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нарыжная н.В., Цибульников с.Ю., Мухомедзянов а.В., Маслов л.н.

К вопросу об участии брадикининовых, каннабиноидных  
и ванилоидных рецепторов в реализации  
инфаркт-лимитирующего эффекта адаптации  
к нормобарической гипоксии

Научно-исследовательский институт кардиологии, Томский национальный исследовательский медицинский центр Российской 

академии наук, 

634012, г  Томск, Россия, ул  Киевская, д  111а

Известно, что при хронической умеренной гипоксии формируется неспецифическая резистентность миокарда к повреж-

дению при ишемии и следующей за ней реперфузии  Однако рецепторные механизмы формирования подобной устой-

чивости исследованы недостаточно  Цель исследования – изучение участия брадикининовых, каннабиноидных и вани-

лоидных рецепторов (TRPV1-каналов) в реализации инфаркт-лимитирующего эффекта хронической нормобарической 

гипоксии  Методика. Исследование   выполнено на самцах крыс Вистар адаптированных к гипоксии, для чего животных 

подвергали непрерывной нормобарической гипоксии (ННГ) в течение 21 сут при 12% pO
2
, 0,3% pCO

2
  У крыс воспроиз-

водили коронароокклюзию наложением лигатуры на левую нисходящую коронарную артерию в ее верхней трети на 45 

мин  Реперфузию осуществляли путем освобождения лигатуры с визуальным контролем возобновления коронарного 

кровообращения по гиперемии ишемизированной области  Продолжительность реперфузии 2 ч  Для выявления зоны 

риска лигатуру вновь затягивали и в аорту вводили 5%-й раствор перманганата калия  Участок миокарда, не подверг-

шийся ишемии, окрашивался, неокрашенный участок являлся зоной риска  Срезы левого желудочка толщиной 2 мм окра-

шивали 1% раствором 2,3,5-трифенилтетразолия (37 °С, 30 мин)  Размер зоны некроза и зоны риска определяли плани-

метрически с помощью программы Ellipse 2 02 (ViDiTo, Чешская республика)  Для ингибирования каннабиноидных СВ1-

рецепторов и СВ2-рецепторов использовали соответственно их селективные антагонисты римонабант (1 мг/кг) и AM630 

(2,5 мг/кг); селективный антагонист HOE140 (50 мкг/кг) применяли для инактивации брадикининовых B2-рецепторов, кап-

сазепин (3 мг/кг) – ванилоидных рецепторов (TRPV1-каналов)  Все антагонисты вводили за 15 мин до коронароокклюзии  

результаты. Показано, что размер некротического повреждения миокарда у крыс адаптированных к гипоксии составляет 

33% процента от размера зоны риска (53% у неадаптированных), что свидетельствует о выраженном инфаркт-лимитиру-

ющем эффекте  Этот эффект не проявлялся при ингибировании B2-брадикинировых рецепторов  Блокада каннабиноид-

ных или ванилоидных рецепторов не влияла на инфаркт-лимитирующее действие ННГ  Следовательно, инфаркт-лимити-

рующий эффект ННГ зависит от активации брадикининовых B2-рецепторов, адаптационное повышение толерантности 

сердца к ишемии/реперфузии не зависит от каннабиноидных или ванилоидных рецепторов   заключение. Брадикини-

новые рецепторы можно рассматривать в качестве одного из ключевых механизмов формирования инфаркт-лимитиру-

ющего действия ННГ  Учитывая данные о важной роли опиоидных рецепторов в кардиопротекции при ННГ, можно гово-

рить о реализации инфаркт-лимитирующего эффекта хронической гипоксии через Gi/o-протеин-сопряженные опиоид-

ные и брадикининовые рецепторы  Каннабиноидные рецепторы и TRPV1-каналы не участвуют в инфаркт-лимитирующем 

действии адаптации к нормобарической гипоксии  

Ключевые слова: миокард; ишемия; реперфузия; каннабиноидные рецепторы; брадикининовые рецепторы; TRPV1-
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для цитирования: Нарыжная Н В , Цибульников С Ю , Мухомедзянов А В , Маслов Л Н  К вопросу об участии брадикини-

новых, каннабиноидных и ванилоидных рецепторов в реализации инфаркт-лимитирующего эффекта адаптации к нор-

мобарической гипоксии  Патологическая физиология и экспериментальная терапия  2020; 64(2): 5-12  

dOi: 10 25557/0031-2991 2020 02 5-12

для корреспонденции: Нарыжная Наталья Владимировна, e-mail: natalynar@yandex ru

Финансирование  Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда, Грант № 16-15-10001  Исследование с HOE140 

выполнено в рамках госзадания АААА-А15-115120910024-0  

Конфликт интересов  Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов 



6

Original articlesPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(2)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.5-12

Участие авторов: концепция и дизайн исследования – Нарыжная Н В , Маслов Л Н ; сбор и обработка материала – 

Цибульников С Ю , Мухомедзянов А В ; статистическая обработка – Нарыжная Н В , Цибульников С Ю ; написание текста – 

Нарыжная Н В ; редактирование – Маслов Л Н 

Поступила 08 02 2020

Принята к печати 20 04 2020

Опубликовано 28 05 2020

naryzhnaya n.v., tsibulnikov s.Yu., mukhomedzyanov a.v., maslov l.n.

Participation of bradykinin, cannabinoid, and vanilloid receptors in the infarct-limiting effect  

of adaptation to normobaric hypoxia

Research Institute of Cardiology, Tomsk National Research Medical Center, 

Kievskaya Str  111a, Tomsk 634012, Russia

aim. Chronic moderate hypoxia is known to induce nonspecific myocardial resistance to ischemia-reperfusion injury  However, 

receptor-mediated mechanisms of this resistance are understudied  The aim of this study was to investigate the involvement of 

bradykinin, cannabinoid, and vanilloid (TRPV1 channel) receptors in development of the infarction-limiting effect of chronic nor-

mobaric hypoxia (CNH)  methods. The study was performed on male Wistar rats exposed to CNH at 12% pO
2
 and 0 3% pCO

2
 for 

21 days  Coronary occlusion was induced by ligation of the left descending coronary artery at the upper third of the artery for 45 

min, which was followed by 2-h reperfusion produced by releasing the ligature under visual control of the recovery of coronary 

blood flow by hyperemia of the ischemic area  For detection of the area at risk, the ligature was tightened again, and 5% potas-

sium permanganate solution was infused into the aorta to stain the nonischemic myocardial area  2-mm sections of the left ven-

tricle were stained with 1% solution of 2,3,4-triphenyl tetrazolium (37 oC, 30 min)  Necrotic area and area at risk were measured 

planimetrically with the tEllipse 2 02 (ViDiTo, Czech Republic) software  Cannabinoid CB1 and CB2 receptors were inhibited with 

their respective antagonists, rimonabant (1 mg/kg) and AM630 (2 5 mg/kg); bradykinin B2 receptors were inactivated with the 

selective antagonist HOE140 (50 μg/kg); and vanilloid receptors (TRPV1 channels) were inhibited with capsazepine (3 mg/kg)  All 

antagonists were administered 15 minutes prior to coronary occlusion  results. The size of necrotic area was 33% of the area at 

risk in rats adapted to hypoxia vs  53% in non-adapted rats  This infarct-limiting effect of adaptation to hypoxia was abolished by 

inhibition of B2-bradykinin receptors  Blockade of cannabinoid or vanilloid receptors did not change the infarct-limiting effect 

of CNH  Therefore, the infarction-limiting effect of CNH depends on activation of bradykinin B2 receptors but not of cannabinoid 

or vanilloid receptors  conclusion. Activation of bradykinin receptors can be considered a key mechanism of the infarct-limiting 

effect of CNH  Since opioid receptors are known to play an important role in CNH cardioprotection, the infarct-limiting effect of 

CNH may be mediated by Gi/o-coupled opioid and bradykinin receptors  Cannabinoid receptors and TRV1-channels do not con-

tribute to the infarct-limiting effect of adaptation to normobaric hypoxia  
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Введение 

Проблема защиты миокарда при ишемическом по-

вреждении остается актуальной, несмотря на значи-

тельный прогресс в данной области. Причиной этого 

является, в частности, отсутствие эффективных кар-

диопротекторных препаратов, не обладающих силь-

ными побочными эффектами. Эффективность приме-

няемой в настоящий момент терапии бета-адренобло-

каторами, агонистами альфа-2-адренорецепторов, 

блокаторами кальциевых каналов, нитратами, стати-

нами, макроэргическими соединениями недостаточ-

на для защиты от ишемии, что, при наличии множе-

ства побочных эффектов ставит под сомнение целесо-

образность их применения. Поиск новых средств для 

защиты миокарда при ишемическом-реперфузионном 

повреждении остается актуальной задачей современ-

ной фармакологии. 

Одним из путей направленного поиска таких 

средств является исследование механизмов неспец-

ифической адаптационной устойчивости миокарда к 

ишемическому повреждению. Так, известно, миокард 

животных при умеренной хронической гипоксии бо-

лее устойчив к ишемической атаке, чем миокард ин-

тактных животных [1, 2]. Этот феномен изучается на 

протяжении 60 лет, однако многие стороны форми-

рования адаптационной устойчивости миокарда по-

прежнему не ясны.  Недостаточно изученными оста-

ются рецепторные механизмы устойчивости. Имеются 

многочисленные данные об изменении представитель-

ства адренорецепторов на мембранах кардиомиоцитов 

у животных, адаптированных к гипоксии в различных 

режимах [3, 4], а также данные по изменению активно-

сти Gs-белков, опосредующих внутриклеточный ответ 

при активации этих рецепторов [5]. Лишь в нескольких 

исследованиях, проведенных с блокаторами адреноре-

цепторов, показано участие альфа-1 типа этих рецеп-

торов в сохранении сократительной активности ми-

окарда [6] и бета-1-адернорецепторов в формирова-

нии инфаркт-лимитирующего действия эффекта [7] 

у крыс, адаптированных к хронической прерывистой 

гипобарической гипоксии. Известно об увеличении 

экспрессии M-холинорецепторов на мембранах кар-

диомиоцитов при адаптации к хронической прерыви-

стой гипоксии [8], однако доказано лишь их участие в 

формировании проаритмогенного эффекта экспери-

ментального апноэ [9]. В отношении участия аденози-

новых рецепторов данные литературы свидетельству-

ют, что активация аденозиновых рецепторов является 

пусковым механизмом для реализации кардиореспи-

раторных эффектов только при острой гипоксии и их 

активность ослабевает уже на 7 сут хронической ги-

поксии [10]. Роль аденозиновых рецепторов в кардио-

протекции при хронической гипоксии не исследована.

Исследованию участия опиоидных рецепторов в 

защитных эффектах хронической гипоксии посвящен 

ряд наших работ, установлена зависимость антиарит-

мического эффекта прерывистой гипобарической ги-

поксии от активации дельта-опиоидных рецепторов 

[11]. Исследованиями последних лет показали повы-

шение выработки эндогенных опиоидов при адапта-

ции крыс к хронической нормобарической гипоксии 

[1]. При этом блокирование мю- или дельта-1 опиоид-

ных рецепторов предупреждало проявление инфаркт-

лимитирующего [1] или цитопротекторного действия 

[2] адаптации к хронической нормобарической гипок-

сии.

Одними из рецепторов, играющих важную роль 

в поддержании устойчивости миокарда к ишемиче-

скому-реперфузионному повреждению, являются бра-

дикининовые рецепторы [12]. Установлено, что при 

воздействии ишемического стимула брадикининовые 

В2-рецепторы участвуют в формировании инфаркт-

лимитирующего и антиаритмического эффекта ише-

мического прекондиционирования, а экзогенные аго-

нисты этих рецепторов имитируют этот феномен [12]. 

Установлено, что в ответ на острую гипоксию увели-

чивается экспрессия брадикининовых рецепторов [13], 

однако исследований, подтверждающих участие этих 

рецепторов в защите миокарда от ишемического-ре-

перфузионного повреждения у особей, адаптирован-

ных к хронической гипоксии, не проводилось.

Несмотря на достаточно детально исследованное 

участие каннабиноидных рецепторов в регуляции 

устойчивости миокарда к ишемии и в реализации про-

текторных эффектов кондиционирующих воздействий 

[14], информация об их роли при хронической гипок-

сии очень лаконична. Известно об увеличении содер-

жания эндоканнабиноида анандамида в ткани легких 

при острой гипоксии [15]. Зависимость протекторных 

эффектов хронической умеренной гипоксии от акти-

вации каннабиноидных рецепторов не установлена.

Ванилоидные рецепторы (TRPV1-каналы) так же, 

как и опиоидные, каннабиноидные или брадикинино-

вые рецепторы, участвуют в поддержании устойчиво-

сти миокарда к ишемии и реализации кардиопротек-

торного действия кондиционирования [16]. Увеличе-

ние экспрессии TRPV1-каналов в гладкомышечных 

клетках легочной артерии происходит при острой [17] 

и хронической гипоксии [18]. Однако исследования 

участия этого рецептора в защитных эффектах долго-

временной адаптации к гипоксии не проводились. 
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Цель исследования – изучение участия брадикини-

новых, каннабиноидных и ванилоидных рецепторов 

(TRPV1-каналов) в реализации инфаркт-лимитирую-

щего эффекта непрерывной нормобарической гипок-

сии (ННГ).

Методика

Все процедуры, связанные с содержанием и ис-

пользованием животных, проводили с соблюдением 

директив Европарламента и Совета европейского со-

юза (2010/63/EU), регламентирующих использование 

животных в научных целях. Исследования одобрены 

этическим комитетом НИИ кардиологии ТНИМЦ, все 

болезненные процедуры с животными проводили под 

наркозом. В исследование включено 117 самцов крыс 

Вистар массой 250-300 г. Животные были произволь-

но разделены на 10 экспериментальных групп – 

5 опытных групп (адаптированные к гипоксии) и 

5 контрольных групп, содержащихся в стандартных ус-

ловиях вивария. Адаптацию к гипоксии моделирова-

ли непрерывном содержанием крыс при 12% pO
2
 и 

0,3% pCO
2
 и нормальном атмосферном давлении в спе-

циальной камере в течение 21 сут [1, 2]. Контроль над 

состоянием газовой среды осуществляли с помощью 

датчиков TCOD-IR и OLC 20 (Oldham) и аппарата 

«Био-Нова-204G4R1» (НТО «Био-Нова») через блок 

управления MX 32 (Oldham). За 24 ч до начала экспе-

римента животных опытных групп извлекали из ги-

поксической камеры. 

Процедуру коронароокклюзии выполняли под нар-

козом (a-хлоралоза 100 мг/кг внутрибрюшинно) в ус-

ловиях искусственной вентиляции атмосферным воз-

духом через интубированную трахею (аппарат ИВЛ 

SAR-830 Series,Central Wisconsin Engineers Inc., 

Schofield, США). Для выполнения коронароокклюзии 

грудную клетку вскрывали на уровне V межреберья 

слева от грудины, сердце освобождали от перикарда и 

накладывали лигатуру на левую нисходящую коронар-

ную артерию в ее верхней трети на 45 мин. Реперфу-

зию осуществляли освобождением лигатуры под визу-

альным контролем возобновления коронарного кро-

вообращения (гиперемиия ишемизированной области) 

[1]. Продолжительность реперфузии составляла 2 ч. 

Сердце извлекали из грудной клетки и промывали че-

рез аорту физиологическим раствором. Для выявления 

зоны риска в миокарде лигатуру, наложенную ранее 

на левую коронарную артерию, вновь затягивали и в 

аорту вводили 5% раствор перманганата калия. Таким 

образом, участок миокарда, не подвергшийся ишемии, 

прокрашивался, а непрокрашенный участок миокар-

да являлся зоной риска. После ополаскивания миокар-

да физиологическим раствором, разделяли и взвеши-

вали правый и левый желудочки. Из левого желудоч-

ка готовили срезы толщиной 2 мм параллельно оси 

сердца. Срезы окрашивали 1% раствором 2,3,5-трифе-

нилтетразолия (37 °С, 30 мин). Восстановление 

2,3,5-трифенилтетразолия сукцинатдегидрогеназой и 

другими клеточными дегидрогеназами приводит к 

окрашиванию миокарда в розовый цвет. Дегидрогена-

зы «вымываются» из зоны некроза при повреждении 

мембран кардиомиоцитов (при некрозе и его формах), 

поэтому «инфарктный» миокард, в котором значитель-

ная часть клеток уже некротизирована, остаётся нео-

крашенным. Срезы фиксировали 1 сут в 10% растворе 

нейтрального формалина [1], сканировали (Scanjet 

G2710), размер зоны некроза и зоны риска (гипопер-

фузии) определяли планиметрически с помощью про-

граммы Ellipse 2.02 (ViDiTo, Чешская республика). Ве-

личину инфаркта выражали в процентах от размера зо-

ны риска и в процентах от размера левого желудочка. 

Для ингибирования рецепторов применяли соот-

ветственно: антагонист каннабиноидных СВ1-

рецепторов римонабант (1 мг/кг), селективный анта-

гонист каннабиноидных СВ2-рецепторов AM630 

(2,5 мг/кг), селективный антагонист брадикининовых 

B2-рецепторов HOE140 (50 мкг/кг), антагонист вани-

лоидных рецепторов (TRPV1-каналов) капсазепин 

(3 мг/кг). Все антагонисты вводили за 15 мин до коро-

нароокклюзии. Выбор доз фармакологических аген-

тов проводили на основе данных литературы [19-22].

Статистическую обработку данных проводили с ис-

пользованием программы Statistica 13.0 (StatSoft, Inc.). 

Полученные данные проверяли на соответствие нор-

мальному распределению с помощью критериев Кол-

могорова-Смирнова (с поправкой Лиллиефорса) и 

критерия Шапиро-Уилка. Проверку на гомогенность 

дисперсий производили с использованием критерия 

Левене. Данные представлены в виде медианы, ниж-

него и верхнего квартилей Ме (25; 75). При сравнении 

нескольких независимых выборок количественных 

данных использовали two way ANOVA, с последующим 

применением апостериорного критерия (поправка 

Бонферрони). Пороговое значение уровня значимо-

сти p принято равным 0,05.

результаты 

Коронароокклюзия и последующая реперфузия 

приводили к развитию некротического повреждения 

миокарда, зона которого составляла 53% от размера 

ишемизированной области (зоны риска) (рис.). У крыс, 

адаптированных к нормобарической гипоксии размер 

формирующегося инфаркта составлял лишь 33%, сле-



ISSN 0031-2991 9

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2020; 64(2)

DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.5-12

Оригинальная статья

довательно, мы наблюдали выраженный инфаркт-ли-

митирующий эффект. Результаты представлены в та-

блице и на рисунке. Как показывают данные таблицы 

отмечается гипертрофия правого желудочка миокар-

да, характерная для состояния хронической гипоксии. 

Обнаружено, что ингибирование каннабиноидных 

СВ1-рецепторов селективным антагонистом римона-

бантом не приводило к изменению размера инфаркта 

у крыс, адаптированных к непрерывной нормобари-

ческой гипоксии (ННГ). Эти данные свидетельствуют 

о том, что СВ1-каннабиноидные рецепторы не уча-

ствуют в формировании инфаркт-лимитирующего дей-

ствия ННГ. Введение селективного антагониста СВ2-

каннабиноидных рецепторов (AM630) так же не вли-

яло на размер инфаркта при коронароокклюзии и 

реперфузии у крыс, адаптированных к ННГ. Получен-

ные данные позволяют говорить о том, что СВ1 и СВ2-

каннабиноидные рецепторы не участвуют в инфаркт-

лимитирующем действии гипоксии. 

Блокада брадикининовых B2-рецепторов селек-

тивным антагонистом HOE140 приводила к увеличе-

нию размера инфаркта у крыс, адаптированных к ННГ, 

то есть  устраняла протекторное действие адаптации к 

гипоксии. Эти данные свидетельствуют о том, что бра-

дикининовые  рецепторы участвуют в формировании 

инфаркт-лимитирующего действия ННГ. 

Ингибирование ванилоидных рецепторов (TRPV1-

каналов) селективным блокатором капсазепином не 

влияло на размер формирующегося инфаркта у крыс 

после курса ННГ. Полученные данные позволяют сде-

лать заключение об отсутствии связи ванилоидных ре-

цепторов с формированием кардиопротекции при 

адаптации к нормобарической гипоксии. 

Введение селективных антагонистов каннабино-

идных, брадикининовых и ванилоидных рецепторов 

(римонабанта, AM630, HOE140 или капсазепина со-

ответственно) не повлияло на размер инфаркта у неа-

даптированных крыс при коронароокклюзии-репер-

фузии.

Обсуждение 

Полученные результаты свидетельствует о вовле-

чении брадикининовых рецепторов в запуск защитно-

го механизма при адаптации к хронической гипоксии. 

К сожалению данных, подтверждающих рост уровня 

брадикинина в крови и тканях при состоянии адапта-

ции к гипоксии, мы в литературе не обнаружили. Бо-

лее того, сообщается о снижении содержания бради-

кинина в плазме крови при хронической высокогор-

ной гипоксии у здоровых добровольцев [23] или об 

отсутствии влияния гипоксии на содержание этого 

пептида в плазме крови [24]. Можно предположить, 

что повышение брадикинина в сыворотке крови или 

ткани миокарда адаптированных животных, так же как 

мы это наблюдали в случае опиоидных пептидов [1], 

происходит в большей степени в ответ на ишемию ми-

окарда, оставаясь низким при отсутствии ишемиче-

ского воздействия.

Обсуждая механизмы вовлечения брадикинина 

в инфаркт-лимитирующее действие адаптации к ги-

поксии важно отметить его вазодилатирующий эф-

фект, который может лежать в основе указанного дей-

ствия. Вместе с тем, рассматривая такую возможность, 

следует учитывать, что значимая вазодилатация при-

вела бы к усилению коллатерального кровотока и 

уменьшению зоны гипоперфузии (зоны риска), что в 

Срезы левого желудочка миокарда крыс 

Окраска перманганатом калия и 2,3,5-трифенилтетразолием; ННГ – непрерывная нормобарическая гипоксия 
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нашем исследовании не наблюдалось (табл.). Отсут-

ствие снижения зоны гипоперфузии под влиянием бра-

дикинина можно видеть в других исследованиях [25], 

что противоречит гипотезе о значимости вазодилата-

ции в инфаркт-лимитирующем эффекте брадикини-

на. Причиной отсутствия такой связи могут быть тран-

зиторность влияния брадикинина на коронарный кро-

воток [26].

Наряду с опиоидными рецепторами, рецепторы 

к брадикинину связаны с Gi/o-белками, которые на-

ходятся на мембране кардиомиоцита. Последователь-

ная активация рецепторов (опиоидных или брадики-

ниновых) и Gi/o-белков приводит к запуску внутри-

клеточного киназного механизма, выключающего 

протеинкиназу С, NO-синтазу, тирозинкиназы, и в по-

следствии к активации АТФ-чувствительных калие-

вых каналов митохондрий [27]. Результатом последне-

го является ингибирование открытия поры, регулиру-

ющей проницаемость митохондрий (MPTP), 

повышение устойчивости митохондрий к ионам каль-

ция, улучшение энергетического метаболизма мито-

хондрий и, таким образом, снижение чувствительно-

сти клетки к повреждающему действию ишемии и ре-

перфузии [28]. 

Отсутствие изменения размера зоны инфаркта под 

влиянием антагонистов каннабиноидных, брадикини-

новых или ванилоидных рецепторов, которое мы на-

блюдали у неадаптированных животных, показано ра-

нее в ряде работ [29, 30]. Мы можем предполагать, что 

в отсутствие гипоксического или ишемического сти-

мула брадикининовая, каннабиноидная и ванилоид-

ная системы остаются в базовом состоянии с низким 

уровнем соответствующих рецепторам эндогенных аго-

нистов в крови и тканях. При воздействии ишемии или 

гипоксии происходит увеличение выброса агонистов 

из депо. В случае же длительной адаптации к гипоксии 

эндогенные депо могут увеличиваться и выброс меди-

атора при ишемическом стимуле оказывается более 

выраженным, чем у неадаптированных особей. Подоб-

ную картину мы наблюдали в отношении эндогенных 

опиоидов, когда базовый уровень эндоморфинов у не-

адаптированных крыс был низок, несколько повышен 

Таблица   

Влияние антагонистов каннабиноидных, брадикининовых и ваниллоидных рецепторов на размер инфаркта при 45-минутной коро-

нароокклюзии и 120-минутной реперфузии Ме [ниж. кв; верх. кв]

Группа Масса правого  

желудочка, мг

Масса левого  

желудочка, мг

Размер зоны риска, 

мг

Размер зоны  

инфаркта, мг

Размер инфаркта отно-

сительно зоны риска, %

Контроль 176,1 (173,0;178,8) 983,8 (974,9;988,8) 351,7 

(349,1; 352,8)

187,7 (181,7; 193,2) 53,6 (51,64;55,22)

Римонабант

1 мг/кг

175,5 (174,15;176,75) 985,8 

(976,4; 993,4)

352,1 

(349,3; 353,9)

185,3 

(182,4; 189,9)

52,6 (51,75;53,95)

AM630, 2,5 мг/кг 176,6 (174,3;178,25) 957,4 

(946,2; 981,1)

362,5 

(353,4; 370,1)

183,6 

(178,4; 188,1)

50,4 (49,90;51,58)

HOE 140 

50 мкг/кг

176,8 (175,3;178,95) 989,3 

(966,0; 996,1)

352,5 

(349,4; 354,7)

186,1

(182,4;190,8)

53,0 (51,47;54,06)

Капсазепин 

3 мг/кг

176,5 (175,6;176,8) 981,2 

(973,1; 990,8)

359,2 

(353,5; 373,7)

184,5 

(175,6; 187,7)

49,1 (47,79;53,06)

ННГ 227,3 (219,65;230,95)* 957,5 

(950,3; 967,7)

366,8 

(362,2; 378,8)

123,7 

(120,5; 126,9)

33,9 (32,45;34,69)*

ННГ + римонабант 

1 мг/кг

223,5 (221,10;229,4) 990,1 

(985,6; 995,6)

376,5 

(363,2; 380,6)

131,3 

(123,1; 136,5)

34,7 (32,93;35,95)

ННГ + AM630

2,5 мг/кг

236,9 (228,95;242,05) 967,1 

(959,0; 977,3)

364,4 

(362,7; 367,7)

119,2 

(116,6; 122,1

32,8 (32,10;33,42)

ННГ + 

HOE 140 

50 мкг/кг

229,4 (223,35;235,15) 980,5 

(959,0; 990,2)

388,4 

(382,2; 402,3)

221,1 

(215,8; 225,8)

56,1 (55,75;57,17)#

ННГ + капсазепин 

3 мг/кг

217,0 (212,70;223,5) 978,5 

(964,7; 987,7)

376,8 

(363,2; 382,2)

129,5 

(127,6; 132,78)

34,4 (33,24;35,77)

Примечание. * – р<0,05 по сравнению с контрольной группой, # – с группой ННГ (непрерывной нормобарической гипоксии). 
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у животных в состоянии адаптации и значительно воз-

растал под действием ишемии миокарда у адаптиро-

ванных крыс [1]. Это может объяснить отсутствие вли-

яния антагонистов исследуемых рецепторов на размер 

инфаркта у неадаптированных крыс. 

заключение 

 Полученные результаты позволяют представить 

брадикининовые рецепторы в качестве одного из клю-

чевых механизмов формирования инфаркт-лимитиру-

ющего действия непрерывной нормобарической ги-

поксии. Учитывая данные о важной роли опиоидных 

рецепторов в кардиопротекции при непрерывной но-

мобарической гипоксии [1, 2], можно говорить о ре-

ализации инфаркт-лимитирующего эффекта хрони-

ческой гипоксии через Gi/o-протеин-сопряженные 

опиоидные и брадикининовые рецепторы. Каннабино-

идные рецепторы и TRPV1-каналы не участвуют в ин-

фаркт-лимитирующем действии адаптации к нормоба-

рической гипоксии. 
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Прокопьева В.д., Ветлугина т.П., ярыгина е.г., Плотников е.В., бохан н.а.

Роль анионного компонента в проявлении эффектов 
органических солей лития на окислительную модификацию 
белков и липидов крови больных депрессивными 
расстройствами

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт психического здоровья» Томского НИМЦ РАН, 

634014, г  Томск, Россия, ул  Алеутская, д  4  

Введение. Литиевые соли широко используются в психиатрии  Изучение новых свойств солей лития с различными ани-

онными компонентами является важной задачей  Цель исследования – изучение in vitro эффектов солей лития, содержа-

щих разные органические анионные компоненты, на модификацию белков и липидов плазмы крови пациентов с депрес-

сивными расстройствами (ДР)  Методика. Инкубацию крови пациентов ДР с солями лития (аскорбат лития, сукцинат лития 

и пируват лития) проводили в течение 1 ч при 37 °С  В качестве окислительного агента использовали 0,5% этанол  Конеч-

ная концентрация в пробах ионов лития составляла 1,2 мМ  В плазме крови определяли количество окисленных белков 

по уровню карбонилированных белков (КБ) с использованием 2,4-динитрофенилгидразина, продукты перекисного окис-

ления липидов – по содержанию продуктов, взаимодействующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК-реактивных продук-

тов, ТБК-РП)  результаты. У пациентов с ДР уровень КБ повышался по сравнению с контролем (здоровые лица), а концен-

трация ТБК-РП не отличалась от нормы  Инкубация крови здоровых лиц с 0,5%-ным этанолом приводила к увеличению 

содержания КБ и ТБК-РП плазмы, на уровень окисленных белков и липидов плазмы крови пациентов ДР в тех же условиях 

этанол влияния не оказывал  Аскорбат лития и пируват лития в присутствии этанола увеличивал уровень КБ в плазме 

крови пациентов ДР, сукцинат лития в этих условиях на КБ значимого эффекта не оказывал  На уровень ТБК-РП плазмы 

крови пациентов ДР все исследуемые соединения влияния не оказывали  В крови здоровых доноров соли лития про-

являли антиоксидантный эффект, повышая устойчивость макромолекул плазмы к токсическому (окислительному) дей-

ствию этанола  заключение. Исследуемые соли лития в условиях эксперимента с применением в качестве окислитель-

ного агента этанола оказывали антиоксидантное действие на белки и липиды плазмы крови здоровых лиц  Соли лития, 

имеющие в своем составе анионы аскорбата или пирувата, проявляли прооксидантный эффект в образцах крови паци-

ентов с депрессивными расстройствами, усиливая окислительное действие этанола на белки, но не на липиды плазмы  

Таким образом, соли лития оказывают различное действие на окислительную модификацию белков и липидов крови здо-

ровых лиц и пациентов депрессивными расстройствами in vitro, при этом анионный компонент соли играет важную роль 

в проявлении эффектов соединений  

Ключевые слова: сукцинат лития; пируват лития; аскорбат лития; анионный компонент, карбонилированные белки; 

ТБК-реактивные продукты; депрессивные расстройства 
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Prokopieva v.d., vetlugina t.P., Yarygina e.g., Plotnikov e.v., Bochan n.a.

role of the anionic component in manifestation of effects of organic lithium salts on oxidative 

modification of blood proteins and lipids in patients with depressive disorders 

Research Institute of Mental Health, Tomsk National Research Medical Center, 

Aleutskaya Str  4, Tomsk 634014, Russia

introduction. Lithium salts are widely used in psychiatry  Studying new properties of lithium salts with various anionic compo-

nents is important  The aim of this study was to compare in vitro effects of lithium salts containing different organic anionic com-

ponents on oxidative modification of plasma proteins and lipids in patients with depressive disorders (DD)  methods. Blood of 

DD patients was incubated with lithium salts (lithium ascorbate, lithium succinate, and lithium pyruvate) at 37 °C for 1 hour  Eth-

anol was used as an oxidizing agent  Final concentrations of lithium ions and ethanol in a sample were 1 2 mM and 0 5%, respec-

tively  Plasma content of oxidized proteins was determined by the content of carbonylated proteins (CP) using 2,4-dinitrophenyl-

hydrazine  Lipid peroxidation products were determined by the content of thiobarbituric acid-reactive products (TBA-RP)  results. 

In DD patients, concentration of CP was increased compared to the control (healthy subjects) whereas concentration of TBA-RP 

did not differ from the control  Incubation of blood from healthy individuals with 0 5% ethanol resulted in increases in both the 

CP and TBA-RP whereas ethanol did not exert any effect on concentrations of oxidized proteins and TBA-RP in DD patients in the 

same conditions  Lithium ascorbate and lithium pyruvate in the presence of ethanol increased the CP concentration in blood from 

DD patients; lithium succinate left unchanged the CP concentration in these conditions  None of the studied compounds had any 

effect on TBA-RP in plasma of DD patients  In blood of healthy donors, lithium salts exerted an antioxidant effect increasing the 

resistance of plasma macromolecules to the toxic (oxidative) action of ethanol  conclusion. The studied lithium salts produced 

an antioxidant effect in vitro on ethanol-induced oxidative modification of proteins and lipids in blood from healthy individuals  In 

blood samples from DD patients, lithium salts containing ascorbate or pyruvate anions showed pro-oxidant properties by poten-

tiating the oxidative effect of ethanol on plasma proteins but not lipids  Therefore, lithium salts differently influence in vitro oxi-

dative modification of proteins and lipids in blood of healthy people and DD patients with the anionic component of lithium salt 

playing an important role in manifestation of effects of these compounds 

Keywords: lithium succinate; lithium pyruvate; lithium ascorbate; anionic component, carbonylated proteins; TBA-reactive 

products; depressive disorder 
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Введение

Депрессии (аффективные расстройства по МКБ-10) 

в современном мире остаются серьезными медико-со-

циальными и экономическими проблемами, обуслов-

ленными широкой распространенностью, коморбид-

ностью с другими психическими и соматическими за-

болеваниями, трудностью терапии [1]. Биологические 

исследования сложной и многогранной природы аф-

фективных расстройств все чаще включают в поле зре-

ния окислительный стресс. В эксперименте in vivo на 

животных, и при исследовании биоматериала пациен-

тов, было доказано, что при депрессии увеличивается 

окислительное повреждение белков, липидов и нукле-

иновых кислот, как в ткани мозга, так и в перифери-

ческих образцах [2]. На необходимость дальнейшего 

изучения роли окислительного стресса в патогенезе де-

прессий, а также и важность поиска новых потенци-

альных антиоксидантных препаратов для лечения де-

прессивных расстройств указывают T. Liu и соавт. [3]. 

В этой связи актуальной задачей является разработка 

перспективных соединений комплексного нормоти-

мического и антиоксидантного действия, расширяю-

щих спектр фармакологических средств терапии пси-

хической патологии аффективного спектра.

В лечении аффективных расстройств применяют 

препараты лития, чаще всего в виде карбоната, которые 

оказывают нормотимическое (антидепрессивное, седа-

тивное и антиманиакальное) действие [4, 5]. В литерату-

ре есть данные о том, что литий в отдельности или в со-

четании с оланзапином снижает перекисное окисление 

липидов и увеличивает общий антиоксидантный статус 

у пациентов с биполярным аффективным расстройством 

[6]. В исследовании на здоровых добровольцах, получав-

ших терапевтические дозы лития в течение 2–4 нед, по-

казано, что после приема препарата лития наблюдалось 

значительное снижение соотношения СОД/каталаза 

в сыворотке крови, что говорит о меньшей выраженно-

сти окислительного стресса в результате снижения уров-

ня пероксида водорода [7]. К сожалению, при изучении 

эффектов литиевых препаратов авторы не всегда указы-

вают, какая именно соль лития использовалась в иссле-

довании. Хотя, как известно, анионный компонент со-

ли лития также может вносить существенный вклад в те-

рапевтический (антиоксидантный, нормотимический) 

и другие эффекты препарата [8, 9].

Цель исследования – сравнительное изучение 

in vitro эффектов солей лития, содержащих разные ор-

ганические анионные компоненты, на окислительную 

модификацию белков и липидов плазмы крови боль-

ных депрессивными расстройствами. 

Методика

В качестве биологического материала использова-

ли кровь 25 больных с депрессивными расстройства-

ми (ДР), диагноз которых по МКБ-10 квалифициро-

вался как F3 «Аффективное расстройство настроения»: 

F32 – «Депрессивный эпизод» –13 пациентов (3 муж-

чины, 10 женщин) и F33 – «Рекуррентное депрессив-

ное расстройство» –12 пациентов (2 мужчины, 10 жен-

щин). Все пациенты проходили лечение в клинике 

НИИ психического здоровья Томского Национально-

го исследовательского медицинского центра. Кон-

трольную группу составили 24 практически здоровых 

человека (7 мужчин, 17 женщин). Средний возраст 

участников исследования составил 43,0 ± 2,2 года, раз-

личий по данному показателю между группами не вы-

явлено. Забор крови осуществляли из локтевой вены 

утром натощак с использованием стерильной системы 

однократного применения Vacutainer («Becton 

Dickinson», США) с антикоагулянтом Sodium Hepаrin.

Исследование проводили с соблюдением принци-

пов информированного согласия Хельсинской Декла-

рации Всемирной Медицинской Ассоциации, на про-

ведение исследований с участием людей получено раз-

решение локального этического комитета при НИИ 

психического здоровья Томского НИМЦ (протокол 

№361 от 23.10.2017 г.).

Соли лития (Li-аскорбат, Li-пируват и Li-

сукцинат) для данного исследования были синтезиро-

ваны в Исследовательской школе химических и био-

медицинских технологий Томского политехническо-

го университета. В качестве анионного компонента 

использованы аскорбиновая кислота (аскорбат), а так-

же кислоты цикла Кребса – сукцинат и пируват. Хи-

мический состав и чистота солей подтверждены физи-

ко-химическими методами, также ранее вольтамперо-

метрическим методом в модельной системе по реакции 

электровосстановления кислорода, протекающей на 

катоде, была установлена высокая антиоксидантная 

активность этих соединений [10].

При исследовании эффектов соединений лития на 

окислительную модификацию белков и липидов плаз-

мы крови в качестве токсического (окислительного) 

агента использовали этанол. Исследуемые образцы 

крови разливали в 5 пробирок по 0,6 мл. Затем в пер-

вую пробирку добавляли физиологический раствор 

(контроль без этанола), во вторую – физиологический 

раствор и этанол (контроль с этанолом). В каждую по-

следующую пробирку добавляли раствор исследуемо-

го соединения в физиологическом растворе (аскорбат 

лития, пируват лития и сукцинат лития, соответствен-
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но), после чего в эти пробирки также добавляли эта-

нол. Конечная концентрация этанола в пробах состав-

ляла 0,5%, соединений лития 1,2 ммоль/л в пересчете 

на ионы лития. Все пробы после инкубации в течение 

1 ч при 37 °С центрифугировали 10 мин (3000 об/мин). 

Полученную плазму замораживали и хранили при -80 

°С до исследования окисленных макромолекул. 

Окислительную модификацию белков определяли 

по уровню карбонилированных белков (карбонилы 

белков, КБ) с использованием 2,4-динитрофенилги-

дразина (Panreac, Espana). Окислительную модифика-

цию липидов – по содержанию ТБК-реактивных про-

дуктов (ТБК-РП) c применением набора реактивов 

ТБК АГАТ (ООО «Агат-Мед», РФ). Методики были 

адаптированы для измерения оптической плотности 

конечного продукта реакций в планшетах 

(Orangescientific, Бельгия) на спектрофотометре 

EPOCH (BioTekInstruments, США).

Статистическую обработку результатов проводили 

с использованием программы «Statistica-10». Для про-

верки соответствия нормальному закону распределения 

количественных показателей использовали критерий 

Шапиро–Уилка. Данные представляли в виде медианы 

(Me) и межквартильного интервала (QL–QU). Для 

оценки значимости различий использовали непараме-

трический критерий Манна–Уитни (Mann–Whitney, 

U test). Статистически значимыми различия считали 

при р<0,05.

результаты 

Результаты исследования окислительной модифи-

кации белков плазмы крови по уровню карбонилов 

белков представлены в табл. 1. 

Как видно из табл. 1, в контрольных пробах без эта-

нола у больных с депрессивными расстройствами уро-

вень карбонилов белков повышен по сравнению с соот-

ветствующими пробами здоровых лиц. Внесение в кровь 

этанола приводило к повышению уровня КБ в плазме 

крови здоровых лиц и не оказывало влияния на уровень 

карбонилов белков в пробах пациентов депрессивными 

расстройствами. В результате, различия между группами 

пациентов и здоровых лиц по уровню КБ в контроле 

с этанолом становились статистически незначимыми. 

Сравнительный анализ эффектов солей лития показал, 

что Li-аскорбат и Li-сукцинат тормозили окислительное 

действие этанола на белки плазмы крови здоровых лиц, 

статистически значимо снижая уровень КБ в этих про-

бах по сравнению с пробами «контроль с этанолом». 

В присутствии Li-пирувата снижение КБ не достигало 

уровня статистической значимости (табл. 1). 

В плазме крови пациентов ДР во всех эксперимен-

тальных пробах с солями лития и этанолом уровень КБ 

Таблица 1 

Влияние солей лития на содержание карбонилов белков в плазме крови здоровых лиц и пациентов депрессивными расстройствами,  

me (Ql – QU)

Исследуемые пробы Карбонилы белков, нмоль/мг белка

Здоровые (n=24) Пациенты ДР (n=25)

Контроль

без этанола

0,19 (0,15-0,23) 0,26 (0,22-0,32)

**p<0,001

Контроль + этанол 0,25 (0,21-0,28)

*p<0,001

0,27 (0,20-0,36)

*p=0,670

**p=0,298

Li-аскорбат+ этанол 0,21 (0,14-0,25)

*p=0,828
#p=0,029

0,34 (0,23-0,42)

*p=0,036
#p=0,035

**p<0,001

Li-пируват+ этанол 0,20 (0,17-0,30)

*p=0,198
#p=0,277

0,32 (0,26-0,41)

*p=0,1592
#p<0,010

**p<0,010

Li-сукцинат+ этанол 0,19 (0,18-0,22)

*p=0,601
#p=0,044

0,29 (0,21-0,37)

*p=0,733
#p=0,338

**p<0,001

Примечание. Статистическая значимость: *p – по сравнению с соответствующим контролем без этанола; #p – по сравнению с пробой «кон-

тролем с этанолом»; **p – сравнение соответствующих показателей у здоровых лиц и пациентов с депрессивными расстройствами.
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оставался статистически значимо повышенным по срав-

нению с показателями здоровых лиц. При этом Li-

аскорбат и Li-пируват в присутствии этанола приводили 

к статистически значимому повышению уровня карбо-

нилов белков, тогда как Li-сукцинат влияния не оказы-

вал – концентрация КБ в пробах с сукцинатом лития 

оставалась на уровне контроля с этанолом (табл. 1).

При сравнении уровня ТБК-реактивных продук-

тов (маркера окислительной модификации липидов) 

в плазме крови пациентов ДР и здоровых лиц значи-

мых различий между группами не выявлено (табл. 2). 

Как и в случае с карбонилированными белками, до-

бавление этанола приводило к повышению содержа-

ния ТБК-РП в плазме крови здоровых лиц и не влияло 

на уровень продуктов ПОЛ в плазме крови пациентов 

ДР. При этом концентрация ТБК-РП в контрольных 

пробах с этанолом у здоровых лиц была статистически 

значимо повышена по сравнению с соответствующи-

ми пробами пациентов ДР (табл. 2).

Согласно данным, представленным в табл. 2, как 

и в случае с КБ, аскорбат лития и сукцинат лития 

в присутствии этанола приводили к снижению содер-

жания ТБК-реактивных продуктов только в плазме 

крови здоровых лиц, но не пациентов ДР. При этом у 

пациентов ДР не выявлено усиления окислительной 

модификации липидов при добавлении любой из ис-

следуемых солей лития (Li-аскорбата, или Li-пирувата, 

или Li-сукцината). Значения концентрации ТБК-

реактивных продуктов в пробах с солями лития в при-

сутствии этанола были сопоставимы с значением 

в контрольных пробах с этанолом.

Проведенные исследования выявили повышенную 

концентрацию карбонилов белков в плазме крови па-

циентов с депрессивными расстройствами, что согла-

суется с данными литературы о формировании окис-

лительного стресса и повышенном содержании окис-

ленных белков в сыворотке крови и клетках пациентов 

аффективными расстройствами [2, 3]. Повышение КБ 

может свидетельствовать о недостаточности или осла-

блении антиоксидантных систем организма при де-

прессии. Однако показатели ТБК-реактивных продук-

тов в плазме крови обследованных групп существенно 

не различались, то есть повреждающему действию 

окислительного стресса, сопутствующего депрессив-

ным расстройствам, в большей степени были подвер-

жены макромолекулы белка. 

Карбонилы белков и ТБК-реактивные продукты 

являются известными маркерами окислительного 

стресса, отражающими накопление конечных продук-

тов окислительной модификации биомакромолекул. 

Таблица 2

Влияние солей лития на содержание тбК-реактивных продуктов в плазме крови здоровых лиц и пациентов депрессивными  

расстройствами, me (Ql – QU)

Исследуемые

пробы

ТБК-реактивные продукты,нмоль/мл

Здоровые (n=24) Больные ДР (n=25)

Контроль

без этанола

2,36 (2,05-2,79) 2,20 (1,85-2,56)

**p=0,352

Контроль + этанол 2,77 (2,46-3,38)

*p<0,001

2,05 (1,74-2,87)

*p=0,773

**p<0,001

Li-аскорбат+ этанол 2,54 (2,36-2,89)

*p=0,586
#p=0,004

2,36 (2,00-2,77)

*p=0,367
#p=0,230

**p=0,318

Li-пируват+ этанол 2,72 (2,36-3,12)

*p=0,043
#p=0,145

2,26 (1,85-2,67)

*p=0,968
#p=0,968

**p=0,041

Li-сукцинат+ этанол 2,36 (2,15-3,49)

*p=0,145
#p<0,010

2,05 (1,95-2,67)

*p=0,861
#p=0,513

**p=0,047

Примечание. Статистическая значимость: *p – по сравнению с соответствующим контролем без этанола; #p – по сравнению с пробой «кон-

тролем с этанолом»; **p – сравнение соответствующих показателей у здоровых лиц и пациентов с депрессивными расстройствами.
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Многообразие свободно-радикальных, окислительных 

и антиоксидатных процессов, находящихся в тонком 

балансе в биологической системе, позволяют различ-

ным соединениям воздействовать одновременно на 

несколько звеньев патогенеза. Такие воздействия мо-

гут изменять баланс в ту или иную сторону через пря-

мые или фермент-опосредованные реакции, а также 

влияя на клеточный метаболизм и экспрессию опре-

деленных генов. Все это объясняет различные, меня-

ющиеся в широких пределах, уровни эффективности 

и направленности воздействия соединений в разных 

модельных условиях.

