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Ремизова М.И.,  Гришина Г.В., Гербут К.А., Алексанян Л.Р., Рыбакова Л.П.

Влияние регуляторов синтеза оксида азота на состояние 
оксидантно-антиоксидантной системы при инфузионной 
терапии геморрагического шока в эксперименте 

ФГБУ «Российский НИИ гематологии и трансфузиологии ФМБА России», 
191024, г . Санкт-Петербург, Россия, ул . 2-я Советская, д .16

При различных видах шока, включая геморрагический шок, развивается оксидативный стресс . Большое значение в 
отношении исхода тяжелой кровопотери имеет состояние оксидантно-антиоксидантной системы организма . Цель 
работы – изучение в эксперименте состояния кровообращения, кислородного режима организма, а также оксидантно-
антиоксидантной системы при геморрагическом шоке и его инфузионной терапии . Методика. Эксперименты проведены на 
кроликах, находящихся под тиопенталовым наркозом . Геморрагический шок моделировали кровопусканием с снижением 
АД до 40-60 мм рт . ст . и последующей гипотензией в течение 30—40 мин, после чего начинали инфузию кровезаменителя . 
Общий объем кровопотери составлял 18,5±0,6 мл/кг массы . Эффективность инфузионной терапии оценивали по 
показателям системной гемодинамики, микроциркуляции и показателям активности оксидантно-антиоксидантной 
системы . К инфузионной среде, состоящей из изотонического раствора натрия хлорида и аутокрови, добавляли доноры 
и стимуляторы синтеза оксида азота – оксаком (0,7 мкмоль/кг) и L-аргинин (200 мг/кг) . Результаты. Кровопотеря вызывала 
выраженные нарушения системной гемодинамики и микроциркуляции с изменением метаболизма и кислородного режима 
организма . Содержание продуктов пероксидации в крови нарастало, тем значительнее, чем выраженнее были нарушения 
кровообращения . Выявлены высокие коррелятивные связи между показателями гемодинамики и величинами малонового 
диальдегида и церулоплазмина в крови животных . Показано благоприятное действие на кровообращение и состояние 
оксидантно-антиоксидантной системы доноров оксида азота – оксакома и L-аргинина, вводимых в составе инфузионной 
среды . Заключение. Применение доноров оксида азота при инфузионной терапии геморрагического шока существенно 
повышает продолжительность жизни животных . В контроле (изотонический раствор натрия хлорида) выживаемость 
составляла 42%, при добавлении к инфузионной среде оксакома и L- аргинина, соответственно, 77 % и 59% .

Ключевые слова: геморрагический шок; кровообращение; инфузионная терапия; оксидантно-антиоксидантная 
система; оксид азота; оксаком; L-аргинин .
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The oxidation-antioxidation system in hemorrhagic shock and the infusion therapy with regulators of 
nitric oxide synthesis in experiment 
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2nd Sovetskaya Str . 16, St . Petersburg 191024

Different types of shock, including hemorrhagic shock, are associated with oxidative stress . The oxidant-antioxidant system plays 
a major role during severe blood loss . The aim of these experiments was to study circulation, oxygen regimen and oxidant-anti-
oxidant systems in hemorrhagic shock and infusion therapy . Methods. Experiments were performed on thiopental-anesthetized 
rabbits . Hemorrhagic shock was induced by blood loss of 18 .5±0 .6 ml/kg body weight to reduce blood pressure to 40–60 mm 
Hg for 30-40 min . Then infusion of a volume expander was started . Effectiveness of the infusion therapy was evaluated by indi-
ces of systemic hemodynamics, microcirculation, and the oxidant-antioxidant system . The infusion solution consisting of isotonic 
sodium chloride was supplemented with a nitric oxide (NO) donor, Oxacom® (0 .7 µmol/kg), and a NO precursor, L-arginine (200 
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mg/kg) . Results. Blood loss resulted in considerable changes in systemic hemodynamic, microcirculation, metabolism, and oxygen 
balance . The content of peroxidation products directly depended on the degree of circulatory disorders . Hemodynamic indices 
were closely correlated with blood levels of malonic dialdehyde and ceruloplasmin . Oxacom® and L-arginine exerted a beneficial 
effect on circulation and the oxidant-antioxidant system . Conclusion . NO-enhanced infusion therapy increased animal survival . 
In control experiments (infusion of isotonic sodium chloride), the survival rate was 42% while the sodium chloride solution sup-
plemented with Oxacom® and L-arginine increased the survival rate to 77% and 59%, respectively .

Keywords: hemorrhagic shock; blood circulation; infusion therapy; oxidative-antioxidative system; nitric oxide; oxacom; 
L-arginine .

For citation: Remizova M .I ., Grishina G .V ., Gerbout K .A ., Aleksanyan L .R ., Rybakova L .P . The oxidation-antioxidation system 
in hemorrhagic shock and infusion therapy with regulators of the synthesis of nitric oxide . Patologicheskaya Fiziologiya i 
Eksperimental`naya terapiya.(Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal). 2019; 63(3): 4-12 . (in Russian) . 

DOI: 10 .25557/0031-2991 .2019 .03 .4-12
For correspondence: Galina V. Grishina, Candidate of Biological Sciences, Senior Researcher, «Russian Research Institute of Hematology 
and Blood Transfusion FMBA of Russia», е-mail: reger201309@mail .ru
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest .
Information about authors:
Remizova M .I . https://orcid.org/0000-0002-9906-3807
Grishina G .V . https://orcid.org/0000-0003-4842-2504
Gerbout K .A . https://orcid .org/0000-0001-5518-5522
Rybakova L .P . https://orcid .org/0000-0002-9985-879X
Aleksanyan L .R . https://orcid .org/0000-0002-8525-2295
Received 05 .07 .2018

При тяжелой кровопотере, как и при травмах раз-
личного генеза, происходят нарушения функций по 
существу всех систем организма. Одно из ведущих мест 
в патогенезе этих изменений занимает гиповолемия. 
В ответ на уменьшение объема циркулирующей плаз-
мы и эритроцитной массы организм отвечает рядом 
компенсаторных реакций, которые если не устранена 
причина, трансформируются в патологические. При 
активации адаптационных механизмов с изменением 
системной гемодинамики и периферического крово-
обращения вследствие централизации кровообраще-
ния развивается циркуляторно-гемическая гипоксия 
органов и тканей [1] и геморрагический шок (ГШ) [2]. 
Сопутствующая этому кислородная недостаточность 
способствует усилению процессов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), которые определяют повреж-
дение клеточных мембран и даже гибель клеток, что 
приводит к оксидативному стрессу [3, 4]. Дополнитель-
ные условия для запуска свободно-радикальных про-
цессов создаются  также  и в постишемическом пери-
оде, в результате чего формируется супероксиданион-
радикал и оксид азота (NO). Инфузионные растворы, 
введенные в этот период, могут активизировать про-
цессы реоксигенации и генерировать свободные ради-
калы, т.е. усиливать процессы пероксидации [5, 6].  
В ответ на  усиление  этих процессов в организме мле-
копитающих возрастает активность системы антиок-
сидантной (АО) защиты, в которую входят антиокси-

дантные ферменты – супероксиддисмутаза (СОД) и 
каталаза (КАТ), а также белки, связывающие ионы ме-
таллов переменной валентности, в частности, церуло-
плазмин (ЦП). 

В последние годы установлено, что NO, обеспечи-
вает эндотелийзависимую  регуляцию сосудистого то-
нуса, обладает антиагрегационными и антиадгезивны-
ми свойствами. Одним из защитных действий NO яв-
ляется способность повышать активность АО 
ферментов и экспрессию кодирующих их генов [4].  
В условиях избыточной продукции свободных радика-
лов и при наличии дефектов системы АО защиты, свя-
занной с дефицитом СОД, супероксиданион окисля-
ет NO до пероксинитрита [6], который обладает выра-
женным окислительным потенциалом и способен 
разрушать важнейшие структурные клеточные компо-
ненты. Развивается нитрозильный стресс. Предотвра-
щение инактивации NO супероксидом объясняет спо-
собность СОД улучшать микроциркуляцию (МЦ) и 
нормализовать кровоток после вазоспазма, тромбозов 
и других нарушений кровообращения [7, 8].

Благодаря многофункциональной роли NO инфу-
зионная терапия, включающая введение регуляторов 
его синтеза, может повлиять на состояние антиокси-
дантной системы организма.

Цель исследования – изучение кровообращения, 
кислородного режима организма, состояния оксидант-
но-антиоксидантной системы при геморрагическом 
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шоке и его инфузионной терапии в сочетании с доно-
рами оксида азота.

Методика
Работу с животными проводили в соответствии с 

«Правилами надлежащей лабораторной практики», ут-
вержденными приказом Министерства здравоохране-
ния РФ № 199н от 01.04.2016, и Межгосударственны-
ми стандартами ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014 
«РУКОВОДСТВО ПО СОДЕРЖАНИЮ И УХОДУ ЗА 
ЛАБОРАТОРНЫМИ ЖИВОТНЫМИ», соответству-
ющими Европейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых в экспериментах и в дру-
гих научных целях (ETS N 123, Страсбург, 18 марта 
1986 г. c приложением от 15.06.2006). Исследования 
одобрены этическим комитетом ФГБУ РосНИИГТ 
ФМБА России. 

Эксперименты выполнены на наркотизированных 
тиопенталом натрия (15 мг/кг) кроликах самках мас-
сой 2500—3500 г. Препаровку сосудов производили под 
местной анестезией 1% раствором новокаина. Катете-
ризировали сонную артерию и яремную вену для опре-
деления минутного объема кровообращения (МОК) 
методом термодилюции [9], бедренную артерию – для 
регистрации артериального давления (АД) и взятия 
проб артериальной крови, и бедренную вену – для взя-
тия проб смешанной венозной крови. Геморрагиче-
ский шок моделировали дробным кровопусканием из 
бедренной артерии в объеме 18,5±0,6 мл/кг массы те-
ла животного  с последующей гипотензией на уровне 
40-50 мм рт. ст. в течение 30—40 мин, после чего начи-
нали инфузию кровезаменителя. Известно, что реин-
фузия пострадавшему собственной крови является 
наиболее физиологичным методом восполнения кро-
вопотери, поэтому в состав инфузионного раствора 
входила  аутокровь – 1% от объема вводимого раство-
ра. Такое разведение соответствует содержанию гемо-
глобина в первом отечественном кровезаменителе на 
основе модифицированного гемоглобина – геленполе 
[10]. 

Тяжесть ГШ и эффективность инфузионной тера-
пии оценивали и по расчетным показателям систем-
ной гемодинамики: ударному объему сердца (УО), ра-
бочему индексу левого желудочка (РИЛЖ), общему пе-
риферическому сопротивлению кровотоку (ОПС). 

О состоянии микроциркуляции  судили визуально 
по характеру микрокровотока в сосудах серозной обо-
лочки тонкого кишечника кролика методом прижиз-
ненной контактной микроскопии (люминесцентный 
микроскоп ЛЮМАМ-КФ, ЛОМО). Изменения кро-
вотока – количество функционирующих капилляров 

(KФК), скорость кровотока и  степень агрегации эри-
троцитов оценивали по балльной шкале выше и ниже 
исходного уровня [2, 11]. Отсутствие видимых наруше-
ний в приводящих капиллярах и метартериолах прини-
мали условно за «0» баллов. При этом эритроциты в по-
токе крови были не различимы. С замедлением скоро-
сти движения эритроцитов по сосудам и появлением в 
микрососудах агрегатов клеточных элементов крови ве-
личина балла возрастала (2 и 3 балла). Остановка крово-
тока в микрососудах оценивалась как стаз, величина бал-
ла при этом была максимальной и равнялась четырем.

В крови определяли показатели кислородного ре-
жима организма на газоанализаторе АВL-800 
(«Radiometer», Дания) (рО2 – напряжение кислорода, 
HвO2%–насыщение гемоглобина кислородом и  рас-
считывали значения системного транспорта кислоро-
да – QO2 и общего потребления кислорода –VO2). Со-
стояние оксидантно-антиоксидантной системы  
(ОС-АОС) в сыворотке крови оценивали по уровню  
малонового диальдегида (МДА) [12], активности КАТ 
(КФ 1.II.1.6) [13] и СОД (КФ 1.15.1.1) [14] , содержа-
нию церулоплазмина ЦП (КФ 1.16.3.1) [15]. Для оцен-
ки степени дисбаланса функционирования ферментов 
антиоксидантной защиты рассчитывали интегральный 
показатель соотношения активности СОД/КАТ. 

Во всех сериях животным по окончании кровопуска-
ния вводили изотонический раствор натрия хлорида (ФР) 
в объеме, превышающем в 2 раза эксфузированную 
кровь. В  1-й серии (n=12) вводили только ФР,  
во 2-й –  (n=9) ФР сочетали  с аутокровью (1%), в 3-й се-
рии (n=6) – с L-аргинином («Sigma» , 200 мг/кг ), в 4-й 
(n=8) – с оксакомом ( 0,7 мкмоль/кг). Оксаком – дини-
трозильный комплекс железа с глютатионом является 
первым отечественным препаратом – донором NO, соз-
данным под руководством проф. А.Ф. Ванина  в НИИ 
химической физики РАН (Москва) [16, 17]. 

Состояние  гемодинамики, кислородного режима 
организма, окислительной и антиокислительной си-
стемы оценивали до и после окончания кровопотери, 
а также через 60 мин после завершения инфузии.  

 Наличие связи между изучаемыми показателями 
проводили с применением  непараметрического кор-
реляционного анализа. Различия между сравниваемы-
ми параметрами считали статистически значимыми 
при р≤0,05. Результаты обработаны методом вариаци-
онной статистики в программе Statistica 7.0.

Результаты и обсуждение
АД и МОК в результате кровопотери снижались 

(табл. 1). МОК в некоторых экспериментах уменьшал-
ся почти в 2 раза по сравнению с исходным уровнем. 
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Изменялись и другие показатели системной гемоди-
намики: существенно падал УО и РИЛЖ (почти  
в 3 раза). Одновременно с нарушениями системной ге-
модинамики изменялся  и ток крови в микроциркуля-
торном русле (табл. 2): наполовину уменьшалось КФК, 
снижалась скорость движения крови в капиллярах (ме-
тартериолах), появились агрегаты форменных элемен-
тов крови. 

Массивная кровопотеря и длительная гипотензия 
сопровождались снижением напряжения кислорода в 
венозной крови. Рост артерио-венозной разницы, как                    
по напряжению кислорода, так и по насыщению гемо-
глобина кислородом отражал увеличение потребления 
кислорода организмом (табл. 3).  

Нарушения системного кровообращения и МЦ бы-
ли столь выраженными, что системный транспорт кис-
лорода смог обеспечить только треть или даже поло-
вину потребности кислорода организмом. С ухудше-

нием кровообращения уменьшалось поступление 
кислорода к жизненно важным органам. Недостаточ-
ная доставка кислорода к тканям, потребность в кото-
ром в организме вследствие стрессорной реакции воз-
растала, привела к развитию гипоксии. 

Изменения гемодинамики сопровождались нару-
шениями метаболизма: в венозной крови  регистриро-
вали выраженный ацидоз – рН снижался с 7,41±0,01 
до 7,19±0,04, уменьшалось содержание  стандартного 
бикарбоната. В артериальной, как и в венозной, кро-
ви развивался значительный дефицит буферных осно-
ваний (до –12,8±2,1 ммоль/л).

К окончанию кровопотери у животных 1-й и  
4-й  серий отмечалась тенденция к увеличению содер-
жания в крови МДА – одного из промежуточных про-
дуктов ПОЛ (табл. 4).

Однако у части кроликов (2-я и 3-я серии) содер-
жание МДА к окончанию кровопотери снижалось поч-

Таблица 1

 Системная гемодинамика у кроликов при геморрагическом шоке и инфузии кровезаменителей 
ФР (1-я серия), ФР с аутокровью (2-я серия), ФР с аутокровью и L-аргинином (3-я серия), ФР с аутокровью и оксакомом (4-я серия),  (М±m)

Показатели Серии Исходные Окончание кровопотери После инфузии, 60 мин

АД,
мм рт. ст.

1 104±5 76±4+ 80±4+

2 113±4 71±3+ 88±5+,#

3 115±7 69±2+ 84±4+,#

4 119±5 71±6+ 91±5+,#

МОК,
мл/мин/кг

1 207±15 (100%) 107±14+ (52%) 181±35+,# (79%)
2 231±16 (100%) 92±9+ (40%) 132±16+,# (57%)
3 180±18(100%) 105±7+ (56%) 107±11+ (61%)
4 173±16 (100%) 91±10+ (53%) 122±11+,# (71%)

УО,
мл/кг

1 0,74±0,10 0,41±0,04+ 0,64±0,08+,#

2 0,85±0,06 0,32±0,03+ 0,53±0,08+,#

3 0,60±0,06 0,32±0,03+ 0,39±0,04+

4 0,68±0,09 0,33±0,04+ 0,45±0,04+

ОПС,
дин•сек•см-5/кг•10-4

1 3,7±0,3 5,9±0,6 3,4±0,3#

2 4,1±04 6,2±0,7 5,7±0,6
3 5,3±0,5 5,6±0,6 6,0±0,5
4 6,2±0,5 6,5±0,5 6,3±0,5

РИЛЖ,
кГм/кг•мин

1 281±24 99±12+ 180±39+,#

2 348±23 87±14+ 160±23+,#

3 281±44 99±9+ 137±18+

4 288±33 96±19+ 152±20+,#

Примечание. Статистически значимые  различия (р ≤ 0,05) по сравнению с исходными данными отмечены значком «+», с данными после 
окончания кровопотери – «#».1 –инфузии ФР, 1-я серия; 2 – инфузия ФР с аутокровью, 2-я серия; 3 – инфузия  ФР с аутокровью и 
L-аргинином, 3-я серия; 4 – ФР с аутокровью и оксакомом, 4-я серия.
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ти на 10-15%.  Причем, происходило это при выражен-
ных к концу кровопотери нарушениях гемодинамики.  
На фоне развивающихся нарушений кровообращения 
в крови в большинстве экспериментов не изменялось 
содержание ЦП. 

 Представленные результаты (табл. 4) свидетель-
ствуют, что динамика свободнорадикального окисле-
ния  при  ГШ сопровождалась усилением активности 
лишь отдельных звеньев системы антиоксидантной за-
щиты. При нарастании тяжести шока в 1-й, 3-й и  
4-й сериях происходил рост активности КАТ на 13-20% 
в сравнении с исходным уровнем.  Активность СОД 
повышалась незначительно в 1-й  и 4-й сериях. 

При  кровопотере, особенно пролонгированной, 
как известно,  активизируется  ренин-ангиотензин-
альдостероновая система [1]. Происходит перераспре-
деление кровотока и усиление работы сердца с целью 
поддержания АД и кровоснабжения в жизненно важ-
ных органах. Выявлены корреляционные связи между 
объемом кровопотери и рабочим индексом сердца (рас-
чет коэффициента корреляции по Спирману, + 0,75, 
р ≤ 0,05). Кроме того, обнаружены корреляционные 
связи между величиной кровопотери при моделирова-
нии ГШ и состоянием ОС-АОС системы к моменту на-
чала лечения. Стабильные и высокие корреляции име-
ют место между уровнем МДА и МОК (+ 0,69, р ≤ 0,05), 
а также  между МДА и РИЛЖ (+0,77, р ≤ 0,05). 

Система ренин-ангиотензин имеет исключитель-
ное значение в регуляции многих сердечно-сосудистых 
параметров. Выявленные корреляции свидетельству-
ют, что  по мере увеличения объема кровопотери про-
исходит снижение МОК и РИЛЖ, а также активация 
процессов ПОЛ.

Таким образом,  лечение во всех сериях экспери-
ментов начинали на фоне серьезных нарушений си-
стемной гемодинамики, микроциркуляции и метабо-
лизма, вызванных массивной потерей крови и гипо-
тензией.

Возмещение кровопотери приводило к улучшению 
центральной гемодинамики. АД и МОК возрастали по-
сле окончания инфузии (табл. 1), но не достигли ис-
ходных величин. Через 60 мин после окончания лече-
ния отмечалось увеличение УО. Приближалось к ис-
ходным значениям ОПС. РИЛЖ значительно возрастал 
и превышал данные до кровопотери, не достигая ис-
ходных величин. Снижение ОПС, обусловленное ва-
зодилататорным действием доноров оксида азота [2], 
приводило к улучшению микроциркуляции (табл. 2): 
увеличивалось количество функционирующих капил-
ляров, возрастала скорость кровотока в капиллярах, 
уменьшалось количество агрегатов эритроцитов, что 
свидетельствовало о восстановлении органной перфу-
зии. Слабее всего микрокровоток восстанавливался в  
контрольной  серии.  Реинфузия 1% крови, возвращая 

Таблица 2

Микроциркуляция у кроликов при геморрагическом шоке и инфузии кровезаменителей (М±m)

Показатели Серии Исходные Окончание кровопотери После инфузии, 60 мин

КФК в поле зрения, (в % от 
исходного)

1 100±0 74±6+ 81±5#

2 100±0 56±4+ 90±3*,#

3 100±0 56±5+ 100±0#,^
4 100±0 60±7 100±0#,º

Скорость движения
эритроцитов, баллы

1 0,22±0,11 -2,22±0,45+ -0,88±0,37+,#

2 0,00±0,00 -2,44±0,11+ -0,33±0,11+,#

3 0,00±0,00 -3,11±0,11+ -0,57±0,11+,#,^

4 0,00±0,00 -2,50±0,25+ -0,13±0,12+,#,º

Агрегация
эритроцитов,
баллы

1 0,25±0,11 2,38±0,34+ 1,29±0,50+,#

2 0,00±0,00 2,00±0,00+ 0,44±0,11+,#

3 0,00±0,00 2,11±0,11+ 0,57±0,11+,#,^

4 0,00±0,00 2,13±0,12+ 0,13±0,12+,#,º

Примечание. Здесь и в последующих таблицах статистически значимые  различия (р ≤ 0,05) по сравнению с исходными данными отмече-
ны значком  «+», с данными после окончания кровопотери  – #, между данными 1-й  и  2-я серий – *, между данными 1-й и 3-й серий – 
^ , между данными 1-й и  4-й серий –  º; 1 –инфузии ФР, 1-я серия; 2 – инфузия ФР с аутокровью, 2-я серия; 3 – инфузия  ФР с аутокро-
вью и L-аргинином, 3-я серия; 4 – ФР с аутокровью и оксакомом, 4-я серия.
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собственные клеточные элементы и иммунные тела, 
являлась наиболее физиологичным восполнением кро-
вопотери. При геморрагическом шоке ее необходимо 
сочетать с инфузией изотонического солевого раство-
ра и медикаментозной коррекцией системного крово-
обращения и микроциркуляции, что ведет к ликвида-
ции циркуляторной гипоксии. 

В 4-й серии, вероятно, в результате действия регу-
лятора синтеза NO отмечалось значительное улучше-
ние капиллярного кровотока и дезагрегации эритро-
цитов. 

После реинфузии улучшался кислородный режим 
организма: повышались системный транспорт и общее 
потребление кислорода  в тканях (табл. 3). В то же вре-
мя снижался дефицит буферных оснований (с -12,7±2,5 
до -6,7±2,1 ммоль/л) и нормализовался рН в крови  
(с 7,27±0,02 до 7,40±0,01). 

Через 60 мин после  лечения, системный транспорт 
кислорода оставался еще достаточно высоким, что бы-
ло следствием нормализации гемодинамики по срав-
нению с ее состоянием перед инфузией кровезамени-

теля. Отрицательная корреляционная взаимосвязь 
установлена между  уровнем МДА и МОК (-0,49,  
р ≤ 0,05), а также  между МДА и РИЛЖ (-0,49, р ≤ 0,05). 
Через 1 ч после  инфузии  при  тенденции к уменьшению 
проявления гипоксии (возрастании QO2, VO2, табл. 3), 
отмечалось незначительное снижение в крови МДА 
(кроме 2-й серии, табл. 4). Существенно уменьшалось 
содержание ЦП в сравнении с исходным уровнем (до-
вольно высокими были коррелятивные связи между 
уровнем ЦП и РИЛЖ +0,70, р ≤ 0,05) , что могло про-
исходить вследствие уменьшения АО защиты. Кроме 
того, ЦП, возможно, расходовался частично на инак-
тивацию МДА [5] и других продуктов ПОЛ (корреля-
ционная взаимосвязь между ЦП и МДА +0,47,  
р ≤ 0,05).

После инфузии в крови нарастала активность ката-
лазы, особенно в 3-й и 4-й сериях экспериментов, что 
можно рассматривать как благоприятное влияние лече-
ния (коррелятивные связи между КАТ и МОК  0,43,  
р ≤ 0,05). В сериях с применением доноров NO отмеча-
лась  не только активация КАТ (30—40%), но и сниже-

Таблица 3

Кислородный режим организма  у кроликов при геморрагическом шоке и инфузии кровезаменителей (М±m)

Показатели Серии Исходные Окончание кровопотери После инфузии 60 мин

pvO 2, мм рт. ст.

1 32,3±3,2 24,1±2,4+ 25,7±2,4#

2 32,4±4,3 19,6±1,6+ 24,6±1,8+

3 35,9±2,1 21,8±1,6+ 23,3±1,8+

4 35,6±2,5 21,4±2,9+ 28,3±3,2º

paO 2- pvO 2

1 59,8±2,3 81,5±3,0 72,2±4,3
2 60,8±6,8 90,3±8,1+ 67,6±6,3
3 54,2±2,3 77,2±6,8+ 74,2±9,0#

4 53,3±4,5 82,0±5,7+ 75,9±8,4+

HвaO2 -HвvO2 ,%

1 38,2±5,6 53,4±7,5+ 62,9±6,9#

2 43,0±7,1 74,9±3,1+ 62,8±3,8+

3 32,3±3,9 66,0±11,2+ 60,6±11,8+

4 31,8±7,6 75,3±5, 3+ 66,4±7,1+

QO2,мл (мин.кг)-1

1 32,8±3,9 16,3±1,8+ 25,2±7,1#

2 38,6± 2,7 13,9± 1,6+ 18,6±2,2+

3 28,5±4,7 13,4±1,4+ 14,9±2,9+,*

4 28,2±2,7 12,2±1,2+ 16,2±1,7+,#

    VO2,мл  (мин.кг)-1

1 12,1±2,5 8,1±1,1+ 8,0±0,6#

2 15,1± 3,3 10,6± 1,5 12,2±1,4
3 8,2±1,5 9,2±0,7 9,6±1,8
4 8,2±1,5 9,3±0,7 10,5±0,9#

Примечание. ФР (1-я серия), ФР с аутокровью (2-я серия) , ФР с аутокровью и L-аргинином (3-я серия), ФР с аутокровью и оксакомом (4-
я серия), остальные обозначения, как в табл. 2.
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ние продуктов пероксидации в крови, уменьшение  со-
держания МДА (кроме 2-й серии) и ЦП (10—15%). 

Возможно,  что некоторое повышение МДА проис-
ходило за счет его вымывания в сосудистое русло из тка-
ней ранее ишемизированных в результате кровопотери 
и пролонгированной гипотензии. Это подтверждается 
уменьшением ОПС и существенным улучшением МЦ, 
происходящим под влиянием доноров оксида азота. 

Подвижное равновесие между ПОЛ и активностью 
АО механизмов присуще всем уровням организации 
живых систем. Оно смещено вправо в состоянии фи-
зиологического покоя, обычной жизнедеятельности 
организма.

Под влиянием чрезвычайных раздражителей  
(в данном случае кровопотери) процессы биологиче-
ского окисления, а также ПОЛ заметно усиливаются, 
создавая предпосылки для смещения равновесия в на-
правлении активации ПОЛ. 

Буферная емкость антиоксидантных систем доста-
точно велика, поэтому смещение равновесия влево вы-

является не сразу, а по мере истощения антиоксидант-
ных резервов, чем можно объяснить обнаруженное в 
представленных экспериментах усиление лишь отдель-
ных ферментов АО защиты. Существующие методы 
оценки интенсивности ПОЛ по накоплению вторич-
ных (МДА) и конечных (основания Шиффа) продук-
тов считаются инерционными и не всегда улавливают 
быстрых изменений состояния равновесия между ак-
тивностью ПОЛ и АО. Возможно, именно этим объяс-
няются полученные в нашем исследовании неодно-
значные данные о взаимосвязи между содержанием 
МДА и активностью ферментов АО защиты. 

В постинфузионном периоде, судя по представлен-
ным результатам, несмотря на улучшение гемодинами-
ки, уменьшение проявлений нарушений кислородного 
режима организма и ацидоза, АО система продолжала 
находиться в состоянии напряжения. Активность СОД 
после кровопотери имела тенденцию к снижению  
(в контроле максимально), а КАТ к увеличению. Поэ-
тому коэффициент сбалансированности ферментов-ан-

Таблица 4

Показатели оксидантно-антиоксидантной системы при геморрагическом шоке и его инфузионной терапии ФР (1-я серия), ФР с ауто-
кровью (2-я серия), ФР с аутокровью и L-аргинином (3-я серия) , ФР с аутокровью и оксакомом (4-я серия),  (М±m)

Показатели Серии Исходные (100%) Окончание кровопотери После инфузии, 60 мин
Содержание
церулоплазмина                       
(г/л)

1 0,47±0,07 0, 48±0,08 (102%) 0,46±0,08 (98%)
2 0,35±0,04 0,33±0,06 (94%) 0,33±0,03 (94%)
3 0,37±0,08 0,29±0,05 (78%) 0,26±0,12+ (70%)
4 0,37±0,04 0,37±0,04 (100%) 0,32±0,04 (86%)

МДА
(мкмоль/л)

1 7,3±0, 5 7,7±0,7  (105%) 7,6±0,7 (104%)
2 7,9±0, 8 6,5±0,5+  (82%) 6,7±0,7 (85%)
3 7,1±0,5 6,5±0,5  (92%) 6,2±0,6 (87%)
4 5,2±0,4 5,3±0,6  (102%) 4,6±0,4 (89%)

Активность каталазы
(усл. ед. акт.)

1 5,3±0,5 6,1±0,3  (115%) 6,4±0,3 (121%)
2 5,8±0, 5 5,3±0,6  (91%) 5,8±0,4 (100%)
3 4,8±0,4 5,8±0,4+  (120%) 6,7±0,4+ (139%)
4 4,7±0,5 5,3±0,3  (113%) 6,1±0,4 (130%)

СОД
(усл. ед. акт.)

1 49±2 51±4  (104%) 43±6 (88%)
2 37±4 37±3  (100%) 38±4 (103%)
3 51±6 48±4  (94%) 47±5 (92%)
4 46±5 48±6  (104%) 49±4 (106%)

Коэффициент
СОД/КАТ

1 10,1±0,9 8,7±0,5  (86%) 7,0±0,8 (69%)
2 7,3±1,7 8,2±1,5 (112%) 7,0±0,9 (96%)
3 11,8±2,4 9,0±1,4  (76%) 7,2±1,0+ (61%)
4 10,0±1,1 9,3±1,2  (93%) 8,2±0,9 (82%)

Примечание. Цифры в скобках – показатель в процентах от исходного.
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тиоксидантов СОД/КАТ, который служит важным про-
гностическим признаком течения шока, также умень-
шался, т.е. при кровопотере сопряженное действие 
рассматриваемой ферментной цепи было нарушено. 

Через 60 мин после инфузии во всех эксперимен-
тах продолжало снижаться в крови  содержание ЦП 
вследствие потребления его как антиоксиданта в усло-
виях активации процессов ПОЛ. ЦП расходовался ча-
стично на инактивацию МДА [5]. Имеются сведения, 
что ЦП может предотвращать ПОЛ, функционируя в 
качестве перехватчика супероксидного радикала [4, 5]. 
Отмечалось нарастание в крови активности каталазы, 
что можно рассматривать как благоприятное влияние 
проводимого лечения. Активность СОД  незначитель-
но возрастала только во 2-й и 4-й сериях. Выявлена по-
ложительная взаимосвязь между уровнем СОД и КАТ 
(+ 0,87, р ≤ 0,05).

Таким образом, в состоянии оксидантно-антиок-
сидантной системы  при  экспериментальном гемор-
рагическом шоке наблюдался дисбаланс, который уда-
лось в некоторой степени корригировать. 

При поиске путей совершенствования лечения ГШ 
возрастает интерес экспериментаторов и клиницистов 
к регуляторам синтеза NO. Известно, что оксаком об-
ладает антиоксидантными свойствами и способностью 
усиливать окислительное фосфорилирование в мито-
хондриях, в частности сердечной мышцы [16-18]. Имен-
но этим свойством оксакома можно объяснить выяв-
ленные в представленных экспериментах возрастание  
МОК и РИЛЖ после лечения. В целом действие окса-
кома на кровообращение выражено, скорее всего, в спо-
собности его обратимо связывать молекулы эндогенно-
го NO, обеспечивая при экстремальных состояниях их 
сохранность, перемещая их в клетки жизненно важных 
органов [16].  Можно полагать, что увеличение продук-
ции NO из L-аргинина также повышало уровень NO и 
поддерживало нормальную перфузию жизненно важ-
ных органов. Известно, что аргинин через орнитин мо-
жет превращаться в глютаминовую кислоту, обладаю-
щую антиоксидантной активностью; кроме того, 
L-аргинин стимулирует выделение гистамина из клеток 
крови, снижает активность норадреналина и способ-
ствует действию эндогенных вазодилататоров [19]. 

Таким образом, при введении регуляторов синтеза 
NO наблюдалось повышение лечебного эффекта инфу-
зионной терапии. Бóльшая часть животных полностью 
выходила из состояния геморрагического шока и жила 
более 24 ч. Они считались выжившими. В представлен-
ных экспериментах  в 1 серии  выживаемость была са-
мой низкой – 42% животных, во 2-й – 45%, в 3-й – 59%,  
в 4-й –77%. Тем не менее, выраженный гемодинамиче-
ский эффект ФР позволяет использовать его как само-

стоятельную инфузионную среду, а также как раствор 
для введения различных медикаментозных средств с це-
лью выявления их противошоковых лечебных свойств.

Полученные данные свидетельствуют о целесоо-
бразности сочетанного введения регуляторов NO с кро-
везаменителями для повышения эффективности ин-
фузионной терапии геморрагического шока. Регуля-
торы синтеза NO могут явиться дополнительным 
эффективным средством  его лечения.
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В последние годы большое внимание уделяется роли микробиоты в атерогенезе с позиций воспалительной теории . На 
основании экспериментальных и клинических данных была сформулирована эндотоксиновая теория атеросклероза . Под-
тверждением важной роли кишечного липополисахарида в атерогенезе является возрастная динамика показателей систем-
ной эндотоксинеми и липидного профиля . Цель исследования – выявление взаимосвязи между показателями системной 
эндотоксинемии и факторами риска атеросклероза, в аспекте возрастных и гендерных  различий . Методика. Обследо-
вано 113 пациентов среднего возраста . Все пациенты прошли оценку факторов риска развития атеросклероза по шкале 
SCORE . Пациенты были отнесены к средней группе риска (до 5%), оценивали себя как «здоровые», жалоб на момент обсле-
дования не предъявляли . Индекс массы тела был до 30 кг/м2 . Определялись показатели липидного профиля (анализатор 
«StatFax 3300», США, реактивы «Analyticon», Германия): уровень общего холестерина, липопротеинов высокой плотности 
и уровень триглицеридов, рассчитывался индекс атерогенности и концентрация липопротеинов низкой плотности . Опре-
делялись параметры системной эндотоксинемии: концентрации липополисахарида (микро-ЛАЛ-тест), уровень антител к 
гидрофобной и гидрофильной частям молекулы ЛПС методом «СОИС-ИФА» . Результаты. Выявлена прямая значимая кор-
реляция концентрации общего холестерина, липопротеинов низкой плотности и липопротеинов высокой плотности в 
зависимости от возраста . При построении регрессионной модели зависимости показателей системной эндотоксинемии 
от пола и возраста пациентов не выявлено . При визуальной оценке графиков обращает внимание наличие у женщин тен-
денции к возрастному повышению уровня липополисахарида и снижению концентрации антител к гидрофильной части 
молекулы липополисахарида . Обнаружены гендерные различия показателей липидного профиля и уровня липополиса-
харида . Заключение. Статистически значимая возрастная динамика показателей липидного профиля при тенденции к 
нарастанию уровня липополисахарида, а также снижение концентрации антител к гидрофильной части молекула липо-
полисахарида, имеющее определённые гендерные различия, свидетельствует о целесообразности продолжения иссле-
дований с увеличением числа обследованных  в расширенном возрастном диапазоне .

Ключевые слова: атеросклероз; эндотоксин; факторы риска; системная эндотоксинемия; антиэндотоксиновый 
иммунитет; холестерин; липидный профиль .
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 Atherosclerosis is a polyetiologic disease . In recent years, much attention has been paid to the role of the microbiota in athero-
genesis from the perspective of inflammatory theory . Based on experimental and clinical data, the endotoxin theory of athero-
sclerosis was formulated . Confirmation of the important role of intestinal lipopolysaccharide in atherogenesis is the age dynam-
ics of systemic endotoxemia parametrs and lipid profile . The goal of our study was to identify the relationship between the indi-
cators of systemic endotoxemia and the generally accepted risk factors for atherosclerosis, especially the age dynamics and the 
influence of gender . Methods. We examined 113 patients middle age . All patients were assessed for risk factors for atherosclero-
sis according to the SCORE scale . Patients were assigned to the average risk group (up to 5%), rated themselves as “healthy”, did 
not present any complaints at the time of the survey . The body mass index was up to 30 kg/m2 . Indicators of the lipid profile were 
determined («StatFax» 3300 analyzer, USA, «Analyticon» reagents, Germany): the level of total cholesterol, high-density lipopro-
tein and triglyceride levels, the atherogenic index and the concentration of low-density lipoprotein were calculated . The parame-
ters of systemic endotoxemia were determined: the concentration of lipopolysaccharide using a micro-LAL test, the level of anti-
bodies to the hydrophobic and hydrophilic parts of the lipopolysaccharide molecule using the “SOIS-ELISA” method . Results . A 
direct significant correlation was found between the concentration of total cholesterol, low-density lipoprotein and high-density 
lipoprotein, depending on age . When constructing a regression model of the age dynamics, the concentrations of lipopolysac-
charides, antibodies to the hydrophobic and hydrophilic parts of the lipopolysaccharide molecule were not detected (p> 0 .05) . 
When adjusted for gender, the age dynamics of systemic endotoxemia was also not observed . When visually assessing the graphs, 
attention is drawn to the fact that women have an age-related tendency to increase the level of lipopolysaccharide and a decrease 
in the concentration of antibodies to the hydrophilic part of the lipopolysaccharide molecule . In addition, gender differences in 
lipid profile and lipopolysaccharide levels were found . Conclusion . The significant age-related dynamics of the lipid profile in the 
presence of a tendency to an increase in the level of lipopolysaccharide and a decrease in the concentration of antibodies to the 
hydrophilic part of the lipopolysaccharide molecule, which has certain gender differences, revealed the necessity and feasibility 
of continuing research with an increase in the number of subjects and in the extended age range .

Keywords: atherosclerosis, lipopolysaccharide, endotoxin, risk factors, systemic endotoxemia, anti-endotoxin immunity, 
endotoxin aggression, lipid profile 
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Введение
Структурные изменения стенки артерий развива-

ются задолго до клинических проявлений атероскле-
роза (ишемическая болезнь сердца, инсульт, хрониче-
ская ишемия нижних конечностей, др.) [1—2]. Наибо-
лее важными факторами риска развития 
сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) по шкале 
SCORE (Systemic Coronary Risk Evaluation) являются: 

возраст, пол, уровень общего холестерина (ОХС), по-
казатели систолического артериального давления и ку-
рение [3, 4]. В последние годы большое внимание уде-
ляется роли микробиоты в атерогенезе с позиции вос-
палительной теории атеросклероза. Предположение, 
опубликованное треть века назад [5], об участии эндо-
токсина (ЭТ) в атерогенезе, нашло прямое и косвен-
ное  подтверждение в экспериментальных и клиниче-
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ских исследованиях [6-11], что и позволило сформу-
лировать эндотоксиновую теорию атеросклероза [12]. 
Последняя учитывает практически все существующие 
теории атеросклероза и важные факторы риска забо-
левания: первичность системной эндотоксинемии 
(СЭЕ), её патогенной формы – эндотоксиновой агрес-
сии (ЭА) и, обусловленного ею системного воспале-
ния, как в патогенезе, так и в индукции атеросклеро-
за. Вместе с тем, в литературе отсутствуют данные о на-
личии корреляционных связей между показателями 
СЭЕ (концентрацией липополисахарида (ЛПС) и ан-
тител к гидрофильной (АТ-ЛПС-ФИЛ) и гидрофоб-
ной (АТ-ЛПС-ФОБ) частям молекулы ЛПС) с обще-
принятыми факторами риска развития атеросклероза 
в возрастном аспекте и  гендерной принадлежности. 
Цель исследования – выявление взаимосвязи между 
показателями системной эндотоксинемии и фактора-
ми риска атеросклероза в аспекте возрастных и гендер-
ных различий.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов. Работа одобрена этическим комитетом ин-
ститута ФГБНУ НИИОПП.

В исследование включено 113 пациентов: 61 муж-
чина от 25 до 66 лет и 52 женщины от 39 до 68 лет.  Па-
циенты отбирались из числа проходивших диспансер-
ное наблюдение на Клинической базе НИИОПП (ООО 
«КДО», г. Москва). Критериями включения в иссле-
дование являлось отсутствие: верифицированных хро-
нических заболеваний (или не менее чем 3-месячная 
их ремиссия), приёма липид-снижающих препаратов, 
оперативных вмешательств или травм в течение пред-
шествующего исследованию месяца. Все включенные 
в исследование субъективно оценивали себя «здоро-
выми», индекс массы тела был в пределах 22,2-28,1 
кг/м кв. Из исследования исключались пациенты с 
острой воспалительной патологией, длительно прини-
мающие противовоспалительную терапию, перенёс-
шие инфаркт миокарда или острое нарушение мозго-
вого кровообращения в анамнезе, лица с хронической 
почечной или сердечной недостаточностью, имеющие 
гемодинамически значимые стенозы артерий, сахар-
ный диабет. Пациенты прошли оценку по шкале 
SCORE. Риск развития фатальных сердечно-сосуди-
стых событий в течение 10 лет среди обследованных 
был 2-4%, что соответствует среднему риску. Для про-
ведения лабораторных исследований производили за-

бор венозной крови кубитальным доступом, натощак, 
в стерильные пробирки.  Лабораторные исследования 
проводились в ООО «КДО». Показатели липидного 
профиля: ОХС, триглицериды (ТГ), липопротеины вы-
сокой плотности (общепринятое сокращение ОХС-
ЛПВП) в ммоль/л определялись на биохимическом 
анализаторе «Stat Fax 3300» (США) при помощи набо-
ров реактивов фирмы «Analyticon» (Германия) в соот-
ветствии с прилагаемой инструкцией. Суммарная 
фракция липопротеинов низкой плотности (общепри-
нятое сокращение ОХС-ЛПНП, в ммоль/л) рассчиты-
валась по формуле «ОХС-ЛПНП = ОХС — (ТГ/2,2) – 
ОХС-ЛПВП», индекс атерогенности (ИА) рассчиты-
вался 

          ОХС – (ОХС-ЛПВП)
ИА= ––––––––––––––––– .
                  ОХС-ЛПВП
Интегральные показатели СЭЕ определяли при по-

мощи авторских методов. Концентрация ЭТ в плазме 
крови оценивали с применением микро-ЛАЛ-теста1   
в EU/мл. Данный метод основан на способности ЛПС 
вызывать коагуляцию белковых фракций лизата аме-
боцитов краба Limulus polyphenus. Выраженность ре-
акции оценивается визуально под микроскопом на ос-
нове специально разработанного метода кристаллогра-
фии по калибровочной шкале. В исследовании 
применялись реактивы фирмы «CapeCod» (США). 
Уровень АТ-ЛПС-ФИЛ и АТ-ЛПС-ФОБ в сыворотке 
крови определял методом СОИС-ИФА2, который пред-
ставляет собой твердофазный иммуноферментный ана-
лиз. В качестве антигена к АТ-ЛПС-ФОБ использова-
ли ЛПС Salmonella minnnesotа RE 595 (Sigma, США), 
антигеном для определения АТ-ЛПС-ФИЛ являлся 
E.coli O55 (Sigma, США). Регистрацию показателей 
экстинции осуществляли на спектрофотометре 
«Immunochem 2100» (США) при длине волны 495 нм в 
условных единицах оптической плотности (у.е.о.п.). 
Кроме того, рассчитывали отношение АТ-ЛПС-ФИЛ 
к АТ-ЛПС-ФОБ (норма 2:1).

Статистическая обработка данных проводилась с 
использованием программы RStudio версии 1.1.456. 
Значимыми считали различия при   р≤0,05. Нормаль-
ность распределения выборки была проверена крите-
рием Колмогорова-Смирнова. Для оценки различий в 
группах применялись методы параметрической стати-
стики (критерий Стьюдента). Взаимосвязи между па-
раметрами оценивались методами корреляционного 
анализа с применением критерия Пирсона. Проводил-

1Патент РФ №2169367.
2Патенты РФ №2609763, №2011993
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ся регрессионный анализ для оценки взаимосвязи не-
скольких факторов. 

Результаты и обсуждение 
При оценке гендерных различий показателей ли-

пидного профиля и параметров СЭЕ выявлены стати-
стически значимые различия концентрации ОХС, ТГ, 
ОХС-ЛПНП, ОХС-ЛПВП и ЭТ в системном кровото-
ке между мужчинами и женщинами (табл. 1, критерий 
Стьюдента). Как видно из таблицы, у женщин отмеча-
ется более высокая концентрация ЭТ, которая соот-
ветствует более высокому уровню ОХС и ОХС-ЛПНП, 
а уровень ТГ статистически значимо  ниже, чем у муж-
чин. При этом концентрация ОХС-ЛПВП у женщин 
значимо выше. Наблюдаемые у женщин изменения ли-
пидного профиля считаются более благоприятными 
при прогнозировании развития атеросклероза. Но как 
мы видим из таблицы, ошибки среднего имеют боль-
шее значение среди женщин для таких переменных как 
ОХС, ЭТ, ОХС-ЛПВП, ОХС-ЛПНП и ИА, что гово-
рит о большей вариабельности этих параметров. 

Более высокие значения ОХС, ОХС-ЛПНП могут 
быть связаны с большим влиянием возраста на пока-
затели среди женщин.

Для оценки влияния возраста на показатели ли-
пидного профиля была построена линейная модель, 
при которой выявлена статистически значимая пря-
мая корреляция с возрастом для таких показателей как 
ОХС, ОХС-ЛПНП, ОХС-ЛПВП (р<0,01) без поправ-
ки на пол. Для каждого из показателей рассчитан ста-
тистически значимый коэффициент, соответствующий 

значению среднего изменения параметра при увели-
чении возраста на 1 год (табл. 2). 

Результаты проведённого исследования свидетель-
ствуют о наличии чёткой возрастной тенденции к про-
грессированию нарушений липидного профиля, про-
являющиеся в виде: повышения уровня ОХС, увели-
чения концентрации липопротеинов низкой плотности 
и снижении уровня липопротеинов высокой плотно-
сти, которые до настоящего времени считаются глав-
ными лабораторными маркёрами прогрессирования 
атеросклероза и осложнений им обусловленных. 

В предыдущем исследовании при проведении ре-
грессионного анализа нами было выявлено существен-
ное влияние уровня ЭТ и соотношения АТ-ЛПС-ФИЛ/
АТ-ЛПС-ФОБ на показатели ИА и концентрацию ОХС 
в общем кровотоке, что выражалось в приросте уров-
ня ОХС в среднем на 3 единицы при увеличении кон-
центрации ЛПС на одну единицу (р <0,0001) (n=80) 
[11]. Исходя из наличия взаимосвязи показателей ли-
пидного профиля и СЭЕ, нами была построена регрес-
сивная модель, в которой оценивалась возрастная ди-
намика концентрации ЛПС, АТ-ЛПС-ФИЛ и АТ-
ЛПС-ФОБ. Но учитывая то обстоятельство, что в 
настоящем исследовании медиана возраста мужчин в 
среднем на 8 лет меньше женской, то было принято ре-
шении о внесении в расчеты поправки на пол обсле-
дованных. Было выявлено, что нет корреляционной 
связи между концентрацией ЭТ в системном кровото-
ке и возрастом обследованных. Такие изменения так 
же не зависели от пола волонтеров (p>0.05) (рис.1). 

Согласно источникам литературы [2, 13], существу-
ет обратная корреляция уровня АТ-ЛПС-ФИЛ и воз-

Таблица 1

Различия параметров липидного профиля и ЭТ по гендерному признаку

Пол ОХС, ммоль/л ЭТ, EU/мл ОХС-ЛПВП, ммоль/л ОХС-ЛПНП, ммоль/л ТГ, ммоль/л ИА
Мужчины 6.10± 1.14 0.99± 0.53 1.09± 0.24 4.06± 1.12 1.97± 1.24 4.50±1.71
Женщины 6.89± 1.72 1.31± 0.99 1.55± 0.98 4.82± 1.62 1.43± 0.67 3.50±2.89
p <0.01 <0.05 <0.001 <0.01 <0.01 >0.05 

Примечание. Статистическая значимость гендерных различий.

Таблица 2

Динамика возрастных изменений липидного профиля

Параметр Уровень ОХС, ммоль/л Концентрация 
ОХС-ЛПНП, ммоль/л

Концентрация
ОХС-ЛПВП, ммоль/л

Коэффициент* 0.04774 0.0382 -0.019111
 p 0.00263 0.01267 0.0145

Примечание. * – коэффициент ежегодного изменения показателей липидного профиля.
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раста. В построенной модели по выявлению возраст-
ной динамики АТ-ЛПС-ФИЛ так же была осуществле-
на независимая оценка данного показателя у мужчин 
и женщин. Однако результаты настоящего анализа не 
выявили снижение концентрации АТ-ЛПС-ФИЛ с 
увеличением возраста обследованных, ни среди муж-
чин, ни среди женщин (рис. 2). Так же не было выяв-
лено статистически значимой динамики концентра-
ции АТ-ЛПС-ФОБ с возрастом.

Современные представления о патогенезе атеро-
склероза рассматривают воспалительную теорию и вза-

имосвязь с гиперхолестеринемией как 2 зависимых 
процесса, где эндотоксиновому компоненту атероге-
неза отводится первостепенная роль [13]. Последнее 
находит своё подтверждение при визуальной оценке 
графиков, которое обнаруживает наличие тенденции 
к возрастному повышению уровня ЭТ и снижению 
уровня АТ-ЛПС-ФИЛ у женщин при отсутствии кри-
терия значимости, что может быть обусловлено тем об-
стоятельством, что возрастная медиана у женщин на  
8 лет больше, чем у мужчин. Это возраст (57.6±6 лет) 
изменения гормонального фона, когда эстрогеновая 

Рис. 1. Зависимость концентрации ЭТ (EU/мл) от пола и возраста обследуемых (1- мужской пол, 2-женский пол) .

Рис. 2. Динамика концентрации АТ-ЛПС-ФИЛ (у .е .о .п .) с возрастом в зависимости от пола (1- мужской пол, 2-женский пол) . 
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защита «отступает» и женщины сравниваются с муж-
чинами по факторам риска в развитии атеросклероза. 
В нашей выборке отмечается неравномерное распре-
деление количества обследованных в каждом возраст-
ном диапазоне. Статически значимые изменения ин-
тегральных показателей СЭЕ, как показали предыду-
щие исследования [14], происходят каждые 7—10 лет, 
тогда как возрастной диапазон наших волонтёров 6—8 
лет (25—75% перцентилей выборки). Такие особенно-
сти выборки влияют на результаты статистической об-
работки результатов и могут быть причиной «недости-
жения» критерия значимости при регрессивном ана-
лизе  зависимости показателей СЭЕ от возраста. 

Заключение
Атеросклероз является полиэтиологичным заболе-

ванием. Исследователями отмечается увеличение слу-
чаев сердечно-сосудистых заболеваний с возрастом. 
При использовании шкал оценки риска прогрессиро-
вания атеросклероза мужчины имеют менее благопри-
ятный прогноз. Нами оценивалась возрастная дина-
мика показателей липидного профиля и параметров 
СЭЕ в зависимости от возраста и пола. Полученные 
нами коэффициенты возрастного прироста уровней 
показателей липидного профиля при наличии тенден-
ции к нарастанию уровня ЛПС и к снижению концен-
трации АТ-ЛПС-ФИЛ, имеющие определённые ген-
дерные различия, свидетельствуют о целесообразно-
сти продолжения исследований по изучению роли СЭЕ 
в атерогенезе в расширенном формате (по возрасту и 
численности выборок).
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Липополисахарид Sinorhizobium meliloti: влияние 
на клеточный состав крови в эксперименте 

1ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
 450008, г . Уфа, Россия, ул . Ленина, д . 3; 
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3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии» 
 125315, г . Москва, Россия, ул . Балтийская, д . 8

Липолисахариды (ЛПС, эндотоксины) грамотрицательных бактерий обладают выраженной биологической активностью, в том 
числе терапевтической, однако для S. meliloti таких данных нет. Цель работы – экспериментальное изучение гемопоэтиче-
ской активности 4 фракций липополисахаридов, выделенных из S. meliloti, при индуцированном иммунодефиците у мышей . 
Методика. Сформировано 7 групп лабораторных мышей (по 10 особей в каждой): 1-я группа – интактные (контроль 1), 2-я – 
7-я группа – мыши с иммунодефицитным состоянием, индуцированным однократным внутрибрюшинным введением цикло-
фосфамида . Через 1 сут после моделирования иммунодефицита в течение 21 сут ежедневно мышам 3-й группы вводили пре-
парат сравнения Ликопид® (химическое название: [4-O-(2-ацетиламино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозил)-N-ацетилмурамил]-L-
аланил-D-α-глутамиламид – синтетический аналог бактериальных гликопептидов из группы иммуностимулирующих средств) . 
Мышам 4–7-й групп – вводили исследуемые фракции липолисахаридов – ЛПС-1, ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-4 соответственно . Для 
ликопида разовая доза составляла 0,1 мл (0,05 мг/мл), для исследуемых фракций ЛПС S . meliloti – 0,2 мл (10 пг/мл) . Имму-
нодефицитным мышам 2-й группы фракции липополисахаридов и препарат сравнения Ликопид® не вводили Через 21 сут 
мышей выводили из эксперимента . Изучали весовые характеристики органов подопытных животных и лейкоцитарную фор-
мулу . Результаты. Введение мышам на фоне вторичного экспериментального иммунодефицита ликопида сопровождалось 
снижением количества палочкоядерных нейтрофилов и моноцитопенией; при введении фракции ЛПС-1 возрастало количе-
ство сегментоядерных нейтрофилов; ЛПС-2 – имели место снижение содержания палочкоядерных нейтрофилов и лимфоци-
тоз; ЛПС-3 – наблюдали снижение содержания палочкоядерных нейтрофилов и лимфоцитоз на фоне значимого увеличения 
количества сегментоядерных нейтрофилов; ЛПС-4 – констатировалось увеличение числа базофилов, снижение содержания 
палочкоядерных нейтрофилов и лимфоцитоз на фоне значимого увеличения количества сегментоядерных нейтрофилов . 
Заключение. Фракции ЛПС Sinorhizobium meliloti проявляют модулирующие эффекты, схожие с механизмами «экстренного 
миелопоэза» при физиологичном варианте течения бактериальных инфекций . 
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Effect of Sinorhizobium meliloti lipopolysaccharide on blood cell composition in experiment
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Lipolysaccharides (LPS, endotoxins) of gram-negative bacteria have a pronounced biological activity, including therapeutic activ-
ity; however, there is no such data for S. meliloti. Aim. To conduct an experimental study of hematopoietic activity of four lipopoly-
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saccharide fractions isolated from S. meliloti under induced immunodeficiency in mice . Methods. 7 groups of 10 laboratory mice 
each were formed: group 1, intact mice (control 1); groups 2-7, mice with immunodeficiency induced by a single intraperitoneal 
injection of cyclophosphamide . Mice of group 3 were daily injected with a comparison agent, Licopid® (Chemical name: [4-O- 
(2-acetylamino-2-deoxy-β-D-glucopyranosyl) -N-acetylmuramyl] -L-alanyl-D-α-glutamyl amide; single dose, 0 .1 ml (0 .05 mg/ml)) 
for 21 days starting one day after the induction of immunodeficiency . Mice of groups 3-7 were injected with the studied S . mel-
iloti LPS fractions, LPS-1, LPS-2, LPS-3, and LPS-4, respectively (single dose, 0 .2 ml (10 pg/ml)) . Immunodeficient mice of group 2 
received neither the comparison agent, Licopid® nor LPS fractions . The mice were euthanized at 21 days . Weight characteristics 
of animal organs and white blood count were studied . Results. Administration of Licopid® to mice with secondary experimental 
immunodeficiency was associated with decreased count of stab neutrophils and monocytopenia; LPS-1 fraction increased the 
count of segmented neutrophils; LPS-2 decreased the count of stab neutrophils and induced lymphocytosis; LPS-3 decreased the 
count of stab neutrophils and induced lymphocytosis associated with a significant increase in the count of segmented neutro-
phils; LPS-4 induced basophilia, decreased count of stab neutrophils, and lymphocytosis associated with a significant increase in 
the count of segmented neutrophils. Conclusion. Sinorhizobium meliloti LPS fractions exerted modulating effects similar to the 
mechanisms of “emergency myelopoiesis” in the physiological course of bacterial infections .
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Введение
 Одним из основных механизмов развития воспа-

лительных процессов являются цитокин-опосредован-
ные реакции макроорганизма на грамотрицательные 
бактерии, среди которых самой тяжелой реакцией яв-
ляется сепсис [1-3]. Непосредственными медиатора-
ми данного процесса служат липополисахариды (ЛПС) 
клеточной стенки бактерий. Их поступление в крово-
ток запускает каскад системных реакций [4], которые 
могут осложнять течение диабета [5], беременности и 
многих других патологических процессов [6]. 

Негативные эффекты ЛПС преимущественно свя-
зывают с одним из его компонентов – липидом А [7]. 
Вместе с тем показано, что структура и, соответствен-
но, биологическая активность ЛПС отличается отно-
сительной видовой специфичностью и в небольших 
концентрациях как ЛПС, так и отдельные его фракции 
обладают выраженной иммуномодулирующей актив-
ностью [8, 9]. Указанное стало основанием для пред-
положения, что грамотрицательные бактерии, не яв-
ляющиеся симбионтами или патогенами человека, мо-
гут включать варианты ЛПС, не вызывающие сис- 

темных воспалительных реакций, но сохраняющие 
биологическую активность. К таким микроорганиз-
мам могут быть отнесены достаточно полно охаракте-
ризованные в настоящее время Sinorhizobium meliloti 
[11]. Однако для S. meliloti таких данных нет. 

Цель работы – экспериментальное изучение гемо-
поэтической активности 4 фракций липополисахари-
да, выделенных из S. meliloti, при индуцированном им-
мунодефиците у мышей. 

Методика 
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами, принятыми Европейской конвенци-
ей по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных научных целей» 
(Страсбург, 1986), Приказа МЗ РФ за № 708н от 
23.08.2010 «Об утверждении правил лабораторной 
практики. Для получения и исследования биологиче-
ской активности фракций ЛПС непатогенных грамо-
трицательных бактерий использовали культуру Sino-
rhizobium meliloti, штамм Л-14 из коллекции микроор-
ганизмов «Симбионт» (ИБГ УНЦ РАН, г. Уфа), 
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выделенный из клубеньков люцерны посевной РБ и 
любезно предоставленный нам для последующих экс-
периментов. Чистую культуру Sinorhizobium meliloti на-
ращивали в чашках Петри на твердой (агаризованной) 
среде LB при 28 °С в течение 4 сут, собирая в стериль-
ных условиях 3 порции биомассы через 48, 72 и 96 ч. 
[12].

В эксперименте использованы беспородные белые 
лабораторные мыши массой 20 – 30 г. Животные со-
держались в условиях вивария ФГБОУ ВО БГМУ 
Минздрава России при естественном световом режи-
ме на стандартном рационе питания в соответствии с 
существующими рекомендациями [13]. В качестве по-
казателей нормы при работе с лабораторными живот-
ными мы вначале также ориентировались на данные, 
приведенные в соответствующем руководстве [14]. Для 
решения поставленных в работе задач было сформи-
ровано 7 экспериментальных групп (по 10 особей в 
каждой): 1-я группа – мыши  интактные, у мышей  
2-й–7-й групп моделировали иммунодефицит одно-
кратным внутрибрюшинным введением циклофосфа-
мида [8]. Иммунодефицитные мыши 2-й группы не по-
лучали иммуномодулирующей терапии. Животные 
остальных групп получали либо  одну из фракций ЛПС 
для оценки их иммуномодулируюзщих свойств, (груп-
пы 4-я – 7-я), либо препарат сравнения (3-я группа). 
Контрольным препаратом для сравнения  биологиче-
ской (иммуномодулирующей) активности фракций 
ЛПС служил   Ликопид® (Химическое название: [4-O-(2-
ацетиламино-2-дезокси-β-D-глюкопиранозил)-N-
ацетилмурамил]-L-аланил-D-α-глутамиламид), синте-
тический аналог бактериальных гликопептидов из фар-
макотерапевтической группы - иммуностимулирующее 
средство. Разовую мышиную дозу рассчитывали в со-
тветствии с инструкцией по терапевтическому приме-
нению препарата для взрослых (0,14—0,28 мг/кг). До-
за составила 0,1 мл свежеприготовленного раствора 
препарата сравнения (0,05 мг/мл) для одного подопыт-
ного животного при средней массе в 30 г –  0,17 мг/кг.

Препарат сравнения и исследуемые фракции ЛПС-
1, ЛПС-2, ЛПС-3, ЛПС-4 вводили в рассчитанных до-
зировках внутрибрюшинно соответственно через 1 сут 
после индуцирования иммунодефицита, затем еже-
дневно в течение 21 сут. Для исследуемых фракций 
ЛПС разовая доза составляла 0,2 мл (концентрация  
10 пг/мл).

Приготовление микропрепаратов и подсчет лей-
коцитарной формулы осуществляли по принятым для 
общеклинических исследований методикам [15].

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Statistica 10. Вычисляли сред-
нюю арифметическую (М), стандартное отклонение 

(σ), медиану (Ме) и межквартильный размах (Q1-Q3). 
Статистическую значимость различий количествен-
ных признаков между группами определяли с помо-
щью непараметрических критериев Краскела-Уолли-
са и Манна-Уитни. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение
 Одним из комплексных показателей первой ли-

нии доказательств отсутствия побочных эффектов био-
логически активных соединений, связанных, в част-
ности, с воспалительной реакцией, являются весовые 
(взвешивание) и/или объемные характеристики вну-
тренних органов (измерение соответствующих коэф-
фициентов их массы) [17]. Массу органов определяли 
после удаления адипозной и соединительной ткани. 
При сравнении полученных нами данных  с единич-
ными доступными источниками в литературе по нор-
мам для лабораторных мышей были выявлены значи-
мые различия. Это послужило основанием для того, 
чтобы в последующем литературные данные для рас-
четов не использовать, а приводить их только из сооб-
ражений объективности (табл. 1).

Результаты определения весовых характеристик 
органов представлены в табл. 1. Введение циклофос-
фана (группа 2-я, иммунодефицитные мыши без лече-
ния) приводило к статистически значимому увеличе-
нию массы селезенки – на 41%. Однако при введении 
ликопида, ЛПС-1 и ЛПС-3 масса селезенки при инду-
цированном циклофосфаном иммунодефиците воз-
вращалась к значениям интактных животных.

Масса сердца, печени и почек при введении ци-
клофосфана значимо не изменялись. Вместе с тем при 
одновременном введении ЛПС-3 на фоне иммуноде-
фицита статистически значимо уменьшалась масса пе-
чени, а для фракций ЛПС-1, ЛПС-2- ЛПС-3 и ЛПС-4 
– значимо снижалась и масса почек.

