
гались близко друг к другу (рис. 6), а другие на некото-

Рис. 3. Клетки нервной системы кишечника после получения из тон-
кой кишки до высаживания в трёхмерный матрикс.

Рис. 4. Живая культура клеток нервной системы кишечника под свето-
вым микроскопом.

Рис. 5. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. Не-
большое скопление нейронов. Флюоресцентное иммуногистохимиче-
ское окрашивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) – тела и отростки нейро-
нов, красный цвет (DRAQ5) –  ядра клеток. Конфокальная микроскопия.
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Для оценки трёхмерности сплетения была прове-
дена трёхмерная реконструкция серии изображений с 
цветовым кодированием клеток по глубине нахожде-
ния в сплетении. При цветовом кодировании глубины 
цвет клеток программно изменялся от тёмно-синего – 
для клеток находящихся наиболее глубоко, до тёмно-
красного – для клеток находящихся более поверхност-
но (рис. 9). Высота сплетения была более 50 мкм. 

Трёхмерная реконструкция серии изображений 
сплетения была также рассмотрена под углом (рис. 10). 
На данной реконструкции сплетение визуализируется  
в трёх осях пространства (x, y, z) без искусственного 
цветового кодирования глубины. Эта реконструкция, 
без программного кодирования глубины, показывает 
трёхмерность и сложность структуры выращенного в 
HyStem®-C матриксе сплетения нервных клеток ки-
шечника, что позволяет лучше определить взаимное 
расположение нервных клеток и ядер в трёхмерном 
пространстве.  

Тканевая инженерия органов и тканей является по-
тенциально новым методом лечения многих заболева-
ний, связанных с недостаточностью или потерей орга-
нов и тканей, что позволит  решать такие проблемы 

ром расстоянии, однако все нейроны были объедине-
ны между собой. У двух нейронов отчетливо видны 
широкие отростки, морфологически похожие на аксо-
ны. Кроме того, видно множество тонких и ветвящих-
ся отростков, морфологически напоминающих ден-
дриты. 

Были также обнаружены большие скопления ней-
ронов, напоминающие сплетение. На рис. 7 отчётли-
во видны только нейроны, находящиеся в централь-
ной части сплетения, а нервные клетки в других пло-
скостях видны не отчётливо или совсем не видны. 

Применение конфокальной микроскопии позво-
лило получить серию изображений на различных глу-
бинах фокальной плоскости и затем реконструировать 
из них трехмерное изображение (рис. 8). На трёхмер-
ной реконструкции сплетения отчётливо видны ней-
роны, сплетённые в сложную сеть. DRAQ5 окрашива-
ет ядра всех клеток, а не только нейронов. Наличие 
окрашенных ядер клеток (красного цвета), просто «ви-
сящих» на реконструкции, без окружающей их тела 
нервной клетки (зелёного цвета) показывает, что в дан-
ном сплетении присутствуют и другие типы клеток, 
наиболее вероятно глиальные клетки.   

Рис. 6. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Скопление нейронов. Флюоресцентное иммуногистохимическое окра-
шивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) – тела и отростки нейронов, крас-
ный цвет – ядра клеток. Конфокальная микроскопия.

Рис. 7. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Большие скопления нейронов, напоминающие сплетение. Флюорес-
центное иммуногистохимическое окрашивание. Зеленый цвет (ß Tu-
bulin III) –  тела и отростки нейронов, красный цвет – ядра клеток. Кон-
фокальная микроскопия.
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трансплантации органов,  как недостаток доноров и 
отторжение тканей.

Изучением возможности искусственного выращи-
вания кишки занимаются многие исследователи [23]. 
Работы в этой области в основном сконцентрированы 
на создании слизистого или мышечного слоя тонкой 
кишки. При этом авторы утверждают, что создание 

функциональной нервной системы кишечника явля-
ется ключевым моментом для использования в ткане-
вой инженерии [13, 17].

В доступной на настоящий момент литературе ра-
бот по  выращиванию дифференцированных и взаи-
модействующих нервных клеток кишечника в трёхмер-
ной среде для использования в тканевой инженерии 
отсутствуют. Методика по выделению нервных клеток 
кишечника, описанная Schäfer c соавторами [22], по-
зволяет выращивать клетки нервной системы кишеч-
ника только на плоскости. Однако, для тканевой ин-
женерии ключевым условием является культивирова-
ние клеток в трехмерных средах, что,  по-нашему 
мнению, удалось выполнить в нашей работе, благода-
ря выбору оптимального матрикса и подбору опреде-
ленных условий для выживания, размножения и роста 
клеток. Применение конфокальной микроскопии и 
иммуноспецифичекого окрашивания клеток позволи-
ло не только доказать, что выращенные клетки явля-
ются нейронами, но обнаружить взаимосвязи между 
клетками и выявить комплексную трёхмерную струк-
туру сплетений клеток в трёхмерной среде. В представ-
ленной работе показана возможность выращивания 
клеток нервной системы кишечника, формирующих 
друг с другом связи, а также нервные сплетения in vit-
ro в трёхмерной среде.  

Характеристика функциональной активности кле-
ток является ключевым этапом в выращивании клеток 
нервной системы кишечника, как в двумерных, так и 
трёхмерных средах. На следующих этапах исследова-

Рис. 8. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция большого скопления нейронов, напоми-
нающие сплетение. Флюоресцентное иммуногистохимическое окра-
шивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) –  тела и отростки нейронов, крас-
ный цвет - ядра клеток. Конфокальная микроскопия.

Рис. 9. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция сплетения нейронов с программным цве-
товым кодированием глубины. Флюоресцентное иммуногистохимиче-
ское окрашивание. 

Рис. 10. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция сплетения нейронов, рассмотренная  под 
углом в трёх осях пространства (x, y, z). Флюоресцентное иммуногисто-
химическое окрашивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) –  тела и отростки 
нейронов, красный цвет –  ядра клеток. Конфокальная микроскопия.
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ния необходимо изучение функциональности клеток, 
например, при помощи анализа изменений внутрикле-
точной концентрации Ca 2+ (Calcium imaging) на сти-
муляцию рецепторов. Кроме того, интересным явля-
ется изучение взаимодействия клеток нервной систе-
мы кишечника с другими типами клеток в трёхмерных 
средах. 