Для моделирования окислительного стресса в экс-

периментах in vitro применяют различные реагенты, 

которые активизируют отдельные фазы окислитель-

ных процессов и при этом часто не физиологичны. Так, 

увеличение количества свободных радикалов может 

быть вызвано добавлением диоксида калия, перекиси 

водорода или пероксида трет-бутила, а также исполь-

зованием препаратов, способствующих генерации су-

пероксида (паракват, менадион) [11]. Известно, что 

внесение этанола в образцы крови in vitro приводит к 

увеличению окислительной модификации белков и 

липидов плазмы крови [12]. Этанол является эндоген-

ным метаболитом и физиологичен по своей природе. 

Но в определенных условиях и при повышенной кон-

центрации также может выступать в качестве агента, 

индуцирующего окислительную модификацию био-

макромолекул. Использование этанола в настоящем 

исследовании показало, что в конкретных экспери-

ментальных условиях его воздействие приводит к окис-

лительной модификации белков и липидов плазмы 

крови у здоровых лиц, но не пациентов с депрессив-

ными расстройствами. Частично это можно объяснить 

особенностями патогенеза заболевания и состоянием 

ферментных систем пациентов, однако, молекуляр-

ный механизм пока не ясен. 

В используемую нами модельную биологическую 

систему соли лития вносили в дозе 1,2 ммоль/л в рас-

чете на ион лития (Li+), которая соотносится с тера-

певтической дозой при лечении аффективных рас-

стройств [13]. Все соли лития проявляли антиоксидант-

ное действие на белки и липиды плазмы крови 

здоровых лиц, в то время как в экспериментах с кро-

вью пациентов ДР выявлен прооксидантный эффект 

Li-аскорбата и Li-пирувата – обнаружено повышение 

концентрации окисленных белков в плазме крови в их 

присутствии. Li-сукцинат на уровень окисленных бел-

ков плазмы крови больных ДР значимого эффекта не 

оказывал. Не выявлено также значимого влияния ис-

следуемых соединений лития на уровень продуктов 

ТБК-РП плазмы крови пациентов ДР. В аналогичных 

исследованиях на образцах крови пациентов с алко-

гольной зависимостью статистически значимого эф-

фекта солей лития на биомолекулы плазмы крови па-

циентов обнаружено не было, при этом инкубация кро-

ви здоровых людей с солями лития выявила их 

защитное действие от этанол-индуцированного окис-

ления белков и липидов, сопоставимое по эффектив-

ности с карнозином, у Li-аскорбата, Li-карбоната и Li-

сукцината [14].

Обсуждение

 О разнонаправленном (про- или антиоксидант-

ном) действии аскорбата известно из разных источни-

ков [8, 9, 15, 16]. Наши исследования еще раз демон-

стрируют способность аскорбата проявлять не только 

анти-, но и прооксидантное действие в биологической 

системе, каковой является кровь. 

Пируват с точки зрения его про- и антиоксидант-

ных свойств изучен в меньшей степени, чем аскорбат. 

Так, при оценке эффекта пирувата лития на клеточной 

модели мононуклеаров периферической крови боль-

ных алкоголизмом обнаружены его выраженные анти-

оксидантные и цитопротекторные свойства, а именно, 

уменьшение доли клеток с активными формами кис-

лорода, снижение процента клеток, находящихся как 

в состоянии раннего апоптоза, так и в состоянии позд-

него апоптоза/некроза [17]. Антиоксидантные свойства 

пирувата ранее были продемонстрированы в другой 

работе [18]. В наших исследованиях в опытах in vitro 

на образцах крови здоровых лиц и больных алкоголь-

ной зависимостью пируват лития не оказывал замет-

ного эффекта на уровень окислительного поврежде-

ния белков и липидов плазмы крови [14]. 

Таким образом, результаты эксперимента показа-

ли, что все исследуемые соли лития в условиях экспе-

римента с применением в качестве окислительного 

агента этанола оказывали антиоксидантный эффект 

на белки и липиды плазмы крови здоровых лиц. При 

этом соли лития, имеющие в своем составе анионы 

аскорбата или пирувата, проявляли прооксидантный 

эффект в образцах крови пациентов депрессивными 

расстройствами, усиливая окислительное действие эта-

нола на белки, но не на липиды плазмы. 

С учетом полученных результатов и данных лите-

ратуры можно заключить, что про/антиоксидантные 

эффекты солей лития зависят от многих факторов, 

в том числе, от применяемой дозы лития, условий экс-

перимента, объекта исследования. Важной задачей 

дальнейших исследований является подбор оптималь-

ного анионного компонента, который способен по-
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тенцировать эффекты лития, что может значительно 

повышать ожидаемый терапевтический эффект. Дан-

ный подход является перспективным в плане создания 

новых препаратов лития комбинированного нормоти-

мического и антиоксидантного действия.
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В последние годы все чаще встречаются штаммы микроорганизмов, устойчивые к антибиотикам  Необходим поиск новых 

средств, обеспечивающих надежный антибактериальный эффект  Актуальным является изучение антимикробных поли-

пептидов  Возникает вопрос, α-дефензины активируются только при микробной атаке или существуют и иные триггеры их 

вовлечения в иммунологический процесс  Если исходить из того, что любая рана всегда болезненна, но не любая острая 

боль связана с внешним повреждением тканей, встает вопрос о возможности вовлечения нейтрофилов и α-дефензинов в 

долорогенный процесс как таковой  Цель работы – выявление кореляционной связи и особенностей вовлечения нейтро-

филов и α-дефензинов в острый долорогенный процесс на этапах онтогенеза  Методика  Объект исследования – белые 

беспородные крысы 3 возрастных групп: месячные (30-35-дневные, n=36), взрослые половозрелые (2-3 месячные, n=36), 

старые (старше 1 года, n=36) )  Каждая группа делилась на контрольную и экспериментальную подгруппы  В эксперимен-

тальных подгруппах моделировали острую соматическую боль методом электростимуляции  После болевого воздействия 

брали материал для исследования через 2, 30-60, 120-180 мин  Содержание α-дефензинов в сыворотке крови определяли 

методом иммуноферментного анализа  Для оценки микробицидной активности нейтрофилов использовали спонтанный 

и стимулированный НСТ – тест  Для оценки корреляционной связи между изучаемыми показателями применяли метод 

ранговой корреляции Спирмена  результаты  Острая краткосрочная соматическая боль активирует кислородзависимые 

механизмы микробицидности нейтрофилов и приводит к увеличению уровня α-дефензинов в периферической крови  

В онтогенезе реакция имеет свои особенности, но ее стандартный и непродолжительный характер очевидны  Установ-

лена прямая корреляционная зависимость между функциональной активностью нейтрофилов и уровнем α-дефензинов  

в периферической крови у 30-35-дневных и 2-3-месячных животных  заключение. Полученные данные имеют значение 

при разработке препаратов на основе α-дефензинов и их применении пациентами различного возраста при наличии в 
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functional and correlational relationship between indexes of the metabolic activity of neutrophils 

and α-defensins in animals of different age groups in the dynamics of acute somatic pain
1Rostov State Medical University, 

Nakhichevansky Pereulok 29, Rostov-on-Don 344022, Russia;
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Microorganism strains resistant to antibiotics have become more common  This fact prompts searching for new means that would 

provide a reliable antibacterial effect   Studying antimicrobial polypeptides is relevant   A question arises whether α-defensins are 

activated only during a microbial attack or there are other triggers for their involvement in the immunological process  Since any 

wound is always painful but acute pain is not always associated with an external injury, the question is whether neutrophils and 

α-defensins can be involved in the dolorogenic process as such   the aim of the study was to determine correlation and features 

of neutrophil and α-defensin involvement in an acute dolorogenic process at stages of ontogenesis  methods.  The study was 

performed on white rats divided into three age groups (30-35-day-old, 2-3-month-old, and older than one year)  Each group was 

divided into control and experimental subgroups  In experimental subgroups, acute somatic pain was modeled by electrostimu-

lation   Material was collected at 2, 30-60, and 120-180 min after electrostimulation   Serum content of α-defensins was measured 

by enzyme immunoassay  Neutrophil microbicidal activity was evaluated using the spontaneous and stimulated NBT tests  Values 

were compared using the non-parametric Mann-Whitney U-test, and correlations were analyzed using the Spearman rank cor-

relation test  results.  Acute short-term somatic pain activated oxygen-dependent mechanisms of neutrophil microbicidity and 

induced increased levels of α-defensins in peripheral blood   This reaction has specific features in ontogenesis but it is obviously 

standard and short-term  The functional activity of neutrophils was directly correlated with the level of α-defensins in peripheral 

blood of 30-35-day-old and 2-3-month-old animals  conclusion. At stages of ontogenesis, oxygen-dependent neutrophil micro-

bicidity and peripheral blood content of α-defensins increase in response to acute, short-term somatic pain  The type of response 

is determined by age-related features  The study results are important for development of α-defensin-based drugs and prescrib-

ing them to patients of different age with a history of acute pain 
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Введение

Непреложной истиной является то, что любое ра-

нение сопровождается первичным или вторичным ин-

фицированием зоны повреждения [1, 2]. Очевидным 

является и тот факт, что повреждение тканей сопрово-

ждается острой болевой реакцией. В связи с этим про-

токол оказания помощи при получении травмы вклю-

чает обязательное обезболивание и введение антибио-

тиков [3, 4]. К сожалению, в последние годы все чаще 

встречаются штаммы микроорганизмов, устойчивые 

к антибиотикам [5, 6]. Необходим поиск новых средств, 

обеспечивающих надежный антибактериальный эф-

фект. В этом плане обнадеживающим является изуче-

ние антимикробных полипептидов (АМП). В послед-

ние десятилетия идентифицировано более ста АМП. 

Среди них далеко не последнее место занимают дефен-

зины. В клинической практике акценты сделаны на 
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изучении α-дефензинов [7, 8]. Возникает вопрос, 

α-дефензины активируются только при микробной 

атаке или существуют и иные триггеры их вовлечения 

в иммунологический процесс. Если исходить из того, 

что любая рана всегда болезненна, но не любая острая 

боль связана с внешним повреждением тканей, встает 

вопрос о возможности вовлечения нейтрофилов и 

α-дефензинов в долорогенный процесс как таковой.

Сочетанное изучение реакции нейтрофилов и 

α-дефензинов диктуется их тесной функциональной 

связью [9].

Цели исследования:

1. Установление факта вовлечения нейтрофилов и 

α-дефензинов в острый долорогенный процесс.

2. Выявление особенностей реакции факторов 

врожденного иммунитета на острую кратковременную 

соматическую боль на этапах онтогенеза.

3. Выявление корреляционной зависимости меж-

ду изменениями кислородзависимой микробицидно-

сти и уровнем α-дефензинов при острой кратковре-

менной соматической боли.

Методика

Объектом исследований служили белые беспород-

ные крысы. 

Выделено несколько возрастных групп: месячные 

(30-35-дневные, n=36), взрослые половозрелые (2-3-ме-

сячные, n=36), старые (старше 1 года, n=36). Каждая 

возрастная группа распределялась на контрольную и 

экспериментальную подгруппы. У крыс опытной под-

группы электрокожным раздражением рецепторной зо-

ны корня хвоста моделировали острую соматическую 

боль (ОСБ) 3-й–4-й степени интенсивности по крите-

риям А.В. Вальдмана и Ю.Н. Васильева в модификации 

В.Г. Овсянникова [10]. Взятие материала для исследо-

вания осуществляли через 2, 30-60 и 120-180 мин после 

моделирования ОСБ. Содержание α-дефензинов в сы-

воротке крови крыс определяли методом иммунофер-

ментного анализа с использованием наборов фирмы 

Cloud-Clone Corp (США). Приготовление растворов 

стандартов, конъюгатов A и B, промывочного буфера 

проводили согласно инструкции к набору. 

Для оценки микробицидной активности нейтро-

филов использовали цитохимический метод спонтан-

ного и стимулированного НСТ–теста [11]. Под микро-

скопом оценивали процентное содержание нейтрофи-

лов с темно-синими гранулами формазана в 

цитоплазме. Анализировали 100 сегментоядерных ней-

трофилов. Вычисляли процент нейтрофилов с призна-

ками восстановления тетразолия в формазан до и по-

сле моделирования ОСБ.

Все экспериментальные работы выполнены с со-

блюдением утвержденных Европейской конвенцией 

правил этики о защите позвоночных животных, ис-

пользуемых для экспериментов или в иных научных 

целях и Правилами лабораторной практики, утверж-

денными приказом Минздрава России № 708 от 

23.08.2010. Протокол исследования одобрен локаль-

ным этическим комитетом ФГБОУ ВО РостГМУ 

Минздрава России. 

Статистическую обработку данных проводили на 

основе непараметрического U-критерия Манна-Уит-

ни. Критическое значение уровня значимости (р) при-

нималось равным 0,05. Результаты представлены как 

медиана с верхним и нижним квартилями и интерва-

лом значений Ме [Q
0,25

; Q
0,75

] (Min-Max). Для выявле-

ния корреляционной связи между изучаемыми пока-

зателями применяли метод ранговой корреляции 

Спирмена.

результаты 

В табл. 1 представлены результаты исследования 

животных в контрольных группах.

В сравнении с месячными крысами у взрослых по-

ловозрелых животных как спонтанный, так и стиму-

лированный тест ярче выражен. Тем не менее более 

высокая метаболическая активность не обусловлива-

ет активацию микробицидности нейтрофилов, равно 

как и их способности увеличивать содержание в пери-

ферической крови α-дефенсинов.

Таким образом, у животных контрольной группы 

показатели, характеризующие спонтанный НСТ-тест, 

возрастают по мере взросления животных. Стимули-

рованный НСТ-тест у взрослых половозрелых крыс 

выше, чем у крыс месячного возраста, однако у старых 

животных он снижается, одновременно в старости сни-

жается и микробицидность нейтрофилов. Содержание 

α-дефензинов по мере взросления животных также по-

вышается, а к старости постепенно снижается, одна-

ко остается более высоким, чем у месячных крыс.

Через 2 мин после болевой стимуляции у крыс ме-

сячного возраста показатели, характеризующие мета-

болическую активность нейтрофилов и уровень 

α-дефензинов в периферической крови возрастают. 

При этом прирост значений, характеризующих микро-

бицидность нейтрофилов и содержание α-дефензинов 

имеют высоко значимое различие (р<0,01) по сравне-

нию с показателями контрольной группы (табл. 2).

Проведенный корреляционный анализ выявил 

прямую зависимость между увеличением киллинговой 

активности нейтрофилов и нарастанием уровня 

α-дефензинов (ρ=0,047).  
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При анализе показателей, характеризующих мета-

болическую активность нейтрофилов взрослых крыс, 

обращают на себя внимание 3 обстоятельства: 1) абсо-

лютные значения спонтанного и стимулированного 

НСТ-теста у взрослых крыс несколько ниже, чем у ме-

сячных животных (табл. 2); 2) не выявлено значимых 

Таблица 1

Уровень регистрируемых параметров в контрольной группе животных 

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 55,5 Me 90,5 Me 1,63 Me 12,5

Q
0,25

54,1 Q
0,25

86,0 Q
0,25

1,60 Q
0,25

11,9

Q
0,75

58,4 Q
0,75

93,8 Q
0,75

1,66 Q
0,75

13,1

min 49,7 min 82,0 min 1,58 min 11,5

max 60,4 max 100,3 max 1,72 max 15,6

взрослые Me 65,7 Me 111,5 Me 1,67 Me 15,9

Q
0,25

57,5 Q
0,25

104,8 Q
0,25

1,61 Q
0,25

15,7

Q
0,75

63,2 Q
0,75

122,7 Q
0,75

1,71 Q
0,75

16,9

min 56,5 min 86,4 min 1,53 min 15,4

max 87,8 max 141,0 max 1,78 max 17,4

старые Me 73,3 Me 108,2 Me 1,47 Me 13,7

Q
0,25

71,1 Q
0,25

100,8 Q
0,25

1,44 Q
0,25

13,2

Q
0,75

74,6 Q
0,75

113,5 Q
0,75

1,52 Q
0,75

15,0

min 68,9 min 98,2 min 1,39 min 13,4

max 76,3 max 113,7 max 1,53 max 15,1

Примечание. Обозначения здесь и в табл. 2–4: спНСТ (спонтанный), стНСТ (стимулированный) нитросиний тетразолиевый тест.

Таблица 2

Уровень регистрируемых параметров через 2 мин после острой соматической боли

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 79,9* Me 143,8* Me 1,82* Me 21,0*

Q
0,25

59,9 Q
0,25

112,6 Q
0,25

1,81 Q
0,25

19,5

Q
0,75

83,4 Q
0,75

150,9 Q
0,75

1,84 Q
0,75

22,5

min 47,5 min 93,3 min 1,79 min 19,0

max 85,4 max 155,2 max 2,03 max 23,1

взрослые Me 61,6 Me 119,1 Me 1,91* Me 31,2*

Q
0,25

54,8 Q
0,25

105,3 Q
0,25

1,89 Q
0,25

24,0

Q
0,75

73,4 Q
0,75

132,7 Q
0,75

1,93 Q
0,75

47,0

min 48,3 min 90,9 min 1,80 min 23,8

max 79,4 max 163,0 max 2,05 max 51,0

старые Me 71,8 Me 114,9* Me 1,59* Me 20,8*

Q
0,25

70,4 Q
0,25

111,1 Q
0,25

1,58 Q
0,25

20,1

Q
0,75

73,1 Q
0,75

118,2 Q
0,75

1,61 Q
0,75

22,4

min 57,7 min 91,2 min 1,57 min 19,8

max 74,8 max 119,9 max 1,64 max 23,5

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой. Обозначения см. табл. 1.
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изменений спонтанного и стимулированного НСТ-

тестов сразу после болевой атаки по отношению к кон-

трольным значениям; 3) очевидно, главное, интеграль-

ная величина (коэффициент микробицидности, харак-

теризующий киллинговую активность нейтрофилов) 

половозрелых крыс, выше, чем у крыс месячного воз-

раста, и по сравнению с контрольными значениями 

в этой возрастной группе имеется высокозначимое раз-

личие (р<0,01) (табл. 2).

Очевидно, приведенная триада свидетельствует 

о более упорядоченном и рациональном характере ме-

таболизма у взрослых половозрелых животных по срав-

нению с крысами месячного возраста, что позволяет, 

при меньших ресурсных затратах, обеспечивать более 

выраженный эффект. Образование α-дефензинов сра-

зу после нанесения ноцицептивного раздражения рез-

ко возрастает, различие с контролем высокозначимо 

(р<0,01), в абсолютных значениях этот прирост выше, 

чем у месячных животных, что лишь подтверждает вы-

сказанное выше предположение (табл. 2).

 Через 2 мин после болевого воздействия у старых 

крыс спонтанный НСТ-тест не претерпевает измене-

ний, стимулированный – демонстрирует тенденцию 

роста, что же касается самой микробицидности ней-

трофилов и уровня α-дефенсинов, то здесь обнаружи-

вается высокозначимый прирост (табл. 2).

Можно констатировать, что у животных месячно-

го возраста реакция в ответ на боль, характеризующая 

метаболическую активность нейтрофилов, более ла-

бильна, чем у взрослых и старых животных.

Судя по результатам,  у крыс месячного возраста че-

рез 30-60 мин после болевого воздействия продолжает-

ся активация фагоцитарной активности, но она не сви-

детельствует о нарастании переваривающей способности 

нейтрофилов и увеличении биосинтеза α-дефензинов. 

Напротив, в этот временной промежуток киллин-

говая активность нейтрофилов падает и содержание 

α-дефензинов в периферической крови также снижа-

ется. Проявляется своеобразная диссоциация функций: 

поглотительной, переваривающей и синтетической 

(табл. 3). При этом корреляционный анализ подтверж-

дает это наблюдение. Между снижением коэффициен-

та микробицидности нейтрофилов и падением уровня 

α-дефенсина выявляется прямая корреляционная зави-

симость (ρ=0,43). Характерным признаком для данной 

группы (1 мес) является депрессия всех показателей, ха-

рактеризующих метаболическую активность нейтрофи-

лов. На первый взгляд продолжает сохраняться высокий 

уровень α-дефензинов (р<0,001), но это, очевидно, связа-

но не с их усиленной продукцией, а недостаточным раз-

рушением в периферической крови в течение 1-го ч по-

сле болевого воздействия (табл. 3). 

Таблица 3

Уровень регистрируемых параметров через 30-60 мин после острой соматической боли

спНСТ стНСТ К стим α-Деф

месячные Me 131,2* Me 163,1* Me 1,37* Me 14,2*

Q
0,25

114,3 Q
0,25

158,1 Q
0,25

1,30 Q
0,25

13,7

Q
0,75

146,0 Q
0,75

199,2 Q
0,75

1,41 Q
0,75

14,6

min 106,9 min 149,3 min 1,14 min 13,2

max 161,4 max 209,5 max 1,45 max 15,0

взрослые Me 64,7 Me 113,6 Me 1,72 Me 17,7*

Q
0,25

60,9 Q
0,25

100,5 Q
0,25

1,69 Q
0,25

17,5

Q
0,75

68,5 Q
0,75

119,9 Q
0,75

1,75 Q
0,75

18,0

min 53,5 min 92,3 min 1,64 min 16,9

max 74,5 max 125,9 max 1,82 max 18,3

старые Me 104,8 Me 176,7 Me 1,68* Me 16,4*

Q
0,25

65,7 Q
0,25

108,0 Q
0,25

1,64 Q
0,25

15,9

Q
0,75

117,9 Q
0,75

213,2 Q
0,75

1,79 Q
0,75

18,5

min 50,7 min 93,1 min 1,58 min 15,2

max 124,4 max 240,5 max 1,84 max 19,5

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группы. Обозначения см. табл. 1.
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Характерной особенностью для этой возрастной 

группы (1 мес) следует считать поступательное  увели-

чение значений, характеризующих киллинговую ак-

тивность нейтрофилов в течение 1-го ч после начала 

эксперимента. Уровень α-дефенсинов в крови к это-

му времени снижается, но остается выше контрольных 

значений (табл. 3).

Из приведенного цифрового материала у месяч-

ных животных следует, что величина спонтанного и 

стимулированного НСТ-теста в абсолютных значени-

ях снижалась по сравнению с предыдущим сроком на-

блюдения, однако продолжает оставаться более высо-

кой по сравнению с контрольными значениями.

После зарегистрированной депрессии к концу 1-го ч 

эксперимента наблюдается вторая волна статистически 

значимого увеличения микробицидности нейтрофилов 

(р<0,01) и содержания α-дефензинов (р<0,001) (табл. 4).

Полученные результаты позволяют говорить о вы-

сокой функциональной лабильности нейтрофилов у 

крыс месячного возраста. Они бурно реагируют на 

болевое раздражение, реакция быстро истощается, 

но и достаточно быстро (в течение 2–3 ч) возраста-

ют киллинговая активность нейтрофилов и уровень 

α-дефензинов в периферической крови.

Взрослые крысы четко реагировали на болевое воз-

действие увеличением переваривающего потенциала 

нейтрофилов и продукцией α-дефензинов, т.е. демон-

стрировали превентивную готовность к отражению 

возможной антигенной агрессии. Однако, поскольку 

такой сценарий не состоялся, все показатели практи-

чески возвращались к контрольным значениям и даже 

были ниже последних (табл. 4).

Определенная инертность в развертывании спон-

танного и стимулированного НСТ-теста у старых жи-

вотных очевидна. Это проявляется в сохранении уров-

ня показателей контрольных значений в течение 2 ч, в 

последующем они несколько активируются (табл. 4).

Диссонансом в выявленной реакции является зна-

чимое снижение в этот временной промежуток кил-

линговой активности нейтрофилов. Содержание 

α-дефензинов к концу 3-го ч остается несколько уве-

личенным по сравнению с контрольными значения-

ми. Создается впечатление, что у старых крыс сраба-

тывает все тот же инерционный механизм, когда со-

храняется баланс между продукцией и разрушением 

α-дефензина на несколько более высоком уровне, чем 

у животных контрольной группы (табл. 4).

Обсуждение 

При всех рассмотренных возрастных и временных 

особенностях реакции изучаемых факторов врожденно-

го иммунитета прослеживается общая закономерность: 

Таблица 4

Уровень регистрируемых параметров через 120-180 мин после острой соматической боли

спНСТ, ед стНСТ, ед К стим α-Деф, нг/мл

месячные Me 89,4* Me 156,7* Me 1,75* Me 19,4*

Q
0,25

84,1 Q
0,25

148,9 Q
0,25

1,72 Q
0,25

19,2

Q
0,75

93,4 Q
0,75

161,6 Q
0,75

1,77 Q
0,75

21,2

min 81,3 min 133,0 min 1,64 min 18,7

max 98,1 max 174,6 max 1,78 max 23,8

взрослые Me 68,5 Me 104,3 Me 1,52* Me 17,5*

Q
0,25

66,9 Q
0,25

103,0 Q
0,25

1,54 Q
0,25

16,8

Q
0,75

73,1 Q
0,75

109,7 Q
0,75

1,49 Q
0,75

17,9

min 63,3 min 91,9 min 1,42 min 16,5

max 91,9 max 130,2 max 1,59 max 18,5

старые Me 109,4* Me 122,9* Me 1,31* Me 15,6*

Q
0,25

86,3 Q
0,25

109,4 Q
0,25

1,23 Q
0,25

15,5

Q
0,75

116,0 Q
0,75

156,4 Q
0,75

1,35 Q
0,75

16,2

min 80,6 min 107,1 min 1,00 min 15,3

max 129,8 max 170,1 max 1,42 max 18,8

Примечание. * – p≤0,05 статистически значимые различия по сравнению с контрольной группы. Обозначения см. табл. 1.
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в ответ на алгогенное воздействие включаются как меха-

низмы кислородзависимой микробицидности нейтро-

филов, так и продукции α-дефензинов. Причем в месяч-

ном возрасте и в возрасте половой зрелости эти факторы 

не просто изменяются параллельно друг другу, а имеют 

четкую корреляционную зависимость, которая расце-

нивается как умеренная (ρ в пределах 0,3-0,69). Исхо-

дя из того, что нейтрофилы играют значительную роль 

в продукции α-дефензинов, следует заключить, что ак-

тивация метаболической активности нейтрофилов свя-

зана с биосинтезом α-дефензинов (рисунок).

У старых животных столь выраженная корреляция 

не прослеживается. Объяснение вовлечения описан-

ных факторов врожденного иммунитета следует искать 

в нейроиммунноэндокринных взаимодействиях при 

реализации универсальной стресс-реакции. А острая 

боль является именно таковой.

Было показано, что острая соматическая боль 

приводит к активации симпатоадреналовой системы 

во всех возрастных группах животных, которая, без-

условно, имеет свои онтогенетические особенности, 

но выброс катехоламинов в ответ на долорогенное 

раздражение является обязательным [12]. Одной из 

мишеней воздействия катехоламинов являются ней-

трофилы. Этот факт, обнаружанный более 30 лет на-

зад, находит все новые подтверждения [13]. Считается 

установленным тот факт, что на нейтрофилах присут-

ствуют α- и β-адренорецепторы, которые регулиру-

ют функцию гранулоцитов. Через α-адренорецепторы 

активируется метаболическая активность нейтрофи-

лов, а также их фагоцитарная и микробицидная ак-

тивность [14-23].

Образующиеся активные формы кислорода, спо-

собны повреждать собственные клеточные структуры. 

Однако, количество β-адренорецепторов, лимитиру-

ющих микробицидность нейтрофилов, возрастает и 

тем самым предупреждают развитие деструктивного 

процесса [24, 25].

С этих позиций становится понятным, поче-

му активация фагоцитов и увеличение биосинте-

за α-дефензинов, закономерно возникающие, носят 

краткосрочный характер. Система, превентивно по 

отношению к возможному инфицированию, обрета-

ет функциональную готовность, но так как сценарий 

инфицирования не запускается, микробицидный по-

тенциал быстро падает. 

Графики изменения исследуемых параметров в ходе эксперимента 
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Выводы

На этапах онтогенеза у крыс в ответ на острую кра-

тковременную соматическую боль возрастает кисло-

родзависимая микробицидность нейтрофилов и уве-

личивается содержание α-дефензинов в перифериче-

ской крови.

Характер реакции определяется возрастными осо-

бенностями.

У крыс месячного возраста и достигнувших поло-

вой зрелости имеется прямая корреляционная зависи-

мость между активацией метаболической активности 

нейтрофилов и ростом содержания α-дефензинов в пе-

риферической крови.

Заключение 

Полученные данные имеют значение при разра-

ботке препаратов на основе α-дефензинов и их приме-

нении пациентами различного возраста при наличии 

в анамнезе острого болевого синдрома.
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Транскрипционные факторы HIF-1α и NF-kB в опухолевой ткани 
и клетках асцита при распространённом раке яичников 

1ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет», 

432017, г. Ульяновск, Россия, ул. Льва Толстого, д. 42;
2ГУЗ Областной клинический онкологический диспансер, 

432017, г. Ульяновск, Россия, ул. 12 Сентября, д. 90

Введение. Транскрипционный фактор NF-kB относят к эндогенным промоторам, вовлечённым в опухоль-индуцированное 

воспаление связанное с раком, который может быть активирован в ответ на гипоксию как и HIF-1α. При этом между систе-

мами NF-kB и HIF-1α могут существовать взаимосвязии компенсаторные пути. Цель исследования – изучение уровня экс-

прессии транскрипционных факторов HIF-1α и NF-kB в ткани первичной опухоли и опухолевых клетках асцитической жид-

кости и их корреляции с чувствительностью к платиносодержащей химиотерапии у больных распространённым раком 

яичников. Методика. У 20 больных с впервые диагностированным асцитным серозным раком яичников стадии Т
3
N

X-1
M

0
 и 

Т
3
N

X-1
M

1 
сразу после верификации диагноза получали асцитическую жидкость и выделяли эпителиальные клетки, а также 

забирали интраоперационно опухолевую и гистологически неизмененную ткань яичника, в которых оценивали уровень 

HIF-1α и NF-kB методом иммуноферментного анализа (eBioscience, США и Cloud-CloneCorp., США). Ядерные экстракты для 

определения содержания HIF-1α и NF-kB готовили в соответствии с инструкцией изготовителя. В зависимости от распро-

страненности опухолевого процесса определяли экспрессию транскрипционных факторов, их корреляцию, а также про-

гностическую значимость в оценке безрецидивной выживаемости при раке яичников. Результаты. Корреляционные 

исследования показали статистически значимое увеличение (в 12 раз) содержания HIF-1α в опухолевой ткани рака яич-

ников по сравнению с гистологически неизмененной тканью, в асцитической жидкости – в 3,1 раза; уровень NF-kB в опу-

холевой ткани значимо возрастал в 6,5 раза, в асцитической жидкости – в 2,2 раза. В гистологически неизмененной ткани 

яичников, у пациенток стадии Т
3
N

X-1
M

1 
по сравнению с материалом от больных стадии Т

3
N

X-1
M

0
 экспрессия обоих факторов 

была снижена. Корреляционные связи между содержанием HIF-1α и NF-kB как в опухолевой так и в гистологически неиз-

мененной ткани были положительными сильными у пациентов на стадии Т
3
N

X-1
M

0
, и в клетках асцитической жидкости на 

стадии Т
3
N

X-1
M

1.
Установлено, что высокие уровни экспрессии в ткани опухоли HIF-1α и NF-kB резко сокращают длитель-

ность безрецидивного периода. Заключение. Полученные данные позволяют предполагать активацию основных сигналь-

ных путей, обеспечивающих ассоциированные с опухолью воспалительные реакции при раке яичников стадии Т
3
N

X-1
M

1 
 .
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Introduction. NF-kB belongs to endogenous promoters involved in tumor-associated inflammation. Like HIF-1α, NF-kB can 

also be activated in response to hypoxia. In this case, cross-talks and compensatory pathways can link the NF-kB and HIF-1α 
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systems. The aim of this study was to evaluate the expression of transcription factors HIF-1α and NF-kB in primary tumor 

tissue and ascites tumor cells and their correlation with sensitivity to platinum-containing chemotherapy (CT) in patients 

with advanced ovarian cancer (OC). Methods. Samples of ascitic fluid were obtained from 20 patients with first diagnosed 

and verified stage T
3
N

X-1
M

0
 and T

3
N

X-1
M

1 
ascitic serous OC immediately after diagnosis, and epithelial cells were isolated 

from the ascitic fluid. Samples of tumor tissue and histologically normal ovarian tissue were also obtained from patients 

intraoperatively. Contents of HIF-1α and NF-kB were measured using enzyme immunoassay (eBioscience, USA and Cloud-

Clone Corp., USA) in all samples. Nuclear extracts for measuring HIF-1α and NF-kB were prepared according to the man-

ufacturer’s instructions. Expression of transcription factors, their correlation, and prognostic significance for relapse-free 

survival were determined depending on the tumor spread. Results. The content of HIF-1α was 12 times higher in the ovar-

ian tumor tissue (p <0.05) and 3.1 times higher in ascitic fluid (p <0.05) than in histologically normal tissue; the content of 

NF-kB was increased 6.5 times in the tumor tissue (p ≤ 0.05) and 2.2 times in ascitic fluid (p ≤0.05). The expression of both 

factors was reduced in histologically normal ovarian tissue from patients with the T
3
N

X-1
M

1 
stage compared to patients with 

the T
3
N

X-1
M

0
 stage. A strong positive correlation was observed for contents of HIF-1α and NF-kB in both tumor and histolog-

ically unchanged tissue from patients with the T
3
N

X-1
M

0 
stage and in ascites cells from patients with the T

3
N

X-1
M

1 
stage. It was 

established that high levels of HIF-1α and NF-kB expression in tumor tissue dramatically reduced duration of the relapse-

free period. Conclusion. The study results suggest activation of major signaling pathways for tumor-associated inflamma-

tory reactions in T
3
N

X-1
M

0
 stage OC.
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Введение

Рак яичников (РЯ) — крайне агрессивное злока-

чественное новообразование [1]. На настоящий мо-

мент для оценки прогноза заболевания в обычной 

клинической практике используются такие лабо-

раторные критерии, как уровень СА-125 сыворотки 

крови, наличие мутаций генов системы гомологич-

ной рекомбинации, уровень лечебного патоморфо-

за в опухоли после неоадъювантной химиотерапии. 

Длительность безрецидивного периода после хими-

отерапии первой линии напрямую влияет на эффек-

тинвость последующего лечения; при этом валиди-

зированных маркеров первичной платинорефрак-

терности не существует [2].

Показано, что системное воспаление не только со-

провождает развитие рака яичников, но и играет су-

щественную роль в его патогенезе [3]. При раке яич-

ников 29% летальных исходов являются следствием 

осложнений воспаления [4]. Белок HIF-1α регулиру-

ет семейство генов, продукты которых опосредуют кле-

точную пролиферацию, ангиогенез, выживаемость, 

инвазию и миграцию клеток, влияет на экспрессию 

ряда генов, связанных с воспалением [5]. Кроме ги-

поксии HIF активируется факторами роста и онкоге-

нами, а также NF-kB [6]. 

Семейство факторов транскрипции NF-κB явля-

ется регулятором более 400 генов, участвующих в про-

цессах воспаления, апоптоза, контроле клеточного 

цикла [7, 8]. Показано, что при РЯ NF-κB поддержи-

вает существование популяции раковых стволовых 

клеток (РСК) [9-11]. Активация NF-κB в ответ на дей-

ствие цисплатина может приводить к стимуляции экс-

прессии антиапоптотических факторов, дефектам 

в апоптозе и вторичной платинорезистентности [12]. 

На сегодня установлены регуляторные механизмы, 
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связывающие воспаление и рак [13]. При опухоль-ин-

дуцированном воспалении генетические события, вы-

зывающие неоплазию, активируют программы, свя-

занные с воспалением. Ядерный фактор NF-kB отно-

сят к эндогенным промоторам, вовлечённым в 

воспаление, связанное с раком [14]. Так же показано, 

что NF-kB может быть активирован в ответ на гипок-

сию, хотя в меньшей степени, чем индуцируемый ги-

поксией фактор HIF-1α [14]. При этом между систе-

мами NF-kB и HIF-1α могут существовать пересече-

ния и компенсаторные пути. 

Цель исследования – изучение уровня экспрессии 

транскрипционных факторов HIF-1α и NF-kB в тка-

ни первичной опухоли и опухолевых клетках асцити-

ческой жидкости и их корреляции с периодом безре-

цидивной выживаемости у больных с распространён-

ным раком яичников.

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. Исследование проведено со-

гласно требованиям комиссии по этике Института 

медицины, экологии и физической культуры ФГБОУ 

ВО «Ульяновский государственный университет» 

(протокол № 3 от 15.03.2015). В исследование были 

включены больные в возрасте от 40 до 65 лет (меди-

ана 57 лет), проходившие лечение в Ульяновском об-

ластном клиническом онкологическом диспансере 

в 2015-2017 гг. Критериями включения были: впер-

вые диагностированный и верифицированный ас-

цитный рак яичников (III-IV стадия по FIGO), об-

щее состояние больной по шкале Eastern Cooperative 

Oncology Group 0±2, ожидаемая продолжительность 

жизни не менее 6 мес, подписанное информирован-

ное согласие.

Сразу после установления диагноза больным вы-

полнялась циторедуктивная операция, в ходе кото-

рой получали опухолевую и гистологически неизме-

ненную ткань яичника, находящуюся на расстоянии 

не менее 2 см от границы опухоли. В дальнейшем 

больные этой группы получали адъювантную химио-

терапию по схеме АР. До начала лечения получали ас-

цит и выделяли из асцитической жидкости эпители-

альные клетки. 

В зависимости от времени возникновения рециди-

ва после последнего курса ХТ все пациентки были раз-

делены на две группы: I группа — с рецидивом в тече-

ние 6-12 мес (n=9, медиана возраста 62±2,5 лет) и 

II группа — без рецидива (n=11, медиана возраста 

51,5±8,4 года). В ткани опухоли и эпителиальных клет-

ках асцитической жидкости уровень NF-kB и HIF-1α 

оценивали с использованием наборов NF-kBp65 

Phospho-NFkBp65 (Ser536) (eBioscience, США) и ELISA 

Kit for Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF1a) (Cloud-

Clone Corp., США) методом иммуноферментного ана-

лиза. Ядерные экстракты для определения содержания 

HIF-1α и NF-kB готовили в соответствии с инструк-

цией изготовителя.

Статистический анализ данных производили с по-

мощью пакета прикладных программ Statistica 10. В ка-

честве центральной характеристики применяли меди-

ану; при сравнении использовали непараметрический 

критерий Манна–Уитни. Статистически значимыми 

считали данные при р≤0,05. Для оценки безрецидив-

ной выживаемости пациентов использовали критерий 

Каплан–Майера.

Результаты 

В результате проведённых исследований установ-

лено, что в опухолевой ткани по сравнению с гистоло-

гически неизмененной тканью содержание HIF-1α 

возросло в 12 раз, NF-kB – в 6,5 раза.

В опухолевых клетках асцитической жидкости уро-

вень HIF-1α был ниже, чем в опухолевой ткани, но 

превышал уровень фактора в нормальной ткани 

в 3,1 раза. Содержание NF-kB в асцитической жидко-

сти также превышало его уровень в гистологически не-

измененной ткани яичника в 2,2 раза (табл. 1).

Из данных табл. 2 следует, что экспрессия HIF-1α 

значимо зависит от наличия метастазов только в ги-

стологически неизмененной ткани яичника. Выявле-

но, что содержание HIF-1α снижается у больных с ме-

тастазами (М
1
) по сравнению с больными со стадией 

М
о
. Экспрессия NF-kB также снижалась у пациентов 

стадии Т
3
N

x-1
М

1 
по сравнению со стадией Т

3
N

x-1
М

о. 
В 

опухолевой ткани и эпителиальных клетках асцитиче-

ской жидкости значимых изменений содержания HIF-

1α и NF-kB в зависимости от наличия метастазов не 

выявлено.

Корреляция содержания HIF-1α и NF-kB может 

свидетельствовать о возможности одновременной ак-

тивации этих транскрипционных факторов при про-

грессировании рака яичников. Корреляционные свя-

зи между содержанием HIF-1α и NF-kB были сильны-

ми положительными у пациентов с отсутствием 

метастазов (М
0
) как в гистологически неизмененной 

(r=1,000, p≤0,01), так и в опухолевой ткани (+-+=1,000, 

p≤0,01). Связи резко ослаблялись у пациентов с нали-

чием метастазов (М
1
). В эпителиальных клетках асци-
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тической жидкости уровень HIF-1α коррелировал с со-

держанием NF-kB (r=0,6848, p≤0,05). 

Прогнозирование исхода заболевания крайне ак-

туально, поскольку рак яичников склонен к раннему 

метастазированию. Была исследована прогностическая 

значимость определения транскрипционных факторов 

NF-kB и HIF-1α в оценке безрецидивной выживаемо-

сти больных с использованием критерия Каплан-Май-

ера. В качестве пороговых значений был использован 

их средний уровень. Нами установлено, что у 70% па-

циентов с асцитной формой рака яичников отмечены 

ранние рецидивы. При этом в группе больных с вы-

соким уровнем HIF-1α в опухолевых клетках медиана 

безрецидивного периода составила 250±81 сут; в груп-

пе с низким уровнем HIF-1α медиана безрецидивно-

го периода не была достигнута (р=0,06415) (рис. 1, а). 

В группе больных с высоким уровнем NF-kB в опухо-

левых клетках медиана безрецидивного периода со-

ставила 250±74 сут; в группе с низким уровнем NF-

kB медиана не была достигнута (р=0,16309) (рис. 1, б).

При оценке периодов безрецидивной выживаемости 

у больных раком яичников в зависимости от уровня HIF-

1α в клетках асцитической жидкости установлено, что 

при высоких значениях фактора этот период составил 

261±64 сут, а при низких – 425±124 сут (р=0,20245) (рис. 

2, а). Различия показателей длительности безрецидивно-

го периода в зависимости от уровня NF-kB в опухолевых 

клетках асцитической жидкости были статистически не 

значимы (р=0,99802) (рис. 2, б).

Во всех исследованных опухолях и гистологически 

неизмененных тканях яичника, а также в эпителиаль-

ных клетках асцитической жидкости обнаружены из-

Таблица 1

Экспрессия транскрипционных факторов HIF-1α и NF-kB в ткани опухоли и опухолевых клетках асцита больных раком яичников 

Исследуемая ткань

n=20

Фактор транскрипции М±m Медиана Нижний квартиль Верхний квартиль

Гистологически неизме-

ненная ткань

HIF-1α 3,831±1,634 1,151 0,965 4,088

NF-kB 0,019±0,009 0,011 0,002 0,016

Ткань опухоли HIF-1α 36,685±10,695

р=0,023

37,094 9,976 39,089

NF-kB 0,125±0,029

р=0,0041

0,112 0,099 0,156

Эпителиальные клетки 

асцитической жидкости

n=20

HIF-1α 12,022±2,518

р=0,0072

9,027 4,092 15,074

NF-kB 0,055±0,015

р=0,1085

0,020 0,011 0,094

Примечание. р – статистическая значимость различий с соответствующими показателями в гистологически неизмененной ткани.

Таблица 2

Экспрессия транскрипционных факторов HIF-1α и NF-kB в ткани опухоли в зависимости от наличия метастазов при раке яичников 

(М
0
-М

1
)

Группа Нормальная ткань Опухолевая ткань Эпителиальные клетки асцитической  

жидкостиа

Показатель Т
3
N

x-1
 М

о

n=12

Т
3
N

x-1
 М

1

n=8

Т
3
N

x-1
 М

о

n=12

Т
3
N

x-1
 М

1

n=8

Т
3
N

x-1
 М

о

n=12

Т
3
N

x-1
 М

1

n=8

HIF-1α,

пг/мг б

7,217±3,020

(0,573-14,075

1,151±0,325 

(0,151-3,085)

р=0,0541

34,568±26,101

(6,724-112,847)

39,089±5,657

(18,888-69,717)

р=0,1649

13,695±4,482

(1,492-46,933)

10,350±2,465

(2,907-27,209)

р=0,8798

NF-kB,

пг/мг б

0,033±0,019

(0,0009-0,0842)

0,006±0,001

(0,002-0,012)

р=0,0013

0,109±0,068

(0,004-0,303)

0,143±0,013

(0,082-0,175)

р=0,1769

0,048±0,019

(0-0,189)

0,062±0,024

(0,0009-0,204)

р=0,5947

Примечание. р – статистическая значимость различий с соответствцющими показателями при Т
3
N

x-1
М

о.
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меряемые количества HIF-1α и NF-kB. Содержание 

HIF-1α и NF-kB в опухолевой ткани и эпителиальных 

клетках асцитической жидкости было значимо выше, 

чем в неизмененных тканях яичника. 

Таким образом, полученные данные свидетельству-

ют о сильной положительной корреляционной связи 

между повышением уровней HIF-1α и NF-kB в опухо-

левой ткани и эпителиальных клетках асцитической 

жидкости, а также о наличии тенденции к сокраще-

нию периода безрецидивной выживаемости больных 

распространенным раком яичников при активации ос-

новных сигнальных путей, обеспечивающих ассоции-

рованные с опухолью воспалительные реакции. Таким 

образом, оценка статуса HIF-1α/NF-kB-сигналинга 

может быть полезна в плане прогнозирования клини-

ческих исходов при раке яичников.

Рис. 1. Безрецидивная выживаемость больных в зависимости от уровня HIF-1α (а) и NF-kB (б) в опухолевой ткани яичника.