Исследование крови. Удобной моделью для ком-
плексной оценки биологической активности исследу-
емых соединений, безусловно, является система кро-
ветворения. Количественные и функциональные из-
менения клеток крови дают возможность фиксации 
нарушений ведущих генетически заложенных про-
грамм функционирования всех клеток организма – 
пролиферация, дифференцировка и апоптоз [18].  
В связи с этим  наблюдения были проведены исследо-
вания изменений лейкоцитарной формулы (табл. 2). 

В частности у мышей при индуцировании имму-
нодефицита циклофосфаном (группа 2) в сравнении с 
интактными мышами (группа 1) уменьшалось количе-
ство всех клеток крови. Однако снижение количества 
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эозинофилов, палочкоядерных и сегментоядерных 
нейтрофилов, моноцитов было статистически значи-
мым, а снижение числа базофилов и лимфоцитов – не 
значимым. (табл. 3). 

У иммунодефицитных мышей, не получавших ле-
чения, количество базофилов увеличивалась в преде-
лах их нормального содержания даже в сравнении с 
нормой только при введении фракции ЛПС-4. Тогда 
как относительно иммунодефицитных мышей, не по-
лучавших лечения, к значимому увеличению числа ба-
зофилов приводило введение как всех фракций липо-
полисахаридов (ЛПС-1, ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-4), так 
и препарата сравнения Ликопида (табл. 2).

Количество эозинофилов при введении циклофос-
фана значимо снижалось, но восстанавливалось до 
нормы благодаря введению как иммуномодулятора ли-
копида, так и  фракций ЛПС-1, ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-
4) «ожидаемых» иммуномодуляторов. Однако в срав-
нении с показателями иммунодефицитных мышей 

биологическая активность была показана для всех ука-
занных выше соединений кроме ЛПС-1 (табл. 2). 

Количество палочкоядерных нейтрофилов на фо-
не развившегося вторичного иммунодефицита суще-
ственно снижалось, но ни одной из исследованных 
субстанций не восстанавливалось до нормы. В сравне-
нии с иммунодефицитными мышами, не получавши-
ми лечения, изменения концентрации указанных кле-
ток были значимыми при введении фракций ЛПС-2, 
ЛПС-3 и ЛПС-4, но не ликопида и ЛПС-1 (табл. 2).

 При введении циклофосфана происходило значи-
мое уменьшение количества сегментоядерных нейтро-
филов. Нормальное содержание указанных клеток вос-
станавливалось при инъекциях ликопида и ЛПС-2, тог-
да как введение фракций ЛПС-1, ЛПС-3 и ЛПС-4 
приводило к превышению нормальных покзателей. От-
носительно иммунодефицитных мышей, не получав-
ших лечения, все исследованные субстанции значимо 
увеличивали количество клеток данного типа (табл. 2). 

Таблица 1

Весовые характеристики органов мыши в норме и в эксперименте с фракциями ЛПС Sinorhizobium meliloti

Показатель Масса орга-
на [13]

Группы мышей
1 (n=10) 2 (n=10) 3 (n=10) 4 (n=10) 5 (n=10) 6 (n=10) 7 (n=10)

Контроль 
интакт-

ные

Контроль   
б/лечения

Ликопид ЛПС-1 ЛПС-2 ЛПС-3 ЛПС-4

Селезенка
M±σ
Ме/
[Q1-Q3]

0,152±0,0031 0,178±0,04
0,18

[0,135-
0,165]

0,252±0,04
0,28

[0,205-0,25]
P1-2=0,047

0,228±0,07
0,27

[0,155-0,215]
P2-3=0,4
P1-3=0,21

0,194±0,06
0,18

[0,135-0,16]
P2-4=0,076
P1-4=0,68

0,288±0,1
0,27

[0,205-0,26]
P2-5=0,75

P1-5=0,047

0,164±0,06
0,15

[0,125-
0,145]

P2-6=0,028
P1-6=0,53

0,276±0,06
0,25

[0,24-0,25]
P2-7=0,75
P1-7=0,01

Сердце
M±σ
Ме
[Q1-Q3]

0,12±0,007 0,184±0,05
0,18

[0,14-
0,165]

0,214±0,04
0,19

[0,185-0,19]
P1-2=0,754

0,196±0,05
0,18

[0,155-0,175]
P2-3=0,251
P1-3=0,75

0,178±0,04
0,18

[0,14-0,17]
P2-4=0,14
P1-4=0,83

0,154±0,04
0,15

[0,12-0,135]
P2-5=0,047
P1-5=0,25

0,148±0,02
0,14

[0,135-,014]
P2-6=0,009
P1-6=0,21

0,142±0,02
0,15

[0,12-0,135]
P2-7=0,009
P1-7=0,14

Печень
M±σ
Ме
[Q1-Q3]

1,360±0,114 1,574±0,18
1,59

[1,425-
1,58]

1,42±0,29
1,3

[1,2-1,25]
P1-2=0,251

1,48±0,22
1,5

[0,265-1,43]
P2-3=0,676

P1-3=0,4

1,444±0,2
1,43

[1,28-1,36]
P2-4=0,602
P1-4=0,25

1,958±0,38
1,78

[1,66-1,765]
P2-5=0,047
P1-5=0,06

1,196±0,27
1,17

[0,975-1,18]
P2-6=0,175
P1-6=0,03

1,404±0,19
1,29

[1,265-1,285]
P2-7=0,875
P1-7=0,21

Почки
M±σ
Ме
[Q1-Q3]

0,33±0,021 0,43±0,03
0,44

[0,405-
0,435]

0,374±0,09
0,37

[0,285-0,33]
P1-2=0,531

0,352±0,08
0,37

[0,265-0,325]
P2-3=0,251
P1-3=0,08

0,276±0,05
0,26

[0,24-0,25]
P2-4=0,06

P1-4=0,009

0,306±0,04
0,33

[0,26-0,295]
P2-5=0,175
P1-5=0,009

0,298±0,08
0,27

[0,22-0,3]
P2-6=0,175
P1-6=0,009

0,348±0,04
0,36

[0,315-0,355]
P2-7=0,6

P1-7=0,012
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Индуцирование экспериментального иммуноде-
фицита у мышей циклофосфаном не приводило к зна-
чимому изменению концентрации лимфоцитов в кро-
ви. Однако введение мышам исследуемых групп фрак-
ций ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-4 статистически значимо 
сопровождалось лимфоцитозом (табл. 2).  

Введение мышам циклофосфамида сопровождалось 
статистически значимой моноцитопенией, концентра-
ция моноцитов восстанавливалась до нормы при введе-
нии фракций ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-4, но не ликопида 
или ЛПС-1. В сравнении с иммунодефицитными мы-
шами без лечения (группа 2) биологическую активность 
сохраняли фракции ЛПС-3 и ЛПС-4 (табл. 2).

Таким образом, при введении мышам на фоне вто-
ричного экспериментального иммунодефицита в ка-
честве биологически активного препарата ликопида 
(группа 3) в лейкоформуле сохранялась сниженное 
число палочкоядерных нейтрофилов и моноцитопе-

ния; При введении фракции ЛПС-1 выявлялось сни-
женное содержание палочкоядерных нейтрофилов и 
моноцитопения, но значимо увеличивалось количе-
ство сегментоядерных нейтрофилов; При введении 
ЛПС-2 – сниженное содержание палочкоядерных ней-
трофилов и лимфоцитоз; ЛПС-3 – сниженное содер-
жание палочкоядерных нейтрофилов и лимфоцитоз на 
фоне значимого увеличения количества сегментоядер-
ных нейтрофилов; При введении  ЛПС-4 отмечалось 
увеличение числа базофилов, сниженное содержание 
палочкоядерных нейтрофилов и лимфоцитоз на фоне 
значимого увеличения количества сегментоядерных 
нейтрофилов (табл. 2).

Бактериальные липополисахариды (эндотоксины, 
ЛПС) достаточно давно находятся в зоне пристально-
го внимания исследователей. Это обусловлено много-
образием и эффективностью их биологического дей-
ствия. Наиболее грозным проявлением является сеп-

Таблица 2 

Влияние фракций ЛПС Sinorhizobium meliloti на количество клеток крови белых мышей с вторичным иммунодефицитом

Показатель Лейкофор-
мула белых 

мышей в 
норме [14]

Группа мышей
1 (n=10) 2 (n=10) 3 (n=10) 4 (n=10) 5 (n=10) 6 (n=10) 7 (n=10)

Контроль ин-
тактные

Контроль  
б/лечения

Ликопид ЛПС-1 ЛПС-2 ЛПС-3 ЛПС-4

Базофилы
M±σ
Ме/[Q1-Q3]

0,0-2,0 1,2±0,84
1/[0,5-1]

0,4±0,55
0,5/[0-1]
p1-2=0,14

1,8±0,84
2/[1-1,5]
p2-3=0,03
p1-3=0,35

2±0,71
2/[1,5-2]
p2-4=0,02
p1-4=0,18

1,8±0,84
2/[1-1,5]
p2-5=0,02
p1-5=0,35

2,4±0,9
3/[1,5-2,5]
p2-6=0,03
p1-6=0,08

2,4±0,55
2/[2-2]

p2-7=0,009
p1-7=0,047

Эозинофилы
M±σ
Ме/[Q1-Q3]

0,0-4,0 2,6±1,15
3/[1,5-2,5]

0,8±0,84
1/[0-0,5]
p1-2=0,04

2,4±0,55
2/[2-2]

p2-3=0,022
p1-3=0,68

2±1
2/[1-1,5]
p2-4=0,09
p1-4=0,4

2,4±0,5
2/[2-2]

p2-5=0,02
p1-5=0,68

2,4±0,5
2/[2-2]

p2-6=0,02
p1-6=0,6

2,4±0,89
3/[1,5-2,5]
p2-7=0,04
p1-7=0,75

Палочкоядерные
M±σ
Ме/[Q1-Q3]

1,0-5,0 4±0,7
4/[3,5-4]

0,8±0,84
1/[0-0,5]

p1-2=0,009

2±1
2/[1-1,5]

p2-3=0,095
p1-3=0,016

1,6±0,89
1/[1-1]

p2-4=0,21
p1-4=0,012

2,2±0,45
2/[2-2]

p2-5=0,03
p1-5=0,012

2,4±0,89
3/[1,5-2,5]
p2-6=0,04

p1-6=0,022

2,2±0,45
2/[2-2]

p2-7=0,03
p1-7=0,012

Сегментоядерные
M±σ
Ме/[Q1-Q3]

13,0-30,0 21,6±3,71
21/[18,5-20,5]

14,2±4,27
15/[10-12,5]

p1-2=0,02

26±7,25
28/[24,5-26,5]

p2-3=0,02
p1-3=0,35

28,6±4,83
29/[27-28,5]

p2-4=0,009
p1-4=0,047

29,2±2,39
15/[28-31]
p2-5=0,009
p1-5=0,75

32,4±6,88
32/[26,5-31,5]

p2-6=0,009
p1-6=0,03

33±6,89
31/[27,5-29,5]

p2-7=0,009
p1-7=0,012

Лимфоциты
M±σ
Ме/[Q1-Q3]

60,0-78,0 63,6±7,35
63/[57-62]

55,2±6,02
55/[49,5-53]

p1-2=0,09

58,6±6,88
55/[54-55]
p2-3=0,46
p1-3=0,25

58±5,39
55/[54-55]
p2-4=0,46
p1-4=0,25

74,8±4,44
72/[71,5-72]

p2-5=0,009
p1-5=0,012

80,4±3,85
79/[76,5-79]

p2-6=0,009
p1-6=0,012

78,6±4,28
81/[74,5-77,5]

p2-7=0,009
p1-7=0,009

Моноциты
M±σ

Ме/[Q1-Q3]
2,0-5,0 3,4±1,34

4/[2-3]
1,2±0,84
1/[0,5-1]
p1-2=0,03

1,6±0,55
2/[1-1,5]
p2-3=0,46

p1-3=0,047

1,6±0,55
2/[1-1,5]
p2-4=0,46
p1-4=0,05

2,4±1,14
2/[1,5-2]
p2-5=0,12
p1-5=0,25

3,8±1,1
4/[3-4]

p2-6=0,02
p1-6=0,68

3,8±0,84
4/[3-3,5]

p2-7=0,009
p1-7=0,68
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сис [2-7, 19]. Наряду с этим в настоящее время всё 
больше данных за то, что ЛПС грамотрицательных бак-
терий могут рассматриваться и в качестве универсаль-
ного физиологического регулятора системы кроветво-
рения и, соответственно, иммунной системы, неотъ-
емлемой частью которой она является. У человека и 
животных регуляция происходит с начальных этапов 
гемопоэза и формирования иммунитета и  продолжа-
ется в течение всей жизни [1, 8, 9, 20]. Возможность те-
рапевтического применения ЛПС и/или их фракций, 
в том числе и в качестве стимуляторов гемопоэза и/или 
иммуномодуляторов весьма перспективно. Однако ме-
ханизмы переключения и/или перехода эффектов ЛПС 
из разряда физиологических в категорию патологиче-
ских ещё очень далеки от  понимания.

Показано, что направленность и интенсивность эф-
фектов ЛПС носят дозозависимый характер [21], вну-
три вида это определяется особенностями генетическо-
го детерминирования биосинтеза молекулы ЛПС [22] и 
её структурными особенностями [23]. При этом долгое 
время априори подразумевалось, что «цитокиновая бу-
ря» или сепсис связаны с липополисахаридами преиму-
щественно патогенных для человека и животных видов 
грамотрицательных бактерий [18]. Однако относитель-
но недавно было установлено, что ЛПС является одним 
из наиболее патогенетически значимых факторов и для 
многочисленных видов бактерий рода Acinetobacter, ме-
дицинское значение которых в качестве возбудителей 
госпитальных инфекций, чаще связывали с резистент-
ностью к антибактериальным препаратам [24]. 

В этой связи научный интерес могут представлять 
сравнительные данные о биологической активности 
ЛПС грамотрицательных бактерий, не являющихся па-
тогенами или симбионтами человека и животных, к ко-
торым могут быть отнесены представители рода Sinorhi-
zobium, также включающие в состав клеточной стенки 
липополисахариды и являющиеся жизненно важными 
азотфиксирующими симбионтами бобовых [25, 26]. 

Необходимо отметить, что поиск новых биологи-
чески активных соединений является одной из наибо-
лее сложных задач экспериментальной биологии и ме-
дицины, поскольку в данной области концентрирует-
ся целый ряд проблем фундаментальной науки. Выбор 
в качестве экспериментальной модели вторичного им-
мунодефицита у мышей, в том числе обусловленного 
изменениями клеточного состава крови, на наш взгляд, 
методологически совершенно оправдан, поскольку 
стимуляция в состоянии нормы неминуемо приведет 
к отклонению от неё. В связи с этим стимулирующая 
активность в эксперименте может быть установлена 
только в направлении восстановления физиологиче-
ских показателей [8].

В результате определения весовых характеристик 
установлено (табл. 1), что введение циклофосфана 
(группа 2-я) у иммунодефицитных мышей статистиче-
ски значимо увеличивает (на 41%) массу селезенки и 
значимо снижает содержание в крови палочкоядерных 
и сегментоядерных нейтрофилов, эозинофилов и мо-
ноцитов. Это согласуется с представлением о цитоток-
сичности циклофосфана и развитием токсического по-
ражения костного мозга, следствием которого является 
угнетение кроветворения преимущественно в результа-
те истощения костномозгового гранулоцитарного ре-
зерва. При введении экспериментальным животным ли-
копида в сравнении с группой 2-й, в которой данный 
препарат не вводился, происходило значимое увеличе-
ние количества базофилов, эозинофилов и сегментоя-
дерных нейтрофилов.  Увеличение числа базофилов 
могло явиться следствием развития клеточной воспа-
лительной реакции замедленного типа. Дегрануляция 
базофилов, в свою очередь стимулирует хемотаксис эо-
зинофилов, количество которых при введении ликопи-
да увеличивалось. С данным положением согласуется 
наблюдаемое повышение на этом фоне количества сег-
ментоядерных нейтрофилов [18].

При введении фракции ЛПС-1 имела место тен-
денция, показанная, в том числе, и для ликопида. Од-
нако, несмотря на более существенное увеличение ко-
личества базофилов, это не сопровождалось сочетан-
ным повышением количества эозинофилов. Последнее 
могло быть связано с менее выраженной в данном слу-
чае дегрануляцией базофилов. 

При введении иммунодефицитным мышам фракции 
ЛПС-2 картина крови соответствовала клеточной воспа-
лительной реакции замедленного типа, сопровождавша-
яся дегрануляцией базофилов с последующей эозинофи-
лией. Существенное возрастание количества и палочко-
ядерных, и сегментоядерных нейтрофилов могло 
указывать на более выраженную в сравнении с ликопи-
дом стимуляцию данной фракцией костного мозга 

Наиболее выраженная гемопоэтическая активность 
была показана для фракций ЛПС-3 и ЛПС-4, что ха-
рактеризовалось значительным увеличением количе-
ства всех клеточных элементов белой крови. Указан-
ное могло быть следствием ещё более выраженной, не-
жели у других фракций, стимуляции костного мозга в 
сочетании с наиболее интенсивной для данного экс-
перимента клеточной воспалительной реакцией замед-
ленного типа, реактивным лимфоцитозом и моноци-
тозом. Последнее могло быть следствием стимуляции 
данными фракциями пролиферативной активности 
клеточных элементов моноцитопоэза в костном моз-
ге, наблюдаемой при хронических инфекциях, сопро-
вождающихся формированием гранулем [18].
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Полученные данные в целом согласуются с тем, что 
при тяжелой бактериальной инфекции, связанной с вну-
тривенным введением мышам Escherichia coli, наблюда-
ется выраженная стимуляция гранулоцитопоэза на уров-
не костного мозга, что рассматривается в качестве важ-
ной составляющей начальных этапов иммунного 
ответа. Молекулярную основу этого составляет усиле-
ние экспрессии стволовыми клетками костного мозга, 
предшественниками гранулоцитопоэза мышей, анти-
гена-1 (“stem cell antigen-1” (Sca-1)) и целого ряда раз-
личных Toll-подобных рецепторов, которые активно 
взаимодействуют с молекулой ЛПС. Указанное сопро-
вождается воспалительной реакцией и стимуляцией гу-
морального ответа. Последнее стало основанием для 
рассмотрения ЛПС и провоспалительных цитокинов в 
качестве «примитивных прекурсоров» гемопоэза [27]. 
Это отличает патологические варианты гранулоцитопо-
эза, наблюдаемые при бактериальных инфекциях, при 
которых, наряду с гранулоцитозом, имеет место инги-
бирование других клеточных линий, преимущественно 
лимфоидных и эритроидных ростков [28]. 

Отдельные составляющие выявленных модулирую-
щих эффектов фракций ЛПС Sinorhizobium meliloti могут 
быть схожи с механизмами «экстренного миелопоэза», 
наблюдаемыми при физиологичном течении бактери-
альных инфекций. При этом быстрое увеличение коли-
чества иммунокомпетентных клеток происходит в ре-
зультате непосредственной стимуляции пролифератив-
ной активности гематопоэтических стволовых клеток и 
клеток-предшественников через взаимодействие ЛПС 
и/или его структурных компонентов с Toll-рецепторами. 
Это сопровождается продукцией факторов роста и цито-
кинов зрелыми клетками костного мозга и паракринны-
ми эффектами активированных через Toll-рецепторы 
стволовых клеток [29].  

Безусловно, медико-биологическое значение ЛПС 
грамотрицательных бактерий чрезвычайно велико, по-
скольку в патологии человека наиболее критичным ис-
ходом сепсиса является иммунопаралич со всеми вы-
текающими отсюда трагическими последствиями. Вме-
сте с тем, в последние годы в этом направлении 
обозначились определенные позитивные перемены.  
В частности ex vivo была показана терапевтическая пер-
спектива применения при сепсисе γ-интерферона 
(IFN-γ) и гранулоцито-макрофагально-колониести-
мулирующего фактора (GM-CSF). Однако позднее ис-
следования проведенные на волонтерах, дали неодно-
значные результаты [30]. Во-многом проведение по-
исковых работ в данном направлении осложняется 
проблемой экспериментального моделирования, в том 
числе сепсиса, когда попадает цельная субстанция 
ЛПС. Одно из решений данной проблемы эксперимен-

тальной биологии и медицины, исходя из результатов 
нашей работы, может заключаться в применении для 
экспериментов in vivo фракций ЛПС, например, Sino-
rhizobium meliloti, демонстрирующих сходную с цель-
ными ЛПС грамотрицательных бактерий биологиче-
скую активность, но не являющихся токсичными. 

Заключение
Результаты исследования биологической активно-

сти фракций ЛПС Sinorhizobium meliloti свидетельству-
ют, что некоторые из них (ЛПС-2, ЛПС-3 и ЛПС-4) 
стимулируют гемопоэз по типу иммуномодуляторов 
вследствие значимого повышения количества лимфо-
цитов.
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Экспрессия рецепторов нейтрофилов периферической 
крови при обострении атопического дерматита  
у взрослых мужчин 

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

Нейтрофилы периферической крови играют важную роль в патогенезе атопического дерматита . При обострении атопиче-
ского дерматита изменяется экспрессия рецепторов на поверхности нейтрофилов и сопряженные с ними сигнальные пути . 
Цель исследования – изучение экспрессии рецепторов семейства TREM (Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells) на 
поверхности нейтрофилов и моноцитов периферической крови взрослых людей в начале периода обострения заболеания . 
Методика . В исследовании приняли участие 70 больных атопическим дерматитом и 22 здоровых донора . Кровь брали из 
локтевой вены натощак в вакутейенеры с ЭДТА . После удаления эритроцитов лизирующим буфером (Becton Dickinson) лей-
коциты окрашивали моноклональными антителами к специфическим рецепторам нейтрофилов, лимфоцитов и моноцитов 
(BD-bioscience, Germany), а также к рецепторам TREM-1 и sTREM-1 (R&D System, Minneapolis, MN, USA), и TREM-2 (Abcam, UK) . 
Флуоресценцию клеток анализировали на проточном цитометре FACSCalibur по программе CellQuest . При анализе флуорес-
ценции нефракционированных клеток сначала устанавливали гейты основных популяций на каналах FSC/SSC . Затем выде-
ляли гейт нейтрофилов и в нем анализировали экспрессию рецепторов на каналах FL-1A/FL-2A (CD16/TREM-1 и CD16/TREM-
2) . Определяли процент антиген-положительных клеток и интенсивность флуоресценции в условных единицах . Экспрессию 
рецепторов TREM-1 и TREM-2 на моноцитах измеряли аналогично в гейте моноцитов . Концентрацию растворимого рецеп-
тора sTREM-1 в сыворотке крови определяли иммуноферментным методом с помощью антител (R&D System, Minneapolis) . 
Результаты . Показано повышение экспрессии рецепторов TREM-1 в ранний период обострения атопического дерматита, 
положительно коррелирующее со степенью активности процесса . Установлено статистически значимое повышение экс-
прессии рецепторов TREM-2 на нейтрофилах периферической крови больных на ранней стадии обострения по сравнению с 
донорами и пациентами в стадии ремиссии .  Показано, что повышение экспрессии растворимого рецептора sTREM-1 в клет-
ках нейтрофилов, а также повышение его концентрации в сыворотке крови положительно коррелирует с тяжестью течения 
атопического дерматита по индексу SCORAD . Экспрессия рецепторов TREM-1 на нейтрофилах повышается как при стимуля-
ции клеток бактериальными пептидами, так и при контаминации кожи бактериями, но в любом случае TREM-1 поддержи-
вает воспаление и коррелирует с тяжестью течения атопического дерматита . Заключение . Комплексный анализ экспрессии 
рецепторов семейства TREM позволяет оценить степень активности воспалительного процесса при атопическом дерматите .
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Neutrophil receptor expression in peripheral blood of adult male patients with exacerbation  
of atopic dermatitis 

Institute of General Pathology and Pathophysiology, 
Baltiyskaya Str . 8, Moscow 125315, Russian Federation

Peripheral blood neutrophils play an important role in the pathogenesis of atopic dermatitis (AD) . AD exacerbation induces changes 
in the neutrophil surface receptor expression and coupled signaling pathways . Aim of this work was to evaluate TREM (triggering 
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receptor expressed on myeloid cells) receptor expression on neutrophils and monocytes in peripheral blood of adult patients with 
AD at the beginning of exacerbation period . Methods: This study included 70 patients with AD and 22 healthy donors . Blood was 
withdrawn from the cubital vein in fasting state and collected in vacutainers with EDTA . Following removal of red blood cells with a 
lysing buffer (Becton Dickinson) leukocytes were stained with monoclonal antibodies to specific receptors of neutrophils, lympho-
cytes, and monocytes (BD Bioscience, Germany) and to TREM-1, sTREM-1 (R&D System, Minneapolis, MN, USA), and TREM-2 (Abcam, 
UK) receptors . Cell fluorescence was analyzed using a FACSCalibur flow cytometer with CellQuest software . In analyzing fluorescence 
of unfractionated cells, gates of major populations were set on FSC/SSC channels . The neutrophil gate was isolated, and receptor 
expression was analyzed on FL-1A/FL-2A channels (CD16/TREM-1 and CD16/TREM-2) . Proportion of antigen-positive cells was deter-
mined; fluorescence intensity was measured in conventional units . TREM-1 and TREM-2 receptor expression on monocytes was mea-
sured by the same method in the monocyte gate . Serum concentration of soluble sTREM-1 receptor was measured by enzyme immu-
noassay with antibodies (R&D System, Minneapolis) . Results. Elevated TREM-1 receptor expression was observed in the early period 
of AD exacerbation and positively correlated with AD severity . The expression of TREM-2 receptors on peripheral blood neutrophils 
was significantly increased in patients with early exacerbation of AD compared to donors and patients in remission . Increased expres-
sion of the sTREM-1 soluble receptor on neutrophils and its increased serum concentration positively correlated with AD severity . 
The TREM-1 receptor expression on neutrophils was increased after either a bacterial peptide exposure or stimulation of immune 
response by skin bacteria . In both cases, TREM-1 supported inflammation and correlated with AD severity . Conclusion: A compre-
hensive analysis of the TREM family receptor expression allows assessing the intensity of inflammation process in atopic dermatitis .
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Введение
Атопическим дерматитом (АтД) страдает около 10% 

населения развитых стран. Изучение патогенеза АтД ак-
туально для выявления новых мишеней действия лекар-
ственных препаратов. Важную  роль в патогенезе АтД 
играют нейтрофилы, в связи с секрецией активных био-
логических соединений, поддерживающих воспалитель-
ный процесс в коже и тканях больных [1]. Нейтрофилы 
относятся к полиморфноядерным гранулоцитам и игра-
ют роль в активации природного иммунного ответа ор-
ганизма на инфекционные патогены за счет продукции 
активных форм кислорода, провоспалительных цитоки-
нов (интерлейкинов (interleukin, IL), фактора некроза 
опухолей (tumor necrosis factor, TNF-α) и др.), протеаз 
(эластазы нейтрофилов и других протеаз из первичных и 
вторичных гранул нейтрофилов), микроРНК [2], а так-
же за счет эффекторной функции в межклеточных взаи-
модействиях при адаптивном иммунитете. Разнообразие 
рецепторов нейтрофилов на поверхности их плазмати-
ческой мембраны позволяет инициировать сигнальные 
пути в клетке, включающие активацию G-протеинов, 
кальциевые сигналы, протеинкиназы, липидные кина-
зы, адаптерные белки, белки цитоскелета и т.д. [3]. 

Нейтрофилы экспрессируют различные типы ре-
цепторов: это G-протеин-сопряженные рецепторы хе-
мокинов и хемоатрактантов, Fc-рецепторы, рецепторы 
адгезии (селектины, лиганды селектинов, интегрины), 
рецепторы цитокинов, рецепторы, сопряженные с сиг-
налами природного иммунитета (TLR, лектины С-типа 
и др.). К последней группе относится семейство TREM 
(Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells), которое 
входит в суперсемейство иммуноглобулинов (Ig) и вклю-
чает рецепторы TREM-1, TREM-2, растворимую фор-
му sTREM-1, а также TREM-подобные транскрипты 
TREM-LT1, TREM-LT2. которые экспрессируются на 
нейтрофилах и моноцитах периферической крови [4]. 
Всё семейство регулирует воспалительную реакцию в 
ответ на инфекционные агенты. 

У человека известны 2 изоформы TREM-1. TREM-1 
– это мембранный рецептор, ассоциированный с адап-
тером DAP12, который стабилизирует TREM-1 на по-
верхности мембраны в мультимеризованном состоянии 
[5], и растворимый рецептор sTREM-1, экспрессия ко-
торого повышается при инфекции; sTREM-1 повыша-
ет уровень мРНК TREM1 в нейтрофилах [6], но при 
этом работает как контр–регуляторная молекула, то есть 
ослабляет активность воспалительного процесса, спо-
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собствуя выживаемости организма [7]. TREM-1 усили-
вает провоспалительный ответ на бактериальную ин-
фекцию, его активация повышает число нейтрофилов 
в периферической крови [8], индуцирует секрецию про-
воспалительных цитокинов IL-10 и TNF-α [9], ампли-
фицирует воспалительные сигналы за счет активации 
NLRP3 инфламмасом  [10] и играет важную роль в си-
стемных инфекциях [11]. Уровень TREM-1 отражает 
интенсивность бактериальной инфекции и возвраща-
ется к норме после клиренса патогенов [6]. В нейтро-
филах человека также идентифицирован сплайсинго-
вый вариант изоформы TREM-1 (TREM-1sv) массой 
15-kDa, который ингибирует TREM-1-–зависимую про-
дукцию провоспалительных цитокинов [4]. 

При распознавании TREM-1 и активации нейтро-
филов, в последних происходит кислородный взрыв, 
дегрануляция, секреция цитокинов. Мембранный ре-
цептор TREM-1 участвует в трансэпителиальной ми-
грации нейтрофилов в зону воспаления, при этом он ра-
ботает синергично с рецепторами TLR (Toll-like recep-
tor) и их сигнальными путями [12], а также изменяет 
соотношение Т-хелперов первого и второго порядка 
(Th1/Th2) [13]. TREM-1 регулирует хемотаксис нейтро-
филов путем стимуляции продукции супероксидного 
аниона под влиянием NADPH оксидазы [14]. 

Экспрессия TREM-2 повышается только на 3-и сут 
после инфицирования бактериями. Основная роль это-
го рецептора – супрессия воспаления за счет ингиби-
рования сигнального пути фосфоинозитол-3-киназы 
(PI3K) и протеинкиназы В (Akt), что снижает актив-
ность воспалительного процесса и способствует выжи-
ванию организма [15]. 

В неактивированных нейтрофилах транскрипт 
TREM-LT2 локализован в внутриклеточных секретор-
ных везикулах и первичных гранулах, его экспрессия 
повышается в ответ на воспалительные медиаторы. По-
сле экзоцитоза первичных гранул TREM-LT2 локали-
зуется на плазматической мембране [16]. 

Цель исследования – изучение экспрессии рецеп-
торов TREM-1, TREM-2 и sTREM-1 на нейтрофилах 
и моноцитах периферической крови пациентов в ран-
ний период обострения АтД, а также определение кон-
центрации sTREM-1 в сыворотке крови. 

Методика
Исследование выполнено в соответствии с эти-

ческими нормами Хельсинкской декларации Все-
мирной медицинской ассоциации (1964, 2004) и 
письменного добровольного информированного со-
гласия всех пациентов. Работа одобрена этическим 
комитетом НИИОПП. В работе приняли участие во-

еннослужащие-мужчины,  в возрасте 18–34 лет, при-
крепленные к центральному госпиталю Росгвардии 
России и 22 здоровых донора. В группу больных во-
шло 70 пациентов с АтД (индекс SCORAD от 15 до 
40) с обострением заболевания не более 1 нед от на-
чала появления кожных симптомов до взятия крови. 
Критериями исключения пациентов и доноров из 
исследования были острые вирусные или бактери-
альные инфекции, системные, аллергические, вос-
палительные или онкологические заболевания, со-
матическая патология, которая могла бы существен-
но повлиять на результаты. 

Кровь брали из локтевой вены натощак в вакутей-
енеры с ЭДТА. Лейкоциты крови после удаления эри-
троцитов лизирующим буфером (Becton Dickinson), 
отмывали в фосфатном буфере (PBS), окрашивали 
моноклональными антителами к специфическим ре-
цепторам нейтрофилов, лимфоцитов и моноцитов 
(BD-bioscience, Germany), а также к рецепторам 
TREM-1 и sTREM-1 (R&D System, Minneapolis, MN, 
USA), и TREM-2 (Abcam, UK). Флуоресценцию кле-
ток анализировали [17]  на проточном цитометре 
FACSCalibur по программе CellQuest. При анализе 
флуоресценции нефракционированных клеток на 
проточном цитометре сначала устанавливали гейты 
основных популяций лейкоцитов на каналах FSC/
SSC. Затем выделяли гейт нейтрофилов и анализиро-
вали экспрессию рецепторов на каналах FL-1A/FL-
2A (CD16/TREM-1 и CD16/TREM-2). Определяли 
процент антиген–положительных клеток, интенсив-
ность флуоресценции оценивали в условных едини-
цах. Экспрессию рецепторов TREM-1 и TREM-2 на 
моноцитах измеряли аналогично в гейте моноцитов 
по вышеуказанной схеме. 

Концентрацию растворимого рецептора sTREM-1 в 
сыворотке крови определяли иммуноферментным мето-
дом с помощью антител (R&D System, Minneapolis) [18]. 

Результаты статистически обрабатывали по про-
грамме ANOVA, данные представлены как M±m; для 
анализа групп с малой выборкой использовали метод 
непараметрического анализа Ньюмена-Кейлса, стати-
стически значимыми считали различия между группа-
ми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
 Больные АтД  в периоде обострения были услов-

но разделены на группы по тяжести течения заболева-
ния согласно индексу SCORAD: меньше 20 единиц – 
легкое течение (n = 23), 30–40 единиц – течение сред-
ней тяжести (n = 26), больные с тяжелой формой 
обострения АтД в данном эксперименте не участвова-
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ли; 21 пациент был в состоянии ремиссии. Все доно-
ры были здоровы на момент обследования и не имели 
никаких признаков кожной патологий. Выбранный 
период обострения важен с точки зрения активности 
нейтрофилов, которые отвечают активацией на инфек-
ционные агенты и цитокины крови. 

Нейтрофилы периферической крови больных АтД 
на ранней стадии обострения экспрессировали стати-
стически значимо большее число рецепторов TREM-1 
и TREM-2 по сравнению со здоровыми донорами и па-
циентами АтД в стадии ремиссии (табл. 1). У больных 
с обострением АтД средней степени тяжести относи-
тельная плотность рецепторов TREM-1 и TREM-2 на 
нейтрофилах (по интенсивности флуоресценции) бы-
ла статистически значимо выше (p <0,05) по сравне-
нию с больными легкой формы обострения АтД. 

По данным литературы повышение экспрессии ре-
цепторов TREM-2 отмечается через 3 сут от начала ин-
фекционного заболевания [15]. Наши исследования про-
водились в 1-ю нед обострения АтД, при этом контами-

нация кожи бактериальными патогенами ещё не была 
терапевтически санирована. Этим можно объяснить ста-
тистически значимое повышение экспрессии рецептора 
TREM-2, который может блокировать провоспалитель-
ные сигналы, инициируемые рецептором TREM-1. 

Что касается моноцитов периферической крови, 
то экспрессия рецепторов TREM-1 и TREM-2 не име-
ла статистически значимых различий между исследо-
ванными группами пациентов (табл. 2). 

Измерение уровня экспрессии растворимых рецеп-
торов sTREM-1 внутри клеток крови показало их ста-
тистически значимое повышение при обострении АтД 
на ранних стадиях по сравнению с донорами и паци-
ентами АтД в стадии ремиссии. Установлено повыше-
ние уровня внутриклеточной флуоресценции белка 
sTREM-1 в нейтрофилах и в моноцитах крови при по-
вышении активности процесса АтД по индексу 
SCORAD (табл. 3). 

Концентрация растворимых рецепторов sTREM-1 
в сыворотке крови также значимо повышается при обо-

Таблица 1

Экспрессия рецепторов TREM-1 и TREM-2 на нейтрофилах периферической крови доноров и больных атопическим дерматитом на ран-
них сроках обострения заболевания

Рецепторы Доноры
(n = 22)

Больные атопическим дерматитом (классификация по индексу SCORAD)
Ремиссия (n = 21) Легкое течение < 20 (n = 23) Средней тяжести 30–40 (n = 26)

TREM-1, % 25 ± 4% 23 ± 5% 39 ± 6% 48 ± 4%
TREM-1, у.е. 93 ± 3 96 ± 6 141 ± 7 168 ± 5
TREM-2, % 16 ± 3% 19 ± 4% 29 ± 2% 38 ± 3%
TREM-2, у.е. 81 ± 6 89 ± 4 126 ± 3 144 ± 5
# p < 0,05 # #
## p < 0,05 ## ##

Примечание. SCORAD – индекс тяжести течения атопического дерматита у взрослых; у.е. –  условные единицы, отражает интенсивность 
флуоресценции клеток; # – p < 0,05 (по отношению к донорам), ## – p < 0,05 (по отношению к пациентам АтД в ремиссии).

Таблица 2

Экспрессия рецепторов TREM-1 и TREM-2 на моноцитах периферической крови доноров и больных атопическим дерматитом на ран-
них сроках обострения заболевания

Рецепторы Доноры
(n = 22)

Больные атопическим дерматитом 
(классификация по индексу SCORAD)

Ремиссия(n = 15) Легкое течение < 20 (n = 15) Средней тяжести 30–40 (n = 20)
TREM-1, % 9,1 ± 4,2 8,2± 3,1 11,5 ± 5,3 12,9 ± 6,1
TREM-1, у.е. 39 ± 4 42 ± 6 43 ± 7 46 ± 5
TREM-2, % 8,8 ± 3,1 9,5 ± 3,7 10,2 ± 5,4 11,4 ± 4,1
TREM-2, у.е. 26 ± 3 29 ± 4 29 ± 5 32 ± 6
# p < 0,05 − −
## p < 0,05 − −

Примечание. SCORAD – индекс тяжести течения атопического дерматита у взрослых; у.е. – условные единицы интенсивности флуорес-
ценции клеток; # – p < 0,05 (по отношению к донорам), ## – p < 0,05 (по отношению к пациентам АтД в ремиссии).
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стрении АтД по сравнению с донорами и пациентами в 
ремиссии и положительно коррелирует со степенью ак-
тивности процесса АтД по индексу SCORAD (табл. 4). 

Таким образом, рецепторы семейства TREM акти-
вированы на нейтрофилах на ранних стадиях обостре-
ния атопического дерматита, что согласуется с данны-
ми литературы по выраженности воспалительного про-
цесса в тканях в период обострения АтД. 

Таким образом, установлено, что на ранней стадии 
обострения АтД экспрессия рецепторов TREM-1, 
TREM-2 и растворимого рецептора sTREM-1 на ней-
трофилах периферической крови статистически значи-
мо отличается от идентичных показателей больных АтД 
в стадии ремиссии и от контроля (здоровые доноры). 
Ранее нами показано изменение экспрессии рецепто-
ров TREM-1 при стимуляции нейтрофилов бактериаль-
ным пептидом fmlp (formyl-Leu-Met-Phe) у больных АтД 
[19]. Исследование показало, что экспрессия рецепто-
ра TREM-1 повышается как при стимуляции бактери-
альным пептидом, так и при естественной циркуляции 
антигенов в периферической крови при АтД. Ранее мы 

показывали уровень контаминации кожи больных АтД 
бактериями и микроскопическими грибами при обо-
стрении заболевания [1, 20]. В коже больных АтД при-
сутствуют многочисленные колонии бактерий, которые 
активируют нейтрофилы и поддерживают воспалитель-
ную реакцию. Известно, что рецепторы этого семейства 
регулируют взаимодействия клеток природного имму-
нитета и координируют воспалительную реакцию в кро-
ви и тканях при бактериальной инфекции [7—9, 11]. Та-
ким образом, подтверждается активность нейтрофилов 
в начале обострения АтД, что может амплифицировать 
воспалительную реакцию и повышать тяжесть состоя-
ния больного АтД. Исследования моноцитов перифе-
рической крови не выявили статистически значимых 
различий в экспрессии рецептора TREM-1 у больных 
при обострении АтД по сравнению с контролем. Изме-
рение экспрессии рецепторов семейства TREM позво-
ляет оценить степень активности воспалительного про-
цесса при АтД. 

Установлено достоверное повышение экспрессии 
рецепторов TREM-1 и TREM-2 на нейтрофилах пери-

Таблица 3

Экспрессия рецепторов sTREM-1 в клетках нейтрофилов и моноцитов крови доноров и больных атопическим дерматитом на ранних 
сроках обострения заболевания

Рецепторы Доноры
(n = 22)

Больные атопическим дерматитом (классификация по индексу SCORAD)
Ремиссия (n = 15) Легкое течение < 20 (n = 15) Средней тяжести 30–40 (n = 20)

Нейтрофилы периферической крови
sTREM-1, у.е. 59 ± 6 62 ± 5 89 ± 4 121 ± 6
# — p < 0,05 # #
## — p < 0,05 ## ##

Моноциты периферической крови
sTREM-1, у.е. 48 ± 7 55 ± 8 82 ± 5 111 ± 5
# — p < 0,05 # #
## — p < 0,05 ## ##

Примечание. SCORAD – индекс тяжести течения атопического дерматита у взрослых; у.е. — условные единицы, отражает интенсивность 
флуоресценции клеток; # — p <0,05 (по отношению к донорам), ## — p < 0,05 (по отношению к пациентам в ремиссии).

Таблица 4 

Концентрация растворимых рецепторов sTREM-1 в сыворотке крови доноров и больных атопическим дерматитом на ранних сроках 
обострения заболевания

Рецепторы Доноры
(n = 22)

Больные атопическим дерматитом  (классификация по индексу SCORAD)
Ремиссия (n = 15) Легкое течение < 20 (n = 15) Средней тяжести 30–40 (n = 20)

sTREM-1, пг/мл 340 ± 42 389 ± 54 563 ± 39 851 ± 77
# — p < 0,05 # #
## — p < 0,05 ## ##

Примечание. SCORAD – индекс тяжести течения атопического дерматита у взрослых; пг/мл - концентрация рецепторов в пикограммах 
на 1 мл сыворотки; # — p < 0,05 (по отношению к донорам), ## — p < 0,05 (по отношению к пациентам в ремиссии).
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ферической крови больных атопическим дерматитом 
на ранней стадии обострения по сравнению с донора-
ми и пациентами в ремиссии. 

Показано, что повышение экспрессии раствори-
мого рецептора sTREM-1 в клетках нейтрофилов, а так-
же повышение его концентрации в сыворотке крови 
положительно коррелирует с тяжестью течения АтД по 
индексу SCORAD.

Экспрессия рецепторов TREM-1 на нейтрофилах 
повышается как при стимуляции клеток бактериаль-
ными пептидами, так и при контаминации кожи бак-
териями, что поддерживает воспаление и коррелирует 
с тяжестью течения заболевания. 
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Оценка эффективности β2-адреноагониста формотерола  
в компенсации электрофизиологических проявлений 
стероидной миопатии в модельных экспериментах  
на животных

1Государственное образовательное учреждение высшего профессионального образования «Донецкий национальный университет», 
 83050, г . Донецк, ул . Щорса, д . 46;
2 Крымский федеральный университет имени В .И . Вернадского, 
 298650, г . Ялта, Россия, ул . Стахановская, д . 11

Цель исследования – изучение с помощью стимуляционной электромиографии в экспериментах на крысах эффектив-
ности β2-адреноагониста формотерола в компенсации электрофизиологических нарушений передней большеберцовой 
мышцы (m. tibialis anterior), вызванных длительным введением дексаметазона . Методика. Исследования выполнены на 
40 половозрелых крысах-самках в возрасте 4-5 мес массой 180-200 г . Животные были разделены на 4 группы: контроль-
ную (К – группа, без  каких-либо воздействий, n=10) и 3 экспериментальных по 10 животных  в каждой . Крысы 1-й группы 
на протяжении 30 сут получали дексаметазон, 2-й группы – дексаметазон в комплексе с формотеролом, 3-я – получала 
только формотерол . Дексаметазон вводили внутрибрюшинно (0,25 мг/кг) 1 раз в 2 сут . Формотерол (1,5 мкг/кг) вводили 
ежедневно под кожу . Через 30 сут на наркотизированных животных (тиопентал натрия 100мг/кг внутрибрюшинно) прово-
дили острый опыт . Изучали электрофизиологические параметры передней большеберцовой мышцы с помощью экспери-
ментальной двухканальной установки, оба канала были связаны с регистрирующим устройством – запоминающим циф-
ровым осциллографом Tektronix (TDS2004C) .
Результаты. Установлено, что формотерол в комплексе с дексаметазоном, предотвращал уменьшение количества акти-
вируемых двигательных единиц мышцы и удлинение латентного периода М-ответов . А также обусловливал существенное 
повышение амплитуды М-ответов (на 115% в сравнении с контролем) . Вместе с тем, формотерол в комплексе с дексамета-
зоном не предотвращал появление полифазных М-ответов, но компенсировал снижение их амплитуды . Введение декса-
метазона с формотеролом уменьшало частоту случаев сниженной надежности синаптической передачи (до 30% против 
70% в группе крыс, получавших  дексаметазон изолированно) . Вместе с тем, в случае комплексного введения дексамета-
зона с формотеролом наблюдалось удлинение латентного периода М-ответов после выполнения утомляющей работы . 
Заключение. Полученные данные указывают на высокую эффективность β2-адреноагониста формотерола в предотвра-
щении электрофизиологических нарушений в мышце, вызванных длительным введением дексаметазона . Вместе с тем 
формотерол в комплексе с дексаметазоном, хотя и снижал частоту случаев низкой надежности синаптической передачи 
в группе (до 30% против 70% в группе, получавших дексаметазон изолированно), в полной мере не предотвращал дан-
ного эффекта стероидной миопатии .

Ключевые слова: скелетная мышца; дексаметазон; ятрогенный гиперкортицизм; стероидная миопатия; 
адреноагонисты; формотерол .
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EFFICACY OF THE β2-ADRENERGIC AGONIST FORMOTEROL IN COMPENSATION  
OF ELECTROPHYSIOLOGICAL MANIFESTATIONS OF STEROID MYOPATHY IN ANIMAL EXPERIMENTS

1Donetsk National University, 
 Shchors Str . 46, Donetsk 83050;
2  V .I . Vernadsky Crimean Federal University, 
 Stakhanovskaya Str . 11, Yalta, Republic of Crimea, Russia 

Aim . To study efficacy of β2-adrenergic agonist formoterol (F) in compensation of electrophysiological disorders in mixed-type 
skeletal muscles (m. tibial anterior) induced by long-term dexamethasone (D) treatment . Methods. Experiments were performed 
on sexually mature female rats (180-210 g) divided into four groups: 1) control, group C (intact rats, n=10); 2) first experimental 
group, 30D (30-day dexamethasone treatment, n=10); 3) second experimental group, 30D+F (30-day dexamethasone plus for-
moterol treatment, n=10); and third experimental group, 30F (30-day formoterol treatment, n=10) . Dexamethasone (KRKA, Slo-
venia) was administered every two days, i .p ., at a dose of 0 .25 mg/kg, which was equivalent to the clinical therapeutic dose . For-
moterol (Foradil, Novartis, Switzerland) was administered daily at a dose of 1 .5 µ/kg, s .c . On day 30, rats were anesthetized with 
sodium thiopental (100 mg/kg), and stimulation electromyography was performed in an acute experiment . The anterior tibial 
muscle was stimulated with suprathreshold electrical current via the fibular nerve, and electrophysiological parameters of the 
muscle were recorded . 
Results. Formoterol in combination with dexamethasone prevented the decrease in the number of activated muscle motor 
units and the prolongation of M-response latency, which were typical for the 30D group . Also, formoterol not only corrected the 
decreased M-response amplitude but even significantly increased it in the 30D+F group by 115% compared to the control (p<0 .05) . 
At the same time, formoterol in combination with dexamethasone did not prevent the emergence of polyphasic M-responses (as 
observed in 50% of animals in the 30D+F group and 40% of animals in the 30D group) but compensated for the decrease in their 
amplitude . Administration of F+D reduced the incidence of less reliable synaptic transmission (up to 30% in the 30D+F group vs . 
70% in the 30D group) but did not completely prevent it . Formoterol administered together with dexamethasone did not prevent 
marked facilitation of synaptic transmission in 50% of rats at the optimal neuromuscular stimulation rate (30 imp/s) . However, this 
combination increased the amplitude of the first M-response in a series, which indicated the absence of blocked synapses in the 
30D+F group . Formoterol in combination with dexamethasone prevented the typical for D-group disorder of M-response, which 
was more pronounced than in control, and the decrease in the number of activated muscle motor units after performing a fati-
gable work . At the same time, the D+F treatment increased the M-response latency after performing the fatigable work, which 
was typical for the 30D group but was not characteristic of the control . This fact confirmed a lower reliability of synaptic transmis-
sion both in 30D and 30D+F groups . Conclusion. The study demonstrated a high efficacy of the β2-adrenergic agonist formoterol 
for preventing electrophysiological disorders in the muscle induced by long-term administration of dexamethasone, which indi-
cated myopathic alterations . At the same time, formoterol in combination with dexamethasone, although reduced the incidence 
of low-reliability synaptic transmission (up to 30% vs . 70% in the group receiving dexamethasone alone), did not completely pre-
vent this manifestation of steroid myopathy .
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Введение
Естественные глюкокортикоиды и особенно более 

активные их синтетические аналоги нашли широкое 
применение в клинической практике при лечении ау-
тоиммунных, аллергических и гематологических забо-
леваний. Вместе с тем, наряду с полезными терапевти-
ческими эффектами эти препараты стимулируют ка-
таболические процессы в мышечной, иммунной, 
костной и других системах организма, что негативно 
отражается на их функциональном состоянии [1]. Из-
менения в скелетных мышцах при гиперкортицизме 
носят миопатический характер и проявляются мышеч-
ной дистрофией, слабостью и повышенной утомляе-
мостью [2]. Несмотря на достаточно хорошую изучен-
ность проявлений стероидной миопатии, в том числе 
ятрогенного характера, остается открытым вопрос, ка-
сающийся способов ее компенсации.

В предыдущих исследованиях [3] нами установлена 
эффективность продолжительного введения фармако-
логических доз адреналина в частичной компенсации 
электрофизиологических и сократительных нарушений 
скелетной мышцы, вызванных длительным примене-
нием гидрокортизона. Рядом авторов [4] показана эф-
фективность селективного β2-адреноагониста кленбу-
терола в предотвращении развития атрофии жеватель-
ной мышцы крыс, вызванной введением дексаметазона. 
Вместе с тем, оценки функциональных параметров ске-
летной мышцы в данной работе не проводилось. В то 
же время исследованиями последних десятилетий уста-
новлено, что в основе патологических изменений нерв-
но-мышечного аппарата под влиянием фармакологи-
ческих доз глюкокортикоидов могут лежать не только 
дистрофические изменения мышечных волокон осо-
бенно гликолитического типа [5, 6], но и функциональ-
ные расстройства, в том числе обусловленные наруше-
нием работы синаптического звена [7]. В связи с этим 
для комплексной оценки эффективности адреноагони-
стов в компенсации проявлений стероидной миопатии 
необходимо исследование не только мышечной массы, 
но и ряда функциональных и в том числе электрофизи-
ологических параметров, изменение которых может раз-
виваться еще до существенного нарушения сократитель-
ной функции скелетной мышцы. 

В качестве рабочей гипотезы в настоящей работе 
было предположено, что использование одного из се-
лективных β2-адреноагонистов (формотерола) может 
блокировать или ослаблять проявление признаков сте-
роидной миопатии, выявляемых электрофизиологиче-
скими методами скелетной мышцы. Выбор формотеро-
ла для возможной компенсации стероидной миопатии 
был обусловлен следующим: во-первых, преобладаю-

щим типом адренорецепторов в скелетных мышечных 
волокнах являются β2-адренорецепторы [8]. Кроме то-
го, установлено наличие β2-адренорецепторов на пре-
синаптических нервных окончаниях мотонейронов и 
показано, что их прямая стимуляция симпатомимети-
ками вызывает существенное облегчение синаптиче-
ской передачи в двигательных единицах скелетной 
мышцы [9]. В предыдущих наших исследованиях [10], 
а также работах других авторов [11] получены факты, 
свидетельствующие в пользу нарушений синаптической 
передачи под влиянием фармакологических доз глюко-
кортикоидов. В связи с этим можно предполагать, что 
применение селективного β2-адреноагониста формоте-
рола, характеризующегося пролонгированным действи-
ем, должно хотя бы в какой-то мере компенсировать 
электрофизиологические нарушения в скелетной мыш-
це, индуцированные глюкокортикоидами, не оказывая 
побочного сосудосуживающего и кардиостимулирую-
щего действия, типичного для неселективного адрено-
агониста адреналина. Во-вторых, исследованиями по-
следних лет доказано анаболическое влияние β2-
адреноагонистов и их способность к стимуляции роста 
скелетных мышц [12-14]. Отмечено их защитное дей-
ствие при развитии атрофии различного генеза [15-17] 
и способность к индукции митохондриального биоге-
неза [18]. Последнее может оказаться полезным в пре-
дотвращении дистрофических изменений скелетной му-
скулатуры, в том числе вызванных глюкокортикоидной 
терапией. В-третьих, в клинической практике достаточ-
но широко при лечении ряда бронхо-легочных заболе-
ваний используют комплексное введение формотерола 
и глюкокортикоидов для достижения максимального 
терапевтического эффекта [19]. В связи с этим представ-
ляло немалый практический интерес выяснение вопро-
са о характере действия комбинации из указанных пре-
паратов на функциональное состояние скелетной мыш-
цы смешанного типа с преобладанием быстрых 
мышечных волокон, более чувствительных, в сравне-
нии с медленными, к катаболическому действию глю-
кокортикоидов [5]. Наконец, в-четвертых, согласно дан-
ным клинических исследований [20], формотерол в фар-
макологических дозах (до 108 мкг/сутки) безопасен и 
хорошо переносится даже детьми, поэтому его приме-
нение с целью компенсации стероидной миопатии мо-
жет быть относительно безвредным для пациентов, не 
имеющих абсолютных противопоказаний к приему β2-
адреноагонистов. 

Цель – изучение в эксперименте эффективности 
фармакологических доз селективного β2-адреноаго- 
ниста формотерола в компенсации  электрофизиологи-
ческих нарушений скелетной мышцы смешанного ти-
па, вызванных длительным введением дексаметазона.  
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Методика
Все эксперименты выполнены в соответствии с 

директивой Европейского совета (The European Council 
Directive 86/609/EEC) по соблюдению этических 
принципов в работе с лабораторными животными и 
«Руководством по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств» [21]. Работа одобре-
на этическим комитетом университетом. Исследова-
ния проводились на 40 половозрелых крысах-самках 
4-5-ти месячного возраста с исходной массой тела 180-
210 г. Животные были случайным образом разделены 
на 4 группы: контрольную (интактная, не подвергались 
никаким воздействиям, n=10, К-группа), I опытную 
(n=10, на протяжении 30 сут получали дексаметазон 
(Д), 30Д-группа), II опытную (n=10, на протяжении 30 
сут получали дексаметазон в комплексе с формотеро-
лом (Ф), 30Д+Ф-группа) и III опытную (n=10, на про-
тяжении 30 сут получали формотерол, 30Ф-группа). 
Дексаметазон («KRKA», Словения) вводили внутри-
брюшинно 1 раз в 2 сут в дозе, адекватной терапевти-
ческой дозе, применяемой у человека, – 0,25 мг/кг. 
Формотерол (торговая марка «Форадил», «Novartis», 
Швейцария) вводили ежедневно (1,5 мкг/кг) подкож-
но.

Выбор в качестве объекта исследований особей 
женского пола связан с большей их чувствительностью, 
в сравнении с особями мужского пола, к катаболиче-
скому действию глюкокортикоидов [22]. Выбор  перед-
ней большеберцовой мышцы (m. tibialis anterior) был 
предопределен тем, что она относится к смешанному 
типу с существенным преобладанием быстрых мышеч-
ных волокон, характеризующихся, в сравнении с мед-
ленными, более высокой чувствительностью к катабо-
лическому действию глюкокортикоидов [5]. Выбор 
дексаметазона для инициации стероидной миопатии 
был обусловлен тем, что данный препарат широко ис-
пользуется в клинической практике в связи с гораздо 
более выраженным (в 30 раз) и длительным (в 4—7 раз) 
противовоспалительным эффектом в сравнении с есте-
ственными глюкокортикоидами [23].

По окончании месячного периода введения пре-
паратов на наркотизированных животных (тиопентал 
натрия, 100 мг/кг, внутрибрюшинно) проводили 
острый опыт, в ходе которого изучали электрофизио-
логические параметры передней большеберцовой 
мышцы с помощью экспериментальной установки, 
включающей 2 канала: канал электростимулятора (ис-
пользовался для электрического раздражения мало-
берцового нерва) и электромиографический канал 
(предназначался для регистрации М-ответов мышцы). 
Канал электростимулятора представлен собственно 

электростимулятором (построен на основе функцио-
нального генератора ICL8038CCDP), оптронной галь-
ванической развязкой и биполярными игольчатыми 
стальными электродами с межэлектродным расстоя-
нием 1 мм. Электромиографический канал представлен 
отводящими биполярными игольчатыми стальными 
электродами (с межэлектродным расстоянием 1 мм) и 
электромиографическим биоусилителем (построен на 
основе измерительного усилителя INA118). Оба кана-
ла были связаны с регистрирующим устройством – за-
поминающим цифровым осциллографом Tektronix 
(TDS2004C).

Ход опыта. У наркотизированного животного в об-
ласти бедра препаровали малоберцовый нерв и на рас-
стоянии 1 см проксимальнее коленного сустава под-
водили под него раздражающие электроды, в среднюю 
часть передней большеберцовой мышцы вводили от-
водящие игольчатые электроды.

Вначале регистрировали одиночный М-ответ мыш-
цы, индуцированный путем раздражения малоберцо-
вого нерва одиночными сверхпороговыми электриче-
скими импульсами (длительность – 150 мкс каждый, 
частота – 0,2 имп/с, сила тока – 500 мкА). На основа-
нии записей одиночных М-ответов мышцы определя-
ли их латентный период, амплитуду и длительность, а 
также оценивали форму (двух-, трехфазные, поли- и 
псевдополифазные).

Затем путем плавного (в течение 4 с) увеличения 
силы электрического раздражения от подпороговой до 
сверхпороговой (от 0,01 до 2 В) при частоте 10 имп/с 
записывали серию из сорока М-ответов мышцы. На 
основании процентного изменения амплитуды макси-
мального М-ответа относительно амплитуды мини-
мального определяли приблизительное количество ак-
тивируемых двигательных единиц мышцы (методика 
V. Galea [24]).

После этого, раздражая малоберцовый нерв с ча-
стотой 4 имп/с сверхпороговыми электрическими им-
пульсами (длительность – 150 мкс каждый, сила тока 
– 500 мкА), регистрировали в течение 5 с серию 
М-ответов мышцы. Для оценки надежности синапти-
ческой передачи на основании полученных записей 
отмечали изменение амплитуды 5-го или 10-го 
М-ответа относительно 1-го, принятого за 100%, [25].

Затем в течение 5 с регистрировали серию 
М-ответов мышцы при оптимальной частоте раздра-
жения малоберцового нерва – 30 имп/с. При этом дли-
тельность и сила электрических импульсов оставались 
прежними – 150 мкс и 500 мкА. На основании записи 
серии М-ответов мышцы определяли изменение их ам-
плитуды относительно 1-го, амплитуда которого при-
нималась за 100%.
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На следующем этапе мышца выполняла утомляю-
щую работу, которую моделировали путем вызванно-
го тетанического ее сокращения с внешней нагрузкой 
в 70 г до тех пор, пока мышца почти полностью не рас-
слаблялась (до уровня 10% от исходной величины) на 
фоне продолжающейся электрической стимуляции. 
Тетаническое сокращение мышцы индуцировали пу-
тем раздражения электрическим током малоберцово-
го нерва с частотой 70 имп/с (длительность импульсов 
0,5 мс и сила тока 1000 мкА). После выполнения мыш-
цей утомляющей работы вновь регистрировали серию 
М-ответов при раздражении малоберцового нерва с ча-
стотой 0,2 имп/с, 4 имп/с, 30 имп/с, а также стимула-
ми нарастающей амплитуды (от 0,01 до 2 В). На осно-
вании изменения параметров М-ответов мышцы су-
дили об утомляемости нервно-мышечного аппарата у 
животных разных групп.

По окончании острого опыта проводили эвтана-
зию животных путем введения летальной дозы (300 мг/
кг) тиопентала натрия.

Статистическая обработка. Полученные экспе-
риментальные данные обрабатывали с использовани-
ем t-критерия Стьюдента, предварительно убедившись 
в том, что распределение значений в исследуемых ва-
риационных рядах близко к нормальному (W-тест Ша-
пиро-Уилка, Statistica, 7.0), и F-статистики на основа-
нии проверки нулевой и альтернативной гипотез. Зна-
чения р<0,05 рассматривали как статистически 
значимые. 

Результаты и обсуждение
Влияние дексаметазона, вводимого изолированно и в 

комплексе с формотеролом, на параметры М-ответа. 
Длительное изолированное введение дексаметазона 
негативно отражалось на параметрах М-ответа скелет-
ной мышцы (СМ). В частности, у животных 
30Д-группы наблюдалось в сравнении с контролем 
(К-группа) удлинение латентного периода М-ответа 
(на 19%, р<0,05) и уменьшение его амплитуды (на 31%, 
р<0,05) на фоне неизменной длительности (табл. 1, об-
разцы записей М-ответов СМ животных всех групп 
представлены на рис. 1). Эти изменения указывают на 
возможное замедление нервно-мышечной передачи, 
снижение возбудимости мышечных волокон (МВ) и 
десинхронизацию их возбуждения вследствие повы-
шения гетерогенности, а также частичное выключение 
патологически измененных МВ из возбуждения. Кро-
ме того, снижение амплитуды М-ответов на фоне не-
изменной длительности может быть следствием сни-
жения мембранного потенциала МВ и дистрофических 
их изменений, сопровождающихся уменьшением их 

диаметра. У 40% особей 30Д-группы регистрировались 
полифазные и псевдополифазные потенциалы умень-
шенной амплитуды (табл. 1, рис. 1), что является еще 
одним свидетельством в пользу миопатических изме-
нений в исследуемой мышце животных 30Д-группы 
[25]. Кроме того, в пользу миопатических изменений 
в СМ крыс 30Д-группы указывает хоть и не очень вы-
раженное (на 9%), но статистически значимое в срав-
нении с К (р<0,05), уменьшение ее массы и существен-
ное уменьшение среднего исходного количества акти-
вируемых двигательных единиц (ДЕ) (на 43%, р<0,05 
относительно контроля, табл. 2), которое может быть 
одной из причин снижения амплитуды М-ответов.

Учитывая результаты исследований других авто-
ров, наблюдавших очаговые дистрофические измене-
ния в СМ, особенно гликолитического типа, при дли-
тельном введении глюкокортикоидов (ГК) [5, 6], сни-
жение возбудимости МВ [26],  ослабление 
синаптической передачи за счет частичного блокиро-
вания ионных каналов холинорецепторов в постсинап-
тической мембране [27] или снижения их чувствитель-
ности к ацетилхолину [28], причинами удлинения ла-
тентного периода и уменьшения амплитуды М-ответа 
у крыс 30Д-группы могут служить определенные пато-

Рис. 1. Эффект дексаметазона, формотерола и их комбинации на пара-
метры М-ответа передней большеберцовой мышцы белых крыс .

 1 – отметка момента нанесения электрического стимула на малобер-
цовый нерв; 2 – М-ответ мышцы контрольного животного; 3 – М-ответ 
мышцы животного, получавшего дексаметазон; 4 – М-ответ мышцы жи-
вотного, получавшего комбинацию дексаметазона с формотеролом; 5 
– М-ответ мышцы животного, получавшего формотерол; 6 – шкала вре-
мени опыта, секунды .
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логические изменения как на синаптическом уровне, 
так и в самих МВ.