Заключение
Разработанный метод позволяет выращивать клет-

ки нервной системы кишечника, формирующие  свя-
зи друг с другом в трёхмерной среде in vitro, что может 
быть использовано для получения нервных сплетений 
кишечника при выращивании кишки путем тканевой 
инженерии. Дальнейшие исследования лежат в пло-
скости изучения функциональности выращенных в 
трёхмерных средах клеток и совместного выращива-
ния клеток нервной системы кишечника с другими ти-
пами клеток в трёхмерных средах.  
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Методы моделирования острой ишемии головного мозга: 
патофизиологическое обоснование выбора и значение  
для клинической практики
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Одним из основных требований к разработке экспериментальных моделей цереброваскулярных заболеваний является 
их максимальная приближенность к реальной клинической практике. В работе систематизированы данные по основным 
методам моделирования острой ишемии головного мозга (ОИГМ), представлена их классификация, анализируются данные 
о преимуществах и недостатках той или иной модели. Обсуждаются результаты экспериментальных исследований по изу-
чению патогенеза ОИГМ с использованием различных моделей (полной и неполной глобальной, локальной и мультифо-
кальной ишемии) и способов их реализации (перевязка артерий, клипирование, коагуляция, эмболизация и др.). Особое 
внимание уделяется «стабильности» последствий острого нарушения мозгового кровообращения: необратимых ишемиче-
ских повреждений головного мозга или обратимых с реперфузией заданной продолжительности. Отмечается, что важное 
значение в этих исследованиях должно принадлежать современным методам прижизненной визуализации очагов острого 
ишемического повреждения, что позволяет оценивать динамику патологического процесса. Предлагаемый метод отве-
чает требованиям гуманного обращения с животными. Подчеркивается, что выбор релевантной модели ОИГМ определя-
ется задачами предстоящего исследования и технологическими ресурсами научной лаборатории. 
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Geltser B.I.1, Slabenko E.V.1, Zayats Yu.V.1, Kotelnikov V.N.2

METHODS FOR SIMULATION OF ACUTE BRAIN ISCHEMIA: PATHOPHYSIOLOGICAL  
SUBSTANTIATION OF SELECTION AND IMPORTANCE FOR CLINICAL PRACTICE

1Far East Federal University,  
Sukhanova Str. 8, Vladivostok 690091, Russia; 

2Far Eastern Branch of the State Research and Test Institute of Military Medicine,  
Borisenko Str. 100 D, Vladivostok 690080, Russia

Development of experimental models for acute forms of cerebrovascular diseases is essential for implementation of methods for their 
prevention and treatment. One of the principal requirements to such models is their maximum approximation to actual clinical practice. 
This review systematized major models of acute cerebral ischemia (ACI), their classification, and presented information about their advan-
tages and shortcomings. Also, the review presented results of experimental studies on pathophysiological mechanisms of different types 
of modeled ACI (complete and incomplete global, local, and multifocal ischemia) and methods for creating these models (arterial ligation, 
clipping, coagulation, embolization, etc.). Particular attention was paid to “stability” of the consequences of acutely impaired cerebral cir-
culation – an irreversible ischemic brain injury or a reversible injury with reperfusion of a given duration. The authors emphasized that in 
such studies, a special significance should be given to intravital imaging of acute ischemic damage foci using modern methods, which 
allow assessing the dynamics of the pathological process and meet the requirements to humane treatment of animals. The choice of a 
relevant ACI model is determined by objectives of the planned study and the technological resources available at the research laboratory.

Keywords: stroke; model; rats; acute cerebral ischemia. 
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Введение 
Острые и хронические формы цереброваскуляр-

ных заболеваний являются одной из наиболее частых 
причин инвалидизации и смертности, уступая по 
этим показателям только ишемической болезни серд-
ца. В структуре всех случаев острых форм цереброва-
скулярных заболеваний около 80% занимают различ-
ные варианты ишемического инсульта, летальность 
при которых в течение первого месяца составляет 28-
35% [1–3]. Не менее 50% пациентов, перенесших 
ишемический инсульт, остаются нетрудоспособны-
ми вследствие сенсорного, моторного или когнитив-
ного дефицита и только 10% возвращаются к полно-
ценной жизни [4, 5]. Высокая медико-социальная 
значимость этой проблемы определяет необходи-
мость исследования патофизиологических механиз-
мов развития ишемического инсульта и разработки 
новых терапевтических стратегий в интересах фун-
даментальной и клинической медицины. Именно по-
этому важное значение в реализации данных задач 
принадлежит разработке экспериментальных моде-
лей острой ишемии головного мозга (ОИГМ), одним 
из основных требований к которым является их мак-
симальная приближенность к реальной клинической 
практике [6–9]. В настоящее время для моделирова-
ния ОИГМ чаще всего используют грызунов (мыши, 
кролики, крысы) ввиду экономических преимуществ 
и сходства ангиоархитектоники их мозга с головным 
мозгом (ГМ) человека. При этом выбор эксперимен-
тальной модели является ключевым этапом в реали-
зации конкретного исследовательского проекта. Не-
смотря на важность этой проблемы, в литературе от-
сутствуют систематизированные данные о пре- 
имуществах или недостатках отдельных моделей 
ОИГМ, точные представления о которых являются 
необходимым условием для патофизиологического 
обоснования их выбора [8, 10—12].

Общая характеристика экспериментальных моде-
лей ОИГМ у лабораторных животных. Эксперименталь-
ные модели ОИГМ классифицируют прежде всего по 
типу повреждения (индуцированные или спонтанные), 
а также по объему ишемического повреждения (пол-
ные, неполные, локальные, мультифокальные). Реа-
лизация моделей может осуществляться различным до-
ступом (с краниотомией или без нее), а ОИГМ инду-
цируют с помощью перевязки, коагуляции, 
клипирования, эмболизации артерий или комбинаци-
ей этих способов. По «стабильности» последствий 
ОИГМ можно выделить необратимые ишемические 
повреждения или обратимые с реперфузией заданной 
продолжительности [7, 13–16].