а

а

б

б

Рис. 2. Безрецидивная выживаемость больных в зависимости от уровня HIF-1α (а) и NF-kB (б) в клетках асцитической жидкости.
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Кабаков а.В.1, стрункин д.н.1, лыков а.П.1, Коненков В.и.1 

Взаимосвязь содержания цитокинов лимфы и структурных 
преобразований в брыжеечных лимфатических узлах  
при химиотерапии, оперативном лечении и химиотерапии 
экспериментального рака молочной железы

1НИИ клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ  

«Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики СО РАН», 

630060, г  Новосибирск, Россия, ул  Тимакова, д  2;
2ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный педагогический университет», 

630126, г  Новосибирск, Россия, ул  Вилюйская, д  28

Цель исследования – анализ корреляции морфометрии брыжеечных лимфатических узлов и концентрации цитокинов 

в лимфе грудного протока при химиотерапии рака молочной железы, хирургическом лечении и последующей химиоте-

рапии  Методика. Рак молочной железы индуцировали введением N-метил-N-нитрозомочевины 5 раз с интервалом 7 сут 

подкожно в область 2-й молочной железы справа  Курс химиотерапии проходил по схеме CMF  Корреляцию между кон-

центрациями 24 цитокинов лимфы и числом клеток структурных зон лимфатических узлов оценивали по коэффициенту 

ранговой корреляции Спирмена  результаты  После химиотерапии РМЖ, по сравнению с РМЖ без лечения, морфологиче-

ские преобразования в лимфатических узлах свидетельствуют о снижении активности местного иммунного ответа  Иссле-

дование корреляции концентрации цитокинов в лимфе со структурными изменениями в лимфатических узлах выявило 

зависимости направленные на повышение иммуномодулирующего и противоопухолевого действия цитокинов  После 

оперативного лечения РМЖ и последующей химиотерапии, по сравнению только с химиотерапией РМЖ, выявлены поло-

жительные связи иммунобластов с цитокином GRO/KC в герминативных центрах, цитокина IL-6 – с митотически 

делящимися клетками в герминативных центрах и мозговых тяжах, IL-5 – с иммунобластами в мозговых тяжах, 

хемокина MIP-1a – со зрелыми плазматическими клетками в мозговых синусах  Увеличено количество иммунобла-

стов, средних и малых лимфоцитов в герминативных центрах, возросло количество малых лимфоцитов, незрелых и 

зрелых плазматических клеток в мозговых синусах  Увеличены площади мозговых тяжей и паракортикальной зоны  Выяв-

лена корреляция: цитокина IL-1α с малыми лимфоцитами, IL-6 с иммунобластами, IL-7 и IL-18 – со средними лимфоцитами, 

GRO/KC – с иммунобластами, IL-17 – с макрофагами в Т-зависимой зоне; IL-7 и IL-18 – с иммунобластами, IL-12 – с макро-

фагами, MIP-1a и MCP-1 со зрелыми плазматическими клетками в мозговых синусах  заключение. После оперативного 

лечения РМЖ c последующей химиотерапией, по сравнению только с химиотерапией РМЖ, выявлены взаимозависимо-

сти концентрации цитокинов в лимфе грудного протока с морфологическими изменениями в брыжеечных лимфатических 

узлах, которые могут указывать на повышение активности местного звена иммунного ответа 
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Kazakov O.v.1, Poveshchenko a.f.1,2, Orlov n.B.1, reiter  t.v.1, Poveshchenko O.v.1,  

Kabakov a.v.1, strunkin d.n.1, lykov a.P.1, Konenkov v.i.1

relationship between lymph concentration of cytokines and structural transformations in mesenteric 

lymph nodes in chemotherapy, surgical treatment, and chemotherapy of experimental breast cancer
1Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology, Branch of the Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Timakova 

Str  2, Novosibirsk 630060, Russia;
2Novosibirsk State Pedagogical University, Vilyuiskaya Str  28, Novosibirsk 630126, Russia

the aim of this study was to analyze correlations of the morphometry of mesenteric lymph nodes with cytokine concentrations in 

thoracic duct lymph in chemotherapy and surgical treatment with subsequent chemotherapy of breast cancer  methods. Breast 

cancer was induced by subcutaneous injection of N-methyl-N-nitrosourea 5 times with 7-day intervals, into the region of the 2nd 

breast on the right  The course of chemotherapy was performed according to the CMF scheme  Correlations between concentra-

tions of 24 cytokines of the lymph and cells of lymph node structural regions were estimated by the Spearman rank correlation 

coefficient  results. After chemotherapy for breast cancer compared to untreated breast cancer, morphological transformations 

in lymph nodes indicated decreased activity of the local immune response  Analysis of correlations between lymph concentra-

tions of cytokines and structural changes in lymph nodes identified relationships aimed at increasing the immunomodulatory and 

antitumor effects of cytokines  After surgical treatment of breast cancer and subsequent chemotherapy compared to 

chemotherapy alone, positive correlations were found for immunoblasts with cytokine GRO/KC in germinative cen-

ters, for cytokine IL-6 with mitotically dividing cells in germinative centers and medullary cords, for IL-5 with immu-

noblasts in medullary cords, and for chemokine MIP-1a with mature plasma cells in medullary sinuses  Numbers of 

immunoblasts and medium and small lymphocytes were increased in germinative centers whereas numbers of small lympho-

cytes and immature and mature plasma cells were increased in medullary sinuses  Areas of medullary cords and the paracortical 

zone were increased  Correlations were found for cytokine IL-1α with small lymphocytes, for IL-6 with immunoblasts, for IL-7 and 

IL-18 with medium lymphocytes, for GRO/KC with immunoblasts, for IL-17 with macrophages in the T-dependent zone, for IL-7 and 

IL-18 with immunoblasts, for IL-12 with macrophages, and for MIP-1a and MCP-1 with mature plasma cells in medullary sinuses  

conclusion. After surgical treatment of breast cancer and subsequent chemotherapy compared to chemotherapy alone, cyto-

kine concentrations in lymph of the thoracic duct were observed to correlate with morphological changes in mesenteric lymph 

nodes, which may indicate increased activity of the local immune response 
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Рак молочной железы (РМЖ) является самой ши-

роко диагностируемой онкопатологией у женщин в 

большинстве стран мира [8]. Одним из патогенетиче-

ских механизмов возникновения и прогрессии опухо-

левого роста являются белки, главным образом акти-

вированных клеток иммунной системы, обеспечива-

ющие межклеточные взаимодействия – цитокины. 

Они секретируются как лимфоидными, так и опухоле-

выми клетками, оказывая влияние на множество раз-

личных клеток-мишеней, играя свою роль в патогене-

зе опухолевого роста и метастазировании, которое про-

исходит, преимущественно, лимфогенно [4, 11]. При 

метастазировании основным, а зачастую, единствен-

ным методом лечения рака является химиотерапия 

(ХТ), которая усугубляет имеющийся дисбаланс в им-

мунной системе, оказывая повреждающее действие на 

лимфоидную ткань, что является одной из централь-

ных проблем терапии опухолей. Изучение взаимосвя-

зи содержания цитокинов в лимфе грудного протока 

со структурными изменениями в брыжеечных лимфа-

тических узлах при химически индуцированном РМЖ, 

после химиотерапии, а также оперативного лечения 

РМЖ с последующей химиотерапии позволит оценить 

состояние местного иммунного ответа при данных спо-

собах лечения.

Цель исследования — изучение взаимосвязи разных 

функциональных групп цитокинов лимфы грудного 

лимфатического протока с морфологическими пока-

зателями структурно-функциональных зон брыжееч-

ных лимфатических узлов крыс при эксперименталь-

ном раке молочной железы, а также после оператив-

ного лечения рака молочной железы и химиотерапии.

Методика

Работа выполнена на 80 половозрелых самках крыс 

Вистар. Возраст крыс на начало эксперимента 3 мес, масса 

250–300 г. Все эксперименты выполнены в соответствии 

с «Правилами работ с использованием эксперименталь-

ных животных», утвержденными приказом Минздрава 

№ 577 от 12.08.77 г., с соблюдением принципов гуманно-

сти, изложенных в директиве Европейского сообщества 

(86/609/ЕС). Было сформировано четыре группы живот-

ных: 1-я – интактные животные, 2-я – РМЖ без лече-

ния, 3-я – РМЖ+химиотерапия (ХТ), 4-я – резекция 

РМЖ + ХТ. В каждой группе было по 20 животных. 

РМЖ индуцировали 5-кратным введением N-метил-N-

нитрозомочевины (МНМ; «Sigma») с интервалом в 7 сут 

(подкожно в область 2-й молочной железы справа) [1]. Че-

рез 6 мес с момента индукции РМЖ проводили курс ХТ 

в виде внутрибрюшинного введения 15 мг/кг 5-фторура-

цила и 2,5 мг/кг метотрексата («Ebewe») на 1-е и 8-е сут 

и 3 мг/кг циклофосфана («Биохимия») внутрибрюшинно 

ежедневно однократно в течение 14 сут. Из эксперимента 

крыс выводили через 6.5 мес с момента индукции РМЖ 

под наркозом (40 мг/кг нембутала внутрибрюшинно; 

«Sigma»). На основании результатов гистологического 

и иммуногистохимического исследования через 6 мес 

верифицирован аналог люминального B-типа РМЖ 

человека [1]. Гистологическое исследование брыжееч-

ных лимфатических узлов проводили по стандартной 

методике. При микроскопии определяли общую пло-

щадь среза лимфатических узлов, площадь лимфоидных 

узелков с герминативными и без герминативных цен-

тров, коркового плато и паракортикальной зон, мозго-

вых тяжей и мозговых синусов, краевого синуса, кап-

сулы и трабекул. Лимфу брали из цистерны грудного 

лимфатического протока, куда оттекает лимфа от кра-

ниальных брыжеечных лимфатических узлов. Концен-

трации цитокинов в лимфе оценивали методом проточ-

ной флюориметрии на 2-лучевом лазерном автоматизи-

рованном анализаторе Bio-Plex Assay System (Bio-Rad) 

c использованием коммерческой тест-системы в соот-

ветствии с инструкцией фирмы-производителя Bio-Plex 

Pro Rat Cytokoness 24-Plex Assay (Bio-Rad) [3]. 

Результаты исследования статистически обраба-

тывали в программе Statistica 6.0 (StatSoft, Inc.). Дан-

ные представлены как среднее значение и среднеква-

дратическое отклонение (M±s); медиана (Me), ниж-

ний и верхний квартили (Q1; Q3). При статистической 

обработке значения цитокинов, выходившие за ниж-

нюю границу чувствительности метода (<2 пкг/мл), 

принимали за 1 пкг/мл. Статистическую значимость 

различий рассчитывали по U критерию Манна—Уит-

ни. Различия между группами считали значимыми при 

р<0,05. Сопряженность между исследуемыми параме-

трами (цитокинами и клетками структурных зон бры-

жеечных лимфатических узлов) оценивали по коэф-

фициенту ранговой корреляции Спирмена (r).  

результаты

Исследование взаимосвязи концентрации цитоки-

нов лимфы с морфологическими изменениями бры-

жеечных лимфатических узлов при химически инду-

цированном РМЖ выявило ряд зависимостей, кото-

рые могут быть обусловлены местным иммунным 

ответом в лимфатических узлах направленным на про-

тивоопухолевую защиту [2]. Морфометрические пара-

метры брыжеечных лимфатических узлов при экспе-

риментальном РМЖ и различных вариантов терапии 

представлены в табл. 1, 2. 

Как видно из табл. 1 площади герминативных цен-

тров лимфоидных узелков и мозговых тяжей увеличе-
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ны.  Выявлена корреляция (табл. 3) между количеством 

митотически делящихся клеток в герминативных цен-

трах и мозговых тяжах с иммунорегуляторным цито-

кином IL-5, который стимулирует пролиферацию и 

дифференцировку активированных В-клеток [16]. Вы-

явлена корреляция средних лимфоцитов в гермина-

тивных центрах и мозговых тяжах с хемокином MIP-

1a, иммунобластов герминативных центров с цитоки-

ном GRO/KC (табл. 3), увеличено количество 

макрофагов в В- и Т-зависимых зонах (табл. 2) при уве-

личении площади синусной системы и общей площа-

ди срезов лимфатических узлов (табл. 1). 

В паракортикальной зоне выявлена корреляция 

макрофагов с хемокином MCP-1 и IL-6 с ретикуляр-

ными клетками (табл. 3). Оба цитокина продуцируют-

ся мезенхимными стволовыми клетками, способствуя 

миграции и метастазированию клеток РМЖ, что мо-

жет служить одним из факторов роста и прогрессиро-

вания опухоли [6, 7, 14]. 

Об этом может свидетельствовать корреляция ре-

тикулярных клеток с цитокином M-CSF, который ока-

зывает влияние на фагоцитарную активность, что так-

же может быть связано с ростом первичной опухоли и 

метастазами в лимфатические узлы. Уменьшение ко-

личества малых лимфоцитов и зрелых плазматических 

клеток в мозговых синусах и их прямая взаимосвязь с 

хемокином GRO/KC, определяющим хемотаксис им-

мунокомпетентных клеток, может быть обусловлена 

миграцией этих клеток из лимфатического узла. 

После ХТ РМЖ выявлена положительная связь кон-

центрации цитокина IFNγ с макрофагами и малыми 

лимфоцитами в герминативных центрах лимфоидных 

узелков (площадь герминативных центров уменьшена, 

пролиферативная активность клеток в ней снижена), 

и митотически делящимися клетками в мозговых тяжах 

(площадь мозговых тяжей уменьшена). Эта зависимость 

может быть связана с действием IFNγ, который обла-

дает иммуномодулирующим и противоопухолевым дей-

ствием, усиливая цитотоксические реакции, опосредо-

ванные Т-лимфоцитами. О влиянии на иммунную си-

стему может указывать корреляция иммунобластов 

с хемокином MIP-1α в герминативных центрах и уве-

личение количества малых лимфоцитов на 28% 

в Т-зависимой зоне лимфатических узлов. Об этом также 

может свидетельствовать корреляция цитокина IL-17 

с количеством зрелых плазматических клеток (количе-

ство увеличено на 34%) в мозговых тяжах. Основное 

действие IL-17 заключается в активации нейтрофилов 

и макрофагов в месте воспаления, а также в усилении 

активности большинства цитокинов, особенно провос-

палительных [5]. К провоспалительным цитокинам от-

носится и цитокин IL-12, имеющий положительную 

связь с нейтрофилами в мозговых тяжах и являющийся 

ключевым цитокином для усиления клеточно-опосре-

дованного иммунного ответа. В мозговых синусах вы-

явлена положительная связь зрелых плазматических 

клеток с цитокином IL-18, который непосредственно 

вовлечен в патогенез РМЖ, являясь одним из основных 

иммунорегуляторных цитокинов, принимающим уча-

стие в местном ответе организма на процессы опухоле-

образования [13]. По биологическим эффектам IL-18 

является функциональным дублером и синергистом IL-

12 [15], способствуя преимущественной дифференци-

ровке Т-хелперов 0 в Т-хелперы 1. Кроме того, IL-18 

приводит к образованию GM-CSF и тем самым усили-

вает лейкопоэз. 

После оперативного лечения РМЖ и последующей 

ХТ, по сравнению только с ХТ РМЖ, выявлены взаи-

Таблица 1

изменение площади брыжеечных лимфатических узлов, лимфоидных узелков с герминативными центрами, мозговых тяжей,  

мозговых и краевого синусов, паракортикальной зоны при химически индуцированном рМЖ, химиотерапии (Хт), операции рМЖ  

и Хт (ОХт), me (lQ-hQ)

Параметр Контроль (1) РМЖ (2) ХТ  (3) ОХТ (4)

Общая площадь БЛУ 215.5

(200-248)

284

(249-308)1

117

(111-134)1,2

212

(198-228)2,3

Площадь лимфоидных узелков с герминативными 

центрами

6 (4-7) 9 (9-11)1 2 (2-3)1,2 3 (2-3)2

Площадь мозговых тяжей 71,5 (69-86) 95 (90-102)1 45 (43-50)1,2 71 (69-77)2,3

Площадь мозговых синусов 56 (54-60) 92 (80-93)1 38 (37-40)1,2 73 (69-78)1,3

Площадь краевого синуса 2 (2-2) 3 (3-4)1 1 (0-2)2 1 (1-2)2

Площадь паракортикальной зоны 65 (58-73) 62 (48-72) 24 (22-29)1,2 55 (51-58)3

Примечание. Цифры 1, 2, 3 — статистически значимые отличия от величин соответствующих экспериментальных групп, p<0,05.
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Таблица 2

Клеточный состав структурно-функциональных зон брыжеечных лимфатических узлов крыс Вистар в контроле,  

при химически индуцированном рМЖ, химиотерапии (Хт), операции и Хт (ОХт), me (lQ-hQ)

Клетки Интактные животные (1) РМЖ (2) ХТ (3) ОХТ (4)

Герминативные центры вторичных лимфоидных узелков

ИМ 8.4 (7.2-9.0) 9.4 (9.4-9.8)1 3,2 (3,0-3,4)1,2 10,4 (10,4-12,0)1,2,3

СЛ 16.0 (15.6-16.6) 15.0 (14.0-15.2) 9,2 (8,8-9,2)1,2 14,6 (14,4-14,6)1,3

МЛ 40.4 (37.4-40.6) 26.4 (26.4-26.6)1 31,0 (31,4-32,8)1,2 35,6 (35,4-35,6)1,2,3

МФ 3.4 (3.0-3.6) 5.2 (4.8-5.4)1 1,6 (1,6-1,8)1,2 4,0 (4,0-4,4)1,2,3

РК 5.0 (4.8-6.0) 4.2 (4.2-4.6) 4,6 (4,2-4,8) 6,6 (6,6-7,0)1,2,3

Митозы 1.6 (1.4-1.6) 2.6 (2.2-2.6)1 0,0 (0,0-0,4)1,2 3,4 (2,8-3,4)1,2,3

Паракортикальная зона

ИМ 1.2 (0.8-1.2) 0.6 (0.4-0.6)1 0,2 (0,2-0,4) 0,2 (0,0-0,2)

СЛ 4.6 (4.6-5.2) 4.0 (4.0-4.4)1 3,8 (3,8-4,8) 6,2 (6,0-6,4)1,2,3

МЛ 77.6 (75.6-82.0) 64.8 (63.6-67.8)1 83,0 (82,2-83,0)1,2 56,2 (56,0-58,6)1,2,3

МФ 2.8 (2.8-3.0) 4.8 (4.8-5.8)1 1,0 (1,0-1,2)1,2 1,8 (1,6-2,0)1,2,3

РК 3.6 (3.4-4.0) 4.4 (4.0-4.6) 3,8 (3,4-3,8)2 7,2 (7,2-8,6)1,2,3

ТК 0.2 (0-0.2) 0.2 (0-0.2) 0,2 (0,2-0,4) 0,2 (0,2-0,2)

Мозговые тяжи

СЛ 5.2 (5.0-7.2) 7.0 (6.8-7.8) 8,8 (6,0-8,8) 7,0 (6,8-7,2)

МЛ 17.4 (17.4-17.8) 11.8 (11.4-12.2)1 14,8 (14,6-15,2)1,2 12,6 (12,6-12,8)1,2,3

ИМ 1.4 (1.4-1.6) 1.2 (1.2-1.6) 1,4 (1,2-1,4) 1,6 (1,4-2,2)

НПл 4.8 (4.8-5.2) 5.0 (5.0-7.0) 12,4 (11,2-13,8)1,2 10,8 (10,6-10,8)1,2,3

ЗПл 21.4 (20.6-24.0) 16.0 (15.2-17.6)1 21,4 (20,6-21,6)2 19,0 (18,8-19,0)1,2

МФ 2.8 (2.4-2.8) 6.0 (6.0-6.2)1 3,8 (3,6-4,0)1,2 3,6 (3,6-3,6)1,2

РК 3.2 (2.8-3.4) 6.0 (5.8-6.2)1 7,4 (7,2-8,0)1,2 6,6 (6,6-6,8)1,2,3

Митозы 0.2 (0.2-0.4) 0.6 (0.4-0.8) 0,2 (0,2-0,4) 0,2 (0,2-0,6)

НФ 0.2 (0.2-0.2) 0.2 (0.2-0.2) 0,2 (0,2-0,2) 0,6 (0,6-0,6)

Мозговые синусы

СЛ 4.0 (3.8-4.6) 3.4 (3.0-4.0) 3,0 (3,0-3,8) 10,0 (10,0-10,4)1,2,3

МЛ 18.0 (16.8-18.8) 11.4 (10.4-11.8)1 10,2 (9,8-10,2)1,2 16,0 (15,8-16,2)2,3

ИМ 0.8 (0.8-0.8) 1.0 (1.0-1.2)1 0,4 (0,2-0,4)1,2 0,2 (0,2-0,4)1,2

НПл 4.8 (4.4-5.0) 3.6 (3.0-3.8)1 4,2 (3,8-4,4) 6,6 (6,6-6,8)1,2,3

ЗПл 14.2 (13.0-14.4) 9.2 (9.2-9.6)1 14,0 (13,0-14,4)2 21,8 (21,2-22,0)1,2,3

МФ 2.2 (2.0-2.4) 4.4 (4.4-5.4)1 2,4 (2,4-2,6)2 4,0 (3,6-4,6)1,3

РК 5.8 (4.8-6.0) 6.6 (6.0-6.6) 6,2 (5,2-6,2) 6,6 (6,4-6,8)1

ТК 0.2 (0.2-0.2) 0.2 (0.0-0.2) 0,0 (0,0-0,4) 0,2 (0,2-0,2)

НФ 0.0 (0.0-0.4) 0.2 (0.0-0.2) 0,2 (0,2-0,4) 0,4 (0,4-0,6)2

Примечание. ИМ — иммунобласты, СЛ — средние лимфоциты, МЛ — малые лимфоциты, НПл — незрелые плазмоциты, ЗПл — зрелые 

плазмоциты, РК — ретикулярные клетки, МФ — макрофаги, ТК — тучные клетки, НФ — нейтрофилы. 1, 2, 3 — обозначено статистиче-

ски значимое отличие от величин соответствующих экспериментальных групп. p<0,05.
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Таблица 3

Положительные связи клеток структурно-функциональных зон брыжеечных лимфатических узлов с цитокинами в лимфе крыс Вистар 

при химически индуцированном рМЖ, после химиотерапии рМЖ (Хт) и после операции и химиотерапии (ОХт) (r)

Груп-

пы

Клет-

ки

Цитокины

IL-1a IL-5 IL-6 IL-7 IL-12 IL-17 IL-18 GRO/KC IFNγ M-CSF MIP-1a MCP-1 

Герминативные центры вторичных лимфоидных узелков

РМЖ ИМ - - - - - - - 0.949 - - - -

СЛ - - - - - - - - - - 0.90 -

РК - - - - 0.949 - - - - - - -

Мит - 0,975 - - - - - - - - - -

ХТ ИМ - - - - - - - - - - 0.975 -

МЛ - - - - - - - - 0.90 - - -

МФ - - - - - - - 0.975 - -

ОХТ ИМ - - - - - - - 0.979 - - - -

Мит - - 0.889 - - - - - - - - -

Паракортикальная зона

РМЖ МФ - - - - - - - - - - - 0.949

ТК - 0.949 - - - - - - - - - -

РК - - 0.90 - - - - - - 0.90 - -

ОХТ ИМ - - 0.892 - - - - 0.949 - - - -

СЛ - - - 0.90 - - 0.90 - - - - -

МЛ 0.90 - - - - - - - - - -

МФ - - - - - 0.975 - - - - - -

ТК - - - - - - - - - 0.894 - -

Мозговые тяжи

РМЖ СЛ - - - - - - - - - - 0.90 -

Мит - 0.90 - - - - - - - - - -

ХТ ИМ - - - - - - - - - 0.975 - -

ЗПл - - - - - 0.975 - - - - - -

Мит - - - - - - - - 0.975 - - -

НФ - - - - 0.895 - - - - - - -

ОХТ ИМ - 0.90 - - - - - - - - - -

СЛ - - - - - - - - - 0.90 - -

Мит - - 0.973 - - - - - - - - -

РК - - - - - - - - - - - 0.975

Мозговые синусы

РМЖ МЛ - - - - - - - 0.90 - - - -

ИМ - - - - - - - - 0.894 - - -

ЗПл - - - - - - - 0.975 - - - -

ХТ ЗПл - - - - - - 0.90 - - - - -

МФ - - - - - - - - - - - -

ОХТ ИМ - - - 0.894 - - 0.894 - - - - -

ЗПл - - - - - - - - - - 0.90 0.90

МФ - - - - 0.90 - - - - - - -

РК - - - - 0.90 - - - - - - -

Примечание. Приведен коэфициент ранговой корреляции Спирмена (r). Сокращения: ИМ – иммунобласты, СЛ – средние лимфоциты, МЛ 

– малые лимфоциты, ЗПл – зрелые плазмоциты, Мит – митозы, РК – ретикулярные клетки, МФ – макрофаги, ТК – тучные клетки. p<0,05.
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мозависимости концентрации цитокинов в лимфе 

грудного протока с морфологическими изменениями 

в брыжеечных лимфатических узлах, которые могут 

указывать на повышение активности местного звена 

иммунного ответа. Об этом могут свидетельствовать 

выявленные положительные связи иммунобластов в 

герминативных центрах лимфоидных узелков с цито-

кином GRO/KC, цитокина IL-6 – с количеством ми-

тотически делящихся клеток в герминативных центрах 

и мозговых тяжах, IL-5 – с иммунобластами в мозго-

вых тяжах, хемокина MIP-1a – с количеством зрелых 

плазматических клеток в мозговых синусах. 

Обсуждение

Выявленные коррелятивные взаимосвязи могут 

указывать на усиление пролиферативной активности 

В-клеток, регуляции процессов созревания антите-

лопродуцирующих клеток и продукции иммуногло-

булинов [12, 17]. Эти зависимости выявлены на фо-

не повышения пролиферативной активности клеток 

в герминативных центрах, увеличения площади моз-

говых тяжей, увеличения количества малых лимфоци-

тов, а также незрелых и зрелых плазматических кле-

ток в мозговых синусах (табл. 1, 2). После оператив-

ного лечения РМЖ и ХТ нами также были выявлены 

признаки повышения активности Т-звена иммунно-

го ответа. Отмечаемая в паракортикальной зоне по-

ложительная связь малых лимфоцитов с цитокином 

IL-1α может быть вызвана преимущественной акти-

вацией данным цитокином Т-лимфоцитов. Взаимос-

вязи цитокина IL-6 с иммунобластами, а IL-7 и IL-18 

– со средними лимфоцитами в паракортикальной зо-

не и иммунобластами в мозговых синусах, могут быть 

обусловлены стимуляцией пролиферации незрелых и 

дифференцированных активированных Т-клеток. По 

данным литературы цитокин IL-6 демонстрирует бо-

лее сильную синергию с IL-7, чтобы стимулировать 

наивные CD8 (+) Т-клетки [9]. Отмечаемая положи-

тельная связь средних лимфоцитов (количество кото-

рых в паракортикальной зоне увеличено) с цитокином 

IL-18, а также увеличение самой площади паракорти-

кальной зоны может свидетельствовать о повышении 

активности Т-звена иммунного ответа. При этом в па-

ракортикальной зоне выявлены связи GRO/KC – с им-

мунобластами, M-CSF – с тучными клетками, а также 

отмечаются признаки макрофагальной реакции: воз-

росло количество макрофагов, выявлена положитель-

ная связь IL-17 с макрофагами. Об активации макро-

фагальной реакции и влиянии на иммунные клеточные 

реакции может свидетельствовать положительная вза-

имосвязь IL-12 с макрофагами [10] в мозговых сину-

сах, а также увеличение количества макрофагов в гер-

минативных центрах и мозговых синусах. 

заключение

 После оперативного лечения РМЖ и последую-

щей ХТ, по сравнению только с ХТ РМЖ, выявлены 

взаимозависимости концентрации цитокинов в лим-

фе грудного протока с морфологическими изменени-

ями в брыжеечных лимфатических узлах, которые мо-

гут указывать на повышение активности местного зве-

на иммунного ответа.
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УДК 616-092

Маклакова и.Ю.1,2, гребнев д.Ю.1,2 

Коррекция морфофункционального состояния печени  
при остром гепатите с помощью стволовых клеток

1ФГБОУ ВО Уральский государственный медицинский университет Минздрава России, 

620028, г  Екатеринбург, ул  Репина, д  3;
2ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий», 

620026 г  Екатеринбург, Россия, ул  Карла Маркса, д  22 А

Цель работы – изучение влияния сочетанной трансплантации мультипотентных мезенхимальных стромальных и гемопоэ-

тических стволовых клеток на регенерацию печени в физиологических условиях и в условиях токсического гепатита  Мето-

дика. Эксперименты выполнены на 84 белых лабораторных мышах-самцах, возраст 7-8 мес  Токсический гепатит вызывали 

внутрибрюшинным введением четыреххлористого углерода (CCl
4 

в дозе 50 мкг/кг  Животным опытной группы в хвосто-

вую вену вводили мультипотентные мезенхимальные стромальные (ММСК, 4 млн клеток/кг) и гемопоэтические стволовые 

клетки (ГСК, 330 тыс  клеток/кг)  Для инъекции полученные клетки суспендировали в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl  Живот-

ным контрольной группы внутривенно вводили 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl  Внутривенные введения осуществляли через 

1 ч после введения четыреххлористого углерода однократно  Для трансплантации использовали ММСК третьего пассажа, 

а ГСК не подвергались культивированию  Изучали влияние сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на биохимические 

показатели периферической крови и морфометрические показатели печени в физиологических условиях и после введе-

ния CCl
4
 на 1-е, 3-и, 7-е сут  результаты. Показано, что проведение сочетанной трансплантации мультипотентных мезен-

химальных стромальных и гемопоэтических стволовых клеток при токсическом гепатите приводило к снижению актив-

ности ферментов цитолиза, активации белоксинтезирующей функции печени  Также отмечалось увеличение количества 

гепатоцитов, повышение митотической активности, что указывает на активацию внутриклеточной регенерации  Обнару-

женное увеличение числа двуядерных гепатоцитов, размеров ядра, ядерно-цитоплазматического соотношения говорит 

об усилении процесса внутриклеточной регенерации в печени 

Ключевые слова: токсический гепатит; регенерация печени; мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; 

гемопоэтические стволовые клетки 
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maklakova i.Yu.1, 2, grebnev d.Yu.1,2

correction of the the liver morpho-functional state with stem cells in acute hepatitis 
1Ural State Medical University, 

Repina Str  3, Ekaterinburg 620028, Russia;
2Institute of Medical Cell Technologies, 

Karla Marksa St  22 A, Ekaterinburg 620026, Russia

The aim of the work was studying the effect of combined transplantation of multipotent mesenchymal stromal and hematopoi-

etic stem cells on regeneration of the liver under the physiological conditions and in toxic hepatitis  methods. Experiments were 

performed on 84 white laboratory male mice aged 7-8 months  Toxic hepatitis was induced by administration of carbon tetrachlo-

ride (CCl4) at a dose of 50 µg/kg, i p  Mice were divided into experimental and control groups  The experimental group received 

caudal vein injections of multipotent mesenchymal stromal (MMSC) and hematopoietic stem cells (HSC) derived from the placenta 

chorion of female mice at respective doses of 4M cells/kg and 330K cells/kg suspended in 0 2 ml of 0 9% NaCl  Control animals 
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were given 0 2 ml of 0 9 % NaCl, i v  Intravenous injections were performed once 1 hour following the administration of carbon 

tetrachloride  MMSCs of the third passage were used for transplantation, while transplanted HSCs were not cultured  Effects of 

the combined MMSC and HSC transplantation on blood biochemistry and liver morphometry were studied under the physio-

logical conditions and at 1, 3, and 7 days after administration of CCl4  results  In toxic hepatitis, the combined transplantation of 

multipotent mesenchymal stromal and hematopoietic stem cells resulted in decreased activity of cytolytic enzymes, activation 

of hepatic protein synthesis, increased number of hepatocytes, and increased mitotic activity indicative of activation of intracel-

lular regeneration  Increases in the number of binuclear hepatocytes, nucleus size, and the nuclear-cytoplasmic ratio suggested 

an enhancement of intracellular regeneration in the liver 

Keywords: toxic hepatitis; liver regeneration; multipotent mesenchymal stromal cells; hematopoietic stem cells 
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Введение

Печень представляет собой важнейший орган, обе-

спечивающий постоянство внутренней среды организ-

ма. Воздействие гепатотропных ядов вызывает разру-

шение гепатоцитов с последующим развитием пече-

ночной недостаточности. Ежегодно от печеночной 

недостаточности на Земле погибает около 2 млн чело-

век. Летальность при печеночной недостаточности до-

стигает 80 %, а в случае развития печеночной комы – 

80–90% [1]. Это свидетельствует о том, что существу-

ющие на сегодняшний день терапевтические подходы 

к лечению печеночной недостаточности не эффектив-

ны, что диктует необходимость поиска новых методов 

лечения токсического гепатита. Обращает на себя вни-

мание рост в последние годы количества публикаций, 

связанных с использованием биомедицинских клеточ-

ных продуктов. Так, в ряде работ показана эффектив-

ность использования мультипатентных мезенхималь-

ных стромальных клеток (ММСК) с целью восстанов-

ления биохимических параметров периферической 

крови при токсическом гепатите [2, 3]. Появились ра-

боты об участии ММСК и ГСК в активации репара-

тивных процессов в органах при различных видах по-

вреждения (токсическом, облучении, травме) [4–6]. 

Учитывая биологические свойства мультипотентных 

мезенхимальных стромальных и гемопоэтических ство-

ловых клеток, представляется перспективным исполь-

зование сочетанной трансплантации этих видов кле-

ток для активации регенерации печени при токсиче-

ском повреждении [7, 8]. В последние годы в 

зарубежной и отечественной литературе увеличивает-

ся количество публикаций, свидетельствующих о во-

влеченности в репаративную регенерацию печени ГСК 

и ММСК при ее токсическом повреждении [9, 10]. Из-

вестно, что ММСК обладают способностью к мигра-

ции в ткани, подвергшиеся наибольшему поврежде-

нию, выработки противовоспалительных цитокинов 

(TGF-β, ИЛ-10) и факторов роста (SCF-stem cell factor, 

HGF-hepatocyte grow factor) [2, 9]. Также ММСК син-

тезируют хемоаттрактант для ГСК (SDF-1- stromal cell-

derived factor-1), который приводит к усилению хоу-

минга аллогенных и аутологичных ГСК в поврежден-

ную печень [11-13]. ММСК и ГСК способны 

активировать регенерацию гепатоцитов, сливаясь с ге-

патоцитами – fusion-effect [14-16]. Источниками ГСК 

являются костный мозг, периферическая кровь, фе-

тальные ткани. Установлено, что ткань зрелой плацен-

ты содержит большее количество ГСК по сравнению 

с костным мозгом [17]. Также доказано, что плацен-

тарные стволовые клетки обладают большим проли-

феративным потенциалом, способностью к дифферен-
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цировке, синтезу биологически активных веществ, об-

ладают более выраженной иммуномодулирующей 

активностью [9, 17]. Кроме того, большим преимуще-

ством является возможность получения клеток пла-

центы неоперативным путем.

     Цель исследования – изучение процесса регене-

рации печени в условиях токсического гепатита на фо-

не сочетанной трансплантации мультипотентных ме-

зенхимальных стромальных клеток и гемопоэтических 

стволовых клеток.

Методика

Эксперименты выполнены на 84 белых лаборатор-

ных беспородных мышах-самцах из питомника «White 

river» г. Уфа. Возраст животных 7-8 мес, масса 25-27 г. 

Все эксперименты, уход и содержание осуществлялись 

в соответствии с Директивой № 63 от 22 сентября 2010 

г. Президиума и Парламента Европы «О защите живот-

ных, используемых для научных исследований» и при-

казом Минздрава РФ № 267 от 19.06.2003 «Об утверж-

дении правил лабораторной практики». Протокол ис-

следований одобрен локальным этическим комитетом 

ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский 

университет» протокол № 8 от 20.10.2017. Токсический 

гепатит воспроизводили внутрибрюшинным введени-

ем четыреххлористого углерода (CCl
4
) (50 мкг/кг). Жи-

вотным экспериментальной группы внутривенно вво-

дили суспендированные в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl 

ММСК и ГСК соответственно в дозе 4 млн клеток/кг и 

330 тыс. клеток/кг. Животным контрольной группы в 

хвостовую вену вводили 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl. 

Инъекции осуществляли через 1 ч после введения CCl
4
. 

Исследовали влияние сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК на биохимические показатели перифе-

рической крови и морфометрические параметры пече-

ни в физиологических условиях и после введения CCl
4
 

на 1-е, 3-и, 7-е сут. Из опыта животных выводили дека-

питацией под легким эфирным наркозом. 

Культуры ММСК и ГСК получали из хориона пла-

центы 5-ти мышей-самок (возраст 3–4 мес, срок геста-

ции 18 сут). В исследовании использовано 32 плаценты. 

Мононуклеарную фракцию клеток получали последова-

тельной механической и ферментативной (раствор акку-

тазы (Millipore, США)) обработкой ткани плаценты. Вы-

деление ГСК осуществляли методом позитивной имму-

номагнитной сепарации по антигенам SCA-1 (StemCell 

Technologies, СШA) и CD 117 (StemCell Technologies, 

СШA) (X. Munira и соавт., 2009). Трансплантированные 

ГСК не подвергались культивированию. 

Культивирование ММСК проводили в условиях СО
2
 

– инкубатора (Termo Scientific, США) при температуре 

37 ºC с содержанием углекислого газа 5% и влажностью 

90%. Состав среды культивирования: MesenCult MSC 

Basal Medium Mouse («StemCell Technologies», Канада) 

и MesenCult™ Proliferation Supplements Mouse («StemCell 

Technologies», Канада) в соотношении 4:1. Также в со-

став данной среды входило 2 ммоль раствора 

L-глутамина («StemCell Technologies», Канада) и анти-

биотики – пенициллин (50 ед/мл) и стрептомицин (50 

мкг/мл) «StemCell Technologies», Канада. При форми-

ровании монослоя осуществляли пересев клеток. Для 

этого после удаления специализированной среды для 

культивирования к клеткам добавляли раствор аккута-

зы (StemCell Technologies, СШA), позволяющий разру-

шать межклеточные контакты и отделять клетки от дна 

чашки Петри, не нарушая при этом целостность мем-

браны клетки. Для нейтрализации фермента добавляли 

эквивалентный объем среды DMEM («StemCell 

Technologies», Канада), содержащей 10 % по объему фе-

тальной бычьей сыворотки (FBS, fetal bovine serum) 

(«StemCell Technologies», Канада). В дальнейшем, клет-

ки были суспендированы в специализированной среде 

для культивирования ММСК и подсчитаны в камере 

Горяева. Минимальное количество клеток, снимаемых 

после нулевого пассажа – 1,0 х 104 клеток/см2. Для 

трансплантации лабораторным животным были исполь-

зованы ММСК третьего пассажа. Иммунофенотип 

ММСК характеризуется: CD105+, Sca1+, CD29+, 

CD45- [2]. Иммунофенотипирование суспензии ММСК 

проводили методом проточной цитометрии с исполь-

зованием моноклональных антител, конъюгированных 

с флуорохромами (Becton Dickinson, США). В фракции 

трансплантируемых клеток оценивали содержание 

ММСК с иммунофенотипом положительных по CD105, 

CD29, Sca-1 и отрицательных по CD45 на проточном 

цитометре Beckman Coulter Navios с помощью набора 

Mouse Mesenchymal Stem CellMulti-Color Flow Cytometry 

Kit (Bio-Techne, США). Количество жизнеспособных 

клеток с фенотипом CD45-CD105+Sca1+CD29+ со-

ставляло 93,5 % (рис. 1). 

Иммунофенотип ГСК мыши характеризуется: 

Sca1+, CD38+, CD117+, Lin-, CD34-. Идентифика-

цию ГСК проводили на проточном цитометре Beckman 

Coulter Navios. В суспензии трансплантируемых кле-

ток оценивали содержание ГСК с иммунофенотипом 

положительных по CD117, Sca-1 и отрицательных по 

Lin- (CD45, С3е, Ly-6G, M1/70, Ter-119). Содержание 

жизнеспособных клеток после иммуномагнитной се-

парации с иммунофенотипом CD117+, Sca-1+, Lin- 

составляло 90-96% (рис. 2). 

Гистологические срезы печени 3-5 мкм, окраши-

вали гематоксилином-эозином. Для морфометриче-
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ского анализа данных использовали компьютерную 

программу анализа изображений (Biovision, Россия). 

С этой целью производили микрофотосъемку случай-

ных полей зрения гистологических препаратов циф-

ровой камерой OLYMPUS XC30 на базе микроскопа 

OLYMPUS BX51 (OLYMPUS, Япония) при увеличе-

нии ×100, ×200, ×400, ×600, ×1000 (не менее 10 полей 

зрения в каждом гистологическом срезе). 

рис. 2. Идентификация ГСК методом проточной цитофлуорометрии 

рис. 1. Идентификация ММСК методом проточной цитофлуорометрии 
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Производили оценку следующих морфометриче-

ских показателей: количество гепатоцитов на 1 мм2, 

площадь гепатоцитов, среднюю площадь ядра гепато-

цита, площадь цитоплазмы гепатоцита, ядерно-цито-

плазматический индекс (ЯЦИ), количество двуядер-

ных гепатоцитов на 1 мм2, митотический индекс (МИ), 

апоптотический индекс (АИ). Ядерно-цитоплазмати-

ческий индекс (ЯЦИ) определяли, как отношение пло-

щади ядра и цитоплазмы клетки. Митотический, апоп-

тотический индексы выражали в промилле (‰). Ми-

тотический индекс определяли, как отношение числа 

клеток в состоянии митоза к общему числу подсчитан-

ных гепатоцитов. Верификация выраженности апоп-

тоза осуществлялась с использованием метода 

ApopTag® Peroxidase In Situ Oligo Ligation (ISOL) 

(Millipore, США). Апоптотический индекс определял-

ся как отношение числа клеток в состоянии апоптоза 

к общему числу подсчитанных гепатоцитов.

Оценку биохимических показателей перифериче-

ской крови производили на автоматическом биохими-

ческом анализаторе Chem Well 2910 (Combi). Изучали 

следующие биохимические показатели: уровень обще-

го белка, альбумина, мочевины, глюкозы, общего би-

лирубина, активность аспартатаминотрансферазы 

(АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), щелочной 

фосфатазы (ЩФ). При определении биохимических 

показателей использовали   наборы компании «Оль-

векс Диагностикум», Россия. Определение концентра-

ции фибриногена проводили на анализаторе показа-

телей гемостаза АПГ2-02-П с помощью набора Тех-

Фибриноген тест (Технология Стандарт, Россия).

Статистическая обработка данных проведена с по-

мощью программного пакета SPSS Statistics (версия 

17,0). Значимость различий в сравниваемых выборках 

рассчитывали с применением непараметрического 

(рангового) метода Манна-Уитни. 

результаты 

Сочетанная трансплантация ММСК и ГСК лабо-

раторным животным без токсического гепатита (фи-

зиологические условия) не сопровождалось статисти-

чески значимыми изменениями биохимических пока-

зателей периферической крови и морфометрических 

параметров печени.

Таблица 1

биохимические показатели крови при ccl
4  

 –гепатите на фоне сочетанного введения мультипатентных мезенхимальных стромальных 

клеток и гемопоэтических стволовых клеток

Показатели Значение

Интакт-

ные мыши

1-е сут 3-и сут 7-е сут

NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК

Общий бе-

лок, г/л

69,37±3,20 60,15±5,68 66,79±4,53 48,96±3,39* 52,78±5,05* 51,18±4,58* 64,80±5,0°

Альбумин, 

г/л

30,03±2,83 25,71±2,19 26,73±2,86 20,51±1,59* 23,43±2,21* 22,74±1,86* 28,04±2,20°

Мочевина, 

ммоль/л

5,76±1,28 5,11±0,34 5,26±0,54 5,33±0,48 5,66±0,45 6,41±0,49 6,05±0,58

Глюкоза, 

ммоль/л

6,10±0,57 4,28±0,40* 4,53±0,40* 4,25±0,36 * 5,30±0,43* ° 5,90±0,50 6,31±0,56

Общий би-

лирубин, 

мкмоль/л

9,76±1,15 15,14±1,09* 14,56±0,71* 11,85±0,90 * 11,31±0,83* 11,89±0,67 * 11,39±0,76*

АСТ, Ед/л 98,53±8,42 215.37±11,66* 171,39±13,16*° 170,55±11,13 * 132,91±12,21* ° 138,45±9,29 * 102,26±9,51°

АЛТ, Ед/л 82,80±5,11 210,13±12,34* 159,08±12,98* ° 166,46±10,36 * 124,99±11,16* ° 154,50±9,85 * 116,30±10,95* ° 

Щел. Фос-

фатаза, Ед/л

67,37±4,03 122,89±9,21* 95,64±7,51*  ° 106,73±9,58 * 84,88±7,13* ° 91,20±7,98 * 68,06±6,21°

Фибрино-

ген, г/л

3,20±0,23 2,87±0,20 2,93±0,23 2,34±0,18 * 2,59±0,24* 2,37±0,20 * 2,93±0,19°

Примечание. Статистически значимые различия: * p < 0,05—с показателями интактной группы; °p < 0,05 с показателями контрольной группы. 



ISSN 0031-2991 51

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2020; 64(2)

DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.46-53

Оригинальная статья

При изучении биохимических показателей крови 

на 1-е сут после введения CCl
4 

на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК обнаружено снижение 

активности АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы. На 3-и 

сут отмечено снижение активности ферментов цито-

лиза гепатоцитов: АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы, а 

также повышение уровня глюкозы по сравнению с дан-

ными контроля. При анализе биохимических показа-

телей на 7-е сут после введения CCl
4 
на фоне сочетан-

ной трансплантации ММСК и ГСК отмечено сниже-

ние активности АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы. 

Также на фоне введения ММСК обнаружено повыше-

ние уровня фибриногена, общего белка, альбуминов, 

что говорит о восстановлении белоксинтетической 

функции печени (табл. 1).

На 1-е сут после введения CCl
4 
на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК обнаружено увеличе-

ние количества двуядерных гепатоцитов и повышение 

митотического индекса по сравнению с данными кон-

трольной подгруппы. Как показали результаты иссле-

дований начиная с 3-х сут проявляется отчетливое вли-

яние сочетанного введения ММСК и ГСК на процес-

сы регенерации: статистически значимо увеличивалось 

количество гепатоцитов на 1 мм2, средняя площадь 

ядер гепатоцитов, ядерно-цитоплазматический индекс, 

количество двуядерных гепатоцитов, митотический 

индекс по сравнению с контролем. Такая же динами-

ка прослеживается и на 7-е сут. Положительный эф-

фект сочетанного введения ММСК и ГСК подтверж-

дается также снижением в динамике величины апоп-

тотического индекса (табл. 2).