Наряду с изменением исходных значений параме-
тров М-ответа у крыс 30Д-группы наблюдалось более 
выраженное в сравнении с контролем их ухудшение 
после выполнения утомляющей работы (УР). Так, у 
животных 30Д-группы имело место не типичное для 
контрольных крыс статистически значимое удлинение 
латентного периода М-ответа (на 19% относительно 
исходного значения) и существенное в сравнении с 
контролем увеличение его длительности (на 93% отно-

сительно исходного значения) после выполнения УР 
(табл. 1). Кроме того, количество активируемых ДЕ 
мышцы крыс 30Д-группы после УР снижалось в суще-
ственно большей степени (на 34% относительно ис-
ходного уровня), чем в контроле (на 26%, табл. 2). Все 
эти признаки свидетельствуют в пользу более высокой 
утомляемости СМ крыс, подвергавшихся длительно-
му введению синтетического ГК. Длительное изоли-
рованное применение формотерола в целом позитив-
но сказывалось на параметрах М-ответа СМ. Так, у жи-
вотных 30Ф-группы наблюдалось не резко выраженное, 

Таблица 1

Средние значения (M±m) некоторых параметров М-ответа передней большеберцовой мышцы крыс контрольной группы (К) и живот-
ных, получавших на протяжении 30 сут дексаметазон (30Д) и формотерол (30Ф) изолированно и комплексно (30Д+Ф)

Группа 
животных

Параметры М-ответа
Латентный период, мс Амплитуда, мВ Длительность, мс % полифазных потенциалов

исходный после УР исходная после УР исходная после УР исходный после УР

Контроль 1,20±0,05 1,30±0,06 2,60±0,22 1,70±0,25
(-36±8,4●)

5,50±0,51 7,60±0,62
(+39±3,9●)

0 0

30Д
1,50±0,06

[+19*]
1,90±0,12

(+34±6,8●)
[+45*]

1,80±0,20
[-31*]

1,00±0,18
(-47±5,3●)

[-43*]

5,70±0,65 11,0±0,12
(+93±1,21●)

[+45*]

40 50

30Ф 1,00±0,03 1,10±0,04
[-17*]

5,10±0,38
[+95*]

4,10±0,50
[+144*]

6,50±0,53 7,60±0,54 0 0

30Д+Ф
1,20±0,07 1,40±0,07

(+22±4,7●)
-27х

5,60±0,86
[+115*], 

+213х

5,20±0,98
[+214*], +451х

6,80±0,79 8,40±0,92 50 50

Примечание. ● – в круглых скобках указана статистически значимая разница показателя относительно исходного значения соответствую-
щей группы (в %, р<0,05); * – в квадратных скобках указана статистически значимая разница показателя относительно соответствующе-
го значения контрольной группы (в %, р<0,05); х – значимые отличия показателя животных группы 30Д+Ф относительно соответствую-
щего значения группы 30Д (в %, р<0,05).

Таблица 2

Средние значения (M±m) массы передней большеберцовой мышцы и количества активируемых двигательных единиц у контроль-
ных животных и крыс, получавших на протяжении 30 сут дексаметазон (30Д) и формотерол (30Ф) изолированно и комплексно (30Д+Ф)

Группа живот-
ных Масса мышцы, мг

Количество активируемых двигательных единиц
исходное (до утомляющей работы) после утомляющей работы

Контроль 399,8±6,81 14,1±1,21 10,4±0,91
(-26±2,0●)

30Д 363,9±8,50
[-9*]

8,1±0,95
[-43*]

5,3±0,61
(-34±2,4●)

[-49*]

30Ф 454,3±7,79
[+13*] 18,8±2,36 18,5±2,65

[+78*]

30Д+Ф 393,8±8,48
+8х

15,2±1,67
+87х

12,0±0,82
+124х

Примечание. * – в квадратных скобках указана статистически значимая разница показателя относительно контрольной группы (в %, р<0,05); 

х – указана статистически значимая разница показателя животных группы 30Д+Ф относительно соответствующего значения группы 30Д 
(в %, р<0,05); ● – в круглых скобках указана статистически значимая разница показателя относительно исходного значения соответству-
ющей группы (в %, р<0,05). Количество активируемых двигательных единиц определяли по методике V. Galea [24].
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но значимое относительно контроля, укорочение ла-
тентного периода М-ответа (на 18%) и существенное 
увеличение его амплитуды (на 82%) на фоне неизмен-
ной длительности (табл. 1).

Отмеченные изменения могут быть связаны с об-
легчением и ускорением синаптической передачи, по-
вышением возбудимости МВ и, возможно, некоторой 
их гипертрофией, а также увеличением степени син-
хронизации возбуждения в СМ [25, 29]. В литературе 
имеются сведения относительно способности адрена-
лина активировать Na+/К+-насос в мембране МВ [30], 
что обусловливает некоторое повышение трансмем-
бранного градиента для калия, гиперполяризацию 
мембран МВ и, как следствие, генерацию ими более 
высокоамплитудных потенциалов действия, что долж-
но позитивно отражаться на общей амплитуде 
М-ответов СМ [29]. Кроме того, некоторыми исследо-
вателями получены факты в пользу способности кате-
холаминов (КА) увеличивать амплитуду токов конце-
вой пластинки и степень их синхронизации [31], на 
пресинаптическом уровне повышать эффективность 
Са2+-активируемого экзоцитоза медиатора [32], в том 
числе, путем цАМФ-зависимой активации электро-
возбудимых Са2+-каналов [33], увеличивать синхрон-
ность секреции ацетилхолина [34], снижать АТФ-
опосредованную степень депрессии синаптической пе-
редачи [35]. Все это предопределяет облегчение 
синаптической передачи, рост амплитуды потенциа-
лов концевой пластинки и, как следствие, улучшение 
параметров М-ответа СМ.

Наконец, еще одной возможной причиной увели-
чения амплитуды М-ответа СМ животных 30Ф-группы 
могла служить некоторая гипертрофия МВ, в пользу 
которой косвенно указывает значимое относительно 
контроля увеличение массы СМ (на 13%) и тенденция 
к увеличению количества активируемых ДЕ СМ  
(табл. 2). Способность β2-адреноагониста (β2-АА), и, в 
частности, кленбутерола, вызвать гипертрофию СМ 
[12], причем оказывать более выраженный анаболиче-
ский эффект на МВ гликолитического типа была уста-
новлена в исследованиях других авторов [8].

Наряду с позитивным влиянием на исходные па-
раметры М-ответа, длительное введение Ф снижало 
степень их ухудшения после выполнения УР в сравне-
нии с контролем. Так, у крыс 30Ф-группы амплитуда 
и длительность М-ответов после выполнения УР зна-
чимо не изменялись относительно исходного уровня, 
тогда как у контрольных крыс они претерпевали изме-
нения –  амплитуда статистически значимо снижалась 
(на 36%), а длительность увеличивалась (на 39%, табл. 
1). Аналогично параметрам М-ответа количество ак-
тивируемых ДЕ мышцы крыс 30Ф-группы значимо не 

изменялось после УР относительно исходного уровня, 
тогда как у К-группы оно существенно снижалось (на 
26%, табл. 2). Все это указывает в пользу более высо-
кой устойчивости СМ животных, подвергавшихся дли-
тельной адренергической стимуляции, к утомлению, 
что отчасти может быть обусловлено способностью КА 
улучшать энергообмен как в организме в целом, так и 
в МВ в частности [36, 37], в том числе путем увеличе-
ния мощности митохондриального окисления [18]. 
Кроме того, в исследовании [38] обнаружена способ-
ность адреномиметиков оказывать синхронизирую-
щий эффект на секрецию медиатора и, как следствие, 
приводить к повышению амплитуды постсинаптиче-
ского ответа, сниженной в результате длительного низ-
кочастотного непрямого раздражения двигательного 
нерва, что служит одним из доказательств способно-
сти КА повышать устойчивость нервно-мышечного 
аппарата к утомлению.

Формотерол, вводимый в комплексе с дексамета-
зоном, несколько сглаживал негативные влияния син-
тетического ГК как на исходные параметры М-ответа 
СМ, так и на выраженность их изменений после вы-
полнения УР. Так, в случае комплексного применения 
Д с Ф не наблюдалось типичного для 30Д-группы уд-
линения латентного периода исходных М-ответов, а 
их амплитуда не только не уменьшалась относительно 
К-группы, а даже увеличивалась (на 115%), что было 
отмечено и в случае длительного изолированного при-
менения Ф (табл. 1). Вместе с тем, у 50% крыс 30Д+Ф-
группы регистрировались полифазные и псевдополи-
фазные М-ответы, но в отличие от таковых крыс 
30Д-группы они были не сниженной, а увеличенной 
амплитуды. Данное обстоятельство указывает в поль-
зу того, что эти полифазные М-ответы у животных 
30Д+Ф-группы не являются признаком миопатиче-
ских изменений в СМ, а их появление возможно свя-
зано с некоторой десинхронизацией возбуждения раз-
личных групп ДЕ СМ. Кроме того, масса СМ и коли-
чество активируемых ее ДЕ у крыс 30Д+Ф-группы 
значимо не отличались от К-группы, тогда как у жи-
вотных 30Д-группы эти параметры были снижены 
(табл. 2). Эти факты, наряду с повышенной амплиту-
дой М-ответа, косвенно свидетельствуют в пользу от-
сутствия выраженных дистрофических изменений СМ 
животных 30Д+Ф-группы, реализующейся, очевидно, 
благодаря установленной в исследованиях других ав-
торов способности β2-АА стимулировать анаболиче-
ские процессы в МВ [12, 13] и защищать их от дистро-
фических изменений различного генеза [15—17].

Наряду с улучшением параметров исходных 
М-ответов СМ под влиянием комплексного примене-
ния Д с Ф, β2-АА частично предотвратил типичное для 
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Д-группы более выраженное в сравнении с контролем 
ухудшение этих параметров после утомляющей рабо-
ты. Так, в случае комплексного применения Д с Ф ам-
плитуда и длительность М-ответов, а также количество 
активируемых ДЕ СМ после выполнения УР значимо 
не изменялись относительно исходного уровня, что 
было характерно и для 30Ф-группы (табл. 1, 2).

Вместе с тем, у крыс 30Д+Ф-группы сохранялось 
статистически значимое удлинение латентного пери-
ода М-ответов после выполнения УР относительно ис-
ходного уровня (на 22%), не типичное для К-группы и 
имевшее место при изолированном введении Д  
(табл. 1). Наблюдаемое нами удлинение латентного пе-
риода М-ответа после выполнения УР у животных 30Д- 
и 30Д+Ф-групп, не типичное для контрольных крыс, 
мышца которых выполняла такую же работу, косвен-
но указывает в пользу сниженной надежности синап-
тической передачи.

Влияние дексаметазона, вводимого изолированно и в 
комплексе с формотеролом, на надежность синаптиче-
ской передачи. В связи с выявлением косвенных при-
знаков сниженной надежности синаптической пере-
дачи у животных 30Д- и 30Д+Ф-групп на следующем 
этапе нашей работы мы сочли необходимым оценить 
эту надежность с помощью методики Б.М. Гехта [25], 
предполагающей определение декремента амплитуды 

5-го М-ответа относительно 1-го при низкой частоте 
стимуляции нервно-мышечного аппарата (4 имп/с). 
Именно при такой частоте и соответственно интерва-
лами между электрическими стимулами в 300 мс, со-
гласно Б.М. Гехту, дефицит медиатора в пресинапти-
ческом полюсе, нарушение его ресинтеза или кальций-
зависимого экзоцитоза проявляются в снижении 
амплитуды 5-го М-ответа относительно 1-го более чем 
на 10%.

Анализ полученных данных показал, что у живот-
ных 30Д-группы патологически значимый декремент 
амплитуды М-ответов наблюдался у большинства осо-
бей группы: 70% до выполнения УР и 80% после ее вы-
полнения (табл. 3). Средний по группе декремент ам-
плитуды 5-го М-ответа относительно 1-го у крыс 
30Д-группы превышал 10% и статистически значимо  
превосходил значение контроля (табл. 3). Образцы за-
писей серии М-ответов СМ животных разных групп 
при частоте стимуляции нервно-мышечного аппарата 
4 имп/с приведены на рис. 2.

Уменьшение надежности нервно-мышечной пере-
дачи при длительном введении ГК наблюдалось и в бо-
лее ранних исследованиях, проведенных в нашей ла-
боратории [39]. В основе отмеченного явления могут 
лежать различные механизмы: уменьшение под влия-
нием фармакологических доз ГК амплитуды потенци-
алов концевой пластинки [11], блокада каналов холи-
норецепторов [27] и другие.

Мнения других специалистов относительно надеж-
ности нервно-мышечной передачи при гиперкорти-
цизме противоречивы. Так, некоторые авторы [40] от-
мечают ее повышение под действием ГК, обусловлен-
ное усилением ресинтеза ацетилхолина в 
пресинаптических окончаниях мотонейронов вслед-
ствие усиления обратного захвата медиатора. Другие 
исследователи [11, 27], напротив, указывают на сни-
жение надежности функционирования синапсов под 
действием высоких доз ГК, одним из проявлений ко-
торого служит наблюдаемое ими уменьшение ампли-
туды потенциалов концевой пластинки. По всей види-
мости, конечный эффект ГК на состояние синаптиче-
ской передачи зависит не только от их дозы, но и 
длительности введения в организм.

Введение Ф в комплексе с Д несколько уменьши-
ло частоту случаев патологически значимого декре-
мента амплитуды М-ответов при низкой частоте сти-
муляции малоберцового нерва (до 30%, табл. 3). Кро-
ме того, средний по 30Д+Ф-группе декремент ам- 
плитуды М-ответов не достигал патологически зна-
чимого уровня – 10% – и не отличался от значения 
контроля (табл. 3).

Рис. 2. Образцы записей серии М-ответов передней большеберцовой 
мышцы животных разных групп при частоте раздражения малоберцо-
вого нерва 4 имп/с .

 1 – серия М-ответов мышцы контрольного животного; 2 – серия 
М-ответов мышцы животного, получавшего дексаметазон; 3 – серия 
М-ответов мышцы животного, получавшего комбинацию дексаметазо-
на с формотеролом; 4 – серия М-ответов мышцы животного, получав-
шего формотерол; 5 – шкала времени опыта, с .
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Таким образом, применение Ф в комплексе с Д 
обусловило уменьшение частоты случаев патологи-
чески значимого декремента амплитуды М-ответов 
в сравнении с изолированным применением Д, но 
не предотвращало полностью их появление. Оче-
видно, β2-АА (формотерол), улучшая состояние си-
наптической передачи путем увеличения синхро-
низации выброса медиатора [31] или возбудимости 
и степени синхронизации возбуждения в МВ [29], 
а также возможно интенсивности синтеза медиато-
ра в пресинаптических структурах [41], несколько 
ослаблял снижение надежности нервно-мышечной 
передачи, вызванное длительным введением декса-
метазона.

Влияние дексаметазона, вводимого изолированно и в 
комплексе с формотеролом, на степень облегчения и де-
прессии синаптической передачи при оптимальной ча-
стоте стимуляции нервно-мышечного аппарата  
(30 имп/с). С целью более детального исследования со-
стояния синаптической передачи на следующем этапе 
был проведен анализ характера изменения амплитуды 
М-ответов в динамике стимуляции нервно-мышечно-
го аппарата с оптимальной частотой – 30 имп/с. Со-
гласно мнению ряда авторов [25, 29], выраженное уве-
личение амплитуды М-ответов (более чем на 30% от-
носительно 1-го) на фоне сниженной амплитуды 1-го 
М-ответа указывает в пользу заблокированности си-
напсов, обусловленной пресинаптическими наруше-
ниями – дефицитом медиатора в пресинаптическом 
полюсе или нарушением его кальцийзависимого экзо-
цитоза. Выраженное снижение амплитуды М-ответов 
(более чем на 25% относительно амплитуды 1-го) при 
оптимальной частоте стимуляции нервно-мышечного 
аппарата указывает в пользу возможных постсинапти-
ческих нарушений – блокады ионных каналов холи-

норецепторов или понижения их плотности или чув-
ствительности к ацетилхолину.

Анализ изменения амплитуды М-ответов в дина-
мике стимуляции нервно-мышечного аппарата с оп-
тимальной частотой у крыс 30Д-группы показал, что 
амплитуда 1-го М-ответа в серии была значимо ниже 
(на 31%) уровня контроля, у 50% особей наблюдалось 
значимое облегчение синаптической передачи, и сред-
няя по группе степень этого облегчения существенно 
превосходила 30% и соответствующее значение уров-
ня контрольной группы (табл. 4). Патологически зна-
чимая депрессия синаптической передачи в 30Д-группе 
встречалась реже облегчения – у 30% особей, и сред-
няя по группе степень этой депрессии, хоть и превос-
ходила статистически значимо уровень контроля, но 
не превышала 25% (табл. 4).

Отмеченные нами у части животных 30Д-группы 
патологически значимое облегчение и депрессия си-
наптической передачи на фоне сниженной амплитуды 
1-го М-ответа при оптимальной частоте стимуляции 
нервно-мышечного аппарата были обнаружены и в бо-
лее ранних наших исследованиях [10] и, по всей види-
мости, отражают заблокированность синапсов и воз-
можные постсинаптические изменения. В пользу воз-
можных синаптических нарушений при длительном 
введении ГК в организм указывают результаты иссле-
дований авторов, наблюдавших признаки частичного 
блокирования ионных каналов холинорецепторов в 
постсинаптической мембране [27] или снижения их 
чувствительности к ацетилхолину [28].

Введение Ф в комплексе с Д не только предот-
вратило уменьшение амплитуды 1-го М-ответа в се-
рии при стимуляции малоберцового нерва с частотой  
30 имп/с, типичное для животных 30Д-группы, но да-
же обусловило ее существенное увеличение (на 120%) 

Таблица 3

Средние значения декремента амплитуды М-ответа в мышце контрольных животных (К) и крыс, получавших на протяжении 30 сут 
дексаметазон (30Д) и формотерол (30Ф) изолированно и комплексно (30Д+Ф), (M±m)

Группа 
живот-

ных

Значения до утомляющей работы Значения после утомляющей работы
Декремент амплиту-
ды 5-го М-ответа от-
носительно 1-го, %

Процентное количество особей 
в группе с декрементом ампли-

туды М-ответов более 10%

Декремент амплитуды 
5-го М-ответа относи-

тельно 1-го, %

Процентное количество особей 
в группе с декрементом ампли-

туды М-ответов более 10%
К 2,4±1,14 0 1,9±0,99 0
30Д -19,5±4,02° 70 -23,8±4,09° 80
30Ф 13,3±5,62 0 15,3±6,57 0
30Д+Ф 0,3±6,12 30 3,9±2,82 30

Примечание. ° – разница декремента амплитуды М-ответа относительно такового контроля статистически значима (р<0,05); декремент 
амплитуды М-ответа передней большеберцовой мышцы определяли на основании снижения амплитуды 5-го М-ответа относительно 1-го 
(в %) при вызванной ритмической активности мышцы с частотой 4 имп/с [25].
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относительно контроля (табл. 4). В то же время у 50% 
особей 30Д+Ф-группы наблюдалось существенное 
облегчение синаптической передачи (превышающее 
30% от амплитуды 1-го М-ответа), хотя средняя по 
группе степень этого облегчения значимо не отлича-
лась от К-группы (табл. 4). В связи с тем, что суще-
ственное облегчение синаптической передачи у жи-
вотных 30Д+Ф-групп имело место на фоне не только 
не сниженной, напротив даже повышенной относи-
тельно К-группы амплитуды 1-го М-ответа, его нель-
зя рассматривать как следствие исходной заблокиро-
ванности синапсов. Вероятнее всего, оно обуслов-
лено облегчением кальцийзависимого экзоцитоза 
медиатора в условиях ритмической активности нерв-
но-мышечного аппарата под действием Ф и по этой 
же возможной причине наблюдалось и у 10% особей 
30Ф-группы (табл. 4). Наиболее вероятной причиной 
облегчения синаптической передачи у части особей, 
длительно получавших Ф, является способность b2-АА 
потенцировать кальцийзависимый экзоцитоз медиа-
тора в синаптическую щель вследствие цАМФзависи-
мой активации электровозбудимых кальциевых кана-
лов в пресинаптической мембране и обусловленного 
этим увеличения входа кальция в пресинапс [32—34].

Ф, вводимый в комплексе с Д, предотвратил появ-
ление случаев патологически значимой депрессии си-
наптической передачи у животных 30Д+Ф-группы, 
тогда как у крыс 30Д-группы они регистрировались у 

30% особей (табл. 4). Данный факт указывает в пользу 
отсутствия выраженных постсинаптических наруше-
ний в СМ животных 30Д+Ф-группы.

Таким образом, введение Ф в комплексе с Д пре-
дотвратило ухудшение исходных параметров М-ответов 
мышцы и более выраженное в сравнении с контролем 
их нарушение после УР, типичные для 30Д-группы. 
Вместе с тем, у животных 30Д+Ф-группы наблюда-
лось удлинение латентного периода М-ответов по-
сле выполнения УР, типичное для 30Д-группы и не 
характерное для контроля, а у 30% особей 30Д+Ф-
группы – патологически значимый декремент ампли-
туды М-ответов при низкой частоте стимуляции нерв-
но-мышечного аппарата (4 имп/с). Эти факты сви-
детельствует в пользу меньшей надежности работы 
синапсов как в 30Д-, так и в 30Д+Ф-группах.

Таким образом, полученные в модельных экспери-
ментах на белых крысах данные указывают на высокую 
эффективность β2-адреноагониста формотерола в пре-
дотвращении электрофизиологических нарушений в 
мышце, вызванных длительным введением дексамета-
зона и отражающих миопатические изменения. Вместе 
с тем, формотерол, вводимый в комплексе с дексамета-
зоном, на фоне снижения частоты фиксации случаев 
низкой надежности синаптической передачи (до 30% 
против 70% в группе животных, получавших дексаме-
тазон изолированно), в полной мере не предотвращал 
проявление данного эффекта стероидной миопатии.

Таблица 4

Средние значения (M±m) степени облегчения и депрессии синаптической передачи в мышце контрольных животных (К) и крыс, по-
лучавших на протяжении 30 сут дексаметазон (30Д) и формотерол (30Ф) изолированно и комплексно (30Д+Ф)

Группа 
живот-

ных

Амплитуда 1-го 
М-ответа, мВ

Степень облегчения
(в % относительно

1-го М-ответа)

Процентное количество 
особей в группе с облег-

чением более 30%

Степень депрессии
(в % относительно

1-го М-ответа)

Процентное количе-
ство особей в группе с 
депрессией более 25%

К 2,4±0,21 11,1±2,86 0 -5,7±2,58 0

30Д 1,7±0,21
[-31*] 37,8±8,91° 50 -19,5±5,34° 30

30Ф 4,9±0,48
[+102*] 18,2±7,46 10 -7,7±3,66 0

30Д+Ф 5,3±1,08
[+120*], +220х 42,5±18,17 50 -6,0±2,99 0

Примечание. * – в квадратных скобках указана статистически значимая разница показателя относительно контрольной группы (в %, р<0,05); 
х – указана статистически значимая разница показателя относительно соответствующего значения опытной группы, получившей такое же 
количество инъекций дексаметазона, не сочетаемых с введением формотерола (в %, р<0,05); ° – разница степени облегчения или депрес-
сии синаптической передачи относительно таковой контроля статистически значима (р<0,05); степень облегчения синаптической пере-
дачи оценивалась на основании максимально возможного прироста (в %) амплитуды М-ответов относительно 1-го при ритмической сти-
муляции нервно-мышечного аппарата с частотой 30 имп/ с [25], степень депрессии синаптической передачи оценивалась на основании 
максимально возможного снижения (в %) амплитуды М-ответов относительно 1-го при ритмической стимуляции нервно-мышечного ап-
парата с частотой 30 имп/ с [25].
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Энзимное профилирование плазмы крови и лимфоцитов 
при системной красной волчанке: фокус на ферменты 
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Изучение метаболизма пуриновых и пиримидиновых оснований при системной красной волчанке в настоящее время 
является актуальным направлением, как с позиций фундаментальной науки, так и в аспекте разработки инновационных 
средств лечения . Не менее важным является и энзимное профилирование, поскольку именно ферменты - перспективные 
предикторы ответа на терапию и удобные «мишени» для терапевтических воздействий . Цель исследования – описание 
профиля активности ключевых ферментов пуринового и пиримидинового метаболизма в плазме крови и в лизатах цир-
кулирующих лимфоцитов у больных системной красной волчанкой . Методика. В плазме крови и лизатах лимфоцитов 50 
больных   системной красной волчанкой определяли активность комплекса из 10 ферментов пуринового и пиримидино-
вого метаболизма . В качестве контроля использовали образцы 30 здоровых лиц . Оценка степени активности проводи-
лась с использованием шкалы индексов ECLAM . Выделение лимфоцитов из венозной периферической крови проводили 
c помощью метода седиментации в градиенте плотности . Результаты. У больных системной красной волчанкой была уста-
новлена зависимость  активности  ферментов пуринового пиримидинового метаболизма от тяжести заболевания . Прямые 
корреляционные связи с индексом ECLAM выявлены в плазменной активности пуриннуклеозидфосфорилазы, аденозин-
киназы, урацил/тимидиндегидрогеназы, ИМФ-дегидрогеназы, цитидиндезаминазы, тимидинкиназы, дигидрооротатдеги-
дрогеназы, а также у активности аденозинкиназы, ИМФ-дегидрогеназы и тимидинкиназы в лизатах лимфоцитов . Обратные 
корреляционные связи с индексом ECLAM выявлены для аденозиндезаминазы, тимидинфосфорилазы в плазме и активно-
сти пуриннуклеозидфосфорилазы, аденозиндезаминазы, гуанилаткиназы, урацил/тимидиндегидрогеназы, цитидиндеза-
миназы, тимидинфосфорилазы, дигидрооротатдегидрогеназы в лизатах лимфоцитов . При  системной красной волчанке в 
плазме наиболее информативными оказались показатели минимальной активности пуриннуклеозидфосфорилазы, аде-
нозинкиназы и ИМФ-дегидрогеназы, в лимфоцитах – пуриннуклеозидфосфорилазы, аденозиндезаминазы и аденозинки-
назы . Заключение. Изученные энзимные показатели можно использовать в качестве дополнительных маркеров актив-
ности системной красной волчанке . 

Ключевые слова: аденозиндезаминаза; аденозинкиназа; гуанилаткиназа; дигидрооротатдегидрогеназа; ИМФ-
дегидрогеназа; пуриннуклеозидфосфорилаза; тимидинкиназа; тимидинфосфорилаза; урацил/тимидиндегидрогеназа; 
цитидиндезаминаза; системная красная волчанка; лизаты лимфоцитов; плазма крови .
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 Purine and pyrimidine metabolic pathways are emerging topical areas of research from the perspective of both basic science and 
development of innovative therapies for systemic lupus erythematosus (SLE) . It is particularly important, therefore, to disclose 
characteristic enzymatic patterns for further prediction of the response to treatment . Objective: to characterize activity patterns 
of the major enzymes of purine and pyrimidine metabolic pathways in SLE . Methods. Samples were obtained from 50 patients 
with verified SLE and 30 healthy controls . Disease activity was assessed using the ECLAM scale . Blood lymphocytes were isolated 
by a standard density gradient centrifugation procedure . Activities of 10 major purine and pyrimidine enzymes were measured in 
blood plasma and lysed lymphocytes . Results. For different enzyme groups, enzyme activities directly or inversely correlated with 
SLE severity . Plasma purine nucleoside phosphorylase, adenosine kinase, uracil/thymidine dehydrogenase, IMP dehydrogenase, 
cytidine deaminase, thymidine kinase, dihydroorotate dehydrogenase, and lymphocyte adenosine kinase, IMP dehydrogenase, 
and thymidine kinase activities positively correlated with the ECLAM score . Negative correlations with ECLAM score were found 
for plasma adenosine deaminase and thymidine phosphorylase, and for lymphocyte purine nucleoside phosphorylase, adenosine 
deaminase, guanylate kinase, uracil/thymidine dehydrogenase, cytidine deaminase, thymidine phosphorylase, and dihydrooro-
tate dehydrogenase . Activities of plasma purine nucleoside phosphorylase, adenosine kinase, IMP dehydrogenase, and lympho-
cyte purine nucleoside phosphorylase, adenosine deaminase, and adenosine kinase activities had the highest correlations with 
minimal SLE activity and represented candidate markers for the disease severity . Conclusion. The studied enzymatic patterns can 
be used as auxiliary markers of SLE activity, with special emphasis on minimal disease activity .

Keywords: adenosine deaminase; adenosine kinase; guanylate kinase, dihydroorotate dehydrogenase; IMP dehydrogenase; 
purine nucleoside phosphorylase; thymidine kinase; thymidine phosphorylase; uracil/thymidine dehydrogenase; cytidine 
deaminase; systemic lupus erythematosus; lymphocytes; blood . 
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Введение
Системная красная волчанка (СКВ) – аутоиммун-

ное системное заболевание соединительной ткани , ха-
рактеризующееся широким спектром клинических про-
явлений и непредсказуемым течением  [1]. Механизмы 
индукции и прогрессирования СКВ являются объектом 
интенсивного изучения с 50-х гг. XX в, когда это забо-
левание было выделено в отдельную нозологическую 
единицу, однако начальные этапы патогенеза, равно как 
и этиология этого тяжелого заболевания окончательно  
не раскрыты. Отчасти вследствие многочисленных «бе-
лых пятен» в концепции этиопатогенеза, отчасти ввиду 
выраженного полиморфизма клинических и иммуно-
логических проявлений, верификация  диагноза СКВ, 
как правило, вызывает существенные затруднения, в 
особенности на начальных этапах болезни.

Принято считать, что основная причина характер-
ного для СКВ поражения различных органов и тканей 

– аутоиммунное воспаление, которое, в свою очередь, 
является следствием активации Th2-зависимого син-
теза аутоантител [2- 4]. Высокая частота поражения 
жизненно важных органов при естественном течении 
СКВ наряду с отсутствием эффективных и избиратель-
ных способов подавления волчаночного воспаления 
вынуждает ревматологов использовать неспецифиче-
ские методы иммуносупрессии. По этой причине ос-
нову лечения тяжелых форм СКВ в настоящее время 
составляют цитостатические иммунодепрессанты 
(ЦС), глюкокортикостероиды и B-лимфоцитотропные 
моноклональные антитела. Всем препаратам , и в осо-
бенности  ЦС, присущи серьезные побочные эффек-
ты, коррелирующие с дозой и длительностью приме-
нения препарата [5]. 

ЦС, применяемые при СКВ, отличаются различны-
ми механизмами воздействия на иммунокомпетентные 
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клетки [6]. Циклофосфамид, являясь алкилирующим 
агентом, вызывает химические изменения в молекуле 
ДНК, что наиболее выражено в пролиферирующих лим-
фоцитах и приводит к их апоптозу. Циклоспорин А по-
средством циклофиллин-опосредованного ингибиро-
вания кальциневрина влияет на передачу внутриклеточ-
ных сигналов и секрецию цитокинов Т-лимфоцитами. 
Однако точкой приложения большинства ЦС, исполь-
зуемых при СКВ, является обмен пуриновых нуклеоти-
дов. Известно, что азатиоприн тормозит синтез ДНК 
посредством образования тиогуаниновых нуклеотидов, 
которые затем включаются в состав ДНК, а также ин-
гибируют синтез и взаимное превращение аденина, ги-
поксантина и гуанина. Под влиянием метотрексата не 
только снижается активность тетрагидрофолатредукта-
зы, но и опосредованно подавляется синтез пуринов и 
пиримидинов de novo. Наконец, механизм иммуносу-
прессивного действия микофенолата мофетила связан 
главным образом с ингибированием инозинмонофос-
фатдегидрогеназы, ключевого фермента синтеза гуано-
зина. Считается, что отчетливый иммуносупрессивный 
эффект этих ЦС связан с особенностью метаболизма 
лимфоцитов: пролиферация последних в  большей сте-
пени зависит от синтеза пуриновых и пиримидиновых 
оснований de novo, чем от их поступления  извне [6].

Ввиду этого, изучение метаболизма пуриновых и 
пиримидиновых оснований при СКВ весьма востре-
бовано не только с позиций фундаментальной науки, 
но и в аспекте разработки инновационных средств ле-
чения СКВ, а также перехода к персонализации имму-
носупрессивной терапии. В рамках бурно развиваю-
щегося в последнее время направления – метаболоми-
ки, появляется возможность идентификации в 
различных биологических средах весего комплекса 
низкомолекулярных метаболитов, в том числе и пури-
новых и пиримидиновых нуклеотидов [7]. Не менее 
важным является и энзимное профилирование, по-
скольку именно ферменты являются как перспектив-
ными предикторами ответа на терапию, так и наибо-
лее удобными «мишенями» для селективных терапев-
тических воздействий на метаболизм.

Цель  исследования – описание профиля активно-
сти ключевых ферментов пуринового и пиримидино-
вого метаболизма в плазме крови и в лизатах циркули-
рующих лимфоцитов у больных системной красной 
волчанки.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 

добровольного информированного согласия всех па-
циентов. Работа одобрена этическим комитетом 
ФГБНУ «НИИ клинической и экспериментальной рев-
матологии». Исследование включало 50 больных СКВ: 
43 (86%) женщины и 7 (4%) мужчин в возрасте 35-40 
лет. Отбор больных проводили в ревматологическом 
отделении ГКБ СМП № 25 г. Волгограда. Диагноз уста-
навливали на основании критериев Американской рев-
матологической ассоциации, рекомендованных Ассо-
циацией ревматологов России [1, 8]. Оценка степени 
активности проводилась с использованием шкалы ин-
дексов European Consensus Lupus Activity Measurement 
(ECLAM) [9], а также по шкале В.А. Насоновой с вы-
делением 3 степеней активности [1]. Комплексная те-
рапия больных СКВ включала глюкокортикоиды 
(преднизолон, метилпреднизолон), цитостатики (ци-
клофосфамид, азатиоприн, метотрексат), аминохино-
линовые препараты, нестероидные противовоспали-
тельные средства. Контрольную группу составили 30 
практически здоровых лиц: 24 (80%) женщины и 6 
(20%) мужчин.

Выделение лимфоцитов из венозной крови прово-
дили по методике A. Boyum [10]. Лизаты лимфоцитов 
готовили путем трехкратного замораживания-оттаива-
ния. В плазме крови и лизатах лимфоцитов определяли 
активность ферментов пуринового и пиримидинового 
метаболизма : аденозиндезаминазы (АДА; Е.С. 3.5.4.4), 
аденозинкиназы (АК; Е.С. 2.7.1.20), гуанилаткиназы 
(ГК; Е.С. 2.7.4.8), дигидрооротатдегидрогеназы (ДОДГ; 
Е.С. 1.3.5.2), ИМФ-дегидрогеназы (ИМФДГ; Е.С. 
1.1.1.205), пуриннуклеозидфосфорилазы (ПНФ; Е.С. 
2.4.2.1), тимидинкиназы (ТК; Е.С. 2.7.1.21), тимидин-
фосфорилазы (ТФ; Е.С. 2.4.2.4), урацил/тимидиндеги-
дрогеназы (УДГ; Е.С. 1.17.99.4), цитидиндезаминазы 
(ЦДА; Е.С. 3.5.4.5). Исследование активности фермен-
тов осуществляли спектрофотометрическим методом и 
выражали в нмоль/мин/мл [11-18]. Для лизатов лимфо-
цитов активность приводили к содержанию клеток 
1×107 на 1 мл. Статистическую обработку данных про-
водили с использованием программного пакета Statistica 
6.0. Подбор критериев для сравнения групп осущест-
вляли по общепринятым правилам. Различия считали 
статистически значимыми  при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Поскольку  существенной зависимости уровня ак-

тивности ферментов от пола и возраста выявлено не бы-
ло в дальнейших исследованиях эти факторы не учиты-
вались. Референтные пределы активности ферментов в 
плазме крови и лимфоцитов представлены в табл. 1. 
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Средняя продолжительность заболевания состави-
ла 7,6±0,8 лет. I степень активности патологического 
процесса определялась у 15 (30%) больных, II степень 
– у 25 (50%) и III степень – у 10 (20%) больных. Сред-
няя активность СКВ по шкале ECLAM составила 
6,60±0,30 балла.

У больных СКВ по сравнению с референтной груп-
пой в плазме (табл. 2) выявлено повышение активно-
сти ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, ЦДА, ТК, ДОДГ, сни-
жение активности АДА, ГК; в лизатах лимфоцитов 
(табл. 3) – повышение активности АК, ИМФДГ, ТК и 
снижение активности ПНФ, АДА, ГК, ТФ, ЦДА. У 
больных СКВ с I степенью активности патологическо-

го процесса в плазме (табл. 2) выше активность ПНФ, 
АК, ИМФДГ, ТК, ТФ, УДГ, ДОДГ, ниже активность 
АДА, ГК; в лизатах лимфоцитов (табл. 3) ниже актив-
ность ПНФ, АДА, выше активность АК, УДГ, ИМФДГ, 
ТК.

При анализе индивидуальных энзимных показате-
лей оказалось, что у больных СКВ с I степенью актив-
ности патологического процесса за верхний референт-
ный предел здоровых людей в плазме крови активность 
ПНФ выходила в 86,7% случаев, АК – в 80%, ИМФДГ 
– в 60%. В лимфоцитах активность ПНФ в 78%, АДА 
и АК в 100% случаев выходила за пределы нормы (ни-
же и выше, соответственно).

Таблица 1

Референтные пределы активности ферментов в плазме крови и лизатах лимфоцитов

Фермент
Референтные пределы (М±2σ), нмоль/мин/мл

Плазма крови Лимфоциты
Пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФ) 0,74-1,46 26,91-40,47
Аденозиндезаминаза (АДА) 5,54-8,86 38,35-47,91
Аденозинкиназа (АК) 7,85-9,69 15,36-22,96
Гуанилаткиназа (ГК) 2,22-5,66 2,76-10,68
Урацил/тимидиндегидрогеназа (УДГ) 0,25-1,21 2,63-5,07
ИМФ-дегидрогеназа (ИМФДГ) 1,49-2,97 1,28-6,40
Цитидиндезаминаза (ЦДА) 0,33-1,29 2,15-4,95
Тимидинкиназа (ТК) 0,40-0,96 1,55-2,71
Тимидинфосфорилаза (ТФ) 0,41-1,17 2,23-4,43
Дигидрооротатдегидрогеназа (ДОДГ) 1,44-5,16 2,29-6,33

Таблица 2

Активность ферментов в плазме крови больных СКВ, (М±m)

Фермент Здоровые, 
n=30

Больные 
СКВ, общая 

группа, 
n=50

Больные 
СКВ,  

I степень 
активности, 

n=15

Больные 
СКВ,  

II степень 
активности, 

n=25

Больные СКВ,  
III степень 

активности, n=10

Пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФ) 0,82±0,06 2,29±0,14* 1,17±0,06* 2,31±0,04* 3,92±0,07*

Аденозиндезаминаза (АДА) 7,2±0,15 5,07±0,13* 6,06±0,09* 5,09±0,05* 3,52±0,06*

Аденозинкиназа (АКА) 8,77±0,08 11,41±0,16* 10,14±0,12* 11,43±0,09* 13,26±0,05*

Гуанилаткиназа (ГК) 3,94±0,16 3,41±0,05* 3,47±0,07* 3,47±0,08* 3,18±0,02*

урацил/тимидиндегидрогеназа (УДГ) 0,73±0,04 1,0±0,02* 0,89±0,02* 1,02±0,02* 1,15±0,01*

ИМФ-дегидрогеназа (ИМФДГ) 2,23±0,07 3,75±0,09* 3,08±0,17* 4,01±0,07* 4,26±0,08*

Цитидиндезаминаза (ЦДА) 0,81±0,04 0,98±0,03* 0,87±0,04 1,03±0,04* 1,06±0,04*

Тимидинкиназа (ТК) 0,66±0,03 1,05±0,03* 0,8±0,02* 1,14±0,03* 1,22±0,01*

тимидинфосфорилаза (ТФ) 0,79±0,03 0,79±0,03 1,06±0,01* 0,74±0,03 0,52±0,01*

Дигидрооротатдегидрогеназа (ДОДГ) 3,3±0,17 3,93±0,04* 3,94±0,08* 3,84±0,06* 4,14±0,03*

Примечание. * р < 0,05. Непарный критерий Стьюдента.
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Нами также изучалась зависимость активности эн-
зимов от индекса ECLAM. Коэффициент корреляции 
индекса активности ECLAM с активностью ПНФ в 
плазме составил 0,57, с активностью АДА в плазме – 
0,62, с активностью АК в плазме – 0,60, с активностью 
ПНФ в лимфоцитах – 0,87, с активностью АДА в лим-
фоцитах – 0,75, с активностью АК в лимфоцитах – 0,78. 
Все значения были статистически значимыми. То есть, 
некоторые изученные энзимные показатели (ПНФ, АК 
и ИМФДГ в плазме крови, ПНФ, АДА и АК в лимфо-
цитах) имеют многообещающие перспективы в каче-
стве индикатора активности СКВ. Это подтверждается 
при сравнении средней активности ферментов в под-
группах, выделенных по степени активности СКВ.

У больных СКВ с II степенью активности в плазме 
(табл. 2) выше активность ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, 
ЦДА, ТК, ДОДГ, ниже активность АДА, ГК (р=0,016); 
в лизатах лимфоцитов (табл. 3) ниже активность ПНФ, 
АДА, ГК, ЦДА, ТФ, выше активность АК, ИМФДГ, 
ТК. У больных СКВ с III степенью активности в плаз-
ме (табл. 2) выше активность ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, 
ТК, ДОДГ, ЦДА, ниже активность АДА, ТФ, ГК 
(р=0,009); в лизатах лимфоцитов (табл. 3) ниже актив-
ность ПНФ, АДА, ГК, УДГ, ЦДА, ТФ, выше актив-
ность АК, ИМФДГ, ТК.

У больных СКВ с I степенью активности процесса 
по сравнению с больными с СКВ с II степенью в плаз-
ме ниже активность ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, ТК (для 
всех р<0,001), ЦДА (р=0,007), выше активность АДА, 
ТФ (р<0,001); в лизатах лимфоцитов ниже активность 

АК, ИМФДГ, ТК (р<0,001), выше активность ПНФ, 
АДА, ГК, УДГ, ЦДА, ТФ (для всех р<0,001), ДОДГ 
(р=0,014). У больных СКВ с I и II степенью по сравне-
нию с больными СКВ с III степенью в плазме ниже ак-
тивность ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, ТК (для всех 
р<0,001), ЦДА (р=0,007), ДОДГ (р=0,041), выше актив-
ность АДА, ТФ (р<0,001), ГК (р=0,004); в лизатах лим-
фоцитов ниже активность АК, ИМФДГ, ТК (р<0,001), 
выше активность ПНФ, АДА, ГК, УДГ, ЦДА, ТФ, 
ДОДГ (для всех р<0,001).

Таким образом, у больных СКВ прослеживается 
следующая тенденция. С нарастанием активности па-
тологического процесса в плазме повышается актив-
ность ПНФ, АК, УДГ, ИМФДГ, ЦДА, ТК, ДОДГ и 
снижается активность АДА, ТФ; в лимфоцитах снижа-
ется активность ПНФ, АДА, ГК, УДГ, ЦДА, ТФ, 
ДОДГ, повышается активность АК, ИМФДГ и ТК.

  У больных СКВ в плазме крови и лимфоцитах вы-
явлены существенные изменения активности фермен-
тов пуринового и пиримидинового цикла, зависящие 
от степени активности патологического процесса. Вы-
явленные изменения активности ферментов свидетель-
ствуют о повышенной интенсивности процессов ката-
болизма. Учитывая, что в патогенезе СКВ иммунные 
нарушения играют ведущую роль, из всех изученных 
нами энзимов наибольшее значение придается АДА и 
ПНФ. Эти ферменты через регуляцию содержания аде-
нозина и гуанозина в клетках тканей оказывают наи-
большее влияние на функциональные свойства лим-
фоцитов, в особенности на их пролиферацию. 

Таблица 3

Активность ферментов в лизатах лимфоцитов больных СКВ, (М±m)

Фермент Здоровые, 
n=30

Больные СКВ, 
общая группа, 

n=50

Больные СКВ,  
I степень 

активности, n=15

Больные СКВ,  
II степень 

активности, 
n=25

Больные СКВ,  
III степень 

активности, 
n=10

Пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФ) 33,69±0,62 20,84±0,81* 28,2±0,35* 19,71±0,28* 12,66±0,08*

Фденозин дезаминаза (АДА) 43,13±0,44 23,48±1,07* 33,51±0,12* 21,9±0,1* 12,39±0,09*

Аденозинкиназа (АК) 19,16±0,35 34,25±0,7* 27,72±0,11* 35,3±0,11* 41,43±0,06*

Гуанилаткиназа (ГК) 6,72±0,36 5,25±0,09* 5,97±0,11 5,11±0,08* 4,54±0,10*

Урацил/тимидин дегидрогеназа (УДГ) 3,85±0,11 3,88±0,08 4,43±0,08* 3,91±0,07 3,0±0,04*

ИМФ-дегидрогеназа (ИМФДГ) 3,84±0,23 5,58±0,1* 4,92±0,13* 5,63±0,09* 6,41±0,08*

цитидин дезаминаза (ЦДА) 3,55±0,13 3,14±0,07* 3,71±0,05 3,07±0,04* 2,44±0,02*

Тимидинкиназа (ТК) 2,13±0,05 2,9±0,03* 2,66±0,02* 2,93±0,03* 3,15±0,01*

Тимидин фосфорилаза (ТФ) 3,33±0,10 2,98±0,03* 3,17±0,03 2,97±0,02* 2,75±0,04*

дигидрооротат Дегидрогеназа (ДОДГ) 4,31±0,18 4,39±0,06 4,72±0,04 4,38±0,10 3,94±0,03

Примечание. * р < 0,05. Непарный критерий Стьюдента.
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По результатам наших исследований у больных 
СКВ (группа в целом, I-III степень активности пато-
логического процесса) активность ПНФ снижена в 
лимфоцитах, тогда как активность АДА в целом повы-
шена. Такой энзимный дисбаланс влечет за собой на-
копление в лимфоцитах высоких концентраций аде-
нозина и гуанозина, которые, по данным литературы, 
оказывают цитотоксический эффект на лимфоциты и 
вызывают их гибель. Наиболее важным с практической 
точки зрения является торможение созревания и про-
лиферации Т-лимфоцитов в G-фазе, а В-лимфоцитов 
в S-фазе клеточного цикла, подавление супрессорной 
функции Т-лимфоцитов за счет нарушения биосинте-
за РНК и ДНК [19-22]. Спровоцированные энзимным 
дисбалансом нарушения функции иммунокомпетент-
ных клеток могут вносить существенный вклад в про-
грессирование болезни. 

Исследования по изучению активности ферментов 
пуринового метаболизма при ревматических заболе-
ваниях проводились нами и ранее. В частности, при 
ревматоидном артрите и системной склеродермии бы-
ли выявлены изменения активности АДА и ПНФ, при 
этом имела место тесная их корреляция с активностью 
заболевания [23—26]. В данной работе также обнару-
жена отчетливая зависимость активности АДА, ПНФ 
и других ферментов от активности аутоиммунного вос-
паления. В целом, учитывая высокую частоту исполь-
зования цитостатических иммунодепрессантов, влия-
ющих на пуриновый и пиримидиновый метаболизм, 
для окончательной оценки данных маркеров, требуют-
ся дополнительные проспективные исследования. Од-
нако уже сейчас можно сделать вывод о целесообраз-
ности продолжения поиска новых маркеров активно-
сти СКВ и предикторов эффективности и безопасности 
цитостатических иммунодепрессантов среди фермен-
тов пуринового и пиримидинового метаболизма.

Таким образом, нарушения пуринового и пирими-
динового метаболизма, влекущие за собой иммунные 
расстройства, являются одним из звеньев патогенеза 
при СКВ. Целенаправленная коррекция метаболиче-
ских расстройств, направленная на нормализацию кон-
центрации аденозина и гуанозина может сыграть важ-
ную роль в лечении больных СКВ. Для решения вопро-
сов патогенетической терапии необходимы дальнейшие 
дополнительные исследования по изучению содержа-
ния пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов и нукле-
озидов (аденозина, гуанозина и др.) в плазме, а особен-
но в лимфоцитах больных СКВ. Если в процессе даль-
нейших исследований эта гипотеза найдет 
подтверждение, то представится возможность разработ-
ки новых патогенетических подходов к коррекции им-
мунных нарушений при ревматических болезнях за счет 

нормализации активности АДА, ПНФ и, возможно, дру-
гих энзимов пуринового и пиримидинового цикла.
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Влияние маркеров эндотелиальной дисфункции, 
цитокинового статуса, гена коллагена COL1A1_1 на развитие 
фиброза печени у пациентов, злоупотребляющих алкоголем

1Медицинский институт ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», 
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Фиброз печени и его конечная стадия – цирроз являются одной из причин летальных исходов при хронических заболеваниях 
печени . Алкоголь и его метаболиты вызывают накопление внеклеточного коллагена, приводящего к фиброзу, вследствие 
цитокинового дисбаланса, процессов фиброгенеза и фибролиза . Цель. Изучить иммуновоспалительные факторы, ассоциации 
полиморфизма гена коллагена I типа COL1A1_1 C/A (rs1107946) с развитием фиброза печени у пациентов, злоупотребляющих 
алкоголем . Методика. Генотипировано 46 пациентов с фиброзом печени, злоупотребляющих алкоголем (срок употребления 
алкоголя 15,6±9,5 лет) . Группы сформированы в зависимости от стадии фиброза печени, определенного методом непрямой 
эластометрии: 1-я — F0+1 (n=20), 2-я — F3+4 (n=36) . Критерии исключения: острый алкогольный гепатит, хронические заболевания 
печени неалкогольного генеза, общие воспалительные и аутоиммунные процессы . У всех больных определяли концентрации 
интерлейкина (ИЛ)-6, ИЛ-8, ФНО-альфа, VEGF-A, s-ICAM-1, ЭТ-1 . Полиморфизм гена COL1A1_1 определяли методом Real-Time PCR . 
В качестве контрольной группы полиморфизма гена коллагена были обследованы 30 здоровых мужчин и женщин . Результаты. 
Уровни ИЛ-6, ИЛ-8, s-ICAM-1, ET-1 зависили от степени алкогольного фиброза печени: во 2-й группе они были выше, чем в 1-й 
(p<0,05) .  Плотность печени статически значимо (p<0,05) коррелировала с уровнем ИЛ-6 (r=0,6), ИЛ-8 (r=0,77), s-ICAM-1 (r=0,58), 
ET-1 (r=0,56) . Cтатически значимых различий уровней ФНО-альфа и VEGF-A между группами не выявлено (р>0,05) . У больных с 
фиброзом печени, страдающих алкогольной зависимостью, частота встречаемости аллеля А статически значимо выше, чем в 
контрольной группе (38,3% против 12,5%, χ2 = 7,6212; р=0,005768) . Частота гетерозигот СА существенно не отличается в группе 
больных и контрольной группе (38% и 25% соответственно, р=0,4425) . Гомозиготы АА были выявлены только в группе больных с 
фиброзом печени, частота встречаемости составила 19,1% . Заключение. Выявлена прямая корреляционная связь между уровнем 
цитокинов (IL-8, IL-6), молекул эндотелиальной дисфункции (EТ1, sICAM-1) с уровнем фиброза печени . Наличие аллеля А гена 
COL1A1_1 может являться одним из генетических факторов развития фиброза печени у больных, злоупотребляющих алкоголем .
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Liver fibrosis and its final stage – cirrhosis is one of the causes of deaths in chronic liver diseases . Alcohol and its metabolites 
mediate the accumulation of extracellular collagen, leading to fibrosis mediated by cytokine imbalances, processes of fibrogen-
esis and fibrolysis .
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The purpose. To investigate the immune-inflammatory factors and association between the COL1 A1_1 C/A (rs1107946) polymor-
phism and liver fibrosis in patients abusing alcohol . 
Мethods. 46 patients were genotyped (the period of alcohol consumption was 15 .6±9 .5 years) with liver fibrosis, alcohol abus-
ers . They were divided into 2 groups depending on the stage of liver fibrosis: 1- F0+1, n=10; 2- F3+4, n=36 . Exclusion criteria were 
chronic non-alcoholic liver disease, acute alcoholic hepatitis, general inflammatory and autoimmune diseases . We analyzed serum 
concentrations of interleukin (IL)-6, IL-8, TNF-α, VEGF-A, s-ICAM-1, ET-1 and polymorphism of the COL1A1_1 gene was determined 
using the Real-Time PCR analysis . The stage of liver fibrosis was identified with the elastography method (FibroScan, Echosens, 
France) . Results . The levels of IL-6, IL-8, s-ICAM-1, ET-1 depended on the degree of alcoholic liver fibrosis . The liver fibrosis was sig-
nificantly correlated with the level of IL-6 (r = 0 .6), IL-8 (r = 0 .77), s-ICAM-1 (r = 0 .58), ET- 1 (r = 0 .56) (p <0 .05) . There were no signif-
icant differences in the levels of TNF-alpha and VEGF-A between two groups (p> 0 .05) . It was found that the frequency of allele 
A among patients was 38 .3% which is significantly higher than in the control group (12 .5%; р=0 .005768) . The frequency of het-
erozygotes CA was not significantly different between the group of patients and the control group (38% and 25% respectively,  
p = 0 .4425) . Homozygous AA genotypes were revealed only in patients with liver fibrosis, the frequency was 19 .1% . Conclusion. 
A positive correlation between the level of cytokines (IL-8, IL-6), endothelial dysfunction molecules (ET1, sICAM-1) and the level of 
liver fibrosis was revealed . The presence of allele A of the COL1A1_1 gene may be one of the genetic factors involved in the devel-
opment of liver fibrosis in patients abusing alcohol . 

Keywords: liver fibrosis, collagen, cytokines, endothelial dysfunction polymorphisms, genetic markers .
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Введение
Фиброз печени и его конечная стадия – цирроз яв-

ляются одной из основных причин летальных исходов 
при хронических заболеваниях печени [1—4]. Основ-
ными причинами фиброза печени являются вирусные 
гепатиты В, С, D и злоупотребление алкоголем.  Так-
же к формированию фиброза приводят аутоиммунные 
заболевания печени, болезнь Вильсона-Коновалова, 
гемохроматоз, лекарственные поражения печени. 

Употребление гепатотоксичных доз этанола  
(40-80 г/сут) в течение 10-12 лет приводит к развитию 
алкогольной болезни печени (АБП) [5]. Алкоголь и его 
метаболиты опосредуют накопление внеклеточного 
коллагена, приводящего к фиброзу, опосредованных 

цитокиновым дисбалансом, процессами фиброгенеза 
и фибролиза.  

К основным провоспалительным цитокинам, опос-
редующим экспрессию белков острой фазы макрофага-
ми и гепатоцитами, инфильтрацию печени нейтрофи-
лами, относят интерлейкин 6 (IL-6), интерлейкин 8 (IL-
8) и фактор некроза опухоли альфа (TNF-α) [6-9]. 

Перестройка ткани печени в процессе воспаления 
и фиброза сопровождается портальной гипертензией, 
в основе которой лежит внутри- и внепеченочная дис-
функция эндотелия [10]. Молекулы межклеточной ад-
гезии (sICAM-1), эндотелин-1 (EТ-1), васкуло-эндо-
телиальный фактор роста – А (VEGF-A) участвуют в 
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изменении внутрипеченочной микроциркуляции, ан-
гиогенезе при гипоксии и воспалении, и являются мар-
керами повреждения эндотелия [11, 12].  

В формировании и прогрессировании фиброза, 
также, важную роль играют и генетические факторы. 
Изучены полиморфизмы генов, кодирующих алкоголь-
дегидрогеназу, альдегиддегидрогеназу [13], а также ко-
дирующие воспалительные медиаторы, такие как 
TNFα, IL1β, IL10, липополисахаридный рецептор 
CD14 и многие другие [14—17]. Кроме того, важную 
роль в формировании фиброза играют гены, контро-
лирующие процессы гепатоцеллюлярного апоптоза и 
некроза (Bcl-xL, Fas) [5]. При формировании фибро-
за печени происходит значительное увеличение экс-
трацеллюлярного матрикса, в состав которого входит 
несколько типов молекул коллагена, структурные гли-
копротеины, гликозаминогликаны и гиалуронан. Кро-
ме того, при формировании фиброза происходят из-
менения ультраструктуры коллагенов. Мутации, при-
водящие к нарушению структуры волокон коллагена, 
могут приводить к серьезным функциональным дефек-
там соединительной ткани и формированию фиброза 
печени [18]. 

Наиболее распространенным структурным компо-
нентом различных тканей является коллаген 1-го ти-
па. В печени найдено более 10 типов коллагена, в том 
числе 1-го, 3-го и 4-го типов, входящих в состав фи-
брилл. Коллаген печени участвует в формировании ба-
зальных мембран клеток, фиброзных септ и провоци-
рует перисиносуидальный фиброз. Молекула коллаге-
на 1-го типа состоит из 3 полипептидных цепей, ее 
молекулярный вес составляет 290 кД. Цепи молекулы 
(две идентичных α1 и одна α2), отличаются по соста-
ву аминокислот. Тяжесть заболевания усиливается, 
когда мутации затрагивают ген COL1А1, кодирующий 
белок α1-цепи коллагена I типа. Расположен он в хро-
мосоме 17q21.33, содержит 51 экзон и состоит из 38 тыс 
п.н. Мутация представляет собой однонуклеотидную 
замену цитозина на аденин – C\A (rs1107946) [18].

Цель исследования – выявление иммунно-воспа-
лительных факторов, участвующих в развитии фибро-
за печени у пациентов, злоупотребляющих алкоголем 
и изучение корреляции полиморфизма гена COL1 A1_1 
C/A (rs1107946) при фиброзе печени (F0-F4) пациен-
тов, имеющих алкогольную зависимость.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-

циентов. Работа одобрена этическим комитетом РУДН. 
В исследовании принимали участие 46 человек, из них 
35 (76,6%) мужчин, злоупотребляющих алкоголем 
(срок употребления алкоголя 15,6±9,6 лет) с алкоголь-
ной болезнью печени, проходивших лечение в 64-й 
ГКБ г. Москвы или наблюдающихся амбулаторно в 
наркологическом диспансере № 6 Московского науч-
но-практического центра наркологии г. Москвы (НД 
№ 6 ГКУЗ «МНПЦ наркологии ДЗМ»). Алкогольный 
генез подтверждался фактом признания злоупотребле-
ния алкоголем самим пациентом и/или его родствен-
никами, позитивными ответами на опросники САGЕ 
и AUDIT, клиническими и лабораторными признака-
ми хронической алкогольной интоксикации (ХАИ) [23, 
24]. Из исследования исключали пациентов с серопо-
зитивной реакцией на антитела к вирусам гепатита, 
страдающих хроническими заболеваниями печени не-
алкогольной этиологии, а также с острым алкоголь-
ным гепатитом, наличием отечно-асцитического син-
дрома с более чем 5-кратным повышением уровня 
трансаминаз [25].

Степень фиброза печени (F) определяли методом 
непрямой эластометрии с помощью аппарата «Фибро-
скан» (FibroScan) (Франция). Стадия F0 ставилась при 
показателе плотности печени до 5,8 кПа, F1 – от 5,9 до 
7,2 кПа, F2 – от 7,3 до 9,5 кПа, F3 – от 9,6 до 12,5 кПа, 
F4 (цирроз) – более 12,5 кПа [25]. 

Все пациенты, злоупотребляющие алкоголем, бы-
ли разделены на группы в зависимости от степени фи-
броза печени: группа I - пациенты с низкой степенью 
фиброза печени (F0+F1), группу II составили пациен-
ты с выраженной степенью фиброза печени (F3+F4). 
Больных со 2-й степенью фиброза выявлено не было. 
Группы были сопоставимы по возрасту, полу, индек-
су массы тела (ИМТ) и алкогольному анамнезу. Ос-
новные клинико-демографические показатели иссле-
дуемых групп представлены в табл. 1. 

Через 7 сут после поступления в стационар на фо-
не гарантированной абстиненции (воздержания от упо-
требления алкоголя) определяли содержание маркеров 
эндотелиальной дисфункции (ЭД) и цитокинов с ис-
пользованием коммерческих ИФА наборов в лабора-
тории биохимии Национального научного центра нар-
кологии – филиала ФГБУ НМИЦ ПН МЗ РФ им В.П. 
Сербского». Содержание IL-6, VEGF-A, s-ICAM-1, 
TNF- α в сыворотке крови определяли с использова-
нием коммерческих ИФА-наборов фирмы Bender 
MedSystems (Австрия). ИЛ-8 – с помощью ИФА-на-
бора фирмы Invitrogen (США). Эндотелин 1-21 опре-
деляли ИФА-набором фирмы Biomedica (Австрия). Из 
цельной крови выделяли тотальную ДНК на колонках 
с помощью набора реагентов «К-Сорб» (#EX-514, Син-
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тол, Россия). В качестве референсных значений ис-
пользовали концентрации маркеров 15 здоровых до-
норов, согласно методическим рекомендациям руко-
водства соответствующих наборов. В качестве 
контрольной группы исследования полиморфизма ге-
на коллагена были обследованы 30 здоровых мужчин 
и женщин без фиброза печени.  Для генотипирования 
проводили выделение геномной ДНК из цельной кро-
ви. Кровь собирали в пробирки с EDTA и хранили при 
температуре -20 ºС. ДНК выделяли из лейкоцитов кро-
ви наборами «ДНК-Экстран-1» производства ООО 
«Синтол». Полиморфизм гена COL1A1_1 определяли 
методом Real-Time PCR на амплификаторе CFX-96, 
BioRad.

Статистический анализ проводили с использова-
нием программного обеспечения Statistica (версия 8.0 
для Windows) и R-language с применением стандарт-
ных алгоритмов вариационной статистики в зависи-
мости от характера распределения данных. С учетом 
малого размера выборки и проведенных тестов (кри-
терии Колмогорова-Смирнова, Шапиро-Уилка, ящич-
ная гистограмма), распределение большинства пока-
зателей не было ненормальным. Оценка статис- 
тической значимости различий между группами осу-
ществлялась с помощью непараметрического крите-
рия Манна-Уитни.  Корреляционный анализ был осу-
ществлен с использованием статистики Спирмена. Для 
сравнения частот аллелей и генотипов исследуемых 
признаков использовали таблицы сопряженности и 
критерий хи- квадрат (χ2) с поправкой Йейтса при ожи-

даемых частотах более 10 и точный критерий Фишера 
при ожидаемых частотах менее 10. Статистически зна-
чимыми считались результаты при значениях p<0,05.

Результаты и обсуждение
Низкая степень фиброза (F0+F1) была выявлена у 

10 (21,7%) пациентов (нулевая у 7 (15,2%), 1-я –  
у 3 (6,5%), 2-я степень не встречалась), высокая 
степень фиброза (F3+F4) у 36 (80,9%) пациентов, в том 
числе 3-я у 2 (4,3%) и 4-я у 34 (76,6%) пациентов. 
Сравнительная характеристика сформированных 
групп представлена в табл. 2.

Статистически значимые отличия выявлены в 
группе с высокой степенью фиброза печени, в 
которой отмечалось повышение степени фиброза 
печени (60,5 [15,4;75] кПа), уровня С-РБ, ГГТП, об-
щего билирубина, увеличение размера воротной вены 
и снижение уровня ХЭ, альбумина, гемоглобина, ПИ 
по сравнению с показателями группы с низкой 
степенью фиброза. Во всех группах наблюдалась 
сохранность функции почек (табл. 2). В группе тяже-
лого фиброза печени было зарегистрировано 3 
летальных исхода.  