Объем ишемического повреждения оценивается с 
помощью магнитно-резонансной и рентгеновской 
компьютерной томографии, допплерографии. Оценка 
функциональных нарушений проводится с использо-
ванием поведенческого и неврологического тестиро-
вания. Чаще всего применяются 8-рукавный радиаль-
ный лабиринт, водный лабиринт Морриса, тесты хож-
дения по балке (ledged tapered beam), открытого поля, 
установки позы (bracing test), угловой тест (corner test), 
тест с вытягиванием лапы (placing test). Кроме того, ис-
пользуют шкалу mNSS (modified neurological severity 
scores), шкалу Гарсия, шкалу оценки инсульта (stroke-
index) с модификациями.

Модели полной глобальной ОИГМ. Полная глобаль-
ная ОИГМ может развиваться в результате остановки 
сердца, билатеральной окклюзии общих сонных арте-
рий, нисходящей части аорты, нижней полой вены, а 
также внутриутробной гипоксии плода и гипоксии но-
ворожденных грызунов. Остановка сердца моделирует-
ся угнетением автоматизма и сократительной функции 
сердца за счет внутрисердечного введения животным 
раствора хлорида калия [7, 17]. Данная методика при-
меняется при изучении состояния клинической смер-
ти и эффективности различных методов сердечно-ле-
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гочной реанимации, исследования молекулярных ме-
ханизмов системных ишемических повреждений и их 
последствий для центральной нервной системы (ЦНС), 
тестирования новых лекарственных препаратов, в том 
числе для терапии постгипоксической энцефалопатии 
[8, 18]. На основе использования этой модели были из-
учены защитные свойства гипотермии после восстанов-
ления сердечной деятельности, нейропротективный эф-
фект сверхэкспрессии супероксидисмутазы-1 [17, 19]. 
Данная методика чаще использовалась в исследовани-
ях ОИГМ на крупных животных, а у мышей – для изу-
чения апоптоза в нейронах СА1 гиппокампа, каудопу-
тамена, переднего и заднего мозга [20, 21]. Окклюзия 
нисходящей части аорты или нижней полой вены по-
зволяет комплексно оценить влияние острой ишемии 
на внутренние органы и ЦНС, а различные варианты 
этой модели позволяют минимизировать внецеребраль-
ные проявления тотальной ишемии. [16, 22].

Гипоксическая аноксия новорожденных грызунов 
использовалась для исследований роли различных мо-
лекулярно-клеточных мишеней в патогенезе ишеми-
ческих повреждений ГМ, а также оценки современных 
средств таргетной терапии для определения новых фар-
макологических стратегий в лечении этой патологии. 
В частности, с использованием этой модели установ-
лена роль аноксии в развитии синдрома гиперреактив-
ности ЦНС, изучались механизмы созревания нерв-
ной ткани, определено значение гиппокампа в реали-
зации пространственной памяти. Кроме того, 
выявлено изменение числа корковых и гиппокампаль-
ных нейронов в ГМ [14, 23, 24], закономерности ка-
лий-индуцированного высвобождения аминокислот, 
открытие глутаматных рецепторов ионных каналов и 
механизмы нормализации метаболических нарушений 
при реперфузии ГМ [19, 22]. Недостаток модели за-
ключается в том, что в эксперимент вводят нормально 
рожденных животных, испытавших физиологический 
родовой стресс, который недостаточно полно отража-
ет патогенез ишемического поражения ЦНС у челове-
ка [14, 23, 25]. Разработана также модель ОИГМ, ког-
да в эксперимент включают 13 – 21-дневных грызунов. 
В этих исследованиях изучена способность крыс к об-
учению на разных этапах онтогенеза в зависимости от 
активности каспазы-3 в ГМ, содержания моноаминер-
гических медиаторов, влияющих на возрастные осо-
бенности поведения животных. При этом были выяв-
лены взаимосвязи между выраженностью нарушений 
поведенческих функций и структурой нейрохимиче-
ской моторной асимметрии. Изучалось также влияние 
различных пептидов на мнестическую функцию, ней-
ромедиаторный баланс, изменения в работе генетиче-
ского аппарата клеток ЦНС [26, 27].

Модель внутриутробной ишемии (аноксии) плода 
беременных грызунов является одной из наиболее при-
ближенных к реальным условиям асфиксии в родах у 
человека и позволяет исследовать ее краткосрочные и 
долгосрочные последствия (причины летального ис-
хода, задержка психомоторного развития), а также роль 
энергетического и электролитного дефицита у ново-
рожденных в патогенезе ишемического поражения 
ЦНС. В этих исследованиях изучались молекулярно-
клеточные мишени для терапевтического воздействия 
с целью предотвращения или ограничения последствий 
асфиксии за счет использования блокаторов межкле-
точных каналов и рецепторов к факторам роста, инги-
биторов апоптоза, а также влияние гипотермии на раз-
витие воспалительного процесса в постишемический 
период. Основной недостаток модели связан с пробле-
мами точного определения гестационного возраста 
крыс [14, 25].

Билатеральная окклюзия общей сонной артерии у 
монгольских песчанок (Meriones unguiculatus) является 
особой разновидностью моделирования полной ОИГМ. 
Важной особенностью этих животных является нали-
чие незамкнутого виллизиева круга, поэтому при ок-
клюзии общей сонной артерии кровоснабжение перед-
него мозга полностью прекращается и развивается диф-
фузная ОИГМ, сопровождающаяся гибелью нейронов 
и глиальных клеток [22]. Билатеральная окклюзия об-
щих сонных артерий проявляется ишемией переднего 
мозга и может осуществляться путем наложения микро-
хирургических зажимов или лигатур на сосуды, либо 
поднятием их на лигатурах. Фазы повреждения ГМ 
определяются в зависимости от степени нарушений моз-
говой гемоперфузии, метаболического статуса ГМ и его 
электрофизиологических изменений. В ряде исследо-
ваний был проведен гистологический и морфометриче-
ский анализ клеточных повреждений на различных сре-
зах ГМ и получены сравнительные характеристики 
плотности ткани лобной доли и области СА1 и СА3, от-
мечены умеренные некробиотические изменения с при-
знаками активации регенераторных процессов [22, 26, 
28]. Существует вариант данной методики в комбина-
ции с артериальной гипотензией до уровня систоличе-
ского артериального давления 50 мм рт. ст. У крыс ли-
нии SHR-SP с помощью данной модели обнаружены 
структурные нарушения митохондрий в пирамидных 
нейронах области СА1 гиппокампа [29]. Важнейший не-
достаток этой модификации заключается в развитии ге-
нерализованных метаболических нарушений в жизнен-
но важных органах. [14, 27]. Билатеральная частичная 
окклюзия общей сонной артерии может использовать-
ся и для моделирования хронической гипоперфузии ГМ 
[22, 28]. 
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Необходимо отметить, что мозг крыс и мышей име-
ет анатомические и физиологические различия, в том 
числе в соотношении белого и серого вещества. Кро-
ме того, мозг крысы, по сравнению с человеком, име-
ет значительно больше коллатералей между крупными 
церебральными сосудами и тяжелые повреждения моз-
говой ткани наблюдаются при окклюзии проксималь-
ных сосудов [30]. Следовательно, стоит ожидать, что 
не все механизмы ишемического повреждения ГМ, а 
также результаты тестирования фармакологических 
средств и их терапевтические возможности будут ре-
левантными [31–33].