Обсуждение

Полученные данные свидетельствуют о способно-

сти сочетанной трансплантации ММСК и ГСК увели-

чивать количество гепатоцитов, о чем свидетельствует 

активация митотической активности и ингибирова-

ние запрограммированной клеточной гибели. Повы-

шение митотической активности гепатоцитов, можно 

объяснить способностью ММСК к выработке гепато-

Таблица 2

Морфометрические параметры при ccl
4 

– гепатите на фоне сочетанного введения мультипатентных мезенхимальных стромальных 

клеток и гемопоэтических стволовых клеток

Показатели Значение

Интактные 

мыши

1 сут 3 сут 7 сутки

NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК

Количество 

гепатоцитов 

на 1 мм2

1567,57±55,92 2060,71±92,53* 2151±171,55* 1902,86±82,69* 2397,0±114,86* ° 2048,86±64,73* 2538,0±102,0* ° 

Площадь ге-

патоцитов, 

мкм2

264,90±6,60 186,43±9,38* 193,00±12,94* 203,60±8,46* 210,64±11,31* 204,71±10,84* 227,47±12,08

Площадь 

ядра гепато-

цитов, мкм2

50,57±3,80 53,60±3,60 57,23±4,98 53,27±2,32 64,17±4,48* ° 60,94±4,68 79,86±4,53* °

Площадь 

цитоплазмы 

гепатоцитов, 

мкм2

214,33±10,33 132,83±8,85* 138,30±11,80* 150,33±10,60* 146,47±9,53* 143,77±12,86* 147,61±7,62*

ЯЦИ 0,24±0,03 0,41±0,04* 0,41±0,02* 0,36±0,04* 0,44±0,03* ° 0,43±0,06* 0,54±0,02* °

Количество 

двуядерных 

гепатоцитов 

на мм2

233,43±12,2 830,43±52,65* 1017,57±60,78* ° 474,43±46,08* 621,14±58,98* ° 388,57±15,22* 486,0±24,29* °

МИ, ‰ 0,48±0,07 17,74±2,13* 22,04±1,53* ° 15,20±1,20* 20,40±1,60* ° 17,06±1,64* 23,56±1,85* °

АИ, ‰ 0,41±0,05 4,87±0,36* 4,34±0,36 3,7±0,31* 2,67±0,23* ° 3,74±0,31* 2,87±0,26* °

Примечание. Статистически значимые различия: * p < 0,05—с показателями интактной группы; °p < 0,05 с показателями контрольной группы. 
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цитарного фактора роста – фактора стволовой клет-

ки. Увеличение размеров ядра, количества двуядер-

ных клеток свидетельствуют об активации процессов 

внутриклеточной регенерации. Эти изменения мож-

но объяснить слиянием трансплантированных и ау-

тологичных ГСК с гепатоцитами. При анализе дан-

ных периферической крови выявлено снижение ак-

тивности АЛТ, АСТ, щелочной фосфатазы. Снижение 

активности ферментов цитолиза определяется спо-

собностью ММСК через формирование межклеточ-

ных контактов индуцировать в клетках образование 

белков теплового шока (70 кД). Белки теплового шо-

ка с данной молекулярной массой, стабилизируя ци-

тоскелет клетки, увеличивают их устойчивость к по-

вреждению. В настоящем исследовании также пока-

зано, что сочетанная трансплантация ММСК и ГСК 

обеспечивает активацию белоксинтетической функ-

ции печени. Таким образом, результаты исследова-

ния продемонстрировали способность сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК активировать про-

цессы регенерации печени в условиях ее токсическо-

го повреждения.

В современной литературе широко обсуждаются 

эффекты использования фармацевтических средств 

при токсическом гепатите. Сюда можно отнести пре-

параты природного происхождения на основе фосфо-

липидов и триацилглицеринов и другие соединения, 

нормализующие метаболические процессы в печени 

и восстанавливающие целостность мембран гепато-

цитов [18-20]. Однако трансплантируемые ММСК и 

ГСК имеют более разнообразные механизмы действия 

(противовоспалительное действие, ингибирование за-

программированной клеточной гибели, активация ми-

тотической активности). Это делает перспективным 

дальнейшее изучение влияния стволовых клеток на 

структуру и функцию печени в условиях ее токсиче-

ского повреждения.
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савилов П.н.

Кровоток и напряжение кислорода в печени при различных 
способах её повреждения и гипероксии 

ТОГБУЗ «Тамбовская ЦРБ», 

392524, Россия, Тамбовская обл , Тамбовский р-н, с  Покрово-Пригородное, ул  Полевая, д  4;

ФГБОУ ВО «Воронежский государственный медицинский университет имени Н Н  Бурденко», 

39400, Воронеж, ул  Студенческая, д  1

Цель исследования – изучение кровотока и напряжения кислорода в печени при механическом, химическом и комбини-

рованном поражении и курсовом воздействии гипербарической оксигенации (ГБО)  Методика. Опыты выполнены на 143 

белых крысах-самках массой 180-220 г  Механическое повреждение печени моделировали частичной гепатэктомией (ЧГЭ), 

удаляя часть левой доли печени (15-20% массы органа), химическое поражение – подкожным введением 50% раствора ССl
4
 

на оливковом масле (0,1 мл/100 г)  Инъекции делали через день на протяжении 65 сут  Для комбинированного поражения на 

65-е (последние) сут введения ССl
4 

проводили ЧГЭ с последующей ГБО (3 ата, 50 мин, трёхкратно, через 4-8, 24 и 48 ч после 

ЧГЭ ) Печёночный кровоток в оперируемой левой (ЛДП) и одной из неоперируемых (средней, СДП) доле печени исследовали 

методом водородного клиренса  Напряжение кислорода (рО
2
) в печёночной ткани исследовали полярографически с плати-

новым электродом с поправкой на температурный коэффициент  Исследования проводили на 3-и, 7-е и 14-е сут послеопе-

рационного (1-е, 4-е и 11-е сут постгипероксического) периода  результаты. ЧГЭ у здоровых животных, стимулируя крово-

ток в обеих исследуемых долях печени, снижает рО
2 

только в остатке ЛДП на 3-и и 7-е сутки послеоперационного периода  

На 65-е сут введения ССl
4
 наблюдается снижение кровотока в остатке ЛДП и СДП, соответственно, на 42% и 39%, а рО

2 
на 50%  

Эти показатели не нормализуются к 14-м сут после отмены токсина  Применение ЧГЭ на 65-е сут введения ССl
4
 вызывает уве-

личение кровотока на 3-и и 7-е сут послеоперационного периода только в СДП, однако на 14-е сут он снижается до уровня 

конца затравки  Это сопровождается кратковременной нормализацией сниженного рО
2
 на 7-е сутки послеоперационного 

периода  В остатке ЛДП у животных с хроническим ССl
4
-гепатитом и ЧГЭ величина кровотока и рО

2
 не изменяется, оставаясь 

ниже нормы к 14-м сут после ЧГЭ  Применение ГБО у здоровых крыс с ЧГЭ устраняет стимулирующее влияние операции на 

кровоток в обеих исследуемых долях органа, нормализуя рО
2
 в остатке ЛДП и снижая его в СДП на 3-и и 7-е сут, которое устра-

няется к 14-м сут после ЧГЭ на фоне отсроченного стимулирующего влияния гипероксии на кровоток в этой доле печени   

У животных с комбинированным поражением печени применение ГБО стимулирует увеличение кровотока в обеих исследу-

емых долях органа, что способствует увеличению рО
2
 относительно предоперационного уровня, но полной его нормализа-

ции не происходит  Стимулирующее влияние ГБО на кровоток у животных с комбинированным поражением печени сохра-

няется к 11-м сут постгипероксического периода 
 
заключение. Длительное действие на организм ССl

4
 снижает чувствитель-

ность печёночного кровотока к стимулирующему влиянию ЧГЭ, способствуя стойкому развитию гипоксии в повреждённой и 

неповреждённой при операции долях печени  Реакция кровотока и тканевого рО
2
 оперированной печени на ГБО находится 

в прямой зависимости от состояния данного органа на момент гипероксического воздействия  

Ключевые слова: печень; кровоток; напряжение кислорода; гипероксия; гепатит; частичная гепатэктомия  
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the aim of study was to investigate hepatic blood flow and oxygen tension in mechanical, chemical, and combined injury of the 

liver and during a course of hyperbaric oxygenation (HBO)  methods. Experiments were performed on 143 white female rats weigh-

ing 180-220 g  Mechanical injury of the liver was modeled with partial hepatectomy (PHE) by removing a part of the left hepatic lobe 

(HL) (15-20% of liver weight)  Chemical injury was modeled by subcutaneous injection of 50% ССl
4
 in olive oil (0 1 ml/100 g)  Injec-

tions were performed every second day for 65 days  For the combined injury, PHE followed by HBO (3 ATA, 50 min) was performed 

on day 65 (last day) of ССl
4 

administration  HBO was applied three times, at 4-8, 24, and 48 hours after PHE  Hepatic blood flow was 

studied using hydrogen clearance in the operated, left HL (LHL) and in one of unoperated, middle HL (MHL)  Hepatic oxygen tension 

(рО
2
) was evaluated by polarography with a platinum electrode; data were corrected for the temperature coefficient  Studies were 

performed on postoperative days 3, 7 and 14 (posthyperoxia days 1, 4, and 11)  results. In normal animals, PHE stimulated blood 

flow in both studied hepatic lobes and decreased рО
2 

only in the remaining LHL on postoperative days 3 and 7  On day 65 of ССl
4
 

administration, blood flow was reduced by 42% and 39%, respectively, in remaining LHL and MHL while рО
2 

was reduced by 50%  

These changes were not reversed by day 14 following the toxin withdrawal  PHE performed on day 65 of ССl
4
 administration caused 

an increase in blood flow on postoperative days 3 and 7 only in MHL; however, on day 14, the blood flow decreased to the level of the 

end of toxin administration  This was associated with a brief normalization of the reduced рО
2
 on postoperative day 7  In the remain-

ing LHL of animals with chronic ССl
4
-induced hepatitis and PHE, values of blood flow and рО

2
 did not change and remained below 

the normal level at 14 days after PHE  The HBO exposure of healthy rats with PHE abolished the stimulating effect of surgery on blood 

flow in both studied hepatic lobes, thereby normalizing pO
2
 in the remaining LHL and decreasing pO

2
 in MHL on days 3 and 7  This 

was reversed by postoperative day 14 due to the stimulating effect of hyperoxia on blood flow in this HL  In animals with combined 

injury of the liver, HBO stimulated blood flow in both studied HLs, thereby increasing рО
2
 above the preoperative level; however, a 

complete recovery did not occur  The stimulating effect of HBO on blood flow in animals with combined injury remained by day 11 

of the posthyperoxic period  conclusion. A prolonged exposure to ССl
4
 reduced the sensitivity of hepatic blood flow to the stimulat-

ing effect of PHE, which facilitated development of persistent hypoxia in both injured and uninjured HLs  Responses to HBO of blood 

flow and tissue рО
2
 in operated liver directly depend on the state of liver at the moment of hyperoxia exposure  
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Введение

Необходимым условием функционирования лю-

бого органа является оптимальное соотношение меж-

ду потребностью в кислороде и его потреблением клет-

ками в конкретных условиях [1, 2]. Важным показате-

лем, характеризующим кислородный режим ткани 

является напряжение кислорода (рО
2
) 

 
«который отра-

жает подачу кислорода к местам утилизации и скорость 

потребления кислорода, которая при несоответствии 

кислородному запросу характеризует степень гипок-

сии ткани» [3]. Другим показателем, характеризующим 

степень кислородного обеспечения клетки, является 

тканевой кровоток [2, 3], нарушение которого являет-

ся одним из ведущих звеньев в патогенезе тканевой ги-

поксии [4]. К методам устранения гипоксии относит-

ся гипербарическая оксигенация (ГБО) [5]. Однако ан-

тигипоксическое действие ГБО, основанное на 

повышении содержания в плазме крови растворённо-

го кислорода, проявляется только в условиях барока-

меры [4]. Между тем, возникает вопрос, как изменя-

ется кислородный режим оксигенированной ткани 

в постгипероксическом периоде и как сочетается это 

с функциональной активностью её клеток.

Цель работы – изучение напряжения кислорода и 

кровотока в печени при её механическом, химическом, 

комбинированном поражении и применении на этом 

фоне ГБО.

Методика

 Опыты проведены на 143 беспородных белых 

крысах (самках) массой 180–220г, разводимых в 
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виварии Воронежской государственной медицин-

ской академии (потомство животных из питомни-

ка лабораторных РАМН(или РАН?) «Белый Мох»). 

Для эксперимента отбирали животных, прошедших 

10-дневный карантин. Механическое повреждение 

печени вызывали частичной гепатэктомией (ЧГЭ), 

удаляя электроножом часть левой доли печени (15-

20% от массы органа). Хронический тетрахлорме-

тановый (CCl
4
) гепатит моделировали подкожным 

(п/к) введением 0,1 мл 50% раствора CCl
4
 на олив-

ковом масле на 100г массы тела, через день в те-

чение 65 сут с двумя двухнедельными перерывами 

между 6–7- и 13–14-й инъекциями [6]. Сразу после 

последней инъекции токсина одним животным де-

лали лапаротомию («ложнооперированные» живот-

ные), другим – ЧГЭ в том же объёме, что и здоро-

вым животным. ГБО проводили медицинским кис-

лородом в режиме 3 ата, 50 мин, через 4–8, 24 и 48 ч  

после ЧГЭ соответственно. Работу с эксперимен-

тальными животными проводили в соответствии 

правилами проведения работ с использова нием экс-

периментальных животных, утвержденными Прика-

зом МЗ СССР от 12.08.77 г. (№ 755). Оперативные 

вмешательства (лапаротомия и частичная гепатэк-

томия) проводили под эфирным наркозом. Выведе-

ние животных из опыта осуществляли декапитаци-

ей под этаминаловым наркозом (40 мг/кг).  

Объектом исследования служили оперируемая ле-

вая (ЛДП) и одна из неоперированных средняя (СДП) 

доля печени. Определяли печёночный кровоток (мл/с 

*кг) методом водородного клиренса [7] и напряжение 

кислорода (рО
2
, кПа) полярографическим методом [8] 

с поправкой на температурный коэффициент [9].

Статистический анализ проводили с помощью па-

кета программ «Statistica 5.5» и «Microsoft Exel XP». Ис-

пользовали параметрический t-критерий Стьюдента с 

коэффициентом Ньюмана-Кейлса для множествен-

ных сравнений [10]. Различия результатов считали ста-

тистически значимыми при р < 0,05.

результаты

Лапаротомия у здоровых крыс не выявила стати-

стически значимых изменений кровотока и рО
2, 

что по-

зволило в качестве контроля влияния ЧГЭ у здоровых 

крыс использовать интактных животных на 3-и и 7-е 

сут после ЧГЭ отмечено достоверное увеличение кро-

вотока в СДП (на 27% и 35% соответственно), тогда 

как в ЛДП увеличение кровотока (на 35%) отмечено 

только на 3-и сут после операции (табл. 1). Поскольку 

ЧГЭ у здоровых крыс вызывает увеличение притока к 

оперированному органу артериальной крови [11], то 

полученные результаты указывают на развитие арте-

риальной гиперемии в исследуемых долях печени, дли-

тельность которой зависит от наличия в них очага ме-

ханической деструкции ткани.

С патофизиологической точки зрения, артериаль-

ная гиперемия есть защитно-приспособительная ре-

акция организма, направленная на обеспечение допол-

нительным количеством кислорода повреждённой тка-

ни при его повышенном потреблении её клетками. 

Если скорость потребления кислорода клетками пре-

обладает над скоростью его доставки, то развивается 

гипоксия ткани [2], одним из признаков которой яв-

ляется снижение тканевого рО
2
 [2.8]. Как показали на-

ши исследования (табл. 1), увеличение кровотока в 

СДП не сопровождалось изменениями рО
2 
артериаль-

ной крови к 14-м сут послеоперационного периода, 

тогда как в остатке ЛДП его величина на 3-и и 7-е сут 

после ЧГЭ была ниже нормы, соответственно, на 39% 

и 18% (табл. 1), т. е. имела место гипоксия данного 

участка оперированной печени. Причинами её разви-

тия в остатке ЛДП на фоне артериальной гиперемии 

являются активация в исследуемые сроки после ЧГЭ 

репаративных процессов в печени [12], фибробластов, 

включающихся в процесс заживления раневой поверх-

ности [13] и купферовских клеток, которые, наряду с 

нейтрофилами и моноцитами [14], обеспечивают фа-

гоцитоз и переваривание частей клеток ткани, погиб-

ших при коагуляционной деструкции. 

Применение трёхдневного курса ГБО после ЧГЭ 

у здоровых крыс предотвращало увеличение ПКТ в 

обеих исследуемых долях печени в 1-ю нед послео-

перационного периода, стабилизируя его в пределах 

нормы (табл. 1). Учитывая α-адреномиметические 

и β-адреноблокирующие свойства гипербарическо-

го кислорода[4], есть основания говорить о вазокон-

стрикторном эффекте гипероксии, как причине отсут-

ствия увеличения кровотока в исследуемых долях пе-

чени в 1-ю нед послеоперационного периода.  

Если вазоконстрикторное влияние ГБО на печё-

ночный кровоток не зависело от расстояния до очага 

механической деструкции, то реакция рО
2 

в остатке 

ЛДП и СДП на гипероксию была различной. В первом 

случае его величина на 3-и и 7-е сут послеоперацион-

ного периода, превышала аналогичный показатель не-

оксигенированных животных с ЧГЭ соответственно, 

на 40% и 28%, не отличаясь от нормы (табл. 1). С од-

ной стороны, это связано со способностью гиперок-

сии устранять отёк околораневой поверхности [15], об-

легчая диффузию кислорода из крови в ткань [13]. С 

другой, гипероксическая стимуляция фагоцитарной 

активности моноцитов и нейтрофилов [15], что созда-
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ёт условия для быстрой элиминации погибших клеток 

и продуктов их распада. 

В СДП оксигенированных крыс с ЧГЭ на 3-и и 7-е 

сут после операции обнаружено снижение тканевого 

рО
2
 на 22% и 18% относительно нормы (табл. 1). По-

лученные результаты свидетельствуют о формирова-

нии в СДП здоровых крыс после сочетанного приме-

нения ЧГЭ и ГБО постгипероксической гипоксии в 

результате преобладания в клетках этой доли скорости 

потребления кислорода над скоростью его доставки. 

Такое несоответствие связано не только с усилением 

репаративных процессов в оперированном органе под 

действием ГБО [4, 13,15], но и сохранением на протя-

жение 11 сут постгипероксического период стимули-

рующего влияния ГБО на функциональную активность 

гепатоцитов [17]. Поэтому, постгипероксическую ги-

поксию в СДП здоровых крыс при сочетанным при-

менением ЧГЭ и ГБО следует рассматривать как ги-

поксию нагрузки, которая развивается при тяжёлой 

физической работе и у спортсменов [1, 3]. 

Постгипероксическая гипоксия может запускать 

новые адаптационные механизмы, направленные на 

повышение саногенного потенциала больного орга-

низма [18]. Поэтому нельзя исключить, что её сохра-

нение в СДП к 4-м сут постгипероксического перио-

да (табл.1) вызовет стимуляцию образования вазоди-

лататоров в СДП. что объясняет отсроченное (на 35%) 

увеличение кровотока в СДП к 11-м сут постгиперок-

сического периода на фоне нормализации в ней тка-

невого рО
2
 (табл. 1). 

В отличие от механического, длительное токсиче-

ское поражение печени CCl
4 
приводило на 65-е сут вве-

дения гепатотоксина к снижению кровотока в ЛДП и 

СДП, соответственно, на 42% и 39. Это сопровожда-

лось снижением в них рО
2, 

на 50% (табл. 2). Анало-

гичные результаты получены и другими исследовате-

лями [19]. Прекращение введения CCl
4 
и контрольная 

лапаротомия (для визуальной оценки состояния пе-

чени в конце затравки) показало неоднозначные из-

менения кровотока и рО
2, 

в исследуемых долях пече-

ни в восстановительном периоде. Так к 14-м сут после 

отмены ССl
4
 кровоток и рО

2, 
в ЛДП оставался стати-

стически значимо ниже нормы (табл.2). В СДП име-

ло место кратковременное (на 3-и сут) после отмены 

токсина восстановление кровотока, не приводящее к 

нормализации в ней рО
2
, величина которого остава-

лась ниже нормы к 14-м сут восстановительного пе-

риода (табл. 2). Из этого следует, что помимо гемоди-

Таблица 1

напряжение кислорода и кровоток в левой (лдП) и средней (сдП) долях печени крыс после частичной гепатэктомии (ЧгЭ)  

и гипербарической оксигенации (гбО) (m ±m)

Показатели Норма (10) Фактор  

воздействия

Сутки после ЧГЭ /ГБО

3/1 7/4 14/11

рО
2

ЛДП 1,84±0,16 ЧГЭ 1,31  ± 0,25*

(9)

1,50 ±0,12*

(9)

1,85 ±0,21

(8)

ЧГЭ+ГБО 1,84  ±0,19▲

(8)

1,92  ±0,18▲

(8)

1,88 ±0,17

(8)

СДП 1,84 ±0,11 ЧГЭ 1,60 ± 0,18

(9)

2,01 ±0,23

(9)

1,80 ±0,16

(8)

ЧГЭ+ГБО 1,44 ±0,14*

(8)

1,51 ±0,11*

(8)

1, 88±1,17

(8)

ПКТ ЛДП 21,30±1,81 ЧГЭ 28,80 ± 1,68*

(9)

25,60±1,56

(9)

21,80±1,75

(8)

ЧГЭ+ГБО 20,40±1,65▲

(8)

19,80±1,78▲

(8)

23,40±1,84

(8)

СДП 18,10±1,21 ЧГЭ 23,00±1,25*

(9)

25,30±1,56*

(9)

22,40±1,98

(8)

ЧГЭ+ГБО 17,20±1,25▲

(8)

16,50±1,77▲

(8)

24,30±1,68*

(8)

Примечание. *р<0,05 – статистическая значимость  различий  с показателями нормы; ▲ – с соответствующими показателями неоксигени-

рованных животных с ЧГЭ. В скобках – количество животных по сериям опытов. рО
2 
–напряжение кислорода (кПа); ПКТ (мл/с/кг) – 

кровоток в печени.  
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намических нарушений, в развитии гипоксии печени 

при хроническом CCl
4
 – гепатите могут быть и дру-

гие причины, например, гипохромная анемия [20]. 

В свою очередь, снижение числа функционирующих 

синусоидов, включение шунтирующих сосудов и по-

явление порто-печёночных анастомозов, выявленное 

при данной патологии [21], объясняет стойкое сниже-

ние кровотока в исследуемых долях печени после от-

мены ССl
4  

(табл. 2).

Что касается кратковременной избирательной нор-

мализации кровотока в СДП на 7-е сут после отмены 

CCl
4
 (табл. 2), то оно может объясняться несколькими 

причинами. Во-первых, различной чувствительностью 

рецепторов сосудистого русла к метаболитам ССl
4
, ко-

торые, как известно, [22] вызывают спазм печёночных 

артериол и венул, а также отёк сфинктеров печёноч-

ных синусоидов. Во-вторых, следует отметить особен-

ность портального кровоснабжения левой доли пече-

ни у крыс, получающей преимущественно кровь отте-

кающую от селезёнки [23], которая вовлекается в 

адаптивные процессы при поражении печени CCl
4
 [24]. 

Гипоксия, развивающаяся в печени при хроническом 

ССl
4
-гепатите, нарушает аммиакдетоксикационную 

функцию гепатоцитов, которая не восстанавливается 

к 14-м сут после отмены ССl
4
 [25]. 

После ЧГЭ на фоне хронического ССl
4
-гепатита 

кровоток в остатке ЛДП статистически значимо не от-

личался от уровня показателей конца затравки, ухуд-

шаясь к 14-м сут послеоперационного периода до уров-

ня 47% ниже нормы (табл. 2). В СДП животных с хро-

ническим CCl
4
-гепатитом кровоток на 3-и и 7-е сут 

после ЧГЭ превышал показатель конца затравки, со-

ответственно, на 39% и 95%, находясь в пределах нор-

мы, однако к 14-м сут послеоперационного периода 

он снижался до предоперационного уровня (табл. 2). 

Из этого следует, что при хроническом CCl
4
-гепатите 

чувствительность сосудистого русла печени к стиму-

лирующему влиянию ЧГЭ сохраняется только в непо-

вреждаемой при операции доле органа. Однако, это не 

предотвращает снижение кровотока к 14-м сут после-

операционного периода. Одной из причин этого явля-

ется формирование при хроническом CCl
4
-гепатите 

обходных внепечёночных портокавальных анастомо-

зов [21], что предотвращает увеличение притока пор-

тальной крови к печени на 14-е сут после ЧГЭ, кото-

рое наблюдается в аналогичные сроки после ЧГЭ у здо-

ровых животных [11].

Как видно из табл. 2, у крыс с хроническим CCl
4
-

гепатитом и ЧГЭ показатель рО
2
 в остатке ЛДП к 14-

м сут после операции статистически значимо не отли-

чался от предоперационного уровня (конец затравки), 

оставаясь значимо ниже нормы. В СДП на 3-и и 7-е сут 

послеоперационного периода показатель рО
2
 стати-

стически значимо превышал аналогичный показатель 

как конца затравки, так и соответствующий показатель 

«ложнооперированных» животных; его нормализация 

отмечена только на 7-е сут послеоперационного пери-

ода (табл. 2). На 14-е сут после ЧГЭ величина ткане-

вого рО
2
 в СДП была на 30% ниже нормы, превышая 

на 40% аналогичный показатель конца затравки (табл. 

Таблица 2

напряжение кислорода и кровоток в левой и средней долях печени крыс с хроническим ccl
4
-гепатитом после частичной гепатэктомии, 

(m ±m)

Показатели Норма

 (10)

Конец затравки 

(8)

Сутки послеоперационного периода

3 7 14

рО
2

ЛДП 1,54±0,09 0, 77±0,09* ЛО 0, 79±0,14* (8) 0,74 ±0,05* (8) 0,94±0,06* (8)

ЧГЭ 0,98 ±0,15* (9) 0,92 ±0,19* (9) 0,94±0,06* (9)

СДП 1,65 ±0,07 0,82±0,10* ЛО 0,77±0,08* (8) 0,81±0,10* (8) 1,02±0,08* (8)

ЧГЭ 1,11±0,11*● (9) 1,68±0,11● (9) 1,15±0,10*▲ (9)

ПКТ ЛДП 22,30 ±1,91 12,90±2,22* ЛО 16,50±1,90* (8) 13,01±1,06* (8) 14,10±1,53* (8)

ЧГЭ 16,80±1,79* (9) 14,20±3,89* (9) 11,90±1,42* (9)

СДП 19,50±0,81 11,80±0,34* ЛО 17,30±1,50▲ (8) 12,60±1,47* (8) 12,10±1,99* (8)

ЧГЭ 16,40±1,46▲ (9) 23,01±3,40▲● (9) 12,30±1,17* (9)

Примечание. Статистическая значимость (р<0,05) различий: * – по отношению к норме;  

▲ – по отношению к концу затравки; ● – по отношению к ложнооперированным животным; ЛО- «ложнооперированные» животные; осталь-

ные обозначения те же что в табл. 1. 
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2). Сопоставление полученных результатов, позволя-

ет говорить о том, что кратковременное отсутствие ги-

поксии в СДП вызвано снижением потребления кис-

лорода, которое усугубляется к 14-м сут послеопераци-

онного периода. Неслучайно, снижение к этому сроку 

кровотока в СДП до уровня конца затравки не приво-

дит к аналогичным изменениям рО
2
 (табл. 2). Сохра-

нение гипоксии в оставшейся после ЧГЭ части пече-

ни животных с хроническим CCl
4
-гепатитом объясняет 

нарушение аммиакдетоксикационной функции гепа-

тоцитов [26] и прогрессирование эндогенной аммиач-

ной интоксикации [27].

Если у животных с хроническим CCl
4
-гепатитом 

после ЧГЭ применялся трёхдневный курс ГБО, то в 1-е 

сут постгипероксического периода (3-и сут после ЧГЭ) 

кровоток в остатке ЛДП увеличивался на 39%, в СДП 

на 25% относительно контроля (рис. А). По сравнению 

с концом затравки кровоток увеличивался в остатке 

ЛДП на 80%, в СДП на 75 %, достигая уровня показа-

телей нормы (табл. 3). К 4-м сут постгипероксическо-

го периода стимулирующее влияние ГБО на скорость 

кровотока в остатке ЛДП сохранялось (рис. Б), благо-

даря чему он существенно не отличался от нормы, пре-

вышая аналогичный показатель конца затравки на 42% 

(табл. 3). В СДП к этому сроку проявлялось отсрочен-

ное (как у здоровых крыс с ЧГЭ) ингибирующее дей-

ствие ГБО
 
на кровоток (рис. Б), который снижался до 

уровня конца затравки, становясь на 32% ниже нормы 

(табл. 3). На 11-е сут постгипероксического периода у 

оксигенированных крыс с комбинированным пораже-

нием печени кровоток в остатке ЛДП и СДП превы-

шал аналогичный показатель животных контрольной 

серии, соответственно, на 86% и 25% (рис. В). Относи-

тельно конца затравки его увеличение составило, соот-

ветственно, 78% и 33%. Но если в ЛДП он был преде-

лах нормы, то в СДП оставался ниже на 19% (табл. 3). 

Сопоставление полученных результатов позволя-

ет говорить о том, что комбинированное поражение 

печени (CCl
4
+ЧГЭ) изменяют реакцию печёночной 

гемодинамики на ГБО. Это проявляется гипероксиче-

ской стимуляцией кровотока в оперированной пече-

ни в раннем (3-и сут) послеоперационном периоде, не-

зависимо от расстояния до очага механической де-

струкции ткани. Можно полагать, что в основе 

стимуляции кровотока лежит гипероксическая вазо-

дилатация печёночных артериол, например, через сти-

муляцию образования NO. Что касается ослабления 

вазодилатационного эффекта ГБО в СДП животных с 

комбинированным поражением печени на 4-е сут пост-

гипероксического периода, то это можно связать с ак-

тивацией образования гепатоцитами мочевины [28], 

для которой субстратом, как и для NO, является арги-

нин. Неслучайно снижение повышенной аргиназной 

активности в гепатоцитах этих животных к 11-м сут 

постгипероксического периода [28] совпадает по сро-

кам с восстановлением стимулирующего влияния ГБО 

на кровоток в СДП (рис. В).

Как видно из рис. А, в 1-е сут постгипероксическо-

го периоду у оксигенированных крыс с комбинирован-

ным поражением печени величина рО
2 
в остатке ЛДП 

и в СДП достоверно не отличалась от аналогичного по-

казателя контрольной серии, тогда как по сравнению 

с концом затравки была увеличена только в СДП на 

24%; по сравнению с нормой она была снижена в обе-

их исследуемых долях (табл. 3). На 4-е сут постгипе-

роксического периода величина рО
2 

в остатке ЛДП 

Таблица 3

напряжение кислорода и кровоток в печени оксигенированных крыс с частичной гепатэктомией на фоне хронического ссl
4
- гепатита, 

(m±m)

Норма

n=10

Конец затравки

n=8

Сутки после операционного (постгипероксического) периода

3 (1)

n=8

7 (4)

n=8

14 (11) 

n=8

Оперируемая левая доля печени

 рО
2

1,54 ±0,10 0,77±0,09* 0,86±0,06* 1,29±0,16▲ 0,99±0,10*

ПКТ 22,30±1,91 12,90±2,22* 23,30±2,37▲ 18,30±0,81▲ 23,01±2,56▲

Неоперируемая (средняя) доля печени

 рО
2

1,61±0,07 0,82±0,09* 1,02±0,09*▲ 1,23±0,11▲* 1,29±0,11*▲

ПКТ 19,50±0,81 11,80±0,40* 20,70±0,98▲ 13,30±0,86* 15,80±1,48*

 

Примечание. Статистическая значимость различий (p<0,05): * – по сравнению с нормой; ▲ – по сравнению с концом затравки; n – коли-

чество животных по сериям опытов. Остальные обозначения те же, что в табл. 1.
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превышала контроль на 40%, тогда как в СДП была 

снижена на 23% (рис. Б). Относительно конца затрав-

ки её увеличение в остатке ЛДП и в СДП составило, 

соответственно, на 68% и 50%; но, если по сравнению 

с нормой величина рО
2
 в остатке ЛДП достоверно не 

изменялась, в СДП была снижена на 24% (табл. 3). На 

11-е сут постгипероксического периода у крыс с ком-

бинированным поражением печени величина рО
2
 в 

остатке ЛДП и СДП значимо не отличалась от анало-

гичного показателя контрольной серии (рис. В). По 

сравнению с концом затравки она была увеличена 

только в СДП на 57%, тогда как относительно нормы 

была снижена в остатке ЛДП и СДП, соответственно, 

на 36% и 20% (табл. 3). 

Анализ результатов показал, что ГБО у крыс с ком-

бинированным поражением печени, улучшая кровос-

набжение повреждаемой и неповреждаемой долей пе-

чени не приводит к полному устранению в них гипок-

сии. Сопоставление динамики кровотока и рО
2 

в 

постгипероксическом периоде позволяет говорить о 

значительном увеличении потребления кислорода ге-

патоцитами, в частности, в результате стимулирующе-

го влияния ГБО на аммиакобевреживающую функцию 

гепатоцитов при комбинированном поражении пече-

ни [28]. Поэтому постгипероксическую гипоксию у ок-

сигенированных крыс с комбинированным поражени-

ем печени, можно также трактовать как гипоксию на-

пряжения. 

Таким образом, реакция кровотока и рО
2 

печени 

на ЧГЭ зависит от функционального состояния орга-

на на момент операционного воздействия. Длительное 

действие ССl
4
 на организм снижает чувствительность 

печёночного кровотока к стимулирующему влиянию 

ЧГЭ на 65-е сут введения гепатотоксина. Это прояв-

ляется неспособностью ЧГЭ восстанавливать снижен-

ный кровоток в оставшейся после резекции части ЛДП 

и неповреждаемой при операции СДП после кратко-

временной (на 7-е сут после операции) нормализации 

в ней кровотока. При хроническом поражении пече-

ни ССl
4 
снижение кровотока в обеих изучаемых долях 

печени детрминирует снижение в них тканевого рО
2
. 

Применение ЧГЭ на фоне хронического ССl
4
-гепатита 

вызывает лишь кратковременное улучшение снижен-

ного кровотока в неповреждаемой при операции СДП, 

способствуя ухудшению кровотока в остатке ЛДП, не 

устраняя гипоксию пораженной ССl
4
 печени.

ГБО, применённая после ЧГЭ, выступает в роли 

адаптогенного регулятора реакции печёночного кро-

вотока в ответ на механическое повреждение печени. 

При этом гипероксическое влияние на гемодинамику 

рис. Изменения кровотока (КТ) и напряжения кислорода (рО
2
) в левой (ЛДП) и средней (СДП) долях печени оксигенированных животных с ча-

стичной гепатэктомией (ЧГЭ) на фоне хронического CCl
4
-гепатита на 1-е (А), 4-е (Б) и 11-е (В) сут постгипероксического периода  * – статистиче-

ская значимость различий (p<0,05) по отношению к соответствующему контролю: неоксигенированные животные с хроническим CCl
4
-гепатитом 

на 3-и, 7-е и 14-е сут после ЧГЭ 

А Б

В
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Оригинальная статья

оперированной печени находится в прямой зависимо-

сти от того на каком фоне осуществляется   оператив-

ное воздействие. Предотвращая увеличение кровото-

ка в оперированной печени здоровых крыс, ГБО устра-

няет развитие гипоксии в остатке ЛДП, но при этом 

содействует формованию постгипероксической гипок-

сии в первые 4 сут постгипероксического периода в 

СДП. У животных с комбинированным поражением 

печени гипербарический кислород проявляет стиму-

лирующее влияние на печёночный кровоток. Оно наи-

более выраженно в остатке ЛДП и сохраняется к 11-м 

сут постгипероксического периода. ГБО при комби-

нированном поражении печени не устраняет имеющу-

юся на момент её применения гипоксию, но содей-

ствует улучшению кислородного режима печени по 

сравнению с предоперационным уровнем.

Благодарность. Считаю своим долгом выразить глу-

бокую признательность моему учителю заслуженному 

деятелю науки РСФСР Аполлинарию Николаевичу Лео-

нову за возможность проведения, описанных в данной 

статье исследований в лаборатории его кафедры пато-

логической физиологии Воронежской государственной ме-

дицинской академии и ценные советы при обсуждении по-

лученных результатах.
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Демяшкин Г.А.

Иммунофенотипическая характеристика сперматогенеза  
при идиопатической форме мужского бесплодия

ФГБУ «9 Лечебно-диагностический центр» Минобороны России, 

119146, г. Москва, Россия, Комсомольский проспект, д. 13а;

ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» (Сеченовский Университет) 

Минздрава России, 

119434, г. Москва, Россия, ул. Трубецкая, д. 8 

За последнее время бесплодие стало одной из распространенных причин для обращения к урологу-андрологу мужчин 

молодого репродуктивного возраста. Однако без понимания патогенеза нарушения сперматогенеза невозможно прово-

дить диагностику и лечение бесплодия. Цель исследования – оценка сперматогенеза при идиопатической форме муж-

ского бесплодии (иммуногистохимический аспект). Методы. Проводили анализ биоптатов яичек пациентов (n=53) с иди-

опатическим бесплодием. У всех пациентов оценивали гормональный статус, анализировали спермограммы, проводили 

цитогенетическую и молекулярно-генетическую диагностику (исследование кариотипа, анализ крови на наличие микро-

делеций AZF локуса Y-хромосомы). Биоптаты яичек мужчин с бесплодием (возраст 22 – 35 лет, n=10) и в качестве морфо-

логического контроля аутопсийный материал семенников мужчин 22 – 35 лет (n=10, в анамнезе 1-2 деторождение) изу-

чали иммуногистохимическим методом. Использовали первичные антитела Ki-67, Bcl-2, p53, caspase-9, PLAP, CD117, IGF-I, 

VEGF-A. Результаты. Показано, что при бесплодии митотическая активность сперматогоний была ниже (12.0±0.1%), чем 

в норме (42.0±0.34%) на фоне повышения активности каспазы-9 при фокальном варианте Сертоли-клеточного синдрома 

(72.0±0.41%) по сравнению с нормальным сперматогенезом (39.5±0.33%). При бесплодии уровни проапоптотических 

белков (p53) были выше (40,0±0.44%), чем антиапоптотических (Bcl-2) – 1.0±0.1%. Факторы дифференцировки гамет (CD117) 

при бесплодии не обнаружены, в отличие от PLAP (10.2±0.13%). При гипосперматогенезе отмечалось снижение в 8,8 раза 

интенсивности окрашивания на IGF-I в сперматогониях (7.0±0.22%). При бесплодии было выявлено снижение уровней 

VEGF, что опосредованно приводит к активации проапоптотических факторов. Заключение. Комплексный анализ патоло-

гического сперматогенеза и его микроокружения при идиопатической форме мужского бесплодия может свидетельство-

вать о персонифицированных нарушениях чувствительности и специфичности половых клеток к биологически активным 

веществам, обеспечивающим их пролиферацию, дифференцировку и апоптоз. Морфологический анализ биопатов яичек 

с использованием иммуногистохимических методов является одним из необходимых исследований в алгоритме диагно-

стики и прогноза мужского бесплодия.  
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Immunophenotypic characteristics of spermatogenesis in idiopathic male infertility
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In recent years, infertility has become a common complaint of approximately 8% of men of young, reproductive age in the every-

day practice of urologists/andrologists. However, diagnostics and treatment of infertility are impossible without understanding 

the pathogenesis of spermatogenesis disorder. Aim: Evaluating the immunohistochemical aspect of spermatogenesis in the idio-

pathic form of male infertility. Methods: Analysis of testicular biopsy samples from patients aged 22-35 (n=53) with idiopathic 
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male infertility. Evaluation of the hormonal status, analysis of spermogram, and pathogenetic and molecular genetic diagnos-

tics (karyotype study and a blood test for the presence of microdeletions in the Y-chromosome AZF locus) were performed for all 

patients. Testicular biopsy samples from men with infertility and autoptic testicular samples from men aged 22-35 (n=10, 1-2 chil-

dren in history) as a morphologic control were studied using an immunohistochemical method. Primary antibodies to Ki-67, p53, 

Bcl-2, caspase-9, CD117, PLAP, IGF-I, and VEGF-A were used. Results. Mitotic activity of spermatogonia in infertility (12.0±0.1%) 

was lower than normal (42.0±0.34%), which was associated with increased activity of caspase-9 in the focal variant of Sertoli-cell-

only syndrome (72.0±0.41%) compared to normal spermatogenesis (39.5±0.33%). In infertility, levels of proapoptotic proteins 

(p53) were considerably higher (40.0±0.44%) than levels of anti-apoptotic proteins (Bcl-2), 1.0±0.1. Factors of gamete differenti-

ation (CD117) were not detected in infertility while PLAP was (10.2+0.13%). In hypospermatogenesis, the IGF-I staining in sper-

matogonia was decreased 8.8 times (7.0±0.22%). Infertility was associated with decreased levels of VEGF, which indirectly results 

in activation of proapoptotic factors. Conclusion. The comprehensive analysis of pathological spermatogenesis in idiopathic male 

infertility suggested individual impairment of sensitivity and specificity of germ cells to biologically active substances, which pro-

vide their proliferation, differentiation, and apoptosis. The immunohistochemical morphological study of testicular biopsy sam-

ples is a required test in the diagnostic algorithm for male infertility.
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Введение

За последнее время бесплодие стало одной из рас-

пространенных причин обращения к урологу-андро-

логу. Эта патология затрагивает около 8% мужчин зре-

лого репродуктивного возраста (20 – 40 лет) и только 

у 10% из них удается достичь полного излечения. При 

этом, следует учитывать факторы риска: возраст (>45 

лет), отягощенный урогенитальный анамнез, рак, 

крипторхизм, варикоцеле, орхит, воздействие гонадо-

токсинов, генитальные инфекции и др. (табл. 1) [1, 2].

Сравнительно недавно были достигнуты значи-

тельные успехи в диагностике и лечении некоторых 

форм мужского бесплодия. Генетические тесты по-

зволили правильно классифицировать случаи необ-

структивной азооспермии (НОА), которые ранее счи-

тались идиопатическими. Микрохирургические вме-

шательства увеличили положительные показатели 

успешного восстановления репродуктивной функции 

мужчин (TESE, MESE, ICSI и др.). С появлением ми-

кроманипуляций с мужскими гаметами у ранее счи-

тавшихся бесплодными мужчин, с тяжелой олигозо-

оспермией или азооспермией, появились шансы на 

отцовство.

Уролог-андролог отвечает за диагностику, консуль-

тирование и лечение основной причины бесплодия. 

Однако только совместная коллегиальная работа ан-

дрологов с генетиками и морфологами позволяет до-

стичь максимально положительного результата. 

Морфологическая картина в повреждённом яич-

ке при идиопатической форме мужского бесплодия 

чаще представлена Сертоли-клеточным синдромом 

(СКС) [3, 4]. Характерной гистопатологической осо-

бенностью СКС является отсутствие половых клеток 

в извитых семенных канальцах [3, 4]. Многие из этих 

пациентов с нормальным кариотипом и вторичными 

мужскими половыми признаками по данным спермо-

граммы (азооспермия или тяжелая форма олигозоо-

спермии) оказываются бесплодными. В последние де-

сятилетия минувшего века в андрологическую практи-

ку была введена интрацитоплазматическая инъекция 

сперматозоидов (ИКСИ, ICSI), которая сделала ак-

туальной применение биопсии яичек, превратив ее в 

терапевтическую, а также диагностическую процеду-

ру. Так, были обнаружены новые гистопатологические 

признаки у мужчин с СКС, коррелирующие с успеш-
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ными процедурами ИКСИ. Главным образом, это ка-

сается обнаружения фокальных кластеризированных 

семенных канальцев, содержащих единичные созре-

вающие половые клетки (смешанная тестикулярная 

атрофия). Однако, по-прежнему, недостаточно изуче-

ны внутриорганные механизмы патогенеза идиопати-

ческой формы мужского бесплодия, особенно протео-

мика нарушения сперматогенеза (табл. 2). В контексте 

обозначенной проблемы важная роль отводится изуче-

нию белков-регуляторов в развитии Сертоли-клеточ-

ного синдрома и его форм. Необходим также прогноз 

возможных осложнений, вплоть до малигнизации, при 

этом ключевая роль принадлежит иммуногистохими-

ческому анализу [4].

Цель исследования – оценка сперматогенеза при 

идиопатической форме мужского бесплодии (иммуно-

гистохимический аспект).

Методика

Ретроспективное исследование проводили в Науч-

ном клиническом центре ОАО «РЖД» и на кафедре па-

тологической анатомии им. академика А.И. Струкова 

Сеченовского университета (май 2015 – январь 2017 г.).  

Пациенты и материал. В качестве материала для 

исследования в работе использовали биопсийный ма-

териал яичек мужчин, страдающих идиопатическим 

бесплодием (клинически подтвержденная необструк-

тивная азооспермия). Для морфологического контро-

Таблица 1

Нозологические категории в группе мужского бесплодия

категория количество %

Варикоцеле 629 26.4

Инфекции 72 3.0

Гормональные нарушения 54 2.3

Эякуляторная дисфункция 28 1.2

Системные заболевания 11 0.4

Идиопатическая форма 289 12.1

Иммунологические нарушения 54 2.3

Обструкция семявыносящих путей 359 15.1

Карцинома (рак) 11 0.5

Крипторхизм 342 14.3

Генетические аномалии 189 7.9

Тестикулярная дисфункция 345 14.5

ВСЕГО: 2,383 100.0

Таблица 2

Белки-регуляторы сперматогенеза (протеомика сперматогенеза)

Коллаген IV Виментин Ингибин IGF

Коллаген II Ингибин Активин FGF

Ламинин Факторы роста Фоллистатин EGF

Фибулины Колретинин TGF α/β

Фактор стволовой клетки Другие химические группы: NGF

Цитокины PLAP (97%)* VEGF

Факторы сертолиевых коммуникаций OCT 3/4* HepGF

Манноза-6-фосфат (рецептор) CD 117* Антимюллеров гормон

Цистатины SALL 4*

WT1* MAGE-A

CD10* VASA

CD99* GAGE

AE1 – AE3*

SMA*

CAM5,2*

клетки Лейдига и перитубулярные клетки Inhibin*; CD99*; CD10*; AE1 – AE3*; CAM5,2*; SMA*

Маркёры (другие) PAS;  p-53; ki-67, bcl

Примечание. * – маркёры иммуногистотипирования.
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ля были исследованы аутоптаты нормальных яичек без 

макроскопических признаков наличия/отсутствия вос-

палительного и/или опухолевого процесса. Материал 

для исследования получали не позднее 6 ч после кон-

статации биологической смерти.

Работа выполнена в двух группах: 1-я – (аутопсий-

ный материал, n=10) группа с условным контролем фи-

зиологического течения сперматогенеза, в семейном 

анамнезе – одно и более деторождений, мужчины 22–

35 лет; 2-я – мужчины 22 – 35 лет с верифицирован-

ной идиопатической азооспермией (n=53 биоптата), 

бесплодие в браке более 2 лет.