Уровни цитокинов и маркеров эндотелиальной дис-
функции у пациентов, злоупотребляющих алкоголем.  
Во всех группах пациентов с АБП концентрация ин-
терлейкинов 6 и 8 (IL-6 и IL-8) была выше референс-
ных значений. В группе с выраженной стадией фибро-
за печени уровень IL-6 и LI-8 был статистически зна-

Таблица 1

Сравнительная характеристика пациентов, включенных в исследование (n=46)

Показатель Группа I (n=10)
Низкая степень фиброза печени (F0+1)

Группа II (n=36)
Высокая степень фиброза печени (F3+4)

Степень фиброза (F), %
0
1
2
3
4

7 (70,0)
3 (30,0)

0
0
0

0
0
0

2 (5,6)
34 (94,4)

Плотность печени, кПа 4,45 [3,05;5,5] 60,5 [15,4;75]*
Возраст, годы 48,9±13,4 51,3±11,1
Пол М/Ж, n (%) 7 (70,0)/3(30,0) 28 (77,8)/8(22,2)

ИМТ, кг/м2 31,1±7,9 26,1±4,4
Срок употребления алкоголя (годы) 18,5±9,4 15,5±9,6
Число положительных ответов по тесту САGЕ 3,2±0,7 3,5±0,5
Число положительных ответов по тесту AUDIT 20,8±5,7 22,6±4,0

Примечание. Здесь и далее данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (LQ-UQ); * – p<0,01 между группами I 
и II; сравнительную характеристику рассчитывали  по U-критерию Маннa-Уитни.
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чимо выше по сравнению с 1-й группой. Выявлена 
прямая корреляция между уровнем интерлейкинов и 
плотностью печени по данным эластометрии. Уровень 
TNF- α был выше референсных значений в обеих груп-
пах, при этом между группами статистически значи-
мых различий выявлено не было. Не было выявлено 
ассоциаций между концентрацией TNF- α и плотно-
стью печени (табл. 3). 

Уровень васкуло-эндотелиального фактора роста-А 
и концентрация молекул межклеточной адгезии были 
выше референсных значений в группах, злоупотребля-
ющих алкоголем. Концентрация s-ICAM-1 была ста-
тистически значимо выше у больных с выраженной 
стадией фиброза печени, по сравнению с группой 
F0+1, при этом выявлена прямая корреляция между 
плотностью печени и концентрацией s-ICAM-1. Уро-
вень ET-1 был повышен только в группе выраженно-
го фиброза, в то же время его концентрация ассоции-
ровалась с плотностью печени (табл. 3).

Генетические детерминанты фиброгенеза. Проведен 
анализ частот встречаемости аллелей А и С, а также 

генотипов СС, С/А и АА гена COL1A1_1 у больных с 
фиброзом печени, страдающих алкогольной зависи-
мостью. Согласно данным генетического анализа, ча-
стота встречаемости аллеля А в группе фиброза пече-
ни статистически значимо выше, чем в контрольной 
группе и составляет 38,3% (χ2 = 7,6212; р = 0,005768). 
Частота встречаемости аллеля А в контрольной груп-
пе составила 12,5%. Частота гетерозигот А  значимо не 
различались в экспериментальной и контрольной груп-
пах и составляет 38% и 25% соответственно. Гомози-
готы АА были выявлены только в группе больных с фи-
брозом печени (табл. 4). 

Таким образом,  уровень всех исследуемых цито-
кинов и маркеров эндотелиальной дисфункции у лиц, 
злоупотребляющих алкоголем повышался. Однако, при 
тяжелом фиброзе печени (≥F3) статистически значи-
мо повышались только уровни IL-6, IL-8, s-ICAM-1 и 
ET-1.  

По данным литературы наличие алкогольной бо-
лезни печени сопровождается изменением цитокино-
вого профиля за счет нарастания концентраций IL-6, 

Таблица 2

Сравнительная характеристика и лабораторные показатели пациентов, включенных в исследование (n=46)

Показатели Группы пациентов
 I. 

(F0+1)
(n=10)

II. 
(F3+4)
(n=36)

Гемоглобин, г/л (N 120-160) 145,0 [122;160] 110,0 [94;128,5]*
Лейкоциты, тыс/мкл (N 4-9) 7,8 [7,2;8,7] 6,9 [5,2;8,7]
Тромбоциты, тыс/мкл (N 180-400) 188,0 [134;334] 168,0 [139;253]
СОЭ, мм/час (N<15) 15,0 [12;35] 34,5 [10;49]
С-РБ мг/л (N 0-5) 2,1 [2;2,1] 13,4 [9,4;46]**
АЛТ, Ед/л (N 0-50) 31,2 [18;74] 30,4 [17,1;58,8]
АСТ, Ед/л (0-50) 39,0 [22,5;58,1] 71,1 [39,6;152,5]
ГГТП, Ед/л (N 0-55) 57,0[39;105] 274,0 [104;409]*
Билирубин общий, мкмоль/л (N 3-21) 11,2 [9,1;23,4] 51,0 [15,4;162,4]**
ЩФ, Е/л (N 30-120) 89,0 [50,5;372,5] 165,0 [1123;203]
Общий белок, г/л (N 66-83) 75,0 [57,9;77,1] 68,3 [58,4;75]
Альбумин, г/л (N 35-52) 38,9 [38,4;40] 24,4 [22,2;32,3]*
Холестерин, ммоль/л (N 4,5-5,5) 4,6 [3,1;5,04] 3,9 [2,96;4,95]
Холинэстераза, Ед/л (N 3,93-11,5) 5,5 [4,1;6,1] 2,35 [1,95;3,45]**
ПИ, % (N 70-140)  92,5 [77;100]  58,0 [38,5;77,5]**
Креатинин, мкмоль/л (N 59-104) 84,5 [77;107] 77,0 [60;103]
Воротная вена, мм (N< 12 мм) 11,0 [11;12] 13,0 [12;14]*
Асцит, n % 0 26 (72,2)

Примечание. Здесь и далее данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (LQ-UQ); * — p<0,01; ** — р<0,05  меж-
ду группами I и II; сравнительная характеристика посчитана по U-критерию Манна-Уитни.
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IL-8 и TNF-α [19] и увеличение уровней IL-6 и IL-8 по 
мере прогрессирования заболевания печени [27]. Кро-
ме того, у лиц, злоупотреблявших алкоголем, наибо-
лее высокие концентрации IL-8 наблюдались при 
остром алкогольном гепатите, в то время как при цир-
розе печени чаще отмечалось умеренное повышение 
[20, 28], в другом исследовании IL-8 повышался толь-
ко по сравнению со здоровыми добровольцами и не 
имел существенных изменений при прогрессировании 
заболевания [27]. В данном исследовании IL-6 и IL-8 
повышались на фоне злоупотребления алкоголем и 
значимо увеличивались при прогрессировании фибро-
за.

При алкогольной болезни печени выявляено по-
вышение уровня TNF-α в сыворотке крови [29]. Из-
вестно, что TNF-α способствует прогрессированию 
фиброза печени за счет активации других цитокинов, 
маркеров повреждения сосудов, апоптической актив-
ности, повышаясь при циррозе печени по сравнению 
со здоровыми людьми [19]. Наблюдается обратная кор-
реляция с тяжестью заболевания печени при острой 
декомпенсации печеночной функции [30]. По нашим 

данным повышение концентрации TNF-α наблюда-
лась у лиц, злоупотреблявших алкоголем, по сравне-
нию с референсными значениями и не зависили от тя-
жести фиброза печени.

Маркеры эндотелиальной дисфункции изучены в 
меньшей степени, чем цитокины. В ранних исследова-
ниях отмечалось повышение уровня s-ICAM-1 при дли-
тельном употреблении алкоголя [31], циррозе печени и 
остром алкогольном гепатите [32]. По нашим данным у 
лиц, злоупотребляющих алкоголем, наблюдалось повы-
шение s-ICAM-1 выше референсных значений, при 
этом статистически значимое повышение отмечалось 
только при тяжелом фиброзе печени (≥F3). VEGF-A ас-
социируется с развитием портальной гипертензии и из-
менениями микроциркуляции на фоне гипоксии и про-
грессировании ЦП. Повышение концентрации VEGF-A 
наблюдалось у лиц на фоне злоупотребления алкоголем 
на различных стадиях поражения печени [33, 34]. По на-
шим данным концентрация молекул VEGF-A повыша-
лась на фоне злоупотребления алкоголем, но не зави-
сила от стадии фиброза печени.  

Менее изученной является молекула ET-1. Извест-
но, что концентрация ET-1 повышается при алкоголь-
ной болезни печени и коррелирует с прогрессирова-
нием фиброза и портальной гипертензией [11]. Наши 
данные показывают повышение уровней ET-1 только 
при тяжелом фиброзе печени и наличии прямой кор-
реляции с плотностью печени. 

Нами выявлена прямая корреляция маркеров вос-
паления (IL-6, IL-8) и маркеров эндотелиальной дис-
функции (s-ICAM, ET-1) с плотностью печени, что со-
ответствует данным других исследований [11, 19, 28, 
35], что отражает роль процессов воспаления в фибро-
генезе.

Таблица 3

Цитокины и маркеры ЭД у лиц, злоупотребляющих алкоголем

Показатели Группы пациентов r, p<0,05
Референсные значения I (F0+1) (n=10) II (F3+4) (n=36)

IL-6, пг/мл 0,5±0,2 2,38 [1,2;2,84] 13,0 [3,1;26] # 0,6
IL -8, пг/мл 0,4±0,3 1,6 [0,0;5,9] 30,7 [12,4;80,5] # 0,77
TNF-α, пг/мл 0,1±0,057 0,22 [0,22;0,24] 0,27 [0,22;0,29] -
VEGF-A, пг/мл 273,6±38 746,8 [354,2;1827,2] 996,4 [428,6;1572,4] -
s-ICAM, нг/мл 311±27 469,0 [288;645] 1120,0 [621;1569],# 0,58
ET-1, фмоль/мл 1,16±0,15 0,0 [0;0,2] 1,45 [0,5;2,8] # 0,56

Примечание. Здесь и далее данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (LQ-UQ); # – р<0,05; межу группами I и 
II; сравнительная характеристика посчитана по U-критерию Манна-Уитни; r – коэффициент корреляции Спирмана исследуемых параметров 
с плотностью печени по данным непрямой эластометрии.

Таблица 4

Частоты аллелей и генотипов гена COL1A1_1 C\A (rs1107946) в ис-
следованных выборках

Частоты генов  
и генотипов

Фиброз Контроль (%)

А 38,3% 12,5%
С/С 40% 75%
С/А 38% 25%
А/А 19,1% 0%
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25. Ledinghen V, Vergniol J. Transient elastography (FibroScan). Gas-
trœntérol Clin Bio. 2008; 32: 58-67.
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sound in Medicine & Biology. 2017; 43 (1): 150.
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Clin Exp Res. 2006; 30: 720–30.

29. McClain CJ, Barve S, Deaciuc I. Tumor necrosis factor and alco-
holic liver disease. Alcohol Clin Exp Res. 1998; 22(5): 248-52.

Нами выявлены статистически значимые ассоци-
ации между носительством аллеля А и гомозиготы АА 
с тяжестью фиброза печени. Аллель А, встречался зна-
чимо чаще в группе фиброза печени по сравнению с 
контролем (38,3 % и 12,5% соответственно), а гомози-
готы АА были выявлены только в группе фиброза и не 
встречались в контрольной группе. Таким образом, 
можно предположить, что носительство аллеля А гена 
COL1A1_1, особенно в гомозиготном состоянии, мо-
жет являться одним из генетических факторов разви-
тия фиброза печени у больных, злоупотребляющих ал-
коголем. Эти результаты соотносятся с данными лите-
ратуры о накоплении коллагена I типа в ткани печени 
[18].

Таким образом, у лиц алкогольной болезнью пече-
ни отмечается повышение маркеров иммунно-воспа-
лительных реакций и эндотелиальной дисфункции, 
особенно на выраженной стадии фиброза печени.                                                                                                                             
Прогрессирование фиброза печени сопровождается 
изменением интерлейкинового профиля и маркеров 
эндотелиальной дисфункции, находящихся в прямой 
связи с плотностью ткани печени. Выявлена прямая 
корреляционная связь между уровнем цитокинов (IL-
8, IL-6), молекул эндотелиальной дисфункции (ET-1, 
s-ICAM-1) с уровнем фиброза печени. Носительство 
аллеля А гена COL1A1_1, особенно в гомозиготном со-
стоянии, может являться одним из генетических фак-
торов развития фиброза печени у больных, злоупотре-
бляющих алкоголем.
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Патофизиологические механизмы иммунной реактивности 
печени в условиях длительного экспериментального 
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В условиях непрерывного воздействия неблагоприятных факторов окружающей и производственной среды на человека особую 
актуальность приобретает изучение механизмов, поддерживающих гомеостаз организма . Длительное поступление фторидов 
в организм приводит к формированию хронической фтористой интоксикации, патогенез которой вызывает многочисленные 
споры и дискуссии . До сих пор недостаточно внимания уделяется изучению висцеральной патологии, обусловленной наруше-
ниями иммунного статуса в условиях воздействия на организм соединений фтора . Практически отсутствуют исследования по 
изучению иммунной реактивности, определяющей морфофункциональный характер ответной реакции печени на ранних ста-
диях развития фтористой интоксикации . Цель работы – изучение действий патофизиологических механизмов иммунной реак-
тивности печени при субхроническом действии на организм соединений фтора . Методика. Опыты проведены на 210 лабора-
торных крысах-самцах массой 180-220 г ., разделенных на 2 группы: контрольную (n=80) и группу животных с субхроническим 
действием фторида натрия (n=130) . Экспериментальные животные в течение 12 нед имели свободный доступ к водному рас-
твору фторида натрия (концентрация 10 мг/л, что составляет суточную дозу фтора 1,2 мг/кг массы тела) . Для изучения иммуно-
логических и биохимических показателей забирали кровь из хвостовой вены через 1, 3, 6, 9, 12 нед от начала эксперимента . Для 
оценки состояния гуморального звена иммунитета определяли уровень сывороточных иммуноглобулинов (IgA, IgG, IgM) имму-
ноферментным анализом с помощью наборов реактивов ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск) . Уровень сывороточных цитокинов: 
TNF-α, IL-1β, 2, 4, 6, 10 определяли на анализаторе Multiskan EX методом иммуноферментного анализа с использованием набо-
ров «Вектор Бест» (Новосибирск) . Подсчет общего количества лейкоцитов произведен классическим способом в камере Горя-
ева, анализ лейкоцитарной формулы – в окрашенных мазках периферической крови . Метаболические изменения оценивали 
по активности ферментов в ткани печени: щелочной фосфатазы (ЩФ), аланин- и аспартатаминотрансфераз (АЛТ, АСТ), лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ), гаммаглутамилтранспептидазы (γ-ГТ) . Активность ферментов определяли унифицированными методами 
с помощью наборов реактивов ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск) на фотометре PM-750 (Германия) .
Гистологические исследования печени осуществляли после декапитации крыс, проводимой под эфирным наркозом . Резуль-
таты. Показано, что субхроническое воздействие фторида натрия сопровождается формированием внутриклеточных и 
внутрисосудистых повреждений печени . Активация медиаторов воспаления и развитие иммунологических нарушений в 
динамике эксперимента способствуют формированию системной воспалительной реакции, которая приводит к появле-
нию стойких морфологических нарушений в печени и изменению активности ферментов основных метаболических путей . 
Заключение. Полученные результаты могут быть использованы при разработке и проведении профилактических меро-
приятий в условиях воздействия на организм высоких концентраций фтора с последовательным применением детокси-
кационной, иммуномодуляторной и органопротекторной коррекции . 

Ключевые слова: фтористая интоксикация; иммунный ответ; метаболизм; ферментативная активность; 
морфологические изменения; печень; крысы .
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Studying mechanisms, which maintain the body homeostasis, is particularly important in the conditions of continuous impact 
of adverse environmental and manufacturing factors . Long-term exposure to fluorides leads to chronic fluoric intoxication, the 
pathogenesis of which is a subject of multiple controversy and discussions . Not enough attention is still paid to elucidating the 
visceral pathology associated with fluorine-induced immune disorders . There are virtually no studies of immune reactions that 
define the morphofunctional nature of the liver response to early stages of fluoric intoxication . Aim. To study pathophysiological 
mechanisms of hepatic immune reactivity in subchronic exposure of the body to fluorine compounds . Methods. Experiments 
were performed on 210 male rats weighing 180-220 g . The animals were divided into two groups: 1) control (n=80) and 2) sub-
chronic exposure to sodium fluoride (n=130) . The rats had free access to a 10 mg/l aqueous solution of sodium fluoride (daily dose, 
1 .2 mg/kg body weight) for 12 weeks . Blood was withdrawn from the caudal vein at 1, 3, 6, 9, and 12 weeks of the experiment for 
immunological and biochemical tests . Histological study of the liver was performed after decapitation of rats under ether anes-
thesia . Results. The subchronic exposure to sodium fluoride was associated with intracellular and intravascular damage of the 
liver . Activation of inflammatory mediators and development of immunological disorders during the experiment contributed to 
a systemic inflammatory reaction, which resulted in persistent morphological injuries of the liver and changes in enzyme activ-
ities in major metabolic pathways . Conclusion. The study results can be used for development and implementation of preven-
tive measures against the effects of high fluorine concentrations, which would include a successive use of detoxification, immu-
nomodulation and organ protection .

Keywords: fluoride intoxication; immune response; metabolism; enzymatic activity; morphological changes; liver; rats .

For citation: Kazitskaya A .S ., Yadykina T .K ., Bugaeva M .S ., Zhukova A .G ., Mikhailova N .N ., Gorokhova L .G . Pathophysiological 
mechanisms of immune reactivity of the liver under the conditions of prolonged experimental exposure of sodium fluoride 
on the body to sodium fluoride .Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and 
Experimental Therapy, Russian Journal). 2019; 63(3): 64-72 . (in Russian) .

DOI: 10 .25557/0031-2991 .2019 .03 . 64-72
For correspondence: Anastasiya S. Kazitskaya, Candidate of Biological Sciences, Senior Researcher of the laboratory of molecular-
genetic and experimental researches, Federal State Budgetary Scientific Institution «Research Institute for Complex Problems of Hygiene 
and Occupational Diseases», е-mail: anastasiya_kazitskaya@mail .ru
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest .
Acknowledgments. The study had no sponsorship .
Information about authors: 
Kazitskaya A .S ., http://orcid .org/0000-0001-8292-4810
Yadykina T .K ., https://orcid .org/0000-0001-7008-1035
Bugaeva M .S ., https://orcid .org/0000-0003-3692-2616
Zhukova A .G ., http://orcid .org/0000-0002-4797-7842
Mikhailova N .N ., https://orcid .org/0000-0002-1127-6980
Gorokhova L .G ., http://orcid .org/0000-0002-0545-631X 
Received 13 .08 .2018

Введение
 В условиях непрерывного воздействия на человека 

неблагоприятных факторов окружающей и производ-
ственной среды особую актуальность приобретает изуче-
ние механизмов, поддерживающих гомеостаз организ-
ма. Печень играет ведущую роль в установлении гомео-
статического равновесия, являясь полифункциональным 
органом, участвующим в метаболизме белков и липидов, 
рециркуляции желчных кислот, формировании иммун-
ного ответа и детоксикации токсичных веществ экзоген-
ного и эндогенного происхождения [1–3]. 

Длительное поступление фторидов в организм при-
водит к формированию хронической фтористой ин-
токсикации (ХФИ), патогенез которой вызывает мно-
гочисленные споры и дискуссии [4—7]. Понимание 
патогенеза ХФИ актуально для прогнозирования ри-
сков здоровью людей, проживающих в регионах с вы-
соким содержанием фторидов или имеющих профес-
сиональный контакт с данными соединениями. До сих 
пор недостаточно внимания уделяется изучению вис-
церальной патологии, обусловленной нарушениями 
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иммунного статуса в условиях воздействия на организм 
соединений фтора [8, 9]. Практически отсутствуют ис-
следования по изучению иммунной реактивности, 
определяющей морфофункциональный характер от-
ветной реакции печени на ранних стадиях развития 
фтористой интоксикации [10, 11]. 

Цель исследования – изучение патофизиологиче-
ских механизмов иммунной реактивности печени в от-
вет на хроническое поступление в организм соедине-
ний фтора.  

Методика
Исследование проводили в соответствии с между-

народными правилами Европейской конвенции по за-
щите позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и иных целей «Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals» (Страсбург, 1986), «Прави-
лами лабораторной практики в РФ (GLP)» (утвержде-
ны приказом Министерства здравоохранения РФ от 
19.06.2003, № 267). Для проведения исследований бы-
ло получено разрешение биоэтического комитета НИИ 
КПГПЗ (протокол № 3 от 26 ноября 2015 г.). В экспе-
рименте использовано 210 лабораторных крыс-самцов 
180-220 г, содержащихся в стандартных условиях ви-
вария на полноценном сбалансированном рационе. 

Животные разделены на 2 группы: 1-я – контроль 
(n=80) и 2-я – опыт (n=130). Интоксикацию фтором 
моделировали свободным доступом крыс к водному 
раствору фторида натрия (NaF, 10 мг/л), что соответ-
ствует суточной дозе 1,2 мг/кг. Для изучения иммуно-
логических и биохимических показателей забирали 
кровь из хвостовой вены через 1, 3, 6, 9, 12 нед от на-
чала эксперимента. Для оценки состояния гумораль-
ного звена иммунитета определяли уровень сыворо-
точных иммуноглобулинов (IgA, IgG, IgM) иммуно-
ферментным анализом с помощью наборов реактивов 
ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск). Уровень сыворо-
точных цитокинов: TNF-α, IL-1β, 2, 4, 6, 10 определя-
ли на анализаторе Multiskan EX методом иммунофер-
ментного анализа с использованием наборов «Вектор 
Бест» (Новосибирск). Подсчет общего количества лей-
коцитов произведен классическим способом в камере 
Горяева, анализ лейкоцитарной формулы – в окрашен-
ных мазках периферической крови. Метаболические 
изменения оценивали по активности ферментов в тка-
ни печени: щелочной фосфатазы (ЩФ), аланин- и 
аспартатаминотрансфераз (АЛТ, АСТ), лактатдегидро-
геназы (ЛДГ), гаммаглутамилтранспептидазы (γ-ГТ). 
Активность определяли унифицированными метода-
ми с помощью наборов реактивов ЗАО «Вектор-Бест» 
(Новосибирск) на фотометре PM-750 (Германия).

В отдельной серии после декапитации крыс, про-
водимой под эфирным наркозом, забирали образцы 
печени для гистологического исследования. Кусочки 
ткани фиксировали в 12% нейтральном формалине, 
далее материал подвергали общепринятым  в гистоло-
гии процедурам. Парафиновые срезы толщиной  
3-5 мкм окрашивали гематоксилином и эозином, пи-
крофуксином по методу Ван Гизона. Анализ и микро-
фотосъемку гистологических препаратов проводили с 
помощью микроскопа Olympus СX31 RBSF (Германия) 
– 10 крат, поле зрения – 20 мм и объектива 20, 40 и 100 
с водной и масляной иммерсией c использованием 
цифровой камеры Levenhuk C800.

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью программного обеспечения IBM 
SPSS Statistics 22 (Лицензионный договор № 20160413-
1 от 22.04.2016). Для определения соответствия данных 
нормальному распределению использовали эксцесс и 
асимметрию. Представление количественных перемен-
ных проводили с помощью средних значений и стан-
дартной ошибки среднего. При нормальном распреде-
лении для сравнения 2 независимых выборок исполь-
зовали параметрический t-критерий Стьюдента, при 
отклонении распределения от нормального использо-
вали непараметрический U-критерий Манна-Уитни с 
представлением данных в виде медианы. Уровень зна-
чимости для отклонения нулевой гипотезы р<0,05. Для 
определения связи количественных признаков приме-
няли корреляционный анализ Пирсона.

Результаты и обсуждение
 Ведущая роль в формировании ответной реакции 

организма на воздействие повреждающих факторов 
принадлежит крови, как одной из наиболее реактив-
ных систем. Начальная иммунная реакция на посту-
пление фтора характеризовалась активацией клеточ-
ного звена иммунитета, в качестве основополагающе-
го защитного механизма. На протяжении 6 нед 
эксперимента наблюдалось статистически значимое 
повышение общего количества лейкоцитов до 11,0±1,2 
(в контроле 6,9±0,9 109/л, p<0,01), обусловленное уве-
личением на 1-й нед относительного числа моноцитов 
до 4,0±0,7 (в контроле 2,8±0,3 109/л, p<0,05), участву-
ющих в формировании и регуляции первичного им-
мунного ответа. К 3-й нед воздействия фторидов на ор-
ганизм животных отмечалось снижение уровня моно-
цитов. Кратковременная циркуляция их в крови с 
последующей миграцией в ткани для дифференциров-
ки в органо- и тканеспецифичные макрофаги позво-
ляет иммунной системе активно участвовать в процес-
се фагоцитоза [12]. 
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Активация клеточного иммунитета на ранних сро-
ках воздействия фторида натрия сопровождалась от-
носительно стабильными показателями гуморального 
звена (табл. 1). На 9—12-й нед число лейкоцитов ста-
тистически значимо снижалось (в 1,3 раза) по сравне-
нию с фоновыми показателями.

Регуляция иммунного ответа осуществляется спец-
ифическими молекулами межклеточного взаимодей-
ствия – цитокинами. Ключевой медиатор иммунного 
ответа – TNF-α играет важную роль в развитии ран-
них стадий воспаления. Повышение уровня TNF-α об-
наруживало на 1-й нед статистически значимую уме-
ренную обратную связь с снижением уровня противо-
воспалительного цитокина IL-10 (r = -0,385; р < 0,05). 

Индукция раннего синтеза TNF-α приводила к ста-
тистически значимому повышению концентрации 
острофазового белка – Сp (табл. 2), что свидетельство-
вало о развертывании воспалительного процесса [13].

Не исключено, что провоспалительные цитокины 
являются инициаторами воспалительного процесса в 
печени за счет активации резидентных печеночных ма-
крофагов – клеток Купфера [14, 15], пролиферация ко-
торых наблюдалась с 1-й нед эксперимента (рис. а).

Являясь начальным звеном иммунного ответа, 
макрофаги играют особую связующую роль между 
местными и системными реакциями. Пролиферация 
органоспецифических макрофагов – клеток Купфе-
ра, участвующих в очищении крови от токсинов, ан-
тигенов и коагулянтов, свидетельствовала об их ак-
тивном участии в организации воспалительного про-
цесса. 

Трехнедельное поступление фтора в организм жи-
вотных приводило к подавлению синтеза IL-1β на фо-
не повышения концентрации мощного его ингибито-
ра – противовоспалительного IL-10. Морфологиче-
ская картина печени на этом сроке характеризовалась 

Таблица 1

Влияние NaF на динамику уровня цитокинов в плазме крови, (М±m)

Показатели Группа животных 1 нед 3 нед 6 нед
TNF-α, пг/мл опыт

контроль
4,9±0,93*
2,9±0,44

4,0±0,45
3,2±0,18

6,6±1,10*
3,2±0,18

IL-1β, пг/мл опыт
контроль

5,8±0,69
6,1±1,45

2,7±0,75**
7,0±0,92

3,4±0,75**
7,0±0,92

IL-4, пг/мл опыт
контроль

2,0±0,15
2,2±0,42

1,0±0,20**
2,8±0,24

1,4±0,37*
2,8±0,24

IL-6, пг/мл опыт
контроль

6,1±1,16
5,6±0,75

5,5±1,18
5,2±0,23

7,6±0,71*
5,2±0,23

IL-10, пг/мл опыт
контроль

1,6±0,07**
2,6±0,47

3,6±0,40*
2,2±0,42

3,8±0,62*
2,2±0,42

Примечание. * – при р ≤ 0,05; ** – при р ≤ 0,01 – статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой.

Таблица 2

Изменение иммунологических показателей в динамике воздействия NaF, (M±m)

Показа-
тель

Срок воздействия
Группа крыс 1 нед 3 нед 6 нед 9 нед 12 нед 

IgА, г/л опыт контроль 0,08±0,01
0,11±0,01

0,09±0,02
0,11±0,01

0,04±0,01
0,06±0,01

0,04±0,01
0,05±0,01

0,04±0,01
0,05±0,01

IgМ, г/л опыт контроль 0,54±0,03
0,51±0,06

0,43±0,02
0,43±0,04

0,49±0,05
0,53±0,04

0,48±0,01*
0,59±0,01

0,46±0,03
0,49±0,03

IgG, г/л опыт контроль 3,6±0,36
3,8±0,14

3,5±0,11
3,9±0,17

3,4±0,13
3,7±0,27

3,1±0,23*
3,7±0,17

3,1±0,18*
3,7±0,09

Ср, мг/дл опыт контроль 20,3±1,5*
16,9±0,7

18,5±1,91
6,7±0,4

14,3±0,5**
16,7±0,3

15,8±0,2*
16,7±0,3

14,3±0,8**
16,6±0,3

Hp, мг/дл опыт контроль 35,2±2,4
32,9±3,5

28,2±3,23
34,2±1,5

28,2±3,1
34,2±1,5

43,0±6,4**
27,6±1,1

42,2±4,0**
25,5±2,3

Примечание. * – при р ≤ 0,05; **– при р ≤ 0,01 – статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой.
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Морфологические изменения в печени крыс в динамике развития фтористой интоксикации; окраска гематоксилин-эозином .

усилением пролиферации фагоцитирующих клеток, 
слабовыраженной лимфоплазмоцитарной инфильтра-
цией в портальных трактах, а также стазированием кле-

ток иммунной системы в сосудах венозного типа  
(рис. б). Увеличение числа двуядерных гепатоцитов на 
фоне дистрофического повреждения клеток указыва-
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ло на усиление регенеративно-восстановительных про-
цессов в печени [16, 17]. 

Ферментативная активность в печени на ранних 
сроках (3-и сут) воздействия фтора характеризовалась 
разнонаправленными изменениями. На фоне стати-
стически значимого снижения активности АСТ, ЩФ 
и ЛДГ в гепатоцитах наблюдалась активация АЛТ – 
фермента, обеспечивающего работу глюкозо-алани-
нового шунта (табл. 3). 

Полуторакратное снижение активности фермента 
АСТ на фоне активации АЛТ свидетельствовало о тор-
можении цикла Кребса в печени и преобладании ана-
болических процессов. Некоторые исследователи свя-
зывают повышение активности АЛТ с развитием им-
мунных повреждений гепатоцитов [18]. 

К 3-й нед эксперимента наблюдалось восстанов-
ление физиологической активности ферментов АСТ и 
ЛДГ; статистически значимое повышение активности 
ЩФ и подавление АЛТ, что свидетельствовало об ак-
тивации основных метаболических путей: гликолиза, 
цикла Кребса, липидного и углеводного обменов.

Таким образом, ранняя ответная реакция организ-
ма (1-я-3-я нед) на поступление фтора характеризова-
лась активацией клеточного звена иммунитета с по-
следующим синтезом регуляторных пептидов, реали-
зацией компенсаторно-приспособительных 
механизмов в печени на фоне начальных изменений 
её морфоструктуры. 

В динамике эксперимента наблюдалось формиро-
вание иммунных нарушений, усугубляющих сдвиг мор-
фофункционального гомеостаза печени. Аккумуляция 
фтора в организме животных способствовала посте-
пенной трансформации адаптивного ответа организ-
ма в ответ патологический. Этот период (с 6-й до 9-й 
нед) характеризовался высокими показателями в кро-

ви TNF-α, который индуцировал синтез провоспали-
тельного цитокина IL-6, являющегося одним из веду-
щих регуляторов метаболических сдвигов, характер-
ных для системного воспаления. Подтверждением 
активного воспалительного процесса являлось сохра-
нение высокой концентрации острофазного белка Hp 
и статистически значимое повышение уровня нейтро-
филов (с 57,5±3,2 109/л в контроле до 65,1±1,6 109/л в 
опыте, р < 0,05). 

Переходный период (6-я нед) сопровождался из-
менением интенсивности функционирования фермен-
тов основных метаболических путей. На фоне стати-
стически значимого снижения активности АЛТ и ЛДГ 
наблюдалось двукратное повышение активности АСТ, 
которое свидетельствовало об активации цикла три-
карбоновых кислот, обеспечивающего энергетические 
потребности организма (табл. 3). 

Морфологическая картина в печени на 6-й нед экс-
перимента характеризовалась доминированием при-
знаков воспаления (рис. в, г). Воздействие фторидом 
натрия в течение 6 нед приводило к развитию в пече-
ни выраженной пролиферации и гиперплазии клеток 
Купфера, усилению лимфоплазмоцитарной инфиль-
трации портальных трактов, стазированию крови в со-
судах. Известно, что длительный стаз охватывает со-
седние капилляры, в результате чего нарушается до-
ставка кислорода и питательных веществ в ткани, а 
также удаление из них продуктов обмена, что может 
играть немаловажную роль в развитии некробиотиче-
ских изменений в печени на 6-й нед эксперимента [19].

К 9-й нед нарушения морфоструктуры печени усу-
гублялись и сопровождались скоплением лейкоцитов в 
синусоидах. Архитектоника печени характеризовалась 
мультифокальной пролиферацией клеток Купфера, вы-
являлись очаги некроза гепатоцитов, что видимо, обу-

Таблица 3

Изменение активности ферментов основных метаболических путей в печени крыс в динамике воздействия NaF

Сроки воздействия АСТ,
(ЕА/гр. тк.)

АЛТ,
(ЕА/гр. тк.)

ЩФ,
(ЕА/гр. тк.)

ЛДГ,
(ЕА/гр. тк.)

К Опыт К Опыт К Опыт К Опыт
3-и сут 52,4 33,9* 76,8 100,5* 750,7 497,6* 702,5 647,4
6-е сут 51,3 42,8 70,3 50,1 781,1 772,8 677,6 394,2*
3 нед 52,9 52,6 80,4 61,3* 703,5 1204,4* 690,6 653,1
6 нед 55,7 102,9* 82,2 47,8* 804,8 779,5 688,6 421,6*
9 нед 51,7 49 80,3 91,5 786,4 735,3 706,5 471,5
12 нед 52,2 11,6* 77,9 68,2 790,2 1045,2* 693,4 1440,0*

Примечание. * – р ≤ 0,05 – статистически значимые отличия от показателей контроля (Mann-Whitney U test; данные представлены в виде 
медианы).
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словлено активацией свободнорадикальных процессов 
[19]. Отмечались существенные деструктивные измене-
ния со стороны микрососудистого русла (гипертрофия 
эндотелиоцитов, полнокровие со стазом эритроцитов), 
приводящие к нарушению межтканевого обмена в пе-
чени (рис. д). 

Увеличение сроков интоксикации до 12 нед изме-
нило метаболическую картину, и она приобрела устой-
чивый патологический характер. Статистически зна-
чимое снижение концентрации IgM и IgG на фоне вы-
сокого содержания лимфоцитов указывало на 
формирование нарушений в процессе созревания 
В-лимфоцитов и невозможности их дальнейшей диф-
ференцировки в клетки плазматического ряда. Сохра-
нение высокой концентрации острофазового белка Нр 
на поздних сроках свидетельствовало о переходе вос-
паления в хроническую форму.

Недостаточность защитных систем организма при-
водила к значительным изменениям активности фермен-
тов основных метаболических циклов в печени. К 12-й 
нед эксперимента на фоне двукратного повышения ак-
тивности ЛДГ и ЩФ наблюдалось подавление активно-
сти АСТ в 4,5 раза по сравнению с показателями контро-
ля. Известно, что уровень ЛДГ может быть увеличен при 
клеточном некрозе или неопластической пролиферации 
клеток [2]. Полученные результаты свидетельствовали о 
невозможности достижения метаболического баланса и 
усилении патологических изменений в ткани печени в 
виде выраженной дистрофии гепатоцитов, увеличения 
количества очагов некроза, фибропластических измене-
ний в портальных трактах, выраженной лимфоплазмо-
цитарной инфильтрации и эндотелиоза сосудов (рис. е). 
По мнению некоторых ученых на процесс фиброзирова-
ния печени прямое воздействие оказывают клетки Куп-
фера, стимулирующие фиброгенез [20]. При этом одни 
специалисты отмечают уменьшение количества рези-
дентных макрофагов при усилении фиброза [21], в то вре-
мя как другие указывают на возрастание их числа [22].

Таким образом, вызывая раннюю экспрессию про-
воспалительных цитокинов и отсроченный противовос-
палительный иммунный ответ, фториды запускают си-
стемную воспалительную реакцию, приводящую к фор-
мированию повреждений печени с последующим 
нарушением ферментативных процессов. Поступление 
фтора в организм животных на ранних сроках (1-3 нед) 
сопровождалось активацией клеточного иммунитета, 
экспрессией провоспалительных цитокинов, пролифе-
рацией в печени органоспецифических макрофагов – 
клеток Купфера. 6-я нед эксперимента характеризова-
лась стабильными показателями гуморального звена им-
мунной системы на фоне сохранившейся высокой 
активности клеточного пула, разнонаправленными из-

менениями концентрации острофазовых белков (↓Ср и 
↑Нр), морфологическими проявлениями воспалитель-
ных реакций в виде выраженной пролиферации и ги-
перплазии клеток Купфера, усиления лимфоплазмоци-
тарной инфильтрации, стазирования сосудов клетками 
иммунной системы.

На стадии истощения иммунной системы (с 9-й нед) 
наблюдалось подавление синтеза сывороточных имму-
ноглобулинов, увеличение концентрации Нр, повыше-
ние относительного числа моноцитов и лимфоцитов на 
фоне снижения абсолютного количества лейкоцитов, 
что свидетельствовало о переходе воспаления в хрони-
ческую форму. Морфологическими проявлениями им-
мунных расстройств на поздних сроках явились разви-
тие выраженной лимфоплазмоцитарной инфильтрации 
портальных трактов и прогрессирование эндотелиоза. 

Полученные результаты могут быть использованы 
при разработке и проведении профилактических ме-
роприятий в условиях воздействия на организм повы-
шенного содержания соединений фтора, с примене-
нием ранней детоксикационной терапии, и поэтапным 
подключением иммуномодуляторной и органопротек-
торной коррекции. 
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Балботкина Е.В., Спириденко Е.А., Каравашкина Т.А., Кутина А.В.

Влияние ингибитора дипептидилпептидазы-4 на выведение 
ионов натрия и воды почками у крыс при изменениях 
водно-солевого баланса

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки «Институт эволюционной физиологии и биохимии имени И .М . Сеченова» 
Российской академии наук, 194223, г . Санкт-Петербург, Россия, пр . Тореза, д . 44

Желудочно-кишечный тракт секретирует широкий спектр пептидов, регулирующих метаболические процессы и влияю-
щих на функции почек и водно-солевой баланс . Эффекты данных биологически активных веществ можно усилить увели-
чением их периода полужизни путем угнетения фермента дипептидилпептидазы-4 . Цель исследования – изучение экс-
креции ионов натрия и воды при угнетении дипептидилпептидазы-4 вилдаглиптином у крыс с различным состоянием 
водно-солевого баланса . Методика. Состояния гипернатриемии, гиперосмии или гипоосмии моделировали перораль-
ным введением гипертонического и изотонического растворов NaCl и воды . Результаты. Вилдаглиптин вызвал дозозави-
симое снижение активности фермента дипептидилпептидазы-4 с максимумом эффекта при дозе 1 мг на 100 г массы тела . 
Его введение перед гипертонической натриевой нагрузкой увеличивало экскрецию натрия на 56%, усилило реабсорбцию 
осмотически свободной и свободной от натрия воды . Введение ингибитора дипептидилпептидазы-4 перед изотонической 
натриевой нагрузкой усиливало экскрецию натрия в той же степени, но не влияло на реабсорбцию воды . Инъекция вил-
даглиптина, предваряющая водную нагрузку, вызвала антидиуретическую реакцию почек . Заключение. Блокада дипеп-
тидилпептидазы-4 вилдаглиптином способствует выведению из организма избыточного количества натрия и изменению 
реабсорбции воды в зависимости от концентрации ионов натрия в сыворотке крови, вероятно, за счет увеличения пери-
ода циркуляции кишечных регуляторных пептидов, секретирующихся в ответ на пероральные нагрузочные пробы NaCl . 
Данные процессы ускоряют восстановление водно-солевого гомеостаза в условиях поступления избытка натрия через 
желудочно-кишечный тракт .

Ключевые слова: вилдаглиптин; дипептидилпептидаза-4; натрийурез; почка; осмотически свободная вода; нагрузочные 
пробы .

Для цитирования: Балботкина Е .В ., Спириденко Е .А ., Каравашкина Т .А ., Кутина А .В . Влияние ингибитора 
дипептидилпептидазы-4 на выведение ионов натрия и воды почками у крыс при изменениях водно-солевого баланса . 
Патологическая физиология и экспериментальная терапия . 2019; 63(3):73-80  .

 DOI: 10 .25557/0031-2991 .2019 .03 .73-80
Для корреспонденции: Балботкина Евгения Владимировна, мл . науч . сотр . лаб . физиологии почки и водно-солевого обмена, 
e-mail: Liravega@mail .ru
Финансирование . Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ № 18-315-00291 мол_а и средств государственного 
задания ИЭФБ РАН (№ г . р . АААА-А18-118012290371-3) .
Конфликт интересов . Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов .
Поступила 14 .08 .2018

Balbotkina E.V., Spiridenko E.A., Karavashkina T.A., Kutina A.V.

Effects of a didpeptidyl peptidase-4 inhibitor on urinary sodium and water excretion  
in rats with water-salt disbalance 

I .M . Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,  
Pr . Toreza 44, Saint-Petersburg 194223, Russia

The gastrointestinal tract secretes multiple peptides that regulate metabolic processes and influence the kidney function and water-
salt balance . The effects of these biologically active substances can be intensified by increasing their half-life through inhibition of 
the dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) enzyme . The aim of the study was investigation of sodium and water excretion after inhibition 
of DPP-4 with vildagliptin in rats with different states of the water-salt balance . Methods. The hypernatremic, hyperosmotic and 
hypoosmotic states were modeled by oral administration of hypertonic and isotonic NaCl solutions or water . Results. Vildagliptin 
induced a dose-dependent decrease in the DPP-4 activity with a maximum effect of 1 mg per 100 g of body weight . Vildagliptin 
administration prior to the hypertonic sodium load increased sodium excretion by 56% and stimulated reabsorption of solute-free 
and sodium-free water . Administration of the DPP-4 inhibitor before the isotonic sodium load increased sodium excretion to the 
same degree without affecting the water reabsorption . A vildagliptin injection prior to the water load resulted in an antidiuretic 
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response of the kidneys . Conclusion. The inhibition of DPP-4 activity with vildagliptin promoted removal of excessive sodium 
from the body and changed the water reabsorption depending on the sodium concentration in the blood serum, presumably by 
prolonging circulation of the intestinal regulatory peptides secreted in response to oral NaCl load tests . These processes accel-
erate restoration of the water-salt homeostasis in the conditions of excessive sodium delivery through the gastrointestinal tract .
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Введение
В XX-XXI веках расширились знания о новом зве-

не эндокринной системы – желудочно-кишечном 
тракте, секретирующем широкий спектр биологиче-
ски активных веществ [1], среди которых наибольший 
интерес вызывают пептиды, обладающие анорекси-
генным и/или инсулинотропным действием [2, 3]. К 
представителям данной группы регуляторных пепти-
дов относится глюкагоноподобный пептид-1 (ГПП-
1), выделяемый в кровь L-клетками подвздошной 
кишки в ответ на поступление пищи [4]. Создан ряд 
его структурных и функциональных аналогов (миме-
тиков), которые используются в терапии сахарного 
диабета 2 типа. ГПП-1 и его миметики не только сти-
мулируют глюкозозависимую секрецию инсулина, но 
и влияют на пищевое поведение [3]. Показан их ней-
ропротекторный эффект при болезни Альцгеймера, 
Паркинсона и других нейродегенеративных процес-
сах [5]. Рецептор ГПП-1 обнаружен в кишечнике, 
поджелудочной железе, легких, сердце и различных 
отделах центральной нервной системы [6, 7]. Данные 
исследований на животных [8, 9] и человеке [10] под-
тверждают наличие рецепторов ГПП-1 в почке. Срав-
нительно новым направлением в изучении эффектов 
ГПП-1 и его миметиков стало исследование их влия-
ния на функцию почек и поддержание водно-солево-
го баланса. Показано, что ГПП-1 секретируется в от-
вет на пероральное поступление не только нутриен-
тов [11], но и растворов солей и воды как у 

экспериментальных животных [12, 13], так и у чело-
века [14]. Выявлено, что у крыс ГПП-1 и эксенатид 
стимулируют диурез и натрийурез за счет рецептор-
о п о с р е д о в а н н о г о  у г н е т е н и я  а к т и в н о с т и  
Na/H-обменника 3-го типа в проксимальном каналь-
це нефрона [8, 12, 15]. Эксенатид на фоне водной на-
грузки увеличивает экскрецию осмотически свобод-
ной воды у животных [15] и человека [16], повышая 
приток канальцевой жидкости в дистальные отделы 
нефрона [12]. Физиологическое действие ГПП-1 не-
продолжительно (около 2 мин), так как он быстро раз-
рушается ферментом дипептидилпептидазой-4 (ДПП-
4) [7]. Субстратом для ДПП-4 является широкий 
спектр пептидов [17, 18]. Угнетение активности ДПП-
4 продлевает и усиливает влияние кишечных регуля-
торных пептидов на углеводный обмен, в связи с чем 
ингибиторы ДПП-4, глиптины (вилдаглиптин, лино-
глиптин и др.), используются в терапии сахарного ди-
абета 2 типа. Можно предполагать, что снижение ак-
тивности ДПП-4 оказывает влияние и на водно-со-
левой баланс организма. Подобная перспектива может 
иметь важное практическое значение в терапии нару-
шений водно-солевого равновесия, вызванных раз-
личными причинами. Цель исследования – оценка дей-
ствия вилдаглиптина на активность фермента ДПП-
4 и функции почек при стандартном состоянии 
водно-солевого баланса, и его влияния на выведение 
избыточно поступивших воды и солей.
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Методика
Эксперименты проведены на самках крыс Вистар 

массой 141–266 г. Крыс содержали в пластиковых клет-
ках с древесно-стружечным наполнителем (5 крыс в 
клетке) при контролируемой температуре. Животных 
содержали на стандартном рационе – гранулирован-
ный корм для грызунов (ПК-120, Лабораторкорм, Рос-
сия) при свободном доступе к воде. Вечером накануне 
эксперимента (в 17:00) у крыс забирали корм, сохра-
няя свободный доступ к воде. Обращение с животны-
ми, их содержание и проведение опытов соответство-
вало российским и международным правилам работы 
с лабораторными животными. Протоколы исследова-
ния одобрены этическим комитетом ИЭФБ РАН. Про-
ведено 4 серии опытов. Ингибитор фермента ДПП-4, 
вилдаглиптин (“Matrix Scientific”, Колумбия), или его 
растворитель (0,9% раствор NaCl) вводили крысам вну-
трибрюшинно, нагрузочные пробы проводили перо-
рально (через резиновый зонд в желудок).

В I серии экспериментов у крыс определяли актив-
ность ДПП-4 плазмы, для чего забирали кровь через 
30 и 60 мин после введения вилдаглиптина в разных 
дозах (табл. 1). Кровь получали из общей сонной арте-
рии под золетиловым наркозом (Золетил,«Virbac»,  
5 мг/100 г массы тела (м.т.) внутримышечно), после че-
го животных декапитировали. Пробы собирали в ох-
лажденные пробирки с K3-ЭДТА («Sarstedt», Герма-
ния), немедленно центрифугировали при 2000 g и 4 °С 
в течение 15 мин на центрифуге MIKRO 22R («Hettich», 
Германия). Пробы плазмы крови хранили при -20 °С 
до проведения анализа.

Во II серии опытов исследовали функции почек на 
фоне введения вилдаглиптина (1 мг/100 г м.т). Через  
30 мин после введения препарата животных помеща-
ли в индивидуальные клетки-пеналы с проволочным 
дном и мерной пробиркой для сбора проб мочи при 
спонтанных мочеиспусканиях в течение 4 ч.

В III серии экспериментов определяли параметры 
сыворотки крови (осмоляльность, концентрация ио-
нов натрия, хлоридов, креатинина) у животных в ус-
ловиях измененного водно-солевого баланса (табл. 1). 
Контролем служила группа животных без введения 
вилдаглиптина (I серия). Кровь забирали в чистые пла-
стиковые пробирки через 30 мин после эксперимен-
тального воздействия как описано выше и затем цен-
трифугировали при 8000 g в течение 15 мин при ком-
натной температуре на центрифуге MIKRO 20 
(«Hettich», Германия) для получения сыворотки.

В IV серии экспериментов исследовано влияние 
вилдаглиптина на функцию почек в условиях изменен-
ного водно-солевого баланса. Вилдаглиптин инъеци-

ровали за 30 мин до нагрузочных проб (гипертониче-
ская или изотоническая нагрузки NaCl, водная нагруз-
ка) (табл. 1). Сбор мочи проводили аналогично 
описанному выше.

Активность ДПП-4 в плазме крови определяли ко-
лориметрическим методом (DPPIV/CD26 Assay Kit, 
США), измерение оптической плотности и расчет ак-
тивности ДПП-4 проводили на микропланшетном ри-
дере ELx808 («Bio-Tek Instruments», США). Осмоляль-
ность сыворотки крови и мочи определяли криоско-
пическим методом на микроосмометре 3300 («Advanced 
Instruments», США), концентрацию креатинина – ки-
нетическим методом по реакции Яффе без депротеи-
низации на автоматическом биохимическом анализа-
торе Erba XL-200 («Erba-Lachema», Чехия), концентра-
цию ионов натрия и хлоридов в сыворотке крови – с 
помощью ионоселективного блока автоматического 
биохимического анализатора Erba XL-200, ионов на-
трия в моче – на пламенном фотометре Sherwood-420 
(“Sherwood Scientific”, Великобритания).

Диурез (V), экскрецию осмотически активных ве-
ществ (UOsmV), ионов натрия (UNaV) и хлоридов (UClV), 
клиренс креатинина (CCr), осмотически свободной во-
ды (CH2O) и воды свободной от натрия (CH2O

Na) рассчи-
тывали по стандартным формулам и нормализовали на 
100 г м.т. [19]. Суммарную экскрецию осмотически ак-
тивных веществ, ионов, осмотически свободной и сво-
бодной от натрия воды за 1 ч эксперимента рассчиты-
вали на основании проб мочи, полученных в интерва-
ле 0–60 мин [15]. Средние взвешенные величины 
функциональных параметров почки за 15-минутные 
интервалы (например, 0–15 мин, 16–30 мин и т. д.) бы-
ли рассчитаны для каждого животного и усреднены в 
пределах экспериментальных групп. Полученные дан-
ные представлены как среднее значение ± ошибка 
среднего. Сравнения между группами проводили с по-
мощью критерия Стьюдента с поправкой Бонферро-
ни на число сравнений. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение
Установлено, что внутрибрюшинное введение вил-

даглиптина вызывает дозозависимое снижение актив-
ности ДПП-4 (рис. 1). Доза вилдаглиптина 1 мг/100 г 
м.т. оказалась максимально эффективной из изучен-
ных, наибольшая ее активность проявлялась через 1 ч 
от момента введения препарата (p<0,05). Введение 
ингибитора ДПП-4 в этой дозе животным с неизме-
ненным водно-солевым балансом не оказало влия-
ния на функциональные параметры почек (табл. 2). 
Таким образом, снижение активности фермента 
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ДПП-4 при отсутствии стимула для секреции кишеч-
ных регуляторных пептидов не влечет за собой ка-
ких-либо изменений осмо- и ионорегулирующей 
функций почек.

В IV серии опытов эффект вилдаглиптина на функ-
ции почек оценивали при изменении водно-солевого 
баланса, для чего моделировали состояния гиперна-
триемии, гиперосмии или гипоосмии пероральным 
введением гипертонического и изотонического рас-
творов NaCl или воды (табл. 3).

Пероральная гипертоническая натриевая нагрузка 
увеличила осмоляльность сыворотки крови (гиперос-
мия) за счет развития гипернатриемии и гиперхлоре-
мии (табл. 3). Пероральная изотоническая натриевая 
нагрузка не влияла на осмоляльность сыворотки кро-
ви, но вызвала некоторое увеличение концентрации 
ионов натрия и хлоридов относительно контрольных 
значений (табл. 3). Водная нагрузка приводила к раз-
витию гипоосмии за счет значимого снижения кон-
центрации ионов натрия и хлорид-ионов в сыворотке 
крови (табл. 3).

С учетом данных о снижении активности ДПП-4 
после введения ингибитора и изменений показателей 
сыворотки крови у крыс после нагрузочных проб, в экс-
периментах с изменением водно-солевого баланса вил-
даглиптин инъецировали за 30 мин до нагрузочных 
проб. Контролем служили соответствующие серии экс-
периментов с натриевыми или водной нагрузками без 
предварительного введения вилдаглиптина. Инъекция 
вилдаглиптина (0,1 мг/100 г м.т.) до пероральной гипер-
тонической натриевой нагрузки вызывала увеличение 
диуреза до 0,8 ± 0,1 мл и экскреции осмотически актив-
ных веществ до 746 ± 55 мкОсмоль на 100 г м.т. (в кон-
троле 0,5 ± 0,1 мл и 531 ± 37 мкОсмоль, соответствен-
но, p<0,05), что было обусловлено практически двукрат-
ным увеличением выведения ионов натрия (рис. 2). Этот 
процесс сопровождался статистически значимым уве-
личением реабсорбции осмотически свободной воды до 
-1,7 ± 0,1 мл на 100 г м.т. (в контроле -1,3 ± 0,1 мл, 
p<0,05) и воды, свободной от натрия (рис. 2). Вилдаглип-
тин (1 мг/100 г м.т.) также способствовал выведению ио-
нов натрия (рис. 2). Реабсорбция свободной от натрия 
(рис. 2) и осмотически свободной воды (-1,7 ± 0,1 мл на 
100 г м.т.), а также экскреция осмотически активных ве-
ществ (734 ± 58 мкОсмоль на 100 г м.т.) были сопоста-

Таблица 1

Серии экспериментов и экспериментальные группы

Серия Пероральная нагрузка на 100 г м.т. Вилдаглиптин, (мг /100 г м.т.) Тип эксперимента n

I - 0; 0,1; 1; 3 забор крови через 30 мин 40

0; 0,1; 1 забор крови через 60 мин 30

II - 0; 1 сбор мочи 20

III 1,8 мл 2,5% раствора NaCl 10

5 мл 0,9% раствора NaCl 0 забор крови через 30 мин 10

2 мл воды 10

IV 1,8 мл 2,5% раствора NaCl 0; 0,1; 1; 2 40

5 мл 0,9% раствора NaCl 0; 1; 2 сбор мочи 30

2 мл воды 0; 0,1; 1 30

Доза, мг/100 г м.т.
0

* *
*

#

0,1 1,0 3,0

2,5
30 мин
60 мин

Активность ДПП-4, мЕд/мкл

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Рис. 1. Активность фермента ДПП-4 через 30 и 60 мин после введения 
вилдаглиптина в разных дозах . Значимые отличия (p<0,05) по сравне-
нию: * – с контролем, # – с предшествующей дозой .
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вимы с таковыми при действии вилдаглиптина в дозе 
0,1 мг на 100 г м.т. Аналогичные изменения происходи-
ли при увеличении дозы препарата до 2 мг на 100 г м.т. 
Диурез и экскреция осмотически активных веществ по 
сравнению с контролем статистически значимо возрас-
тали до 1,0 ± 0,1 мл и 832 ± 61 мкОсмоль на 100 г м.т., 
соответственно, за счет увеличения экскреции натрия 
более чем в 2 раза (рис. 2). В той же степени изменялась 
реабсорбция воды, свободной от натрия (рис. 2). Реаб-
сорбция осмотически свободной воды достигала —  
1,8 ±0,1 мл на 100 г м.т. (p<0,05). Во всех эксперимен-
тальных группах с гипертонической нагрузкой NaCl у 
крыс не менялась скорость клубочковой фильтрации 
(клиренс креатинина).

При изотонической натриевой нагрузке предвари-
тельная инъекция вилдаглиптина в дозе 1 мг на 100 г 
м.т. увеличивала экскрецию ионов натрия (рис. 2), что 
обусловило рост экскреции осмотически активных ве-
ществ до 636 ± 42 мкОсмоль на 100 г м.т. (в контроле 
491 ± 34 мкОсмоль, p<0,05). Диурез и клиренс осмоти-
чески свободной воды статистически значимо не от-
личались от контрольных значений (1,4 ± 0,2 мл и  
-0,8 ± 0,1 мл по сравнению с 0,9 ± 0,1 мл и -0,7 ± 0,1 мл 
на 100 г м.т., соответственно). Выведение свободной 
от натрия воды (рис. 2) и скорость клубочковой филь-
трации также не менялись. При использовании вилда-
глиптина в дозе 2 мг на 100 г м.т. наблюдалось стати-

Таблица 2

Ионо- и осморегулирующая функции почек крыс после введения вилдаглиптина в дозе 1 мг/100 г м.т.

Параметры Контроль Препарат
Объем мочи, мл 0,059 ± 0,004 0,059 ± 0,005
CH2O, мл -0,31 ± 0,02 -0,37 ± 0,03
CH2O

Na, мл 0,032 ± 0,009 0,013 ± 0,009
Средний CCr, мл/мин 0,32 ± 0,02 0,28 ± 0,02
UOsmV, мкОсмоль 111 ± 7 128 ± 10
UNaV, мкмоль 3,8 ± 0,8 6,6 ± 1,5

Примечание. Величины указаны в виде M ± m за 1 ч на 100 г м.т. * – значимое отличие по сравнению с контролем (p<0,05).

Таблица 3

Осмоляльность и концентрация ионов в сыворотке крови крыс через 30 мин после пероральных водной и натриевых нагрузок

Параметр Контроль ВН Нагрузка NaCl

изотоническая гипертоническая

POsm, мОсмоль/кг H2O 300±1 292±1* 300±1 311±1*

PNa, ммоль/л 144±1 136±1* 147±1* 149±1*

PCl, ммоль/л 103±1 95±1* 109±1* 111±1*

Примечание. POsm – осмоляльность сыворотки крови, PNa/Cl – концентрация ионов натрия и хлоридов, ВН – водная нагрузка. Величины 
указаны в виде M ± m. * – значимое отличие по сравнению с контролем (p<0,05).

* *

*
*

*

*

*

*

*

*

#

U мкмоль/ч/100 г м.тV ,Na -

350

300

250

200

150

100

50

0

-0,2

-0,4

-0,6

Доза, мг/100 г м.т.

-0,8

-1,0

-1,2

-1,4

NaC мл/ч/100 г м.т.,
H2O

гипертоническая нагрузка
изотоническая нагрузка

0 0,1 1,0 2,0

Рис. 2. Влияние вилдаглиптина на выведение натрия и свободной от 
натрия воды в условиях натриевых нагрузок . Данные представлены в 
виде M ± m . Значимое отличие (p<0,05) по сравнению: * – с контролем, 
# – с предшествующей дозой .
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стически значимое увеличение выведения осмотиче-
ски активных веществ до 663 ± 55 мкОсмоль на 100 г 
м.т. и ионов натрия (рис. 2) относительно контроля  как 
и при действии предшествующей дозы. Значительно 
возрасла реабсорбция свободной от натрия воды  
(рис. 2) и, в меньшей степени, осмотически свободной 
воды с -0,7 ± 0,1 до -1,1 ± 0,1 мл, наблюдалось умерен-
ное увеличение клиренса креатинина с 0,32 ± 0,01 до 
0,35 ± 0,01 мл/мин/100 г м.т. (p<0,05).

Выявленное увеличение выведения изотонической 
и гипертонической пероральных натриевых нагрузок 
при действии вилдаглиптина подтверждает, что прод-
ление циркуляции кишечных регуляторных пептидов 
в кровотоке оказывает влияние на ионорегулирующую 
функцию почек.

Известно, что введение миметика ГПП-1 эксена-
тида способствует ускорению и увеличению выведе-
ния почками избытка воды из организма [15]. Ожида-
лось, что увеличение периода полужизни кишечных 
регуляторных пептидов, путем угнетения разрушаю-
щего их фермента, может оказывать подобное влия-
ние. Однако в ходе эксперимента были получены не-
сколько иные данные. При введении ингибитора ДПП-
4 (0,1 мг на 100 г м.т.) за 30 мин до водной нагрузки 
было выявлено кратковременное (первые 15 мин) ста-
тистически значимое увеличение выведения ионов на-

трия, изменения остальных показателей не происхо-
дило.

При увеличении дозы вилдаглиптина до 1 мг на  
100 г м.т. наблюдался антидиуретический эффект  
(рис. 3). Диурез и выведение свободной от натрия во-
ды уменьшались до 0,13 ± 0,02 и 0,09 ± 0,02 мл на  
100 г м.т., соответственно, реабсорбция осмотически 
свободной воды достигала -0,31 ± 0,02 мл на 100 г м.т. 
Значения контрольной группы после водной нагрузки 
составляли 1,0 ± 0,1; 0,9 ± 0,1 и 0,4 ± 0,1 мл на 100 г 
м.т., соответственно. Выведение осмотически актив-
ных веществ, ионов натрия и клиренс креатинина не 
менялись. Таким образом, малая доза вилдаглиптина 
вызывала кратковременный натрийурез, а максималь-
но эффективная доза препарата – антидиуретическую 
реакцию почек.

Поддержание или нормализация состояния вну-
тренней среды организма при минимальном воздей-
ствии на физиологические процессы представляет 
огромный интерес для исследователей и имеет значе-
ние в клинической практике. Увеличение периода цир-
куляции кишечных регуляторных пептидов под воз-
действием вилдаглиптина способствует ускорению вы-
ведения из организма избыточного количества натрия, 
что приводит к восстановлению гомеостаза в услови-
ях перорального поступления избытка натрия. Анало-
гичный эффект описан для нормализации уровня глю-
козы в крови после приема пищи [20]. Эта особенность 
действия вилдаглиптина может способствовать созда-
нию оптимальных условий для функционирования 
сердечно-сосудистой системы у пациентов с сахарным 
диабетом 2 типа за счет экскреции поступающего с пи-
щей натрия.

Механизм ускорения выведения натрия после на-
грузочных проб при действии ингибитора ДПП-4 мо-
жет быть связан с сочетанным влиянием на почки ки-
шечных регуляторных пептидов (в том числе ГПП-1), 
снижающих реабсорбцию ионов в проксимальном 
сегменте нефрона, и других гормонов, регулирующих 
транспорт натрия в дистальном отделе. В частности, 
увеличение объема циркулирующей крови после изо-
тонической нагрузки NaCl приводит к уменьшению 
секреции вазопрессина и альдостерона [21], что вы-
зывает снижение как реабсорбции воды, так и натрия. 
Дополнительное их поступление из проксимального 
канальца под воздействием кишечных регуляторных 
пептидов ускоряет выведение натрия и воды почка-
ми. В условиях гипернатриемии, вызванной гиперто-
нической нагрузкой NaCl, повышается секреция 
ГПП-1, вазопрессина, возможно, других натрийуре-
тических факторов [12, 21]. Их совместное влияние 
на транспорт натрия и воды в почках приводит к зна-

Рис. 3. Влияние ингибитора ДПП-4 на динамику диуреза после водной 
нагрузки у крыс . Данные представлены в виде M ± m . 1 – водная на-
грузка (контроль), 2 и 3 – водная нагрузка + вилдаглиптин в дозе 0,1 и 
1 мг на 100 г м .т ., соответственно . * – значимое отличие по сравнению 
с контролем (p<0,05) .
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чимому угнетению реабсорбции натрия в почечных 
канальцах при одновременном усилении обратного 
всасывания осмотически свободной воды. Механизм 
развития антидиуреза при введении вилдаглиптина 
перед водной нагрузкой в настоящий момент не впол-
не понятен и требует дальнейшего изучения. Вероят-
но, в максимальной эффективной дозе ингибитор 
ДПП-4 может не только продлевать период полужиз-
ни кишечных регуляторных пептидов, но и увеличи-
вать впоследствии количество продуктов распада дан-
ных пептидов. В случае с ГПП-1 это может вызвать 
антидиурез, поскольку известно, что экзендин-(9-39) 
(продукт деградации ГПП-1) является антагонистом 
рецепторов ГПП-1 и обладает антидиуретическими 
свойствами [15].