Модели неполной глобальной ОИГМ. Модели непол-
ной глобальной ОИГМ переднего и заднего отделов го-
ловного мозга имеют общую особенность, которая за-
ключается в диффузном характере повреждения с пре-
имущественной гибелью нейронов в высоко- 
чувствительных к ишемии отделах ГМ. Это, прежде все-
го, пирамидные нейроны полей CA1 и СА3 гиппокам-
па, мелкие нейроны стриатума и базальных ганглиев, а 
также нейроны II, III и V слоев неокортекса. Существу-
ют разновидности этой модели с сохранением опреде-
ленного уровня мозгового кровотока за счет естествен-
ных коллатералей и неравномерного снижения крово-
тока в различных анатомических отделах ГМ [22, 28, 34]. 
Моделирование проводится перевязкой общей сонной 
артерии или её клипированием продолжительностью от 
10-15 мин до 3 сут, если предполагается реперфузия ГМ. 
При использовании коагуляции артерий необходимо 
учитывать последствия термического воздействие на со-
суды и ткани ГМ, что может привнести в эксперимент 
их дополнительное повреждение [35]. 

Модель кровоизлияние/гипотония реализуется пу-
тем кровопотери в объеме 2% от массы животного или 
введением гипотензивных препаратов. Существует мо-
дель с созданием условий гипобарической гипоксии в 
барокамере на фоне артериальной гипотензии на уров-
не систолического артериального давления 40 мм рт. 
ст. При этом уровень гипобарической гипоксии, ско-
рость снижения давления в барокамере и длительность 
воздействия этих факторов являются модифицируе-
мыми. Переносимость комбинации гипоксического 
стресса и артериальной гипотензии определяется сро-
ками наступления судорог и длительностью пребыва-
ния животных в гипобарических условиях. В различ-
ных модификациях данного метода используются гры-
зуны разного возраста, а также беременные крысы [19, 
24, 25]. Недостаток модели состоит в сложности оцен-
ки кумулятивных эффектов комплекса повреждающих 
факторов и повторных ишемических стимулов на 
структуры ГМ, а также в необходимости приобретения 
специального оборудования [8, 22]. 

Модели ОИГМ «венозного» генеза позволяют по-
лучить разной степени выраженности диффузные от-
еки ГМ с формированием очаговых неврологических 
расстройств, которые достаточно точно отражают вы-
раженность морфологических изменений в ГМ чело-
века, развивающихся при нарушениях венозного кро-
вотока. Модели используются для изучения состояний 
после удаления опухолей ГМ различных локализаций, 
резекций парасагиттальных менингиом, острого нару-
шения мозгового кровообращения, изучения патоге-
неза этих состояний и эффективности методов их те-
рапии [36]. Окклюзия корковых вен и верхнего сагит-
тального синуса у свиней проводится введением 
баллона, управляемого с помощью катетера и фибри-
нового клея, что приводит к обструкции мостовых и 
корковых вен [36, 37]. У крыс индукция этого состоя-
ния выполняется аппликацией различных химических 
веществ. В частности, описана сравнительно простая 
и воспроизводимая модель, в которой тромбоз веноз-
ного сагиттального синуса ГМ у крыс после трепана-
ции черепа индуцировали нанесением хлорного желе-
за. При этом в короткие сроки после его аппликации 
формировался цитотоксический отек ГМ с последую-
щим вазогенным отеком, связанным с реканализаци-
ей венозного сагиттального синуса. Морфологическим 
субстратом ОИГМ являлся очаг некроза с последую-
щим замещением зоны повреждения рубцовой тканью 
с кистозной дегенерацией. В качестве эффективного 
метода устранения неврологического дефицита в этих 
случаях предлагалось использовать трансплантацию 
мезенхимальных стволовых клеток [36, 38].

Окклюзия ипсилатеральной общей сонной и сред-
немозговой артерий воспроизводит эпизоды ишемии 
и реперфузии различной длительности [22, 36, 39]. Мо-
делирование проводится одним этапом, что исключа-
ет вероятность коллатерального кровоснабжения ГМ 
за счёт ветвей подключичных и плечевых артерий и ге-
нерализованных метаболических нарушений в других 
органах. В некоторых модификациях используют ме-
тоды визуализации средней мозговой артерии для ве-
рификации ее топографических и анатомических ва-
риантов (магистральный, рассыпной, смешанный) и 
точной локализации трепанационного отверстия [22, 
36]. Метод «трехсосудистой» окклюзии выполняется с 
помощью обратимого ограничения кровотока в общей 
сонной артерии и одновременной коагуляцией обеих 
позвоночных артерий или необратимой окклюзии ба-
зилярной артерии. На этой модели изучены особенно-
сти метаболизма, механизмы репаративных процессов 
и фармакологическая эффективность различных ле-
карственных средств при поражениях коры и ствола 
ГМ, полей СА1, СА3, СА4, зубчатой извилины, пара-
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медианных зон гиппокампа, III, V и VI слоев заднего 
неокортекса и полосатого тела [14, 28]. Данная модель 
имеет ряд существенных недостатков, так как электро-
коагуляция позвоночной артерии затруднена вслед-
ствие её большой топической вариабельности и слож-
ного хирургического доступа. При коагуляции артерий 
возможна также их неполная окклюзия и сильное кро-
вотечение. Кроме того, многоэтапность моделирова-
ния затрудняет интерпретацию результатов исследо-
вания [8, 22, 28]. Одним из недостатков данного мето-
да, помимо указанных выше, является сложный 
хирургический доступ к базилярной артерии в основа-
нии черепа крысы [14]. Предложена одноэтапная мо-
дель с наложением микрососудистых зажимов на обе 
общие сонные и позвоночные артерии между попереч-
ными отростками 2 и 3 шейных позвонков. Наличие 
кровотока в этих случаях контролировалось визуаль-
но посредством прокола сосуда или введением крася-
щего вещества (синий Эванса) в бедренную вену кры-
сы [22, 34]. 