 Все обследуемые пациенты давали письменное ин-

формированное согласие на исследование. Критерии 

исключения из исследования – отягощённый лекар-

ственный анамнез (n=8); андрогены или анти-эстро-

гены (n=4), гипогонадотропный гипогонадизм (n=9), 

системные заболевания (n=11), хромосомные транс-

локации (n=4).

Физикальные данные. Все пациенты, страдающие 

бесплодием, были соматически здоровыми, без вред-

ных привычек   молодыми людьми в возрасте 22 – 35 

лет;; инфекционные заболевания, влияющие на спер-

матогенез (в том числе, эпидемический паротит в 

анамнезе), а также врожденные аномалии развития яи-

чек у пациентов отсутствовали. 

Гормональный статус мужчин, страдающих беспло-

дием. Кровь для анализа брали строго натощак из лок-

тевой вены. Количественное содержание гормонов 

определяли после тестирования по методикам, утверж-

денным для данной биохимической лаборатории про-

токолам. У всех мужчин уровни ФСГ, ЛГ гормонов и 

тестостерона в сыворотке крови были в пределах воз-

растной физиологической нормы.

Спермограмма. Показатели эякулята оценивали со-

гласно протоколу Всемирной организации здравоох-

ранения [5]. В группе с нормальным сперматогенезом 

(I) для верификации мужских половых клеток (иден-

тификации стадий мейоза) и клеток Сертоли в изви-

тых семенных канальцах использовали метод цитоло-

гических отпечатков (рис. 1)

Лабораторная цитогенетическая и молекулярно-ге-

нетическая диагностика (исследование кариотипа, ана-

лиз крови на наличие микроделеций AZF локуса 

Y-хромосомы). Кариотип: 46, ХY; Y-микроделеции от-

сутствуют.

Тестикулярная оценка (биопсия). Биопсия яичка бы-

ла выполнена с целью выявления причины азооспер-

мии, определения степени поражения сперматогене-

за и исключения обструкции выводных семенных про-

токов. Биоптаты оценивали с использованием 

критериев S. Johnsen, J. Aafjes и соавт. и Г.А. Демяш-

кина [3, 4]. 

Морфологическое исследование

Для гистологического исследования биоптатов и 

аутоптатов яичек использовали стандартный метод 

(фиксация формалином, заливка в парафин, окраска 

гематоксилином и эозином).

Иммуногистохимический метод (ИГХ). После депа-

рафинизации и регидратации парафиновых срезов про-

водили ИГХ-исследование по стандартному протоколу 

в автоматическом режиме в иммуногистостейнере Bond-

Max («Leica», Германия). Используемые первичные ан-

титела, их разведение и фирма производитель представ-

лены в табл. 3. Вторичные антитела – универсальные 

(HiDef Detectionтм HRP Polymer system, «Cell Marque», 

США), позволяющие выявлять мышиные и кроличьи 

первичные антитела, конъюгированные с ферментным 

комплексом на основе пероксидазы хрена. Результаты 

иммуногистохимических реакций оценивали количе-

ственными и полуколичественными методами. Ядра 

клеток докрашивали гематоксилином Майера; срезы 

промывали под проточной водой; дегидратировали и 

заключали в бальзам.

Учитывая специфику исследуемого объекта (яич-

ки), где половые клетки при световой микроскопии 

«перекрывают» друг друга, а также особенность рас-

пределения внутриклеточных белков проводили под-

счёт числа иммунопозитивных клеток. Подсчет (в%) 

проводили в 100 клетках в 10 полях зрения светового 

микроскопа (при увеличении объектива ×40). Оцени-

вали степень экспрессии (в баллах, ve +/–) [4, 6]. Ана-

лиз аутопсийного и биопсийного материалов выпол-

няли с помощью светооптического микроскопа «Carl 

Рис. 1. Яичко (в норме). 

Отпечаток, окраска по G. Giemsa. Увеличение ×400. Половые клетки на 

разных стадиях сперматогенеза, справа – клетка Сертоли.
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Zeiss Lab.A1» (Carl Zeiss, Германия), совмещённого с 

видеокамерой «AxioCam ERc5s» (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, Германия) и программным обеспечением ZEN 

Lite.

Статистический анализ. Полученные в результате 

подсчёта данные обрабатывали с использованием ком-

пьютерной программы SPSS 7.5 for Windows statistical 

software package (IBM Analytics, США). Оценивали со-

ответствие полученных результатов нормальному рас-

пределению с применением критерия Колмагорова–

Смирнова. При статистической обработке для оценки 

значимости различий между группами использовали 

непараметрические критерии: U-критерий Манна–

Уитни, Н-критерий Краскалла-Уоллеса. При отсут-

ствии нормального распределения данных использо-

вали непараметрический критерий F. Wilcoxon 

(Statistical methods for research workers) с уровнем зна-

чимости p<0.05.

Результаты 

Микроскопическое описание яичек мужчин 1-й груп-

пы (с нормальным сперматогенезом). Стенки семенных 

канальцев образованы клетками Сертоли и половыми 

клетками, находящимися на различных стадиях спер-

матогенеза. Во всех исследуемых образцах выявляют-

ся морфологические признаки нормального сперма-

Таблица 3

 Характеристики первичных антител, используемых для иммуногистохимического исследования

Антитела 

(фирменное название)

Ig класс 

(фирма)

Специфичность и характеристика

БЕЛКИ –  МАРКЕРЫ ЖИЗНЕННОГО ЦИКЛА КЛЕТКИ 

Mouse Monoclonal Antibody

Ki-67 Antigen

Clone MM1 IgG1

NovocastraTM

1:100

Ядерный антиген; выявляется во всех пролиферирующих клетках в 

G1 (поздней), S, M и G2 фазах клеточного цикла

Mouse Monoclonal Antibody

р53 Protein

Clone DO-7

IgG2b

NovocastraTM

1:100

Ядерный антиген; определяется при остановке клеточного цикла после 

повреждения генома в точке G1 – клетка восстанавливает целостность 

повреждённой ДНК до деления клетки или р53 запускает в клетке меха-

низм апоптоза. 

Mouse Monoclonal Antibody

Bcl-2 Oncoprotein

Clone

bcl-2/100/D5

IgG1

NovocastraTM

1:100

Цитоплазматический антиген; белок  внутренней митохондриальной 

мембраны, который действует в качестве ингибитора апоптоза.

Rabbit polyclonal  Antibody

caspasa-9 

IgG

Abcam

1:100

Цитоплазматический антиген внутреннего пути апоптоза; активирует 

гибель ядра и  протеолитические процессы в клетке.

ФАКТОРЫ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ (МУЖСКИХ ПОЛОВЫХ КЛЕТОК) 

Primary Antibody Placental al-

kaline phosphatase (PLAP)

Clone 8A9

IgG1

BondTM

1:100

Цитолеммальный антиген; в норме – визуализируется в мембране син-

цитиотрофобласта ворсин хориона и плаценты и в гонобластах/гоноци-

тах.

Mouse Monoclonal Antibody c-

kit Oncoprotein

(CD117)

Clone T595

IgG1

NovocastraTM

1:100

Цитоплазматический стволовой антиген; в норме – обнаруживается в 

гонобластах/гоноцитах, а также в глиоцитах, тучных клетках, меланоци-

тах и эпителии молочной железы. Слабое окрашивание также выявили в 

собирательных трубочках почек, иногда в эпителии предстательной же-

лезы и в коллоиде щитовидной и паращитовидных желез.

ФАКТОРЫ РОСТА

Rabbit polyclonal  Antibody

Insulin-like Growth Factors-I

IgG1

Santa Cruz Biotechnology

1:100

Цитоплазматический антиген; 

показатель пролиферативной митотической активности клеток; ауто-

кринный/паракринный стимулятор роста.

Mouse Monoclonal Antibody

Vascular Endothelial Growth 

Factor

Clone pAb IgG1

NovocastraTM

1:100

Цитоплазматический антиген ангиогенный; 

показатель ангиогенеза – стимулирует пролиферацию эндотелиоцитов.
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тогенеза (8 – 10 баллов по шкале S. Johnsen). Сперма-

тогонии локализуются на базальной мембране, образуя 

базальные отсеки семенных канальцев, клетки после-

дующих стадий – в адлюминальном отсеке, а сперма-

тозоиды – в просветах. В большинстве семенных ка-

нальцев гаметы образуют отдельную функциональную 

«колонку», в которой все они находятся на одной из 

шести стадий сперматогенного цикла. Сперматогонии, 

которые ещё не вступили в мейоз, несут функцию 

сперматогониальных стволовых клеток (SSC), попол-

няющих сперматогониальный пул (рис. 2, а).

Микроскопическое описание яичек мужчин 2-й груп-

пы (идиопатическая форма бесплодия (n=53). В 11-и об-

разцах выявлены признаки гипосперматогенеза (в се-

менных канальцах располагаются сперматогонии и 

разрушенные первичные сперматоциты), оценка спер-

матогенеза по шкале S. Johnson (JS) – 4 бала; в 1 – блок 

созревания с фокусами субтотальной аплазии гамет 

(единичные сперматогонии), JS=3 балла (рис. 2, б); у 

12-ти – Сертоли-клеточный синдром, JS=2 балла; у 

3-х – тубулярная атрофия канальцев, JS=1 балл (рис. 

2, в). Также, во всех исследуемых случаях выявлена ги-

перплазия клеток Лейдига.       

Результаты иммуногистохимического исследова-

ния представлены в таблицах 4 и 5, а также на рис. 3. 

Анализ маркеров клеточного цикла. Белок Ki-67 был 

обнаружен во всех половых клетках, как при нормаль-

ном, так и патологическом сперматогенезе. Клетки 

Сертоли и Лейдига, миоидные клетки были иммуно-

негативны. Индекс пролиферации (Ki-67) спермато-

гоний мужчин 22 – 35 лет контрольной группы равен 

42.0±0.34%, что в 3,5 раза выше чем при идиопатиче-

ском бесплодии (12.0±0.1%). 

Проапоптотический индекс (p53) сперматогоний 

в контрольной группе (57.2±0.66%) выше, чему у спер-

матоцитов I в 2,0 раза (28.5±0.5%) и в 3,9 раза у спер-

матоцитов II (14.5±0.33%). Количество окрашенных 

на р53 сперматогоний при необструктивной азооспер-

мии в 2,6 раза у мужчин 22 – 35 лет выше, чем в кон-

троле. 

Степень маркирования на caspase-9, активация ко-

торой происходит при реализации митохондриально-

го пути апоптоза, в сперматогониях с нормальным 

сперматогенезом находится примерно на одном уров-

не (доля меченых сперматогоний составляет у моло-

дых мужчин – 39.5±0.33%) и снижен при идиопатиче-

ской форме мужского бесплодия на стадии гипоспер-

матогенеза (22.0±0.22%). При фокальном варианте 

Сертоли-клеточного синдрома этот показатель состав-

ляет 72.0±0.41%. Ни в одной из гистологических форм 

идиопатического бесплодия в клетках Лейдига и в ми-

оидных клетках caspase-9 не выявлено (ve–). Анализ 

маркирования на Bcl-2 показывает, что антиапопто-

тическая активность превалирует в половых клетках у 

мужчин 22 – 35 лет (43.2±0.44%) и практически исче-

зает на всех стадиях нарушенного сперматогенеза 

(1.0±0.1%). 

Учитывая данные пролиферации и апоптоза, а так-

же про- и антиапоптотической активности спермато-

гоний при бесплодии можно говорить о выраженном 

дисбалансе – преобладании апоптоза над пролифера-

цией. При этом причина инициирования апоптоза в 

сперматогониях вероятнее всего связана с аутокрин-

ными нарушениями либо повреждениями митохон-

дрий, а также с возрастанием уровня окислительного 

стресса.

Анализ факторов дифференцировки половых клеток. 

У мужчин среднего возраста CD117 выявляется уже в 

сперматогониях. Исследуемый маркёр в сперматого-

ниях при идиопатическом бесплодии не выявляется, 

Рис. 2. Семенные канальцы. Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение ×200. a – нормальный сперматогенез, б – блок созревания (слущенные 

единичные сперматогонии, клетки Сертоли), в – СКС и тубулярная атрофия.

а б в
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сперматогониях и снижение его количества в 8,8 раза  

по сравнению с возрастной группой в контроле. Более 

вероятно, что существует нарушение паракринной ре-

гуляции синтеза инсулиноподобного фактора роста-1 

при бесплодии.

В контрольной группе ИГХ-реакцию с антитела-

ми к VEGF отмечали во всех половых клетках на раз-

ных стадиях сперматогенеза («ve+/2»), а также в клет-

ках Сертоли («ve+/1») и Лейдига («ve+/2»). При бес-

плодии наблюдается следующая ИГХ-реакция: зрелые 

клетки Сертоли («ve+/2»); цитоплазма некоторых со-

хранившихся сперматогоний («ve+/1»); клетки Лейди-

га («ve+/3»). При этом, следует отметить, окрашива-

ние в многочисленных популяциях клеток Лейдига, 

которые располагались вблизи кровеносных сосудов и 

семенных канальцев. Как известно, сосудистый эндо-

телиальный фактор роста влияет на баланс между про- 

и антиапоптотическими белками: понижает уровни 

p-53 и повышает уровни Bcl-2 [7]. При бесплодии на-

ми выявлено снижение показателя VEGF.

Обсуждение

 Яички являются уникальным органом. В них за-

ключено колоссальное количество структур, занимаю-

щих при этом мизерный объем – множество извитых 

семенных канальцев (длина одного семенного каналь-

ца составляет 80 см, а общая – 300 – 400 м). Несмотря 

на малые размеры органа, яички несут огромную функ-

циональную нагрузку, вырабатывая сперматозоиды ко-

личеством до 200 млн в 1 мл (размер одного спермато-

зоида в пределах 5 мкм без жгутика). При этом жизнен-

то есть, сперматогониальные клетки (SSC) в семенных 

канальцах отсутствуют, равно как и нет клеток, обла-

дающих унипотентными свойствами и обновляющих-

ся популяций половых клеток. Один из факторов эм-

бриональной дифференцировки мужских гамет (PLAP) 

у мужчин молодого возраста в норме не обнаружен, в 

то время, как в  сохранившихся сперматогониях при 

гипосперматогенезе отмечается (в 10.2±0.13 %) поло-

жительная мембранная ИГХ-реакция с антителами к 

PLAP, что не исключает наличие в семенных каналь-

цах единичных малодифференцированных клеток. А 

также, учитывая, что PLAP является маркером тести-

кулярной интроэпителиальной неоплазии, нельзя ис-

ключить, что бесплодие попадает в группу риска по ма-

лигнизации.

Анализ факторов роста. В контрольной группе наи-

более ярко на IGF-I маркируются половые и в мень-

шей степени соматические клетки семенных каналь-

цев и их микроокружения. Выраженность иммуноло-

гической реакции с антителами к IGF-I в мужских 

гаметах снижается в процессе сперматогенеза: от спер-

матогоний («ve+/3») до сперматозоидов («ve+/2»). 

Окрашивание на IGF-I в половых клетках и клетках 

Сертоли подтверждает функциональную необходи-

мость данного фактора роста в региональном механиз-

ме ауто- и паракринной регуляции текущих процессов 

в яичке и семенных канальцах в частности.  Отсутствие 

специфического маркирования стромальных компо-

нентов свидетельствует о её вспомогательной роли в 

этих процессах. В то время, как при идиопатическом 

бесплодии отмечается слабое окрашивание на IGF-I в 

Таблица 4

 Доля ИГХ- позитивных сперматогоний в семенных канальцах (на исследуемые маркеры) при  нормальном сперматогенезе и идио-

патическом бесплодии (%)

Антитела

нормальный сперматогенез

(22 – 35 лет)

идиопатическое бесплодие

(22 – 35 лет)

гипо-сперматогенез блок созревания фокальный вариант СКС

Ki-67 42.0±0.34 15.0±0.1* 12.0±0.1* * 9.0±0.2*

р53 57.2±0.66 40.0±0.44* 64.3±0.39* * 72.0±0.41*

Bcl-2 7.5±0.44 1.0±0.1* 0 0

caspase-9 39.5±0.33 22.0±0.22* 64.3±0.39* 72.0±0.41*

PLAP 0 10.2±0.13% * 0 0

CD117 10.0±0.33 0 0 0

IGF-I 39.5±0.33 7.0±0.1* 5.3±0.6* 1.0±0.2*

VEGF-А 34.3±0.21 6.0±0.2* 4.2±0.4* 1.2±0.11*

Примечание.  *  – статистически значимые различия (при p<0.05) между контрольной группой и группой  лиц, страдающих бесплодием.
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Таблица 5

Иммуногистохимическая характеристика семенных канальцев и их микроокружения в норме и при идиопатическом бесплодии

Белок
Природа

клетки

Локализация

 (target sites)

Функции в сперматогенезе:
Примечание  

в норме при бесплодии

Ki-67

половые ядро; сперматогонии («ve+/3»), пер-

вичные сперматоциты («ve+/1»), вто-

ричные сперматоциты («ve+/2»), 

округлые сперматиды («ve±»)

пролифера-

ция

положительная ИГХ-реакция от-

мечена в ядрах единичных сперма-

тогоний («ve+/2»)

снижение проли-

ферации при бес-

плодии 

p53

половые ядро; сперматогонии («ve+/2»), пер-

вичные сперматоциты («ve+/1»), вто-

ричные сперматоциты («ve±»)

проапоптоз положительная ИГХ-реакция от-

мечена в ядрах сперматогоний 

(«ve+/2»); клетки Сертоли 

(«ve+/3»)

увеличение апоп-

тоза при беспло-

дии 

Bcl-2

половые цитоплазма; единичные сперматого-

нии («ve±»), первичные сперматоци-

ты («ve+/1»), вторичные спермато-

циты («ve+/3»), сперматиды 

(«ve+/2»)

анти-апоптоз 

внутрен-ний 

путь (мито-

хондрия)

сперматогонии («ve–»); зрелые 

клетки Сертоли («ve+/1») и незре-

лые клетки Сертоли («ve+/1»)

снижение антиа-

поптозной актив-

ности при бес-

плодии 

caspase-9

половые цитоплазма; сперматогонии 

(«ve+/2»), единичные первичные и 

вторичные сперматоциты  и сперма-

тиды («ve+/2»), а также клетки Лей-

дига («ve+/2»)

апоптоз, 

инициация

ядра сперматогоний при гипоспер-

матогенезе, блоке созревания и при 

фокальном варианте Сертоли-кле-

точного синдрома («ve+/3»); клет-

ки Сертоли («ve+/2») – в ядрах 

клеток Сертоли при классическом 

варианте с переходом в тубулярную 

атрофию 

увеличение апоп-

тотической ак-

тивности при 

идиопатической 

форме мужского 

бесплодия 

PLAP

половые только в раннем эмбриогенезе – в 

единичных сперматогониях («ve+/3»)

дифферен-

цировка

ИГХ-реакция визуализируется в 

цитолемме сперматогоний 

(«ve+/2») до трети от общего их 

числа 

риск 

малигнизации

CD117

половые цитолемма; в эмбриогенезе – при-

мордиальные, гоноциты («ve+/2») и 

промежуточные («ve+/2»), феталь-

ные сперматогонии («ve+/1»); у 

взрослых – единичные сперматого-

нии («ve+/1»), некоторые первичные 

сперматоциты («ve+/1»), вторичные 

сперматоциты («ve+/3»), ранние 

сперматиды («ve+/2»); единичные 

клетки Лейдига («ve+/2»)

дифферен-

цировка

ИГХ окрашивание не обнаружено 

(«ve –»)

отсутствие плю-

ри-потентных 

свойств у поло-

вых клеток при 

бесплодии; уве-

личение стволо-

вых свойств в га-

метах поздних 

стадий спермато-

генеза

IGF-I

соматиче-

ская

 цитоплазма; все мужские половые 

клетки («ve+/2») и соматические 

клетки интерстициальной ткани 

(«ve+/1»), а также эндотелий крове-

носных сосудов («ve+/1»)

паракрин-

ное воздейст-

вие на IGF1R 

и клетки 

Сертоли, что 

стимули-рует 

размножение 

и  рост гамет

аутокринный митогенный путь с 

экспрессией IGF-I в клетках Сер-

толи; слабый уровень экспрессии в 

единичных клетках Сертоли 

(«ve+/1») и в цитоплазме некото-

рых сохранившихся сперматогоний 

(«ve±»)

снижение уровня 

контроли-руется 

связующими про-

теинами – рас-

щепление 

IGFBP3, что сни-

жает рост клеток 

при бесплодии

VEGF

соматиче-

ская

цитоплазма; сперматогонии 

(«ve+/2»), сперматоциты I («ve+/2»); 

клетки Сертоли («ve+/1»); клетки 

Лейдига («ve+/2»); эндотелиальные

клетки («ve+/3»)

влияние на 

гаметы не из-

вестно; анги-

огенез.

зрелые клетки Сертоли («ve+/2»); 

цитоплазма некоторых сохранив-

шихся сперматогоний («ve+/1»); 

клетки Лейдига («ve+/3»)

метастатическое 

распространение 

опухоли подавля-

ется использова-

нием анти-VEGF 

антител
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Рис. 3 А.
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Рис. 3.    Иммуногистохимическая характеристика семенных канальцев и их микроокружения в норме и при идиопатическом бесплодии.

А– БЕЛКИ –  МАРКЕРЫ ЖИЗНЕННОГО ЦИКЛА КЛЕТКИ;  Б – ФАКТОРЫ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ МУЖСКИХ ПОЛОВЫХ КЛЕТОК;  В – ФАКТОРЫ РОСТА.

но важные процессы в органе проходят при 

относительно небольшом количестве соединительной 

ткани, тем самым ограничивая его защитные функции. 

Яички располагаются на периферии организма, как бы 

«автономно». Подобное «отдаленное» расположение яи-

чек не способствует защите от химических, биологиче-

ских и физических (механических, температурных), в 

том числе радиационных воздействий [3, 4, 6]. Возмож-

но, поэтому в них сформированы плотные волокнистые 

оболочки (tunica albuginea) и многоструктурные гемато-
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тестикулярные барьеры. Учитывая вышеперечислен-

ные органоспецифические особенности, остаётся весь-

ма затруднительной диагностика и прогноз как воспа-

лительных изменений, так и нарушений эндокринной 

функции сперматогенеза (бесплодие).   

Преимущество биопсии яичка состоит в том, что 

исследование нативных половых клеток повышает ка-

чество прижизненной диагностики, дает более объек-

тивную морфологическую картину интраорганных мо-

лекулярных взаимоотношений и обеспечивет наиболь-

шую информативность, в отличие от аутопсийного 

материала.

Проведенное ретроспективное исследование выя-

вило выраженный дисбаланс между пролиферацией и 

апоптозом мужских половых клеток, а также возмож-

ное нарушение нейроэндокринной регуляции, что яв-

ляется одним из ключевых звеньев патогенеза идиопа-

тической формы мужского бесплодия. 

Заключение 

Комплексный анализ патологического спермато-

генеза и его микроокружения при идиопатической 

форме мужского бесплодия может свидетельствовать 

о персонифицированных нарушениях чувствительно-

сти и специфичности половых клеток к биологически 

активным веществам, обеспечивающим их пролифе-

рацию, дифференцировку и апоптоз. Морфологиче-

ское исследование биопатов яичек с использованием 

иммуногистохимических реакций является одним из 

необходимых пунктов в алгоритме диагностики и про-

гноза мужского бесплодия. 

Литература

1. Esteves S.C., Miyaoka R., Agarwal A. An update on the clinical as-

sessment of the infertile male. Clinics. 2011; 66(4): 691-700. 

2. Божедомов В.А., Громенко Д.С., Ушакова И.В., Тропцева М.В., 

Галимов Ш.Н., Александрова Л.А. и др. Оксидативный стресс 

сперматозоидов в патогенезе мужского бесплодия. Урология. 

2009; 2: 51-5.

3. Bostwick D.G. Urologic Surgical Pathology, 3rd Edition. 2014; Р. 

976. 

4. Демяшкин Г. А. Апоптоз в семенных канальцах человека в нор-

ме и при идиопатическом бесплодии. Цитология. 2018; 60(3): 

208-18.

5. WHO Laboratory manual for the examination and processing of human 

semen, 5th edition, Geneva, 2010. 

6. Демяшкин Г.А. Пролиферация и апоптоз мужских половых кле-

ток в сперматогенном эпителии в норме и при необструктив-

ной азооспермии. Крымский журнал экспериментальной и кли-

нической медицины. 2016; (2):19-32.

7. Caires K.C., de Avila J., McLean D.J. Vascular endothelial growth 

factor regulates germ cell survival during establishment of spermato-

genesis in the bovine testis. Reproduction. 2009; 138: 667–77.

References

1. Esteves S.C., Miyaoka R., Agarwal A. An update on the clinical as-

sessment of the infertile male. Clinics. 2011; 66(4): 691-700.

2. Bozhedomov V.A., Gromenko D.S., Ushakova I.V., Troptseva M.V., 

Galimov Sh.N., Aleksandrova L.A. et al. Oxidative stress sperm in 

the pathogenesis of male infertility. Urologiya. 2009; 2: 51-5. (in Rus-

sian)

3. Bostwick D.G. Urologic Surgical Pathology, 3rd Edition. 2014; Р. 97

4. Demyashkin G.A. Apoptosis in seminiferous tubules of human in 

normal and in idiopathic infertility. Tsitologyia. 2018; 60(3): 208-18. 

(In Russian)

5. WHO Laboratory manual for the examination and processing of human 

semen, 5th edition, Geneva, 2010. 

6.  Demyashkin G.A. Proliferation and apoptosis of male germ cells in 

the seminiferous epithelium in normal and nonobstructive azoosper-

mia. Krymskiy zhurnal eksperimental’noy i klinicheskoy meditsiny. 2016; 

(2):19-32. (In Russian)

7. Caires K.C., de Avila J., McLean D.J. Vascular endothelial growth 

factor regulates germ cell survival during establishment of spermato-

genesis in the bovine testis. Reproduction. 2009; 1 38: 667–77.

Сведения об авторе:

Демяшкин Григорий Александрович, гистолог-эмбриолог, врач-патологоанатом, канд. мед. наук, доцент каф. патологи-

ческой анатомии им. акад. А.И. Струкова Первого МГМУ им. И.М. Сеченова (Сеченовский Университет); член European 

Association of Urology, Section of Andrological. Urology (ESAU).



74

Original articlesPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(2)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.74-79

© Воронков А В , Геращенко А Д , 2020

УДК 611 018 74/547 978 4/615 32

Воронков а.В., геращенко а.д.

Эндотелиопротекторные свойства ATACL  
и катехин гидрата в условиях истощающих нагрузок крыс

Пятигорский медико-фармацевтический институт филиал ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России, 

357532, г  Пятигорск, Россия, пр  Калинина, д  11

Цель исследования – изучение эндотелиопротекторных свойств ATACL и катехин гидрата в сравнении с известным 

лекарственным препаратом Сулодексид в условиях истощающих нагрузок крыс  Методика. Истощающие нагрузки вос-

производили методом Порсолта – принудительного плавания животных с нагрузкой до полного истощения и борьбы за 

жизнь  Эксперименты выполнены на 50 крысах-самцах Wistar (200-220 г), разделенных на 5 групп (n=10)  Вазодилатирую-

щую функцию эндотелия сосудов головного мозга оценивали методом допплерографии с использованием программного 

комплекса «Minimax Doppler», производства компании «Минимакс» (Санкт–Петербург, Россия)  результаты. Показано, что 

на фоне истощающих нагрузок наблюдалось значительное ухудшение вазодилатирующей и антитромботической функ-

ций эндотелия мозговых сосудов, что проявлялось снижением реакции сосудов в ответ на введение анализаторов (АЦХ 

и L- NAME), развитием «феномена L-аргининового парадокса», повышением как степени, так и агрегационной способно-

сти (скорости) тромбоцитов  Исследуемые соединения ATACL и катехин гидрат способствовали коррекции эндотелиаль-

ной дисфункции, что выражалось в статистически значимом увеличении скорости кровотока при внутривенном введе-

нии АЦХ у животных групп, получавших ATACL на 26,1%, катехин гидрат – на 24,5%, относительно исходной скорости кро-

вотока  ATACL (4-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилкоричнаякислота) оказывал выраженное влияние на антитромботическую 

функцию, при этом статистически значимо снижалась степень агрегации  тромбоцитов на 99,3% и скорости агрегации – 

на 136,6%, относительно аналогичных показателей группы крыс негативного контроля  заключение. Соединение ATACL 

представляет интерес для дальнейшего изучения в качестве актопротекторного средства, обладающего эндотелиопро-

текторной активностью 
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endothelium-protective properties of atacl and catechin hydrate in exhaustive exercise of rat 

Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute, Affiliate of the Volgograd State Medical University, 

Prospekt Kalinina 11, Pyatigorsk 357532 Russia

aim  To study possible endothelium-protective properties of catechin hydrate and ATACL in comparison with a well-known drug 

Sulodexide in exhaustive physical exercise of rats  methods  Exhaustive exercise was produced by forced swimming of rats with a 

load until exhaustion and struggle for life  Experiments were performed on 50 Wistar male rats (200-220 g) divided into 5 groups 

(n=10 in each group)  The endothelial vasodilatory function of cerebral blood vessels was evaluated with the Doppler method 

using Minimax Doppler equipment and software (Minimax, St  Petersburg, Russia)  results. Exhaustive exercise induced a signif-

icant impairment of vasodilatory and antithrombotic endothelial functions, which was evident as decreased response of cerebral 

blood vessels to acetylcholine (ACH) and L-NAME, development of the L-arginine paradox, and increases in both platelet aggrega-

tion degree and rate  ATACL (4-hydroxy-3,5-di-tert-butyl cinnamic acid) and catechin hydrate provided correction of the endothe-

lial dysfunction, which was evident from increased blood flow velocity in response to intravenous administration of ACH by 26 1% 
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in the ATACL group (p<0 05) and by 24 5% in the catechin hydrate group (p<0 05) compared to the baseline blood flow veloc-

ity  ATACL exerted a pronounced effect on the endothelial antithrombotic function evident as decreases in aggregation degree 

by 99 3% (p<0 05) and aggregation rate by 136 6% (p<0 05) compared to the group of negative control  conclusion  ATACL is of 

interest for further studies as an actoprotector with endothelium-protective activity 
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Введение

Эндотелий сосудов – является уникальным по сво-

ей природе и функциям орган ответственный за гоме-

остаз [1]. Известно, что на фоне истощающих физи-

ческих нагрузок в организме возникают нарушения 

в регуляции сердечно-сосудистой системы [2–4], от-

мечается активация центральной симпатической си-

стемы, повышается частота сердечных сокращений, 

в результате чего ускоряется ламинарный ток крови и 

возрастает его повреждающее действие на эндотелий 

сосудов. Особенно страдают участки в местах развет-

вления сосудистого русла, что провоцирует развитие 

воспалительного процесса [5].

Развитие эндотелиальной дисфункции [2] в даль-

нейшем приводит к изменениям реологии крови, ухуд-

шению эндотелий-зависимой дилатации, усугублению 

процесса воспаления сосудистой стенки и активации 

апоптоза [6-9]. Все это может способствовать наруше-

нию микроциркуляторного кровотока в скелетной 

мышце, такого рода изменения снижают функцио-

нальный резерв [8, 9]. Поэтому поиск актопротектор-

ных веществ [10 – 13], обладающих эндотелиопротек-

торным действием [4, 9, 14], является актуальной про-

блемой спортивной медицины и фармакологии.

Цель исследования – изучение эндотелиопротек-

торных свойств ATACL и катехин гидрата в сравнении 

с известным лекарственным препаратом Сулодексид  

в условиях истощающих нагрузок  у крыс.

Методика

Эксперимент выполнен на 50 крысах-самцах Wistar 

(200–220 г). Было сформировано 5 групп по 10 живот-

ных в каждой. Все производимые манипуляции с живот-

ными выполнялись в соответствии с требованиями над-

лежащей лабораторной практики (GLP) [15] и в соответ-

ствии с международными нормами экспериментальной 

этики (Strasbourg, 22 June, 1998). Работа одобрена этиче-

ским комитетом филиала ФГБОУ ВО ВолгГМУ. Крыс 

содержали в пластиковых клетках при естественном ос-

вещении и температуре 20–22 ºС, с свободным досту-

пом к корму и воде. Истощающую физическую нагруз-

ку воспроизводили по известной методике – тест Пор-

солта (тест «отчаяния») в течение 10 сут [16]. Животных 

группы положительного контроля (ПК) подвергали 

физическим нагрузкам (ФН) по n=3, n=3 и n=4 жи-

вотных ежедневно. Крысам экспериментальных групп 

вводили эндотелийпротекторные средства: 1) ATACL 

(4-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилкоричная кислота, 100 

мг/кг); 2) катехин гидрат (100 мг/кг) [17]; 3) препарат 

сравнения Cулодексид (30 единиц высвобождения ли-

попротеинлипазы – ЕВЛ) [8, 9]. Животных экспери-

ментальных групп подвергали истощающим физиче-

ским нагрузкам ежедневно в течение 10 сут Группа 

негативного контроля (НК, без фармакологической 

коррекции) получала на всем протяжении эксперимен-

та 0,9% раствор хлористого натрия в эквиобъемном ко-

личестве. По истечении 10 сут оценивали вазоделяти-
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рующую функцию эндотелия сосудов головного мозга 

методом допплерографии с использованием программ-

ного комплекса «Minimax Doppler» (1.7.), производ-

ства компании «Минимакс» (Санкт–Петербург, Рос-

сия). Оценку гемодинамики производили в проекции 

средней мозговой артерии в теменной области голов-

ного мозга животных. Правую теменную кость живот-

ного трепанировали, периодически охлаждая поверх-

ность раствором 0,9% натрия хлорида. В качестве кон-

тактной среды использовали гель «Униагель». 

Модификацию выброса эндогенного NO осу-

ществляли посредством внутривенного введения со-

ответствующих анализаторов: ацетилхолина (АЦХ), 

нитро-L-аргинина, метилового эфира (L-NAME) и 

L-аргинина. Агрегационную активность тромбоцитов 

оценивали на агрегометре «АЛАТ-2», методом G.Born 

в модификации Габбасова [18].

Для статистической обработки результатов исполь-

зовали пакет программ «StatPlus 2009». Межгрупповые 

различия анализировали параметрическими и непара-

метрическими методами в зависимости от типа распре-

деления. В качестве параметрического критерия ис-

пользовали критерий Стьюдента, непараметрическо-

го – U-критерий Манна–Уитни. Различия считались 

статистически значимыми при p<0,05. 

результаты 

Влияние изучаемых соединений на скорость кровото-

ка в условиях длительных истощающих физических нагру-

зок. Группу животных положительного контроля под-

вергали дозированным ФН (без наступления истоще-

ния). Исходная скорость кровотока у крыс составляла 

4,099±0,235 см/с. У крыс, получавших Cулодексид, 

ATACL и катехин гидрат: 3,892±0,367 см/с, 4,217±0,165 

см/с, 3,953±0,391 см/с соответственно.  В ответ на вве-

дение АЦХ имело место статистически значимое изме-

нение скорости кровотока (СК): в группе крыс поло-

жительного контроля на +42%; у животных, получав-

ших Cулодексид, ATACL и катехин гидрат — на +28%, 

+26,1%, +24,5% соответственно относительно исход-

ного контроля. Введение АЦХ группе крыс НК значи-

мо не изменяло скорость кровотока по отношению к 

исходным значениям (рис. 1).

Внутривенное введение L-NAME способствовало 

повышению скорости кровотока в группе ПК на 36,2% 

относительно исходного значения. На фоне примене-

ния Сулодексида, ATACL и катехин гидрата наблюда-

лось снижение СК на 22,6%, 23,5% и 13,3% относитель-

но первоначальной скорости кровотока у животных 

получавших соответственно Сулодексид, ATACL и ка-

техин гидрат.  В группе животных негативного контро-

ля СК при внутривенном введении L-NAME значимо 

не изменилась по отношению к первоначальным 

значениям. При этом реакция сосудов в ответ на 

введение ацетилхолина и нитро-L-аргинин метилово-

го эфира у группы животных негативного контроля бы-

ла слабее, чем в группе крыс положительного контроля 

на 296,2% и 168,1% соответственно.

В группе ПК на фоне введения L-аргинина СК 

статистически значимо не изменилась по сравнению 

рис. 1. Влияние АЦХ, L-аргинина, L-NAME, НТГ на изменение вазодилатирующей функции эндотелия сосудов крыс в условиях длительных исто-

щающих физических нагрузок  * p<0,05- статистически значимые различия относительно фоновой скорости кровотока ( критерий Крускалла–

Уоллиса) 
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с ее фоновым значением, в то время как в группе НК 

L-аргинин увеличивал СК на 38,5%, что может свиде-

тельствовать о развитии у данной группы крыс «фено-

мена L-аргининового парадокса». При внутривенном 

введении L-аргинина животным, которым вводили 

Cулодексид, СК увеличилась лишь на 15,4%, что бы-

ло на 149,5% меньше аналогичного показателя в груп-

пе крыс НК. При введении L-аргинина животным, ко-

торые получали соединения ATACL и катехин гидрат, 

СК увеличилась на 20,6% и на 36,7% соответственно 

по сравнению с первоначальной скоростью кровото-

ка данных групп крыс.

Стоит отметить, что скорость кровотока при вве-

дении НТГ статистически значимо не различалась во 

всех группах крыс, подверженных длительным исто-

щающим нагрузкам, а также значимо не отличалась от 

аналогичного показателя группы ПК (рис. 1).

Влияние изучаемых соединений на изменение агрега-

ционной активности тромбоцитов в условиях длитель-

ных истощающих физических нагрузок у крыс. У группы 

животных ПК степень и скорость агрегации тромбоци-

тов составляли 12,08±1,18 и 20,07±0,43 отн. ед. соответ-

ственно. В условиях истощающих физических нагрузок 

у группы крыс негативного контроля наблюдалось уве-

личение степени агрегации и скорости агрегации тром-

боцитов относительно группы ПК на 250% и 170,4% 

соответственно (рис. 2).

Степень агрегации тромбоцитов была ниже, от-

носительно группы НК на 93% на фоне введения 

Cулодексида, на 99,3% и 80,3% при применении соеди-

нения ATACL и катехин гидрата соответственно. Полу-

ченные данные свидетельствуют о стойких негативных 

изменениях в стенках сосудов у животных, что согласует-

ся с данными литературы [14, 19]. Что касается скорости 

агрегации, она также снижалась у крыс, получавших Су-

лодексид, относительно аналогичного показателя группы 

негативного контроля на 165,5%. Это подтверждает по-

лученные нами ранее данные [19]. У крыс, получавших 

ATACL скорость агрегации снижалась на 136,6%, у крыс, 

получавших катехин гидрат, на 116,1%.

заключение

После завершения цикла истощающих нагру-

зок у крыс развивалась эндотелиальная дисфунк-

ция с изменением антитромботического потенциа-

ла. Применение ATACL и катехин гидрата способ-

ствовало восстановлению эндотелиальной функции 

у крыс. Наиболее выраженный эндотелиопротектор-

ный эффект наблюдался в группе, получавшей ATACL  

(100 мг/кг). Результат был сопоставим с аналогичным 

эффектом препарата Сулодексид. Соединение ATACL 

представляет интерес для дальнейшего изучения в ка-

честве актопротекторного средства, обладающего эн-

дотелиопротекторной активностью.

рис. 2. Влияние АЦХ, L-аргинина, L-NAME, НТГ на изменение агрегационной активности тромбоцитов в условиях длительных истощающих фи-

зических нагрузок  # p<0,05 – статистически значимые различия относительно показателей группы животных ПК (критерий Крускалла–Уолли-

са)  * p<0,05 – относительно животных НК группы (критерий Крускалла–Уоллиса) 
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Успенская М.с., ляпина М.г., Майстренко е.с.

Гепариноид из корней пиона (Раеоnia anomala):  
воздействие на полимеризацию и растворение фибрина  
при тромбообразовании

ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М В  Ломоносова», 

119234, г  Москва, Россия, Ленинские горы, д  1/12

Исследование гепаринов и гепариноидов в качестве антитромботических агентов актуально для физиологии и меди-

цины  Многие растения включают гепариноподобные компоненты (гепариноиды), которые препятствуют тромбооб-

разованию  Цель − установление влияния экстракта из корней пиона «Марьин корень» (Paeonia anomala), содержа-

щего гепариноид, на полимеризацию фибрина при процессах тромбообразования ex vivo и определение возможных 

механизмов его антитромботического действия  Методика. Исследовано влияние гепариноида из пиона (Paeonia 

anomala) на процессы растворения фибрина в условиях тромбообразования ex vivo  Разработана модель тромбоза 

(МТ) ex vivo  К плазме крови крыс (объем 0,2 мл) добавляли 2 NIH ед  тромбина (0,05 мл), фибриновый сгусток образо-

вывался в течение 2-3 мин  Экстракт гепариноида из пиона (0,1 мл 0 5%-й) добавляли к предобразованному сгустку 

через 12 мин после моделирования тромбоза (опыт А), или одновременно с добавлением тромбина к плазме крови 

(опыт Б)  Использовали венозную (из v  jugularis) кровь крыс-самцов Wistar  Полимеризацию фибрина выявляли по 

тесту фибриндеполимеризационной активности (ФДПА) плазмы крови на нестабилизированном фибрине  В продук-

тах растворения фибрина под влиянием гепариноида оценивали активность тромбина (по тесту тромбинового вре-

мени), cвертывающего фактора XIIIa (по определению активности фактора XIIIa) и ФДПА  результаты  В опыте А спустя 

10 мин после добавления гепариноида к предобразованному сгустку отмечалось появление в нем жидкой фазы, что 

свидетельствовало о способности исследуемого гепариноида растворять фибрин  В опыте Б сгусток или не образо-

вывался, или же был рыхлым  Полученные данные свидетельствовали об ингибировании процесса полимеризации 

фибрина под влиянием гепариноида  Выявлены антитромбиновые и антифибринстабилизирующие эффекты гепари-

ноида из пиона при добавлении к фибриновому сгустку  Рассматриваются возможные механизмы действия гепари-

ноида на блокаду полимеризации фибрина  заключение  Растительный гепариноид препятствовал процессам поли-

меризации фибрина или растворял образующиеся фибриновые сгустки, что связано с его антитромбиновым и анти-

фибринстабилизирующим действием 
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Uspenskaya m.s., lyapina m.g., maistrenko e.s.

a heparinoid from peony roots (Paeonia anomala): effects on polymerization and dissolution  

of fibrin in thrombosis

School of Biology, M V  Lomonosov Moscow State University, 

Leninskie Gory 1/12, Moscow 119234, Russia

Studying heparins and heparinoids as antithrombotic agents is relevant for physiology and medicine  Many plants contain hepa-

rin-like components (heparinoids) that prevent thrombosis  the aim of the study was to identify effects of a heparinoid obtained 

from peony (Maryin root, P  anomala) roots on polymerization of fibrin and fibrinolytic activity of blood plasma and to suggest 

possible mechanisms of these effects in experimentally induced ex vivo thrombosis in rats  methods. The effect of peony (Pae-

onia anomala) root heparinoid on fibrin dissolution was studied in the ex vivo conditions of thrombosis  For ex vivo modeling of 

thrombosis (MT), 2 NIH units of thrombin (0 05 ml) were added to 0 2 ml of rat plasma  A fibrin clot formed within 2-3 minutes  The 

peony heparinoid extract (0 5%, 0 1 ml) was added either to the pre-formed clot at 12 min after MT induction (experiment A) or 

simultaneously with the addition of thrombin to plasma (experiment B)  Jugular vein blood from Wistar male rats was used  Fibrin 

polymerization was detected using a plasma fibrin-depolymerization activity (FDPA) test on non-stabilized fibrin  Thrombin activ-

ity (thrombin time test), coagulation factor XIIIa activity, and FDPA were evaluated in products of fibrin dissolution induced by the 

heparinoid  results. In experiment A, at 10 min after the addition of heparinoid to the pre-formed clot, a liquid phase emerged, 

which indicated an ability of the pion heparinoid to dissolve fibrin  In experiment B, the clot either did not form or was liquid  

These results indicated inhibition of fibrin polymerization under the action of the heparinoid  Therefore, the peony heparinoid 

added to the fibrin clot antagonized thrombin and fibrin stabilization  The article addresses possible mechanisms of the hepari-

noid inhibition of fibrin polymerization  conclusion. The studied plant heparinoid prevented processes of fibrin polymerization 

or dissolved formed fibrin clots due to depression of thrombin activity and fibrin stabilization 
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Известно, что во многих растениях (бурые морские 

водоросли, кора березы, разные виды пионов и др.) со-

держится гепариноподобный сульфатированный гли-

козаминогликан [1-5]. Механизм антикоагулянтного 

действия гепариноподобных компонентов растений 

известен и заключается в ингибировании как фактора 

Ха, так и тромбина в зависимости от их молекулярной 

массы [6, 7]. По антикоагулянтному действию в орга-

низме компоненты корня пионов (древовидного, мо-

лочноцветкового, желтого, «Марьина корня») подоб-

ны низкомолекулярным гепаринам (НМГ) животно-

го или синтетического происхождения [8]. Препараты 

НМГ сохраняют свое действие в теченние 1 сут, не про-

являя побочных отрицательных эффектов в виде по-

вышенной кровоточивости. НМГ являются препара-

тами выбора для профилактики и лечения тромбозов 

[3]. Применяемый в клинике препарат Сулодексид 

(СЛД) животного происхождения также включает 

НМГ, но в отличие от него может вводиться перораль-

но [10]. Установлено, что растения могут служить ис-

точником лекарственного сырья не только антикоагу-

лянтов, но и фибринолитиков, и трoмболитиков [11-
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13]. Ранее было показано, что экстракты из корней 

пиона «Марьин корень» проявляют антикоагулянтное 

(по тесту активированного частичного тромбопласти-

нового времени) действие как в условиях in vitro, так и 

in vivo, и оказывают гиполипидемическое действие при 

нарушениях функционирования гемостатической си-

стемы и метаболических процессов в организме, в част-

ности, при нарушении жирового обмена [14, 15].  

Цель исследования -- установление влияния экс-

тракта из корней пиона «Марьин корень» (Paeonia 

anomala), содержащего гепариноид, на полимериза-

цию фибрина при процессах тромбообразования ex vivo 

и определение возможных механизмов его антитром-

ботического действия.  

Методика

In vitro с помощью коагулологических тестов ис-

следованы растворимые продукты нестабилизирован-

ного фибрина, образующиеся под действием экстрак-

та из корней «Марьин корень».