Выводы
1. Снижение активности фермента ДПП-4 вилда-

глиптином при отсутствии стимула для секреции ки-
шечных регуляторных пептидов не приводит к изме-
нению экскреции осмотически активных веществ и во-
ды почками.

2. Вилдаглиптин в максимально эффективной до-
зе уменьшает выведение воды после водной нагрузки. 
Механизм развития подобного эффекта требует даль-
нейшего изучения.

3. Вилдаглиптин оказывает влияние на ионорегу-
лирующую функцию почек, увеличивая выведение из-
быточного количества натрия как после пероральной 
гипертонической натриевой нагрузки (на 56%), так и 
после изотонической (на 40%), вероятно, за счет прод-
ления периода циркуляции кишечных регуляторных 
пептидов. Гипертоническая нагрузка NaCl вызывает 
значительный рост реабсорбции осмотически свобод-
ной и свободной от натрия воды (на 33% и 62%, соот-
ветственно). После изотонической нагрузки NaCl уси-
ления реабсорбции воды не наблюдается. Данные про-
цессы ускоряют восстановление водно-солевого 
гомеостаза в условиях поступления избытка натрия че-
рез желудочно-кишечный тракт.
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Цель исследования – оценка влияния на регенерацию костной ткани локальных изменений ферментативного и ионного 
гомеостаза минерализованными ватеритом скаффолдами из поликапролакона . Методика. Эксперимент выполнен  
на 47 нелинейных крысах-самцах . Животные были разделены на 4 экспериментальные группы: контроль (интактные 
животные), группа сравнения (ложнооперированные крысы), группа отрицательного контроля (крысы с имплантацией 
матрицы, на которой сорбирован нативный овальбумин) и экспериментальная группа – крысы, которым имплантировали 
поликапролактоновый скаффолд, минерализованный ватеритом (ПКЛ/СаСО3-скаффолд) с адсорбированной щелочной 
фосфатазой в дефект бедренной кости . На 7-е и 28-е сут в крови определяли содержание щелочной фосфатазы, а также 
концентрацию остеокальцина . Количественное определение остеокальцина производили методом иммуноферментного 
анализа с использованием набора реактивов фирмы «Immunodiagnostic systems» (Франция) и полуавтоматического 
ИФА-анализатора «Anthos Reader 2020» («Biochrom», Великобритания) . Для выявления изменений ферментативной 
активности в сыворотке крови определяли кинетическим методом активность щелочной фосфатазы на биохимическом 
анализаторе «Сапфир-400» («Hirose Electronic System», Япония) с использованием набора реактивов фирмы «ДиаС» (Россия) . 
Морфологическую верификацию процессов остеогенеза осуществляли при изучении гистологических препаратов на 
28-е сут эксперимента . Поперечные срезы диафиза бедренной кости изучали при помощи микроскопа AxioImager Z2 
(«Carl Zeiss», Германия) и микровизора проходящего света серии μVizo-103 (ООО «ЛОМО ФОТОНИКА», Россия) . Оценивали 
интеграцию матриц с краями пропила, изменения кости в области имплантации матриц, преобладающий тип клеточных 
элементов матриц, наличие в них костных балок и сосудов . Результаты. Установлено, что изменение локального ионного 
гомеостаза (СаСО3) и ферментативного гомеостаза щелочной фосфатазы, вызывает в матрице имплантированной  в область 
дефекта формирование костных балок и биохимические изменения в крови, характеризующиеся повышением активности 
щелочной фосфатазы и увеличением концентрации остеоакальцина . Заключение. При имплантации ПКЛ/СаСО3-матриц 
с щелочной фосфатазой локальные изменения ферментативного и ионного гомеостаза, вызванные введением в состав 
кальцийсодержащих скаффолдов щелочной фосфатазы, в значительной степени стимулируют остеогенез . Биосовместимость 
и остеоиндуктивные свойства ПКЛ/СаСО3-матриц с щелочной фосфатазой позволяют говорить о перспективности их 
клинической апробации для стимуляции процессов регенерации костной ткани .
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Aim . To study the effect of local changes in enzymatic and ionic homeostasis induced by vaterite-mineralized polycaprolactone 
scaffolds with adsorbed alkaline phosphatase on bone tissue regeneration . The experiment was conducted on 47 mongrel male 
rats divided into four experimental groups: control (intact animals), comparison group (sham-operated rats), negative control (rats 
implanted with a matrix with adsorbed native ovabumin), and experimental group (rats implanted with PLC-CaCO3-scaffold with 
adsorbed alkaline phosphatase into the femoral bone defect) . Alkaline phosphatase and osteocalcin contents were measured 
in blood of all animals on days 7 and 28 . Osteocalcin was measured using the immune enzyme assay with an Immunodiagnos-
tic Systems (France) kit and semi-automatic immune Anthos Reader 2020 (Biochrom, Great Britain) enzyme analyzer . Changes in 
serum alkaline phosphatase activity were detected using the kinetic method with a Sapphire-400 biochemical analyzer (Hirose 
Electronic Systems, Japan) and a DiaC (Russia) kit . Osteogenesis processes were verified morphologically on day 28 of the experi-
ment by a histological assay . Transversal sections of the femoral diaphysis were examined with an AxioImager Z2 (Carl Zeiss, Ger-
many) microscope and a µVizo-103 transmitted-light microvisor (OOO LOMO FOTONIKA, Russia) . The evaluated indexes included 
matrix integration with saw-cut edges; bone changes in the area of matrix implantation; predominating type of matrix cell ele-
ments and the presence there of bone trabecula and blood vessels . Results. Changes in the local ionic homeostasis and homeo-
static changes of alkaline phosphatase induced formation of bone trabecula in the matrix implanted into the defect area and bio-
chemical changes in blood evident as upregulation of serum alkaline phosphatase associated with increased osteocalcin . Con-
clusion . In implantation of PLC-CaCO3 matrices with alkaline phosphatase, local changes in the enzymatic and ionic homeostasis 
induced by supplementation of calcium-containing scaffolds with alkaline phosphatase considerably stimulate osteogenesis . The 
biocompatibility and osteoinductive properties of PLC-CaCO3 matrices with alkaline phosphatase suggested that clinical testing 
of the use of the matrices for stimulation of bone tissue regeneration would be promising . 
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Введение
Замещение дефектов и стимуляция репаративных 

процессов является одной из наиболее актуальных про-
блем современной медицины, решением которой за-
нимается тканевая инженерия, изучающая процессы 
восстановления поврежденных тканей [1]. Важным на-
правлением тканевой инженерии является разработка 
и изготовление скаффолдов. Скаффолды – трехмер-
ные матрицы с объемной структурой, которые высту-

пают в качестве субстрата для заселения клеточными 
элементами, а также способны обеспечивать адресную 
доставку биологически активных веществ для стиму-
ляции репаративных процессов [2]. В зоне импланта-
ции матрица формирует опорный каркас, вокруг ко-
торого в дальнейшем будут протекать процессы васку-
ляризации и регенерации. На сегодняшний день 
предпочтение отдается синтетическим материалам для 
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создания скаффолдов, в связи с возможностью моди-
фикации их механических свойств и параметров био-
деградации [3]. Одним из таких полимеров является 
поликапролактон (ПКЛ), хорошая адгезия которого и 
пролиферация клеток была доказана в условиях как in 
vitro, так и in vitro [4, 5]. Также одним из требований к 
веществам, используемым для создания скаффолдов, 
является наличие особых механических характеристик 
и волокнистая структура, которая должна быть схожа 
с структурой внеклеточного матрикса [6]. 

Учитывая высокую степень минерализации меж-
клеточного вещества костной ткани, для стимуляции 
регенерации в состав матриц включают неорганиче-
ские компоненты, позволяющие повышать остеоин-
дуктивные и остеокондуктивные свойства. В качестве 
неорганических веществ, способных изменять локаль-
ный ионный гомеостаз, применяется карбонат каль-
ция в форме кальцита и ватерита (СаСО3) [7]. Ватерит 
стимулирует пролиферацию остеобластов, а его пори-
стая структура обеспечивает адсорбцию биологически 
активных веществ, необходимых для процесса регене-
рации и их высвобождения при перекристаллизации 
[8]. В качестве доставляемых скаффолдами веществ 
могут выступать ферменты, в частности, щелочная 
фосфатаза (ЩФ), участвующая в минеральном обме-
не посредством отщепления остатков фосфорной кис-
лоты (ФК) от органических соединений и фосфатных 
групп (Р) в организме [9]. Присутствие ЩФ в имплан-
тируемых скаффолдах способно изменить локальный 
ферментативный гомеостаз, что открывает новые пер-
спективы стимуляции остеогенеза для оптимизации  
репаративных процессов. 

 Цель исследования – оценка остеоиндуктивных 
свойств матриц из ПКЛ/СаСО3 с ЩФ, обеспечиваю-
щих модуляцию ионного и ферментативного гомео-
стаза для стимуляции регенерации костной ткани.

Методика
Экспериментальная работа была проведена в со-

ответствии с принципами биоэтики, Конвенцией по 
защите животных, используемых в эксперименте и дру-
гих научных целях (принятой Советом Европы в 1986 
г.),  и Хельсинской Декларации по вопросам медицин-
ской этики и Международным рекомендациям по про-
ведению медико-биологических исследований с ис-
пользованием лабораторных животных (1989). Исле-
дование одобрено этическим комитетом института.

Эксперименты выполнены на 47 нелинейных бе-
лых крысах-самцах массой 200-260 г. Животные были 
разделены на 4 группы: 1-я  – контроль, 2-я  – группа 
сравнения (ложнооперированные крысы),  3-я (груп-

па отрицательного контроля) – животные, которым 
имплантировали ПКЛ-матрицы с адсорбированным 
на них овальбумином и 4-я (опытная группа) – живот-
ные с имплантированным ПКЛ/СаСО3 с ЩФ.

Эксперименты проводили под наркозом: комби-
нации золетила (0,1 мг/кг, Virbac Sante Animale, Фран-
ция) и ксилазина (1 мг/кг, Interchemie, Нидерланды).  
После обработки операционного поля на депелиро-
ванном участке кожи в области бедренной кости вы-
полнялся разрез длиной 3,5 см. Затем рассекались 
мышцы бедра, и выполнялся продольный пропил в бе-
дренной кости размерами: длина — 1,6 см, глубина — 
3 мм. В сформированный дефект помещался скаффолд. 
Далее режущей иглой рана ушивалась нитью «Мед Ка-
прон» полиамид (3-0). Область наложения швов обра-
батывалась 70% спиртом. Крысам группы сравнения 
проводилось оперативное вмешательство соответству-
ющего объёма без имплантации матрицы. 

Забор крови у животных производили непосред-
ственно перед выводом из эксперимента на 7-е и  
28-е сут пункцией правых отделов сердца. Получение 
сыворотки для биохимических исследований прово-
дилось 15-минутным центрифугированием при 3000 g. 

Количественное определение остеокальцина (ОК) 
проводили методом иммуноферментного анализа с ис-
пользованием набора реактивов фирмы «Immunodiagnostic 
systems» (Франция) и полуавтоматического ИФА-анали-
затора «Anthos Reader 2020» («Biochrom», Великобрита-
ния).

Для выявления изменений ферментативной актив-
ности в сыворотке крови определяли кинетическим 
методом активность щелочной фосфатазы (ЩФ) на 
биохимическом анализаторе «Сапфир-400» («Hirose 
Electronic System», Япония) с использованием набора 
реактивов фирмы «ДиаС» (Россия). 

Животных выводили из эксперимента на 7-е и  
28-е сут передозировкой  наркоза. Для проведения ги-
стоморфологического исследования производили взя-
тие фрагмента бедренной кости с имплантированной 
матрицей на 28-е сут эксперимента. Материал обраба-
тывали общепринятыми в гистологии методами.

Поперечные срезы диафиза бедренной кости изу-
чали в микроскопе AxioImager Z2 («Carl Zeiss», Герма-
ния) и микровизоре проходящего света серии μVizo-103 
(ООО «ЛОМО ФОТОНИКА», Россия). Оценивали ин-
теграцию матриц с краями пропила, изменения кости 
в области имплантации матриц, преобладающий тип 
клеточных элементов матриц, наличие в них костных 
балок и сосудов.

При статистической обработке данных использо-
ван пакет программ Statistica 10.0. Проверяли гипоте-
зы о виде распределений (критерий Шапиро–Уилкса). 
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При несоответствии нормальному распределению ис-
пользовали U-критерий Манна – Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение
У животных всех экспериментальных групп на 7-е 

и 28-е сут эксперимента был статистически значимо 
повышен уровень ОК по сравнению с контролем 
(табл.). При имплантации ПКЛ-матриц с адсорбиро-
ванным овальбумином (3-я группа) концентрации ОК 
в сыворотке крови на 7-е и на 21-е сут не имели стати-
стически значимых отличий от показателей 2-й груп-
пы – ложнооперированные животные (табл.). 

У крыс 4-й опытной группы при имплантации 
ПКЛ/СаСО3-скаффолдов с ЩФ концентрация в сы-
воротке крови ОК как на 7-е, так и на 28-е сут экспе-
римента, была статистически значимо выше, чем у жи-
вотных группы сравнения (2-я гр.) и отрицательного 
контроля (3-я гр.).

Установлено, что на 7-е сут после имплантации или 
имитации имплантации матриц активность ЩФ в кро-
ви у всех групп животных не имели статистически зна-
чимых различий по сравнению с контролем. У крыс 
4-й группы (матрица на основе ПКЛ/СаСО3 с ЩФ) на 
28-е сут эксперимента активность ЩФ в крови стати-
стически значимо возрастала относительно остальных 
групп животных.

Морфологически у крыс сравнения (2-я гр.) на 28-
е сут, определялся дефект кортикальной пластинки в 
виде пропила, глубиной до костномозговой полости. 
В области пропила у всех животных наблюдалась ло-
кальная периостальная реакция. Регенерат у всех жи-
вотных не закрывал полностью сформированный де-
фект. У 50% животных регенерат был представлен толь-
ко соединительной тканью. У 50% крыс в состав 
регенерата вместе с соединительной тканью входили 
остеоидная ткань и небольшие островки гиалиновой 
хрящевой ткани.

У животных 3-й группы (отрицательный контроль) 
на 28-е сут отмечалась выраженная периостальная ре-
акция, в 70% случаев захватывающая весь периметр ди-
афиза, в 30% – локализованная в зоне дефекта. У 50% 
животных была выявлена эндостальная реакция, при-
водящая к формированию остеоидной ткани внутри по-
лости диафиза. Матрица располагалась в области дефек-
та, была спаяна с его краями соединительной тканью. 
У 70% животных отмечалось разрастание соединитель-
ной ткани вокруг матрицы. В соединительной ткани во-
круг скаффолда обнаруживалось множество тонкостен-
ных сосудов, кровоизлияния и диапедез эритроцитов. 
При этом по периферии скаффолда наблюдалось фор-
мирование костных балок. Большую часть объема скаф-
фолда заполняла оксифильная бесструктурная гомоген-
ная масса. Клеточный состав матрицы был представлен 
гигантскими многоядерными клетками, обнаружива-
лись элементы костного мозга, единичные фибробла-
сты. Признаки формирования сосудов в матрице отсут-
ствовали, в отдельных участках встречались неизменён-
ные эритроциты. Признаки формирования костных 
балок отсутствовали.

На 28-е сут экспериментального исследования у 
животных 4-й опытной группы в области сформиро-
ванного дефекта кортикальной кости и костномозго-
вой полости матрица была плотно сращена с краями 
кортикальной пластинки слоем костной ткани. Пери-
остальных и эндостальных реакций у животных дан-
ной группы не отмечалось. В скаффолде и по его пе-
риферии визуализировались многочисленные костные 
балки, анастомозирующие между собой. В межбалоч-
ных пространствах присутствовали фибробластиче-
ские элементы и единичные гигантские многоядерные 

Динамика активности биохимических показателей в сыворотке 
кровиживотных экспериментальных групп

Группы ОК ЩФ
1-я, контроль (n=12) 75,6 (47,7;91,0) 191,0 (139,0;221,5)

2-я, 
ложнооперированные 
7 сут (n=9)

136,5 (129;163,1)
р1=0,008114

191,0 (155,0;202,0)
р1=0,915106

Ложнооперированные
28 сут (n=28)

185,5 (163;207)
р1=0,014215
р2=0,177911

218,0 (184,0;267,0)
р1=0,117928
р2=0,266381

3-я, отрицательный 
контроль
7 сут (n=22)

186,6 (160,1; 
195,34)

р1=0,014215
р3=0,327188

185,0 (166,0;220,0)
р1=0,492492
р3=0,978501

Отрицательный 
контроль
28 сут (n=11)

158 (105,182)
р1=0,026810
р2=0,298618
р3=0,296180

218,5 (140,5;258,5)
р1=0,511960
р2=0,662174
р3=0,562834

4-я, ПКЛ+ Ватерит+
Щелочная фосфатаза
7 сут (n=15)

271,1 (233,8;521,0)
р1=0,008114
р3=0,019965
р4=0,019965

211,5 (184,0;228,5)
р1=0,214495
р3=0,270664
р4=0,206949

ПКЛ+Ватерит+ 
Щелочная Фосфатаза
28 сут (n=23)

306,1 
(219,0;393,28)
р1=0,003405
р2=0,870991
р3=0,029759
р4=0,003295

322 (285;365)
р1=0,000019
р2=0,000091
р3=0,003509
р4=0,001316

Примечание. Приведены медиана, нижний и верхний квартили. р1 – 
по сравнению с контролем; р2 – по  сравнению с животными той же 
группы на 7-е сутки эксперимента; р3,4 – по сравнению с 
ложнооперированными животными и группой отрицательного 
контроля в тот же срок наблюдения. ОК – остеокальцин, ЩФ – 
щелочная фостафаза.
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клетки. Отмечалась выраженная васкуляризация ма-
триц у животных данной группы – сосуды располага-
лись как в костных балках, так и в межбалочных про-
странствах скаффолда. 

Учитывая, что ОК высвобождается остеобластами 
в процессе остеогенеза и частично поступает в крово-
ток, увеличение его концентрации в сыворотке крови 
отражает повышение метаболической активности этих 
клеток [9]. Обнаруженное в группе ложнооперирован-
ных крыс увеличение концентрации ОК на 7-е и 28-е 
сут, вероятно обусловлено периостальными реакция-
ми, обнаруженными при морфологическом исследо-
вании препаратов данной группы животных. Вместе с 
тем активность ЩФ у животных группы сравнения не 
имела отличий от контрольных значений, что отража-
ло низкую интенсивность процессов минерализации 
[10]. Низкая интенсивность минерализации морфоло-
гически проявляется тем, что до 28-х сут эксперимен-
та регенерат не закрывал область дефекта и был пред-
ставлен преимущественно соединительной, а не кост-
ной тканью. 

При имплантации матриц с овальбумином повы-
шение концентрации ОК на 7-е и 28 сут было выраже-
но в той же степени, что и в группе ложнооперирован-
ных животных, что свидетельствует об отсутствии сти-
мулирующего влияния этого типа матриц на 
активность остеобластов. Как и в группе сравнения у 
животных данной группы не отмечалось повышение 
активности ЩФ в крови, что отражает низкую интен-
сивность минерализации. Морфологически формиро-
вание костной ткани у животных данной группы про-
являлось только в виде периостоза и единичных кост-
ных балок по периферии матрицы, вероятно 
выполняющих барьерную функцию. Причина подоб-
ных изменений может заключается в том, что данный 
тип матриц индуцирует повышение концентрации про-
воспалительных цитокинов, в частности ФНО и ИЛ-
1-β при имплантации крысам, как было продемонстри-
ровано ранее при субкутанных тестах этих матриц [11]. 
Несмотря на то, что воспалительная реакция является 
неотъемлемой частью процесса регенерации при трав-
ме костей, ее чрезмерная интенсивность препятствует 
остеогенезу [12], в частности, ФНО обладает ингиби-
рующим влиянием на остеобласты, подавляющим про-
дукцию остеокальцина и щелочной фосфатазы [13]. 

Полученные данные свидетельствуют, что имплан-
тация ПКЛ/СаСО3-скаффолда с ЩФ вызывает увели-
чение концентрации ОК в 4 раза по сравнению с кон-
трольными значениями и в 2,5 раза по сравнению с по-
казателями групп сравнения и отрицательного 
контроля. Такое повышение активности остеобластов, 
по-видимому, обусловлено модуляцией ионного гоме-

остаза СаСО3 так, как в условиях in vitro было проде-
монстрировано стимулирующее влияние карбоната 
кальция на экспрессию остеокальцина и пролифера-
цию этих клеток [14]. Рост активности ЩФ в сыворот-
ке крови на 28-е сут указывает на повышение интен-
сивности процессов минерализации [13]. Вместе с тем, 
у животных 4-й опытной группы на 7-е сут активность 
ЩФ не превышает контрольных значений, что свиде-
тельствует об отсутствии поступления фермента, сор-
бированного на скаффолдах, в кровоток. Следователь-
но, повышение активности ЩФ к 28-м сут, в большей 
степени обусловлено его продукцией остеобластами. 
Результатами локального воздействия ЩФ, находя-
щейся в структуре скаффолда, совместно с эндогенной 
выработкой её  остеобластами посредством сдвига ион-
ного гомеостаза СаСО3, ведет к активной минерализа-
ции матрицы, что морфологически проявляется обра-
зованием костных балок и остеоинтеграции матриц. 

Таким образом, при имплантации ПКЛ/СаСО3-
матриц с ЩФ локальные изменения ферментативно-
го и ионного гомеостаза, вызванные введением в со-
став кальцийсодержащих скаффолдов щелочной фос-
фатазы, в значительной степени стимулируют 
остеогенез. Биосовместимость и остеоиндуктивные 
свойства ПКЛ/СаСО3-матриц с ЩФ позволяют гово-
рить о перспективности их клинической апробации 
для стимуляции процессов регенерации костной тка-
ни.
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Геворкян Н.М.1, Тишевская Н.В.2,  Бабаева А.Г.3

Роль суммарных РНК лимфоидных и стволовых клеток  
в коррекции уровня глюкозы в крови  
при экспериментальном сахарном диабете 

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В .Н . Ореховича», 
 119121, г . Москва, Россия, ул . Погодинская, д . 10, стр . 8; 
2ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет», 
 454092, г . Челябинск, Россия, ул . Воровского, д . 64;
3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт морфологии человека», 
 117418, г . Москва, Россия, ул . Цюрупы, д . 3 

Цель – оценка влияния препаратов суммарной РНК лимфоидных клеток на уровень глюкозы в крови при экспериментальном 
аллоксановом диабете . Методика. Работа выполнена на 68 белых беспородных крысах обоего пола массой 180-220 г . Для 
моделирования аллоксанового сахарного диабета 1 типа животным однократно подкожно вводили полный адъювант 
Фрейнда в дозе 0,5 мл/крысу . Через 24 ч (на фоне 24-часового голодания, при свободном доступе к воде) однократно 
подкожно вводили препарат аллоксан тригидрат («La Chema», Чехия) в дозе 200 мг/кг (4% раствор в 0,9% NaCl) . Для 
предотвращения фатального кетоацидоза, начиная с 3-х сут после введения аллоксана, все крысы получали базисную 
инсулинотерапию . В экспериментах использовано 8 разновидностей препаратов суммарной РНК: из лимфоидных клеток 
селезенки, из костного мозга и хвостовой части поджелудочной железы интактных крыс (РНКс-1, РНКкм-1 и РНКп/ж, соот-
ветственно); из лимфоидных клеток селезенки крыс, подвергнутых кровопусканию в объеме 2% от массы тела за 17 ч 
до выделения РНК (РНКс-2 с индуцированной повышенной морфогенетической активностью); из лимфоидных клеток 
селезенки и тимуса крыс, подвергнутых кровопусканию в объеме 2% от массы тела за 96 ч до выделения РНК (РНКс-3 
и РНКт-3, соответственно, с высокой ингибирующей морфогенез активностью); из лимфоцитов периферической крови 
здорового человека (РНКлпкч), а также из стволовых клеток стромы пупочного канатика человека . Результаты. Показана 
возможность восстановления функции инсулярного аппарата и стойкой нормализации уровня глюкозы в крови крыс 
с экспериментальным аллоксановым диабетом 1 типа . Установлено наличие корригирующей способности аллогенных 
и ксеногенных препаратов суммарной РНК, выделенной из лимфоидных органов крыс и лимфоцитов периферической 
крови человека, а также из мезенхимных стромальных клеток пуповины человека, в отношении уровня глюкозы крови у 
крыс . Продемонстрирован различный вклад препаратов суммарной РНК, полученной из  разных лимфоидных органов и 
стволовых клеток, в восстановлении нормального уровня глюкозы в крови животных . Установлено, что указанные препараты 
действуют на разные ткани-мишени в процессе восстановления функции инсулярного аппарата . Заключение. Полученные 
данные свидетельствуют о принципиальной возможности эффективного лечения сахарного диабета 1 и 2 типов . Дока-
зана эффективность неинвазивного интраназального введения аллогенных и ксеногенных препаратов суммарной РНК 
лимфоидных и стволовых клеток . Полученные результаты ставят вопрос о необходимости разработки более адекватной 
экспериментальной модели, а также о перспективности поиска подходов к персонифицированному индивидуальному 
лечению этой патологии с учетом особенностей ее развития в каждом конкретном случае . 

Ключевые слова: экспериментальный сахарный диабет, аллоксан, поджелудочная железа, регенерация, лимфоидные 
клетки, стволовые клетки, суммарная РНК .
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Aim . To study the effect of total RNA from lymphoid cells on blood glucose in experimental alloxan diabetes mellitus (DM) . Meth-
ods . The study was conducted on 68 white mongrel rats of both sexes weighing 180-220 g . Alloxan DM was modeled with full 
Freund’s adjuvant (0 .5 ml/rat) . After 24 h of fasting with free access to water, a single dose of alloxan trihydrate (La Chemas, Czeck 
Republic) was injected subcutaneously (200 mg/kg as a 4% solution in saline) . All rats received basis insulin therapy starting from 
day 3 of the alloxan injection to prevent fatal ketoacidosis . Eight types of total RNA were used: from splenic lymphoid cells, bone 
marrow, and caudal part of the pancreas of intact rats; from splenic lymphoid cells of rats after blood withdrawal (2% of body 
weight 17 h prior to RNA isolation) (RNA after induction of increased morphogenetic activity); from splenic and thymic lymphoid 
cells of rats after blood withdrawal (2% of body weight 96 h prior to RNA isolation) (RNAs with high morphogenesis-inhibiting 
activity); and from peripheral blood lymphocytes and umbilical cord stromal stem cells of a healthy human . Results . The study 
showed a possibility for functional recovery of the insular apparatus and stable normalization of blood glucose level in rats with 
experimental alloxan DM, a model of clinical type 1 DM . Allogenic and xenogeneic total RNAs isolated from rat lymphoid organs, 
peripheral blood lymphocytes, and mesenchymal stromal cells of human umbilical cord were able to correct the blood glucose 
level in rats . Total RNAs isolated from different lymphoid organs and stem cells differently contributed to normalization of blood 
glucose in rats . These total RNAs were shown to influence different target tissues during restoration of the insular apparatus func-
tion . Conclusion . The study showed a principle possibility of effective therapy for types 1 and 2 DM and demonstrated the effi-
cacy of non-invasive intranasal administration of allogenic and xenogeneic total RNAs from lymphoid and stem cells . These results 
indicated a need for developing a more relevant experimental model and offered a promising outlook for individualized treat-
ment of this disease with due account of its peculiar features in each specific case . The study was conducted as a part of the Pro-
gram for Basic Research of State Academies of Science in 2013-2020 on Development of Cell Models for Molecular Processes in 
Organs and Tissue (V .N . Orekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry) and the complex Research Work #01201354257 
on Regulation of Hemopoietic and Nonhemopoietic Functions of Bone Marrow Cells in Experiment and Clinic (Sounth Ural State 
Medical University) .
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В настоящей работе с целью дальнейшего изуче-
ния морфогенетических возможностей препаратов 
суммарных РНК лимфоидных клеток исследовали их 
способность осуществлять регенерацию поврежденно-
го инсулярного аппарата поджелудочной железы крыс. 
Как было показано ранее, при оперативном вмеша-
тельстве регенерация эндокринной части поджелудоч-
ной железы, представленной островками Лангерган-
са, происходит достаточно интенсивно за счет размно-
жения β-клеток, с некоторой гипертрофией клеток 
островков, приводя к восстановлению эндокринной 
функции железы [1, 2]. При функциональной недоста-
точности островковой ткани при сахарном диабете 
имеет место сходная компенсаторная реакция, с раз-

множением и слабой гипертрофией клеток, не приво-
дящая, однако, к восстановлению функции β-клеток. 
То есть при сохраняющейся способности клеток 
островков к пролиферации утрачивается их способ-
ность к полноценной дифференцировке. Цель работы 
–  оценка влияния препаратов суммарной РНК лим-
фоидных клеток на уровень глюкозы в крови при экс-
периментальном аллоксановом диабете. 

Аллоксановый диабет считается моделью сахарно-
го диабета (СД) 1 типа. Аллоксан имеет трехкетонную 
структуру, сходную по своему строению с глюкозой. 
Он избирательно захватывается переносчиком глюко-
зы GLUT-2 и переносится в панкреатические 
β-эндокриноциты. В процессе окисления в цитоплаз-
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ме этих клеток аллоксан продуцирует цитотоксичные 
свободнорадикальные метаболиты, которые вызывают 
массивный некроз β-клеток островков Лангерганса с 
последующим развитием абсолютной недостаточности 
инсулина и выраженной, стойкой гипергликемии.

Методика
Эксперименты были проведены в соответствии c 

Национальным стандартом РФ «Принципы надлежа-
щей лабораторной практики», утвержденным и вве-
денным в действие Приказом Ростехрегулирования от 
02.12.2009 (№544-ст, ГОСТ Р 53434-2009). Работа одо-
брена этическим комитетом ФГБНУ «НИИ биомеди-
цинской химии». Работа выполнена на 68 белых бес-
породных крысах обоего пола массой 180-220 г. Жи-
вотные содержались в стандартных условиях вивария, 
на стандартном рационе и при свободном доступе к 
воде.

Для воспроизведения стойкой аллоксановой мо-
дели СД 1 типа животным однократно подкожно вво-
дили полный адъювант Фрейнда в дозе 0,5 мл/крысу. 
Через 24 ч (на фоне 24-часового голодания, но при сво-
бодном доступе к воде) однократно п/к вводили пре-
парат аллоксана тригидрат («La Chema», Чехия) из рас-
чета 200 мг/кг (4% раствор в 0,9% NaCl) [3, 4]. Для пре-
дотвращения фатального кетоацидоза, начиная с 3-х 
сут после введения аллоксана, все крысы получали ба-
зисную инсулинотерапию [5]. Для этого животным 1 
раз в сут п/к вводили раствор инсулина аспарата двух-
фазного (НовоМикс 30 Пенфилл, «Novo nordisk», Да-
ния) в дозе 3 МЕД/кг. При снижении уровня глюкозы 
в крови ниже 10 ммоль/л введение инсулина прекра-
щали. Через 14 сут после введения аллоксана, перед 
введением препаратов РНК, уровень глюкозы в крови 
крыс составлял от 19 до 24 ммоль/л.

В экспериментах было использовано 8 разновид-
ностей препаратов суммарной РНК: из лимфоидных 
клеток селезенки, из костного мозга и хвостовой ча-
сти поджелудочной железы интактных крыс (РНКс-1, 
РНКкм-1 и РНКп/ж, соответственно); из лимфоид-
ных клеток селезенки крыс, подвергнутых кровопу-
сканию в объеме 2% от массы тела за 17 ч до выделе-
ния РНК (РНКс-2 с индуцированной повышенной 
морфогенетической активностью); из лимфоидных 
клеток селезенки и тимуса крыс, подвергнутых кро-
вопусканию в объеме 2% от массы тела за 96 ч до вы-
деления РНК (РНКс-3 и РНКт-3, соответственно, с 
высокой ингибирующей морфогенез активностью); 
из лимфоцитов периферической крови здорового че-
ловека (РНКлпкч), а также из стволовых клеток стро-
мы пупочного канатика человека, любезно предо-

ставленных сотрудниками лаборатории роста и раз-
вития Института морфологии человека (РНКмск). 
Суммарную РНК во всех случаях выделяли методом 
гуанидин тиоцианат–фенол–хлороформной экстрак-
ции [6].

Статистическую значимость различий оценивали 
с помощью критерия Манна-Уитни и Уилкоксона (раз-
личия считались статистически значимыми при веро-
ятности ошибки 1 рода < 0,05).

Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании, помимо основной за-

дачи по восстановлению уровня глюкозы в крови экс-
периментальных животных, была предпринята попыт-
ка оценить вклад суммарной РНК гомологичного ор-
гана и регуляторных РНК лимфоидных органов в 
восстановление функции продуцирующих инсулин 
β-клеток поджелудочной железы. Считается, что до-
бавление в эту схему органной РНК, гомологичной 
больному органу, повышает компенсаторные возмож-
ности пораженной ткани.

С этой целью в предварительном эксперименте бы-
ло предпринято  сначала двукратное (в 1 и 7 сут) вну-
трибрюшинное (в/б) ведение трем подопытным кры-
сам только препарата суммарной РНК органа, гомо-
логичного больному органу, в данном случае РНК 
поджелудочной железы, что к исходу 14-х сут способ-
ствовало снижению уровня глюкозы в крови живот-
ных примерно на 12%, 18% и 22% (табл. 1). Как видно 
из этой таблицы, второе введение РНК п/ж практиче-
ски не вызывало дальнейшего снижения уровня глю-
козы крови, что свидетельствует о достаточно ограни-
ченной корригирующей активности РНК п/ж здоро-
вых животных. 

При выборе препаратов для коррекции диабета на 
аллоксановой модели СД 1 типа, были учтены данные 
о наличии микроангиопатий в костном мозге у больных 
СД (http:/www.medkurs.ru/news/39325.html). Это обсто-
ятельство, наряду с описанными нами ранее результа-
тами, свидетельствующими о высокой морфогенетиче-
ской активности регуляторных препаратов суммарной 
РНК из костного мозга [7,8], послужило дополнитель-
ным аргументом в пользу применения препаратов 
РНКкм в комплексном лечении аллоксанового диабе-
та. Кроме того, считая препараты регуляторных РНК 
лимфоидных клеток селезенки и тимуса также очень 
важными компонентами в лечении патологических со-
стояний, мы и на данной модели проверили их действие. 

Из таблицы 1 видно, что только после введения пре-
паратов РНКкм и РНКс-1 животным 2 и 3 началось су-
щественное снижение уровня глюкозы крови. Это до-
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казывает, что система лимфоидной регуляции эффек-
тивнее органной РНКп/ж здоровых животных в 
отношении коррекции уровня глюкозы крови. Тем не 
менее, в конечном итоге, под действием указанных пре-
паратов РНК у обоих животных была достигнута пол-
ная нормализация гликемического статуса. 

В двух последующих сериях опытов в общей слож-
ности на 65 животных, по 5 крыс в экспериментальных 
и контрольных группах, изучали корригирующий эф-
фект аллогенных суммарных РНКкм-1, РНКс-1, 
РНКс-2, РНКт-3, РНКп/ж, а также ксеногенных 
РНКлпкч и РНКмск, вводимых в разных сочетаниях, 
в разной последовательности и разными путями, при 
этом в каждом случае препараты РНК вводили один 
раз в 7 сут в дозе 15 мкг/100 г массы тела. 

В 1-й серии эксперимента уже были выявлены не-
которые особенности механизмов действия суммар-
ных РНК, о которых стоит упомянуть. 

Так, корригирующее действие препарата РНКс-2 
оказалось менее эффективным, чем РНКс-1. Препа-
рат РНКт-3, который был опробирован на предмет тор-
можения возможных аутоиммунных реакций, не толь-
ко не снижал уровень глюкозы крови, но, напротив, 
повышал его. Следует отметить, что корригирующее 
действие препаратов было нами проверено ранее на 
мутантных мышах линии C57BL/KsJYLeprdb/+, счита-
ющейся адекватной моделью человеческого СД 2 ти-
па. На этой модели нами также были выявлены опре-
деленные различия эффектов, вызываемых препара-
тами РНКс-1 и РНКс-2, но при этом оба они всего 
лишь при однократном внутрибрюшинном введении 
способствовали быстрому и полному заживлению всех 
участков мацерации кожи (которые образуются, со-
гласно данным О.И. Степановой [9], на холке у 25% 
этих животных и не восстанавливаются до самой их ги-
бели). Весьма примечательным оказался и тот факт, 
что процесс активации регенерации кожи не зависел 
от того, снижался уровень глюкозы в крови мышей или 
нет. Что касается ингибирующего морфогенез препа-
рата РНКс-3, то его действие на мышей в модели СД 
2 типа было прямо противоположным тому, что на-
блюдалось у крыс с аллоксановым диабетом под дей-
ствием аналогичного супрессорного препарата РНКт-3: 
у всех мышей после однократного в/б введения РНКс-3 
существенно (причем почти одинаково, ≈ на 34%, у 
каждого из 9 подопытных животных) снижался уро-
вень глюкозы в крови, что может указывать на нали-
чие аутоиммунного компонента в патогенезе СД 2 ти-
па. Следует отметить, что у некоторых мышей, несмо-
тря на снижение уровня глюкозы под действием этого 
препарата, на холке появились участки мацерации ко-
жи, состояние которых заметно ухудшалось к концу 

трехнедельного срока после введения РНКс-3 – по-
видимому, в результате одновременного ингибирова-
ния процессов регенерации и в других органах (в част-
ности, в коже) [7, 10].

Во 2-й серии опытов на крысах с аллоксановым ди-
абетом изучили эффективность отдельного или соче-
танного введения тех препаратов РНК, которые ока-
зались, по результатам 1-й серии экспериментов, оп-
тимальными для нормализации уровня глюкозы, а 
также возможность использования интраназального 
пути введения РНК. Протокол эксперимента представ-
лен в табл. 2.

В табл. 3 представлены результаты данной серии 
эксперимента.

Следующей группе крыс с аллоксановым диабетом 
однократно в/б вводили одновременно по 15 мкг/100 г 
всех тестируемых препаратов: РНКкм-1, РНКс-1 и 
РНКп/ж, чтобы проверить, имеет ли принципиальное 
значение поэтапное введение РНК. Результаты данно-
го опыта, представленные в табл. 4, свидетельствуют о 
том, что однократное сочетанное введение всех 3 ком-

Таблица 1

Влияние препаратов РНКкм-1 и РНКс-1, вводимых на фоне пред-
варительного введения РНКп/ж, на динамику уровня глюкозы в 
крови крыс с аллоксановым диабетом

Сроки  
наблюдения

                                    Фон

1 2 3

21,8 20,9 22,3

Введение препарата РНКп/ж РНКп/ж РНКп/ж
3 сут 20,5 18,3 19,3
7 сут 18,6 18,1 20,2
Введение препарата РНКп/ж РНКп/ж РНКп/ж
10 сут 20,8 18,5 18,3
14 сут 17,0 18,4 18,2
Введение препарата - РНКкм-1 РНКс-1
17 сут 16,7 11,9 16,9
21 сут 17,1 8,2 14,7
24 сут 15,5 7,0 12,0

28 сут
Введение препарата

15,6 5,9 9,6

- - РНКс-1

35 сут 16,6 5,3 6,8
42 сут 15,8 5,3 6,7
56 сут 11,5 5,1 4,9

Примечание. 1) эксперимент начат через 60 сут после введения ал-
локсана интактным крысам; 2) препараты РНК вводили внутрибрю-
шинно в дозе 15 мкг/100 г массы тела. 
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Таблица 2

Схемы введения суммарных РНК животным с аллоксановым СД

Группы Начало лечения 7 сут 14 сут
1 0,9% NaCl 0,9% NaCl 0,9% NaCl

2
РНКкм-1

(15 мкг/100 г)
в/б

РНКс-1
(15 мкг/100 г)

в/б

РНКпж
(15 мкг/100 г)

в/б

3
РНКкм-1+РНКс-1+ РНКп/ж  

(5+5+5)мкг/100 г
в/б

РНКкм-1+ РНКс-1+РНКп/ж                                                                                                                                    
(5+5+5)мкг/100 г

в/б

РНКкм-1+РНКс-1+РНКп/ж
(5+5+5)мкг/100 г

в/б

4
РНКкм-1+РНКс-1+РНКп/ж

(5+5+5)мкг/100 г
интраназально

РНКкм-1+РНКс-1+РНКп/ж
(5+5+5)мкг/100 г

интраназально

РНКкм-1+РНКс-1+РНКп/ж
(5+5+5)мкг/100 г

интраназально

Таблица 3

Динамика уровня глюкозы (ммоль/л) в крови крыс с аллоксановым диабетом под влиянием суммарных РНК

Срок наблюдения Группа 1 (контроль) Группа 2 Группа 3 Группа 4
Фон 21,73±0,46 21,76±0,86 22,04±0,44 21,64±0,43
3 сут 21,58±0,64 11,98±0,41* 12,48±0,52* 13,46±0,71*
7 сут 21,09±0,31 11,40±0,49* 11,32±0,65* 11,34±0,41*

10 сут 20,42±0,41 8,90±0,41* 11,94±0,57*■ 11,76±0,69*
14 сут 18,87±0,53 8,26±0,24* 9,28±0,61* 9,72±0,47*
17 сут 18,72±0,36 6,72±0,21* 9,46±0,27*■ 9,71±0,35*
21 сут 19,12±0,41 5,86±0,21* 8,04±0,40*■ 8,30±0,36*
24 сут 18,53±0,36 5,52±0,18* 6,78±0,20*■ 7,18±0,32*
28 сут 18,19±0,46 5,56±0,18* 6,34±0,22*■ 6,56±0,19*
42 сут 18,68±1,02 5,54±0,15* 5,16±0,14* 5,62±0,12*

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями контрольных животных и животных опытных групп;  ■ – 
достоверные различия между показателями групп 2 и 3;  – статистически значимые различия между показателями групп 3 и 4.

понентов (каждого по 15 мкг/100 г массы)  приводит к 
такому же быстрому темпу нормализации уровня глю-
козы, как и в случае их последовательного введения 
(группа 2 в табл. 3).

На основании полученных результатов можно счи-
тать установленным, что полного восстановления нор-
мальных гликемических показателей, а следовательно, и 
функции островкового аппарата поджелудочной железы 
у крыс с аллоксановым диабетом можно добиться уже за 
3 нед (21 сут) в результате еженедельного последователь-
ного в/б введения препаратов суммарных РНКкм-1, 
РНКс-1 и РНКп/ж, в дозах 15 мкг/100 г (группы 3 и 4 в 
табл. 2 и 3). При трехкратном сочетанном еженедельном 
введении равных количеств всех 3 указанных препаратов 
РНК, в суммарной дозе на одно введение 15 мкг/100 г, 
восстановление нормального уровня глюкозы крови, а 
значит, и функции β-клеток поджелудочной железы, на-
блюдалось на 42-е сут. Важно подчеркнуть, что при та-

кой схеме лечения аллогенными препаратами суммар-
ной РНК внутрибрюшинный и интраназальный пути 
введения оказались практически одинаковыми по эф-
фективности. Это открывает широкие возможности для 
неинвазивного лечения сахарного диабета на основе при-
родных и неиммуногенных компонентов клеток здоро-
вого организма.

Важно отметить, что каждый из использованных 
нами препаратов (РНКкм-1, РНКс-1 или РНКп/ж) 
требовал вполне определенного времени для реализа-
ции восстановительных процессов, происходящих с 
его участием. По прошествии необходимого периода, 
падение уровня глюкозы в крови под действием каж-
дого из препаратов прекращалось, после чего дальней-
шего падения не происходило, хотя достигнутый уро-
вень удерживался системой организма достаточно ста-
бильно. Дальнейшее восстановление функции 
островкового аппарата поджелудочной железы при 
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воздействии следующим препаратом из указанной три-
ады тоже требовало определенного времени для реа-
лизации его регенераторной функции и приводило к 
дальнейшему снижению уровня глюкозы в крови, но 
тоже до определенных значений, ниже которых этот 
показатель не опускался даже при длительном интер-
вале между введениями (14 и более сут). И только под 
действием всех трех указанных препаратов, вводимых 
в количестве 15 мкг/100 г и в любой последовательно-
сти, обеспечивалась полная нормализация уровня глю-
козы в крови и восстановление функции инсулярного 
аппарата. 

Из этого следует, что изученные в данной работе 
препараты суммарных РНК качественно различны, и 
они не являются взаимозаменяемыми, а это определен-
но означает, что каждый из них имеет свою мишень. 

Опыт, результаты которого приведены в табл. 5, 
был поставлен на последних двух контрольных живот-
ных с аллоксановым диабетом (оставленных для оцен-
ки стойкости примененной модели сахарного диабе-
та). Даже спустя 70 сут после введения аллоксана уро-
вень глюкозы в их крови снизился незначительно и 
составлял в среднем 18 ммоль/л. С целью проверки 
возможного гипогликемического эффекта ксеноген-
ных препаратов этим крысам были введены суммар-
ные РНК стволовых клеток стромы пупочного кана-
тика человека (РНКмск) и лимфоцитов перифериче-
ской крови человека (РНКлпкч). Несмотря на 
длительность заболевания, результат оказался быстрым 
и стойким даже после однократного введения указан-
ных суммарных РНК, особенно при сочетании 
РНКмск и РНКлпкч, когда уровень глюкозы достиг 
нормальных значений уже на 14—17-е сут после их вве-
дения. Таким образом, эффективными оказались оба 

варианта лечения, в одном из которых была использо-
вана только суммарная РНК стволовых клеток пупо-
вины человека, а в другом – она же в сочетании с ре-
гуляторной суммарной РНК лимфоцитов перифери-
ческой крови здоровых доноров.

Таким образом,  был решен поставленный в самом 
начале вопрос о способности препаратов суммарной 
РНК лимфоидных клеток оказывать регуляторное воз-
действие на негомологичную ткань. По-видимому, 
лимфоцитарная РНК способна вызывать не только уве-
личение численности [7, 11—15], но и дифференци-
ровку инсулярных клеток, приводящую к нормализа-
ции их функции. 

Результаты исследования свидетельствуют об актив-
ном участии лимфоидной системы в развитии СД у экс-
периментальных животных, поскольку введение им сум-
марных РНК, выделенных из нормальных регуляторных 
или стволовых клеток, полностью нормализовало уро-
вень глюкозы у всех без исключения заболевших живот-
ных. И, напротив, в других наших экспериментах при 
введении суммарной РНК лимфоцитов селезенки крыс 
с аллоксановым диабетом здоровым животным мы на-
блюдали у последних временное (3-4 недельное) повы-
шение уровня глюкозы в крови. В свете этих результатов 
и данных других исследователей [16—18], распростра-
ненное мнение, что только СД 1 типа сопровождается 
развитием аутоиммунного процесса, не подтверждается. 

Таблица 4

Динамика уровня глюкозы в крови крыс с аллоксановым диабе-
том при сочетанном внутрибрюшинном введении суммарных РНК 
(РНКкм-1 + РНКс-1 + РНКп/ж) в дозах 15 мкг/100 г

Сроки наблюдения Содержание глюкозы в крови (ммоль/л) 

Фон 18,63±0,18

3 сут 10,53±0,28
7 сут 9,47±0,32
10 сут 7,63±0,26
14 сут 6,73±0,18

21 сут 5,40±0,15

28 сут 5,10±0,17
42 сут 5,23±0,15

Таблица 5

Динамика уровня глюкозы в крови крыс с аллоксановым диабе-
том при введении суммарных РНК из клеток стромы пупочного 
канатика человека (РНКмск) и лимфоцитов периферической кро-
ви человека (РНКлпкч)

1 2

Исходный фон (70 сут 
после индукции СД 
аллоксаном)

17,9 ммоль/л 18,3 ммоль/л

Введение препаратов РНКмск
(10,7 мкг/100 г)

РНКмск (10,0 
мкг/100 г) + 

РНКлпкч-1 (23,4 
мкг/100 г)

3 сут 16,1 ммоль/л 15,5 ммоль/л
7 сут 13,3 ммоль/л 11,0 ммоль/л
10 сут 9,3 ммоль/л 7,8 ммоль/л
14 сут 7,7 ммоль/л 6,1 ммоль/л

17 сут 6,9 ммоль/л 5,8 ммоль/л

21 сут 5,5 ммоль/л 5,6 ммоль/л
27 сут 5,7 ммоль/л 5,6 ммоль/л

35 сут 5,1 ммоль/л 5,3 ммоль/л
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В таком случае, поскольку у человека аутоиммунный 
компонент присутствует в патогенезе СД обоих типов, 
встает вопрос об адекватности общепринятых моделей 
этой патологии. По мнению ряда исследователей, имен-
но супрессорные Т-лимфоциты ответственны за имму-
норегуляцию при СД 1 типа [19-21], кроме того, обнару-
жено наличие наследственных дефектов в регуляторной 
Т-клеточной популяции у пациентов с СД 1 типа [18]. 
Однако в наших опытах введение супрессорного препа-
рата РНКт-3 крысам с аллоксановым СД, считающимся 
моделью СД 1 типа у человека, привело к ухудшению гли-
кемического статуса этих животных, а введение анало-
гичного препарата РНКс-3 мышам линии C57BL/
KsJYLeprdb/+, которые считаются моделью СД 2 типа у 
человека, способствовало значительному улучшению их 
гликемического статуса. 

Таким образом, полученные результаты прежде 
всего свидетельствуют о принципиальной возможно-
сти эффективного лечения СД обоих типов. Доказана 
эффективность неинвазивного интраназального вве-
дения аллогенных и ксеногенных препаратов суммар-
ной РНК лимфоидных и стволовых клеток. Получен-
ные результаты ставят вопрос о необходимости разра-
ботки более адекватной экспериментальной модели, а 
также о перспективности поиска подходов к персони-
фицированному лечению этой патологии с учетом осо-
бенностей ее развития в каждом конкретном случае. 
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Бакулин Д.А., Куркин Д.В., Волотова Е.В., Логвинова Е.О., Авдиенко К.А., Тюренков И.Н. 

Психоневрологические нарушения у животных  
с ишемией головного мозга на фоне сахарного диабета  
и их коррекция новым агонистом GPR119 и его 
комбинациями с метформином и цитиколином

ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
400131, Волгоградская область, г . Волгоград, Россия, пл . Павших борцов, д . 1

Сахарный диабет (СД) 2 типа значительно повышает риск развития инсульта и выбор гипогликемической терапии может 
оказать влияние не только на вероятность развития, но и на тяжесть течения нарушения мозгового кровообращения (НМК) . 
Цель: оценить влияние комбинированного введения агониста GPR119 с метформином и цитиколином на выраженность 
психоневрологических нарушений у животных с НМК на фоне СД . Методика. Исследование проведено на крысах линии 
Wistar, которым моделировали фокальную ишемию ГМ на фоне 28 дневного стрептозотоцин-никотинамид-индуцированного 
СД . Агонист рецептора GPR119 (дипиарон) и его комбинацию с метформином вводили с первого дня развития СД, а 
цитиколин – после моделирования НМК . Психоневрологические нарушения оценивались с использованием шкал «Combs 
& D’Alecy» и «Garcia», и тестов «Открытое поле», «Ротарод», УРПИ и ТЭИ . Результаты и обсуждение. Введение метформина 
приводило к нормализации уровня гликемии, но не снижало выраженность неврологического дефицита при последующем 
моделировании НМК . По сравнению с контролем в группах, получавших дипиарон и в большей степени его комбинацию 
с метформином, помимо улучшения контроля гликемии наблюдалось значительное снижение объема инфаркта и отёка 
мозга, а также выраженности психоневрологических нарушений у выживших животных (p<0,05) . Введение цитиколина без 
гипогликемической терапии не приводило к снижению уровня неврологического дефицита по сравнению с контрольной 
группой, при этом добавление цитиколина к гипогликемической терапии значимо не снижало тяжесть течения НМК .
Заключение. Комбинированное введение агониста GPR119 и метформина животным с экспериментальной ишемией ГМ 
на фоне СД значительно повышает терапевтический потенциал обоих препаратов, обеспечивая лучший контроль уровня 
гликемии и снижая выраженность психоневрологического дефицита при моделировании НМК .
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Neurological disorders in animals with cerebral ischemia and diabetes mellitus and their correction 
by a new agonist gpr119 and its combinations with metformin and citicoline

Volgograd State Medical University, 
400131, Russian Federation, Volgograd, Pavshikh Bortsov Sq .1

Type 2 diabetes mellitus (DM2) significantly increases the risk of stroke, and the choice of hypoglycemic therapy may influence not 
only a probability of stroke but also severity of cerebrovascular disease . Objective: To evaluate the effect of combination treat-
ment with a GPR119 agonist, metformin and citicoline on severity of neurological disorders in animals with stroke and diabetes . 
Cerebral ischemia was modeled by intraluminal occlusion of the middle cerebral artery (OMCA) . Methods. The study was per-
formed on Wistar rats with 28-day streptozotocin-nicotinamide-induced diabetes . The GPR119 receptor agonist (dipiaron) and 
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its combination with metformin were administered starting from the first day of DM, and citicoline was administered after the 
induction of brain ischemia . Behavioral and neurological disorders were evaluated using the Combs & D’Alecy and Garcia scales, 
and the open field, Rotarod, and active and passive avoidance tests . Results. The metformin treatment normalized glycemia but 
did not alleviate severity of the neurological deficit induced by subsequent OMCA . The groups treated with dipiaron and its com-
bination with metformin, in addition to improved glycemic control, showed significant decreases in brain infarction volume and 
edema and the severity of neurological disorders in surviving animals compared to the control (p<0 .05) . Administration of citico-
line without the hypoglycemic therapy reduced the neurological deficit in comparison with the control group . Addition of citico-
line to the hypoglycemic therapy did not significantly reduce the severity of brain ischemia . Conclusion. The combination treat-
ment of animals with brain ischemia and diabetes with the GPR119 agonist and metformin significantly enhanced the therapeu-
tic potential of both drugs evident as a better glycemic control and alleviated severity of the neurological deficit following OMCA .
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Введение
Наличие в анамнезе сахарного диабета (СД) 2 типа 

повышает риск развития инсульта в 3-7 раз, а риск смер-
ти от инсульта возрастает в 3-4 раза. Это является след-
ствием многих факторов, в том числе метаболических 
нарушений, эндотелиальной дисфункции, истощени-
ем компенсаторных и адаптивных возможностей, что 
приводит к развитию микро- и макроангиопатий [1]. 

Согласно современным рекомендациям, при под-
боре сахароснижающей терапии отдается предпочте-
ние препаратам, которые не вызывают гипогликеми-
ческих состояний и снижают риск развития сосуди-
стых осложнений СД [2]. Показано, что препараты 
некоторых групп (агонисты рецепторов ГПП-1 (лира-
глутид) и ингибиторы натрий-глюкозного котранспор-
тера 2 типа (эмпаглифлозин и канаглифлозин) способ-
ны снижать риск развития сосудистых осложнений СД 
[3, 4]. Поэтому уже в доклинических исследованиях 
для новых веществ с гипогликемической активностью 
появилась необходимость оценки действия на сердеч-
но-сосудистую систему. 

В последние годы разрабатываются препараты, 
стимулирующие выработку эндогенных инкретинов: 
глюкагонподобный петид-1 (ГПП-1)  и  глюкагонза-

висимый инсулинотропный полипептид (ГИП). По-
вышение секреции ГПП-1 и ГИП происходит при ак-
тивации компонентами пищи ряда рецепторов на эн-
тероэндокринных клетках кишечника (GPR40, GPR41, 
GPR43, GPR119, GPR120 и др.). Фармакологическая 
активация данных рецепторов представляет собой но-
вый подход в воздействии на систему инкретинов, а 
синтетические агонисты рецепторов GPR40 и GPR119 
представляют собой потенциальные противодиабети-
ческие препараты с низкой токсичностью и высоким 
терапевтическим потенциалом [5].

В рамках программы «Фарма-2020» фармаколога-
ми Волгоградского государственного медицинского 
университета совместно с химиками Исследователь-
ского Института Химического Разнообразия (АО 
«ИИХР», г. Химки, РФ) был разработан селективный 
агонист рецептора GPR119 (дипиарон), повышающий 
секрецию ГПП-1 [6] и обладающий выраженной ги-
погликемической активностью [7]. Было установлено, 
что дипиарон обладает и дополнительными свойства-
ми: улучшает липидный обмен и функциональное со-
стояние эндотелия в условиях экспериментального ди-
абета [8]. В настоящее время для дипиарона выполнен 
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весь комплекс доклинических исследований и он бу-
дет рекомендован для лечения СД 2 типа в моно- и 
комбинированной терапии у пациентов с метаболиче-
скими нарушениями и высоким риском развития со-
судистых осложнений.

Цель исследования – оценка церебропротектор-
ного потенциала дипиарона и метформина в отдель-
ности и в комбинации, а также при добавлении к те-
рапии нейропротекторного препарата (цитиколин) у 
животных с острым нарушением мозгового кровообра-
щения на фоне экспериментального СД.

 Методика
Все работы с лабораторными животными проводи-

ли в соответствии с «правилами лабораторной практи-
ки в Российской Федерации», утвержденными прика-
зом Министра здравоохранения РФ № 708н от 
23.08.2010 г. Исследование было одобрено региональ-
ным независимым этическим комитетом ГУ Волгоград-
ского медицинского научного центра (протокол № 191-
2014 от 25.02.2014 г). Работа выполнена на 114 крысах-
самцах Wistar массой 360-380 г, возрастом 8-10 мес 
(ФГУП «Питомник лабораторных животных «Рапполо-
во», Россия), содержавшихся в стандартных условиях 
вивария со свободным доступом к воде и пище. 

На рис. 1 представлен дизайн исследования, кото-
рый можно разделить на этапы: I этап – моделирова-
ние сахарного диабета и гипогликемическая терапия в 
течение 28 сут; II этап – моделирование ишемии го-
ловного мозга (ГМ) и оценка выраженности психонев-
рологического дефицита. 

Экспериментальный СД моделировали путём вну-
трибрюшинного введения стрептозотоцина (65 мг/кг, 
Sigma-Aldrich, США), после предварительно введен-
ного никотинамида (230 мг/кг, Sigma-Aldrich, США) 
[9]. Спустя 72 ч у животных измеряли уровень глике-
мии (после 6 ч голодания). 

На I этапе (рис. 1) в исследование были включены 114 
животных с уровнем гликемии в пределах 8-16 ммоль/л, 
которые были распределены на 4 группы (средний уро-
вень глюкозы в группах был от 13,0 до 13,4 ммоль/л). В 
течение 28 сут животные получали per os соответствен-
но: 1-я группа (n=36) – физ. р-р; 2-я (n=26) – дипиарон 
1 мг/кг; 3-я (n=26)  метформин 400 мг/кг и 4-я (n=26) – 
метформин+дипиарон 400 и 1 мг/кг соответственно 
(табл. 1).

На II этапе исследования (рис. 1) моделировали ише-
мию ГМ путем окклюзии среднемозговой артерии (ОС-
МА). Группа животных с СД без лечения (СД+физ. р-р, 
n=36) по принципу рандомизации была разделена на  

Рис. 1. Дизайн исследования .

Примечание: * – общее число животных (N); ** – число животных в группе (n); СД – сахарный диабет; физ . р-р – физиологический раствор; ОСА –  
общая сонная артерия; ВСА – внутренняя сонная артерия; НСА – наружная сонная артерия; СМА – средняя мозговая артерия; ОСМА – окклю-
зия средней мозговой артерии; ЛО – ложная операция; ОП – открытое поле; УРПИ – условный рефлекс пассивного избегания; ТЭИ – тест экс-
траполяционного избавления .
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3 подгруппы: ложнооперированные (ЛО) животные 
(СД+физ. р-р, n=10), контрольная – подгруппа с ише-
мией ГМ без лечения (СД+ОСМА+физ. р-р, n=13) и под-
группа с ишемией ГМ, получавшая после операции ней-
ропротектор цитиколин (СД+ОСМА+Цитиколин, n=13). 

Каждая из опытных групп (СД+ОСМА+дипиарон, 
СД+ОСМА+метформин и СД+ОСМА+метформин+ 
дипиарон) была разделена на 2 (по 13 животных в каж-
дой), одной из которых помимо соответствующей ги-
погликемической терапии после операции вводили ци-
тиколин.

Метформин (Глюкофаж, Merck Sante, Франция,  
400 мг/кг, per os) и цитиколин (Цераксон, Ferrer 
Internacional, Испания, 500 мг/кг, в/б) использовали в до-
зах, выбранных на основе данных литературы [10, 11]. До-
за агониста GPR119 (1 мг/кг) выбрана, как наиболее эф-
фективная по результатам предыдущих исследований [7]. 

Фокальная ишемия ГМ моделировалась посред-
ством временной (30 мин) внутрисосудистой окклю-
зии средней мозговой артерии [12]. В течение после-
дующих 2 сут с использованием неврологических шкал 
(«Combs & D’Alecy» и «Garcia» [13]) и установки «Ро-
тарод» (ООО «Нейроботикс», РФ) определяли выра-
женность неврологических нарушений. На 2-е сут по-
веденческие нарушения оценивали в тесте «Открытое 
поле», а сохранность памятного следа – в тестах «ус-
ловный рефлекс пассивного избегания» (УРПИ) и «те-
сте экстраполяционного избавления» (ТЭИ) (экспе-
риментальные установки произведены «НПК Откры-
тая Наука», Москва, Россия) [14]. Обучение животных 
в тестах УРПИ и ТЭИ производилось до моделирова-
ния ишемии (рис. 1). На заключительном этапе экспе-
римента определяли относительный объем некроза 
(окраска срезов больших полушарий 1% раствором 
2,3,5,-трифенилтетразолия хлорида) и увеличение объ-
ема пораженной гемисферы. Оперативные вмешатель-
ства осуществляли с использованием комбинирован-
ного наркоза (золетил 20 мг/кг + ксилазил 8 мг/кг). Эв-
таназию осуществляли путем двукратной 
передозировки хлоралгидрата (800 мг/кг).

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с использованием ПО Prism 6 и критериев (Да-
на и Ньюмена-Кейлса). Значения p<0,05 расценивали 
как статистически значимые. 

Результаты и обсуждение
Через 24 и 48 ч после моделирования ишемии ГМ у 

животных в контроле  наблюдался наиболее выражен-
ный неврологический дефицит (рис. 2), при этом сум-
марный балл по шкалам «Combs & D’Alecy» и «Garcia» 
был ниже, чем в подгруппе ложнооперированных (ЛО), 

через 24 ч на 26% и 57%, а через 48 ч – на 62% и 55% со-
ответственно. Лечебное введение цитиколина живот-
ным без гипогликемической терапии приводило к не-
значительной позитивной динамике (рис. 2). В группах, 
получавших гипогликемическую монотерапию (дипи-
арон и метформин) к 48 ч наблюдался значимо мень-
ший уровень неврологического дефицита по сравнению 
с контролем (соответственно на 79% и 42% по шкале 
«Combs & D’Alecy», рис. 2, А). Комбинированное лечеб-
но-профилактическое введение дипиарона и метфор-
мина оказывало более выраженное действие, чем каж-
дый из препаратов в отдельности (по сравнению с кон-
тролем группой на 98% в баллах по шкале «Combs & 
D’Alecy»). Дополнительное введение цитиколина жи-
вотным (после моделирования ишемии ГМ), получав-
шим гипогликемическую моно- и комбинированную 
терапию, не приводило к более выраженному сниже-
нию уровня неврологического дефицита (рис. 2).

Через 24 и 48 ч после моделирования ишемии ГМ 
у животных оценивали моторную функцию (силу и ко-
ординацию движений конечностей) в тесте «Ротарод». 
В контрольной группе по сравнению с группой ЛО от-
мечалось выраженное снижение времени удержания 
на вращающемся стержне (на 68% и 67% через 24 и 48 
ч соответственно) (рис. 3, А). У животных с ишемией 
ГМ и сахарным диабетом, получавших цитиколин по-
сле моделирования нарушения мозгового кровообра-
щения время удержания на вращающемся стержне бы-
ло несколько больше. В группах, получавших в каче-
стве гипогликемической терапии дипиарон и 
комбинацию метформин+дипиарон среднее время 
удержания на вращающемся стержне статистически 
значимо превышало (более чем в 2 раза) таковое в кон-
троле. Добавление к гипогликемической терапии ци-
тиколина не влияло на физическую выносливость и 
координацию движений животных с ишемией ГМ, вос-
произведённой на фоне экспериментального СД.