Модели локальной ОИГМ. Локальная (фокальная, 
фокусная) церебральная ишемия артериального или 
венозного генеза моделирует снижение притока кро-
ви к определенным регионам ГМ. Данную методику 
воспроизводят с реперфузией или без нее. Главной ха-
рактеристикой морфофункциональных последствий 
этого воздействия является формирование ишемиче-
ского ядра, зоны пенумбры с погибшими и выживши-
ми нейронами. Степень повреждения ГМ зависит в 
этом случае от полноценности и длительности окклю-
зии, количества коллатералей и объема поражения. [40-
45]. В ряде исследований с использованием этой мо-
дели изучали повреждение проводящих путей ГМ, ме-
таболический стресс,  ионный дисбаланс, 
высвобождение глутамата, дисфункцию нейронов в зо-
не ишемической полутени [46, 47].  Важную роль в раз-
витии данного экспериментального направления сы-
грали работы, выполненные в НИИ физико-химиче-
ской биологии им. А.Н. Белозерского МГУ, в которых 
была показана связь между деполяризацией периин-
фарктной зоны и угнетением коры ГМ [48-51]. После 
транзиторной или длительной фокальной ишемии в 
зоне пенумбры определяли чувствительность нейро-
нов к каспазе-3 и другим проапоптотическим протеи-
нам [52, 53]. «Однососудистая» окклюзия общей сон-
ной или внутренней сонной артерии, в том числе с 
применением гипотензивных препаратов, воспроиз-
водит фокальное повреждение ГМ, включая явления 
межполушарной асимметрии как у взрослых, так и у 
новорожденных крыс. В моделях с использованием 
временной или постоянной лигации этих артерий важ-
но минимизировать кровотечение и сделать хирурги-

ческую процедуру рациональной, что является важным 
условием для периода реабилитации. С помощью этой 
модели исследовали патофизиологические механизмы 
повреждения и восстановления незрелой мозговой тка-
ни и были приведены доказательства специфического 
морфофункционального паттерна этих изменений [46, 
52, 54]. Термическая коагуляция внутренней сонной 
артерии является одноэтапной, простой в исполнении 
и не требует специального микрохирургического обо-
рудования и навыков, легко воспроизводима в лабора-
торных условиях. 

Окклюзия или коагуляция средней мозговой арте-
рии приводит к острому нарушению кровотока и по-
вреждению части мозга в бассейне кровоснабжения 
этой артерии [55, 56], в неокортексе и небольшой об-
ласти каудопутамена. На этой модели проводилось ис-
следование опиоидергической стресс-лимитирующей 
системы, содержание провоспалительных цитокинов 
ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α, β-эндорфина, гемореологиче-
ские нарушения [35, 56]. Данная модель является ре-
левантной для изучения различных патофизиологиче-
ских аспектов ишемического инсульта [23, 26, 46, 49]. 
Эндоваскулярная окклюзия средней мозговой артерии 
может быть выполнена с помощью монофиламентной 
нити для изучения ишемического и реперфузионного 
повреждения ГМ или с использованием нейлоновой 
нити с силиконовым наконечником. Недостатком дан-
ной модели является повреждение ГМ в регионах, не 
кровоснабжаемых средней мозговой артерией при на-
личии коллатералей между глубокими артериями и со-
судами таламуса, гипоталамуса и гипокампа [22, 29, 
46]. 

Перманентная модель окклюзии средней мозговой 
артерии у 10-ти дневных крыс является малоинвазив-
ной и может быть использована для изучения измене-
ний ГМ в зоне гиппокампа и кортикальной зоне, в том 
числе травматического генеза. При моделировании 
ОИГМ в перинатальном периоде воспроизводится по-
вреждение ипсилатерального стриатума и париетотем-
порального кортекса без контралатеральных измене-
ний в течение периода острой ишемии. Модель ис-
пользуется для изучения механизмов повреждения ГМ 
при эпилепсии, параличах, а также изменений, свя-
занных с задержкой умственного и физического раз-
вития,  и при других формах моторных и конгитивных 
нарушений, чему посвящены экспериментальные ра-
боты, выполненные в Научном центре неврологии 
РАН [57, 58]. Кроме того, использование данной мо-
дели информативно для оценки отдаленных результа-
тов лечения при ранних инсультах, исследования па-
тофизиологии восстановительных процессов, возмож-
ных терапевтических стратегий. Данная модель ОИГМ 
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является релевантной для исследования поведенческих 
реакций как на ранних этапах онтогенеза (пренаталь-
ная гипоксия), так и в экспериментах со взрослыми 
животными [16, 39, 50, 51]. Недостатками модели яв-
ляются артефакты, связанные с вагусной стимуляци-
ей, риском кровотечения или слабой реперфузией тка-
ни ГМ. Модель не может воспроизвести изменения,  
характерные для перинатального ишемического ин-
сульта новорожденных, развивающиеся в результате 
эмболии из плаценты, когда активность процесса име-
ет позднюю симптоматику, а также когда невозможно 
моделировать патологию с врожденными неврологи-
ческими нарушениями [16, 23, 26].

Преимущества двухсосудистой окклюзии позво-
ночных артерий объясняются сходством ангиоархи-
тектоники ГМ крыс и человека, а также близостью ос-
новных гемодинамических параметров при избира-
тельной острой ишемии заднего мозга. Важными 
критериями для оценки адекватности модели полной 
окклюзии позвоночных артерий служат данные элек-
трической активности ГМ и показатели микроцирку-
ляции в склере глаза, что позволяет повысить процент 
выживших животных, участвующих в эксперименте [7, 
8, 46]. 