В исследованиях применяли экстракт корней пи-

она «Марьин корень» (P. anomala), содержащий гепа-

риноподобное вещество, наличие которого определяли 

фотоэлектроколориметрическим методом с использо-

ванием Азура А (красителя на гепарин) и протамин-

сульфата (ингибитора гепарина). Гепариноид в коли-

честве 1,0 мг, растворенный в 0.5 мл физиологического 

раствора, содержал 30.0 МЕ гепарина (метод В.А. Ше-

стакова и соавт.) [16]. 

Эксперименты на животных проводили в соответ-

ствии с этическими принципами и документами, ре-

комендованными Европейской конвенцией по защи-

те позвоночных животных (Страсбург, март, 1986), Ба-

зельской и Хельсинской декларацией о гуманном 

отношении к животным. Протокол исследования одо-

брен этическим комитетом ФГБОУ ВО Московским 

государственным университетом имени М.В. Ломоно-

сова, биологический факультет. Кровь у животных бра-

ли из яремной вены, в качестве консерванта исполь-

зовали цитрат натрия (3.8%) в соотношении 9:1. Для 

получения бедной тромбоцитами плазмы кровь цен-

трифугировали при 3000g в течение 10–12 мин. Разра-

ботана модель тромбоза (МТ) ex vivo. В пробирки 

к 0,2 мл плазмы крови крыс добавляли 2 NIH ед. тром-

бина (0,05 мл), фибриновый сгусток образовывался 

в течение 2–3 мин. Одновременно с добавлением тром-

бина (опыт Б) или через 12 мин после добавления 

тромбина (опыт А) добавляли 0,1 мл 0,2%-ного раство-

ра гепариноида из пиона. Полимеризацию фибрина 

выявляли по тесту фибриндеполимеризационной ак-

тивности (ФДПА) плазмы крови на нестабилизиро-

ванном фибрине. Оценивали влияние гепариноида на 

активность образующихся в условиях in vitro продук-

тов растворения фибрина, в которых измеряли актив-

ность тромбина (по тесту тромбинового времени), 

cвертывающего фактора XIIIa (по определению актив-

ности фактора XIIIa) и ФДПА [17]. 

Для характеристики параметров фибринолитиче-

ского звена противосвертывающей системы (ПСС) 

крови готовили фибриновые нестабилизированные 

фактором ХIIIа пластины, характеризующиеся нали-

чием водородных связей в растворимом фибрин-по-

лимере. Определяли суммарную фибринолитическую 

активность (СФА), включающую активность комплек-

сов гепарина с компонентами плазмы крови и актив-

ность плазмина, а также ФДПА, отражающую процес-

сы деполимеризации фибрина [17].

Все данные обработаны статистически с помощью 

пакета программ Statistica7. Использовали непараметри-

ческий критерий Вилкоксона и t-критерий Стьюдента.

результаты

Полученный нами гепариноид, содержащийся в 

экстракте из корней пиона «Марьин корень», обладал 

антикоагулянтным действием и антифибринстабили-

зирующей активностью. По сравнению с контролем 

гепариноид повышал активированное частичное тром-

бопластиновое время (АЧТВ) на 43% (контроль – 

100%), и снижал активность фактора XIIIa на 25% 

(контроль – 100%).

В опыте А, на модели тромбообразования через 

10 мин после добавления к предобразованному фибри-

новому сгустку 0,1 мл 0,2%-го гепариноида, установ-

лено появление жидкой фазы, которую мы анализи-

ровали на наличие противосвертывающих свойств. 

В жидкой фазе содержались продукты растворения фи-

брина (ПРФ). Контролем служила нормальная плазма 

крови. ПРФ обладали антитромбиновой активностью 

(по тесту ТВ) и ФДПА, увеличивая их по сравнению 

с контролем на 11,1 и 32,0 % соответственно. Кроме того, 

ПРФ снижали активность фактора XIIIа на 12,0 ед/мл 

(т.е. на 14,2%) по сравнению с контролем (табл.). 

 В опыте Б в жидкой фазе, содержащей ПРФ, че-

рез 20 мин после образования фибринового сгустка 

установлено повышение антикоагулянтной активно-

сти по тесту ТВ на 36%, ФДПА – на 76% и антифи-

бринстабилизирующей активности на 24% по сравне-

нию с контролем. 

Обсуждение

На основании проведенного исследования в жид-

ких фазах, представляющих собой продукты раство-
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рения фибрина под влиянием гепариноида из пио-

на, было показано повышение фибриндеполимери-

зующей активности на 32% (опыта А) и 76% (опыт Б) 

по сравнению с показателями в крови здоровых крыс. 

Эти эксперименты свидетельствуют, что гепариноид из 

пиона способен препятствовать процессам тромбооб-

разования, что доказывает опыт Б, когда гепариноид 

добавляли к плазме крови предварительно до форми-

рования фибринового сгустка. Последующее добавле-

ние тромбина в систему уже содержащую гепариноид, 

предотвращало процессы его полимеризации. Поэто-

му можно говорить о механизме антиполимеризаци-

онного действия гепариноида в процессе полимери-

зации фибрина, обусловленном, с одной стороны, его 

ингибированием активности тромбина, участвующего 

в начальной стадии полимеризации [6], а с другой сто-

роны, о блокаде активности фактора XIII [18], участву-

ющего в заключительной стадии полимеризационного 

процесса [3, 8]. Впервые выявлено, что при моделиро-

вании экспериментального тромбоза ex vivo добавле-

ние к кровяному сгустку 0,2 мл 0,2%-го гепариноида 

приводило к возрастанию ФДПА крови.

Анализируя полученные результаты, необходимо 

также отметить, что экстракт из корней пиона «Ма-

рьин корень» оказывает не только антикоагулянтный 

эффект, подобно гепарину [8], но и особый вид фи-

бринолитического действия − фибриндеполимериза-

ционное. Ранее [1] сообщалось об ограничении взаи-

модействия тромбина с фибриногеном под влиянием 

ингибиторов растительного происхождения, что и мы 

наблюдали в наших исследованиях. Кроме того, мы 

установили наличие в продуктах растворения фибри-

нового сгустка антифибринстабилизирующей актив-

ности, что также обусловлено присутствием гепарино-

ида, который сам по себе обладает свойством снижать 

активность фактора XIIIa крови.

Экстракт из корней пиона представляет фармако-

логический интерес в плане его применения для про-

филактики ряда заболеваний, (в том числе и сердеч-

но-сосудистых), осложняющихся тромбозами.

заключение 

Проведенное исследование доказало ингибирую-

щий полимеризацию фибрина эффект растительного 

гепариноида из пиона «Марьин корень». Установлена 

его защитная функция при развитии состояния пред-

тромбоза или тромбоза на модели тромбообразования 

ex vivo. Выявлено, что гепариноид уменьшает актив-

ность свертывающих факторов (фермента тромбина, 

фактора XIIIa, одновременно ограничивая процесс по-

лимеризации фибрина. Раскрыт механизм антиполи-

меризационного действия гепариноида, который за-

ключается в его способности вмешиваться в процессы 

полимеризации фибрина, как на начальном, так и на 

конечном этапе. Гепариноид может обеспечить рас-

творение появляющихся в кровотоке фибриновых 

сгустков за счет своего прямого действия на полиме-

ризующийся фибрин. Все указанные эффекты расти-

тельного гепариноида позволяют говорить об эффек-

тивности и перспективности изучения этого агента в 

целях предупреждения и лечения тромбоэмболических 

заболеваний и тромботических осложнений. 
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Введение  Как было нами показано ранее, препараты аллогенных суммарных РНК лимфоидных и стволовых клеток спо-

собствуют нормализации уровня глюкозы в крови белых беспородных крыс со стойким аллоксановым диабетом  Цель 

исследования – оценка влияния суммарной РНК, выделенной из селезенки крыс с аллоксановым диабетом, на уровень 

глюкозы в крови интактных крыс и животных, перенесших стойкий аллоксановый диабет  Методика  Эксперимент выпол-

нен на 34 белых беспородных крысах-самках массой 250-280 г : 12 интактных животных составили «интактный контроль»  

У 22 животных моделировали аллоксановый диабет путем однократного подкожного (п/к) введения полного адъюванта 

Фрейнда (0,5 мл) и последующего подкожного введения аллоксана тригидрата (200 мг/кг) – группа «алоксановый диабет»  

Селезенка 10 крыс группы «аллоксановый диабет» была использована для получения суммарной РНК  У 12 крыс группы 

«аллоксановый диабет» уровень глюкозы в крови был стабильно нормализован введением суммарной РНК клеток кост-

ного мозга, селезенки и поджелудочной железы – группа «перенесшая диабет»  На 45-е сут эксперимента 12 крыс группы 

«интактный контроль» и 12 крыс группы «перенесшей диабет» использованы в новом опыте (по протоколу «2-й этап 

работы»)  У 6 животных группы «интактный контроль» (впервые) и у 6 животных группы «перенесший диабет» (повторно) 

моделировали аллоксановый диабет путем подкожного введения аллоксана в дозе 100 мг/кг  Оставшимся 6-ти живот-

ным группы «интактный контроль» и 6-ти животным группы «перенесших диабет» вводили внутрибрюшинно суммарную 

РНК (15 мкг/100 г веса тела), выделенную из селезенок 10 крыс группы «аллоксановый диабет  результаты  Показано, что 

исследуемая суммарная РНК в дозе 15 мкг/100 г массы тела вызывала гипергликемию у всех подопытных животных, срав-

нимую с действием 600-700-кратной дозы самого аллоксана, при этом крысы, ранее перенесшие диабет, реагировали зна-

чимо сильнее   Повторный контакт с аллоксаном у крыс, перенесших ранее диабет, так же вызывал значимо более выра-

женную гипергликемию, чем реакция на аллоксан у интактных крыс  заключение. Выявлен феномен диабетогенного дей-

ствия исследуемой суммарной РНК, а также повышенную чувствительность животных, ранее перенесших аллоксановый 

диабет, к повторному действию повреждающего агента  Полученные эффекты свидетельствуют о принципиальной воз-

можности использовать суммарную РНК лимфоидных клеток для создания моделей заболеваний человека и разработку 

новых подходов в области персонифицированной медицины 
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a phenomenon of hypersensitivity to the diabetogenic effect  

of total rna in rats that had alloxan diabetes
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introduction  As we have shown earlier, preparations of allogenic total RNA from lymphoid and stem cells contribute to normal-

ization of blood glucose levels in white outbred rats with persistent alloxan-induced diabetes  the aim of this study was to evalu-

ate the effect of total RNA from the spleen of rats with alloxan diabetes on blood glucose of intact and post-alloxan diabetic ani-

mals  method  Experiments were performed on 34 white outbred female rats weighing 250-280 g  Rats were divided into intact 

animals (n=12) and rats with experimental alloxan diabetes mellitus (n=22)  Diabetes mellitus was modeled by a single subcuta-

neous (s c ) injection of complete Freund’s adjuvant (0 5 ml) followed by a s c  injection of alloxan trihydrate (200 mg/kg)  Spleens 

from 10 rats with alloxan diabetes were used for obtaining total RNA  In the remaining 12 rats with alloxan diabetes, the level of 

blood glucose was completely normalized by administration of total RNA from the bone marrow, spleen, and pancreas (post-dia-

betes group)  On day 45 of this experiment, 12 intact rats and 12 post-diabetes rats were used for a new experiment (second stage 

protocol)  Alloxan diabetes was induced in 6 intact rats (for the first time) and 6 post-diabetes rats (for the second time) by a s c 

injection of alloxan 100 mg/kg  The remaining 6 rats of the intact control group and 6 rats of the post-diabetes group received an 

injection of total RNA (15 μg/100 g body weight, i p )  results  Administration of total RNA (15 μg/100 g body weight) induced 

hyperglycemia in all experimental animals, which was comparable with the effect of a 600-700-fold dose of alloxan  Rats that had 

previously had diabetes responded to the total RNA significantly stronger  Likewise, a repeated exposure to alloxan of post-dia-

betes rats induced significantly more pronounced hyperglycemia than the response to alloxan of intact rats  conclusions  This 

study discovered a phenomenon of hypersensitivity to repeated exposure to alloxan and to the diabetogenic effect of total RNA 

in animals that had previously had alloxan diabetes  This effect suggests a possibility of using the total RNA of lymphoid cells to 

create animal models of human diseases and to develop new approaches in personalized medicine  
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Введение

 Ранее нами было показано, что препараты аллоген-

ных суммарных РНК лимфоидных и стволовых клеток 

способствуют нормализации уровня глюкозы в крови бе-

лых беспородных крыс со стойким аллоксановым диа-

бетом. В продолжение исследований морфогенетических 

свойств суммарных РНК лимфоидных клеток [1-5], дан-

ная работа посвящена решению вопроса: влияет ли – 

и как именно – суммарная РНК селезенки крыс с аллок-

сановым диабетом на уровень глюкозы в крови интакт-

ных и перенесших аллоксановый диабет животных [1]. 

Результаты сопоставляли с влиянием аллоксана на уро-

вень глюкозы в крови указанных групп животных.   
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Цель исследования – оценка влияния суммарной 

РНК, выделенной из селезенки крыс с аллоксановым ди-

абетом, на уровень глюкозы в крови интактных крыс и 

животных, перенесших стойкий аллоксановый диабет.

Методика

Эксперименты с животными, содержавшимися в 

стандартных условиях вивария, на стандартном раци-

оне и при свободном доступе к воде, проводили в со-

ответствии c Национальным стандартом РФ «Прин-

ципы надлежащей лабораторной практики». Работа 

выполнена на 34 белых беспородных крысах-самках 

массой 250-280 г.: 12 животных составили группу «ин-

тактный контроль» и 22 крысы – группу с эксперимен-

тальным аллоксановым диабетом (группа «алоксано-

вый диабет»). Аллоксановый диабет моделировали 

предварительным однократным подкожным введени-

ем полного адъюванта Фрейнда в дозе 0,5 мл на одно 

животное, а через 24 ч (на фоне 24-часового голодания 

и свободного доступа к воде) однократно подкожно 

вводили аллоксана тригидрата («La Chema», Чехия) 

в дозе 200 мг/кг в 0,9%-ном растворе NaCl. Начиная 

с 3-х сут после введения аллоксана, все животные по-

лучали базисную инсулинотерапию.  На 45-е сут из 

лимфоидных клеток селезенки 10-ти крыс группы «ал-

локсановый диабет» выделяли суммарную РНК мето-

дом гуанидин тиоцианат–фенол–хлороформной экс-

тракции. У остальных 12 крыс этой группы уровень 

глюкозы крови был стабильно нормализован к 21-м сут 

введением суммарных РНК клеток костного мозга, се-

лезенки и поджелудочной железы [1] (группа «пере-

несшие аллоксановый диабет»). 

12 крыс группы «перенесшие диабет» и 12 крыс 

группы «интактный контроль», содержавшиеся в стан-

дартных условиях вивария все 45 сут, были использо-

ваны в новом эксперименте (второй этап работы). Эти 

животные были разделены на 4 группы (таблица). 

У 6 животных группы «интактный контроль» (впер-

вые) и у 6 животных группы «перенесший диабет» (по-

вторно) моделировали диабет ведением подкожно ал-

локсана (100 мг/кг) – группы 1 и 3, соответственно. 

Оставшиеся 6 животных группы «интактный контроль» 

и 6 животных группы «перенесших диабет» получали 

путем внутрибрюшинного введения суммарной РНК 

селезенки (15 мкг/100 г веса тела) – группы 2 и 4, со-

ответственно.  

Статистическую значимость различий оценивали 

с помощью критерия Манна-Уитни и Уилкоксона. Раз-

личия считались статистически значимыми при веро-

ятности ошибки < 0,05.

Таблица

сравнительное влияние аллоксана и суммарной рнК селезенки крыс с аллоксановым диабетом на уровень глюкозы крови у подо-

пытных животных

Срок  

наблюдения

Интактные крысы (n=12) Крысы, ранее перенесшие аллоксановый диабет (n=12)

Аллоксан (100 мг/кг) РНК (15 мкг/100г) Аллоксан (100 мг/кг) РНК (15 мкг/100г)

Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4

Фон 5,2±0,2 5,7±0,1 5,5±0,2 5,4±0,2

3 сут 14,1±0,4 8,0±0,5● 17,4±0,5* 11,6±0,6■▲

5 сут 13,9±0,4 14,3±0,6 18,7±0,5* 18,6±0,3■

7 сут 11,7±0,7 17,8±0,3● 20,2±0,6* 19,1±0,4

10 сут 10,9±0,4 16,7±0,5● 21,9±0,8* 19,3±0,5■

14 сут 11,3±0,6 15,7±0,4● 22,3±0,9* 19,9±0,3■

17 сут 9,5±0,5 13,2±0,5● 19,5±0,5* 17,5±0,2■

21 сут 8,2±0,3 9,2±0,3 18,7±0,7* 15,3±0,5■▲

28 сут 7,2±0,6 6,1±0,3 17,9±0,5* 11,6±0,5■▲

Примечание. 

1. «*» – статистически значимые различия между группами 1 и 3

2. «●» – статистически значимые различия между группами 1 и 2 

3. «■» – статистически значимые различия  между группами 2 и 4

4. «▲» – статистически значимые различия между группами 3 и 4.
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результаты

Показано (см. табл.), что микродозы суммарной РНК 

селезенки животных с аллоксановым диабетом вызыва-

ли повышение уровня глюкозы в крови как интактных 

крыс, так и животных, перенесших ранее диабет, причем 

гипергликемия в ответ на введение суммарной РНК бы-

ла статистически значимо выше у животных  перенесших 

диабет (гр. 4), чем у интактных животных (гр. 2). Гипер-

гликемия, вызываемая введением суммарной РНК селе-

зенки, была сравнима с действием 600-700-кратной до-

зы самого аллоксана. Уровень гипергликемии у крыс с 

повторно воспроизведенным диабетом (гр. 3) был стати-

стически значимо выше, чем у животных, у которых ди-

абет моделировали впервые (гр. 1).

заключение

 В данной работе нами описан феномен повышен-

ной чувствительности животных, ранее перенесших 

аллоксановый диабет, как к повторному действию 

агента, повреждающего инсулинпродуцирующие клет-

ки островков Лангерганса (аллоксану), так и к диабе-

тогенному действию исследуемой РНК. Полученные 

эффекты свидетельствуют о принципиальной возмож-

ности использовать суммарную РНК лимфоидных кле-

ток для создания животных моделей заболеваний че-

ловека и новых подходов в области персонифициро-

ванной медицины. Использование для этих целей 

именно суммарных РНК имеет особое значение, т.к. 

доказано [4], что они не имеют аллогенного и ксено-

генного ограничений. 
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Background. Disorders of the metal-ligand homeostasis are pathogenetically associated with obesity  Although impaired iron 

metabolism in obesity is relatively well studied information about other essential metals is insufficient  Objective. The objective 

of the study was to assess serum, urine, and hair levels of cobalt, iron, copper, and manganese in obese subjects in relation to the 

presence of hypertension  methods  396 adults with obesity (n = 196) and normal weight (n = 199) were examined  Based on clin-

ical records of the patients with obesity, 43% of them had arterial hypertension, 9% had atherosclerosis, and 11% had impaired 

glucose tolerance and/or type 2 diabetes mellitus  Measurements of hair, serum, and urinary levels of cobalt (Co), iron (Fe), copper 

(Cu) and manganese (Mn) were performed using a NexIOD 300D inductively-coupled plasma mass-spectrometer (PerkinElmer Inc , 

USA) equipped with an ESI SC-2 DX4 autosampler (Elemental Scientific Inc , USA)  The ICP-DRC-MS system was calibrated with metal 

solutions prepared with a Universal Data Acquisition Standards Kit (PerkinElmer Inc , USA)  Pure Single-Element Standard yttrium 

and rhodium solutions (10 mg/l) (PerkinElmer Inc , USA) were used as internal standards  Reference samples of hair (GBW09101, 

SINR, China), serum, and urine (ClinChek Plasma/Urine Control, Recipe, Germany) were used for quality control  results  Serum 

levels of Co and Fe were statistically significantly 32% and 12%, respectively, lower in obese patients than in normal-weight con-

trols  Serum concentrations of Cu and Mn in obese patients exceeded the control values by 12% and 4%, respectively  Hair con-

tents of Co, Cu, and Mn in obese subjects were 16%, 8%, and 20%, respectively, lower as compared to the respective control values  

Hair Fe in obesity was 55% elevated compared to normal-weight values  Urinary Co and Fe in obese subjects were 34% lower and 

25% higher, respectively, than in healthy controls  At the same time, patients with obesity and hypertension had elevated serum 

Cu, urinary Co, and hair Mn compared to obese normotensive subjects  conclusion  The impaired metal homeostasis may con-

tribute to the development of obesity-associated disorders including hypertension 
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Введение

Распространенность ожирения существенно воз-

росла в течение последних десятилетий. В частности, 

около 2 млрд человек имеют избыточную массу тела, 

причем примерно треть из них страдает от ожирения 

[1]. Затрагивая множество органов и систем, ожирение 

связано с широким спектром метаболических наруше-

ний, в том числе с сахарным диабетом 2-го типа (СД2), 

сердечно-сосудистыми и респираторными заболева-

ниями, репродуктивной дисфункцией, а также рядом 

форм рака [2].

Эссенциальные металлы играют существенную 

роль в функционировании организма вследствие их 

каталитической, сигнальной или структурной роли [3]. 

При этом ожирение также сопровождается нарушени-

ем обмена эссенциальных металлов, наиболее изучен-

ным из которых является железо. В частности, при 

ожирении отмечается картина, сходная с анемией вос-

паления, обусловленная продукцией гепсидина, ока-

зывающего тормозное влияние на экспрессию белков 

транспортеров железа ферропортина и дивалентного 

металлтранспортина (DMT1) [4]. Учитывая роль DMT1 

в транспорте других эссенциальных двухвалентных ме-

таллов [5], ожирение также может быть связано с на-

рушением их транспорта. Однако данные относитель-

но участия таких металлов как медь [6], кобальт [7], 

марганец [8] при ожирении весьма противоречивы, что 

может быть, по крайней мере, частично обусловлено 

различиями в используемых маркерах. 

В то же время, состояние обмена эссенциальных 

металлов также может оказывать определенное моду-

лирующее влияние на патогенез ожирения и ассоци-

ированных с ним патологий [9]. Учитывая роль таких 

металлов как марганец или медь в регуляции функци-

онирования сердечно-сосудистой системы [10], нару-

шение их обмена при ожирении может вносить опре-

деленный вклад в формирование сосудистой дисфунк-

ции, а также других ассоциированных с ожирением 

нарушений [11]. 

Цель исследования – изучение содержания кобаль-

та, железа, меди и марганца в сыворотке крови, моче 

и волосах пациентов с ожирением в зависимости от на-

личия артериальной гипертонии.

Методика

Исследование проведено в соответствии с этиче-

скими принципами, установленными в Хельсинкской 

декларации (1964 г.), и ее последними поправками 

(2013). Протокол исследования одобрен Локальным 

этическим комитетом ФГБОУ ВО Ярославского госу-

дарственного университета им. П.Г. Демидова. У всех 

обследуемых было получено письменное информиро-

ванное согласие на участие в эксперименте.

Обследовано 395 лиц обоего пола в возрасте от 20 

до 60 лет с ожирением (64 мужчины и 132 женщины) 

и нормальной массой тела (39 мужчин и 160 женщин). 

Последние составили контрольную группу. Ввиду ва-

риабельности пола и возраста в процессе анализа про-

водилась поправка на данные параметры методом ко-

вариационного анализа (ANCOVA). Индекс массы те-

ла (ИМТ) лиц с нормальной массой тела и ожирением 

составила 22.5±1.4 и 33.3±3.3 м2/кг (p<0,001), соответ-

ственно. На основании данных амбулаторных карт сре-

ди обследуемых пациентов с ожирением артериальная 

гипертония была диагностирована у 43%, атероскле-

роз у 9% и нарушение толерантности к глюкозе и/или 

сахарный диабет 2 типа у 11%. Критериями исключе-

ния являлись курение, алкоголизм, вегетарианство, 

профессиональное воздействие металлов, проживание 

вблизи источника промышленных выбросов, приме-

нение витаминно-минеральных добавок, наличие ме-

таллических имплантов, а также наличие сердечно-со-

судистых катастроф в анамнезе.

Образцы волос брали на исследование в день об-

следования с последующим обезжиривали ацетоном и 

промывали бидистиллированной водой. Высушенные 

образцы подвергали микроволновому разложению в 

присутствии концентрированной HNO
3
 в системе 

Berghof SW-4 DAP-40 (Berghof Products & Instruments, 

Eningen, Германия). Кровь из локтевой вены брали 

утром натощак. Сыворотку получали центрифугиро-

ванием крови в течение 10 мин при 1800 об/мин. Для 

анализа мочи использовали среднюю утреннюю пор-

цию. Пробоподготовку образцов сыворотки крови и 

мочи к анализу проводили путем разведения подкис-

ленным дилюентом (pH = 2.0, 1:15 v/v) содержащим 

8% 1-бутанол, 0.8% Тритон X-100, 0.02% гидроксид те-

траметиламмония, и 0.02% ЭДТА.

Анализ содержания кобальта (Co), железа (Fe), ме-

ди (Cu) и марганца (Mn) проводился с использовани-

ем масс-спектрометра с индуктивно-связанной плаз-

мой NexION 300D (PerkinElmer Inc., USA) оснащен-

ном ESI SC-2 DX4 autosampler (Elemental Scientific Inc., 

США). Калибровку ICP-DRC-MS системы осущест-

вляли с использованием растворов металлов, приго-

товленных на основе Universal Data Acquisition 

Standards Kit (PerkinElmer Inc., USA). Внутреннюю 

стандартизацию проводили с использованием раство-

ров иттрия и родия 10 мг/л Pure Single-Element Standard 

(PerkinElmer Inc., США). Контроль качества осущест-

влялся с использованием референтных образцов волос 
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(GBW09101, SINR, Китай), сыворотки и мочи 

(ClinChek Plasma/Urine Control, Recipe, Германия). 

Статистический анализ проводили на платформе 

Statistica 10.0 (Statsoft, США). Результаты представле-

ны в виде медианы и межквартильного интервала. 

Сравнительный анализ проводили после логарифми-

рования данных с использованием ковариационного 

анализа (ANCOVA) с поправкой Bonferroni. Множе-

ственная регрессия использована для оценки взаимос-

вязи между уровнем металлов (независимые предикто-

ры) и величиной ИМТ (зависимая переменная). Ре-

зультаты тестов считались статистически значимыми 

при p < 0,05.

результаты исследования

Полученные результаты представлены в табл. 1. 

Установлено, что концентрация кобальта и железа в 

сыворотке крови пациентов с ожирением статистиче-

ски значимо снижалась на 32% и 12%, соответствен-

но. Уровень меди и марганца напротив, превышал со-

ответствующие контрольные величины на 12% и 4%. 

Принципиально другие изменения обнаружены при 

изучении содержания металлов в образцах волос. 

В частности, уровень Co, Cu и Mn в образцах волос па-

циентов с ожирением был ниже контрольных значе-

ний на 16%, 8% и 20% с тенденцией к уровню стати-

стической значимости. Единственным статистически 

значимым изменением в образцах волос пациентов 

с ожирением оказалось увеличение на 55% содержа-

ния железа по сравнению с соответствующими пока-

зателями лиц с нормальной массой тела. Интенсив-

ность экскреции металлов с мочой представлена 

в табл. 1. Концентрация кобальта в моче пациентов 

с ожирением была ниже контрольных значений на 

34%, тогда как экскреция железа, напротив, выше на 

35%. Отмечалось также тенденция к увеличению уров-

ня меди в моче пациентов на 12%.

Учитывая высокую распространенность артери-

альной гипертонии у пациентов с ожирением, была 

проведена дополнительная градация в соответствии 

с наличием данного заболевания (табл. 2). Установле-

но, что для пациентов с ожирением и гипертонией ха-

рактерно статистически значимое повышение концен-

трации меди в сыворотке крови, кобальта в моче, а так-

же содержания марганца в образцах волос на 9%, 69% 

и 69% соответственно по сравнению с показателями 

пациентов с ожирением без гипертонии. Статистиче-

ски значимые нарушения ряда изучаемых показателей 

были отмечены лишь в группе пациентов с гипертони-

ей по сравнению с контрольными значениями. Так, 

концентрация меди и марганца в сыворотке крови па-

циентов с ожирением и гипертонией была статистиче-

ски значимо выше контрольных значений на 17% и 4%, 

соответственно. В то же время, в группе пациентов с 

Таблица 1

Уровень металлов в сыворотке (с), моче (М) и волосах (В) пациентов с ожирением и контрольных обследуемых

Показатель Контроль (n = 199) Ожирение (n = 196) р

Co-С, нг/мл 0,64 (0,57–0,82) 0,49 (0,42–0,61) < 0,001

Cu-С, мкг/мл 1,10 (0,98–1,26) 1,24 (1,05–1,38) < 0,001

Fe-С, мкг/мл 1,53 (1,09–1,87) 1,35 (1,06–1,68) 0,024

Mn-С, нг/мл 1,97 (1,67–2,29) 2,03 (1,75–2,41) 0,010

Co-В, мкг/г 0,01 (0,01–0,02) 0,01 (0,01–0,02) 0,074

Cu-В, мкг/г 12,87 (10,39–16,93) 11,82 (10,01–16,73) 0,061

Fe-В, мкг/г 9,07 (6,72–13,89) 14,05 (8,99–20,89) < 0,001

Mn-В, мкг/г 0,45 (0,24–0,80) 0,36 (0,19–0,66) 0,074

Co-М, нг/мл 1,01 (0,65–1,46) 0,66 (0,44–1,04) 0,002

Cu-М, мкг/мл 0,01 (0,01–0,01) 0,01 (0,01–0,02) 0,094

Fe-М, мкг/мл 0,02 (0,01–0,03) 0,03 (0,01- 0,06) 0,014

Mn-М, нг/мл 0,84 (0,61–1,17) 0,95 (0,63–1,12) 0,933

Данные представлены в виде медианы и соответствующей величины межквартильного размаха (IQR); *–статистическая значимость отли-

чий при p < 0,05 (One-way ANOVA Bonferroni post-hoc).
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ожирением, но нормальным артериальным давлени-

ем значимых различий показателей выявлено не бы-

ло. Концентрация кобальта в моче пациентов с ожи-

рением характеризовалась статистически значимым 

снижением относительно контроля только в группе об-

следуемых с нормотензией, составляя 39%. В то же вре-

мя, концентрация кобальта в сыворотке крови паци-

ентов с ожирением была ниже контрольных значений 

вне зависимости от наличия или отсутствия артери-

альной гипертонии.

Множественный регрессионный анализ показал, 

что отрицательными предикторами ИМТ являлись 

сывороточная концентрация кобальта (β=-0,225; 

p<0,001) и железа (β=-0,156; p<0,001), а также уро-

вень кобальта в моче (β=-0,096; p=0,037). В то же 

время уровень меди (β=0,102; p=0,024) и марганца 

(β=0,139; p=0,001) в сыворотке, а также содержание 

железа в волосах (0,151; p=0,001) были положитель-

но ассоциированы с ИМТ. Модель также включала 

поправки на наличие гипертонии (β=0,380; p<0,001), 

атеросклероза (β=-0,011; p=0,804), и нарушенной 

толерантности к глюкозе (β=0,120; p=0,005). При 

этом регрессионная модель обусловливала до 41% 

вариабельности ИМТ.

Обсуждение

Полученные данные свидетельствуют о взаимосвя-

зи между ожирением и нарушением обмена металлов. 

При этом уровни железа и кобальта характеризуются 

выраженной тенденцией к снижению в сыворотке кро-

ви, на фоне аккумуляции меди и марганца в организме. 

Полученные результаты о значимом снижении сы-

вороточной концентрации железа согласуются с дан-

ными литературы. Результаты проведенного метаана-

лиза свидетельствуют, что для пациентов с ожирением 

характерно статистически значимое снижение сыворо-

точного железа и процента насыщения трансферрина 

наряду с увеличением риска развития дефицита желе-

за [12]. В качестве потенциального механизма разви-

тия данных нарушений рассматривается индуциро-

ванное ожирением повышение экспрессии гепсидина 

[13], обладающего ингибирующим влиянием в отно-

шении ферропортина и DMT-1, что способствует тор-

можению всасывания железа и его секвестрации [4]. 

Полученные данные также свидетельствуют о не-

достатке кобальта в организме при ожирении. Shao et 

al. (2017) выявили статистически значимую обратную 

взаимосвязь между концентрацией кобальта в моче и 

ИМТ у детей [14]. В то же время, непосредственные ме-

ханизмы взаимосвязи между метаболизмом кобальта и 

ожирением не установлены. В частности, нами было 

продемонстрировано статистически значимое сниже-

ние содержания кобальта в жировой ткани животных с 

ожирением [15]. Kawakami и соавт. (2012) было проде-

монстрировано значимое снижение количества жиро-

вой ткани у животных, получающих кобальт (II), что 

было связано с повышением уровня лептина и адипо-

нектина в циркуляции [16].

Выявленное увеличение содержания меди в ор-

ганизме при ожирении в целом согласуется с данны-

ми других авторов. В частности, выявлено значимое 

увеличение кумуляции меди в тканях, концентрации 

медь-содержащих белков, причем уровень меди в сы-

воротке значимо коррелировал с концентрацией леп-

тина и инсулина [17]. Предполагается, что медь мо-

жет быть задействована в патогенезе ожирения, моду-

лируя процесс воспаления и развитие окислительного 

стресса [18], что согласуется с нашими данными о по-

Таблица 2

Уровень металлов в сыворотке крови, волосах и моче пациентов 

с ожирением в зависимости от наличия артериальной гипертонии

Металл Нормотония Гипертония p 

Co-С,  

нг/мл

0,48 (0,42–0,59) 0,54 (0,45–0,64) 0,526

Cu-С, 

мкг/мл

1,19 (1,02–1,34) 1,29 (1,15–1,42) 0,032

Fe-С, 

мкг/мл

1,37 (1,04–1,64) 1,33 (1,07–1,73) 1,000

Mn-С, 

нг/мл

2,01 (1,73–2,41) 2,04 (1,76–2,40) 1,000

Co-В, 

мкг/мл

0,01 (0,004–0,02) 0,01 (0,01–0,02) 0,627

Cu-В, 

мкг/мл

11,79 (9,73–17,20) 11,90 (10,18–16,36) 1,000

Fe-В, 

мкг/мл

13,94 (8,93–20,89) 14,39 (9,11–20,56) 1,000

Mn-В, 

мкг/мл

0,286 (0,19–0,51) 0,48 (0,26–0,79) 0,022

Co-М, 

нг/мл

0,62 (0,41–0,86) 1,04 (0,98–2,10) 0,008

Cu-М, 

мкг/мл

0,01 (0,01–0,02) 0,02 (0,01–0,02) 1,000

Fe-М, 

мкг/мл

0,03 (0,01–0,06) 0,04 (0,02–0,06) 1,000

Mn-М, 

нг/мл

0,94 (0,60–1,08) 1,08 (0,85–1,73) 0,483

Данные представлены в виде медианы и соответствующей величи-

ны межквартильного размаха (IQR); * – статистическая значимость 

при p < 0,05 (One-way ANOVA Bonferroni post-hoc). Единицы изме-

рения см. табл.1.
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тенцировании медью адипогенного эффекта высоко-

жировой диеты [19]. Значительную роль также может 

играть взаимосвязь между содержанием меди и пере-

дачей сигнала инсулина [20].

Повышение сывороточной концентрации марган-

ца при ожирении также было статистически значимо, 

что согласуется с данными о прямой взаимосвязи уров-

ня марганца в сыворотке крови с ожирением [21]. Не-

смотря на то, что марганец, являясь кофактором Mn-

СОД, может иметь определенный протективный эф-

фект [8], избыток марганца может быть связан с 

развитием ожирения, его вкладом в системный окис-

лительный стресс и воспаление [22]. 

Выявленная взаимосвязь между наличием ар-

териальной гипертонии у пациентов с ожирением 

и содержанием металлов в индикаторных биосуб-

стратах указывает на их потенциальную роль в на-

рушении регуляции сосудистого тонуса [23]. Одним 

из медь-зависимых механизмов развития сердечно-

сосудистых заболеваний является нарушение функ-

ционирования транспортеров и шаперонов меди, 

что приводит к повышению количества каталити-

чески-активной меди [24]. На связь концентрации 

марганца в крови с величиной АД указывается так-

же в исследованиях Концентрация марганца в кро-

ви была также связана с величиной АД в исследова-

нии KNHANES 2008 [25], что может быть связано с 

модуляцией гомеостаза кальция, а также адренерги-

ческих влияний.

заключение

 Результаты проведенного исследования указыва-

ют на нарушение металло-лигандного гомеостаза при 

ожирении. Несмотря на то, что развитие ожирения яв-

ляется в данном случае ведущим фактором, индуциру-

ющим дисгомеостаз металлов посредством различных 

механизмов, предполагается, что дисбаланс металлов 

в организме может вносить определенный вклад в фор-

мирование ассоциированных с ожирением патологий, 

в том числе артериальной гипертензии.
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разуваева я.г., торопова а.а., гармаев д.Э.

Стресс-протективное действие настойки Сimicifuga dahurica 
(Turcz.) Maxim. при длительном эмоциональном стрессе

ФГБУН «Институт общей и экспериментальной биологии» СО РАН, 

670047, г  Улан-Удэ, Россия, ул  Сахьяновой, д  6

Cimicifuga dahurica – многолетнее растение семейства Ranunculaceae  В тибетской медицине С  dahurica входит в состав сборов, 

применяющихся при болезнях «гза» («болезни, насылаемые духами»: при инсультах, параличах и других нарушениях функций 

нервной системы)  В середине ХХ века настойку С  dahurica использовали для лечения гипертонической болезни  С  dahurica 

оказывает седативное действие, ограничивая двигательную, ориентировочно-исследовательскую активность и рефлектор-

ную возбудимость животных, а также увеличивая продолжительность наркотического сна  Цель исследования – оценка 

стресс-протективного действия настойки С  dahurica при хроническом эмоциональном стрессе  Методика. Исследования 

проведены на крысах Wistar  Длительный эмоциональный стресс воспроизводили четырехдневной иммобилизацией живот-

ных в пластмассовых пеналах с одновременным погружением их в воду  Настойку С  dahurica вводили животным (0,5 мл/кг) в 

течение 7 сут до моделирования эмоционального стресса и ежедневно перед помещением их в пеналы  Определяли выра-

женность триады Селье, уровень адренокортикотропного гормона кортикостерона и катехоламинов в плазме крови, содер-

жание малонового диальдегида, и активность каталазы в сыворотке крови, а также активность супероксиддусмутазы в эри-

троцитах  результаты. Установлено, что настойка C  dahurica повышает устойчивость животных к длительному эмоциональ-

ному стрессу, ограничивая инволюцию иммунокомпетентных органов – тимуса и селезенки на 22% и 24%, соответственно  

Выраженность гипертрофии надпочечников снижалась на 34%, уменьшалось развитие язвенных повреждений слизистой 

оболочки желудка, что может быть связано с торможением функции симпатоадреналовой и гипоталамо-гипофизарно-адре-

нокортикальной систем, ингибированием свободнорадикальных процессов с одновременной активацией эндогенных анти-

оксидантных систем  Исследуемое фитосредство ингибировало гиперактивацию перекисного окисления липидов, снижая 

уровень малонового диальдегида на 24%, а также повышало активность эндогенной антиоксидантной системы, увеличи-

вая активность каталазы и супероксиддисмутазы в 1,6 и 1,3 раза соответственно  заключение. Настойка С  dahurica в дозе  

0,5 мл/кг при длительном эмоциональном стрессе оказывает стресс-протективное действие, уменьшая выраженность стресс-

индуцированных изменений, ограничивая гиперактивацию центральных стресс-реализующих систем, коррегируя эндоген-

ную антиоксидантную систему организма    Выявленный стресс-протективный эффект исследуемого фитосредства обуслов-

лен содержанием в его составе комплекса биологически активных веществ, таких как фенольные соединения, сапонины  

Ключевые слова: Cimicifuga dahurica, длительный эмоциональный стресс, стресс-протективное действие, 

антиоксидантное действие 
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stress-protective effect of the Cimicifuga dahurica (turcz.) maxim tincture in chronic emotional stress
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Sakhyanova Str  6, Ulan-Ude 670047, Russia

Cimicifuga dahurica (Turcz ) Maxim  is a perennial plant of the Ranunculaceae family  In Tibetan medicine, C  dahurica is included 

into medicinal collections used for the treatment of gza diseases (diseases “inflicted by demons”), such as stroke, palsies, and other 
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Краткие сообщения

functional disorders of the nervous system  In mid-20th century, the C  dahurica tincture was used for the treatment of hyperten-

sion  The C  dahurica tincture has a sedative effect; it limits motility, exploratory activity, and reflex excitability in animals and pro-

longs the narcotic sleep  the aim of this study was to evaluate the stress-protective effect of C  dahurica tincture in chronic emo-

tional stress  methods. Experiments were performed on Wistar rats weighing 180-200 g  Chronic emotional stress was produced 

by four-day restraint of animals in plastic cases with simultaneous water immersion  The C  dahurica tincture was administered to 

animals at a dose of 0 5 ml/kg for 7 days, once a day; the last dose was administered 30 min prior to testing  The following param-

eters were determined: intensity of the Selye’s triad, plasma concentrations of ACTH, corticosterone, and catecholamines; serum 

concentration of malonic dialdehyde; serum activity of catalase; and superoxide dismutase activity in red blood cells  results. The 

C  dahurica tincture increased the tolerance to chronic emotional stress and restricted involution of immune-competent organs, 

the thymus and spleen, by 22% and 24%, respectively (p<0 05), adrenal gland hypertrophy by 34% (p<0 05), and development of 

stress-induced stomach ulcers  These effects could be due to inhibition of the sympathoadrenal system and the hypothalamic-

pituitary-adrenocortical axis, inhibition of free-radical processes, and simultaneous activation of endogenic antioxidant systems  

The C  dahurica tincture inhibited lipid peroxidation processes thus reducing the content of malonic dialdehyde by 24%  Also, the 

tincture potentiated the endogenous antioxidant system by increasing activities of catalase and superoxide dismutase 1 6 and 1 3 

times, respectively  conclusion. The stress-protective effect of the plant remedy is due to contained bioactive substances, such 

as phenolic compounds and saponins  

Keywords: Cimicifuga dahurica; chronic emotional stress; stress-protective effect; antioxidant effect 
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Cimicifuga dahurica – многолетнее травянистое рас-
тение семейства лютиковых (Ranunculaceae). В народ-
ной медицине аборигенов Дальнего Востока России 
С. dahurica используется в виде порошка, настойки и 
жидкого экстракта при головных болях, начальных ста-
диях гипертонической болезни, при повышенной нерв-
ной возбудимости, истерии, бессоннице и др. [1, 2]. В ти-
бетской медицине С. dahurica входит в состав сборов, 
применяющихся при болезнях «гза» («болезни, насы-
лаемые духами»: при инсультах, параличах и других на-
рушениях функций нервной системы) [3]. В клинике 
в середине ХХ века настойку С. dahurica использовали 
для лечения гипертонической болезни [4]. Известно, 
что настойка С. dahurica оказывает седативное дей-
ствие, ограничивая двигательную, ориентировочно-
исследовательскую активность и рефлекторную воз-
будимость животных, а также увеличивая продолжи-

тельность наркотического сна [5]. В опытах на белых 
крысах Wistar установлено, что настойка С. dahurica 
оказывает выраженное анксиолитическое, антидепрес-
сивное и антиагрессивное действие [6, 7].

Цель исследования – оценка стресс-протективного 
действия настойки С. dahurica при хроническом эмо-
циональном стрессе.

Методика

Экспериментальные исследования выполнены на 
46 крысах обоего пола Wistar с массой 180–200 г. Со-
держание животных соответствовало «Правилам лабо-
раторной практики» (GLP) и Приказу МЗ РФ № 708Н 
от 23.08.2010 г. «Об утверждении правил лабораторной 
практики». Перед началом экспериментов животные, 
отвечающие критериям включения в эксперимент, рас-
пределялись на группы с учетом принципа рандоми-
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зации. Экспериментальную работу осуществляли в со-
ответствии с «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (Приложение 
к приказу МЗ СССР №755 от 12.08.77 г.), «Правила-
ми, принятыми в Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных (Страсбург, 1986). Протокол 
исследования с этическим комитетом ИОЭБ СО РАН 
(протокол №3 от 03.09.2012). Животных декапитиро-
вали под эфирным наркозом. 

Длительный эмоциональный стресс воспроизво-
дили иммобилизацией животных в пластмассовых пе-
налах с одновременным погружением их в воду на 2 ч 
ежедневно в течение 4 сут [8]. Деалкоголизированную 
настойку С. dahurica вводили животным 1-й опытной 
группы внутрижелудочно (0,5 мл/кг) в очищенной во-
де в объеме 10 мл/кг в течение 7 сут до моделирования 
эмоционального стресса и ежедневно перед помеще-
нием их в пеналы. Животные контрольной группы по-
лучали воду очищенную в объеме 10 мл/кг в аналогич-
ном режиме. В качестве препарата сравнения исполь-
зовали валерианы настойку (ОАО Дальхимфарм) в 
дозе 1,0 мл/кг, которую вводили животным 2-й опыт-
ной группы по аналогичной схеме.

Для оценки антистрессорной активности опреде-
ляли параметры триады Селье: гипертрофию надпо-
чечников, инволюцию иммунокомпетентных органов 
и количество деструкций в слизистой оболочке желуд-
ка с подсчетом язвенного индекса Паулса [9]. Для 
оценки напряжения симпато-адреналовой и гипота-
ламо-гипофизарно-адренокортикальной систем мето-
дом иммуноферментного анализа в плазме крови опре-
деляли содержание адреналина и норадреналина, кор-
тикостерона и уровень адренокортикотропного 
гормона (АКТГ) на анализаторе «STAT FAX-2100» 
(США). Интенсивность процессов свободнорадикаль-
ного окисления (СРО) оценивали по накоплению ма-
лонового диальдегида (МДА) в сыворотке крови [10]. 
О состоянии антиоксидантной системы (АОС) судили 
по активности каталазы в сыворотке крови [11] и су-
пероксиддусмутазы (СОД) в эритроцитах [12]. 

Статистическая обработка полученных результа-
тов проводилась с помощью пакета программ 
«Biostat-2006» с использованием t-критерия Стьюден-
та. Различия между сравниваемыми группами счита-
ли статистически значимыми при р<0,05.

результаты и обсуждение

Установлено, что в результате длительного психо-
эмоционального стресса у животных контрольной 
группы развивается характерная картина стрессорной 
реакции – триада Селье, которая проявляется инво-

люцией иммунокомпетентных органов (тимуса и се-
лезенки), выраженной гипертрофией надпочечников, 
появлением язвенных повреждений в слизистой обо-
лочке желудка (табл. 1). 