Таблица 1

Параметры углеводного обмена в группах после 28 сут лечения.

Группа Уровень 
гликемии 
(ммоль/л 
натощак)

Площадь под кривой 
«гликемия-время» при 
глюкозной нагрузке, 

ммоль/л*мин
Интактные животные 4,6±0,2 662±13

СД+физ. р-р 9,6±0,3 2764±145

СД+Дипиарон 7,9±0,4 1832±139

СД+Метформин 7,5±0,6 1707±146

СД+Метформин+ 
Дипиарон

7,1±0,5 1502±100
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Через 48 ч после моделирования ишемии мозга в те-
стах УРПИ и ТЭИ оценивали сохранность памятного 
следа по способности воспроизведения навыков пассив-
ного и активного избегания аверсивной среды, сформи-
рованных до моделирования нарушения мозгового кро-
вобращения. У животных контрольной группы был от-
мечен значительно более короткий латентный период 
захода в темный отсек с электродным полом в тесте УР-
ПИ, а также более продолжительное время для решения 
экстраполяционной задачи (подныривания) в тесте ТЭИ 
(рис. 3, Б), что свидетельствует о нарушении сохранно-
сти памятного следа у животных с ишемий ГМ и СД.  
В группах, получавших гипогликемическую монотера-
пию (дипиарон и метформин), показатели когнитивной 
функции – время захода в темный отсек было больше, а 
время подныривания (избавления от аверсивной среды) 
меньше, чем у животных негативного контроля. Введе-
ние цитиколина в дополнение к гипогликемической те-
рапии значимо не влияло на оцениваемые показатели.

В тесте «Открытое поле» (рис. 4, А, Б) у контрольной 
группы животных с ишемией ГМ и СД наблюдалось зна-

чимо более низкая двигательная (число пересеченных 
секторов) и ориентировочно-исследовательская (суммар-
ное количество заглядываний в отверстия установки и 
вставания на задние лапы) активность (рис. 4, БII) по срав-
нению с ложнооперированными животными (рис. 4, БI). 
У животных, которые до и после ишемии ГМ получали 
дипиарон показатели двигательной и ориентировочно-
исследовательской активности были статистически зна-
чимо выше, чем в группе негативного контроля. Двига-
тельная и ориентировочно-исследовательская активность 
у животных, получавших метформин была выше, чем у 
контрольной группы, но ниже по сравнению с группой, 
получавшей дипиарон. Несколько более высокие пока-
затели наблюдались в группе, получавшей дипиарон в 
комбинации с метформином: животные более полно об-
следовали пространство открытого поля, чаще выполня-
ли стойки и заглядывали в норки (рис. 4, БIII). В тесте «От-
крытое поле» у животных с ишемией ГМ на фоне СД, ко-
торым вводился только цитиколин число поведенческих 
актов было лишь незначительно выше, чем у животных 
группы негативного контроля. Добавление цитиколина 

Рис. 2. Уровень неврологического дефицита у животных в баллах по шкалам «Combs & D’Alecy» (А) и «Garcia» (Б) через 24 и 48 часов после мо-
делирования ОСМА у животных с экспериментальным СД . 

Обозначения: # – различия статистически значимы по отношению к подгруппе ложнооперированных животных с СД (ЛО) при p<0,05; * – раз-
личия статистически значимы достоверны по отношению к  животных с СД и окклюзией средней мозговой артерией (контроль), p<0,05 .
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Ишемия ГМ на фоне сахарного диабета отличается 
тяжелым течением с быстрой трансформацией зоны пе-
нумбры в некротизированную ткань [1]. В основе этого 
лежит ряд патогенетических факторов диабета: длитель-
ная гипергликемия, образование конечных продуктов 
гликирования, развитие эндотелиальной дисфункции и 
воспаления в сосудистой стенке, а также прокоагулянт-
ное состояние системы свертывания [1, 15].

Выбор сахароснижающей терапии влияет не толь-
ко на риск развития сердечно-сосудистых осложнений 
у пациента с СД 2 типа, но и на тяжесть течения ише-
мии ГМ благодаря контролю гликемии и свойствен-
ным ряду препаратов плейотропным эффектам [16]. 
Установлено, что метформин проявляет не только вы-
раженную гипогликемическую активность, но и сни-
жает риск развития сосудистых осложнений СД 2 ти-
па [16]. Это реализуется благодаря снижению перифе-
рической инсулинорезистентности, улучшению 
утилизации глюкозы, липидного профиля и эндотели-
опротекторному действию. Однако в литературе нет 
однозначных данных о его непосредственном влиянии 
на проявления нарушения мозгового кровообращения 

к терапии дипиароном, метформином и их комбинаци-
ей не оказывало значимого влияния на показатели пове-
дения в тесте «ОП». 

Размер инфаркта у животных (контроль) с ишеми-
ей ГМ и СД без лечения составлял 33±3,6% от поражен-
ной гемисферы, которая при этом, вследствие отека, 
была увеличена на 15% относительно интактной  
(рис. 5). У животных, получавших метформин относи-
тельный размер инфаркта и выраженность отека были 
несколько ниже (24±4,5% и 10±1,6% соответственно. 
Данные статистически незначимы). У животных, полу-
чавших дипиарон и комбинацию дипиарон+метформин 
относительный размер инфаркта был сопоставим и со-
ставил 19±4% и 17,5±4,4% соответственно (изменения 
статистически незначимы). У животных без гипоглике-
мической терапии, но с лечебным введением цитико-
лина относительный размер инфаркта и выраженность 
отека были незначительно ниже, чем в контроле 
(29±3,4% и 12±2,8% соответственно). В группах с гипо-
гликемической терапией добавление цитиколина после 
моделирования ишемии ГМ не оказывало влияния на 
размер инфаркта и выраженность отека.

Рис. 3. Время удержания животных на вращающемся стержне в тесте «Ротарод», через 24 и 48 ч после моделирования ОСМА (А); время захода 
в темный отсек установки «УРПИ» и время подныривания в «ТЭИ» (Б) через 48 ч после моделирования ОСМА у животных с экспериментальным 
СД . Обозначения те же как на рис . 2 .
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Рис. 4. Двигательная и ориентировочно-исследовательская активность животных через 48 ч после моделирования ишемии ГМ на фоне СД в 
тесте «Открытое поле» (А); характерная траектория движений в установке для групп (Б): (I) СД+физ . р-р (ЛО), (II) СД+ОСМА+физ . р-р (Контроль), 
(III) СД+ОСМА+Метформин+Дипиарон . Обозначения те же, как на рис . 2 .

Рис. 5. Относительный объем некроза и увеличение объема пораженной гемисферы, через 48 часов после моделирования ОСМА у животных 
с экспериментальным СД .

Обозначения: * – p<0,05  различия статистически значимы по отношению к группе животных с СД и окклюзией средней мозговой артерией 
(контроль)

А

Б
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[17]. С другой стороны, агонисты рецепторов ГПП-1 
и ингибиторы натрий-глюкозного котранспортера  
2-го типа уступают метформину по сахароснижающей 
активности, но при этом значимо снижают риск раз-
вития сердечно-сосудистых осложнений СД [3, 4]. 

В проведенном исследовании влияние метформи-
на незначимо превосходило влияние агониста GPR119 
(дипиарона) по гипогликемическому действию. Одна-
ко после моделирования ишемии ГМ на фоне СД в 
группе, получавшей метформин, по результатам боль-
шинства тестов наблюдался более выраженный пси-
хоневрологический дефицит, чем у животных, полу-
чавших дипиарон. Необходимо отметить, что показа-
тели психоневрологического дефицита незначительно 
отличались в группах, получавших дипиарон и комби-
нацию дипиарон и метформин, превышая таковые в 
группе с монотерапией метформином, что может ука-
зывать на незначительный вклад метформина в ней-
ропротекторный эффект комбинации.

Механизм действия дипиарона связан с двукрат-
ным повышением секреции ГПП-1 и увеличением се-
креции инсулина при поступлении глюкозы [6]. Так-
же помимо снижения уровня гликемии у животных с 
СД, при введении дипиарона отмечалась нормализа-
ция параметров коагуляционного гемостаза [18] и 
функционального состояния эндотелия [8]. Известно, 
что плейотропные свойства ГПП-1 связаны с широ-
кой распространенностью рецептора к ГПП-1 в раз-
ных тканях и его способность запускать внутриклеточ-
ные сигнальные каскады, поддерживающие функци-
ональную активность клетки и ингибирующие апоптоз 
в условиях патологии [3, 19]. Плейотропные эффекты 
дипиарона могут быть связаны как со снижением ги-
пергликемии, так и с эндотелио- и нейропротектор-
ными свойствами ГПП-1, что может объяснять цере-
бропротекторный потенциал агониста GPR119 в усло-
виях ишемии ГМ.

Введение цитиколина животным с фокальной ише-
мией без гипогликемической терапии не приводило к 
существенному снижению последствий нарушений 
мозгового кровообращения за короткий курс лечения. 
Причиной тому, вероятно, являются нарушения, фор-
мировавшиеся на фоне продолжительной (4 нед) ги-
пергликемии (эндотелиальная дисфункция, наруше-
ния в системе гемостаза, повышение образования про-
дуктов ПОЛ и др.), которые способны значительно 
снижать возможности нейропротекторной терапии.

Таким образом, введение метформина значитель-
но снижает уровень гликемии при экспериментальном 
СД, но не оказывает выраженного церебропротектор-
ного эффекта при последующем моделировании нару-
шений мозгового кровообращения. Введение дипиа-

рона, повышающего секрецию инкретинов, помимо 
гипогликемического действия приводит к статистиче-
ски значимому снижению психоневрологического де-
фицита у животных с ишемией ГМ на фоне СД. При 
комбинированном введении дипиарона с метформи-
ном увеличивается терапевтический потенциал обоих 
препаратов с гипогликемическим и церебропротектор-
ным действием. Добавление нейропротектора цитико-
лина к дипиарону, метформину и их комбинации по-
сле моделирования ишемии ГМ на фоне сахарного ди-
абета не приводит к значимому снижению 
психоневрологических нарушений. 
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Филимонова М.В., Макарчук В.М., Шевченко Л.И., Филимонов А.С.

Исследование влияния ингибитора NOS Т1023 в сочетании  
с γ-излучением и циклофосфамидом на рост  
и метастазирование карциномы лёгких льюис 

Медицинский радиологический научный центр им . А .Ф . Цыба — филиал ФГБУ НМИЦ радиологии Минздрава России, 
249036, Калужская область, Россия, г . Обнинск, ул . Королева, д . 4

Цель работы – изучение антинеопластических эффектов при комбинированном воздействии ингибитора NOS Т1023 
с γ-излучением и циклофосфамидом . Методика. В работе использован штамм эпидермоидной карциномы легких 
Льюиса . Выполнено 2 независимых эксперимента: в одном изучали антинеопластические эффекты при раздельном и 
комбинированном воздействии Т1023 и γ-излучения, в другом – при раздельном и комбинированном воздействии Т1023 
и циклофосфамида . Особям 1-й опытной группы в обоих экспериментах с 7-х по 20-е сут роста карциномы  ежедневно 
вводили соединение Т1023 в дозе 60 мг/кг внутрибрюшинно . В первом эксперименте животные 2-й опытной группы на  
7-е сут роста неоплазии получали сеанс облучения (доза 5 Гр) . Во втором эксперименте животным этой группы на 7-е сут 
роста неоплазии вводили однократно внутрибрюшинно циклофосфамид в дозе 100 мг/кг в виде 1,0% раствора фармакопей-
ного препарата на основе 0,9% раствора натрия хлорида . Животным 3-й опытной группы в обоих экспериментах проводили 
соответствующие комбинированные воздействия по этим же схемам и в таких же дозах . Первое введение Т1023 на 7-е сут 
роста карциномы этим животным проводили через 4 ч после облучения или введения циклофосфамида . Влияние на рост 
опухоли оценивали по межгрупповым различиям объемов опухолевых узлов, длительности задержки роста и индексу 
торможения роста опухоли . Влияние на активность метастазирования карциномы оценивали по межгрупповым различиям 
числа легочных метастазов на 21-е сут роста опухоли и индексу ингибирования метастазирования . Статистическую оценку 
значимости межгрупповых различий количественных показателей проводили с помощью дисперсионного анализа 
Краскела-Уоллиса с применением Q-критерия Данна . Результаты. Показано, что воздействие Т1023, как в комбинации с 
γ-излучением, так и в комбинации с циклофосфамидом, сопровождается статистически значимым подавлением роста и 
метастазирования карциномы легких Льюис . При этом антинеопластические эффекты обоих комбинированных воздействий 
соответствовали аддитивному противоопухолевому и антиметастатическому действию ингибитора NOS, γ-излучения и 
циклофосфамида . Заключение. Полученные результаты отражают способность ингибиторов NOS повышать эффективность 
радио- и химиотерапии злокачественных новообразований, что свидетельствуют о перспективности дальнейшей разработки 
препаратов типа соединения Т1023 .

Ключевые слова: производные изотиомочевины; ингибиторы NOS, γ-излучение; циклофосфамид, противоопухолевое 
действие .
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Filimonova M.V., Makarchuk V.M., Shevchenko L.I., Filimonov A.S.

EFFECT OF A NOS INHIBITOR, T1023, IN COMBINATION WITH γ-IRRADIATION AND 
CYCLOPHOSPHAMIDE ON GROWTH AND METASTASIS OF LEWIS LUNG CARCINOMA

A .F . Tsyb Medical Radiological Research Center, Branch of the National Medical Research Radiological Center, 
Koroleva Str . 4, Obninsk 249036, Kaluga Region, Russia

The aim was to study antineoplastic effects of a NOS inhibitor, T1023, in combination with γ-irradiation and cyclophosphamide . 
Methods. Epidermoid Lewis lung carcinoma (LLC) was used as a tumor model . Two independent experiments were performed . In 
the first experiment, antitumor effects of T1023 and γ-irradiation were studied individually and combined . In the second experiment, 
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antitumor effects of T1023 and cyclophosphamide were studied individually and combined . In both experiments, mice from the 
first experimental group were daily injected with T1023 60 mg/kg from day 7 to 20 . In the first experiment, animals of the second 
group were treated with γ-irradiation at 5 Gy on day 7 of tumor growth . In the second experiment, mice of the second group were 
injected with cyclophosphamide 100 mg/kg on day 7 of tumor growth . In both experiments, mice of the third group received a 
respective combined treatment according to the protocols described above . The first injection of T1023 was performed on day 7 
after tumor transplantation at 4 hours after the irradiation or cyclophosphamide treatment . Antitumor effects were assessed by 
comparing the tumor size, duration of tumor growth delay, and the index of tumor growth inhibition in control and experimen-
tal groups . The effect of treatments on metastatic activity of carcinoma was evaluated by the intergroup difference in number 
of pulmonary metastases inhibition index on day 21 of tumor growth . Statistical significance was determined using the Kruskal-
Wallis dispersion analysis with the Dunn Q-test . Results of the study showed that the T1023 treatment both in combination with 
γ-irradiation and with cyclophosphamide was associated with a significantly greater inhibition of tumor growth and metastasis . 
The antineoplastic effect of both combinations was consistent with the additive antitumor and antimetastatic effect of the NOS 
inhibitor, γ-radiation, and cyclophosphamide . Conclusion. The study showed the ability of NOS inhibitors to enhance the effec-
tiveness of radio- and chemotherapy for malignant tumors and suggested a promising outlook for further development of T1023 .

Keywords: isothiourea derivatives; NOS inhibitors, γ-radiation; cyclophosphamide, antitumor effect .
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Ведение
Ранее нами показано, что гидробромид 1-изо- 

бутаноил-2-изопропилизотиомочевины (далее, соеди-
нение Т1023), являющийся эффективным ингибито-
ром eNOS и iNOS, при субхроническом введении в до-
зе 60 мг/кг (~1/4 ЛД10) вызывает значительное (на 45-
75%) торможение роста и подавление (на 40-80%) 
метастазирования карциномы легких Льюис (КЛЛ), 
которые развиваются вследствие нарушений неопла-
стической васкуляризации [1]. Цель исследования – 
изучение влияния Т1023 в сочетании с γ-излучением и 
циклофосфамидом на развитие и метастазирование 
КЛЛ. Оценка перспективности дальнейшей разработ-
ки соединения Т1023.

Методика

Исследование выполнено в соответствии с этиче-
скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов.  Работа одобрена этическим комитетом Ме-

дицинского радиологического научного центра им. 
А.Ф. Цыба.

Эксперименты выполнены на 120 самцах мышей F1 
(CBA×C57BL6j) в возрасте 8—10 нед массой 20-23 г из пи-
томника ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Мышей со-
держали в виварии МРНЦ в клетках Т-3 на древесно-
стружечном подстиле при естественном освещении и 
10-кратной вентиляции воздуха, температуре 18-20 ˚C 
и относительной влажности 40-70%, со свободным до-
ступом к корму ПК-120-1 и питьевой воде.

Штамм эпидермоидной КЛЛ получен из ФГБУ 
РОНЦ им. Н.Н. Блохина. Трансплантировали КЛЛ в 
область латеральной поверхности правого бедра мы-
шей подкожно введением 1,5×106 клеток карциномы 
в 0,1 мл суспензии на основе среды 199 (ООО Пан-Эко, 
РФ).

Выполнено 2 серии независимых экспериментов. 
В I (n=60) серии изучали антинеопластические эффек-
ты при раздельном и комбинированном воздействии 
Т1023 и γ-излучения, во II серии (n=60) – при раздель-
ном и комбинированном воздействии Т1023 и цикло-
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фосфамида. Мышей (n=60) для исследования брали на 
7-е сут после перевивки КЛЛ, когда опухолевые узлы 
у всех особей имели объем 100-150 мм3. В каждой се-
рии животные были распределены в 4 эксперименталь-
ные группы – контрольную и 3 опытные, по 15 мышей 
в каждой.

Животные контрольных групп в дальнейшем не 
получали каких-либо воздействий. Особям 1-й опыт-
ной группы в обеих сериях с 7-х по 20-е сут роста КЛЛ 
вводили ежедневно внутрибрюшинно соединение 
Т1023 (60 мг/кг) в виде 0,6% раствора на основе 0,9% 
раствора натрия хлорида (ОАО Дальхимфарм, РФ).

В I серии опухоли животных 2-й опытной группы 
на 7-е сут роста  облучали на установке Луч-1 с источ-
ником 60Co при мощности дозы 80 мГр/с (γ-излучение 
5 Гр). В поле облучения выводили конечность с при-
витой  КЛЛ, тело экранировали свинцовыми пласти-
нами. Во  II  серии  животным этой группы на 7-е сут 
роста неоплазии вводили однократно в/б циклофос-
фамид в дозе 100 мг/кг в виде 1,0% раствора фармако-
пейного препарата (циклофосфан; ОАО Биохимик, 
РФ) на основе 0,9% раствора натрия хлорида.

Животным 3-й опытной группы в обеих сериях 
проводили соответствующие комбинированные воз-
действия по тем же схемам и в тех же дозах. Первое вве-
дение Т1023 на 7-е сут роста КЛЛ этим животным про-
водили через 4 ч после облучения или введения цикло-
фосфамида.

Влияние воздействий на рост КЛЛ оценивали по 
межгрупповым различиям объемов опухолевых узлов, 
длительности задержки роста и индексу торможения ро-
ста опухоли (ТРО) [2]. Влияние экспериментальных воз-
действий на активность метастазирования карциномы 
оценивали по межгрупповым различиям числа легоч-
ных метастазов на 21-е сут роста КЛЛ и индексу инги-
бирования метастазирования (ИИМ) [2]. Оценку объе-
ма опухолевых узлов на различных сроках наблюдения 
и подсчет числа легочных метастазов проводили по ме-
тодикам [1]. Статистическую оценку значимости меж-
групповых различий количественных показателей про-
водили с помощью дисперсионного анализа Краскела-
Уоллиса с применением Q-критерия Данна.

Результаты и обсуждение 
Результаты анализа динамики роста и активности 

метастазирования КЛЛ в I серии показали, что все ис-
пользованные варианты экспериментальных воздей-
ствий обнаруживали статистически значимые антине-
опластические эффекты (табл. 1, 2). 

В то же время, выраженность этих эффектов в опыт-
ных группах животных существенно различалась. У мы-

шей, получавших раздельные воздействия g-излучения 
и соединения Т1023, наблюдался статистически равный 
противоопухолевый эффект. В обеих группах в течение 
5-6 сут после облучения и начала применения Т1023 раз-
вивалась задержка роста КЛЛ на 2-2,2 сут, и в дальней-
шем до конца опыта сохранялось умеренное торможе-
ние роста неоплазии – величина ТРО составляла  
30-35%. Сходным, статистически равным был и анти-
метастатический эффект при раздельном воздействии 
γ-излучения и Т1023. В обоих случаях наблюдалось ста-
тистически значимые подавления процессов метаста-
зирования и роста легочных метастазов карциномы – 
величина ИИМ составляла 45—60%.

В группе животных, получавших комбинирован-
ное воздействие γ-излучения и соединения Т1023, на-
блюдалось выраженное, статистически значимое воз-
растание как противоопухолевого, так и антиметаста-
тического эффектов. В этом случае задержка роста 
опухоли увеличилась до 4,2-4,4 сут, и в дальнейшем до 
конца опыта сохранялось выраженное торможение ро-
ста неоплазии – величина ТРО составляла 50-55%. Вы-
раженно возрастало при этом и антиметастатическое 
действие – величина ИИМ превышала 70%.

При этом количественный анализ полученных в 
этом эксперименте данных свидетельствовал, что на-
блюдаемые антинеопластические эффекты в группе 
мышей, получавших комбинированное воздействие, 
статистически соответствовали уровню аддитивного, 
независимого противоопухолевого и антиметастати-
ческого действия γ-излучения и Т1023.

Аналогичная картина прослеживалась и во II се-
рии экспериментов. В этом случае также все исполь-
зованные варианты экспериментальных воздействий 
вызывали статистически значимые антинеопластиче-
ские эффекты, выраженность которых в опытных груп-
пах животных существенно различалась (табл. 3, 4). 

У мышей, получавших раздельные воздействия ци-
клофосфамида и соединения Т1023, также наблюдал-
ся близкий, статистически равный противоопухолевый 
эффект. После начала применения Т1023 развивалась 
задержка роста КЛЛ на 2,7—2,9 сут, и в дальнейшем со-
хранялось умеренное торможение роста неоплазии – 
величина ТРО составляла 35-45%. После воздействия 
циклофосфамида задержка роста КЛЛ была более вы-
раженной (на 5,3-5,5 сут) и в дальнейшем наблюдалось 
значительное торможение роста опухоли – величина 
ТРО составляла 50-65%. Статистически равным в этих 
группах было и антиметастатическое действие. В обо-
их случаях наблюдалось значительное, статистически 
значимое подавление процессов метастазирования и 
роста легочных метастазов – величина ИИМ составля-
ла 73—77%.
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Таблица 1

Влияние Т1023 и γ-излучения при раздельном и комбинированном применении на динамику роста карциномы легких Льюис

Время 
роста 
КЛЛ, 
сутки

Средний относительный объем опухоли (V), отн. ед. (M ± SD);  ТРО, %

Контроль 
V

Т1023 γ-излучение γ-излучение + Т1023 Аддитивный эффект (расчет)

V ТРО V ТРО V ТРО V ТРО

7 1,0 1,0 0 1,0 0 1,0 0 1,0 0
10 3,4 ± 1,2 2,8 ± 0,9 18 3,3 ± 0,9 3 2,2 ± 0,6 35 2,7 ± 1,3 21
14 11,3 ± 2,7 7,4 ± 1,7 1 35 8,1 ± 1,9 1 28 5,3 ± 1,3 1 2 3 53 5,3 ± 2,6 53
17 19,0 ± 4,8 13,3 ± 2,9 1 30 13,2 ± 2,7 1 31 9,6 ± 2,0 1 2 3 49 9,2 ± 4,2 52
21 37,4 ± 8,2 26,1 ± 6,1 1 30 25,0 ± 5,6 1 33 16,7 ± 4,2 1 2 3 55 17,4 ± 8,3 53

Примечания. Здесь и в табл. 2 – статистически значимые различия (p < 0,05) по критерию Данна: 1 – с контрольной группой; 2 – с группой, 
получавшей только воздействие Т1023; 3 – с группой, получавшей только воздействие g-излучения (в группах n = 15).

Таблица 2

Влияние Т1023 и γ-излучения при раздельном и комбинированном применении на метастазирование карциномы легких Льюис

Показатель
Среднее число легочных метастазов на 21-е сут роста (M ± SD);  ИИМ, %

Контроль Т1023 γ-излучение γ-излучение + Т1023 Аддитивный эффект (расчет)
Крупные метастазы 9,5 ± 3,2 4,2 ± 3,4 1 1,4 ± 1,1 1 1,1 ± 1,0 1 0,6 ± 3,6
Малые метастазы 23,1 ± 5,6 13,3 ± 4,9 1 11,8 ± 4,8 1 7,7 ± 4,5 1 2 6,8 ± 6,9
Все метастазы 32,6 ± 7,1 17,5 ± 7,1 1 13,2 ± 5,7 1 8,8 ± 5,1 1 2 7,1 ± 9,1
ИИМ 46 60 73 77

Таблица 3

Влияние Т1023 и циклофосфамида при раздельном и комбинированном применении на динамику роста карциномы легких Льюис

Время роста 
КЛЛ, сутки

Средний относительный объем опухоли (V), отн. ед. (M ± SD);  ТРО, %

Контроль 
V

Т1023 Циклофосфамид Циклофосфамид + Т1023 Аддитивный эффект (расчет)
V ТРО V ТРО V ТРО V ТРО

7 1,0 1,0 0 1,0 0 1,0 0 1,0 0
10 9,6 ± 3,5 5,4 ± 2,4 1 44 3,2 ± 1,3 1 67 1,8 ± 0,9 1 2 81 1,8 ± 2,7 81
14 18,3 ± 6,1 11,6 ± 5,1 1 37 6,6 ± 2,6 1 64 4,5 ± 1,7 1 2 75 4,2 ± 5,7 77
17 34,1 ± 11,8 19,2 ± 8,1 1 44 13,2 ± 3,8 1 61 8,2 ± 3,3 1 2 3 76 7,4 ± 8,9 78
21 41,2 ± 12,4 26,7 ± 9,0 1 35 19,7 ± 5,7 1 52 12,3 ± 5,1 1 2 3 70 12,8 ± 10,7 69

Примечания. Здесь и в табл. 4 – статистически значимые различия (p < 0,05) по критерию Данна: 1 – с контрольной группой; 2 – с груп-
пой, получавшей только воздействие Т1023; 3 – с группой, получавшей только воздействие циклофосфамида (в группах n = 15).

Таблица 4

Влияние Т1023 и циклофосфамида при раздельном и комбинированном применении на метастазирование карциномы легких Льюис

Показатель
Среднее число легочных метастазов на 21-е сут роста (M ± SD);  ИИМ, %

Контроль Т1023 Циклофосфамид Циклофосфамид + Т1023 Аддитивный эффект (расчет)
Крупные метастазы 3,8 ± 0,9 0,9 ± 0,4 1 0,6 ± 0,3 1 0,1 ± 0,1 1 2 3 0,1 ± 0,5
Малые метастазы 20,1 ± 2,6 4,5 ± 0,6 1 5,8 ± 0,8 1 1,9 ± 0,5 1 2 3 1,3 ± 1,0
Все метастазы 23,9 ± 2,8 5,4 ± 0,7 1 6,4 ± 0,8 1 2,0 ± 0,5 1 2 3 1,4 ± 1,1
ИИМ 77 73 92 94
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В группе животных, получавших комбинирован-
ное воздействие, наблюдалось статистически значи-
мое возрастание антинеопластических эффектов. На 
фоне комбинированного воздействия циклофосфами-
да и Т1023 задержка роста опухоли увеличилась до  
8,1-8,3 сут и в дальнейшем сохранялось выраженное 
торможение роста КЛЛ – величина ТРО составляла 
70-80%. При этом неоплазия метастазировала крайне 
слабо, и практически полностью подавлялся рост ле-
гочных метастазов – величина ИИМ превышала 90%.

Как и в первом опыте, количественный анализ по-
лученных данных свидетельствовал, что антинеопла-
стические эффекты при комбинированном воздей-
ствии статистически соответствовали уровню аддитив-
ного противоопухолевого и антиметастатического 
действия циклофосфамида и соединения Т1023.

В целом, усиление противоопухолевых эффектов 
при комбинированном применении соединения Т1023 
в сочетании с γ-излучением и циклофосфамидом, в це-
лом, согласуется с результатами работ, в которых пока-
зана способность некоторых известных ингибиторов 
NOS (L-NNA, L-NAME, L-NIL, аминогуанидин) по-
вышать эффективность лучевой, химио- и фотодина-
мической терапии экспериментальных неоплазий [3-7]. 
При этом отчетливый аддитивный характер фармако-
динамического взаимодействия Т1023 с γ-излучением 
и циклофосфамидом в противоопухолевом и антимета-
статическом действии, вероятно, является отражением 
различия механизмов и независимости реализации этих 
эффектов при воздействии этих факторов.

Наблюдаемая в экспериментах выраженность ан-
тинеопластической активности ингибитора NOS Т1023 
и позитивный характер его фармакодинамического 
взаимодействия с ионизирующими излучениями и ци-
тостатическими средствами свидетельствуют о целе-
сообразности дальнейшей разработки этого соедине-
ния в качестве противоопухолевого средства.
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Обзор включает данные анализа современной литературы по вопросам происхождения и дифференцировки клеток-пред-
шественников меланоцитов в эмбриогенезе и взрослом состоянии, их локализации и роли в пигментации кожи и волос . 
Особое внимание в обзоре уделено рассмотрению факторов, участвующих или влияющих на процессы нормального мела-
ногенеза и патологических нарушений пигментации, обусловленных влиянием генетических и эпигенетических факторов, 
а также процессов старения клеток . Идентификация и понимание процессов меланогенеза, а также механизмов измене-
ния функциональной активности меланоцитов кожи человека облегчит понимание патогенеза нарушений пигментации 
и позволит разрабатывать новые высокоэффективные препараты для профилактики и терапии заболеваний, коррекции 
возрастных изменений, а также препаратов,  снижающих риск развития рака кожи . 
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Melanocytes represent an important type of human skin cells . They synthesize the pigment melanin, which determines skin pig-
mentation and provideds protection from ultraviolet radiation and other external factors . Regulation of pigmentation involves 
many factors essential for development, regeneration, and aging of melanocytes and their precursors as well as the factors involved 
in synthesis of melanin, formation, transport and distribution of melanosomes and melanocyte-specific transcription factors that 
control the expression and function of all these genes . 
This review focused on origination and differentiation of melanocyte progenitor cells in embryogenesis and adulthood, their localization 
and role in skin and hair pigmentation . Particular attention was paid to the factors involved in or affecting processes of normal melano-
genesis, pigmentation abnormalities due to genetic and epigenetic factors, and the processes of cell aging . The authors underlined that 
melanogenesis and the pigment packing and transportation to epithelial cells are complex and multifactorial processes determined by 
many external and internal factors, such as performance of genes, enzymes, structural proteins, and effects of hormones and medicines . 
Age-related changes in cells and the body as a whole are serious factors of pigmentation disorders . Despite numerous studies, informa-
tion about possibilities of influencing the processes of aging or pathological disorders of skin pigmentation is extremely scarce . Identifi-
cation and understanding processes involved in melanogenesis and mechanisms of changes in the functioning of human skin melano-
cytes will facilitate understanding the pathogenesis of pigmentation disorders and help developing new, highly effective drugs for pre-
vention and treatment of diseases or age-related changes, specifically for prevention or reducing the risk of skin cancer .
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Кожа является жизненно важным органом, созда-
ющим физический барьер, служит основным защит-
ным механизмом от патогенов, обезвоживания и агрес-
сивного  воздействия окружающей среды. Под воздей-
ствием внутренних и внешних факторов, кожа часто 
реагирует, изменяя пигментацию. Влияние окружаю-
щей среды, например, ультрафиолета (УФ), опреде-
ленные лекарственные средства и химические соеди-
нения, а также эндокринные факторы вызывают вре-
менные (например, во время беременности) или 
постоянные (например, в процессе старения организ-
ма) изменения цвета кожи.

Меланоциты – один из важных  типов клеток ко-
жи человека, которые отвечают за процессы ее пигмен-
тации, защиты от ультрафиолетового излучения и дру-
гих факторов внешнего воздействия. Высокая частота 
нарушений процессов, обеспечивающих пигментацию, 
а также высокая вероятность повреждения кожи при 
травмах подчеркивают актуальность понимания меха-
низмов меланогенеза, изучения источников стволовых 
клеток, исследования факторов, влияющих на их диф-
ференцировку в меланоциты.

Цель обзора – анализ современных данных лите-
ратуры по меланоцитам кожи человека, источнику их 
в эмбриогенезе и взрослом организме, процессу их 
дифференцировки и функциональной активности ме-
ланоцитов в норме и патологии. 

Меланоциты: их роль, морфология и локализация в 
организме. Меланоци́ты являются высокоспециализи-
рованными клетками, вырабатывающими пигмент ме-
ланин, определяющий цвет кожи. Большинство их рас-
полагается в коже, внутреннем ухе, пигментированной 
части эпителия сетчатки глаза, а также сосудистого 
слоя сетчатки глаз и в других органах, включая сердце 
и центральную нервную систему. В коже человека они, 
в основном, локализованы в базальном слое эпидер-
миса, но также в дерме, волосяных фолликулах. В ко-
же мышей меланоциты расположены только в волося-
ных фолликулах и в голых областях эпидермиса или 
дермы, таких как хвост, ухо и лапа [1]. 

Меланоциты имеют вид разветвлённых клеток, те-
ло которых лежит в базальном слое эпидермиса, а 
длинные отростки идут в шиповатый слой [2]. Эпидер-
мальные меланоциты прикреплены к базальной пла-
стинке с помощью рецепторов интегрина, а к окружа-
ющим кератиноцитам с помощью E-кадгериновых 
контактов [3]. Обычно они имеют длину около 7 мкм, 
хотя их размер может варьировать. Как правило, от 
1000 до 2000 меланоцитов находится на одном квадрат-
ном миллиметре кожи или приблизительно от 5% до 
10% клеток в базальном слое эпидермиса. Показано, 
что относительное количество этих клеток примерно 

одинаково для обоих полов и для всех рас. Отдельная 
популяция меланоцитов находится в волосяных фол-
ликулах и участвует в пигментации волосков. Суще-
ствует мнение, что различия в окраске кожи определя-
ются относительной активностью этих клеток, а не их 
количеством [3].

Меланоциты синтезируют меланин: черно-корич-
невый (эумеланин) или желто-красный (феомеланин), 
создавая разнообразие цвета кожи и волос. Меланин 
является сложным гетерополимером, который погло-
щает свет ультрафиолетового и видимого спектра, обе-
спечивая наиболее эффективную защиту кожи от сол-
нечного излучения. Пигментпродуцирующая актив-
ность меланоцитов в коже человека сложным образом 
регулируются кератиноцитами и окружающей стромой 
[4]. Меланин накапливается в меланосомах, которые 
транспортируются в отростки (дендриты) клеток. Пе-
ренос меланосом достигается, когда кератиноциты ох-
ватывают и меланосомосодержащие цитоплазматиче-
ские дендритные отростки меланоцитов. Из послед-
них они поступают в кератиноциты эпидермиса, где 
защищают ядерный аппарат от повреждения ультра-
фиолетовыми лучами, а в дальнейшем разрушаются 
лизосомами. Показано, что в фетальных клетках кожи 
человека  разрушение меланосом и меланина возмож-
но как в аутофагосомах меланоцитов, так в фагосомах 
кератиноцитов с участием  эндоплазматического ре-
тикулума [5]. Воздействие ультрафиолетового (УФ) 
света увеличивает скорость образования меланосом и 
скорость их доставки в кератиноциты [6, 7]. Кроме УФ 
и солнечных лучей синтез меланина и его транспорт в 
эпителиальные клетки активируются меланоцитсти-
мулирующим (МСГ) и адренокортикотропным (АКТГ) 
гормонами. Показана роль меланоцитов в иммунной 
защите организма [8]. 

Меланоциты, характеризуются высокой тирози-
назной активностью.  МСГ играет важную роль в ре-
гуляции дифференцировки меланоцитов в эпидер-
мисе и волосяной луковице, влияет на активность 
тирозиназы, образование меланосом, их перенос и 
увеличение дендритогенеза. Установлено, что проли-
феративная активность дифференцирующихся эпи-
дермальных меланоцитов новорожденных мышей во 
время заживления кожных ран контролируется по-
лудоминантными генами [9]. На функциональную 
активность меланоцитов и, главным образом, ме-
ланогенез, значительное влияние оказывают кера-
тиноциты и фибробласты кожи. При культивирова-
нии эпидермальных меланобластов в бессывороточ-
ной среде отмечено, что фактор роста фибробластов 
стимулирует устойчивую пролиферацию меланобла-
стов в присутствии дибутирил аденозин 3’-5’-цикли-
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ческого монофосфата и кератиноцитов. Показано, 
что полученный из фибробластов кератиноцитсти-
мулирующий ростовой фактор (KGF) стимулирует 
дифференциацию и пролиферацию меланобластов 
человека совместно с циклическим аденозинмоно-
фосфатом (цАМФ), основным фактором роста фи-
бробластов (bFGF) и эндотелином -1 (ET-1), а так-
же неопределенными факторами, происходящими от 
кератиноцитов. Эти результаты подтверждают, что 
функциональная активность меланоцитов в эпидер-
мисе и волосяной луковице контролируются не толь-
ко генетическими, но и другими факторами, такими 
как гормоны и факторы роста. 

Источники клеток-предшественников в эмбриогене-
зе и взрослом организме. Меланобласты являются клет-
ками-предшественниками меланоцитов в эмбриоге-
незе и формируются во время гаструляции у развива-
ющегося эмбриона на дорсальном крае нервного 
гребня (НГ) [10]. Клетки НГ очень мобильны и спо-
собны давать начало многим типам клеток, включая 
меланоциты, которые мигрируют в базальный слой 
эпидермиса и волосяные фолликулы [11, 12]. 

На процессы миграции, пролиферации и диффе-
ренцировки клеток в меланинпродуцирующие вли-
яют медиаторы, выделяемые клетками дорсальной 
части нервной трубки, эктодермы и кератиноцита-
ми. В качестве медиаторов могут выступать семей-
ство гликопротеинов WNT, эндотелин 3 (EDN3) и 
фактор стволовых клеток (SCF), который связывает 
тирозинкиназу с рецептором c-kit в меланоцитах и 
меланобластах [11, 13, 14]. Показано, что мутации в 
генах c-kit и SCF вызывают пьебалдизм, генодерма-
тоз с депигментированными макулами [11]. Образо-
вание бипотентных глиально-меланоцитарных кле-
ток зависит от активности генов Pax3, Sox10 и Wnt 
белков [15]. 

Во взрослом организме меланоциты являются дол-
гоживущими дендритными клетками с медленным кле-
точным циклом, не имеющими значительного источ-
ника стволовых клеток во взрослом организме. Это оз-
начает, что если меланоцит повреждается или 
начинает хуже работать в каком-то отношении, он не 
может правильно сохранять и передавать кератиноци-
там меланосомы, содержащие пигмент. Результатом 
является местная гипо- или гиперпигментация. Для 
продолжительного существования организма и его за-
щиты от внешних воздействий необходим источник 
стволовых или прогениторных клеток. Многие иссле-
дования показали, что одним из источников, позволя-
ющим поддерживать и восстанавливать популяцию ме-
ланоцитов в зрелой коже, являются стволовые клетки 
меланоцитов (McSCs), расположенные в волосяных 

фолликулах или в области выпуклости волосяного фол-
ликула [14, 16]. 

В ответ на различные виды повреждений стволо-
вые клетки меланоцитов (McSC), расположенные в 
выпуклости волосяных фолликулов, могут дифферен-
цироваться в зрелые меланоциты. Группой ученых из 
Китая и США показано, что после эпиляции мышей 
McSCs дифференцируются в фолликулярные и эпи-
дермальные меланоциты. Это приводит к гиперпиг-
ментации кожи и волос. Результаты этих исследова-
ний подтвердили, что эпиляция приводит к эндоген-
ной активации эндотелина 3 (EDN3) в кожном 
сосочке, вторичных зародышевых клетках волос и эпи-
дермисе [17].

О молекулярных факторах индукции дифференци-
ровки и функционирования меланоцитов известно не-
много. MITF (микрофтальма транскрипционный фак-
тор) является специфическим молекулярным марке-
ром меланоцитов и тесно связан с их развитием. 
Показано, что мутации в гене MITF человека могут 
приводить к синдрому Ваарденбурга типа 2 (WS2) и 
синдрому Титца, которые преимущественно наследу-
ются и связаны с фенотипом болезни гипопигмента-
ции и потери слуха [13]. 

В процессе дифференцировки меланоцитов экс-
прессия MITF регулируется такими факторами транс-
крипции, как PAX3(paired-box 3) и SOX10 (sex-
determining region Y (SRY)-box 10) [18-20]. Показано, 
что FOXD3 и SOX2 подавляют экспрессию гена MITF, 
активированного PAX3 и SOX10 в клетках НГ, благо-
даря чему их дифференцировка может смещаться в сто-
рону нейрональной линии. Отмечено, что в регуляции 
развития меланоцитов участвуют также WNT3A и фак-
торы роста, например, фактор стволовых клеток (SCF, 
лиганд KIT), эндотелины, эфрин и костный морфоге-
нетический белок 4 (BMP4) [21, 22]. Данные литерату-
ры свидетельствуют о сложности, многофакторности 
и недостаточной изученности процесса дифференци-
ровки меланоцитов. Новые возможности для проведе-
ния молекулярно-биологических исследований, в том 
числе изучения процессов дифференцировки и функ-
ционирования клеток, дает использование модели кле-
ток, культивированных in vitro [23].

Большинство млекопитающих имеют пигменти-
рованный волосяной покров. Ключом к пониманию 
механизма образования меланина и пигментации во-
лоса является описанная выше популяция стволовых 
клеток меланоцитов (McSCs), ранее известная как 
«амеланотические меланоциты». В настоящее время в 
зрелом волосяном фолликуле выделяют 3 группы ана-
томически и функционально различимых меланоци-
тов: стволовые клетки меланоцитов (McSCs), клетки-
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предшественники меланоцитов и терминально диф-
ференцированные меланоциты. McSCs впервые были 
идентифицированы в области выпуклости волосяно-
го фолликула, который и в настоящее время считает-
ся их главной нишей [13, 24]. Низкая концентрация 
Pax10, высокие уровни трансформирующего ростово-
го фактора TGFβ и повышенная активность Notch за-
щищают McSCs от процесса дифференцировки в ме-
ланоциты [25]. Кроме McSCs, здесь присутствуют ство-
ловые клетки волосяного фолликула (HFSC). Обычно 
HFSC и McSCs мигрируют к основанию волосяного 
фолликула, дифференцируются в кератиноциты и ме-
ланоциты и участвуют в формировании пигментиро-
ванного волоса. Показано, что в определенных усло-
виях, McSCs из волосяного фолликула могут мигриро-
вать и дифференцироваться в меланоциты базального 
слоя эпидермиса [14].

Меланоциты формируются в волосяном фоллику-
ле в начале цикла роста волос (фаза анагена) и умира-
ют апоптозом в конце цикла (фаза катагена). Клетки-
предшественники, локализованные в области выпу-
клости волосяного фолликула, могут сохраняться в 
виде стволовых клеток меланоцитов или дифференци-
роваться в меланоциты, продуцирующие меланин. Ме-
ланосомы, содержащие меланин, переносятся в сосед-
ние кератиноциты, что определяет цвет волос. Соглас-
но данным Sarin KY. и Artandi SE. стволовые клетки 
меланоцитов и прогениторные меланоциты, локали-
зованные в области выпуклости, экспрессируют до-
пахром тауроменазу (Dct) и родственный тирозиназе 
белок 1(Trp1), но не имеют фермента тирозиназы (Tyr), 
регулирующего скорость синтеза пигмента, поэтому 
они не продуцируют меланин [13]. В анагенной фазе 
цикла роста волос клетки-предшественники диффе-
ренцируются в зрелые меланоциты, которые произво-
дят ферменты, необходимые для синтеза меланина 
(Trp1, Dct и Tyr). 

В результате оркестрового поведения популяций 
этих стволовых и прогениторных клеток, кератиноци-
ты волосяного матрикса, которые содержат передан-
ные меланоцитами меланин, собираются и формиру-
ют пигментированные стержни волос. В ответ на ра-
нение или ультрафиолетовое облучение McSCs могут 
выйти из фолликулярной ниши стволовых клеток, ми-
грировать к базальному слою эпидермиса и дифферен-
цироваться в функциональные эпидермальные мела-
ноциты [26]. Эти факты позволяют обьяснить, что шра-
мы кожи очень часто гипопигментированы и это 
происходит из-за разрушения волосяного фолликула.

Несмотря на множество проведенных исследова-
ний, остается открытым вопрос о возможном суще-
ствовании других ниш стволовых клеток меланоцитов. 

Показано, что мультипотентные дермальные стволо-
вые клетки, выделенные из крайней плоти человека, 
где отсутствуют волосяные фолликулы, дифференци-
ровались в меланоциты. В трехмерной модели кожно-
го эквивалента сферообразующие клетки дифферен-
цировались в HMB45-положительные меланоциты 
(маркер клеток меланомы человека), которые мигри-
ровали из дермы в эпидермис и располагались среди 
кератиноцитов базального слоя аналогично пигмен-
тированным меланоцитам, выделенным из эпидерми-
са [16, 27, 28]. Исследование этих фактов может зна-
чительно изменить наши представления о влиянии 
ранних эпигенетических или генетических факторов 
на трансформацию меланоцитов и получить новые 
данные о причинах нарушения пигментации кожи. По-
нимание механизмов функционирования целого ан-
самбля клеток в коже и ее регенерации представляет 
особый интерес для биоинженеров, поскольку при соз-
дании заменителя кожи необходимо решать не только 
проблемы восстановления кожного покрова, но и про-
блемы меланогенеза и пигментации. 

Меланогенез. Пигментация кожи является важной 
фенотипической чертой человека. Процесс продукции 
меланина в меланоцитах называется меланогенезом. 
Показано, что меланоцит взаимодействует с эндокрин-
ной, иммунной и центральной нервной системами, а 
его пигментпродуцирующая активность также регули-
руется внешними факторами, такими как УФ излуче-
ние и лекарственные препараты [29]. Меланин выпол-
няет не только защитную, но и иммунорегуляторную 
роль. Показано, что перенос подкисленных меланин-
содержащих меланосом из меланоцитов в соседние ке-
ратиноциты в наружном слое эпидермиса может при-
нимать участие в подкислении рогового слоя пигмен-
тированной кожи и, таким образом, повышает не 
только барьерную функцию кожи и целостность/плот-
ность рогового слоя, но и оказывать антимикробное 
действие [8]. 

Несмотря на множество проведенных исследова-
ний, условия регуляции пигментации кожи и волос 
до сих пор полностью не понятны. Показано, что уль-
трафиолет активирует ростовой фактор на поверхно-
сти клеток и цитокиновые рецепторы, что запускает 
каскад сигнальных путей, регулирующих экспрессию 
множества генов [30]. Отмечается центральная роль 
тирозиназы в качестве ключевого фермента при ини-
циировании меланогенеза. Последняя тесно связана 
с 6BH4-зависимой фенилаланингидроксилазой (phe-
nylalanine hydroxylase, PAH) и изоформой тирозинги-
дроксилазы I (tyrosine hydroxylase isoform, THI), что 
подтверждает известную концепцию работы 3 фер-
ментов для инициирования пигментации [31]. Ме-
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ланогенез – это сложный биохимический процесс, 
контролируемый в основном тремя факторами: тиро-
зиназой, которая окисляет тирозин до 3,4-дигидрок-
сифенилаланина (DOPA), родственным тирозиназе 
белком 1 (TyRP-1), и родственным тирозиназе белком 
2 (TyRP-2). Также показано, что контроль пигмента-
ции  кожи осуществляется с участием более 150 генов 
[3]. Одним из важных уровней контроля является свя-
зывание меланоцит-стимулирующего гормона с ре-
цептором меланокортина-1 (MC-1R) на меланоцитах. 
Ферменты, контролирующие меланогенез, транспор-
тируются в меланосому,  где биохимические процессы 
происходят в защищенной среде. Пигмент формиру-
ется в меланосомах, которые транспортируются в ке-
ратиноциты и создают защитный «зонтик» над ядром. 
Полиморфизмы в MC-1R контролируются относитель-
ными количествами трех ключевых ферментов. Сни-
жение TyRP-1 и TyRP-2 приводит к выработке фео-
меланина, коричнево-красного пигмента с низкими 
фотозащитными свойствами. Этот тип пигмента на-
блюдается у рыжеволосых людей и связан с понижен-
ной защитой от солнца, повышенным фотостарением 
и более высоким уровнем возникновения меланомы 
и немеланомного рака кожи. Ультрафиолетовый свет 
может трансформировать меланоциты в злокачествен-
ную меланому, самую опасную форму рака кожи [32[. 

Эпидермальные кератиноциты человека экспрес-
сируют NMDA-рецептор 1 (N-methyl-D-aspartate), сти-
муляция которого приводит к увеличению количества 
филоподий, а его блокирование антагонистом к умень-
шению их количества. Эти морфологические измене-
ния сопровождаются дезорганизацией микрофиламен-
тов β-тубулина во внутриклеточном цитоскелете. Есть 
мнение, что NMDAR управляет переносом меланосом, 
способствуя их доставке, в то время как его антагонист 
MK-801(Dizocilpine) влияет на внутриклеточное пере-
распределение β-тубулина и формирование филопо-
дий между меланоцитами и кератиноцитами [33]. Ав-
торы полагают, что NMDA-рецептор-зависимая пере-
дача сигналов участвует в процессе переноса меланосом 
и связана с притоком кальция, перераспределением 
белков цитоскелета, образованием дендритов и фило-
подий. Детальное понимание процесса переноса ме-
ланосом имеет решающее значение для разработки ме-
тодов лечения гипер- и гипопигментных нарушений 
кожи. 

Таким образом, анализ литературы показал, что ме-
ланогенез является сложным и многофакторным про-
цессом, регулируемым не только внешними фактора-
ми, но также на молекулярном и генетическом уровнях. 
Механизм меланогенеза окончательно не определен. 
Отмечено, что важную роль в процессе меланогене-

за играют следующие группы факторов: структурные 
белки меланосом, ферменты, необходимые для синте-
за меланина, и белки, необходимые для транспорта и 
распределения меланосом [34, 35]. Любые нарушения 
функций этих ферментов или белков вызывают нару-
шения пигментации, список которых регулярно обнов-
ляется и публикуется на сайте Европейского общества 
исследований пигментных клеток. 

Нарушения пигментации. Как уже отмечалось, ме-
ланогенез –  сложный процесс. Нарушения его могут 
выражаться в разных дефектах пигментации,  класси-
фицируемых как гипо- или гиперпигментация, кото-
рые могут быть обусловлены изменением количества 
меланоцитов или их активности [29]. Как известно, 
цвет кожи определяет не количество меланоцитов, а 
количество, размер и распределение меланосом. У лю-
дей с бледной кожей меньше меланосом, упакованных 
в мембраносвязанные комплексы [3]. Данные совре-
менной литературы свидетельствуют о большом раз-
нообразии причин нарушения пигментации кожи че-
ловека. Показано, что лейкодерма или заболевания, 
вызывающие «осветление» или «побеление» кожи, мо-
гут быть вызваны уменьшением количества меланоци-
тов, в то время как витилиго является результатом ау-
тоиммунного разрушения меланоцитов. Альбинизм, с 
другой стороны, вызван дефицитом полностью пиг-
ментированных меланосом. 

Серьезным нарушением является и увеличение 
пигмента. Показано, что увеличение выработки пиг-
мента при нормальном количестве меланоцитов при-
водит к появлению веснушек. Черные «солнечные 
ожоги» или «чернильные пятна» являются резуль-
татом базальной гиперпигментации и повышенно-
го содержания меланина в роговом слое кожи. Не-
вусы являются результатом активной пролиферации 
меланоцитов, что приводит к формированию добро-
качественных образований, в то время как меланомы 
являются результатом злокачественных новообразо-
ваний [36]. Приобретенные нарушения гиперпигмен- 
тации включают в себя старческие лентигины, мела-
ноз Риля, губную меланозную макулу, эритромеланоз 
фолликулярной фасции Китамуры, пигментацию, вы-
званную ультрафиолетовым излучением, химическую  
или лекарственную пигментацию и многие другие [35]. 

Отмечено, что серьезной проблемой остаются ге-
нетические нарушения меланогенеза. Альбинизм мо-
жет быть вызван нарушением ряда генов, таких как 
OCA2, SLC45A2, TYRP1, и HPS1. Согласно данным 
литературы признано 17 видов окуло-кожного альби-
низма. Каждый ген регулирует разные белки, которые 
играют роль в производстве пигментов. Люди с син-
дромом Хедиака-Хигаси имеют обильное накопление 
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гранул меланина из-за аномальной функции микро-
трубочек [11]. 

Гиперпигментация, связанная с системными рас-
стройствами, включает нарушения обмена веществ или 
ферментов (гемохроматоз, болезнь Вильсона, болезнь 
Гоше, болезнь Нимана-Пика, амилоидоз), эндокрин-
ные расстройства (болезнь Аддисона, синдром Кушин-
га и гипертиреоз) нарушения питания (пеллагра, де-
фицит витамина B12, дефицит фолиевой кислоты, бо-
лезнь бродяги и др.), мастоцитоз, нарушения в 
продукции коллагена, дисфункцию печени или почек. 
Гиперпигментация также может быть связана с инфек-
ционными заболеваниями (корь, сифилис) и синдро-
мами ряда заболеваний (болезнь фон Реклингхаузена, 
синдром Сотоса, синдром ПОЭМС, и др.) [35]. 

Как уже отмечалось выше, любые нарушения про-
цесса дифференцировки клеток или меланогенеза мо-
гут приводить к серьезным изменениям меланоцитов, 
включая процессы, способствующие развитию опухо-
ли. Отмечено, что основными факторами риска разви-
тия меланом являются УФО, фенотип (белая кожа, свет-
лые (голубые) глаза), наличие в анамнезе солнечных 
ожогов, невусы, наследственность (семейный анамнез 
меланомы), возраст старше 50 лет [36]. Но самая боль-
шая опасность, возникающая вследствие воздействия 
избытка ультрафиолета, особенно, УФ-B, – это повреж-
дение ДНК меланоцитов [7, 37]. Избыточная инсоля-
ция может спровоцировать неконтролируемое деление 
меланоцитов  и привести к неравномерному  распреде-
лению повышенной концентрации пигментов в верх-
нем слое кожи, что обуславливает появление доброка-
чественного новообразования в виде пигментных пятен 
(Лентиго), либо формированию меланомы. Считается, 
что развитие меланомы возникает из-за нарушенного 
гомеостаза меланоцитов [4, 38]. Мелано́ма (меланобла-
стома) – опухоль, развивающаяся из меланоцитов. На-
ряду с плоскоклеточным и базальноклеточным раком 
кожи относится к злокачественным опухолям кожи. По 
данным ВОЗ, в 2000г. во всем мире было диагностиро-
вано более 200 000 случаев заболевания меланомой и 
имело место 65 000 связанных с меланомой летальных 
исходов [39]. В программе SEER (The Surveillance, 
Epidemiology, and End Results) отмечается, что заболе-
ваемость меланомой возросла на 600% с 1950 по 2000 гг.

Возрастные изменения пигментации кожи и волос. 
Старение – комплексный биологический процесс ме-
таболических и структурно-функциональных измене-
ний организма, захватывающий как внутренние орга-
ны и системы, так и ткани, определяющие внешний об-
лик [40]. Воздействие солнечных лучей является 
основным экологическим стресс-фактором, который 
повреждает кожу. А годы накопленного экологическо-

го стресса в клеточных структурах приводят к раннему 
старению кожи [41]. Нельзя не отметить, что с возрас-
том в коже происходят значительные структурные и 
функциональные изменения, включая кожные и эпи-
дермальные истончения, снижение эпидермальной про-
лиферации и восстановления повреждений, потерю 
кожной эластичности и появление морщин, а также се-
дина, истончение и потеря волос [42]. Накопление в ко-
же стареющих клеток со временем снижает  активность 
регенеративных процессов в коже, способствуя ее ста-
рению. Показано, что кератиноциты и дермальные фи-
бробласты также подвергаются старению в ответ на вну-
тренние и внешние стрессорные воздействия, включая 
укорочение теломер, перепроизводство активных форм 
кислорода и воздействие солнечного света [41]. 

Генетические и эпигенетические механизмы глу-
боко вовлечены в процессы старения, которые ха-
рактеризуются широкой индивидуальной вариабель-
ностью, связанной с многообразием плейотропных 
генов [43]. В настоящее время известно, что более 
350 локусов прямо или косвенно связаны с процес-
сами старения у мышей, мутации многих из этих ге-
нов приводят к пигментным расстройствам у чело-
века [35]. Регулирование процесса пигментации 
включает в себя множество факторов, необходимых 
для развития, регенерации и старения меланоцитов 
и их предшественников, а также тех факторов, кото-
рые участвуют в синтезе меланина, формировании, 
транспорте и распределении меланосом и специфи-
ческих для меланоцитов факторов транскрипции, 
которые контролируют экспрессию и функцию всех 
этих генов. Эпигенетические механизмы непосред-
ственно регулируют гомеостаз и регенерацию кожи, 
но они также влияют на старение клеток,  естествен-
ные и патологические процессы старения организ-
ма [43, 44]. Анализируя современную литературу, ав-
торы подтверждают патогенну роль продуктов ко-
нечного гликирования (AGE) в старении и 
заживлении кожных ран [45]. 

Несмотря на многочисленные исследования све-
дения о возможности влияния на процессы старения 
или патологические нарушения  пигментации кожи 
крайне ограничены. Установлено, что по мере старе-
ния активность меланоцитов снижается, делая кожу 
более восприимчивой к действию УФ. С возрастом ме-
ланоциты могут группироваться, приводя к появлению 
возрастных пигментных пятен или патологическим из-
менениям кожи. Ученые из Калифорнии полагают, что 
на процесс старения кожи и функции кератиноцитов 
и меланоцитов значительно влияет дисфункция мито-
хондрий в фибробластах кожи [42]. Показано наруше-
ние скорости аутофагии или процесса «очистки клет-
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ки», снижение скорости протеолиза клеток, что при-
водит к ускорению старения клетки [46].

Инсоляция, курение, загрязнение воздуха и нару-
шения питания ускоряют естественное старение. Сол-
нечное облучение, помимо явных рисков возникнове-
ния злокачественных новообразований кожи или транс-
формации предраковых состояний, способствует 
старению кожи вследствие своего негативного эффек-
та на эластические волокна [6]. Появляются «сениль-
ные пятна», развивается солнечный эластоз кожи лица 
и шеи в области наиболее подверженных инсоляции, а 
следовательно, и наиболее повреждаемых зон [40]. 

Заключение
Анализ современной литературы показал, что 

сложный и многофакторный процесс пигментпроду-
цирующей активности меланоцитов - меланогенез, 
упаковка пигмента и его передача эпителиальным 
клеткам зависит от множества внешних и внутренних 
факторов, включая работу генов, ферментов, структур-
ных белков, влияния гормонов, лекарственных препа-
ратов. Серьезными факторами нарушения защитной 
функции меланоцитов являются возрастные измене-
ния на организменном и клеточном уровнях, обуслов-
ленные генетическими и эпигенетическими фактора-
ми. Многочисленные исследования отечественных и 
зарубежных авторов свидетельствуют о влиянии раз-
ных факторов на дифференцировку меланоцитов, ме-
ланогенез и процессы старения, однако детальный ме-
ханизм их функционирования в норме и патологии до 
сих пор не ясен. Понимание же процессов меланоге-
неза, а также механизмов изменения функциональной 
активности меланоцитов кожи человека облегчит по-
нимание патогенеза нарушений пигментации и позво-
лит бороться с проблемами возрастных изменений, а 
также разработать новые высокоэффективные препа-
раты для профилактики и терапии кожных заболева-
ний.
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Ангиотензин II и его роль в регуляции толерантности  
сердца к действию ишемии/реперфузии.  
Ингибиторы АПФ и антагонисты АТ1-рецептора 
ангиотензина II
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Цель обзора – анализ данных о роли ангиотензина II в регуляции толерантности сердца к действию ишемии/репер-
фузии, а также анализ данных о кардиопротекторных свойствах ингибиторов ангиотензинпревращающего фермента 
(АПФ) и антагонистов АТ1-рецептора ангиотензина II . Установлено, что ангиотензин II оказывает инфаркт-лимитиру-
ющий эффект, который, по одним данным, связан с активацией АТ1-рецептора, по другим – является следствием сти-
муляции АТ2-рецептора . Кроме того, ангиотензин способствовал улучшению сократимости сердца в реперфузион-
ном периоде, эффект был связан с активацией AT1-рецептора . Установлено, что ангиотензин II и АТ1-рецептор уча-
ствуют в инфаркт-лимитирующем эффекте ишемического прекондиционирования . Экспериментальные данные о 
способности антагонистов AT1-рецептора влиять на размер инфаркта носят противоречивый характер: есть сооб-
щения о способности этих антагонистов оказывать инфаркт-лимитирующий эффект, есть данные об отсутствии у них 
подобного эффекта . Экспериментальные данные свидетельствуют, что ингибиторы АПФ оказывают инфаркт-лими-
тирующий эффект, который связан с увеличением уровня брадикинина и усилением продукции NO . Нет убедитель-
ных данных о том, ингибиторы АПФ и антагонисты АТ1-рецептора оказывают инфаркт-лимитирующий эффект у паци-
ентов с острым инфарктом миокарда . Однако ингибиторы АПФ и антагонисты АТ1-рецептора препятствуют постин-
фарктному ремоделированию сердца . 

Ключевые слова: сердце, ишемия, реперфузия, ангиотензина II, АТ1-рецептор . 
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The review analyzes reports on the role of angiotensin II in regulation of heart tolerance to ischemia/reperfusion and cardiopro-
tective properties of angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors and angiotensin II AT1-receptor antagonists . Angiotensin 
II is known to have an infarct-limiting effect, which according to some reports is associated with activation of the AT1 receptor 
and according to other reports results from stimulation of the AT2 receptor . In addition, angiotensin improves heart contractility 
during reperfusion, which is associated with activation of the AT1 receptor . Angiotensin II and AT1 receptor are also involved in the 
infarct-reducing effect of ischemic preconditioning . Experimental data on the ability of AT1 receptor antagonists to influence the 
infarct size are inconsistent; one study showed that these antagonists can exert an infarct-limiting effect whereas there is some 



ReviewsPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(3)  

ISSN 0031-2991 119

evidence against such effect . Experimental studies have suggested that ACE inhibitors can restrict the infarct size, which is asso-
ciated with increased bradykinin level and NO production . There is no convincing evidence that ACE inhibitors and AT1 recep-
tor antagonists can restrict the infarct size in patients with acute myocardial infarction . However, ACE inhibitors and AT1 receptor 
antagonists prevent post-infarction heart remodeling .
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Введение
Ангиотензин II является октапептидом, который 

образуется из декапептида ангиотензина I под действи-
ем ангиотензинпревращающего фермента (АПФ) [1]. 
Ангиотензин I образуется из ангиотензиногена – бел-
ка из класса глобулинов, который состоит из 453 ами-
нокислотных остатков. Ренин катализирует эту реак-
цию [1]. Ангиотензин II является сильным вазокон-
стриктором прямого действия. Он сужает как артерии, 
так и вены, что приводит к повышению артериального 
давления. Гипертензивный эффект ангиотензина II  
связан с активацией AT1-рецептора [1]. Продукты эн-
зиматической деградации ангиотензина II  – ангиотен-
зин III и ангиотензин IV обладают менее выраженной 
активностью по сравнению с исходным пептидом [1]. 