Фотоиндуцированный  тромбоз представляет со-
бой модель локальной ишемии, при которой развива-
ется инфаркт ГМ с известным фиксированным объе-
мом зоны пенумбры. Несомненное преимущество дан-
ного подхода состоит в фиксированном объеме зоны 
ишемии, тогда как все прочие модели фокальной ише-
мии не позволяют столь точно стандартизировать раз-
мер зоны риска, что связано с индивидуальными осо-
бенностями кровоснабжения ГМ. При этом, в состо-
янии острой ишемии оказывается объем ткани, 
находящийся внутри кольца лазера, вне зависимости 
от особенностей кровоснабжения ГМ [11, 22]. Модель 
фототромбоза была впервые предложена B.D. Watson 
и соавт. и в течение последних десятилетий широко 
используется в «НИИ общей патологии и патофизио-
логии» для выявления морфофункциональных нару-
шений, возникающих при ишемическом повреждении 
коры головного мозга и при исследовании препаратов, 
обладающих нейропротекторными свойствами [59-63]. 
Модель может быть использована в неонатальном пе-
риоде, для изучения механизмов реперфузии, как важ-
нейшего компонента прогрессирования локального 
повреждения ГМ. Некоторые авторы предлагают ис-
пользовать полуинвазивные методы для визуализации 
динамики патологического процесса через краниаль-
ное окно в соматосенсорном кортексе мышей in vivo 
[14, 46]. Недостатком этой методики является форми-
рующийся вазогенный отек ГМ [11]. 

Модели мультифокальной ОИГМ. Мультифокальная 
церебральная ОИГМ воспроизводит клинические си-
туации, возникающие при множественной эмболии ар-
терий ГМ мелкими тромбоэмболами, отрывающимися 
от створок митрального или аортального клапанов, что 
имеет место в случаях инфекционного эндокардита, сеп-
сиса и ДВС-синдрома. Модели множественной тром-
боэмболии позволяют изучить эффективность различ-
ных антикоагулянтов и антитромбоцитарных препара-
тов при лечении ишемического инсульта. Недостатками 
данных моделей является их низкая воспроизводимость 
в отношении локализации и объема повреждения ГМ 
[8, 22, 46]. Эмболизация сосудов проводится сгустками 
ауто - или гетерологичной крови, фибриновыми микро-
эмболами, полиэтиленовыми микросферами, вязким 
силиконовым маслом, поливинилсилоксаном, латекс-
ными и керамическими макросферами, которые вво-
дятся в общую сонную или в среднюю мозговую арте-
рии. Отличительной особенностью метода является 
мультифокальность поражения: микроскопические оча-
ги повреждения ГМ при введении тромбоэмболов в 
среднюю мозговую артерию наблюдались, кроме бас-
сейна данной артерии, в бассейнах передней и задней 
мозговой артерии и даже в противоположном полуша-
рии [7, 46]. Практикуется также введение аутотромба во 
внутреннюю сонную артерию. В тромбоэмболических 
моделях исследуются изменения реологических свойств 
крови, что является полезным при разработке как ре-
перфузионных, так и нейропротекторных подходов к 
лечению ишемического инсульта [22]. Недостатки ме-
тода состоят в сложности контроля за величиной эмбо-
ла и, следовательно, зоной ишемии, а также в форми-
ровании выраженного отека и кровоизлияний в ГМ [46]. 
Выполнена также модель ОИГМ путем инъекции лау-
рата натрия во внутренний каротидный синус [6]. Эн-
дотелин-1 – индуцированное сужение артерий и вен вы-
зывается вазоспастической окклюзией отдельного со-
суда при аппликации эндотелина, а также путем его 
введения в стриатум, белое вещество в субкортикаль-
ной зоне или во внутреннюю капсулу. У крыс и мышей 
эндотелин, введенный внутривенно на фоне блокады 
синтеза оксидаазота, вызывает экстрасистолию и атри-
овентрикулярный блок. Ганглиоблокаторы, холинобло-
каторы и бета-адреноблокаторы снижают аритмоген-
ный потенциал эндотелина, что свидетельствует о важ-
ной роли вегетативной регуляции в развитии нарушений 
ритма сердца [9, 11]. Преимущество модели заключает-
ся в высокой воспроизводимости ишемических повреж-
дений в кортикальной и субкортикальной зоне и низ-
кой летальности животных в эксперименте. Недостат-
ки модели состоят в том, что зона острой ишемии не 
подлежит контролю, а индукция астроцитоза и аксо-
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нального разветвления может осложнить интерпрета-
цию результатов [6, 14, 64]. Химический метод мульти-
фокальной ОИГМ выполняется инъекцией взвеси суль-
фата бария в правую сонную артерию, а также 
аппликацией хлорного железа [32]. 

Заключение
Решение крупных проблем современной медици-

ны, к которым несомненно относится ишемический ин-
сульт, возможно только на основе интеграции достиже-
ний фундаментальной науки и клинической практики. 
Комплексные исследования различных клинико-пато-
физиологических аспектов ОИГМ являются примером 
такого взаимодействия. В данном обзоре представлен 
научный анализ преимуществ и недостатков экспери-
ментальных моделей ОИГМ, которые чаще всего ис-
пользуются для изучения механизмов патогенеза острых 
цереброваскулярных расстройств и разработки новых 
фармакологических средств для их лечения. При всем 
многообразии существующих методических подходов 
к ОИГМ важнейшей проблемой остается выбор её ре-
левантной модели, соответствующей целям предстоя-
щих исследований, а также технологические ресурсы 
научной лаборатории. Важным аспектом исследований 
ОИГМ является использование современных средств 
прижизненной визуализации ишемических поврежде-
ний ГМ, что позволяет оценить динамику патологиче-
ского процесса in vivo и отвечает требованиям гуманно-
го обращения с животными.
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Цель исследования — разработка и оценка эффективности экспериментальной модели  периимплантита, как осложне-
ния при дентальной имплантации. 
Методика. Предложена экспериментальная модель для изучения процесса формирования осложнений (периимплан-
тита) после дентальной имплантации. Периимплантит моделировали на белых крысах в 2 этапа. На первом этапе 50 
крысам экстрагировали первый моляр верхней челюсти слева. На втором этапе осуществляли имплантацию. Исполь-
зовали модели - импланты, изготовленные не фабричным способом из чистого титана.  Животные были разделены на 
2 группы. Основную группу составили 25 крыс с моделированием периимплантита. Периимплантит моделировали 
путем создания нестабильности положения импланта  за счет наложения лигатуры из хлопковой нити  на область 
его шейки. Группу сравнения составили 24 крысы с установкой импланта без моделирования условий для формиро-
вания периимплантита.  
Результаты. Приведено подробное описание модели эксперимента. Результаты оценивали через 12 нед после импланта-
ции. В основной группе периимплантит развился у 86,4% животных (19 из 22), в группе сравнения у 17,4% (4 из 23). 
Заключение. Предложенный способ является эффективной экспериментальной моделью для формирования периим-
плантита, что позволяет использовать ее для изучения патофизиологии формирования и оценки различных методов про-
филактики и лечения данного осложнения.