Курсовое введение животным настойки С. dahurica 
оказывает выраженное стресс-протективное действие, 
о чем свидетельствует снижение относительной мас-
сы надпочечников в среднем на 34% и увеличение мас-
сы тимуса и селезенки на 22% и 24% соответственно 
по сравнению с аналогичными показателями живот-
ных контрольной группы. Наряду с этим, испытуемое 
средство препятствует развитию глубоких деструкций 
в слизистой оболочке желудка. Так, у животных 1-й 
опытной группы эрозии отсутствовали, тогда как у 
крыс контрольной группы эрозии   обнаружились в 
67% случаев. Язвы у животных этой эксперименталь-
ной группы встречались лишь в 25% случаев (при 67% 
в контроле). Соответственно, индекс Паулса для язв у 
животных, получавших настойку С. dahurica, был ни-
же, чем у крыс контрольной группы и составил 0,08 
против 0,45 в контроле (табл. 1). В слизистой оболоч-
ке желудка крыс контрольной группы наблюдался рез-
ко выраженный отек и гиперемия, тогда как у крыс, 
получавших настойку С. dahurica отечность и сглажен-
ность рельефа слизистой желудка была умеренной. 
При этом стресс-протективная активность настойки 
С. dahurica превосходила таковую у препарата сравне-
ния – валерианы настойку.

Хронический эмоциональный стресс сопровожда-
ется активацией симпатоадреналовой и гипоталамо-
гипофизарно-адренокортикальной систем, о чем сви-
детельствует повышение уровня гормонов стресса: 
адреналина и норадреналина, АКТГ и кортикостеро-
на в плазме крови крыс контрольной группы (табл. 2).

У животных, получавших настойки С. dahurica и 
валерианы, содержание адреналина в плазме крови ста-
тистически значимо снижалось на 43% и 39% соответ-
ственно, уровень норадреналина – на 20% и 18% по 
сравнению с контролем. Наряду с этим было показа-
но, что применение испытуемых средств предотвра-
щало гиперактивацию гипоталамо-гипофизарно-адре-
нокортикальной системы, о чем свидетельствовало 
снижение уровня кортикостерона в крови животных 
опытных групп на 44% и 42% по сравнению с показа-
телями крыс контрольной группы. Проявлялась так-
же тенденция к снижению содержания АКТГ в плаз-
ме крови. Выраженное стресс-протективное действие 
настойки С. dahurica можно объяснить входящими в ее 
состав оксикоричными кислотами [13]. Так, по дан-
ным литературы [14], феруловая кислота оказывает вы-
раженное стресс-протекторное действие, ограничивая 
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поражение слизистой оболочки желудка и поврежде-
ние миокарда, вызванные иммобилизационно-боле-
вым стрессом. 

Важную роль в развитии стресс-индуцированных 
повреждений органов играет активация процессов сво-
боднорадикального окисления биомакромолекул, в ре-
зультате которых нарушается целостность клеточных 
мембран и снижается активность мембраносвязанных 
ферментов. Установлено, что хронический эмоцио-

нальный стресс сопровождается индукцией процессов 
свободнорадикального окисления и угнетением анти-
оксидантной системы животных, на что указывает по-
вышение содержания МДА в сыворотке крови, сниже-
ние активности каталазы в сыворотке крови и СОД в 
эритроцитах животных контрольной группы (табл. 3). 

Как следует из данных, приведенных в табл. 3, кур-
совое введение животным настойки С. dahurica, на фо-
не хронического эмоционального стресса оказывает 

Таблица 1

Влияние настойки С. dahurica на выраженность стрессорных изменений органов у белых крыс при длительном эмоциональном 

стрессе, (m±m)

Показатели

Группы животных

Интактная
(Н

2
О),

n = 10

Контрольная
(стресс+Н

2
О),  

n = 12

Опытная 1
(стресс + настойка 
С.dahurica), n = 12

Опытная 2
(стресс + валерианы 

настойка), n = 12

Масса  
органов, 
мг/100г

тимус 110,0 ± 3,2 66,0 ± 3,2 80,8 ± 1,6* 87,2 ± 3,2*

селезенка 560,0 ± 12,0 370,5 ± 5,6 460,6 ± 4,5* 463,6 ± 31,6*

надпочечники 19,5 ± 0,8 35,0 ± 1,1 23,0 ± 1,1* 22,4 ± 1,1*

Кровоизлия-
ния

% поражения животных 0 67 25 33

среднее число  деструкций на 1 
животное

0 1,5 ± 0,4 0,5 ± 0,3 0,8 ± 0,4

индекс Паулса 0 1,0 0,1 0,2

Эрозии % поражения 
животных

0 67 0 33

среднее число деструкций на 1 
животное

0 1,3 ± 0,4 0 1,0 ± 0,5

индекс Паулса 0 0,9 0 0,3

Язвы % поражения животных 0 67 25 33

среднее число деструкций на 1 
животное 

0 0,7 ± 0,2 0,3 ± 0,2 0,5 ± 0,2

индекс Паулса 0 0,4 0,1 0,2

Примечание. * (р<0,05) – статистическая значимость различий между контрольной и опытными группами; n – число животных в группе.

Таблица 2 

Влияние настойки с. dahurica на содержание гормонов стресса в плазме крови крыс при длительном эмоциональном стрессе, (m±m)

Показатели Группы животных

Интактная
(Н

2
О), n = 7

Контрольная
(стресс + Н

2
О),  

n = 8

Опытная 1 (стресс+ 
настойка С.dahurica), 

n = 8

Опытная 2 
(стресс+валерианы  

настойка), n = 7

Адреналин в плазме крови, нмоль/л 4,4 ± 0,1 23,8 ± 0,3 13,6 ± 0,4* 14,8 ± 0,7*

Норадреналин в плазме крови, нмоль/л 70,6 ± 0,1 135,0 ± 3,4 107,8 ± 4,1* 111,3 ± 6,3*

АКТГ, пг/мл 9,2 ± 1,8 17,5 ± 1,4 15,3 ± 1,0 14,8 ± 1,1

Кортикостерон, нмоль/л 21,6 ± 2,1 44,9 ± 5,3 25,3 ± 1,9* 26,2 ± 3,8*

Примечание. * (р<0,05) – статистическая значимость различий между контрольной и опытными группами; n – число животных в группе.
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выраженное антиоксидантное действие. В частности, 
под влиянием испытуемого средства у животных 1-й 
опытной группы содержание МДА в сыворотке крови 
снижалось на 24%, активность каталазы в сыворотке 
крови повышалась в 1,6 раза, активность СОД в эри-
троцитах – в 1,3 раза по сравнению с аналогичными 
показателями животных контрольной группы. При 
этом антиоксидантная активность настойки С. dahurica 
превосходила таковую у препарата сравнения – вале-
рианы настойки. Указанный эффект исследуемого фи-
тосредства обусловлен содержанием в его составе фе-
нольных соединений и сапонинов, проявляющих вы-
раженную антиоксидантную активность [15]. 

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют, что курсовое введение настойки С. dahurica 
в дозе 0,5 мл/кг на фоне длительного эмоционально-
го стресса оказывает стресс-протективное действие, 
уменьшая выраженность патологических стресс-
индуцированных изменений во внутренних органах 
животных, ограничивая гиперактивацию централь-
ных стресс-реализующих систем: симпатоадренало-
вой и гипоталамо-гипофизарно-адреналовой, благо-
даря активации эндогенной антиоксидантной систе-
мы организма. 
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В обзоре освещены данные современной литературы, посвященные изучению молекулярно-генетических механизмов 

гетеротопической оссификации (ГО)  ГО представляет собой процесс образования пластинчатой кости в мягких тканях, 
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Гетеротопическая оссификация (ГО) представля-

ет собой процесс образования пластинчатой кости в 

мягких тканях, не имеющих остеогенных свойств [1]. 

Принято различать наследственные и приобретенные 

формы ГО. Наследственные формы ГО включают в се-

бя 3 типа: прогрессирующая оссифицирующая фибро-

дисплазия (ПОФ), прогрессирующая костная гетеро-

плазия (ПОГ) и наследственная остеодистрофия Ол-

брайта (НОО) [2, 3]. В свою очередь, приобретенные 

формы ГО могут возникать вследствие воздействия не-

которых индуцирующих факторов: повреждение мяг-

ких тканей при травмах, ожогах или хирургических 

вмешательствах и перенесенные травмы головного и/

или спинного мозга [3]. Ряд исследователей классифи-

цирует ГО на травматическую, нетравматическую и 

нейрогенную [4].

К настоящему времени известно, что в формиро-

вании очагов ГО принимают участие 3 основных ме-

ханизма: присутствие остеогенных клеток-предше-

ственников, индуцирующие факторы и клеточное ми-

кроокружение [5]. При этом, ключевая роль в развитии 

очагов ГО отводится сложным межклеточным моле-

кулярным взаимодействиям [6].

Доказано влияние ряда факторов на развитие ГО 

после выполнения операции тотального эндопротези-

рования тазобедренных суставов. Факторами риска 

развития ГО являются мужской пол, повторные опе-

ративные вмешательства на крупных суставах и нали-

чие признаков ГО в анамнезе [7]. Необходимо отме-

тить, что остеоартроз, анкилозирующий спондилоар-

трит (болезнь Бехтерева), диффузный идиопатический 

гиперостоз и наличие признаков хронической веноз-

ной недостаточности нижних конечностей также мо-

гут повышать риск развития ГО [8–10].

Цель обзора –– анализ современных данных ли-

тературы, посвященных изучению молекулярных и ге-

нетических механизмов формирования очагов ГО.

Молекулярные механизмы. Развитие нормальной 

костной ткани – это сложный и строго организован-

ный физиологический процесс. Формирование кост-

ной ткани осуществляется с помощью энхондрального 

или внутримембранозного окостенений [11]. В обоих 

случаях окостенения происходит миграция мезенхи-

мальных стволовых клеток (МСК), их взаимодействие 

с клетками костной ткани с помощью паракринной ре-

гуляции и прямая дифференцировка в остеобласты, 

хондроциты или адипоциты. Пути дифференцировки 

МСК строго зависят от их локального микроокруже-

ния [12]. В исследовании J. Lees-Shepard и соавт. [13] 

показано, что МСК обладают остеогенными свойства-

ми и являются источником формирования очагов ГО 

в травмированных скелетных мышцах. Однако не толь-

ко МСК могут выступать в качестве источника разви-

тия ГО. Так, в работах J. Downey и соавт. [14] и C. Kan 

и соавт. [15] отмечено, что перициты, сосудистые эндо-

телиоциты, сателлиты мышечной  ткани, тучные клет-

ки, мезенхимальные клетки-предшественники и гемо-

поэтические ткани, также могут выступать в качестве 

источников образования очагов ГО. Кроме того, име-

ются данные об участии клеток эндоневрия в развитии 

эктопической костной ткани [16, 17].

В настоящее время активно изучается влияние раз-

личных патологических состояний на истощение пула 

МСК. В исследовании A. Ahmed и соавт. [18] наглядно 

продемонстрировано, что процесс естественного ста-

рения организма значительно снижает остеогенный 

потенциал МСК и направляет их дифференцировку 

в сторону адипогенеза. Сниженный остеогенный по-

тенциал МСК приводит к уменьшению реакции по-

следних на ГО-стимулирующие факторы и, как след-

ствие, к образованию меньших объемов очагов ГО. До-

казано, что активность SMAD- и NF-κB- сигнальных 

путей в МСК старых мышей резко снижена [19]. Не-

обходимо отметить, что не только старение организма, 
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но и ожирение, диета с высоким содержанием жиров, 

сахарный диабет 2-го типа также влияют на функци-

ональную активность МСК. Гипергликемия и гипе-

ринсулинемия влияют на микроокружение МСК, тем 

самым вызывая их истощение и дисфункцию [20–22]. 

C другой стороны, усиленный адипогенез увеличива-

ет концентрацию лептина, который участвует в регу-

ляции и стимуляции процесса остеогенеза [23]. Так, по 

мнению H. Jiang и соавт. [24] высокие концентрации 

лептина могут вызывать спонтанное формирование 

очагов ГО. Авторы считают, что такой эффект лепти-

на на развитие ГО связан с активацией щелочной фос-

фатазы и белка остеокальцина, активирующих остео-

генный mTORC1-внутриклеточный сигнальный путь.

Первым этапом формирования очага ГО является 

процесс воспаления, возникающий в ответ на различ-

ные ГО-индуцирующие факторы (травмы, ожоги, опе-

ративные вмешательства, черепно-мозговая травма и 

т.д.) [25–27]. Присутствие клеток воспаления в пери-

васкулярной области очага ГО связано с повреждени-

ем  и гипоксией ткани, которые являются стимулирую-

щими факторами пролиферации недифференцирован-

ных клеток-предшественников [28]. Схема патогенеза 

ГО представлена на рисунке.

В процесс ГО вовлечены некоторые важнейшие 

внутриклеточные сигнальные пути. В очаг локально-

го воспаления привлекается множество типов клеток, 

включая стволовые клетки или клетки-предшествен-

ники. Тем не менее молекулярные механизмы, вовле-

ченные в процесс ГО, по-прежнему остаются малоиз-

ученной областью современной медицины. Разноо-

бразие типов наследственных и приобретенных форм 

ГО, таких как ПОФ и ПОГ приводят к значительным 

трудностям в изучении общих молекулярных сигналь-

ных путей, ответственных за образование эктопиче-

ской костной ткани [29–31]. Тем не менее ряд внутри-

клеточных сигнальных путей, вовлеченных в молеку-

лярный патогенез формирования очагов ГО, подробно 

изучены и обоснованы.

Костные морфогенетические белки (КМБ) явля-

ются членами суперсемейства трансформирующего 

фактора роста β (TGF-β), который участвует в эм-

бриогенезе и поддержании гомеостаза. [32]. КМБ-

индуцированное образование костной ткани проис-

ходит не только в норме, но и при различных патологи-

ческих состояниях [33]. Так, в исследовании B. Bouvard 

и соавт. [34] показано, что у пациентов с подтверж-

денным диагнозом ПОФ, выявлена высокая актив-

рис. Схема патогенеза ГО: объяснение в тексте 
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ность КМБ-связанных сигнальных путей в лимфоци-

тах. В сообщении Y. Wang и соавт. [35] отмечено, что 

у пациентов с черепно-мозговой травмой отмечается 

высокое содержание КМБ2 в сыворотке крови. Повы-

шение содержания КМБ2, 4, 7, 9 в сыворотке крови 

животных также наблюдается при повреждении спин-

ного мозга в эксперименте. По мнению M. Reichel и 

соавт. [36], КМБ9 отводится ключевая роль в молеку-

лярном патогенезе формирования очагов ГО, а его ак-

тивность напрямую зависит от микроокружения ске-

летной мускулатуры. Важно отметить, что у пациентов 

с уже имеющимися признаками ГО после выполнения 

операции тотального эндопротезирования тазобедрен-

ных суставов, отмечено значительное повышение экс-

прессии изоформы TGF-β2. При этом, изменения экс-

прессии других изоформ TGF-β (TGF-β1, TGF-β3) не 

выявлено [37].

Известно, что Hedgehog (НН)-сигнальные пути 

играют важнейшую роль в развитии скелета. Indian 

HH-сигнальный путь индуцирует дифференци-

ровку хондроцитов, а sonic HH-путь ответственен 

за дифференцировку остебластов [38]. Работа HH-

сигналинговой системы строго связана с нескольки-

ми факторами, в том числе и с функционированием 

КМБ-связанных сигнальных путей. Кроме того, НН-

сигналинговая система участвует в остеогенезе при пе-

реломах костей, путем регуляции процессов ангиогене-

за и собственно формирования костной ткани [39, 40].

Также известно, что HH-сигнальные пути участву-

ют в молекулярном патогенезе развития и роста не-

которых опухолей и ПОГ (вызванного нулевой му-

тацией гена GNAS, кодирующего белок Gαs) [41]. В 

исследовании J. Regard и соавт. [42] показано, что в 

результате нулевой мутации гена GNAS, активность 

HH-сигнальных путей в подкожных мезенхимальных 

клетках-предшественниках и стромальных клетках 

костного мозга значительно увеличивается. Резуль-

таты указанного исследования позволяют объяснить 

молекулярный патогенез фиброзной дисплазии, при 

которой отмечается усиление экспрессии гена GNAS 

и активация WNT/β-катенин-сигнального клеточно-

го пути, а также патогенез образования эктопической 

костной ткани при ПОГ, при котором имеет место ну-

левая мутация гена GNAS и повышенная активация 

HH-сигналинговой ситемы. Белок Gαs выступает в ка-

честве основного регулирующего агента дифференци-

ровки остеобластов, за счет поддержания баланса меж-

ду активностью WNT/β-катенин- и HH-сигналингами 

[43]. Учитывая особенности молекулярного патогене-

за ПОГ, применение ингибиторов HH-сигналинговой 

ситемы или Gli-ингибиторов представляется весьма 

перспективным направлением профилактики и лече-

ния данного заболевания.

Гипоксией индуцированный фактор1-α (HIF-1α) 

– это ключевой транскрипционный фактор клеточно-

го ответа на возникшую гипоксию. Гипоксия стимули-

рует хондрогенную дифференцировку клеток. Клетки 

формирующегося скелета в эмбриональном перио-

де лишены кровеносных сосудов и во время индук-

ции ангиогенеза игибируется хондро- и скелетогенез 

[44, 45]. Нарушение регуляции работы HIF-1α вовле-

чено во многие физиологические и патофизиологиче-

ские процессы, в том числе и в формирование экто-

пический костной ткани. Изучая экспериментальную 

модель ГО на лабораторных крысах S. Winkler и соавт. 

[46] показали, что уровни HIF-1α и транскрипцион-

ного фактора SOX9 значительно повышаются во время 

хондрогенной дифференцировки клеток и снижаются 

в остеогенную стадию. Более того, H. Wang и соавт. [47] 

доказали наличие корреляционной зависимости меж-

ду воспалением, гипоксией и их ролью у пациентов с 

ПОФ. Авторы исследования наглядно доказали, что 

клеточная гипоксия способствует развитию гетерото-

пической энхондральной оссификации, за счет акти-

вации КМБ-связанных сигнальных путей c помощью 

белка рабаптин 5 (RABEP1). В недавнем наблюдении 

S. Agarwal и соавт. [48] отмечено, что HIF-1α участву-

ет в образовании костных эктопий как при врожден-

ной, так и при приобретенной формах ГО.

Лечение и профилактика ГО Как правило, наиболее 

распространенными методами лечения и профилак-

тики развития эктопической костной ткани являются 

фармакотерапия и лучевая терапия. Среди наиболее 

эффективных лекарственных средств, препятствующих 

развитию очагов ГО, выступают нестероидные проти-

вовоспалительные лекарственные средства (НПВС). 

Эффективность НПВС в профилактике развития эк-

топической костной ткани доказана многими исследо-

ваниями, однако данная группа лекарственных средств 

лишена специфичности своего действия. В настоящее 

время изучается эффективность применения лекар-

ственных средств, селективно ингибирующих актив-

ность SMAD-КМБ-сигнального пути, ответственного 

за дифференцировку МСК [49]. Тем не менее, приме-

нение НПВС в комплексе с лучевой терапией являет-

ся стандартом лечения и профилактики формирования 

очагов ГО, несмотря на отсутствие единых клиниче-

ских рекомендаций. Более того, применение НПВС с 

целью профилактики развития очагов ГО может быть 

обосновано только в рамках «офф-лейбл» терапии [50].

Эффективность применения НПВС в профилакти-

ке развития очагов ГО обусловлена ограничением ло-



106

ReviewsPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(2)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.102-110

кального воспаления в мягких тканях, возникающего 

при действии различных факторов. Профилактические 

использование НПВС широко распространено в трав-

матологии и ортопедии, спинальной хирургии, нейро-

хирургии и общей хирургии [51–54].

Необходимо отметить, что эффективность приме-

нения НПВС зависит от стадии формирования очагов 

ГО. Так, наибольшая эффективность данной группы 

лекарственных средств отмечается на ранних стадиях 

развития эктопической костной ткани, и практически 

неэффективна при уже сформированных очагах ГО 

[55]. По мнению E. Pakos и соавт. [56] и G. Pavlou и со-

авт. [57] эффективность применения НПВС в профи-

лактике развития костных эктопий сопоставима с лу-

чевой терапией, а их комбинированное использование 

значительно улучшают клинический результат. В ис-

следовании J. Rivera и соавт. [58] показано, что мест-

ное применение НПВС также является эффективным 

способом профилактики развития очагов ГО.

В зависимости от ингибирования изоферментов 

циклооксигеназы, НПВС классифицируются на се-

лективные и неселективные. Клиническая эффектив-

ность применения неселективных НПВС доказана в 

систематическом обзоре B. Neal и соавт. [59]. Авторы 

наглядно продемонстрировали, что применение несе-

лективных НПВС позволяет достоверно снизить рас-

пространенность ГО у пациентов после выполнения 

операции тотального эндопротезирования тазобедрен-

ных суставов на 57 %.

Лучевая терапия подавляет дифференцировку 

МСК по остеогенному пути, тем самым снижая репа-

ративную активность костной ткани и развитие ано-

мальной кости. В наблюдении A. Jensen и соавт. [60] 

отмечено, что статистически значимые различия в ча-

стоте встречаемости ГО при использовании лучевой 

терапии в пред- и раннем послеоперационном перио-

дах у пациентов, которым выполнены оперативные 

вмешательства на височно-нижнечелюстном суставе 

отсутствуют. Тем не менее исследователи утверждают, 

что скорость развития ГО при использовании лучевой 

терапии в предоперационном периоде значительно 

меньше. В рандомизированном контролируемом кли-

ническом исследовании J. Liu и соавт. [61] показано, 

что наиболее эффективная профилактическая доза ио-

низирующего излучения составляет 700 сГр. В насто-

ящее время доказана клиническая эффективность при-

менения лучевой терапии в профилактике развития 

очагов ГО у пациентов, которым выполнены опера-

тивные вмешательства на позвоночнике, коленных, 

тазобедренных, височно-нижнечелюстных суставах, а 

также у пациентов с нейрогенной ГО после перенесен-

ных травм спинного мозга [62–65].

Потенциальные терапевтические цели. В настоящее 

время наиболее перспективным способом лечения ГО 

является воздействие на SMAD-КМБ-сигнальные пу-

ти, изученные на животных моделях формирования 

очагов эктопической костной ткани [66]. Воздействие 

на указанный сигнальный внутриклеточный путь воз-

можно с помощью агонистов рецепторов ретиноевой 

кислоты, антагонистов КМБ и веществ, влияющих на 

фосфорилирование SMAD. Также изучаются эффек-

ты влияния акцепторов свободных радикалов и инги-

биторов ангиогенеза [67, 68] (табл.).

Рецепторы ретиноевой кислоты (RAR), представ-

ленные в виде трех изоформ (RARα, RARβ и RARγ), 

выступают в роли ингибиторов хондрогенеза. Стиму-

Основные фармакологические агенты, применяемые в терапии гО

Фармакологический агент Механизм действия

Кромолин-натрий За счет стабилизации мембран тормозит дегрануляцию тучных клеток, препятствуя освобождению из них 

гистамина, брадикинина, медленно реагирующей субстанции аллергии и других медиаторных веществ

Ретиноевая кислота Действуя на RAR снижает активность КМБ-ассоциированных внутриклеточных сигнальных путей, 

тем самым, подавляя процесс хондрогенеза

Дорсоморфин Связывает и препятствует фосфорилированию рецептора активин-подобной киназы 2 типа (ALK2)

LDN-193189 Связывает и препятствует фосфорилированию рецептора активин-подобной киназы 2 типа (ALK2)

РХ-478 Cнижает активность HIF-1α

RP-6758 Небелковый антагонист вещества Р, тормозит дегрануляцию тучных клеток

CD15350 Действуя на RARγ снижает активность КМБ-ассоциированных внутриклеточных сигнальных путей, 

тем самым, подавляя процесс хондрогенеза

NRX204647 Действуя на RARγ снижает активность КМБ-ассоциированных внутриклеточных сигнальных путей, 

тем самым, подавляя процесс хондрогенеза
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ляция RAR может быть вызвана его агонистами: ак-

тивной неселективной формой витамина А и селек-

тивным агонистом RARγ, полученного из мезенхи-

мальной клеточной культуры in vitro. При этом, 

блокирование рецепторов RARα и RARβ не приводит 

к ингибированию хондрогенеза. Эффективность при-

менения агонистов RAR изучена в экспериментальной 

модели ПОФ у мышей [69]. Исследователями отмече-

но, что использование селективного агониста RARγ 

обеспечивает полное ингибирование процесса обра-

зования очагов ГО у исследуемой группы животных. 

Авторами также отмечено, что введение селективного 

агониста RARγ способствует снижению интенсивно-

сти передачи сигналов КМБ за счет фосфорилирова-

ния SMAD1/5/8 и, возможно, их прямого разрушения 

в протеосомах. В результате указанных молекулярных 

взаимодействий происходит нарушение процесса диф-

ференцировки МСК по пути остеогенеза.

Другим возможным способом лечения ГО, направ-

ленного на снижение активности SMAD-КМБ-

сигнального пути за счет снижения уровня фосфора, 

содержащегося в клетке в виде АДФ и АТФ. Фосфо-

рилирование SMAD1/5/8 приводит к дифференциров-

ке МСК в хондроциты. В исследовании J. Peterson и 

соавт. [25] отмечено, что местное применение апира-

зы, гидролизующей АДФ и АТФ, в эксперименталь-

ной модели ГО, позволяет снизить интенсивность об-

разования эктопической костной ткани при отсутствии 

явлений остеопении. G. Pavlou и соавт. [57] в экспери-

менте на животных моделях ГО, изучили эффектив-

ность ингибитора КМБ1 – LDN-193189, который су-

щественно уменьшал интенсивность дифференциров-

ки МСК по остеогенному пути.

Noggin – это универсальный антагонист КМБ, по-

зволяющий эффективно предупреждаеть развитие ГО. 

Так, в эксперименте D. Hannallah и соавт. [70] доказа-

на эффективность noggin, который доставлялся внутрь 

клетки с помощью вирусного вектора и подавлял 

экcпрессию КМБ4 и, как следствие, снижал интенсив-

ность формирования очагов эктопической костной 

ткани. Однако ингибиторы КМБ обладают широким 

спектром нежелательных явлений, что не позволяет 

внедрить их в широкую клиническую практику.

Использование акцепторов свободных радика-

лов также является весьма перспективным методом 

лечения ГО. Свободные радикалы представляют со-

бой высокоактивные нестабильные атомы, молеку-

лы или ионы, способствующие окислительному по-

вреждению клеток и развитию очагов ГО. L. Vanden 

Bossche и соавт. [71] в своем исследовании показа-

ли, что комбинированое применение аллопуринола 

и N-ацетилцистеина позволяет эффективно препят-

ствовать развитию ГО, наряду с системным приме-

нением глюкокортикостериодных гормонов (метил-

преднизолон).

Известно, что гипоксический фактор играет клю-

чевые роли в патогенезе различных форм ГО. В случае 

нормоксии, белки пролилгидроксилазного домена рас-

щепляют субъединицы HIF-1α. Фармакологическое 

ингибирование HIF-1α в клетках пациентов с ПОФ 

значимо снижает активность КМБ-ассоциированных 

сигнальных путей. Аналогичный эффект от ингибиро-

вания HIF-1α получен в экспериментальной модели 

ГО у мышей [72]. Фармакологическое ингибирование 

HIF-1α с помощью РХ-478 или рапамицина снижает 

интенсивность образования очагов ГО [73]. Антиги-

поксический эффект гидроксиэтилкрахмала также 

способствует снижению интенсивности процесса об-

разования эктопической костной ткани в эксперимен-

тальной модели ГО у мышей.  

Заключение. Таким образом, ГО представляет собой 

сложный процесс взаимомдействия целого ряда биоло-

гически активных веществ и внутриклеточных сигналь-

ных молекул. Особая роль в развитии эктопической 

костной ткани отводится КМБ-ассоциированным и 

HH-сигналинговым системам, способствующим диф-

ференцировке МСК по пути остеогенеза. Селективное 

воздействие на работу указанных сигналинговых си-

стем представляет собой перспективное направление 

молекулярной таргетной терапии пациентов с различ-

ными формами ГО. Тем не менее необходимы допол-

нительные лабораторные и клинические исследования, 

направленные на изучение молекулярных механизмов 

формирования очагов ГО. Несомненно, понимание 

указанных механизмов позволит разработать новые 

способы терапевтического воздействия на ГО и уже в 

ближайшем будущем внедрить полученные результа-

ты в широкую клиническую практику.
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В августе 1996 г. журнал «Nature» опубликовал ста-

тью [1] с результатами исследования созданной автора-

ми линии мутантных мышей, лишенных белка – осте-

окальцина (ОК-/-), наиболее обильного среди колла-

геновых белков остеобластов, но c неизвестной на тот 

момент функцией. Фенотипически мутантные живот-

ные отличались более массивным скелетом. Так поя-

вились в науке первые сведения об ОК как ингибито-

ре функции остеобластов. Работу, выполненную в Те-

хасском университете, подписали 12 авторов. Обращаю 

внимание на последнего – Gerard Karsenty. Он главный 

герой этой статьи, что однако не найдет отражения в 

списке литературы, так как в библиографии принято 

указывать не более 6 авторов статьи, а Karsenty часто 

подписывает статью последним. 

Кости ОК(-/-) животных имели нормальное строе-

ние при рождении, но становились более массивными 

и плотными к возрасту 6 мес. Вывод авторов – функция 

ОК (белка, содержащего 49 аминокислотных остатков, 

активного в недекарбоксилированной форме) ограни-

чивать массив формируемой кости без нарушения ре-

зорбции и минерализации. Сегодня известно множе-

ство функций ОК и вероятно будут ещё открываться 

неизвестные пока функции [2]. У молодых млекопита-

ющих ОК секретируется остеобластами в больших коли-

чествах в экстрацеллюлярный матрикс кости. Экспрес-

сия кодирующих его генов синхронна с началом мине-

рализации костей. ОК(-/-) мыши позднее достигают 

половой зрелости и раньше утрачивают репродуктив-

ную способность в сравнении с животными дикого типа 

[2]. Кость – вторая (после мышц, а может быть, третья 

– после мышц и кожи) по объему ткань тела, уникаль-

на присутствием остеокластов - клеток, главная функ-

ция которых разрушение костной ткани. В других тка-

нях подобных клеток нет. Из этого факта следует дру-

гая феноменальная особенность кости – самая твердая 

ткань отличается повышенной сравнительно с другими 

тканями пластичностью, «текучестью» – способностью, 

оставаясь твердой, быстро менять архитектонику соот-

ветственно изменениям величины и направления на-

грузки.  Сознание противится этому, но жесткость кости 

совмещается с большой пластичностью, постоянной и 

высокой скоростью перестраивания. Это позволяет ко-

сти наравне с мышцами выполнять самую энергозатрат-

ную, самую быстро изменяемую (если забыть о мозге) 

функцию – движение. И хотя движение связано с по-

стоянным, быстрым и очень значительным смещением 

различных частей тела относительно друг друга, после 

прекращения движения, благодаря костям, форма тела 

остается неизменной. Типичные для каждого вида фор-

мы тела животных определяются скелетом.

Необходимость энергообеспечения движения по-

зволила обосновать предположение, что кость может 

быть эндокринным органом, регулирующим энергети-

ческий обмен и ряд других физиологических функций. 

Предположение подтвердилось. Скелет оказался эндо-

кринным органом, влияющим на различные проявле-

ния энергетического обмена. Большой международный 

коллектив с участием Karsenty доказал, что скелет регу-

лирует энергетический обмен посредством ОК, влияя  

на гомеостаз сахаров [3]. Расположить регуляторные 

связи организма по схеме первичные-вторичные слож-

но, или даже невозможно. Так, через 3 года после пре-

дыдущей публикации [3] тем же коллективом (Колум-

бийский университет) тоже в Cell (и тоже с Karsenty на 

последней позиции) представлена статья [4], где дока-

зано, что сигналы инсулина в остеобластах активиру-

ют синтез и секрецию гормона ОК, который способ-

ствует метаболизму глюкозы.

 Секреция клетками скелета ОК зависит от кон-

центрации в крови инсулина и текущих энергозатрат. 

На этот процесс влияет также концентрация лептина, 

глюкокортикоидов и тонус симпатической нервной си-

стемы [5]. Эндокринные функции ОК этим не ограни-

чиваются, его недостаточность способствует ожирению 

и снижает плодовитость, по крайней мере у мышей. 

У самцов с низким уровнем ОК обнаруживают гипо-

тестостеронемию, снижение концентрации спермато-

зоидов, массы эпидидимисов и семенников. У старых 

мужчин и женщин с прекращением функции половых 

желез снижается масса костной ткани. [2]. Культураль-

ная среда остеобластов усиливает экспрессию инсули-

на островками поджелудочной железы и экспрессию 

адипонектина адипоцитами. При диабете 1-го типа со-

держание жира обратно пропорционально концентра-

ции остеокальцина [6]. Кость – вторая по массе, но по 

значению не менее важная, чем первая – мышцы, же-

леза внутренней секреции. В природе всё гармонично. 

Поскольку эти две железы – физическая (структурная) 

основа движения, они же и главные участники энерге-

тического метаболизма, потребители глюкозы, инсу-

линзависимые ткани, регуляторы кальций-фосфорно-

го гомеостаза, регуляторы массы самих желез и репро-

дуктивной функции организма. Мыши с нарушенной 

секрецией остеобластами остеокльцина отличаются 

замедленной пролиферацией β-клеток, инсулиноре-

зистентностью, снижением толерантности к глюкозе, 

меньшей концентрацией адипонектина.  Есть и другие 

свидетельства того, что ОК является гормоном, а кость, 

соответственно, «железой» внутренней секреции. Су-

пернатант культуры остеобластов стимулирует секре-

цию инсулина островковой тканью и секрецию адипо-
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нектина адипоцитами. Действие специфично.  Секре-

ция других гормонов островковой ткани и адипоцитов 

не изменяется в присутствии ОК. Супернатант осте-

окальцин-дефицитных остеобластов такого эффекта 

не вызывает [7]. ОК стимулирует секрецию инсулина 

β-клетками in vitro и поджелудочной железой in vivo че-

рез рецептор GPRC6A [8]. 

Особый интерес представляет взаимодействие 

«костного гормона» с мышцами, в осуществлении глав-

ной функции костей и мышц – движении. Аэробные 

нагрузки (бегущая дорожка – тредмил тест) повыша-

ют концентрацию ОК в крови почти в два раза. Осте-

окльцин оказывает действие на миофибриллы через ре-

цептор – GPRC6A усиливая поглощение глюкозы из 

крови и процесс гликолиза в миофибриллах. Мыши, 

лишенные GPRC6A в β-клетках, не синтезируют ин-

сулин и не чувствительны к глюкозе [9]. Экзогенный 

ОК (внутрибрюшинная инъекция) увеличивает физи-

ческую активность молодых мышей, а у старых (15-ме-

сячных) повышают способность к выполнению на-

грузки (время и расстояние в тредмил-тесте) до уровня 

3-месячных. Иными словами, нивелирует возрастное 

снижение физических способностей и даже позволяет 

вернуть «молодую силу» [10]. ОК увеличивает мышеч-

ную массу у старых животных [11]. Наглядно получа-

ется, что созданный костью гормон «работает» в мыш-

цах, устраняя их возрастную слабость [12].

Физическая нагрузка стимулирует секрецию в осте-

областах костей ОК, а в мышцах IL-6, что способствует 

поглощению и метаболизму глюкозы и жирных кислот 

миофибриллами. Действие ОК вызывает в миофибрил-

лах распад гликогена до глюкозы – энергетической ос-

новы, «топлива» для сокращения. Этот эффект ОК уси-

ливается его благоприятным действием на поглощение 

и катаболизм жирных кислот. Таким образом, связь мы-

шечного IL-6 с костным ОК оказывается важным ин-

струментом, обеспечивающим согласование событий 

в скелете и мускулатуре при движении. Пока извест-

ны 3 синергичных механизма такой связи. ОК ускоря-

ет захват и катаболизм глюкозы и жирных кислот мио-

фибриллами. Ускоряется распад гликогена до глюкозы. 

Увеличиваемая нагрузкой концентрация IL-6 способ-

ствует резорбции ОК из кости. Результатом становит-

ся совместное согласованное повышение концентра-

ции этих двух главных стимуляторов энергетического 

обеспечения движения. Понятно, что сказанное не ис-

ключает возможности IL-6 и ОК благоприятно влиять 

на адаптационное действие нагрузок другими, пока не-

известными, механизмами [2]. Важно, что создается вза-

имосвязь между костью и мышцей, оптимизирующая 

выполнение двигательной функции [13]. 

Чтобы сохранить гомеостаз, интенсификация об-

мена при работе значительного массива мышц осу-

ществляется, по-сути, всеми тканями организма, 

конечно, согласованная работа такого комплекса 

участников возможна только при отрегулированном 

межорганном взаимодействии. Некоторое (далеко не-

полное) представление о сложности этой регуляции 

демонстрирует список известных сегодня миокинов, 

длинный, но тем не менее, не исчерпывающий их ре-

альное число. Тканью, не менее мышц загруженной 

физической работой, является кость – не только опор-

ный, но и эндокринный, как представлено выше, ор-

ган – столь, же важный, как мышцы в осуществлении 

движения. Таким образом, кость обеспечивает дви-

жение не только механически как опорная ткань, но 

и как обязательный участник энергетического обме-

на [14]. Медиатор обмена – ОК способен спасти жи-

вотных от экспериментального диабета 2-го типа [15]. 

На β-клетки поджелудочной железы и клетки в других 

тканях ОК действует через рецептор GPRC6A. Жизне-

но важной «другой тканью» с рецепторами GPRC6A 

являются мышечные волокна. Они отвечают на свя-

зывание ОК с GPRC6A сокращениями, катаболизмом 

нутриентов (глюкозы, жирных кислот) и АТФ, продук-

цией и секрецией миокинов, в том числе IL-6 – сти-

мулятора синтеза ОК остеобластами [13]. Таким об-

разом, круг замыкается: IL-6 стимулирует синтез ОК, 

а ОК стимулирует синтез IL-6. Сравнительно недав-

но было показано, что ОК стимулирует катаболизм и 

функцию мышечных волокон и в отсутствии IL-6 [16].

Скелет, а конкретно ОК, оказался вовлеченным в 

способность млекопитающих уклоняться от опасно-

сти, в механизм развития острого стресс-ответа – acute 

stress response (ASR). Воздействие различного типа 

стрессоров на мышей, крыс и людей ведет к быстрому 

селективному выбросу в циркуляцию ОК, способству-

ющего ASR. Стрессор включает сигнал к ингибирова-

нию парасимпатических нейронов, т.е. удаляет проти-

вовес стрессовой – симпатической импульсации [17]. 

Давно известное влияние пола на скелет оказалось, 

по крайней мере, для мужчин, двусторонним. Нельзя 

точно сказать, когда люди заметили отличие мужско-

го скелета от женского, но вероятно «срок известно-

сти» этого факта измеряется тысячами веков. Проти-

воположный факт, – что скелет существенно влияет на 

мужские половые характеристики – тысячекратно мо-

ложе. Об этом сообщалось в статье, опубликованной в 

Cell в 2011 г., где показана способность остеобластов и, 

конкретно, ОК индуцировать продукцию тестостеро-

на в семенниках (клетках Лейдига), но не продукцию 

эстрогена в яичниках, где нет рецепторов к ОК [18]. 
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Первое указание на связь ОК с работой мозга было 

замечено уже в первом исследовании этой проблемы, 

опубликованном в Nature в 1996 г. [1]. Признак пряв-

лялся физической пассивностью ОК(-/-) мышей. Поз-

же обнаружено, что ОК(-/-) мыши отличаются от гете-

розиготных сверстников меньшим объемом мозга, по-

вышенной тревожностью, сниженной обучаемостью и 

памятью, неспособностью найти платформу в водном 

лабиринте Морриса [19]. Морфологическая недоста-

точность структур мозга ОК(-/-) животных особен-

но выражена в зубчатой извилине (меньше нормы на 

30%), а также в мозолистом теле – часто рудиментар-

ном или даже отсутствующим у таких особей [20]. Эти-

ми авторами представлены доказательства эндокрин-

ного действия ОК. Остеокальцин проникает через ГЭБ 

и связывается с нейронами ствола мозга, среднего моз-

га, гиппокампа, стимулирует в них синтез моноами-

новых нейромедиаторов, ингибируют синтез ГАМК, 

предотвращая тревожность и развитие депрессии и 

стимулируя обучение и память. При беременности ма-

теринский ОК проникает через плаценту и предотвра-

щает апоптоз нейронов в период отсутствия у плода 

собственного ОК. У ОК дефицитных мышей развивает-

ся гипоплазия гиппокампа. Введение ОК беременным 

ОК(-/-) матерям нормализовало развитие гиппокампа, 

предотвращало апоптоз нейронов и устраняло дефицит 

памяти у потомков [21]. Иными словами, скелет через 

ОК определяет материнское влияние на развитие моз-

га плода и когнитивный статус потомства. ОК прони-

кает через ГЭБ связывается нейронами ствола мозга, 

среднего мозга, гиппокампа, стимулирует синтез мо-

ноаминов, снижает тревожность и депрессию, благо-

приятно влияет на обучение и память [20, 22]. Интра-

церебровентрикулярное введение взрослым животным 

ОК в дозе, исключающей существенное проникнове-

ние в общую циркуляцию, полностью исключает тре-

вожность, дефекты памяти и нарушения экспрессии 

генов [19]. При болезни Паркинсона в эксперимен-

те у крыс снижался уровень ОК в ликворе. Инъекции 

ОК устраняли двигательную дисфункцию, повышали 

активность тирозин гидроксилазы [23]. 

Есть материалы клинических исследований влия-

ния ОК на интеллект. Международный коллектив вра-

чей описал результаты [24] сравнительного анализа 

связи концентрации нескольких биологически актив-

ных компонентов плазмы с когнитивными показателя-

ми у старых (74.4 ± 3.3 года) и молодых (23.4 ± 2.7) кли-

нически здоровых женщин. Обнаружили статистиче-

ски достоверную положительную связь концентрации 

ОК с исполнительной функцией и общим интеллектом 

у старых женщин. Изучение микроструктуры мозга по 

данным МРТ и нейропсихологического статуса тех же 

людей обнаружило связь ухудшения этих показателей 

со снижением концентрации ОК в крови [25]. 

Мыши ОК(-/-) отличаются сниженным на 20-50% 

содержанием моноаминов: серотонина, допамина, но-

радреналина в стволе и среднем мозге и повышением 

на 15-30% концентрации ГАМК [19]. Причинно-след-

ственная связь этих изменений с ОК проверена дву-

мя контролями. 1) Введение ОК в мозг интрацеребро-

вентрикулярно устраняет тревожность, восстанавли-

вает память и экспрессию генов. 2) Делеция гена ОК 

у взрослых мышей вызывает тревожность и дефекты 

памяти, хотя и менее выраженные, чем у OК(-/-) мы-

шей [19]. ОК связывается нейронами Аммонова рога 

(СА3), нейронами вентральной области покрышки, 

нейронами дорзального и медиального ядер шва [19]. 

Опубликованы клинические данные о зависимо-

сти от концентрации ОК уже не когнитивного стату-

са, а общего показателя здоровья. Представлен резуль-

тат метаанализа связи концентрации ОК в сыворотке 

с индексом массы тела [26] (проанализированы сооб-

щения, представленные до ноября 2016 года в PubMed 

и SCOPUS). Обнаружена высокая статистическая зна-

чимость обратной связи между этими показателями. 

Концентрация в крови ОК с возрастом быстро сни-

жается. У женщин к 20–30 годам приблизительно до 

1/3 молодежного уровня. У мужчин примерно такое же 

соотношение устанавливается к 45–50 годам и в даль-

нейшей жизни существенно не меняется [17].  Более 

ранее снижение концентрации ОК у женщин, по срав-

нению с мужчинами может быть причиной известно-

го факта большей распространенности остеопороза 

среди женщин [27]. Значение ОК для мышечной ра-

боты и сравнительно раннее возрастное снижение его 

концентрации, конечно, пробуждают желание повы-

шением концентрации ОК избавиться от старческой 

слабости мышц.

Важная, как все влияющее на ЦНС, функция ОК 

в мозге приобретает особую актуальность ролью в био-

логии старения. Многосторонне положительная роль 

ОК в организме; указанное выше раннее (по современ-

ным меркам у молодых людей) снижение его концен-

трации; чуть позже начинающееся когнитивное увя-

дание – эти факты увлекают мысль исследователей на 

гериатрическое использование ОК [25]. Введения ОК 

улучшали память и снижали тревожность у 16-месяч-

ных мышей. Генетические, электрофизиологические, 

молекулярные данные и исследования поведения по-

зволили определить экспрессируемый нейронами CA3 

области гиппокампа белок Gpr158 как рецептор дей-

ствия ОК с участием в этом процессе BDNF. Авторы 
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считают, что эти факты открывают направление тера-

певтического использования ОК.   

В статье от группы Karsenty сообщается, что инъ-

екции плазмы 3-месячных мышей 16-месячным могут 

остановить у последних развитие многих возрастных 

изменений и даже вернуть животных к более раннему, 

более молодому состоянию синаптической мобильно-

сти структур гиппокампа и некоторых показателей ког-

нитивной функции. Улучшались как функциональные, 

так и структурные (плотность расположения дендрит-

ных шипиков) характеристики. Улучшалась память, 

снижалась тревожность [28].

Группа Karsenty повторила это исследование и вос-

произвела результаты. Но удалось повторение результа-

тов только при использовании плазмы диких ОК(+/+) 

мышей. Введения плазмы 3-месячных ОК(-/-) живот-

ных омолаживающего действия не оказывало. Karsenty 

с сотрудниками дополнительно двумя способами про-

контролировали свой эксперимент. В первом контроле 

не было обнаружено омолаживающего эффекта и при 

введении плазмы диких ОК(+/+) мышей, обработанной 

перед введением антителами против ОК. Второй кон-

троль основывался на способности ОК проникать че-

рез гемато-энцефалический барьер. Мышам в возрас-

те 10 и 14 мес подкожно вшивали 2 вида мини-капсул: 

с ОК или только с растворителем для него. Результат 

наблюдали через 2 месяца. В обеих возрастных группах 

некарбоксилированный ОК, в отличие от растворите-

ля, избавлял животных от когнитивной недостаточно-

сти и тревожности [28]. В этой же работе содержится 

ещё интересный для понимания механизма нейроген-

ного действия ОК материал. Инъекция плазмы 3-месяч-

ной мыши увеличивает содержание BDNF в гиппокам-

пе 16-месячной мыши. Эффект отсутствует, если плазма 

берется от ОК(-/-) 3-месячной мыши. Результат этого 

эксперимента переводит на молекулярный язык объ-

яснение положительного (омолаживающего) действия 

ОК. Оказывается, ОК стимулирует образование BDNF. 