В настоящее время идентифицировано 2 рецепто-
ра ангиотензина II: Angiotensin II Type 1 (AT1) рецеп-
тор и Angiotensin II Type 2 (AT2) рецептор [1, 2]. Эти ре-
цепторы экспрессируются в сердце, сосудах, почках, 
головном мозге и репродуктивных органах [1]. Рецеп-
торы ангиотензина II имеют 7 трансмембранных до-
менов и относятся к G-белоксопряжённым рецепто-
рам. Рецептор AT1 состоит из 359 аминокислотных 
остатков, он сопряжен со следующими G-белками: 
Gq/11, Gi, G12, G13 [1, 2]. Соответственно, стимуляция 
AT1-рецептора приводит к активации фосфолипазы А, 
фосфолипазы С, фосфолипазы D, протеинкиназы С 
(ПКС) [1, 2]. Кроме того, для AT1-рецептора характе-
рен β-аррестин-опосредованный сигнальный путь, ко-
торый не зависит от G-белков и приводит к активации 

киназы ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase)  
[1, 2]. Стимуляция AT1-рецептора приводит к актива-
ции связанной с мембраной клетки НАДФН-оксидазы 
и, соответственно, к синтезу супероксидного радика-
ла и H2O2 [1, 2], которые функционируют как внутри-
клеточные мессенджеры [3]. Установлено, что стиму-
ляция AT1-рецептора сопровождается активацией JAK2 
(Janus kinase) и PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase). Сле-
дует отметить, что указанные киназы (ПКС, ERK1/2, 
JAK2) обеспечивают толерантность сердца к действию 
ишемии/реперфузии [4, 5]. Для AT1-рецептора харак-
терна гомодимеризация и гетеродимеризация с В2-
р е ц е п т о р о м  б р а д и к и н и н а ,  с  α 2 c-  β 1- , β 2-
адренорецепторами и дофаминовым D1-, D3-, D4-, 
D5-рецепторами, которая ведет к изменению свойств 
AT1-рецептора [1, 6]. Для AT1-рецептора характерна 
трансактивация рецептора EGFR (epidermal growth 
factor receptor) [2, 7, 8]. Трансактивация EGFR требу-
ет образования активных форм кислорода [1] и сопро-
вождается гипертензией и гипертрофией миокарда [9].

Рецептор AT2 состоит 363 аминокислотных остат-
ков и на 34% идентичен AT1-рецептору [1]. Многие эф-
фекты, связанные с активацией AT2-рецептора прямо 
противоположные эффектам активации AT1-
рецептора, например, стимуляция AT2-рецептора при-
водит к снижению артериального давления [10]. Но-
каут гена, кодирующего AT2-рецептор, ведёт к гипер-
тензии и усилению эффектов ангиотензина II, которые 
наблюдаются у обычных животных [11]. AT2-рецептор 
сопряжен с Gi/o-белками, стимуляция которых вызы-
вает активацию фосфолипазы С и ПКС [1]. Следует 
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сказать, что с указанными белками сопряжены адено-
зиновые, каннабиноидные, опиоидные рецепторы, ак-
тивация этих рецепторов способствует повышению то-
лерантности сердца к действию ишемии/реперфузии 
[12-15]. Установлено, что активация AT2-рецептора 
приводит к активации киназ PI3, JAK, ERK1/2, Akt  [1, 
16], которые обеспечивает устойчивость сердца к дей-
ствию ишемии/реперфузии [4, 5]. Кроме того, после 
активации AT2-рецептора усиливается продукция NO, 
который также обеспечивает толерантность сердца к 
ишемии/реперфузии [4, 5].

Таким образом, представленные данные свидетель-
ствуют, что активация как AT1-рецептора, так и AT2-
рецептора может способствовать повышению устой-
чивости сердца к действию ишемии/реперфузии. 

Влияние ангиотензина II на устойчивость сердца к 
ишемии/реперфузии. Изолированное сердце кролика 
подвергали региональной ишемии (30 мин) и репер-
фузии (2 ч) [17]. Сердце перфузировали в течение 5 мин 
перед ишемией раствором, содержащим ангиотензин 
II (100 нМ). Пептид способствовал уменьшению соот-
ношения зона инфаркта/область риска (ЗИ/ОР) на 
77%, где область риска – зона ишемии/реперфузии. 
Блокатор АТ1-рецептора лозартан (10 мкМ) устранял 
инфаркт-лимитирующий эффект ангиотензина II. Бло-
катор АТ2-рецептора PD 123319 (10 мкМ) не влиял на 
кардиопротекторный эффект ангиотензина II [17]. 
Следовательно, ангиотензин II повышает толерант-
ность сердца к действию ишемии/реперфузии за счёт 
активации АТ1 рецептора. В другом исследовании изо-
лированное перфузируемое сердце крысы подвергали 
глобальной ишемии (30 мин) и реперфузии (90 мин) 
[18]. Перед ишемией сердце перфузировали раствором, 
содержащим ангиотензин II. Установлено, что ангио-
тензин II во время реперфузии способствовал восста-
новлению давления, развиваемого левым желудочком 
(ДРЛЖ), скорости сокращения и расслабления лево-
го желудочка, а также способствовал увеличению двой-
ного произведения (ДРЛЖ х ЧСС) [18]. Кроме того, 
ангиотензин II способствовал уменьшению соотноше-
ния ЗИ/ОР приблизительно на 60% [19]. Лозартан, ан-
тагонист AT1-рецептора, устранял инотропный эффект 
ангиотензина II. Ингибитор протеинкиназы С хелери-
трин устранял инфаркт-лимитирующий эффект анги-
отензина II, но не влиял на инотропный эффект пеп-
тида [19]. Следовательно, инфаркт-лимитирующий эф-
фект ангиотензина II зависит от активации ПКС, а 
инотропный эффект пептида реализуется при участии 
другого сигнального пути. 

Изолированное перфузируемое сердце крысы под-
вергали глобальной ишемии (30 мин) и реперфузии (90 
мин) [20]. Перед ишемией сердце перфузировали рас-

твором, содержащим ангиотензин II (10 нМ). Установ-
лено, что ангиотензин-индуцированное увеличение 
двойного произведения во время реперфузии зависит 
от активации AT1-рецептора. Блокада AT2-рецептора 
приводила к усилению инотропного эффекта ангиотен-
зина II. Лозартан (10 мкМ), антагонист AT1-рецептора, 
и PD 123,319 (1 мкМ), антагонист AT1-рецептора, сами 
не влияли на соотношение ЗИ/ОР. Ангиотензин II спо-
собствовал уменьшению соотношения ЗИ/ОР прибли-
зительно на 60%. После совместного применения ло-
зартана и ангиотензина II наблюдалась тенденция к 
дальнейшему уменьшению соотношения ЗИ/ОР. PD 
123,319 устранял инфаркт-лимитирующий эффект ан-
гиотензина II [20]. Следовательно, улучшение восста-
новления сократимости сердца во время реперфузии 
под действием ангиотензина II связано с активацией 
АТ1-рецептора, а уменьшение размера инфаркта зави-
сит от стимуляции АТ2-рецептора. Эти данные проти-
воречат выше приведенным результатам исследования 
Y. Liu и соавт. [17], в котором было показано, что ин-
фаркт-лимитирующий эффект ангиотензина II являет-
ся следствием стимуляции АТ1-рецептора. Причина 
противоречия остаётся неясной.

Установлено, что ангиотензин II участвует в адап-
тивном феномене ишемического прекондиционирова-
ния [21, 22]. Ишемическим прекондиционированием 
(ИП) сердца принято называть повышение толерант-
ности сердца к длительной ишемии после нескольких 
сеансов кратковременной ишемии/реперфузии [23]. 
Изолированное перфузируемое сердце кролика подвер-
гали региональной ишемии (40 мин) и реперфузии  
(60 мин) [21]. ИП индуцировали с помощью трёх ци-
клов ишемии (5 мин) и реперфузии (10 мин). Прекон-
диционирование способствовало уменьшению размера 
инфаркта на 80%. Антагонист рецепторов ангиотензи-
на II саралазин устранял инфаркт-лимитирующий эф-
фект ИП. Также действовал антагонист AT1-рецептора 
лозартан, в то время как PD-123,319,  антагонист AT2-
рецептора, не влиял на кардиопротекторный эффект 
ИП [21]. Следовательно, ангиотензин II и АТ1-рецептор 
участвуют в инфаркт-лимитирующем эффекте ИП. Ло-
зартан и саралазин не влияли на размер инфаркта, если 
исследование проводилось на непрекондиционирован-
ных сердцах. Антагонист АТ1-рецептора CV-11,974 (кан-
десартан) не влиял на размер инфаркта, но устранял ин-
фаркт-лимитирующий эффект ИП у кроликов [22]. ИП 
не влияло на уровень ангиотензина II в плазме крови, 
поэтому авторы заключили, что ИП стимулирует ло-
кальное образование в миокарде [22].

Таким образом, установлено, что ангиотензин II 
оказывает инфаркт-лимитирующий эффект, который, 
по одним данным, связан с активацией АТ1-рецептора 
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[17], а по другим – является следствием стимуляции 
АТ2-рецептора [20]. Кроме того, ангиотензин способ-
ствовал улучшению сократимости сердца в реперфу-
зионном периоде, эффект был связан с активацией 
AT1-рецептора. Следует, отметить, что ангиотензин II 
оказывает инфаркт-лимитирующий эффект в иссле-
дованиях in vitro. Вместе с тем, установлено, что вну-
тривенная инфузия (15 мин) ангиотензина II  
(2.5 нг/кг) не влияет на соотношение ЗИ/ОР у кроли-
ков с коронароокклюзией (30 мин) и реперфузией (2 
ч) [24]. Представленные данные позволяют утверждать, 
что ангиотензин II и АТ1-рецептора участвуют в ин-
фаркт-лимитирующем эффекте ишемического пре-
кондиционирования. Причина противоречия данных 
исследований in vitro и результатов исследований in vi-
vo остаётся неясной.

Экспериментальные данные о влияние антагонистов 
АТ1-рецептора на устойчивость сердца к действию ише-
мии/реперфузии. Представленные данные свидетель-
ствуют [17-22], что антагонисты AT1- и АТ2-рецепторов 
не влияют на устойчивость сердца к действию ише-
мии/реперфузии. Однако есть данные свидетельству-
ющие о том, что антагонисты AT1-рецептора могут ока-
зывать кардиопротекторный эффект при эксперимен-
тальной коронароокклюзии и реперфузии [25—32]. У 
собак воспроизводили коронароокклюзию (90 мин) и 
реперфузию (270 мин). Было продемонстрировано, что 
внутривенное или интракоронарное введение антаго-
ниста АТ1-рецепторов кандесартана (CV-11974)  спо-
собствует уменьшению соотношения ЗИ/ОР [25]. У 
крыс воспроизводили коронароокклюзию (60 мин) и 
реперфузию (90 мин) [26]. Валсартан (10 мг/кг) и ир-
бесартан (10 мг/кг) вводили внутривенно за 30 мин до 
реперфузии. Оба антагониста AT1-рецепторов способ-
ствовали уменьшению размера инфаркта, увеличивали 
фракцию выброса левого желудочка (ФВ ЛЖ), улучша-
ли диастолическую функцию сердца [26]. В исследо-
вании, выполненном на собаках с коронароокклюзи-
ей (90 мин) и реперфузией (120 мин), валсартан (10 
мг/кг) и ирбесартан (10 мг/кг) вводили внутривенно 
за 30 мин до реперфузии [27]. Оба антагониста AT1-
рецептора способствовали уменьшению соотношения 
ЗИ/ОР почти на 50%, увеличивали ФВ ЛЖ, улучшали 
диастолическую функцию сердца. В исследовании, вы-
полненном на мышах, воспроизводили коронароок-
клюзию (30 мин) и реперфузию (3 ч) [28]. Было проде-
монстрировано, что внутривенное введение лозартана  
(8 мг/кг) за 5 мин до реперфузии уменьшает размер ин-
фаркта приблизительно на 40%. В исследовании, вы-
полненном на мини-свиньях, воспроизводили корона-
роокклюзию (3 ч) и реперфузию (2 ч). Валсартан (2 мг/
кг/сут) вводили в течение 3 сут до коронароокклюзии. 

Валсартан способствовал уменьшению области невос-
становленного кровотока на 69% по сравнению с кон-
тролем [29]. Следовательно, курсовое введение валсар-
тана в дозе 2 мг/кг/сут способствует повышению то-
лерантности сердца к действию ишемии/реперфузии 
у мини-свиней. Такой же эффект оказывает лозартан 
(10 мг/кг) при введении в течение 4 нед [30]. У собак 
воспроизводили коронароокклюзию (90 мин) и репер-
фузию (2 ч) [31]. Блокатор AT1-рецептора кандесартан 
(1 мг/кг) вводили в начале реперфузии. Кандесартан 
уменьшал соотношение ЗИ/ОР и уменьшал количе-
ство апоптотических клеток в зоне риска. Кардио-
протекторный эффект был наиболее выражен у моло-
дых животных. Мышам Db/Db с сахарным диабетом 
2 типа в течение 15 сут вводили валсартан (8 мг/кг/сут 
или 16 мг/кг/сут), затем воспроизводили коронаро-
окклюзию (30 мин) и реперфузию (24 ч) [33]. Валсар-
тан в дозе 16 мг/кг/сут ограничивал размер инфаркта 
на 56%, а в дозе 8 мг/кг/сут не влиял на размер инфар-
кта. Следовательно, курсовое введение валсартан в дозе  
16 мг/кг/сут способствует повышению толерантности 
сердца к действию ишемии/реперфузии у мышей Db/
Db. В исследовании, выполненном на мышах, было 
показано, что наночастицы, содержащие ирбесартан 
(3 мг/кг) оказывают инфаркт-лимитирующий эффект, 
а ирбесартан (3 мг/кг) не влияет на размер инфаркта 
[23]. Авторы связывают инфаркт-лимитирующий эф-
фект наночастиц с ограничением моноцит-опосредо-
ванного воспаления. По их данным, наночастицы свя-
зываются с циркулирующими нейтрофилами и моно-
цитами, к которым они имеют повышенное сродство. 
Это, по их мнению, объясняет тот факт, что наноча-
стицы ограничивают размер инфаркта, а ирбесартан 
не ограничивает размер инфаркта.   

Впрочем, не все исследователи смогли подтвердить 
кардиопротекторный эффект антагонистов  
АТ1-рецептора. Установлено, что лозартан (10 мг/кг) 
не влияет на соотношение ЗИ/ОР у кроликов с коро-
нароокклюзией (30 мин) и реперфузией (2 ч) [34].  
В исследовании, выполненном на собаках, было пока-
зано, что ирбесартан (10 мг/кг), антагонист АТ1-
рецептора, не влияет на соотношение ЗИ/ОР, но уве-
личивает на 60% коллатеральный кровоток в зоне ише-
мии [35]. В исследовании, выполненном на крысах, 
для оценки антиаритмического эффекта лозартана (2 
мг/кг) выполняли коронароокклюзию продолжитель-
ностью 7 мин и реперфузию – 7 мин [36]. Для оценки 
инфаркт-лимитирующего эффекта препаратов выпол-
няли коронароокклюзию продолжительностью 30 мин 
и реперфузию – 120 мин. Лозартан снижал частоту воз-
никновения желудочковых экстрасистол и желудочко-
вой тахикардии, но не влиял на размер инфаркта [36]. 
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Впрочем, некоторым исследователям не удалось обна-
ружить антиаритмический эффект лозартана  [37].  
У свиней воспроизводили коронароокклюзию (50 мин) 
и последующую реперфузию [38]. Валсартан (40 мг) и 
фимасартан (30 мг) вводили ежедневно в течение 1 нед 
и 4 нед после реперфузии. Размер инфаркта оценива-
ли с помощью однофотонной эмиссионной компью-
терной томографии (ОЭКТ) с 99mTc-sestamibi. Авторы 
не смогли обнаружить инфаркт-лимитирующий эф-
фект валсартана и фимасртана.   

Таким образом, в 9 исследованиях был показан ин-
фаркт-лимитирующий эффект антагонистов AT1-
рецептора. В 3 из этих исследований валсартан вводи-
ли в течение 3 или 15 сут перед коронароокклюзией, а 
лозартан – в течение 4 нед [29, 30, 33]. Следовательно, 
в этом случае повышение толерантности сердца к ише-
мии/реперфузии может быть следствием изменения 
экспрессии генов. В некоторых из этих исследований 
использовались высокие дозы валсартана (10 мг/кг) и 
ирбесартана (10 мг/кг) [26, 27], поэтому нельзя исклю-
чить наличие неспецифического эффекта, не связан-
ного с ингибированием AT1-рецептора. В ряде работ 
не удалось обнаружить инфаркт-лимитирующий эф-
фект антагонистов AT1-рецептора [34-36, 38].

Экспериментальные данные о влияние ингибиторов 
АПФ на устойчивость сердца к действию ишемии/репер-
фузии. Каптоприл (0,5 мг/кг) и рамиприл (0,05 мг/кг) вво-
дили кроликам с коронароокклюзией (30 мин) и репер-
фузией (72 ч). Оба препарата не влияли на соотношение 
ЗИ/ОР [39]. У крыс воспроизводили коронароокклюзию 
(30 мин) и реперфузию (120 мин). Было продемонстри-
ровано, что каптоприл (3 мг/кг) уменьшает соотношение 
ЗИ/ОР приблизительно на 45%, а также оказывает анти-
аритмический эффект [37]. Следует обратить внимание, 
что в этом исследовании каптоприл был использован в 
дозе 3 мг/кг, а в предыдущим исследовании его приме-
няли в дозе 0,5 мг/кг. Изолированное перфузируемое 
сердце крыс подвергали коронароокклюзии (35 мин) и 
реперфузии (120 мин) [40]. Исследовали кардиопротек-
торный эффект ингибиторов АПФ каптоприла  
(200 мкМ/л) и омапатрилата (10 мкМ/л). Омапатрилат 
способствовал уменьшению соотношения ЗИ/ОР на 35% 
по сравнению с контролем. Каптоприл не влиял на раз-
мер инфаркта. Селективный антагонист В2-рецепторов 
брадикинина Hoe140 устранял инфаркт-лимитирующий 
эффект каптоприла. Этот результат демонстрирует уча-
стие брадикинина в инфаркт-лимитирующем эффекте 
омапатрилата. В исследовании, выполненном на сви-
ньях, воспроизводили коронароокклюзию (60 мин) и ре-
перфузию (2 ч). Эналаприл вводили внутривенно (0,03 
мг/кг) перед ишемией [41]. Указанный ингибитор АПФ 
способствовал уменьшению соотношения ЗИ/ОР на 44% 

по сравнению с контролем. В другом исследовании, крыс 
подвергали коронароокклюзии (8 ч) и реперфузии. Эна-
лаприл (0.1 мг/кг) вводили внутривенно через 1 ч после 
коронароокклюзии, а затем в течение 13 сут давали в пи-
тьевой воде. Авторам не удалось обнаружить инфаркт-
лимитирующий эффект эналаприла [42]. Следователь-
но, эналаприл не оказывает инфаркт-лимитирующий эф-
фект при длительной 8-часовой ишемии. В исследовании, 
выполненном на свиньях с коронароокклюзией (90 мин) 
и реперфузией (180 мин), было показано, что эналаприл 
(0,05 мг/кг) способствует уменьшению соотношения  
ЗИ/ОР на 40% [43]. Исследование было выполнено на 
кроликах с коронароокклюзией (30 мин) и реперфузией 
(2 ч). Продемонстрировано, что рамиприл (0,05 мг/кг) 
способствует уменьшению соотношения ЗИ/ОР на 51% 
[24]. Селективный антагонист брадикининовых В2-
рецепторов Hoe 140 устранял инфаркт-лимитирующий 
рамиприла [34]. Ингибирование NO-синтазы способ-
ствовало устранению инфаркт-лимитирующего эффек-
та рамиприла [44]. Продемонстрировано, что Hoe 140 
устраняет кардиопротекторный эффект ингибиторов 
АПФ рамиприла, EP24.11 и EP24.15 [45]. АПФ не явля-
ется единственным ферментом, обеспечивающим энзи-
матическую деградацию брадикинина, такой же эффект 
оказывает аминопептидаза Р [46]. У крыс воспроизводи-
ли коронароокклюзию (30 мин) и реперфузию (3 ч). Ока-
залось, что рамиприл и апстатин, ингибитор аминопеп-
тидазы Р, способствуют уменьшению соотношения ЗИ/
ОР на 55%. Антагонист В2-рецепторов Hoe 140 устранял 
инфаркт-лимитирующий эффект апстатина, что говорит 
об участии брадикинина в формировании проекторного 
эффекта апстатина. Предварительное введение зофено-
прила (10 мг/кг per os) за 8 ч до коронароокклюзии  
(45 мин) и реперфузии (24 ч) способствовало уменьше-
нию размера инфаркта у мышей [47]. Авторы связывают 
инфаркт-лимитирующий эффект зофеноприла с увели-
чением уровня H2S и NO в плазме крови и в миокарде. 
Увеличение продукции H2S и NO, по мнению авторов, 
является следствием зофеноприл-индуцированного уве-
личения уровня эндогенного брадикинина [47]. 

Таким образом, представленные данные свидетель-
ствуют, что ингибиторы АПФ оказывают инфаркт-ли-
митирующий эффект, который связан с увеличением 
уровня брадикинина и усилением продукции NO.  
В тех случаях, когда ингибиторы АПФ не оказывали 
эффекта на размер инфаркта, доза препарата оказалась 
недостаточной [39] или продолжительность ишемии 
составляла 8 ч [42]. 

Клинические данные об эффективности антагони-
стов АТ1-рецепторов при ишемии/реперфузии сердца. 
Клинические данные об инфаркт-лимитирующем эф-
фекте антагонистов АТ1-рецептора у пациентов с 
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острым инфарктом миокарда (ОИМ) отсутствуют. Со-
общают о способности ирбесартана предупреждать фи-
брилляцию предсердий у пациентов с коронарным 
шунтированием (КШ) [48]. В исследовании, выпол-
ненном на пациентах с КШ, показано, что кандесар-
тан не влияет на частоту возникновения неблагопри-
ятных последствий [49].

Таким образом, нет данных о том, что антагони-
сты АТ1-рецептора изменяют толерантность сердца к 
действию ишемии/реперфузии. Однако есть данные о 
том, что антагонисты АТ1-рецептора предупреждают 
постинфарктное ремоделирование сердца [50-52]. 

Клинические данные об эффективности ингибиторов 
АПФ при ишемии/реперфузии сердца. В плацебо-кон-
тролируемом исследовании было показано, что зофе-
ноприл не оказывает статистически значимого эффек-
та на смертность пациентов с ОИМ по сравнению с 
плацебо [53]. Зофеноприл способствовал снижению 
частоты возникновения сердечной недостаточности и 
желудочковых аритмий у пациентов с ОИМ. Зофено-
прил способствовал увеличению ФВ ЛЖ у пациентов 
с ОИМ. Авторы не оценивали эффект зофеноприла на 
размер инфаркта. Установлено, что инфузия капто-
прила способствует снижению частоты возникнове-
ния желудочковых аритмий у пациентов с ОИМ [54]. 
Размер инфаркта оценивали с помощью серийного 
определения КФК. Каптоприл способствовал сниже-
нию уровня КФК-МВ, но эффект был статистически 
не значимым. По другим данным каптоприл не оказы-
вал антиаритмического эффекта у пациентов с ОИМ 
[55]. В плацебо-контролируемое исследование были 
включены пациенты, получавшие после ОИМ капто-
прил [56]. Эхокардиографическое исследование пока-
зало, что через 1 год после ОИМ конечный диастоли-
ческий объём ЛЖ был меньше у пациентов, получав-
ших каптоприл. Каптоприл способствовал снижению 
частоты неблагоприятных последствий (кардиоваску-
лярная смерть, сердечная недостаточность, потребо-
вавшая госпитализации, повторный инфаркт миокар-
да) после ОИМ. В плацебо-контролируемом исследо-
вании было показано, что у пациентов с ОИМ и 
тромболизисом каптоприл способствовал снижению 
пика маркера некроза α-гидроксибутират дегидроге-
назы (α-hydroxybutyrate dehydrogenase), но не влиял на 
пик креатинфосфокиназы (КФК), что ставит под со-
мнение способность каптоприла ограничивать размер 
инфаркта [57]. Каптоприл способствовал снижению 
частоты возникновения желудочковых аритмий. В пла-
цебо-контролируемое исследование были включены 
пациенты с передним инфарктом миокарда и тромбо-
лизисом (n = 298) [58]. Каптоприл назначали в первые 
6 ч после появления симптомов инфаркта миокарда. 

Выяснилось, что каптоприл предупреждает появление 
дилатации ЛЖ, которую верифицировали через 12 мес 
после перенесённого инфаркта миокарда, то есть кап-
топрил препятствовал постинфарктному ремоделиро-
ванию сердца. В плацебо-контролируемое исследова-
ние было включено 512 пациентов с ОИМ, через 2 го-
да  у 54,5% из них развивалась дилатация ЛЖ или 
наступала кардиоваскулярная смерть [59]. Статисти-
чески значимым предиктором дилатации ЛЖ был раз-
мер инфаркта. Каптоприл статистически значимо 
уменьшал диастолическую дилатацию ЛЖ через 2 го-
да по сравнению с плацебо. Следовательно, каптоприл 
препятствует постинфарктному ремоделированию 
сердца. В плацебо-контролируемое исследование бы-
ли включены пациенты, получавшие  эналаприл в те-
чение 6 мес после инфаркта [60]. Эналаприл способ-
ствовал уменьшению систолического и диастоличе-
ского объёма сердца и увеличивал ФВ ЛЖ по 
сравнению с плацебо. Все пациенты, включая группу 
плацебо, получали β-блокаторы. Эти данные подтверж-
дают способность ингибиторов АПФ препятствовать 
постинфарктному ремоделированию сердца [50-52]. 
Установлено, что интракоронарное введение энала-
прила пациентам с ОИМ и чрескожным коронарным 
вмешательством препятствует появлению желудочко-
вых аритмий [61]. В плацебо-контролируемом иссле-
довании было продемонстрировано, что периндоприл 
(8 мг/сут, 12 мес) предупреждал постинфарктное ре-
моделирование сердца [62, 63]. Ежедневный приём пе-
риндоприла (8 мг) снижал риск неблагоприятных ис-
ходов (кардиоваскулярная смерть, инфаркт миокарда, 
остановка сердца) у пациентов, которым выполнялось 
коронарное шунтирование [64].

В плацебо-контролируемое исследование были 
включены кардиохирургические пациенты с кардио-
плегической остановкой сердца, которая, по сути, яв-
ляется тотальной ишемией сердца [65]. О размере не-
кроза кардиомиоцитов судили по уровню в плазме кро-
ви КФК-МВ, тропонина Т, гликогенфосфорилазы ВВ. 
У пациентов, получавших эналаприл (0,6 мкг/кг/мин), 
пик КФК-МВ, тропонина Т и  гликогенфосфорилазы 
ВВ был ниже, чем в группе плацебо. Следовательно, 
эналаприл предупреждает некроз кардиомиоцитов у 
кардиохирургических пациентов. Однако участникам 
другого исследования, выполненного на кардиохирур-
гических пациенты с кардиоплегической остановкой 
сердца, не удалось обнаружить кардиопротекторный 
эффект эналаприла [66].

Представленные данные свидетельствуют, что ин-
гибиторы АПФ оказывают антиаритмический эффект 
у пациентов с ОИМ, предупреждают развитие постин-
фарктного ремоделирования сердца. Однако нет убе-
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дительных данных о том, ингибиторы АПФ оказыва-
ют инфаркт-лимитирующий эффект у пациентов с 
ОИМ. Данные об эффективности ингибиторов АПФ 
у кардиохирургических пациентов противоречивы: со-
общают и  о кардиопротекторном эффекте [65], и об 
его отсутствии [66].

Литература/References
1. Karnik S.S., Unal H., Kemp J.R., Tirupula K.C., et al. International 

Union of Basic and Clinical Pharmacology. XCIX. Angiotensin 
receptors: interpreters of pathophysiological angiotensinergic stimuli 
[corrected]. Pharmacol Rev. 2015; 67(4): 754-819.

2. Kawai T., Forrester S.J., O’Brien S., Baggett A., et al. AT1 receptor 
signaling pathways in the cardiovascular system. Pharmacol Res. 2017; 
125(Pt A): 4-13.

3. Krylatov A.V., Maslov L.N., Voronkov N.S., Boshchenko A.A., et 
al. Reactive oxygen species as intracellular signaling molecules in the 
cardiovascular system. Curr Cardiol Rev. 2018; 14(4): 290-300.

4. Cohen M.V., Downey J.M. Signalling pathways and mechanisms of 
protection in pre- and postconditioning: historical perspective and 
lessons for the future. Br J Pharmacol. 2015; 172(8): 1913-32.

5. Heusch G. Molecular basis of cardioprotection: signal transduction 
in ischemic pre-, post-, and remote conditioning. Circ Res. 2015; 
116(4): 674-99.

6. Takezako T., Unal H., Karnik S.S., Node K. Current topics in 
angiotensin II type 1 receptor research: Focus on inverse agonism, 
receptor dimerization and biased agonism. Pharmacol Res. 2017; 123: 
40-50.

7. Kim S., Zhan Y., Izumi Y., Yasumoto H., et al. In vivo activation of 
rat aortic platelet-derived growth factor and epidermal growth factor 
receptors by angiotensin II and hypertension. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2000; 20(12): 2539–45.

8. Zhang G.Y., Li X., Yi C.G., Pan H., et al. Angiotensin II activates 
connective tissue growth factor and induces extracellular matrix 
changes involving Smad/activation and p38 mitogen-activated protein 
kinase signalling pathways in human dermal fibroblasts. Exp Dermatol. 
2009; 18(11): 947-53.

9. Ahmad S., Cesana F., Lamperti E., Gavras H., Yu J. Attenuation of 
angiotensin II-induced hypertension and cardiac hypertrophy in 
transgenic mice overexpressing a type 1 receptor mutant. Am J 
Hypertens. 2009; 22(12): 1320-5.

10. Carey R.M., Howell N.L., Jin X.H., Siragy H.M. Angiotensin type 
2 receptor-mediated hypotension in angiotensin type-1 receptor-
blocked rats. Hypertension. 2001; 38(6): 1272-7.

11. Ichiki T., Labosky P.A., Shiota C., Okuyama S., et al. Effects on 
blood pressure and exploratory behaviour of mice lacking angiotensin 
II type-2 receptor. Nature. 1995; 377(6551): 748-50.

12. Headrick J.P., Ashton K.J., Rose’meyer R.B., Peart J.N. 
Cardiovascular adenosine receptors: expression, actions and 
interactions. Pharmacol Ther. 2013; 140(1): 92-111.

13. Headrick J.P., See Hoe L.E., Du Toit E.F., Peart J.N. Opioid 
receptors and cardioprotection - ‘opioidergic conditioning’ of the 
heart. Br J Pharmacol. 2015; 172(8): 2026-50.

14. Maslov L.N., Khaliulin I., Oeltgen P.R., Naryzhnaya N.V., et al. 
Prospects of creation of cardioprotective and antiarrhythmic drugs 
based on opioid receptor agonists. Med Res Rev. 2016a; 36(5): 871-
923. 

15. Maslov L.N., Khaliulin I., Zhang Y., Krylatov A.V., et al. Prospects 
for creation of cardioprotective drugs based on cannabinoid receptor 
agonists. J Cardiovasc Pharmacol Ther. 2016b; 21(3): 262-72.

16. Kaschina E., Namsolleck P., Unger T. AT2 receptors in cardiovascu-
lar and renal diseases. Pharmacol Res. 2017; 125(Pt A): 39-47.

17. Liu Y., Tsuchida A., Cohen M.V., Downey J.M. Pretreatment with 
angiotensin II activates protein kinase C and limits myocardial in-
farction in isolated rabbit hearts. J Mol Cell Cardiol. 1995; 27(3): 883-
92.

18. Nunez R.E., Castro M., Javadov S., Escobales N. Angiotensin II and 
ischemic preconditioning synergize to improve mitochondrial func-
tion while showing additive effects on ventricular postischemic re-
covery. J Cardiovasc Pharmacol. 2014; 64(2): 172-9.

19. Nunez R.E., Javadov S., Escobales N. Angiotensin II-precondition-
ing is associated with increased PKCε/PKCδ ratio and prosurvival ki-
nases in mitochondria. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2017; 44(12): 
1201-12.

20. Nunez R.E., Javadov S., Escobales N. Critical role of angiotensin II 
type 2 receptors in the control of mitochondrial and cardiac function 
in angiotensin II-preconditioned rat hearts. Pflugers Arch. 2018; 
470(9): 1391-403.

21. Diaz R.J., Wilson G.J. Selective blockade of AT1 angiotensin II re-
ceptors abolishes ischemic preconditioning in isolated rabbit hearts. 
J Mol Cell Cardiol. 1997; 29(1): 129-39.

22. Nakano A., Miura T., Ura N., Suzuki K., Shimamoto K. Role of the 
angiotensin II type 1 receptor in preconditioning against infarction. 
Coron Artery Dis. 1997; 8(6): 343-50.

23. Yellon D.M., Downey J.M. Preconditioning the myocardium: from 
cellular physiology to clinical cardiology. Physiol Rev. 2003; 83(4): 
1113-51.

24. Hartman J.C., Hullinger T.G., Wall T.M., Shebuski R.J. Reduction 
of myocardial infarct size by ramiprilat is independent of angiotensin 
II synthesis inhibition. Eur J Pharmacol. 1993a; 234(2-3): 229-36.

25. So T., Nakashima Y., Imamura M., Arakawa K. Effects of local in-
hibition of the cardiac renin-angiotensin system with CV-11974 in a 
canine ischaemia-reperfusion model. Clin Exp Pharmacol Physiol. 
1998; 25(7-8): 503-9.

26. Jugdutt B.I., Menon V. Upregulation of angiotensin II type 2 recep-
tor and limitation of myocardial stunning by angiotensin II type 1 re-
ceptor blockers during reperfused myocardial infarction in the rat. J 
Cardiovasc Pharmacol Ther. 2003; 8(3): 217-26.

27. Jugdutt B.I., Menon V. AT1 receptor blockade limits myocardial in-
jury and upregulates AT2 receptors during reperfused myocardial in-
farction. Mol Cell Biochem. 2004; 260(1-2): 111-8.

28. Messadi-Laribi E., Griol-Charhbili V., Pizard A., Vincent M.P., et 
al. Tissue kallikrein is involved in the cardioprotective effect of AT1-
receptor blockade in acute myocardial ischemia. J Pharmacol Exp 
Ther. 2007; 323(1): 210-6.

29. Zhao J.L., Yang Y.J., You S.J., Jing Z.C., et al. Pretreatment with fo-
sinopril or valsartan reduces myocardial no-reflow after acute myo-
cardial infarction and reperfusion. Coron Artery Dis. 2006; 17(5): 463-
9.

30. Safari F., Hajizadeh S., Shekarforoush S., Bayat G., et al. Influence 
of ramiprilat and losartan on ischemia reperfusion injury in rat hearts. 
J Renin Angiotensin Aldosterone Syst. 2012; 13(1): 29-35.

31. Jugdutt B.I., Jelani A., Palaniyappan A., Idikio H., et al. Aging-re-
lated early changes in markers of ventricular and matrix remodeling 
after reperfused ST-segment elevation myocardial infarction in the 
canine model: effect of early therapy with an angiotensin II type 1 re-
ceptor blocker. Circulation. 2010; 122(4): 341-51.18. 



ReviewsPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(3)  

ISSN 0031-2991 125

32. Nakano Y., Matoba T., Tokutome M., Funamoto D., et al. Nanopar-
ticle-mediated delivery of irbesartan induces cardioprotection from 
myocardial ischemia-reperfusion injury by antagonizing monocyte-
mediated inflammation. Sci Rep. 2016; 6: 29601.

33. Ye Y., Qian J., Castillo A.C., Perez-Polo J.R., Birnbaum Y. Aliskiren 
and valsartan reduce myocardial AT1 receptor expression and limit 
myocardial infarct size in diabetic mice. Cardiovasc Drugs Ther. 2011; 
25(6): 505-15.

34. Hartman J.C., Wall T.M., Hullinger T.G., Shebuski R.J. Reduction 
of myocardial infarct size in rabbits by ramiprilat: reversal by the bra-
dykinin antagonist HOE 140. J Cardiovasc Pharmacol. 1993b; 21(6): 
996-1003.

35. Preckel B., Schlack W., Gonzàlez M., Obal D., et al. Influence of the 
angiotensin II AT1 receptor antagonist irbesartan on ischemia/reper-
fusion injury in the dog heart. Basic Res Cardiol. 2000; 95(5): 404-12.

36. Ozer M.K., Sahna E., Birincioglu M., Acet A. Effects of captopril 
and losartan on myocardial ischemia-reperfusion induced arrhyth-
mias and necrosis in rats. Pharmacol Res. 2002; 45(4): 257-63.

37. Lynch J.J., Stump G.L., Wallace A.A., Painter C.A., et al. EXP3174, the 
AII antagonist human metabolite of losartan, but not losartan nor the 
angiotensin-converting enzyme inhibitor captopril, prevents the devel-
opment of lethal ischemic ventricular arrhythmias in a canine model of 
recent myocardial infarction. J Am Coll Cardiol. 1999; 34(3): 876-84.

38. Sim D.S., Jeong M.H., Song H.C., Kim J., et al. Cardioprotective 
effect of fimasartan, a new angiotensin receptor blocker, in a porcine 
model of acute myocardial infarction. J Korean Med Sci. 2015; 30(1): 
34-43.

39. Miki T., Miura T., Shimamoto K., Urabe K., et al. Do angiotensin 
converting enzyme inhibitors limit myocardial infarct size? Clin Exp 
Pharmacol Physiol. 1993; 20(6): 429-34.

40. Ebrahim Z., Baxter G.F., Yellon D.M. Omapatrilat limits infarct size 
and lowers the threshold for induction of myocardial precondition-
ing through a bradykinin receptor-mediated mechanism. Cardiovasc 
Drugs Ther. 2004; 18(2): 127-34.

41. Schwarz E.R., Montino H., Fleischhauer J., Klues H.G., et al. An-
giotensin II receptor antagonist EXP 3174 reduces infarct size com-
parable with enalaprilat and augments preconditioning in the pig 
heart. Cardiovasc Drugs Ther. 1997; 11(5): 687-95.

42. Alhaddad I.A., Sahgal P., Mir R., Brown E.J. Early angiotensin convert-
ing enzyme inhibitor therapy enhances the benefits of late coronary artery 
reperfusion on infarct expansion. Coron Artery Dis. 2000; 11(2): 183-9.

43. Lazar H.L., Bao Y., Rivers S., Colton T., Bernard S.A. High tissue 
affinity angiotensin-converting enzyme inhibitors improve endothe-
lial function and reduce infarct size. Ann Thorac Surg. 2001; 72(2): 
548-53. 

44. Hartman J.C., Kurc G.M., Hullinger T.G., Wall T.M., et al. Inhibi-
tion of nitric oxide synthase prevents myocardial protection by 
ramiprilat. J Pharmacol Exp Ther. 1994; 270(3): 1071-6.

45. Schriefer J.A., Broudy E.P., Hassen A.H. Inhibitors of bradykinin-
inactivating enzymes decrease myocardial ischemia/reperfusion in-
jury following 3 and 7 days of reperfusion. J Pharmacol Exp Ther. 
2001; 298(3): 970-5. 

46. Wolfrum S., Richardt G., Dominiak P., Katus H.A., Dendorfer A. 
Apstatin, a selective inhibitor of aminopeptidase P, reduces myocar-
dial infarct size by a kinin-dependent pathway. Br J Pharmacol. 2001; 
134(2): 370-4.

47. Donnarumma E., Ali M.J., Rushing A.M., Scarborough A.L., et al. 
Zofenopril protects against myocardial ischemia-reperfusion injury 
by increasing nitric oxide and hydrogen sulfide bioavailability. J Am 
Heart Assoc. 2016; 5(7). pii: e003531.

48. El-Haddad M.A., Zalawadiya S.K., Awdallah H., Sabet S., et al. Role 
of irbesartan in prevention of post-coronary artery bypass graft atrial 
fibrillation. Am J Cardiovasc Drugs. 2011; 11(4): 277-84.

49. Flesch M., Knipp S., Kessler G., Geissler H.J., et al. ARTA: AT1-
receptor blocker therapy in patients undergoing coronary artery 
bypass grafting. Clin Res Cardiol. 2009; 98(1): 33-43. 

50. Onodera H., Matsunaga T., Tamura Y., Maeda N., et al. Enalapril 
suppresses ventricular remodeling more effectively than losartan 
in patients with acute myocardial infarction. Am Heart J. 2005; 
150(4): 689.

51. Moller J.E., Dahlström U., Gøtzsche O., Lahiri A., et al.; OPTIMAAL 
Study Group. Effects of losartan and captopril on left ventricular sys-
tolic and diastolic function after acute myocardial infarction: results 
of the Optimal Trial in Myocardial Infarction with Angiotensin II An-
tagonist Losartan (OPTIMAAL) echocardiographic substudy. Am 
Heart J. 2004; 147(3): 494-501.

52. Gong X., Zhou R., Li Q. Effects of captopril and valsartan on ven-
tricular remodeling and inflammatory cytokines after interventional 
therapy for AMI. Exp Ther Med. 2018; 16(4): 3579-83.

53. Ambrosioni E., Borghi C., Magnani B. Early treatment of acute myo-
cardial infarction with angiotensin-converting enzyme inhibition: 
safety considerations. SMILE pilot study working party. Am J Cardi-
ol. 1991; 68(14): 101-10.

54. Bussmann W.D., Micke G., Hildenbrand R., Klepzig H. Captopril in 
acute myocardial infarct: its effect on infarct size and arrhythmias. 
Dtsch Med Wochenschr. 1992; 117(17): 651-7.

55. Ray S.G., Pye M., Oldroyd K.G., Christie J., et al. Early treatment 
with captopril after acute myocardial infarction. Br Heart J. 1993; 
69(3): 215-22.

56 St John Sutton M., Pfeffer M.A., Plappert T., Rouleau J.L. Quanti-
tative two-dimensional echocardiographic measurements are major 
predictors of adverse cardiovascular events after acute myocardial in-
farction. The protective effects of captopril. Circulation. 1994; 89(1): 
68-75.

57. Kingma J.H., van Gilst W.H., Peels K.H., Dambrink J.H., Verheu-
gt F.W., Wielenga R.P. Acute intervention with captopril during 
thrombolysis in patients with first anterior myocardial infarction. Re-
sults from the Captopril and Thrombolysis Study (CATS). Eur Heart 
J. 1994; 15(7): 898-907.

58. van Gilst W.H., Kingma J.H., Peels K.H., Dambrink J.H., St 
John Sutton M. Which patient benefits from early angioten-
sin-converting enzyme inhibition after myocardial infarction? 
Results of one-year serial echocardiographic follow-up from the 
Captopril and Thrombolysis Study (CATS). J Am Coll Cardiol. 
1996; 28(1): 114-21.

59. St John Sutton M., Pfeffer M.A., Moye L., Plappert T., et al. Car-
diovascular death and left ventricular remodeling two years after myo-
cardial infarction: baseline predictors and impact of long-term use of 
captopril: information from the Survival and Ventricular Enlargement 
(SAVE) trial. Circulation. 1997; 96(10): 3294-9.

60. Edner M., Bonarjee V.V., Nilsen D.W., Berning J., et al. Effect of 
enalapril initiated early after acute myocardial infarction on heart fail-
ure parameters, with reference to clinical class and echocardiograph-
ic determinants. CONSENSUS II Multi-Echo Study Group. Clin 
Cardiol. 1996; 19(7): 543-8.

61. Bonnemeier H., Schäfer U., Ortak J., Kurz T., et al. Low doses of 
intracoronary enalaprilat suppress reperfusion-associated ventricular 
arrhythmias after primary percutaneous coronary interventions for 
acute myocardial infarction. Pacing Clin Electrophysiol. 2007; 30 Sup-
pl 1: S160-S5.



Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2019; 63(3)  

126

Обзоры

62. Ferrari R. Perindopril and Remodeling in Elderly with Acute Myocar-
dial Infarction Investigators. Effects of angiotensin-converting en-
zyme inhibition with perindopril on left ventricular remodeling and 
clinical outcome: results of the randomized Perindopril and Remod-
eling in Elderly with Acute Myocardial Infarction (PREAMI) Study. 
Arch Intern Med. 2006; 166(6): 659-66.

63. Nicolosi G.L., Golcea S., Ceconi C., Parrinello G., et al.; PREAMI 
Investigators. Effects of.perindopril.on cardiac remodelling and prog-
nostic value of pre-discharge quantitative echocardiographic param-
eters in elderly patients after acute myocardial.infarction: the PRE-
AMI echo sub-study. Eur Heart J. 2009; 30(13): 1656-65.

64. Fox K.M., Bertrand M.E., Remme W.J., Ferrari R., et al. Efficacy of 
perindopril in reducing risk of cardiac events in patients with revas-
cularized coronary artery disease. Am Heart J. 2007; 153(4): 629-35.

65. Boldt J., Rothe G., Schindler E., Döll C., et al. Can clonidine, enox-
imone, and enalaprilat help to protect the myocardium against isch-
aemia in cardiac surgery? Heart. 1996; 76(3): 207-13.

66. Walter T., Helber U., Bail D., Heller W., Hoffmeister H.M. Influence 
of ACE inhibition on myocardial damage, the Kallikrein-Kinin sys-
tem and hemostasis during cardiopulmonary bypass surgery. Thorac 
Cardiovasc Surg. 2002; 50(3): 150-4.

Сведения об авторах:
Маслов Леонид Николаевич, доктор мед. наук, проф., зав. лаб., НИИ кардиологии, Томский национальный исследовательский медицин-

ский центр, e-mail: maslov@cardio-tomsk.ru;
Нарыжная Наталия Владимировна доктор мед. наук, вед. науч. сотр. НИИ кардиологии, Томский национальный исследовательский ме-

дицинский центр, e-mail: natalynar@yandex.ru;
Цибульников Сергей Юрьевич, канд. мед. наук, ст. науч. сотр., НИИ кардиологии, Томский национальный исследовательский медицинский 

центр, e-mail: tsibulnikov1986@mail.ru;
Воронков Никита Сергеевич, лаборант-исследователь, НИИ кардиологии, Томский национальный исследовательский медицинский центр, 

e-mail: shaman-49@mail.ru;
Бушов Юрий Валентинович, доктор биол. наук, проф., Томский государственный университет, e-mail: bushov@bio.tsu.ru



ReviewsPathological  Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2019; 63(3)  

ISSN 0031-2991 127

© Коллектив авторов, 2019
УДК 616-092

Шкурлатовская К.М.1, Орлова А.С.1, Силина Е.В.1, Синельникова Т.Г.1, Олисова О.Ю.1, Теплюк Н.П.1, 
Борзова Е.Ю.2, Дадаева В.А.3, Пятилова П.М.1

Молекулярно-генетические механизмы мастоцитоза 
1 ФГАОУ ВО «Первый московский государственный медицинский университет имени И .М . Сеченова»  
Минздрава России (Сеченовский Университет), 

 119992, г . Москва, Россия, ул . Трубецкая, д . 8, стр . 2;
2 ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России, 
 125993, г . Москва, Россия, ул . Баррикадная, д . 2, стр . 1;
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр профилактической медицины» Минздрава России, 
 101990, г . Москва, Россия, Петроверигский пер ., 10, стр . 3

Мастоцитоз – группа редких клональных расстройств, характеризующихся аномальной пролиферацией и накоплением 
неопластических тучных клеток в коже и/или различных внутренних органах . Несмотря на гетерогенность клинической 
картины и прогноза подтипов заболевания, ведущее звено в патогенезе мастоцитоза занимают молекулярно-генетические 
дефекты . Практически у всех пациентов с мастоцитозом обнаруживаются мутации в нуклеотидной последовательности 
гена KIT, чаще всего в виде замены  аспарагиновой кислоты на валин в кодоне 816 . Данные дефекты наблюдаются как при 
формах, характеризующихся благоприятным прогнозом, так и при злокачественных подтипах заболевания . Наличие других 
мутаций, например, в генах TET2, SRSF2, ASXL1, RUNX1, и молекулярно-генетических изменений, вызванных ими, вносят вклад 
в клинико-патологическое разнообразие мастоцитоза и ассоциировано с более агрессивным течением заболевания . Пони-
мание сложности молекулярно-генетических изменений при мастоцитозе необходимо для выбора наиболее эффектив-
ного метода лечения и разработки новых препаратов, способных улучшить прогноз у пациентов c мастоцитозом . В статье 
представлены основные патогенетические механизмы мастоцитоза . Рассмотрена роль мутаций в гене KIT, а также индуци-
рованные мутациями изменения в рецепторе с-Kit и внутриклеточных сигнальных путях, ответственных за пролиферацию 
тучных клеток .
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Mastocytosis is a group of rare clonal disorders characterized by abnormal proliferation and accumulation of neoplastic mast 
cells in the skin and/or various internal organs . Molecular genetic defects play the leading role in the pathogenesis of mastocy-
tosis despite a significant clinical and prognostic heterogeneity of different forms of this disease . In almost all forms of mastocy-
tosis, patients carry KIT gene mutations, mostly D816V . However, these defects are observed both in forms with good prognosis 
and in advanced variants of the disease . Mutations in other genes, such as TET2, SRSF2, ASXL1, RUNX1, and the resulting molecu-
lar changes contribute to the clinical and pathological heterogeneity of mastocytosis and are associated with a more aggressive 
disease . Insight into the complexity of molecular and genetic changes in mastocytosis is essential for choosing an optimum treat-
ment and for developing new drugs to improve the outcome of the treatment . The article described major pathogenetic mech-
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anisms of mastocytosis and focused on the role of KIT mutations, conformation of the c-Kit receptor, and intracellular signaling 
pathways responsible for the proliferation of mast cells . 
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Введение
Мастоцитоз – термин, используемый для объеди-

нения группы редких гетерогенных заболеваний, ха-
рактеризующихся аномальной пролиферацией и на-
коплением неопластических тучных клеток (ТК) в ко-
же и/или различных внутренних органах [1-5]. 
Распространенность мастоцитоза составляет пример-
но 1 случай на 10 000 человек, при этом более чем в по-
ловине случаев заболевание возникает в первые 2 года 
жизни [6, 7]. В соответствии с последним пересмотром 
классификации опухолей гемопоэтических и лимфо-
идных тканей ВОЗ 2016 г. мастоцитоз исключен из 
группы миелопролиферативных заболеваний и выде-
лен в отдельную клинико-патологическую группу. В 
зависимости от пораженной системы органов и систем 
выделяют кожный мастоцитоз (КМ), системный ма-
стоцитоз (СМ) и саркому тучных клеток (СТК) [2, 8]. 

Патоморфологические особенности тучных клеток 
при мастоцитозе. ТК – мультифункциональные клетки 
иммунной системы, присутствующие во всех органах и 
тканях. Их  количество особенно велико в регионах вза-
имодействующих с внешней средой, таких как кожа, 
слизистая оболочка дыхательных путей и желудочно-
кишечного тракта [9, 10]. ТК реагируют на различные 
раздражители посредством высвобождения биологиче-
ски активных веществ, которые уже содержатся в гра-
нулах, или же синтезируются их de novo при стимуля-
ции клеток [10, 11]. В настоящее время среди тучных 
клеток можно выделить   2 субпопуляции [10]:

(1) ТК, экспрессирующие триптазу и химазу; об-
наруживаются преимущественно в дерме и лимфати-
ческих узлах;

(2) ТК, экспрессирующие только триптазу; преобла-
дают в слизистой оболочке кишечника и лёгких [10—2].

ТК мигрируют в кровоток в виде незрелых клеток-
предшественников (CD13+, CD34+, CD117+FcεR1-), от-
куда они попадают в периферические ткани, где завер-
шают созревание (FcεR1+, CD117/с-Kit+) под воздей-
ствием тканеспецифических факторов, таких как 
белки внеклеточного матрикса, молекулы адгезии, ци-
токины и хемокины, в отличие от других клеток гемо-
поэтического происхождения, которые дифференци-
руются и созревают в костном мозге [10-13]. 

Одним из факторов, вызывающих пролиферацию 
зрелых ТК и их клеток-предшественников, является 
фактор стволовых клеток (ФСК) –цитокин, продуци-
руемый в организме в основном фибробластами и эн-
дотелиальными клетками. ФСК существует в двух изо-
формах - мембраносвязанной и растворимой [10]. Обе 
формы способны связываться и активировать рецеп-
тор c-Kit [11, 14-16], способствуя пролиферации, диф-
ференцировке и увеличению выживаемости ТК и их 
предшественников. ФСК способствует дегрануляции 
зрелых ТК, продукции цитокинов и миграции ТК, 
опоcредованной различными хемоаттрактантами [17]. 

Рецептор c-Kit. Трансмембранный рецептор c-Kit 
относится к III типу цитокиновых рецепторов и обла-
дает собственной тирозинкиназной активностью. От-
личительной чертой III типа рецепторов является на-
личие 5 Ig-подобных доменов в экстрацеллюлярном 
домене и киназной вставки в середине тирозинкиназ-
ного домена (рис. 1) [11, 14, 18]. Данный рецептор об-
наруживается на различных клетках, включая гемопо-
этические клетки-предшественники, стволовые клет-
ки, меланоциты и интерстициальные клетки Кахаля. 
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В норме во всей гемопоэтической системе экспрессия 
рецептора c-Kit прекращается на всех зрелых клетках 
крови, кроме ТК [9-11, 14].

Белковая структура рецептора представлена 5 до-
менами: внеклеточным, трансмембранным, околомем-
бранным и двумя доменами тирозинкиназы (ДТК1 и 
ДТК2), отделенных киназной вставкой [10]. В свою 
очередь внеклеточный домен состоит из 5 Ig-подобных 
доменов (рис. 1). Первые 3 Ig-подобных домена обла-
дают способность связывать ФСК, а 4-й и 5-й участву-
ют в процессе димеризации рецептора. Околомембран-
ный домен регулирует активность тирозинкиназы [3]. 
ДТК1 – NH2-терминальная часть, отвечающая за свя-
зывание аденозинтрифосфата (АТФ), ДТК2 – COOH-
терминальная часть или домен фосфотрансферазы 
(ДФТ) (рис. 2) [3, 14, 18-20]. Рецептор кодируется ге-
ном KIT, содержащим 21 экзон (рис. 1) [3] и располо-
женном на хромосоме 4q12 [10, 14, 21]. 

Роль мутаций в патогенезе мастоцитоза. Ведущим 
звеном в патогенезе мастоцитоза является наличие ак-
тивирующих мутаций в различных экзонах гена KIT, 

ведущих к повышенной пролиферации, дифференци-
ровке, увеличению продолжительности жизни, нако-
плению неопластических ТК и их предшественников 
(рис. 1) [3, 16]. При СМ чаще всего мутации обнаружи-
ваются в 17-18 экзонах кодирующих ДФТ, при КМ му-
тации обычно локализуются вне этих сайтов, а имен-
но в экзонах кодирующих внеклеточный домен (ВКД) 
[5].

Наиболее распространенной мутацией (в 80-90% 
случаев СМ, а также 10-30% случаев КМ) является за-
мена аспарагиновой кислоты на валин в кодоне 816 ге-
на KIT (D816V) [2, 3, 14, 21—25] (рис. 1). Учитывая на-
личие данной мутации при всех подтипах СМ, включая 
индолентный, отличающийся более благоприятным 
прогнозом, целесообразно предположить, что существу-
ют другие патогенетические механизмы, ответствен-
ные за развитие агрессивных подтипов заболевания. 
Действительно, был выявлен ряд дополнительных со-
матических мутаций: чаще затрагиваются гены SRSF2, 
ASXL1, RUNX1, TET2, JAK2, N / K RAS, CBL; реже 
EZH2, IDH2, ETV6, U2AF, SF3B1 [2, 3, 25-30]. Предпо-
лагается, что изменения, вызванные сочетанием дан-
ных мутаций с мутациями в гене KIT, способствуют 
увеличению продолжительности жизни и пролифера-
ции ТК [2]. Кроме того, важную роль имеет время воз-
никновения мутации KIT D816V в процессе диффе-
ренцировки гемопоэтических стволовых клеток в ТК 
[14]. В ходе проведенных исследований в эксперимен-
тальных моделях на лабораторных мышах показано, 
что возникновение мутации на более раннем этапе раз-
вития приводит к злокачественному течению заболе-
вания, в отличие от генетической аномалии в уже диф-
ференцированных ТК [31, 32]. Данная теория может 
объяснять наличие мутации в ТК кожи [33] и отсут-
ствие данного протоонкогена в образцах костного моз-
га и крови у больных КМ [4, 34]. Однако необходимо 
дальнейшее изучение и проведение клинических ис-
следований для уточнения момента возникновения му-
тации KIT D816V и ее влияния на течение заболева-
ния. Следует отметить, что в ходе исследования, вы-
полненного Garcia-Montero A.C. и соавторами,  
у 83 больных индолентным СМ была выявлена связь 
между наличием KIT D816V+-мезенхимальных стволо-
вых клеток, дающих начало мезодермальным клеткам 
и органам, и риском развития гепато- и спленомега-
лий, патологии костной системы , а также прогресси-
рованием заболевания [35].

В норме, как уже было сказано, для активации ре-
цептора необходимо наличие ФСК, который способ-
ствует взаимодействию 2 мономерных молекул рецеп-
тора c-Kit. Наличие мутаций в гене KIT ведет к изме-
нениям в структуре рецептора, в результате которых 

Рис. 1. Схематическое изображение белковой структуры мономерной 
формы рецептора c-Kit и гена KIT. Внеклеточный домен (ВКД), транс-
мембранный домен (ТМД), околомембранный домен (ОМД), домены 
тирозинкиназы (ДТК1 и ДТК2), домен фосфотрансферазы (ДФТ), адено-
зинтрифосфат (АТФ), цитоплазматическая мембрана (ЦПМ) . «Звездоч-
кой» указана локализация наиболее часто встречающейся мутации 
при мастоцитозе - D816V .
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он может активироваться вне зависимости от своего 
лиганда [25]. Точный механизм данных изменений до 
конца не выяснен. Предполагается, что рецептор при-
обретает способность спонтанно димеризоваться с дру-
гим рецептором или вступать во взаимодействие с ре-
цептором с-Kit дикого типа, или активироваться в мо-
номерной форме [3]. 

Димеризация и аутофосфорилирование рецептора 
вызывает взаимодействие рецепторных тирозинкиназ 
с многими сигнальными белками, содержащими SH2-
домены (англ. – SRC homology 2) и связывающими 
фосфотирозин. К таким молекулам относятся 
фосфатидилинозитол-3-киназа (PI3K), адаптерный бе-
лок Grb2 (англ. – growth-factor-receptor-bound protein 
2), передающий сигнал к белкам Ras (англ. – rat 
sarcoma) и латентные формы транскрипционных фак-
торов STAT - трансдуктор сигнала и активатор транс-
крипции (англ. – signal transducer and activator of 
transcription). Связывание данных белков с фосфоти-
розинами рецептора вызывает запуск пересекающих-
ся внутриклеточных сигнальных путей, ответственных 
за активацию в ядре набора транскрипционных фак-
торов и экспрессию специфических генов [36, 37]. Ко-
нечным результатом является увеличение продолжи-
тельности жизни ТК, их пролиферация и дифферен-
цировка [3, 5, 9, 10, 12, 38] (рис. 3). 

Кроме того, в исследованиях in vitro установлено, 
что активация c-Kit рецептора потенцирует IgE-
опосредованную активацию ТК [39]. Согласно иссле-
дованиям in vitro, потенцирующие эффекты сигналь-
ных механизмов, опосредованных рецепторами FcɛR1 
и с-Кit, обусловлены участием адаптерных белков 
NTAL (англ. – non–T-cell activation linker) [10, 40]. Од-
нако клиническое значение данных механизмов акти-
вации ТК в развитии анафилаксии у пациентов с ма-
стоцитозом требует дальнейшего изучения [41]. 

Ниже рассмотрены наиболее изученные с-Kit-
индуцированные сигнальные пути в неопластических 
ТК.

PI3K – AKT (фосфатидилинозитольный) путь. Фос-
фатидилинозитольный путь обладает антиапоптотиче-
ским действием [9, 14, 36, 38]. PI3K своей P85-
субъединицей взаимодействует с фосфорилированным 
тирозиновым остатком рецептора c-Kit, что приводит 
к аллостерической активации каталитической p110-
субъединицы PI3K, способствующей превращению 
PIP2 (фосфатидилинозитол-4,5-бифосфат) в PIP3 
(фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат). PIP3 связы-
вается с ключевой молекулой пути – AKT/PKB (член 
семейства протеинкиназ B), в результате данного вза-
имодействия возможно фосфолирирование AKT/PKB 
в двух сайтах (T308 и S473) с помощью PDK1 и PDK2 

(фосфоинозитид-зависимые киназы 1 и 2), которые 
также активируются PIP3 [5]. 

AKT/PKB способна блокировать апоптоз несколь-
кими путями [36]. AKT/PKB фосфорилирует и тем са-
мым инактивирует FoxO (член семейства транскрип-
ционных факторов Forkhead, англ. – Forkhead box 
protein O), что приводит к снижению аффинности 
FoxO к ДНК, экспорту их из клеточного ядра и удер-
жанию в цитоплазме с последующим разрушением в 
протеосомах [42]. AKT/PKB также инактивирует про-
апоптотический белок семейства Bcl2 (BAD,   Bcl-2-
associated death promoter /), который способствует вы-
ходу из митохондрий в цитоплазму цитохрома С и/или 
протеазы AIF( апоптоз индуцирующий фактор 
-apoptosis inducing factor) [5, 36, 43]. Кроме этого, AKT/
PKB инактивирует белковый комплекс TSC-2 (ком-
плекс туберозного склероза 2 - tuberous sclerosis complex 
2), который в норме подавляет mТOR ( mammalian 
target of rapamycin -- мишень рапамицина). В резуль-
тате активации mТOR запускаются функции транс-
крипционных факторов семейства NF-κB ( nuclear 
factor-κB --  ядерный фактор-κB) и циклина D [5].

MAPK путь. Сигнальный путь MAPK контролиру-
ет экспрессию генов, регулирующих пролиферацию ТК, 
их дифференцировку и продолжительность жизни [10, 
44]. Фосфотирозин рецептора c-Kit связывается с мо-

Рис. 2. Схематическое изображение ФСК-индуцированной активации 
рецептора c-Kit (адаптировано) . А, В . ФСК взаимодействует с первыми 
тремя Ig-подобными доменами двух смежных мономерных белковых 
молекул c-Kit, что индуцирует образование гомодимерной структуры, 
которая дополнительно стабилизируется за счет взаимодействия меж-
ду 4-м и 5-м Ig-подобными доменами двух смежных молекул . С . Дан-
ные структурные изменения обеспечивают аутофосфорилирование 
тирозиновых остатков в околомембранном домене, области киназной 
вставки, домене фосфотрансферазы и COOH-конце [11, 14, 18] .

А B C
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лекулой GRB2, ассоциированной с SOS (англ. - son of 
sevenless) – фактором замещения гуаниннуклеотидов в 
малых G-белках [10, 14, 44]. Под влиянием SOS проис-
ходит субстратное фосфорилирование белка RAS с об-
разованием активной гуаназинтрифосфат-связанной 
формы (RAS-GTP) [44]. В дальнейшем серин-треони-
новая киназа RAF связывается с N-концевым доменом 
RAS-GTP и активирует ERK / MAPK (англ. - exracellular 
signal-regulated kinases / mitogen-activated protein kinases 
или митоген-активируемые протеинкиназы / киназы, ре-
гулируемые внеклеточным сигналом) [5, 44]. Данные 
молекулы в свою очередь транслоцируются из цитоплаз-
мы в ядро, где они активируют различные факторы 
транскрипции. Стоит отметить, что RAS-GTP также 
способен воздействовать на молекулу BAD, функции 
которой описаны выше [36].