Ключевые слова: дентальная имплантация; периимплантит; моделирование периимплантационных осложнений; 
осложнения дентальной имплантации.
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AN EXPERIMENTAL MODEL OF PERI-IMPLANTITIS 
1 South Ural State Medical University,  
Vorovskogo Str., 64, Chelyabinsk 454092;  

2 E.A. Vagner Perm State Medical University, 
 Petropavlovskaya Str. 26, Perm 614990, Russia 

Aim. To present an experimental model of complications following dental implantation (peri-implantitis). 
Methods. Peri-implantitis was modeled on white rats (n=50) in two steps. At the first step, the first molar was extracted from the 
left side of the upper jaw. At the second step, the implantation was performed. Non-commercial implants made of pure titanium 
were used. The animals were divided into two groups. The main group consisted of 25 rats with peri-implantitis modeled by cre-
ating instability of the implant position by ligation of the implant neck area with a cotton thread. The comparison group (n=24) 
consisted of rats with an installed implant without modeling peri-implantitis. 
Results. A detailed description of the experimental model was provided. The outcome was evaluated at 12 weeks after implanta-
tion. In the main group, peri-implantitis developed in 86.4% of rats in the experimental group vs. 17.4% in the comparison group. 
Conclusion. The suggested method is an effective experimental model of peri-implantitis, which allows studying the pathophys-
iology of peri-implantitis and evaluating different methods for prevention and treatment of this complication. 

Keywords: dental implantation; peri-implantitis; modeling of peri-implantation complications; complications of dental 
implantation.
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Одним из наиболее эффективных способов заме-
щения дефектов зубных рядов является дентальная им-
плантация. В последние годы значительно расшири-
лись возможности и перспективы применения рассма-
триваемого  метода лечения пациентов, как при 
частичном, так и при полном отсутствии зубов [1, 2]. 
Расширение показаний к применению дентальных им-
плантатов привело к увеличению числа местных ос-
ложнений, и как следствие — неудачных исходов ле-
чения  [1–4]. 

Несмотря на то, что имплантация в последние го-
ды характеризуется высоким уровнем удовлетворитель-
ных результатов в раннем послеоперационном перио-
де, актуальной проблемой остается прогнозирование 
отдаленных осложнений, которые связаны, как пра-
вило, с развитием воспалительных процессов в тканях, 
окружающих имплант [3, 5, 6]. На сегодняшний день 
выделяют 2 основных воспалительных процесса, ос-
ложняющих периимплантационный период: периим-
плантационный мукозит и периимплантит [5—7]. При 
этом под понятием периимплантационный мукозит 
понимают воспалительный процесс в окружающих 
мягких тканях, а под периимплантитом - воспалитель-
ные реакции со стороны твердых тканей, окружающих 
имплантат, сопровождающиеся нарушением опорной 
функции кости. При этом эти два процесса соотносят-
ся между собой как гингивит и пародонтит у пациен-
тов без применения имплантации. По данным различ-
ных авторов мукозит наблюдается чаще. Его частота 
после имплантации варьирует от 32% до 52% [6]. Пе-
риимплантит регистрируется реже, с частотой от 14 до 
30 % [6]. Но основной причиной неудачных имплан-
таций является именно развитие периимплантита [7]. 
Частота отторжений имплантатов вследствие развития 
периимплантита закономерно увеличивается по мере 
расширения клинических показаний к применению 
данного метода ортопедического лечения стоматоло-
гических заболеваний. 

Изучение патофизиологических процессов, веду-
щих к развитию осложнений, в частности к формиро-
ванию периимплантита, а также всесторонний анализ 

полученных данных, будет способствовать повыше-
нию эффективности дентальной имплантации [6, 8, 9]. 
В связи с этим представляет интерес разработка экс-
периментальных моделей формирования таких ослож-
нений. 

Цель исследования: разработка и оценка эффектив-
ности экспериментальной модели формирования ос-
ложнений в виде периимплантита при дентальной им-
плантации. 

Методика
Исследование выполнено с соблюдением этиче-

ских принципов проведения медицинских исследова-
ний с участием лабораторных животных  в качестве 
субъектов, изложенных в Хельсинской декларации 
ВОЗ. На его проведение получено одобрение этиче-
ского комитета Пермского государственного медицин-
ского университета им. академика Е.А. Вагнера.

Экспериментальные животные. Эксперименталь-
ные исследования проводились на 40 аутбредных бе-
лых крысах «Вистар», самцах. Возраст животных со-
ставлял 8-28 нед, масса 190-273 г. Общая продолжи-
тельность эксперимента – 20 нед. В начале экспери- 
мента участвовали 50 крыс, к концу 2-го этапа экспе-
римента выжили 45 крыс (табл. 1). 

На первом этапе у всех животных под ингаляцион-
ным наркозом экстрагировали первый моляр верхней 
челюсти слева. 

После 1-го этапа умерла 1 крыса (гнойно-септиче-
ские осложнения вследствие неудачной экстракции зу-
ба). Оставшимся 49 крысам через 8 нед после экстрак-
ции зуба была проведена операция имплантации. Пе-
ред 2-м этапом эксперимента животные были разде- 
лены на основную группу (25 крыс), у которых моде-
лировали периимплантит и группу сравнения (24 кры-
сы), которым устанавливали имплант. 

После начала эксперимента животные размеща-
лись по 2 особи в клетке в стандартных условиях вива-
рия. Первые сутки после операций (экстракция моля-
ра на первом этапе и имплантации на втором этапе) 
животные были лишены пищи при свободном досту-
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пе к воде. В последующие 14 сут гранулированный 
корм был заменен на порошкообразный и мягкий 
корм. Гранулированный и твердый корм начинали да-
вать животным только с 15-х сут эксперимента. 

Конечные результаты эксперимента по моделиро-
ванию периимплантита оценивали на 84-е сут (12-я 
нед) с момента операции имплантации. 

Для имплантации использовали имплантаты вин-
тового типа, изготовленные из чистого титана. Общая 
длина 4 мм из них: резьба — 2,2 мм, шейка импланта 
— 2 мм диаметр шейки — 2 мм; ширина — 1,6 мм, апекс 
импланта — 1,4 мм. Шаг резьбы-0,1 мм (рисунок). 

Для формирования периимплантита использова-
ли модель создания нестабильности имплантации за 
счет наложения лигатуры на область шейки импланта. 
Применяли белую шелковую нестерильную крученую 
нить № 2 по ГОСТ 396-84 (ООО «Моснитки», Россия) 
диаметром 325 мкм.  Выбор шелковой нити обуслов-
лен особенностями материала. Шелк даже в неинфи-

цированном виде способен вызывать асептическое вос-
паление. Шелк обладает выраженной сорбционной 
способностью и фитильными свойствами, поэтому мо-
жет служить резервуаром и проводником микроорга-
низмов. Все это обусловливает дополнительное по-
вреждение окружающих тканей и препятствует репа-
ративным процессам в очаге повреждения [10]. 

Лигатуру предварительно накладывали на область 
головки импланта, обматывая 3 раза (в первую окруж-
ность борозды) таким образом, чтобы лигатура после 
ззавершения операции размещалась между головкой и 
слизистой оболочкой десны. Это обеспечивало неста-
бильность интеграции импланта в костную ткань с по-
следующим развитием предпосылок к формированию 
осложнений, что вело к развитию периимплантита. 

Статистическая обработка. Статистическую об-
работку полученных результатов проводили с помо-
щью пакета программ STATISTICA v. 7 (StatSoftInc., 
США). Сравнение частот в двух несвязанных выбор-

Таблица 1

Динамика численности экспериментальных животных в ходе исследования

Начало первого этапа Конец первого этапа Начало второго этапа Конец второго этапа
Количество 
животных

50 49 основная группа 25 22
группа сравнения 24 23

Имплантат, использованный в эксперименте 

(A – внешний вид, B – чертеж).

А B
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ках осуществляли с помощью таблиц сопряженности 
2×2 используя критерий хи-квадрат. 

Результаты и обсуждение 
Результаты моделирования периодонтита суще-

ственно различались в экспериментальных группах. К 
концу 2-го этапа выжило 45 из 50 животных (табл. 1). 
В абсолютных показателях количество погибших жи-
вотных в группах различалось, но различие не было 
статистически значимым (χ2 = 1,378788; р < 0,240309).  

Осмотр животных для оценки состояния характе-
ризующего   развитие постимплантационных ослож-
нений осуществляли  еженедельно. Для диагностики 
периимплантита  использовали следующие критерии 
[1, 3, 5]:

— подвижность импланта под воздействием меха-
нических факторов;

— отечность  и гиперемия слизистой  вокруг им-
планта.

Окончательное решение о формировании периим-
плантита принималось  на 12-й нед после импланта-
ции. Результаты представлены в таблице (табл. 2). 

Результаты моделирования периодонтита стати-
стически значимо различались в группах эксперимен-
тальных животных. 

Частота развития периимплантита в основной 
группе в 4,75 раза превысила частоту его  развития в 
группе сравнения (χ2 = 69,72368;  р < 0,000000).  

Выбор титана как материала для изготовления им-
планта обусловлен его свойствами. Именно титан наи-
более часто используется для изготовления различных 
протезов, устанавливаемых в ткани живых организмов, 
в том числе и в ортопедической стоматологии [11].  Это 
обусловлено его инертностью и отсутствием воспали-
тельной реакции со стороны костной ткани и слизи-
стой после его имплантации. Именно титан использу-
ется для изготовления различными производителями  
имплантов. 

Выбор нити и модели с ее наложением на область 
импланта соприкасающуюся с костной тканью и сли-
зистой обусловлен рядом обстоятельств. Ведущим мо-
ментом в формировании периимплантита является 
развитие воспалительного процесса в периимплант-
ных тканях вследствие воспалительной реакции и не-
стабильности механического соединения импланта в 
костной ткани [5–7]. Для формирования механиче-
ской нестабильности положения имплантата и раз-
вития воспалительных осложнений имплантат уста-
навливали с предварительно наложенной лигатурой. 
Такой метод создания нестабильности импланта ши-
роко используется в экспериментальных исследова-

ниях при моделировании воспалительной реакции и 
нарушения закрепления импланта в костной ткани. 
В частности, в ортопедической стоматологии  приме-
няется наложение нитей из различных материалов на 
пришеечную часть импланта : хлопковой нити, шел-
ковой нити, нити из синтетических полимеров (ней-
лон, полиэстер и другие) [11–14], а также  металли-
ческой нити из нержавеющей стали [15]. В литерату-
ре приводятся данные о зависимости прогресси- 
рования периодонтита от  структурных различий  по-
верхности используемых материалов [13].  

В литературе описаны экспериментальные модели 
формирования периимплантита у различных живот-
ных: приматов [16], собак [15, 17, 18], мышей [19–22], 
а также крыс [23, 24]. По нашему мнению, для экспе-
римента наиболее подходящей моделью являются кры-
сы. В отличие от собак и приматов они не требуют 
больших экономических затрат на содержание и ха-
рактеризуется достаточно быстрым периодом взросле-
ния. В отличие от мышей у крыс большие размеры че-
люстей, что облегчает выполнение операции имплан-
тации. 

Заключение
Таким образом, предложенный способ является 

эффективной экспериментальной моделью для фор-
мирования периимплантита, что позволяет использо-
вать ее для изучения патогенеза формирования ослож-
нений и оценки различных методов профилактики и 
лечения данного осложнения.
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