STAT5 / JAK-STAT путь.  Сигнальный JAK-STAT 
путь отвечает за развитие, продолжительность жизни 
и пролиферацию ТК [9, 14, 38] посредством активации 
факторов транскрипции STAT 1/3/5. JAK2 (англ. – 
Janus Kinase 2) фосфорилируется после активации ре-
цептора c-Kit и далее способствует димеризации 2 мо-
номерных молекул STAT, благодаря соединению фос-
фотирозинового остатка и SH2 домена STAT. В 
активной форме STAT проникает в ядро, где связыва-
ется с генами-промоторами, вызывая активацию или 
подавление транскрипции генов. Мутация KIT D816V 

способствует прямой активации STAT, вне зависимо-
сти от JAK2 путем прямого фосфорилирования тиро-
зина через киназный домен рецептора [5, 9, 38].

Таким образом, генетические дефекты при масто-
цитозе можно условно разделить на KIT-зависимые и 
KIT-независимые. Первые (KIT-зависимые) ассоции-
рованы с развитием патологического процесса и встре-
чаются при всех подтипах системного мастоцитоза, вто-
рые же (KIT-независимые) характеризуют степень агрес-
сивности и диагностируются преимущественно при 
злокачественных формах СМ. В частности мутация 
D816V в гене KIT опосредует изменение в передаче сиг-
нала, приводя к ускорению транскрипции и клеточно-
го цикла ТК, а также снижению их апоптоза. Результа-
том данных изменений является гиперпролиферация 
ТК и их накопление в различных органах. 

Перспективы анализа внутриклеточных сигнальных 
путей с учетом молекулярно-генетических особенностей 
мастоцитоза. План лечения пациентов с мастоцито-
зом зависит от подтипа заболевания и его клинических 
проявлений. При необходимости проводится симпто-
матическая терапия [3, 45], а также лечение заболева-
ний, опосредованных мастоцитозом (остеопения и 
остеопороз, язвы желудка и двенадцатиперстной киш-
ки, гематологические и др. расстройства) [46]. При зло-
качественных формах мастоцитоза применяется алло-
генная трансплантация гемопоэтических стволовых 

Рис. 3. с-Kit-индуцированные внутриклеточные сигнальные пути в неопластических тучных клетках . Зелеными стрелками указан процесс 
активации молекул, красными — их инактивация, черными — процессы активации транскрипции в ядре клетки .
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клеток и циторедуктивная терапия интерфероном-аль-
фа и кладрибином [2, 47].

Кроме того, на сегодняшний день активно исполь-
зуется таргетная терапия, направленная на ингибиро-
вание тирозинкиназ. Мутация D816V в гене KIT, при-
водя к конформационным изменения рецептора c-Kit, 
затрудняет связывание ряда ингибиторов тирозинки-
наз, таких как иматиниб, мазитиниб и бозутиниб [2, 3, 
38]. Таким образом, лечение ингибиторами тирозин-
киназ пациентов с мастоцитозом, имеющих мутацию 
D816V в гене KIT, может оказаться неэффективным. 
На сегодняшний день мидостаурин является препара-
том выбора для таких больных, в связи с его способно-
стью связываться с рецептором c-Kit вне зависимости 
от наличия или отсутствия мутации в гене KIT [2, 3]. 
Данный препарат также блокирует IgE-зависимое вы-
свобождение гистамина ТК, тем самым воздействуя на 
симптомы, опосредованные медиаторами ТК [2, 47]. 

В настоящее время ведутся разработки новых тар-
гетных препаратов с учетом различных терапевтических 
мишеней, идентифицированных в неопластических ТК, 
а также в стволовых клетках и клетках-предшественни-
ках. Перспективным направлением является блокиро-
вание внутриклеточных сигнальных путей, ответствен-
ных за пролиферацию клеток в результате воздействия 
на ключевые молекулы путей: PI3K, АКТ, mTOR, STAT, 
MAPK (рис.3) [2], что создает предпосылки для персо-
нифицированной терапии данного заболевания. 

Заключение
Мастоцитоз является редким клональным заболе-

ванием. Ключевым механизмом развития данного рас-
стройства являются молекулярные дефекты – мутации 
в последовательности гена KIT, чаще всего D816V, ко-
торые обнаруживаются почти при всех подтипах болез-
ни. Однако наличие дополнительных соматических му-
таций в генах отличных от KIT, таких как TET2, SRSF2, 
ASXL1 и других, вносят вклад в клинико-патологиче-
ское разнообразие мастоцитоза, а также обуславливают 
более агрессивное течение отдельных его форм. Изуче-
ние генетических нарушений при мастоцитозе и опос-
редованных ими изменений во внутриклеточных сиг-
нальных механизмах необходимо для персонифициро-
ванного подхода в лечении больных мастоцитозом и 
разработки новых таргетных препаратов. 
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Цель работы –  определение ex vivo глубины и степени коагуляционных изменений в тканях кисты Бейкера, возникающих 
при равномерном изотермическом воздействии при различной длительности воздействия . Методика. Для проведения 
исследования был сконструирован экспериментальный термостолик с возможностью контроля поддержания изотермического 
режима работы . Иссеченная во время операции капсула кисты Бейкера незамедлительно была разделена на несколько 
фрагментов . Один из образцов служил контролем, остальные фрагменты выдерживали на поверхности экспериментального 
термостолика  (65—70 °С), в течение различных промежутков времени до 60 с . Все фрагменты, включая интактный, иссле-
довали гистологически . Результаты. В интактном фрагменте кисты Бейкера обнаруживались признаки хронического 
воспаления, такие как полнокровие сосудов, мукоидное набухание и очаговая периваскулярная инфильтрация лимфоидными 
элементами . В образцах стенки, подвергнутых термическому воздействию продолжительностью до 30 с, обнаруживались 
структурные изменения на уровне синовиальной оболочки, в виде пикноза и лизиса ядер синовиацитов . В фрагментах 
стенки кисты при нагревании в течение 60 с отмечался некроз синовиального слоя, а в подлежащих слоях – признаки отека, 
разрыхление и фрагментация коллагеновых волокон . Выраженность и глубина деструктивных изменений в стенке кисты 
Бейкера находились в прямой зависимости от периода непрерывного нагрева . Заключение. Определены закономерности 
изменений гистологического образца в зависимости от тепловой экспозиции . В период до 30 с теплового воздействия на 
ткани кисты Бейкера ведущими гистоморфологическими трансформациями являются признаки деструкции синовиального 
слоя . При увеличении периода нагрева до 60 с имеет место лишь частичное нарушение структуры коллагена в стенке кисты .
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изменения .
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Aim . To determine ex vivo the depth and degree of coagulation changes in tissues of Baker’s cyst induced by a uniform isother-
mal exposure of different duration . Methods. An experimental thermo table was constructed for the study with an option to 
maintain the isothermal mode of operation . The capsule of Baker’s cyst excised during the surgery was immediately divided into 
several fragments . One of the samples was used as control, the remaining samples were kept on the surface of the thermo table 
heated to 65-70°C for different time up to 60 seconds . All fragments were examined histologically . Results. The intact fragment 
of Baker’s cyst showed signs of chronic inflammation, such as plethoric blood vessels, mucoid swelling, and focal perivascular 
infiltration with lymphoid elements . In samples of the wall exposed to heat for up to 30 seconds, similar structural changes were 
found at the level of synovial shell in the form of pyknosis and lysis of synoviacyte nuclei . Fragments of the cyst wall heated for 60 
seconds showed necrosis of the synovial layer and underlying levels showed swelling, loosening and fragmentation of collagen 
fibers . Severity and depth of destructive changes in the Baker’s cyst wall directly depended on duration of continuous heating . 
Conclusion. The study determined some regularities of changes in histological samples related to the thermal exposure . In ther-
mal exposures of Baker’s cyst tissue lasting for up to 30 seconds, the major histological transformation included signs of destruc-
tion in the synovial layer . When the heating duration was increased to 60 seconds, only a partial disorder of collagen structure 
was observed in the cyst wall . 

Keywords: modeling, thermal impact, Baker’s cyst; thermal destruction, histomorphological changes .
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Методика разрушения патологических тканей за 
счет локального нагрева до температуры  коагуляции 
белка была предложена более 50 лет назад, однако ма-
лоинвазивные устройства, пригодные для этих целей, 

появились относительно недавно. Высокоинтенсив-
ное лазерное излучение, передаваемое по тонкому све-
товоду, изначально использовалось для деструкции 
злокачественных новообразований и метастазов без 
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внутреннего жидкостного содержимого. Высокая тем-
пература, создаваемая в области введения торца опто-
волоконного носителя, инициировала процесс коагу-
ляции и абляции ткани новообразования. Закономер-
ности распределения зоны абляции и некроза  
неоднократно доказаны на основе математического мо-
делирования и гистоморфологических экспериментов.

В тоже время, для полостных доброкачественных 
новообразований лазерная интервенционная термоте-
рапия начала применяться относительно недавно. Ос-
новной проблемой для распространения этого метода 
лечения является тот факт, что биологические ткани 
кисты представляют собой многокомпонентные мате-
риалы, в состав которых в основном входят не только 
коллаген и вода, но также жир, гемоглобин, иногда 
включения минералов. Эти составляющие обладают 
собственными коэффициентами поглощения, тепло-
проводности и теплоемкости, от соотношения и раз-
меров материала  которых зависят процессы поглоще-
ния излучения и нагрева [1]. Второй проблемой явля-
ется значительная площадь внутренней поверхности 
кисты, а также различная толщина ее стенки. Это за-
трудняет точность расчета концентрации световой 
энергии на единицу площади и длительность воздей-
ствия лазера для достижения желаемого клиническо-
го эффекта. Также рядом авторов было установлено, 
что при воздействии в течение 5 с лазерным излучени-
ем длиной волны 1,47 мкм при 5 Вт ширина кратера 
составляет не более 1,5 мм, а ширина боковой зоны ко-
агуляции не более 0,5 мм [2]. Принимая во внимание, 
что при математическом моделировании киста Бейке-
ра ближе к эллипсоиду, в среднем площадь его вну-
тренней поверхности у наиболее клинически часто 
встречающихся образцов [3], равна приблизительно  
29 см². Простое соотношение данных результатов при-
водит к выводу о чрезвычайной длительности проце-
дуры дискретного лазерного облучения всей внутрен-
ней поверхности кисты для достижения полноценной 
коагуляции  всей толщины стенки.

Ряд авторов решили эту проблему одномоментной 
теплоотдачи на все части стенки, нагревая частично 
сохраненное содержимое кисты, обладающего высо-
кой теплоемкостью и равномерностью распределения 
тепла за счет конвекции [3, 4]. Эффект, опосредован-
ный термовоздействием жидкости, нагретой погло-
щенным потоком фотонов, имеет важное преимуще-
ство в связи с отсутствием непосредственного воздей-
ствия излучения на ткань. Поскольку воздействие 
лазером приводит к изменению  биологических свойств 
ткани, увеличивается резистивность к лизосомальным 
гидролазам, уменьшается количество тромбоцитарных 
факторов роста, что в свою очередь затягивает процесс 

заживления раны [5]. Поскольку доказано, что ИК ла-
зерный нагрев соединительных тканей, содержащих 
коллаген, аналогичен обычному термическому воздей-
ствию [6], мы предположили, что нагревание излуче-
нием «водопоглощающего» спектра теплоносителя 
внутри кисты приведет к схожему клинико-морфоло-
гическому эффекту. 

Однако несмотря на достигнутые успехи, метода 
термокоагуляции при лечении ряда новообразований 
и патологически измененных тканей данная манипу-
ляция не может гарантировать их полную деструкцию. 
В связи с этим постоянно предпринимаются попытки 
усилить разрушающее действие физического агента, 
при параллельном повышении управляемости процес-
сом. В доступной литературе мы не обнаружили све-
дений о морфологических изменениях, послойно воз-
никающих в тканях кисты Бейкера, в зависимости от 
времени экспозиции теплового воздействия при их 
равномерном прогревании.

Цель работы – ex vivo определить глубину и степень 
коагуляционных изменений в тканях кисты Бейкера, 
возникающих при равномерном изотермическом воз-
действии при различной длительности воздействия.

Методика
Исследование выполнено в соответствии с этиче-

скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004) и письменного 
добровольного информированного согласия всех па-
циентов. 

Для моделирования процесса равномерного нагре-
вания стенки кисты внутриполостной жидкостью был 
создан экспериментальный термостенд. Тепловыделяю-
щий элемент состоит из двух алюминиевых пластин тол-
щиной 4 мм, соединенных винтами. На нижнюю пласти-
ну наклеен нагреватель из константановой проволоки 
(толщина 0,3 мм) в шёлковой изоляции. На нагреватель 
подается напряжении в 30 В от источника питания мощ-
ностью 15 Вт через широтно-импульсную модуляцию ре-
гулятора мощности, с помощью которого устанавлива-
ется температура тепловыделяющей поверхности.

В верхней пластине сделаны две выемки для изме-
рительной и контрольной термопары. Измерительная 
медь–константановая (тип Т) термопара для увеличе-
ния чувствительности включает 3 последовательно со-
единенных термопары. Холодный спай термопары по-
мещен в сосуд Дьюара, заполненного смесью льда и 
воды. Измерения электродвижущей силы (ЭДС) про-
водятся с помощью мультиметра. Образцовая термо-
пара типа К подключается к прецизионному измери-
телю температуры Escort 20. С помощью этого изме-
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рителя производится калибровка измерительной 
термопары. Для этого с помощью регулятора мощно-
сти устанавливается определенная температура и из-
меряется ЭДС термопары. Таким образом, устанавли-
вается соответствие между ЭДС и температурой. Ре-
зультат калибровки представлен в виде таблицы 
соответствия (табл. 1). Дальнейшие измерения произ-
водятся с помощью мультиметра. 

Для целей эксперимента температура тепловыде-
ляющего элемента задана в пределах 70 °С, поскольку 
с данного уровня начинается заметное обезвоживание 
биологических тканей и практически мгновенная не-
обратимая коагуляция коллагена. Для эксперимента 
был выбран изотермический режим, для обеспечения 
которого выполнялась коррекция напряжения тока ре-
гулятором мощности по показаниям мультиметра (рис. 
1). В целях безопасности поверхность термостолика 
перед экспериментом смазывалась силиконовым мас-
лом, поскольку оно представляет собой отличный 
электрический изолятор и не является легковоспламе-
няющимся веществом. А такие его характеристики, как 
температура стабильности и хорошая теплопередача 
(теплопроводность приблизительно в 3,8 раза ниже, 
чем у воды), делают незаменимыми для эффекта «тё-
плой бани» за счет пленки, образовавшейся на рабо-
чей плите установки. Это обеспечивало равномерный 
тепловой поток по всей площади гистологического об-
разца и отсутствие эффекта «пригорания» (рис. 2). 

Фрагмент для гистологического изучения был взят 
непосредственно после операции иссечения кисты. 
Общая масса удаленной кисты составила 5 г (рис. 3). 
На миллиметровой бумаге, путем обводки, фиксиро-
вали общую площадь кисты, после чего материал был 
разделен на 6 равных по размеру и массе фрагментов 

толщиной, примерно 1,5 мм. Также путем обводки на 
миллиметровой бумаге определена площадь каждого 
фрагмента.

Один фрагмент (№ 1) был сразу помещен c  
10%-ным раствором формалина для последующего ги-
стологического исследования. Остальные 5 фрагмен-
тов кисты поочередно размещались на эксперимен-
тальном термостолике. При этом образец ориентиро-
вали синовиальным (внутренним) слоем вниз и для 
полного контакта с поверхностью столика с помощью 
пинцета выравнивали участки соприкосновения по 
плоскости. После заданного времени фрагмент неза-
медлительно удаляли с теплонесущей поверхности и 
помещали в предварительно маркированный флакон 
с 10%-ным раствором формалина. 

Фрагменты стенки кисты Бейкера под номерами 
2, 3, 4, 5 и 6 подвергали термическому воздействию 10, 
20, 30, 40 и 60 с соответственно. При помощи пироме-
тра Condtrol IR-T1 (Китай) измеряли поверхностную 
температура наружной поверхности образцов до нача-

Таблица  1

 Соответствие показаний вольтметра (V) температуре в градусах 
Цельсия (T°C).

Е (V) Т°С Е (V) Т°С
2 18 6,4 51

2,4 21 7 55
3 25 7,4 58

3,4 28 7,6 60
4 33 8 63

4,4 36 8,4 66
5 40 9 70

5,4 43 9,4 73
6 48 10 77 Рис. 1. Принципиальная схема сборки термостолика для эксперимента .
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ла эксперимента и перед удалением ткани с нагрева-
тельного прибора после запланированного времени 
воздействия. Результаты метрических и физических 
измерений приведены в табл. 2.

По данным табл. 2, можно сделать заключение, что 
процесс термокоагуляции белковых молекул в опреде-
ленный период идет с поглощением (при температуре 
59 °C) скрытой теплоты, связанной с перестройкой 
коллагена. Это в дальнейшем было подтверждено ги-
стологически.

Из каждого биоптата готовили по 3–4 среза тол-
щиной 5–7 мкм, окрашивали гематоксилином и эози-
ном [7]. Для гистологической идентификации соеди-
нительной ткани использовали окраску препаратов по 
Ван Гизону [8]. После окрашивания микропрепараты 
исследовали в микроске LeicaDM 2500 с возможно-
стью вывода изображения на монитор компьютера. 

Результаты и обсуждение
При увеличении 1×100  в интактном фрагменте  

(№ 1) стенки кисты в  синовиальной оболочке  сохра-
нялись признаки очаговой пролиферации. В подлежа-
щей рыхлой соединительной ткани интактного фраг-
мента кисты Бейкера обнаруживалось полнокровие 
микроциркуляторного русла и очаговая периваскуляр-
ная инфильтрация лимфоидными элементами. В плот-
ном слое зрелых коллагеновых волокон отмечались фо-
кусы фрагментации волокнистых структур и участки 
мукоидного набухания.

В образцах стенки, подвергнутых термическому 
воздействию в течение 10 и 20 с, обнаруживались по-
хожие структурные изменения (на уровне синовиаль-
ной оболочки) в виде пикноза и лизиса ядер синовиа-
цитов с развитием интерстициального отека в подле-
жащих структурах. В фрагментах стенки кисты с 

Рис. 2. Экспериментальная установка в собранном виде . Рис. 3. Макропрепарат иссеченной кисты Бейкера .

Таблица 2

Результаты экспериментальных измерений фрагментов стенки кисты Бейкера.

Номер образца Масса (г) Площадь (см²) Толщина (мм)  t °С до начала 
эксперимента t нагрева (с) t °С поверхности образца 

после нагрева
1 контроль 0,7 2,9 1,5 24 - -
2 0,9 4,6 1,5 24 10 54
3 1 6,57 1,5 24 20 58
4 0,9 4,21 1,5 24 30 59
5 0,8 3,93 1,5 24 40 59
6 0,7 3,17 1,5 24 60 59
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экспозицией термического воздействия 30, 40 и 60 с 
структурные трансформации были более выражены. 

Отмечался очаговый некроз синовиального слоя в 
виде диффузной деструкции синовиацитов. В подлежа-
щих слоях развивался отек и разрыхление с фрагмента-
цией коллагеновых волокон. Выраженность и глубина 
деструктивных изменений стенки кисты Бейкера нахо-
дились в прямой зависимости от времени непрерывного 
нагрева. Но и в этих случаях деструктивные изменения 
не распространялись глубже поверхностных слоев кисты.

Термическая модификация патологически изме-
ненных соединительных тканей для стимуляции про-
цессов лизиса и фиброза давно используется в меди-
цине [9]. Однако, внедрение подобных процедур в кли-
ническую практику зачастую опережает ее научное 
обоснование, и выбранные режимы и способы локаль-
ного нагрева тканей оказываются подобранными эм-
пирически. Это значительно снижает эффективность 
процедуры и увеличивает риски нежелательных явле-
ний или даже ятрогений. Параметры гипертермии 
должны не только обеспечивать достижение целевого 
эффекта –  денатурации основного структурного бел-
ка соединительной ткани — коллагена [10], но и ми-
нимизировать побочные эффекты, связанные с пере-
гревом интактных перифокальных тканей.

На сегодняшний день наиболее изученным и дина-
мически развивающимся направлением в амбулатор-
ном хирургическом лечении с применением лазерного 
нагрева тканей является эндовенозная термооблитера-
ция [4]. Конечной целью воздействия является гибель 
эндотелиального слоя и денатурация белковых компо-
нентов стенки сосуда, нарушением структуры с после-
дующим рубцеванием. Принимая во внимание, что вну-
тренняя поверхность кисты Бейкера выстлана синови-
ацитами и тоже имеет стенку из коллагеновой сое- 
динительной ткани [11] вполне законно предположить, 
что при эндокистозном воздействии лазера будет отме-
чаться такой же эффект, как и при лечении варикозно 
измененных вен нижних конечностей. Анализ доступ-
ной литературы продемонстрировал, что большинство 
работ, посвященных лазер-индуцированной внутрит-
каневой термотерапии, исследуют лишь прямое воздей-
ствие лазерного излучения на ткани [5, 12, 13]. Обще-
известно, что необратимая денатурация коллагена на-
чинается при его нагреве до 70 °С, что запускает каскад 
изменений [7], в виде лизиса соединительнотканных 
структур, в дальнейшем приводящих к фиброзу ткани.

Учитывая значительный размер кисты и толщину 
ее стенки, а также то, что в длительно существующем  
новообразовании имеется расширенная сосудистая 
сеть [14], контактное лазерное воздействие представ-
ляется малоэффективным. За прототип исследования 

мы приняли труды авторов, в которых термическое воз-
действие на ткань образования реализовывалось, опос-
редовано, через теплоотдачу внутренней жидкостью, 
поглощающей световую энергию лазерного излучения. 
Рядом авторов этот механизм признается основным 
[4], в этом случае тепло распределяется равномерно и 
нагрев ткани происходит изнутри образования. 

Безусловно, наш эксперимент обладает некоторой 
условностью. В частности, при выборе продолжитель-
ности процедуры не учитывается теплоотдача ткани 
кисты Бейкера в естественных условиях, вызванная ре-
гиональным кровотоком. Но, на этом этапе нашей це-
лью не являлся расчет необходимого времени воздей-
ствия для практических рекомендаций. Мы хотели по-
лучить первые эмпирические данные о зависимости 
гистоморфологических изменений от длительности те-
плового воздействия. 

Таким образом, степень повреждения синовиальной 
оболочки, находится в прямой зависимости от длитель-
ности нагрева ткани. Предложенный нами термостенд 
позволяет проводить эксперименты с разными видами 
тканей и последующим изучением гистоморфологиче-
ских изменений, вызванных действием повышенных тем-
ператур.
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Экспериментальная модель лечения вагинaльных 
дисбиозов с помощью фракции сывороточных 
антимикробных пептидов 

1ФГБНУ НИИ Вакцин и сывороток имени И .И . Мечникова, 
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Широкое использование антибиотиков и противогрибковых препаратов при лечении дисбиозов влагалища сопровождается 
появлением резистентных штаммов микроорганизмов .  В этой связи актуальной является разработка новых препаратов, в част-
ности, основанных на натуральных антимикробных пептидах (АМП), отличающихся более широким спектром действия и высо-
кой активностью . Цель работы –  изучение возможности использования сывороточных АМП в лечении вагинальных дисбио-
зов различной этиологии на мышиной модели . Методика. Активность АМП фракции сыворотки крови кролика оценивали в 
опытах in vitro  и in vivo . В первом случае проверяли действие АМП на клетки Candida albicans, Escherichia coli  и Staphylococcus aureus 
спектрофотометрическим методом . Данный метод основан на поглощении красителя бромкрезолового пурпурного клетками с 
нарушенной цитоплазматической мембраной и, как результат, снижении оптической плотности надосадочной жидкости в опытных 
вариантах по сравнению с контрольными . Во втором случае оценивали лечебный эффект концентрированного препарата 
сывороточных АМП на мышах, зараженных интравагинально теми же культурами . После заражения мышей пролечивали 
введением препарата тем же путем,  а результат оценивали методом высевов из влагалища на селективные среды .  Результаты. 
Установлено, что наиболее выраженное действие в опытах in vitro сывороточные АМП оказывали на клетки C. albicans (активность 
составила 32,9 % от контроля), тогда как менее выраженный эффект имел место в отношении E. coli  (23,3 %) и S. aureus (14,4 %) . 
Аналогичная закономерность имела место и в опытах in vivo: высев C. albicans после лечения препаратом АМП составил 44,6% от 
исходного в сравнении с  42,2% после лечения пимафуцином и 90,2% без лечения (плацебо); высев E. coli  — 65,6% от  исходного 
в сравнении с 26,3% после лечения метронидазолом и 94,8% в варианте плацебо; высев S. aureus — 76,9% от исходного в срав-
нении с 11,4% после лечения клиндамицином и 73,0% в варианте плацебо .  Заключение. Наибольшей чувствительностью к 
сывороточным АМП среди изученных видов обладали  клетки C. albicans, а наименьшей  — S. aureus, причем как в опытах in 
vitro,  так и in vivo . Препарат на основе АМП фракции сыворотки крови можно рассматривать как альтернативу традиционным 
препаратам при лечении вагинальных дисбиозов, особенно вульвовагинального кандидоза . 

Ключевые слова: дисбиоз влагалища, вульвовагинальный кандидоз, бактериальный вагиноз, мышиная модель, 
антимикробные пептиды
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Extensive use of antibiotics and antimycotics in the treatment of vaginal dysbiosis may result in emergence of resistant microbial 
strains . Therefore, development of new, broad-spectrum and highly active drugs, particularly based on antimicrobial peptides 
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(AMP) is relevant . The aim of the present study was to evaluate a possibility of using serum AMP in the treatment of vaginal dys-
biosis of different etiology on a murine model . Methods. Activity of the AMP fraction of rabbit serum was evaluated in in vitro and 
in vivo experiments . In the in vitro experiment, the effect of AMP on Candida albicans, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus 
cells was measured spectrophotometrically . This method was based on uptake of the bromocresol purple stain by cytoplasmic 
membranes of destroyed cells, which resulted in decreased optical density of the supernatant in experimental variants compared 
to the control . In the in vivo experiments, the therapeutic effect of concentrated serum AMP was evaluated in mice intravaginally 
infected with the same microbial cultures . The infected mice were treated similarly with the AMP preparation, and the outcome 
was evaluated using the inoculation of plates with selective media by vaginal material . Results. The serum AMP fraction exerted 
the most noticeable effect in in vitro experiments on C. albicans cells (activity 32 .9 % of control) vs . lower effects on E. coli (23 .3 %) 
and S. aureus (14 .4 %) . Consistently in the in vivo experiments, the abundance of C. albicans colonies was 44 .6% of the initial value 
after the AMP drug treatment compared to 42 .2% after the pimafucin treatment and 90 .2% in placebo . The abundance of E. coli 
colonies after the AMP drug treatment was 65 .6% of the initial compared to 26 .3% after the metronidazole treatment and 94 .8% 
in placebo; for S. aureus, the abundance was 76 .9% (AMP) compared to 11 .4% (clindamycin) and 73 .0% (placebo) . Conclusion. 
Among the studied microorganisms, C. albicans had the highest susceptibility to serum AMP while S. aureus was the least suscep-
tible both in in vitro and in vivo experiments . Drugs based on the serum AMP preparation may be considered as a possible alter-
native to traditional medications for the treatment of vaginal dysbiosis, especially for vulvovaginal candidiasis .  

Keywords: vaginal dysbiosis, vulvovaginal candidiasis, bacterial vaginosis, murine model, antimicrobial peptides .
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Введение
Дисбиоз влагалища характеризуется нарушением 

микроэкологического равновесия в данном локусе, со-
провождающегося, с одной стороны, снижением чис-
ленности нормобиоты (лакто- и бифидобактерий), а с 
другой стороны увеличением обсемененности услов-
но-патогенными микроорганизмами. Различают дис-
биоз, вызванный грибами рода Candida (чаще всего C. 
albicans), так называемый вульвовагинальный канди-
доз (ВВК) [1], и бактериальный вагиноз (БВ), при ко-
тором этиологическими агентами  часто являются бак-
терии Staphylococcus aureus  и  Escherichia coli [2]. До-
ступность и бесконтрольный прием лекарственных 
препаратов против ВВК и БВ привели к росту заболе-
ваемости и формированию устойчивых штаммов эти-
ологически значимых микроорганизмов. 

Естественной преградой на пути распространения 
условно-патогенной микробиоты влагалища являются 
фагоцитирующие клетки, иммуноглобулины и антими-
кробные пептиды/полипептиды (АМП), называемые 
также эндогенными антибиотиками [3]. В защите дан-
ного локуса принимают участие кальпротектин [4], ли-
зоцим [4], лактоферрин [5], псориазин [6], дефензины 
[4], секреторный ингибитор лейкопротеазы [4], катели-

цидин [4] , липокалин [7] и РНКаза [8], причем концен-
трации первых четырех здесь наиболее высоки (104 – 105 

нг/мл). Несмотря на структурное разнообразие меха-
низмов действия АМП в вагинальном секрете, их дей-
ствие приводит к единому результату – деструкции ци-
топлазматической мембраны микроорганизмов [9]. На 
этом свойстве АМП основан разработанный нами ра-
нее метод оценки их суммарной активности1. С помо-
щью данного метода было показано, что при ВВК и БВ 
имело место значительное снижение антимикробной 
активности вагинального секрета по сравнению с кон-
трольными группами женщин [10, 11]. 

На основе представлений о структуре и функции 
АМП разрабатываются новые противомикробные пре-
параты [12]. Синтетические и рекомбинантные анало-
ги АМП находятся в стадии фармацевтических иссле-
дований, включая клинические испытания I – III фа-
зы. Недавно нами проведена оценка синтетического 
аналога кателицидина на модели мышиного ВВК и по-
казана его эффективность [13]. Другим подходом к ре-

1 Арзуманян В.Г., Мальбахова Е.Т., Фошина Е.П. и др. Способ опре-
деления совокупной активности антимикробных пептидов как мар-
кера состояния местного  иммунитета  различных  эпителиальных 
тканей. Патент 2602298, РФ; 2015. 
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шению этой задачи может быть получение комплекса 
АМП из естественных  источников. 

Цель исследования – оценка антимикробной ак-
тивности комплекса натуральных сывороточных АМП 
в экспериментах in vitro и in vivo на мышиной модели 
дисбиозов влагалища. 

Методика
Штаммы микроорганизмов. В работе использовали 

дрожжи Candida albicans№ 927 из коллекции НИИВС 
им. Мечникова, а также бактерии Escherichia coli M-17, 
Staphylococcus aureus Wood 46.  Микроорганизмы для  
экспериментов in vitro и in vivo поддерживали путем пе-
риодических пересевов при температуре 28 ºС, исполь-
зуя  экспоненциально растущие  культуры. Дрожжи 
культивировали на плотной глюкозо-пептон-дрожже-
вой среде (ГПД); S. aureus на агаре ГРМ 10, E. coli на 
агаре Питательном. 

Животные. Все работы с лабораторными живот-
ными проводили в соответствии с «правилами лабо-
раторной практики в Российской Федерации», ут-
вержденными приказом Министра здравоохране-
ния РФ № 708н от 23.08.2010 г. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом ФГБНУ 
НИИ Вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова. Экс-
перименты проводили на самках белых беспород-
ных мышей в возрасте 8 нед массой 18—20 г из пи-
томника «Андреевка» Центрального питомника РАН 
«Светлые Горы». Животные акклиматизировались к 
новым условиям содержания в течение 7 сут до на-
чала экспериментов. Группы мышей сформирова-
ны из расчета 12 животных в каждой группе. В тече-
ние эксперимента состояние мышей регистрировали  
1 раз в сутки. Запланированную эвтаназию осущест-
вляли с помощью CO2 (вторичный способ эвтаназии 
согласно требованиям Этического Комитета) спустя 
5 нед после начала экспериментов. Для получения 
сывороточной фракции АМП использовали 4 кро-
ликов Шиншилла массой 2 кг, полученных из того 
же питомника. 

Получение препарата сывороточных АМП. Сыво-
ротку от 4 кроликов центрифугировали 5 мин со ско-
ростью 10 000 g и полученный супернатант фильтро-
вали через  молекулярный фильтр «Amicon» (Merck, 
Германия) с диаметром пор100 кДа на центрифуге в 
течение 15 мин при 16 000 g. Фильтрат лиофильно вы-
сушивали и использовали для приготовления лечеб-
ных гелей. Гели, содержащие исследуемый препарат 
АМП, готовили непосредственно перед введением его 
мышам. Навеску вещества растворяли в заранее под-
готовленном 0,7% водном геле агара до 15-кратной 

концентрации по отношению к исходному фильтрату 
(далее именуем эту субстанцию «препарат»). 

Модель  вульвовагинального дисбиоза. Моделирова-
ние  ВВК мышей проводили по методу Фиделя [14] в соб-
ственной модификации. Для этого предварительную 
эстрогенизацию животных проводили путем втирания 
эстрадиола в кожу брюшка, вместо подкожного введе-
ния. В ходе эксперимента мышей эстрогенизировали  
трижды  (табл. 1) путем втирания 200 мг трансдермаль-
ного геля «Эстрожель» (Бельгия), что соответствует при-
мерно 0,125 мкг эстрогена.   В случае моделирования 
вульвовагинального кандидоза мышей заражали путем 
однократного интравагинального введения 20 мкл су-
спензии клеток  дрожжей C. albicans в физиологическом 
растворе в концентрации 106 КОЕ/мл. Лечение живот-
ных препаратами проводили путем 5 кратного ежеднев-
ного интравагинального введения гелей, содержащих 
АМП, в объеме 20 мкл. Препаратом сравнения являлся 
2% вагинальный крем «Пимафуцин» (Астеллас, Нидер-
ланды), лечение которым проводили по той же схеме, 
объем пробы 20 мкл. В вариантах плацебо использовали 
только 0,7% гели агара. Моделирование БВ проводили 
аналогично, заражая мышей культурами E. coli и S. aureus 
в концентрации 108 клеток/мл. Лечение БВ, вызванного 
стафилококком, проводили с помощью 2% вагинально-
го крема «Клиндамицин» (Акрихин, Россия), а эшери-
хиями – 2% кремом «Метронидазол» (Вертекс, Россия).  

Таблица 1

Схема опытов с мышами по суткам

Сутки 
эксперимента Манипуляции

1 Первая эстрогенизация
5 Вторая эстрогенизация
6 Заражение
7 Третья эстрогенизация

12 I высев

13 Первый день лечения + учет результатов 
высева

14 Второй день лечения
15 Третий день лечения
16 Четвертый день лечения

17 Пятый день лечения

19 II высев
20 Учет результатов второго высева
27 III высев
28 Учет результатов третьего высева
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Материал для посева собирали путем трехкратного 
интравагинального введения животным стерильной од-
норазовой микробиологической петли диаметром 1 мм, 
двукратного прокручивания её и  суспендирования со-
держимого петли в 200 мкл стерильного физраствора в 
пробирке Эппендорф. Из каждой пробирки производи-
ли высевы по 10 мкл на чашки Петри с агаризованной 
средой. Чашки инкубировали 1 сут при 32 ºС, после че-
го учитывали выросшие колонии. Результаты первого 
высева принимали за 100 процентов и по отношению к 
ним рассчитывали результаты последующих высевов. 

Определение антимикробной активности кроличьих сы-
вороток. Общую активность сывороток определяли, со-
единяя 300 мкл нативной сыворотки в пробирках типа 
Эппендорф с 50 мкл суспензии дрожжей C. albicans № 
927 в концентрации 1010 КОЕ/мл  либо суспензии бакте-
рий в концентрации 1012 КОЕ/мл. Для определения ак-
тивности АМП фракции сыворотки фильтровали через  
молекулярный фильтр «Amicon» (Merck, Германия) с ди-
аметром пор100 кДа на центрифуге в течение 15 мин при 
16 000 g, после чего 300 мкл фильтрата также соединяли 
с 50 мкл суспензии микроорганизмов.  Контрольная про-
бирка вместо фильтрата содержала 300 мкл физраствора. 
Пробирки инкубировали 2 ч при 32 градусах на шейке-
ре, затем центрифугировали 5 мин при 10000 об/мин, су-
пернатанты удаляли, а к осадкам добавляли по 300 мкл 
раствора бромкрезолового пурпурного в фосфатном бу-
фере рН 4,6. После этого пробирки инкубировали еще 45 
мин при 32 ºС на шейкере и центрифугировали 5 мин при 
10 000 g. По 50 мкл супернатантов соединяли с 2,5 мл фос-
фатного буфера рН 4,6; оптическую плотность получен-
ных растворов измеряли на спектрофотометре “Genesys 
10S UV-Vis” (США) при длине волны 440 нм; из 3 изме-
рений для каждой пробы вычисляли среднее значение 
оптической плотности. Расчет активности  производили 
по формуле:   

А = (ОПконтр. – ОПопыт.)* 100 / ОПконтр.,
где    ОПконтр. – это оптическая плотность смеси из 

контрольной пробирки;    ОПопыт.  – это оптическая 
плотность опытного образца.   

Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Microsoft Excel. Расчёт коэффициентов Ман-
на–Уитни, свидетельствующих о наличии/отсутствии 
значимости различий между показателями, проводи-
ли с помощью автоматической программы [15].

Результаты и обсуждение
Эксперименты подразделялись на исследования in 

vitro и in vivo. Первые представляют собой оценку про-
тивомикробной активности фракций кроличьей сыво-
ротки против основных видов условно патогенных ми-

кроорганизмов, сопутствующих вагинальному дисбио-
зу, in vivo – касаются оценки активности фракции 
сывороточных АМП кролика, используемой для лече-
ния искусственно воспроизведенных дисбиозов вла-
галища у мышей. Противомикробная активность цель-
ной сыворотки складывается из активности белков 
комплемента, иммуноглобулинов и АМП. Фильтра-
ция через мембрану с диаметром пор 100 кДа приво-
дит к устранению более высокомолекулярных компо-
нентов, а именно белков комплемента ( мол. масса  
большинства из них свыше 100 кДа) и иммуноглобу-
линов (150—500 кДа). 

Из данных табл. 2 видно, что общая активность 
кроличьих сывороток по отношению к разным видам 
микробов (I столбец) варьировала: максимальной чув-
ствительностью к компонентам сывороток обладала 
культура дрожжевых грибов. Статистический анализ 
данных показал, что различия между активностью про-
тив C. albicans и E. coli были статистически значимы 
(табл. 2); тогда как между C. albicans и S. aureus , а так-
же между S. aureus и E. coli не значимы. При сравнении 
активности сывороточных АМП по отношению к из-
ученным видам микроорганизмов установлено, что 
наибольшая чувствительность выявлена у дрожжей C. 
albicans, наименьшая – S. aureus. Различия в активно-
сти сывороточных АМП по отношению к S. aureus и E. 
coli статистически значимы: 0,01 ≤ р ≤ 0,05. На рис. 1 
представлено влияние фракции сывороточных АМП 
кролика на клетки Candida albicans № 927: контроль-
ный образец состоит в основном из живых клеток  
(рис. 1, А), тогда как в образце, обработанном препа-
ратом АМП, клетки в основном погибли (рис. 1, Б).

Мышиная модель вагинального дисбиоза включа-
ла эстрогенизацию животных, однократное заражение, 
пятикратное интравагинальное лечение в течение 5 сут 
препаратом сывороточных АМП и трехкратные высе-
вы – 1 до начала лечения и 2 через 1 и 2 нед от начала 
лечения (табл. 1). Результаты этих экспериментов пред-
ставлены на рис. 2 и в табл. 3.  Очевидно, что наиболее 
выраженным действием препарат АМП обладает про-
тив C. Albicans результаты II высева аналогичны тако-
вым в варианте с традиционным для ВВК препаратом 
– пимафуцином (рис. 2, А).  Менее выраженный эффект 
проявлял препарат АМП в отношении  E. coli – резуль-
таты  II высева были лучше, чем в варианте плацебо, но 
хуже, чем после лечения традиционным препаратом 
«Метронидазол» (рис. 2, Б). Следует отметить однако, 
что различия между вариантами плацебо и лечения пре-
паратом АМП нивелируются к III высеву. Такие выво-
ды  подтверждаются данными табл. 3, в которой пред-
ставлены коэффициенты Манна-Уитни, характеризу-
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Таблица 2

Оценка антимикробной активности фракций кроличьей сыворотки по отношению разным видам микроорганизмов в опытах in vitro.  

Род, вид и номер штамма использо-
ванных микроорганизмов

Общая антимикробная активность 
сыворотки, % (ср. знач. ± ср. откл.)

Активность фракции сывороточных 
антимикробных пептидов,  % (ср. знач. ± ср. откл.)

Candida albicans № 927 84,0 ± 0,8 32,9 ± 2,0*
Escherichia coli M-17 61,8 ± 3,9 23,3 ± 2,1*
Staphylococcus aureus Wood 46 68,0 ± 7,9 14,4 ± 3,3

Примечание. * – статистически значимые различия между Candida albicans и Escherichia coli. р ≤ 0,01

Рис. 1. Клетки Candida albicans до (А) и после (Б) обработки фракцией сывороточных АМП . Белые клетки – живые, желтые – мертвые . Увеличение 
микроскопа ×1750; 1 деление на линейке = 1 мкм; окрашивание бромкрезоловым пурпурным .

А Б

Таблица 3

Оценка значимости различий данных в антимикробной активности препарата фракции антимикробных пептидов из кроличьей 
сыворотки по отношению разным видам микроорганизмов в опытах  in vivo на мышиной модели вагинального дисбиоза

Этиологический 
инфекционный агент

Значимость различий между средним числом колоний в вагинальных высевах в различных вариантах 
экспериментов

2-й высев 3-й высев
Плацебо/АМП Плацебо/традиционный 

препарат
Плацебо/АМП Плацебо/традиционный 

препарат
Candida albicans № 927 0,01< р < 0,05 0,01< р < 0,05 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05
Escherichia coli M-17 0,01< р < 0,05 р ≤ 0,01 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05
Staphylococcus aureus Wood 46 р ≥ 0,05 р ≤ 0,01 р ≥ 0,05 р ≥ 0,05

ющие значимость различий между вариантами. Наконец 
лечение препаратом АМП вагинального дисбиоза, вы-
званного S. aureus не дало никакого эффекта – II высев 
оказался на уровне варианта плацебо (рис. 2, В, табл. 3). 
Сравнение результатов  in vitro (табл. 2, III столбец) и in 
vivo (II высев) показало наличие обратной корреляции 
высокой силы: коэффициент Пирсона р = - 0,984.  Дру-
гими словами, чем выше активность препарата АМП по 
отношению к микроорганизмам in vitro, тем эффектив-
нее лечение in vivo.  

Различия в величинах активности препарата АМП 
по отношению к разным видам микроорганизмов связа-
ны, в первую очередь, с различиями в структуре их кле-
точной стенки и цитоплазматической мембраны [16]. 
Наиболее яркие различия у представленных здесь микро-
организмов заключаются именно в составе и строении 
клеточных стенок – это хитин, β-глюканы и маннопро-
теины эукариот C. albicans, пептидогликан грамположи-
тельных прокариот S. aureus и липополисахариды грамо-
трицательных прокариот E. coli. Есть данные о большем 
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Рис. 2. Высеваемость условно-патогенных микроорганизмов из влага-
лища мышей в процессе лечения традиционными препаратами и фрак-
цией сывороточных АМП .  

Абсцисса — 1, 2 и 3 высевы;  по оси ординат  – среднее число колоний в 
процентах от исходного (т .е . от среднего числа колоний в первом высеве); 
А – результаты по опытам с заражением мышей клетками C. albicans и 
лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая – 
заражение C. albicans с последующим лечением сывороточными АМП; 
черная кривая – заражение C. albicans с последующим лечением 
пимафуцином; Б – результаты по опытам с заражением мышей клетками 
E. coli и лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая 
– заражение E. coli с последующим лечением сывороточными АМП; черная 
кривая – заражение E. coli с последующим лечением метронидазолом;  
В - результаты по опытам с заражением мышей клетками S. aureus и 
лечением: светлая кривая – без заражения (плацебо); серая кривая – 
заражение S. aureus с последующим лечением сывороточными АМП; 
черная кривая – заражение S. aureus с последующим лечением 
клиндамицином .  

сродстве некоторых АМП к конкретным полисахаридам 
и хитину, однако, они касаются пока только АМП, вы-
деленных от насекомых или синтезированных [16]. Кро-
ме того, разные классы микроорганизмов обладают раз-
личными механизмами устойчивости к АМП. Например, 
есть данные о защите клеток стафилококков с помощью 
адгезина, выделяемого на поверхности клеток этими ми-
кроорганизмами [17]. Адгезин как положительно заря-
женный полимер может формировать отталкивающий 
барьер против положительно заряженных АМП. Несмо-
тря на наличие различных механизмов устойчивости ми-
кроорганизмов к АМП, они не так многообразны и эф-
фективны, как по отношению к антибиотикам, посколь-
ку липидный бислой микробной мембраны не 
обеспечивает значительной устойчивости против заря-
женных молекул АМП. Данные, полученные в настоя-
щем исследовании, подтверждают наличие специфич-
ности АМП против разных видов микроорганизмов. Ка-
кие именно АМП обеспечивают эту специфичность, 
покажут дальнейшие исследования, однако, количе-
ственные данные, касающиеся устойчивости разных 

классов микроорганизмов к сывороточным АМП полу-
чены впервые в данном исследовании. 

Заключение
Предложена и доказана впервые возможность ис-

пользования комплекса сывороточных АМП в каче-
стве лекарственного препарата в лечении дисбиозов 
влагалища. 
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Применение иммуногистохимической реакции  
на нестин для определения размеров повреждения мозга   
при транзиторной окклюзии средней мозговой артерии 
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Существенной проблемой при оценке развивающегося повреждения при экспериментальном исследовании ишемии мозга 
является отсутствие стандартизированных методических подходов для быстрого и точного определения зоны деструк-
ции при использовании парафиновых срезов . Цель  исследования – разработка нового подхода к оценке объема повреж-
дения головного мозга при фокальной транзиторной ишемии в бассейне средней мозговой артерии . Методика . Прово-
дили морфологическое исследование серийных фронтальных парафиновых срезов конечного мозга . В качестве обзор-
ной окраски использовали окраску 0,1% водным раствором крезилового фиолетового по Нисслю . Для оценки популяции 
активированных глиальных клеток использовали иммуноцитохимическую реакцию на нестин, для оценки жизнеспособ-
ности нейронов использовали иммуноцитохимическую реакцию на NeuN . Иммуноцитохимическую реакцию проводили 
с использованием мышиных моноклональных антител к нестину . Результаты. После проведения иммуноцитохимиче-
ской реакции на нестин при первичном осмотре окрашенных срезов определялся четкий линейный иммунопозитивный 
контур вокруг предполагаемой зоны инфаркта . Детальный анализ этого контура (демаркационной линии) показал, что он 
четко разделяет интактную и поврежденную ткани и состоит из астроцитов, имеющих многочисленные иммунопозитив-
ные отростки, часть из которых участвует в образовании глиальной периваскулярной пограничной мембраны . Заключе-
ние . Яркая и контрастная реакция на нестин позволяет легко оценивать объем повреждения на серийных парафиновых 
срезах ишемизированного головного мозга . Гистохимическую реакцию на нестин можно считать удобным маркером зоны 
повреждения головного мозга при моделировании ишемического инсульта . 
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Kolpakova M.E.1, Beldiman L.N.1, Yakovleva A.A.1, Kirik O.V.2, Korzhevsky D.E.2, Vlasov T.D. 1

The use of a immunohistochemical reaction for nestin in determining the size of brain injury after 
transient occlusion of the middle cerebral artery 
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 L’va Tolstogo Str . 6-8, Saint Petersburg 197022;
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Evaluating the condition of astrocytes is important for assessment of brain injury . Aim. To develop a new approach to assessing 
the size of brain injury following focal transitional ischemia in the middle cerebral artery circulation using a immunocytochemis-
try reaction for nestin, a protein of intermediate filaments, which is considered a marker of stem cells . Methods. Injury of the rat 
brain was induced by 30-min occlusion of the left middle cerebral artery followed by 48-h reperfusion . A morphological study of 
endbrain serial frontal paraffin sections was performed . A 0 .1% aqueous solution of Nissl cresyl violet (Dr . Grubler, Germany) was 
used for survey staining . The population of activated glial cells was examined using an immunocytochemical reaction for nestin 
with mouse monoclonal antibodies to nestin; viability of neurons was evaluated using an immunocytochemical reaction for NeuN . 
Results. The immunocytochemical reaction revealed a clear, linear immunopositive contour around the suggested infarct zone . In 
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two days after unilateral ischemia, the cresylic violet staining showed that the center of damage was localized in the striatum and/
or basolateral area . The light microscopy study of this contour (demarcation line) showed that it divided intact and damaged tissue . 
Conclusion. Therefore, nestin is a convenient marker of brain injury in experimental ischemic stroke . The immunocytochemical 
reaction in combination with quantitative analysis of scanned images is an optimum tool for determining the size of brain injury . 

Keywords: ischemia, middle cerebral artery, nestin, striatum . 

For citation: Kolpakova M .E . , Beldiman L .N . , Yakovleva A .A ., Kirik O .V . , Korzhevsky D .E . , Vlasov T .D . The use of a 
immunohistochemical reaction for nestin in determining the size of brain injury after transient occlusion of the middle cerebral 
artery. Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian 
Journal). 2019; 63 (2): 148-154 . (in Russian) . 

DOI: 10 .25557/0031-2991 .2019 .03 .148-154
Acknowledgments. The study had no sponsorship .
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest .
Received 27 .09 .2018

Введение
 Острая фокальная ишемия головного мозга при-

водит к развитию патологических процессов, затраги-
вающих все основные клеточные популяции нервной 
ткани: нейроны, астроциты, микроглиоциты, эндоте-
лиоциты и другие клетки. Размер очага повреждения 
или «ядро инсульта» и последующая клеточная реак-
ция на ишемию, определяющая зону «ишемической 
полутени» или пенумбры, варьируют даже при исполь-
зовании хорошо отработанных общепринятых моде-
лей ишемического инсульта [1]. К таким моделям от-
носится монофиламентная модель [2] транзиторной 
фокальной ишемии в области средней мозговой арте-
рии по J. Koizumi. 

Наиболее распространенным методом оценки объ-
ема некроза головного мозга является метод окраски 
жизнеспособных тканей 2 %-м раствором трифенилте-
тразолия хлорида (ТТХ). Данный способ морфологиче-
ской оценки инфаркта позволяет визуализировать как 
некроз, так и жизнеспособную ткань головного мозга в 
течение первых 48 ч после восстановления кровотока 
[3]. Однако данный подход, несмотря на его простоту и 
эффективность, не позволяет проводить дальнейший 
морфологический и молекулярный анализ мозговых 
структур. Возможным решением этой проблемы может 
быть увеличение числа экспериментальных животных, 
хотя и это не решает проблемы сопоставимости резуль-
татов у отдельных животных. Более того в современных 
условиях проведения эксперимента необходимо учиты-
вать этические нормы проведения экспериментов на ла-
бораторных животных, рекомендующих ограничивать 
число опытов in vivo. 

Другими возможными методами оценки области 
повреждения являются окраска срезов мозга толуиди-
новым синим или крезиловым фиолетовым по Нис-
слю [4], окраска по Mассону [5], сравнение площадей 
сопоставимых участков ипси- и контралатерального 

полушарий [6] или измерение содержания внеклеточ-
ной ДНК в плазме крови [7]. Однако, все описанные 
методы позволяют оценить лишь объем некротизиро-
ванной ткани, не регистрируя клеточные реакции в об-
ласти пенумбры. В особенности это относится к реак-
ции астроцитов, характеристика состояний которых 
важна при оценке любого повреждения мозга [8].

Известно, что после ишемического повреждения 
в астроцитах начинается экспрессия нетипичных для 
них белков промежуточных филаментов, в частности, 
нестина, который принято считать маркером нейраль-
ных стволовых и прогениторных клеток [9,10]. Экс-
прессия нестина в мозге интактных взрослых живот-
ных регистрируется только в клетках, расположенных 
в 2 герминативных зонах: субвентрикулярной зоне бо-
ковых желудочков [11] и зубчатой извилине гиппокам-
па [9]. Однако при ишемическом повреждении мозга 
происходит увеличение числа нестин-иммунопозитив-
ных клеток. Нестин появляется в активированных 
астроцитах, олигодендроцитах, нейронах и  эндотели-
оцитах кровеносных капилляров [12–16]. Распределе-
ние иммунореактивных астроцитов, как правило, при-
вязано к зонам дегенерации нейральных элементов 
[15]. Можно полагать, что анализ распределения акти-
вированных нестин-иммунопозитивных астроцитов 
будет способствовать определению границ зоны ише-
мического повреждения и оценка состояния структур 
пограничной зоны.

Цель исследования – разработка нового подхода 
оценки объема повреждения головного мозга при фо-
кальной транзиторной ишемии в бассейне средней 
мозговой артерии (СМА) с использованием иммуно-
цитохимической реакции на нестин.

Методика
При проведении экспериментов руководствова-

лись «Правилами проведения работ с использованием 
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экспериментальных животных» (приложение к приказу 
МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г.), Хельсинкской декла-
рацией 1975 г. и ее пересмотренным вариантом 2000 г.  
Работа одобрена этическим комитетом университета. 
Эксперименты выполнены на половозрелых крысах-
самцах линии Wistar (n=16) и линии SHR (n=11).  Фо-
кальную транзиторную ишемию моделировали под об-
щей анестезией (тиопентал-натрий, 60 мг/кг) при по-
мощи монофиламентной эндоваскулярной окклюзии 
средней мозговой артерии по J. Koizumi [2]. Продол-
жительность нарушения кровообращения в бассейне 
левой средней мозговой артерии в каждом случае со-
ставляла 30 мин, время реперфузии  48 ч. Животных 
выводили из эксперимента передозировкой тиопента-
ла натрия. Материал фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде [17] и подвергали стандартным гисто-
логическим процедурам. Проводили морфологическое 
исследование серийных фронтальных срезов конечно-
го мозга, соответствующих уровню стереотаксических 
координат 0,48 мм ± 0,36 мм по отношению к брегме 
согласно анатомического атласу Paxinos Watson [18].

Для  обзора использовали окраску парафиновых 
срезов 0,1% водным раствором крезилового фиолето-
вого (Dr. Grubler, Германия) по Нисслю. Для оценки 
популяции активированных глиальных клеток исполь-
зовали иммуноцитохимическую реакцию на нестин 
[19], для оценки жизнеспособности нейронов – реак-
цию на NeuN [20]. Иммуногистохимическое окраши-
вание проводили с использованием мышиных моно-
клональных антител к нестину (клон Rat-401) в разве-
дении 1:400 (BD Biosciences, США), к NeuN (клон A60) 
в разведении 1:400 (Merck Millipore, США). 

Иммуноцитохимическое выявление нестина. После-
довательность процедур:  

1. Депарафинированные, промытые в дистиллиро-
ванной воде срезы подвергали в течение 20 мин про-
цедуре теплового демаскирования в пароварке в сосу-
де Хелендахеля в модифицированном цитратном бу-
фере pH 6,1 (S1700; Dako, Дания), предварительно 
прогретом до 60 ºС.

2. Остывшие предметные стекла промывали дистил-
лированной водой и помещали в стаканчик с 3%-ным рас-
твором перекиси водорода на 10 мин при комнатной тем-
пературе для блокирования эндогенной пероксидазы.

3. Срезы промывали в фосфатном буфере (ФСБ) и 
проводили блокировку неспецифического связывания  
антител раствором Protein Blok (Spring Bioscience, 
США) при комнатной температуре 10 мин. 

4. Наносили на срезы необходимое количество мы-
шиных моноклональных антител к нестину (клон Rat-
401) в разведении 1:400 (BD Biosciences, США) и по-
мещали стекла во влажную камеру (например, в ква-

дратные чашки Петри 100×100 мм, SARSTEDT 
82.9923.422, Австралия), затем инкубировали в термо-
стате при  27 ºС в течение 20 ч. Смывали антитела с пре-
паратов ФСБ и помещали их в свежую порцию того же 
буфера на 15 мин.

5. Фильтровальной бумагой удаляли буфер вокруг 
срезов и наносили на срезы необходимое количество 
вторичных антител – набор MACH 2 Mouse HRP-
polymer (Biocare medical, США). Покачивали предмет-
ное стекло для равномерного распределения антител, 
помещали препараты во влажные камеры. Инкубиро-
вали в термостате при температуре 27 ºС в течение  
20 мин. Смывали антитела ФСБ и помещали стекла в 
сосуд со свежей порцией того же буфера на 15 мин.

6. Наносили на срезы необходимое количество ра-
бочего раствора 3,3`-диаминобензидин тетрагидрох-
дорида (DAB+ (Dako, Дания)). В течение 1-3 мин. про-
исходило образование окрашенного продукта гисто-
химической реакции. Процесс контролировали под 
микроскопом и останавливали реакцию до появления 
неспецифического фона.

7. Смывали раствор хромогена и промывали препа-
раты в 2-3 порциях дистиллированной воды (по 3–5 мин 
в каждой). У части препаратов подкрашивали ядра ге-
матоксилином Джилла в течение 30 с,  подсинивали в 
щелочной воде (1 капля 10% аммиака на 10 мл дистил-
лированной воды). Проводили стандартные процедуры 
и заключали срезы в перманентную среду.

Полученные препараты анализировали в световом 
микроскопе Leica DM750 (Leica, Германия) и фотогра-
фировали с помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Гер-
мания).

Количественный анализ проводили на цифровых 
изображениях малого увеличения, полученных при по-
мощи сканера EPSON Perfection V500 PHOTO. Изме-
рение площади внутри границ нестин-иммунопози-
тивных структур выполняли с использованием про-
граммы ImageJ (NIH, США). Статистическую 
обработку данных проводили в программе Excel (Mi-
crosoft Office 2013). 

Результаты и обсуждение
Анализ препаратов, окрашенных крезиловым фи-

олетовым, показал, что через 2 сут после односторон-
ней ишемии очаги повреждения затрагивают только 
левое полушарие и локализуются в стриатуме и/или 
базолатеральной области полушария. По степени по-
вреждения были выделены 2 варианта: умеренное ло-
кальное повреждение нейронов стриатума без очаго-
вой деструкции нервной ткани и ишемический ин-
фаркт, сопровождающийся очаговой некротической 
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деструкцией ткани и развитием воспалительной реак-
ции. В обоих случаях четко определить границу по-
вреждения на препаратах при окраске по Нисслю не 
представлялось возможным.

После проведения иммуноцитохимической реак-
ции на нестин при первичном осмотре окрашенных 
срезов даже без использования микроскопа определял-
ся четкий линейный иммунопозитивный (ИП) контур 
вокруг предполагаемой зоны инфаркта. Детальный 
анализ этого контура (демаркационной линии) пока-
зал, что он разделяет интактную и поврежденную 
ткань. Со стороны повреждения внутри этого контура 
отсутствуют жизнеспособные нейроны, в ядрах кото-
рых не определяется белок NeuN, а эндотелий сосудов 
проявляет интенсивную реакцию на нестин. В соста-
ве демаркационной линии клетки, содержащие нестин, 
имеют многочисленные отростки, часть из которых 
участвует в образовании глиальной периваскулярной 
мембраны (рис. 1, а, б). Со стороны интактной ткани 
в ядрах нейронов присутствует белок NeuN, эндоте-
лий сосудов проявляет слабую реакцию на нестин.

Полученные препараты были использованы для 
оценки границ повреждения, проходящих по демарка-
ционной нестин-ИП линии, с помощью сканера. По-
сле сканирования препаратов и дальнейшей обработ-
ки в программе ImageJ были вычислены площади по-
вреждения и определены анатомические структуры, 
которые оно затрагивало. Было установлено, что на 
фронтальных срезах головного мозга на уровне 0,48 мм 
± 0,36 мм от брегмы в случае незначительного локаль-
ного повреждения (S=3,39±0,97мм2) указанное по-

ны сенсомоторная кора, бледный шар и базальное ядро 
Мейнерта (рис. 2, б). В случае развития ишемического 
инфаркта (S=21,11±2,7 мм2) у большинства животных 
были поражены стриатум, первичная и вторичная сен-
сомоторная кора, инсулярная кора, эндопириформная 
и пириформная кора (рис. 2, в). 

Проблема оценки повреждения мозга и определе-
ние зоны ишемической полутени на гистологических 
препаратах представляется достаточно сложной с уче-
том отсутствия четких маркеров пограничной области, 
расположенной вокруг поврежденной части мозга. При 
использовании классической гистологической окра-
ски по методу Ниссля сложно определить границу меж-
ду поврежденной и интактной тканью. При окраске по 
Массону, которую используют при оценке объема по-
вреждения мозга [17] нередко получаются вариабель-
ные результаты, которые зависят от особенностей при-
менения методики, а также от выбранного метода фик-
сации материала. Использование более сложного 
метода – метода выявления апоптотических клеток 
(«TUNEL») [21] дает возможность видеть отдельные 
погибающие клетки, но не позволяет определить гра-
ницу очага повреждения. Использование ранее при-
менявшегося метода оценки жизнеспособности ней-
ронов с помощью иммуноцитохимической реакции на 
белок ядер нервных клеток NeuN [22] показало, что в 
случае инфаркта мозга и быстрой гибели нейронов не 
происходит такого же быстрого разрушения NeuN, как 
в случае изолированного повреждения нейронов [22], 
и в очаге повреждения встречаются клетки-тени не-
правильной формы, сохраняющие иммунореактив-

Рис. 1. Демаркационная нестин-ИП линия в стриатуме левого полушария головного мозга . 

а – общий вид, звездочкой отмечена сторона повреждения, б – нестин-ИП астроцит (указан стрелкой), ИП-реакция в эндотелии сосудов (указа-
на двойной стрелкой) . 
Иммуноцитохимическая реакция на нестин . 
Масштаб отрезка – 20 мкм (а), 5 мкм (б) .
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Методика

Рис. 2.Фронтальные срезы головного мозга крысы . Различная степень 
повреждения через 48 ч после 30 мин окклюзии СМА: а – локальное 
повреждение стриатума без некроза нервной ткани, б – локальное по-
вреждение нейронов стриатума, затрагивающее кору с возможным не-
крозом/апоптозом в стриатуме, в – ишемический инфаркт  левого по-
лушария с сохранением поясной коры, мозолистого тела и СВЗ .
Иммуноцитохимическая реакция на нестин . 
Масштаб отрезка равен 100 мкм .

ность по отношению к NeuN. В сравнении с перечис-
ленными методами, использование реакции на нестин 
позволяет выявлять именно пограничную зону.

Использование предлагаемого подхода обосновы-
вается тем, что нестин начинает экспрессироваться в 
астроцитах только при повреждении нервной ткани 
[23, 24], поэтому можно утверждать, что клетки, отде-
ляющие поврежденную ткань мозга от интактной, яв-
ляются активированными астроцитами. По данным 
литературы, экспрессия нестина в астроцитах начина-
ется уже в первые сутки после повреждения и продол-
жается в течение 1 мес [5]. Именно эти астроциты уча-
ствуют в дальнейшем в формировании глиального руб-
ца, который, в свою очередь, участвует в секвестрации 
очага инфаркта и способствует восстановлению гема-
тоэнцефалического барьера в пограничной зоне.

Яркая и контрастная реакция на нестин позволя-
ет упростить методику получения количественных дан-
ных, отказавшись от проведения классической микро-
скопии, и использовать сканированные изображения, 
которые удобно загружать в общедоступную програм-
му обработки морфологических данных – ImageJ.

Таким образом, в ходе проведенного исследования 
было показано, что нестин является надежным марке-
ром зоны повреждения головного мозга при модели-
ровании ишемического инсульта, а применение имму-
ногистохимической реакции в сочетании с количе-
ственным анализом сканированных изображений 
является удобным инструментом для определения объ-
ема повреждения мозга на фиксированных препара-
тах.
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