Иными словами, у ОК в мозге есть медиатор и этот ме-

диатор не что иное, как вещество с многообразно поло-

жительным действием на многие функции нервной си-

стемы – BDNF. Этот факт не исключает существования 

других механизмов увеличения синаптической пластич-

ности и гиппокамп-опосредованного повышения ког-

нитивной способности у старых животных. Например, 

посредством тканевого ингибитора металлопротеиназ 2 

(TIMP2), содержащегося в крови молодых мышей, пу-

повинной крови человека [29, 30].

Давно известная частая синхронность костной и 

когнитивной недостаточности у пожилых людей бы-

ла предметом изучения международной группы врачей 

[31]. В выборке участвовали молодые и старые мужчи-

ны и женщины без явной костной патологии. Авторы 

не нашли статистически значимой связи между мине-

ральной плотностью кости и когнитивной функцией. У 

старых женщин обнаружена связь снижения когнитив-

ности и исполнительной функции со снижением в плаз-

ме уровня ОК и других, влияющих на кость пептидов: 

остеопротегерина, остеопонтина, паратиреоидного гор-

мона и FGF23. Высказывается мнение, что, эффектив-

ность таких анализов удастся повысить персонализиро-

ванным медицинским обслуживанием, опирающимся 

на молекулярные профили: эпигеномный, транскрип-

томный, протеомный, метаболомный и прочие [32].

Итак, сегодня обращаясь к теме ОК, мы обнаружи-

ваем часто складывающуюся в науке ситуацию. Приду-

манный по первому впечатлению о явлении термин – 

остеокальцин: т.е. вещество, влияющее на содержание в 

кости кальция, стал выражать в результате последующих 

исследований длинный список дополнительных явле-

ний. Остеокальцин – пептидный гормон с ауто-, пара- и 

эндокринной регуляцией гомеостаза костной ткани. Он 

улучшает память и другие проявления когнитивной спо-

собности, способствует адаптации мышц к физическим 

нагрузкам, пролиферации β-клеток поджелудочной же-

лезы, секреции инсулина и адипонектина и повышению 

мужской фертильности. Остеокльцин становится важ-

ным объектом клинических исследований, критерием 

эффективности терапевтический технологий. 

литература

(п.п. 1-26; 28-31 см. references)

27. Рыжак Г.А., Попович И.Г., Хавинсон В.Х. Перспективы при-

менения пептидного биорегулятора для профилактики и лече-

ния возраст-ассоциированных заболеваний опорно-двигатель-

ного аппарата. Патогенез. 2019; 17(2): 13-24.

32. КайшеваА.Л., Гришин Д.В., Каменский П.А., Федорончук Т.В., 

Мальсагова К.А., Чойнзонов Е.Л. и др. Современные направ-

ления развития постгеномных медицинских технологий. Па-

тологическая физиология и экспериментальная терапия. 2018; 

62(3): 95-105. 

references   

1. Ducy P, Desbois C, Boyce B, Pinero G, Story B, Dunstan C, et al. 

Increased bone formation in osteocalcin-deficient mice. Nature. 1996; 

382(6590): 448-52.

2. Karsenty G. Olson EN. Bone and muscle endocrine functions: 

Unexpected paradigms of inter-organ communication Cell. 2016; 

164(6): 1248–56.

3. Lee NK, Sowa H, Hinoi E, Ferron M, Ahn JD, Confavreux C et al. 

Endocrine regulation of energy metabolism by the skeleton. Cell. 

2007; 130(3): 456–69.

4. Ferron M1, Wei J, Yoshizawa T, Del Fattore A, DePinho RA, Teti 

A et al. Insulin signaling in osteoblasts integrates bone remodeling 

and energy metabolism. Cell. 2010; 142(2): 296-308.



116

ReviewsPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(2)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.111-116

5. Ferron M, Lacombe J. Regulation of energy metabolism by the skeleton: 

osteocalcin and beyond. Arch Biochem Biophys. 2014; 561, 137-46.

6. Takashi Y, Ishizu M, Mori H, Miyashita K, Sakamoto F, Katakami 

N. Circulating osteocalcin as a bone-derived hormone is inversely 

correlated with body fat in patients with type 1 diabetes. PLoS One. 

2019; 14(5): e0216416.

7. Lee NK, Sowa H, Hinoi E, Ferron M, Ahn JD, Confavreux C, et al. 

Endocrine regulation of energy metabolism by the skeleton. Cell. 

2007; 130: 456–46.

8. Min Pi, Yunpeng Wu, and L Darryl Quarles. GPRC6A Mediates 

Responses to Osteocalcin in β-Cells In Vitro and Pancreas In Vivo. 

J Bone Miner Res. 2011; 26(7): 168.

9. Wei J, Hanna T, Suda N, Karsenty G, Ducy P. Osteocalcin promotes 

beta-cell proliferation during development and adulthood through 

Gprc6a. Diabetes. 2014; 63: 1021–31.

10.  Mera P, Laue K, Ferron M, Confavreux C, Wei J, Galán-Díez M. et 

al. Osteocalcin Signaling in Myofibers Is Necessary and Sufficient for 

Optimum Adaptation to Exercise. Cell Metab. 2016; 23(6): 1078–92.

11.  Mera P, Laue K, Wei J, Berger JM, Karsenty G, Osteocalcin is 

necessary and sufficient to maintain muscle mass in older mice. Mol 

Metab. 2016; 5(10): 1042–7.

12.  Baskin KK, Winders BR, Olson EN. Muscle as a “mediator” of 

systemic metabolism. Cell Metab. 2015; 21: 237–48.

13.  Karsenty G, Mera P. Molecular bases of the crosstalk between bone 

and muscle. Bone. 2018; 115: 43–9.

14.  Wei J, Hanna T, Suda N, Karsenty G, Ducy P, Osteocalcin promotes 

beta-cell proliferation during development and adulthood through 

Gprc6a. Diabetes. 2014; 63(3) 1021–103.

15.  Ferron M, McKee MD, Levine RL, Ducy P, Karsenty G, 

Intermittent injections of osteocalcin improve glucose metabolism 

and prevent type 2 diabetes in mice. Bone. 2012; 50 (2) 568–575.

16.  Mera P, Laue K, Ferron M, Confavreux C, Wei J, Galan- Diez M, 

et al. Osteocalcin signaling in myofibers is necessary and sufficient 

for optimum adaptation to exercise. Cell Metab. 2016; 25 (1): 218.

17.  Berger JM, Singh P, Khrimian L, Morgan DA, Chowdhury S, 

Arteaga-Solis et al. Mediation of the Acute Stress Response by the 

Skeleton. Cell Metab. 2019; 30(5): 890-902.

18. Oury F, Sumara G, Sumara O, Ferron M, Chang H, Smith CE et al. 

Endocrine regulation of male fertility by the skeleton. Cell. 2011; 

144(5): 796-809.

19.  Obri A, Khrimian L, Karsenty G, Oury F. Osteocalcin in the brain: 

from embryonic development to age-related decline in cognition. Nat 

Rev Endocrinol. 2018; 14(3): 174–82.

20.  Oury F, Khrimian L, Denny C.A, Gardin A, Chamouni A, Goeden 

N. et al. Maternal and offspring pools of osteocalcin influence brain 

development and functions. Cell. 2013; 155: 228–41.

21.  Oury F, Ferron M, Huizhen W, Confavreux C, Xu L, Lacombe J. et 

al. Osteocalcin regulates murine and human fertility through a 

pancreas-bone-testis axis. J Clin Invest. 2013; 123: 2421–33.

22.  Khrimian L, Obri A, Ramos-Brossier M, Rousseaud A, Moriceau 

S, Nicot A,et al. Gpr158 mediates osteocalcin’s regulation of 

cognition. J Exper Med. 2017; 214(10): 2859–73.

23. Xing-zhi Guo, Chang Shan, Yan-fang Hou, Geng Zhu, Bei Tao, Li-

hao Sun  et al. Osteocalcin Ameliorates Motor Dysfunction in a 

6-Hydroxydopamine-Induced Parkinson’s Disease Rat Model 

Through AKT/GSK3β Signaling. Front Mol Neurosci. 2018; 11: 343.

24.  Bradburn S, McPhee JS, Bagley L, Sipila S, Stenroth L, Vincenzo 

M. et al. Association between osteocalcin and cognitive performance 

in healthy older adults. Age Ageing. 2016; 45(6): 844–9.

25. Puig J, Blasco G, Daunis-i-Estadella J, Moreno M, Molina X, 

Alberich-Bayarri A. et al. Lower Serum Osteocalcin Concentrations 

Are Associated With Brain Microstructural Changes and Worse 

Cognitive Performance. Clin Endocrinol. 2016; 84(5): 756-63.

26. Kord-VarkanehH, Djafarian K, Khorshidi M, Shab-Bidar S. 
Association Between Serum Osteocalcin and Body Mass Index: A 
Systematic Review and Meta-Analysis. Endocrine, 2017; 58(1): 24-32.

27. Ryzhak G.A., Popovich I.G., Khavinson V.Kh. Prospects for using 
peptide bioregulators for prevention and treatment of age-associated 
diseases of the musculoskeletal system. Patogenez (Pathogenesis). 
2019; 17(3): 13-24. (in Russian)

28. Khrimian L, Obri A, Ramos-Brossier M, Rousseaud A, Moriceau S, 
Nicot AS et al. Gpr158 mediates osteocalcin’s regulation of cognition. 
J Exp Med. 2017; 214 (10), 2859-2873.

29. Villeda SA, Plambeck KE, Middeldorp J, Castellano JM, Mosher 
KI, Luo J, et al. Young blood reverses age-related impairments in 
cognitive function and synaptic plasticity in mice. Nat Med. 2014; 
Jun; 20(6): 659–63.

30. Castellano JM, Mosher KI, Abbey RJ, McBride AA, James ML, 

Berdnik D, et al. Human umbilical cord plasma proteins revitalize 

hippocampal function in aged mice. Nature. 2017; 544(7651): 488–92.

31. Bradburn S, McPhee JS, Bagley L, Sipila S, Stenroth L, Vincenzo 

Narici M. et al. Association Between Osteocalcin and Cognitive 

Performance in Healthy Older Adults. Age Ageing. 2016; 45(6): 844-9.

32.  Kaysheva A.L., Grishin D.V., Kamenski P.A., Fedoronchuk T.V., 

Choynzonov., Lisitsa A.V. Current directions in development of 

postgenomic medical technologies. Patologicheskaya Fiziologiya i 

Eksperimental’naya terapiya. 2018; 62(3): 95-105. (in Russian)

Сведения об авторах:

Пальцын Александр Александрович, доктор биол. наук, проф., лауреат Государственной премии СССР, гл. науч. сотр. 

НИИОПП, проф. каф. общей патологии и патофизиологии РМАНПО.



ISSN 0031-2991 117

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2020; 64(2)

DOI: 10.25557/0031-2991.2020.02.117-123

Обзоры

© Коллектив авторов, 2020

УДК 616 12–008 331 1:577 11

туйзарова и.а.1, свеклина т.с.2, Козлов В.а.1, сардинов р.т.2

Роль кальция и витамина D в формировании артериальной 
гипертензии
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194044, г  Санкт-Петербург, Россия, ул  Академика Лебедева, д  6

В ряде последних эпидемиологических и ретроспективных исследований представлены доказательства роли кальция и вита-

мина D в развитие артериальной гипертензии и связанной с ней сердечной недостаточностью  Дефицит витамина D, который 

может встречаться у 82,5% населения, и связанное с ним нарушение обмена кальция, эпидемиологи расценивают как панде-

мию  Цель обзора – систематизация современных сведений о роли кальциевого гомеостаза и дефицита витамина D в форми-

ровании артериальной гипертензии  В обзоре литературы рассмотрены вопросы связи артериальной гипертензии с плазмен-

ными концентрациями кальция и холекальциферолов  Анализ данных литературы свидетельствует, что у молодых людей стой-

кое повышение артериального давления ассоциировано с высокими плазменными концентрациями Ca2+, а у пожилых, особенно 

лиц с остеопорозом – с низкими  Циркадианные колебания плазменных концентраций кальция совпадают с изменением вели-

чины артериального давления  Данные ряда проспективных исследований и метаанализов о связи артериальной гипертен-

зии и низких концентраций холекальциферолов в крови подтверждены экспериментами на мышах с нокаутированным геном 

рецептора витамина D  Низкие концентрации витамина D в плазме крови сопровождаются уменьшением высвобождения оксида 

азота, поэтому предполагают, что витамин D является эндокринным регулятором ренин-ангиотензиновой системы  Дефицит 

витамина D осложняет течение заболеваний, ассоциированных с артериальной гипертензией (хроническая сердечная недо-

статочность, сахарный диабет второго типа, ожирение)    Вне зависимости от географического места проживания у значитель-

ной части населения наблюдается дефицит холекальциферолов в крови  Уменьшение плазменных концентраций холекальци-

феролов у пожилых людей, особенно сочетанное с остеопорозом, ассоциируется с инсулинорезистентностью и АГ  Дефицит 

витамина D во время беременности и концентрации ниже 11 нг/мл при рождении и 25 нг/мл в раннем детстве увеличивают 

риск высокого систолического давления более чем в 1,5 раза  заключение: результаты нескольких независимых метаанали-

зов убедили авторов в необходимости включения активных форм витамина D в плановую терапию артериальной гипертензии 
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the role of calcium and vitamin d in arterial hypertension
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Several recent epidemiological and retrospective studies have provided evidence for the role of calcium and vitamin D in develop-

ment of hypertension and related heart failure  Epidemiologists regard as a pandemic the vitamin D deficiency, which may occur 
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in 82 5% of the population and be associated with calcium metabolism disorders  the aim of the review was to systematize cur-

rent information about the role of calcium homeostasis and vitamin D deficiency in the development of hypertension  The review 

addresses the relationship of blood pressure (BP) with plasma concentrations of calcium and cholecalciferols  In young people, a 

persistent BP elevation correlates with high plasma concentrations of Ca2+ whereas in the elderly, particularly those with osteo-

porosis, high BP correlates with low Ca2+  Circadian fluctuations of plasma calcium parallel changes in BP  A number of prospective 

studies and meta-analyses has reported a relationship of hypertension and low blood cholecalciferols  These results were confirmed 

by experiments on knockout mice lacking the vitamin D receptor gene  Low plasma concentrations of vitamin D are associated 

with decreased release of nitric oxide, which suggests that vitamin D is an endocrine regulator of the renin-angiotensin system  

Vitamin D deficiency complicates the course of diseases associated with hypertension (chronic heart failure, type 2 diabetes, obe-

sity)  Regardless of the geographical location of the residence, a significant part of the population has a shortage of cholecalcifer-

ols in the blood  Decreased plasma concentrations of cholecalciferols in the elderly, particularly in combination with osteoporo-

sis, is associated with insulin resistance and hypertension  Vitamin D shortage during pregnancy and its concentrations <11 ng/

ml at birth and <25 ng/ml in early childhood increase the risk of high systolic BP more than 1 5 times  conclusion: Results of sev-

eral independent metaanalyses warrant the inclusion of active forms of vitamin D into regimens of antihypertensive treatment 

Keywords: arterial hypertension; calcium; cholecalciferol; vitamin D; neurotransmitters; chronic heart failure 

for citation: Tausarova I A , Sveklina T S , Kozlov V A , Sardinov R T  The role of calcium and vitamin D in arterial hypertension  

Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya  (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal)  

2020; 64(2): 117-123  (in Russian)  

dOi: 10 25557/0031-2991 2020 02 117-123

for correspondence: Kozlov V.A., e-mail: pooh12@yandex ru

conflict of interest. The authors declare no conflict of interest 

acknowledgments. The study had no sponsorship 

contribution: the concept and design of the study — Kozlov V A , Sveklina T S 

Tausarova I A ; collection and processing of material — Kozlov V A , Sveklina T S , Tausarova I A , Sardinov R T ; writing a text — Kozlov V A , 

Sveklina T S , Tausarova I A ; editing — Tausarova I A , Sveklina T S , Kozlov V A , Sardinov R T.

information about authors: 

Tausarova I A , https://orcid org/0000-0001-7246-5868

Kozlov V A , https://orcid org/0000-0001-7488-1240

Sveklina T S , https://orcid org/0000-0001-9546-7049

Sardinov R T , https://orcid org/0000-0002-5402-3975

Received 20 09 2019

Accepted 20 04 2020

Published 28 05 2020

Введение 

Увеличение продолжительности жизни и связан-

ные с этим проблемы старения являются общемиро-

вым трендом. Как известно из математики, положи-

тельный тренд имеет свойство переходить в отрица-

тельную фазу. В медицине перелом тренда может быть 

связан с недооценкой роли кумуляции неблагоприят-

ных средовых факторов, каждый из которых сам по се-

бе незначителен, но действующие вместе в течение   

жизни приводят к лавинообразному нарастанию по-

ломок. Очевидно, большинство проблем возраста ба-

зовой основой имеют хроническую нарастающую кле-

точную гипоксию и накопление недоокисленных про-

дуктов катаболизма. Также очевидно, что гипоксия 

часто вызвана локальными и общими нарушениями 

гемодинамики и проницаемости сосудов. Одной из 

важных причин этого может являться хронический 

прижизненный дефицит гормонально активных каль-

циферолов, вызванный недостатком инсоляции, де-

фектами привычных (этнических) диет, проживанием 

в закрытых помещениях, ношением одежды. Соглас-

но данным эпидемиологических исследований, дефи-

цит кальциферолов может наблюдаться у 80% населе-

ния. Между тем роль дефицита группы естественных 

гормонов, каковыми являются кальциферолы в целом, 

остается недостаточно изученной, тогда как возраст-

ной остеопороз уже вышел на четвертое место среди 

основных причин смерти связанных с старением ор-

ганизма [1].

Из результатов эпидемиологических исследований 

следует, что повышенные концентрации Ca2+ в сыво-

ротке крови увеличивают риск развития сердечно-со-

судистых заболеваний [2, 3], поэтому предполагается, 

что остеопороз и сердечно-сосудистые заболевания 

эпидемиологически связаны. Выявлена связь между 

низкими уровнями холекальциферола сыворотки и 

сердечно-сосудистыми заболеваниями, но примене-
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ние холекальциферола на фоне его дефицита не пре-

дотвращало возникновение сердечно-сосудистых со-

бытий [3]. В некоторых когортных исследованиях 

β-адреноблокаторы и тиазиды у гипертоников на 20% 

снижали риск перелома проксимального отдела бе-

дренной кости [4]. Связь остеопороза с патологией сер-

дечно-сосудистого континуума обусловлена тем, что 

вымытый из костной ткани Ca2+ остается в организме 

перераспределяясь в мягкие ткани. Увеличение цито-

плазматической концентрации Ca2+ в гладких мышцах 

сосудов уменьшает эффективность естественных ва-

зодилятаторов, стойко повышает тонус гладких мышц 

артерий, увеличивая артериальное давление (АД) и 

постнагрузку. 

Учитывая, что статистические закономерности вне 

зависимости от описываемых ими процессов имеют 

обыкновение сбываться, следует ожидать, что поло-

жительный тренд увеличения средней продолжитель-

ности жизни населения сменится отрицательным, ес-

ли не будет разработан и внедрен в клиническую прак-

тику комплекс мер, направленных на поддержание 

положительного тренда. Проблема пожизненного пи-

щевого дефицита регуляторно-активных веществ, 

в том числе кальциферолов, неоднократно обсужда-

лась как в отечественной, так и зарубежной литерату-

ре, тем не менее, она начинает приобретать характер 

вечно новой и вечно обсуждаемой, как тот лес, кото-

рого не видно за дровами. Логика клиницистов, счи-

тающих, что эффекта нет, если он не наблюдаем на ма-

лой группе людей в виде яркого события (эффект Ла-

заря), интересы фармакологических компаний, 

считающих, что не выгодно десятилетиями продавать 

одни и те же дешевые средства, не приносящие сверх-

прибыли, не приемлемы, если действительной забо-

той является здоровье населения в целом.

Цель публикации – систематизация известных све-

дений о роли кальциевого гомеостаза и дефицита ви-

тамина D в формировании артериальной гипертензии. 

Связь плазменных концентраций Ca2+ с повышением 

АД и гипертонической болезнью. В исследовании ASCOT 

было установлено, что эффективность блокаторов 

кальциевых каналов и ингибиторов ангиотензин-пре-

вращающего фермента при АГ [5] у пожилых людей за-

висит от суточных изменений концентрации Ca2+. У 

190 мужчин и женщин с АГ и неизмененной функци-

ей почек выявлено увеличение плазменных концен-

траций Ca2+, фосфатов и паратиреоидного гормона 

[6]. Увеличение концентрации Ca2+ в сыворотке кро-

ви оказалось положительно связано с доклиническим 

поражением периферических артерий независимо от 

наличия классических сердечно-сосудистых факторов 

риска. Относительный риск этой патологии составил 

2,28 на каждый 1 мг/дл увеличения концентрации Ca2+ 

в сыворотке крови [7]. Поскольку концентрация Ca2+ 

в крови коррелирует с плазменными концентрациями 

витамина D, допустимо напомнить, что уменьшение 

плазменных концентраций холекальциферолов при 

хронической сердечной недостаточности наблюдается 

как правило, а не как исключение. Плазменные кон-

центрации витамина D тесно связаны с увеличением 

частоты госпитализации и смертности от хронической 

сердечной недостаточности [8–10]. При обследовании 

2023 подростков 12–17 лет сельских районов Северо-

Восточного Китая высокая концентрация Ca2+ в сы-

воротке крови была положительно связана с детской 

артериальной гипертензией [11]. В другом исследова-

нии 24-часовое амбулаторное АД положительно кор-

релировало с концентрацией Ca2+ в сыворотке крови у 

африканских мужчин моложе 43 лет [12]. У женщин с 

сахарным диабетом II типа и АГ найдена низкая плаз-

менная концентрация Ca2+, а минеральная плотность 

костей обратно коррелировала с систолическим АД и 

тяжестью инсулинорезистентности [13]. В исследова-

нии NHANES III доказана взаимосвязь сывороточных 

концентраций кальцитриола и величиной АД [14]. Та-

ким образом, нарушение концентрации Ca2+ в плаз-

ме изменяет АД, но у молодых людей стойкое повы-

шение АД ассоциировано с высокой концентрацией 

Ca2+, а у пожилых, особенно с остеопорозом, с низкой. 

Возрастные изменения, ассоциируемые с АГ, ишеми-

ческой болезнью сердца, сахарным диабетом II типа 

[15], сопровождаются остеопенией и гиперкальцие-

мией, как у женщин [16], так и мужчин, у последних 

наблюдаются более выраженные суточные колебания 

концентрации Ca2+, ПТГ и остеокальцина [17], вызы-

вая значительное перемещение Ca2+ из костей в мяг-

кие ткани. Имбибиция мягких тканей Ca2+ делает их 

ригидными, а возбудимые ткани – более чувствитель-

ными к стимулирующим факторам. При сравнении 

концентраций Ca2+ у здоровых добровольцев у 6 чело-

век с пограничной АГ и 29 человек с АГ установлена 

прямая связь между концентрациями Ca2+ и величиной 

АД [18]. Таким образом, возрастное нарушение гоме-

остаза Ca2+, наряду с гормональным дисбалансом, яв-

ляется базовой основой формирования проблем сер-

дечно-сосудистого континуума. 

Циркадианные ритмы плазменной концентрации Ca2+ 

у больных АГ. Циркадианный ритм концентрации Ca2+ 

в сыворотке крови [19; 20] обеспечен бимодальным 

циркадианным ритмом паратиреоидного гормона, его 

первый пик приходится на интервал 3 ч 14 мин, вто-

рой – на 17ч 26 мин [21]. Плазменные концентрации 
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белка, связывающего 1,25(OH)
2
D

3
, и его свободной 

формы были максимальны в дневные часы и корре-

лировали с концентрациями паратиреоидного гормо-

на [22]. Предполагают, что циркадианный ритм кон-

центрации Ca2+ и паратиреоидного гормона необходим 

для компенсации изменений, вызванных поступлени-

ем Ca2+ с пищей [23]. Циркадианный ритм концентра-

ции Ca2+ влияет на клиническую эффективность анти-

гипертензивных препаратов с различным механизмом 

действия. В проспективном рандомизированном пере-

крестном исследовании у 46 «бессимптомных» пациен-

тов с АГ антигипертензивные эффекты были более вы-

ражены у блокатора кальциевых каналов амлодипина, 

чем у ингибитора ангиотензин-превращающего фер-

мента темокаприла в ночное время и утром, особенно 

у не-дипперов [24]. В других исследованиях амлоди-

пин был также более эффективен в утренние и вечер-

ние часы, особенно в отношении систолического, но 

не диастолического подъема АД [25, 26].

Влияние холекальциферола на формирование и те-

чение АГ. Дефицит витамина D, характерный для всех 

возрастных групп, эпидемиологами расценивается как 

пандемия и основной фактор многих хронических за-

болеваний [27, 28]. Удивительно, но даже в странах с 

высокой годичной инсоляцией распространенность 

дефицита витамина D в выборке из 60979 человек со-

ставила 82,5% [28]. Плазменные концентрации вита-

мина D значительно ниже у лиц с ожирением и пло-

хим состоянием здоровья, артериальной гипертензией, 

низким уровнем липопротеинов высокой плотности. 

[29]. У молодых людей с ожирением, распространен-

ность дефицита витамина D значительна, а АД выше, 

чем у их сверстников с нормальным индексом массы 

тела [30]. Дефицит витамина D у тучных больных вы-

зван его депонированием в жировой клетчатке [26]. 

Повышение плазменных концентраций витамина D 

снижает АД. У 18 пациентов с мягкой формой АГ, об-

лучавшихся ультрафиолетом 3 раза в неделю в тече-

ние 6 недель, плазменная концентрация 25(ОН)D уве-

личилась на 162%, а АД снизилось на 6 мм рт. ст. [31]. 

В другом исследовании витамин D 800 МЕ и 1200 мг 

Ca2+ снижали АД на 9,3% через 8 недель лечения. При-

ем Ca2+ в дозе 1200 мг без витамина D снижал АД толь-

ко на 4% [32]. Аналогичные данные получены и в дру-

гих работах, например, выявлена отрицательная корре-

ляция между плазменными концентрациями витамина 

D и величиной АД: в группе с плазменными концен-

трациями 25(ОН)D выше 85,7 нмоль/л систолическое 

и диастолическое АД были на 3,0 и 1,6 мм рт. ст. ни-

же, чем в группе с плазменными концентрациями ни-

же 40 нмоль/л [33]. Результат подтвержден S. Pilz и 

др. (2009), обнаруживших отрицательную корреля-

цию между плазменными концентрациями 25(ОН)

D и АД [34]. В ис следовании «Nurse’s Health Study» 

дефицит витамина D с плазменной концентрацией 

25(ОН)D ниже 30 нг/мл увеличивал риск АГ в 1,47 раза 

[35, 36]. Аналогичный эффект получен и в исследова-

нии «Health Professional Follow Up Study», в котором 

риск АГ был выше у мужчин с дефи цитом витамина 

D в 3,03 раза, а у женщин в 1,42 раза, чем в популяции 

[37]. A.G. Pittas и соавт. (2010) установили, что у лиц 

с наимень шей плазменной концентрацией 25(ОН)D 

риск развития АГ выше в 1,76 раза [38]. F. Carbone и 

соавт. (2014) изучали связь между плазменными кон-

центрациями 25(ОН)D и риском развития АГ. Их ме-

таанализ охватил 145486 обследованных, география ме-

таанализа: США – 13 исследований, Китай – 3, Нидер-

ланды – 2, из Австралии, Великобритании, Германии, 

Дании, Израиля, Испании, Италии, Норвегии, Пуэр-

то-Рико Финляндии, Франции, Швеции, Южной Ко-

рее, – по одной публикации. В 25 публикациях из 32, 

установлено, что низкие плазменные концентрации 

25(ОН)D коррелируют с увеличенным риском разви-

тия АГ, но в 7 исследованиях эта закономерность не 

обнаружена [39]. N.G. Forouhi и соавт. (2008) при ана-

лизе 10-летнего риска развития АГ у больных с различ-

ной обеспеченностью витамином D также не выявили 

значимых различий [40]. Аналогичные результаты по-

лучены и при обследовании жителей Норвегии, у ко-

торых исходная плазменная концентрация 25(ОН)D 

не была связана с по казателями АД [41].

Указанные противоречия могут быть вызваны раз-

личиями дизайна исследований, количества и возрас-

та обследуемых, лабораторных методов обнаружения 

25(ОН)D. Проблема оценки корреляции статуса вита-

мина D со смертностью и результатами лечения сердеч-

но-сосудистых заболеваний – обратная причинно-след-

ственная связь, обусловленная тем, что низкие плазмен-

ные концентрации витамина D могут быть индикатором 

плохого состояния здоровья и низкого уровня активно-

сти на открытом воздухе, что снижает синтез 25(OH)D. 

Во многих исследованиях 25(ОН)D определяли перед 

включением в исследование и не оценивали в динами-

ке на фоне приема витамина D [26]. 

Отрицание роли холекальциферолов в патогенезе 

АГ тем более удивительны, что результаты крупных 

исследований, в том числе упомянутый метаанализ 

[39], доказывают связь дефицита холекальциферола 

со стойким повышением АД [33] и риском возник-

новения АГ [42, 43]. Отрицательные результаты ан-

тигипертензивной терапии с применением 25(ОН)D 

могли быть связаны с дефектами планирования экс-
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перимента. Например, витамин D на фоне антиги-

пертензивной терапии назначали вместе с препара-

тами Ca2+ – при этом не было получено снижения 

АД [44]. Но, базовая гипотеза участия кальциферо-

лов в патогенезе АГ основана на том, что они вос-

станавливают нормальное распределение Ca2+, воз-

вращая его в костную ткань. Соответственно, этот 

эксперимент не мог увенчаться успехом, поскольку 

дополнительное поступление Ca2+ мешало возвраще-

нию Ca2+ из мягких тканей в кости. У людей устой-

чивое увеличение плазменных концентраций ренина 

и ангиотензина на фоне снижения плазменных кон-

центраций 25(ОН)D и 1,25(ОН)
2
D

3
 впервые выявле-

но в когортном обследовании 3316 пациентов [45]. В 

другом исследовании у лиц с ожирением и АГ с низ-

кой плазменной концентрацией 25(ОН)D повыша-

лась активность ренин-ангиотензиновой системы 

[46]. Эти же авторы обнаружили, что полиморфизм 

Fok1 гена рецептора витамина D и плазменные кон-

центрации 25(ОН)D связаны с активностью рени-

на плазмы крови при АГ [47]. Низкие плазменные 

концентрации 25(ОН)D коррелируют с высокой ак-

тивностью ренин-ангиотензиновой системы [2, 46, 

48], которая снижается при назначении витамина 

D
3 
[49]. Витамин D блокирует секрецию ренина не-

зависимо от гомеостаза Ca2+ и нарушений водно-со-

левого обмена, активируя собственные рецепторы. 

У трансгенных мышей с нокаутом гена рецептора 

VDR-KO уровни мРНК ренина и активность прере-

нина плазмы уменьшались на 50% и 30%, соответ-

ственно, без значительного изменения АД и концен-

трации Ca2+ плазмы. В культуре юкстагломерулярных 

клеток этих мышей концентрация ренина уменьша-

лась без участия Ca2+ или паратиреоидного гормона. 

Напротив, у трансгенных мышей с гиперэкспрессией 

рецептора VDR-KO в ренин-продуцирующих клетках 

наблюдается независимая от паратиреоидного гормо-

на и гомеостаза Ca2+ блокада синтеза ренина кальци-

триолом [50]. 1,25(OH)
2
D

3
 подавлял высвобождение 

ренина у мышей дикого типа [51]. Последующая ра-

бота выявила гипертрофию сердца у мышей с нока-

утом рецептора витамина D, что доказывает прямой 

механизм предупреждения гипертрофии кардиомио-

цитов кальцитриолом [52]. Поэтому 1,25(OH)
2
D

3
 счи-

тают регулятором ренин-ангиотензиновой системы, 

уменьшающим плазменные концентрации ренина 

[53], а аналоги витамина D предложено использовать 

как ингибиторы ренина, аналогичные ингибиторам 

ангиотензин-превращающего фермента и антагони-

стам ангиотензиновых рецепторов у пациентов с ги-

перренинемией [26, 54].  

В проспективном когортном исследовании 775 де-

тей, продолжавшемся от рождения до 18 лет, было 

установлено, что у детей, родившихся от матерей с де-

фицитом витамина D в крови которых концентрация 

витамина D оставалась ниже 11 нг/мл при рождении 

и ниже 25 нг/мл в раннем детстве, от 3 до 6 лет риск 

высокого систолического АД был в 1,38 раза выше, по 

сравнению с детьми, у которых концентрации витами-

на D были в референтных пределах. К 18 годам риск 

у них возрастал до 1,59 раз [55]. 

Выводы: 

1. Вне зависимости от географического места про-

живания у значительной части населения наблюдает-

ся дефицит холекальциферолов в крови.

2. Уменьшение плазменных концентраций холе-

кальциферолов у пожилых людей, особенно сочетан-

ное с остеопорозом, ассоциируется с инсулинорези-

стентностью и артериальной гипетензией.

3. Результаты независимых метаанализов убеждают 

в необходимости включения активных форм витамина 

D в плановую терапию артериальной гипертензии.
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Обязательным условием для регистрации любого 

лекарственного препарата и его внедрения в клиниче-

скую практику является проведение исследований по 

оценке его безопасности и эффективности. Первым 

этапом в таких доклинических исследованиях являет-

ся моделирование на животных.

Поиск новых методов терапии заболеваний жен-

ской половой системы, в частности патологии матки 

требует расширения спектра различных моделей. Наи-

более активно в последнее десятилетие востребованы 

модели повреждения эндометрия. Для получения до-

стоверных результатов необходимо искусственно соз-

дать модель повреждения маточной ткани, морфоло-

гические и гистологические характеристики которой 

будут наиболее близки к показателям заболевания, 

против которого разрабатывается лекарство. На сегод-

няшний день требуют коррекции методы терапии мно-

гих заболеваний органов женской половой сферы: син-

дрома Ашермана, хронического эндометрита, эндоме-

триоза и др. Основным осложнением перечисленных 

состояний является бесплодие. При неэффективности 

консервативного и хирургического лечения вспомога-

тельные репродуктивные технологии (ЭКО, ИКСИ, 

суррогатное материнство) становятся последней на-

деждой женщины в ее стремлении иметь детей. Одна-

ко и эти методы не гарантируют стопроцентного ре-

зультата. Поэтому разработка инновационных препа-

ратов, которые станут основой лечения хронических 

заболеваний матки, ведущих к бесплодию, является 

очень важным и актуальным направлением работы уче-

ных. Успех доклинических испытаний во многом за-

висит от правильного выбора модели повреждения, че-

му и посвящен данный обзор.

Цель обзора – выбор оптимального метода повреж-

дения матки при создании модели для проведения до-

клинических исследований.     

Методология поиска первоисточников. Основным ме-

тодом является систематический обзор литературы по 

темам преимуществ и недостатков различных моделей 

повреждения матки и их использования в исследовани-

ях по разработке новых походов к лечению маточной 

патологии. Поиск публикаций проводился в электрон-
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ной библиотеке PubMed и в базe клинических исследо-

ваний Clinical rials по запросу «uterine damage model», 

«endometrium damage model», а также с уточнением кон-

кретных заболеваний; историческая глубина поиска не 

ограничивалась. По данным запросам на ClinicalTrials 

найдено 108 публикаций. На сайте PubMed по запросу 

«uterine damage model» – 317 статей, «uterus damage» – 

1368. Для анализа отобрано 55 публикаций, независи-

мо от типа и базы проведения. Исследования, не отно-

сящиеся к теме обзора, были исключены.  

Выбор животного для моделирования повреждения 

матки. Помимо способа повреждения матки, на адек-

ватность результатов доклинических испытаний вли-

яет выбор вида животного, который определяется не-

сколькими факторами: длительностью эстральных ци-

клов, сроками наступления половозрелости, размерами 

матки, расходами на содержание и разведение живот-

ных. В подавляющем большинстве исследований экс-

перименты проводятся на мышах, крысах и кроликах. 

Рассмотрим сильные и слабые стороны выбора того 

или иного животного для моделирования.

Крольчихи. Главным их отличием является прово-

цируемая овуляция, т.е. овуляцию у крольчих, в отли-

чие от других млекопитающих, вызывают не регуляр-

ные гормональные изменения в организме, а процесс 

спаривания и время года. Другим недостатком выбора 

этих животных для моделирования повреждения мат-

ки являются большие расходы на их содержание и раз-

ведение.

Мыши. Недостатком данной модели является не-

большой диаметр внутренней полости матки, что де-

лает процесс моделирования повреждения технически 

сложным. Деятельность полового аппарата носит ци-

кличный характер; эстральный цикл, как и у крыс, со-

ставляет 4–5 сут. Сумма, требуемая на содержание и 

разведение мышей, заметно меньше. 

Крысы. Преимуществом перед мышиной моделью 

является больший диаметр внутренней полости мат-

ки, составляющий 5 мм. Изменения уровней гормонов 

в ходе эстрального цикла относительно стабильны, что 

снижает вероятность получения ошибочных данных. 

Эндометрий при повреждении способен восстанавли-

вать свою структуру через 1–2 эстральных цикла. За-

траты на разведение и содержание крыс невелики.

У крыс и мышей в возрасте до 4 нед длина и диа-

метр маточных рогов малы, предел прочности на раз-

рыв низкий, что делает манипуляцию технически 

сложной и повышает вероятность разрыва маточного 

рога и развития кровотечения. У крыс и мышей стар-

ше 9 нед матка окружена большим количеством жиро-

вой клетчатки, что затрудняет ее фиксацию. Наиболее 

оптимальным возрастом грызуна для моделирования 

маточного повреждения следует считать возраст сам-

ки от 5 до 8 нед.

Таким образом, самки крыс в возрасте от 5 до 8 нед 

наиболее оптимальны для моделирования поврежде-

ния матки в виду экономичности данной модели, про-

стоты выполнения хирургического вмешательства, 

низкой вероятности осложнений и быстрого получе-

ния результата. 

Моделирование внутриматочной адгезии

Способы повреждения эндометрия для моделирова-

ния внутриматочной адгезии. Синдром Ашермана – это 

патология матки, при которой в ее полости под дей-

ствием различных факторов (травматических, инфек-

ционных) формируется спаечный процесс, приводя-

щий к частичной, а иногда и полной облитерации ее 

полости. В 1973 г. в журнале Gynecologic and Obstetric 

Investigation появилась статья, касающаяся моделиро-

вания повреждения эндометрия у крольчих химиче-

ским (этанол) и механическим (медный шабер) спосо-

бами для изучения процесса его регенерации [1]. Все 

способы моделирования повреждения эндометрия, 

применяемые в исследованиях, можно разделить на 

механические, химические, термические, инфекцион-

ные и комбинированные.

Механический способ. Повреждения наносились 

различными способами: кюреткой, иглами различно-

го калибра, лезвием для скальпеля, электрод-иглой, 

электрическим скальпелем, медным шабером, хирур-

гическим ножом. 

Описание метода. Перед операцией шерсть на перед-

ней брюшной стенке выбривали, кожу обрабатывали рас-

твором антисептика (например, 10%-ым раствором по-

видон-йода). Применялись различные виды анестезии: 

внутрибрюшинная инъекция кетамина гидрохлорида и 

ксилазина гидрохлорида или хлоралгидрата, ингаляции 

3% изофлурана, инъекции уретана в краевую ушную ве-

ну крольчих и т.д. Доступ к матке осуществлялся путем 

проведения срединной лапаротомии, ее модификации – 

нижней срединной лапаротомии или поперечного раз-

реза в нижней трети брюшной полости. Брюшная по-

лость оставалась увлажненной благодаря ее промыванию 

большим количеством физиологического раствора на 

протяжении всей операции для уменьшения образова-

ния спаек. После повреждения матку промывали физи-

ологическим раствором для удаления остатков эндоме-

трия. Сравнительные характеристики проведения опе-

раций представлены в табл.1

Применение шабера нередко приводило к разры-

ву маточного рога и неконтролируемому кровотече-
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Таблица 1

Методики повреждения эндометрия механическим способом

Вид животного N Анестезия Доступ Ход операции Период  

наблюде-

ния

Автор

Крысы Спрег-

Доули

81 Внутрибрюшинная 

инъекция кетамина 

(50 мг/кг), диазепа-

ма (50 мг/кг)

Срединная лапаротомия Обнажались рога матки, окружающую 

область покрывали влажной марлей. 

Участок рога длиной 1,5 см и диаметром 

½ -2/3 от общего резецировался.

30-90 сут [2]

Крысы Спрег-

Доули

72 Не указана Разрез на брюшной  

стенке

Участок маточного рога длиной 1,0 см и 

шириной 0,5 см удалялся.

30 сут [3]

Новозеландские 

белые кролики

13 Ингаляция флуто-

тана

Проксимальный разрез – 

выше шейки матки, дис-

тальный – на маточно-

трубном сочленении

Через эти разрезы проводили выскабли-

вание эндометрия кюреткой Basnier диа-

метром 2 мм. Правый рог использовался 

для контроля.

7 сут [4]

Крысы Спрег-

Доули

92 Не указана Нижняя срединная лапа-

ротомия

Участок рога матки длиной 1,5 см и ши-

риной 0,5 см резецировался.

14 сут [5]

Мыши C57BL/6 12 Внутрибрюшинная 

инъекция кетами-

на, диазепама 

Срединная лапаротомия На каждом роге на уровне маточно-труб-

ного сочленения производился разрез, 

через который иглу 27-го калибра вводи-

ли на 2/3 ее длины 4 раза и совершали ей 

вращательные движения.

3 эстраль-

ных цикла 

(12 сут)

[6]

Крысы F344/

NJcl-rnu/rnu

- Не указана Срединная лапаротомия Разрез производился на участке от шейки 

матки до маточной трубы. Эндометрий 

повреждался лезвием для скальпеля №21.

8 сут [7]

Новозеландские 

белые кролики

20 В/м инъекция 16 мг 

ксилазина, через 5 

мин в/в инъекция 

20 мг кетамина

Срединная лапаротомия Разрез производился на дистальной тре-

ти маточной трубы. Проводилось два вы-

скабливания матки кюреткой диаметром 

3 мм интервалом в 10 дней.

20 сут [8]

Мыши ICR 40 Внутрибрюшинная 

инъекция 8% хло-

ралгидрата

(0, мл/ 10 г)

Вертикальный разрез  

передней брюшной стен-

ки и матки

В правом роге производился небольшой 

разрез; медной электрод-иглой диаме-

тром 1 мм и мощностью 0,5 Вт, введен-

ной внутрь маточного рога, наносились 

повреждения.

14 дней [9]

Крысы Спрег-

Доули

- Внутрибрюшинная 

инъекция 10% хло-

ралгидразы (3,5 мл/

кг).

Нижняя срединная лапа-

ротомия

Вначале производился поперечный раз-

рез на матке, затем - выскабливание пра-

вой половины матки кюреткой диаме-

тром 2 мм до появления отека.

7 сут [10]

Кролики - Внутрибрюшинная 

инъекция 4% хло-

ралгидрата (0,1 мл / 

10 г).

Срединная лапаротомия Через продольный разрез длиной 0,5 см 

на теле матки выше отхождения маточ-

ных труб наносилось механическое по-

вреждение электрическим скальпелем 

мощностью 70 ВТ со скоростью 6 мм с^-1.

7 сут [11]

Мыши ICR - Не указана Срединная лапаротомия Группа выскабливания: в один рог вводи-

ли тупую иглу 20-го калибра с отрица-

тельным давлением 0,05 мегаПа. 

Группа электрокоагуляции: один рог мат-

ки повреждали монополярной электрод-

иглой мощностью 0,5 Вт. 

7 сут [12]

Мыши C57BL/6 - Ингаляция 5% изо-

флурана

Вагинальный хирургиче-

ский доступ

Для механического повреждения был 

разработан медный шабер диаметром 

1,8 мм, который предварительно стери-

лизовался и вместе с направляющим на-

конечником вводился в полость матки до 

достижения конца маточной полости, за-

тем наносились как минимум 10 царапа-

ющих движений скребком.

7-10 сут [1]

[13]

[14]

Продолжение табл  1 см  на стр  128
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нию, поэтому его следует использовать для моделиро-

вания повреждения эндометрия у животных, матки ко-

торых имеют достаточный размер [13]. 

Изменения тканей матки и степень внутриматоч-

ной адгезии оценивались в среднем через 1 нед после 

операции различными методами: 1) УЗИ – измерение 

толщины эндометрия; 2) гистологически – оценка тол-

щины, структуры эндометрия и подсчет числа эндо-

метриальных желез; 3) патоморфологически – оценка 

размеров полости матки, выраженности гиперемии и 

отека, а также эластичности ткани; 4) количественным 

– учет частоты беременностей для оценки результатов 

вмешательства.

Механическое повреждение, несомненно, являет-

ся наиболее распространенным способом моделиро-

вания повреждения матки, в частности, внутриматоч-

ной адгезии. Этот вид повреждения наиболее близок 

к естественному механизму образования спаек в ма-

точной полости (в 90% случаев внутриматочные сине-

хии являются следствием послеродового выскаблива-

ния) [21]. При проведении гистологического и пато-

морфологического исследований через 1 нед после 

вмешательства в матке выявляются характерные для 

внутриматочной адгезии изменения: сужение маточ-

ной полости, уменьшение толщины эндометрия, сни-

жение количества эндометриальных желез и т.д. Од-

нако степень выраженности признаков внутриматоч-

ной адгезии в различных исследованиях неоднозначна, 

что объясняется наличием большого количества фак-

торов, влияющих на получаемые результаты (особен-

ности хирургического инструмента, площадь и глуби-

на повреждения, длительность воздействия, квалифи-

кация сотрудника, выполняющего процедуру). Все это 

препятствует созданию универсальной модели меха-

нического повреждения эндометрия и достижению 

стабильного эффекта при многократном воспроизве-

дении.

Химический способ. В подавляющем большинстве 

исследований для индуцирования внутриматочной ад-

гезии в качестве химического агента применялся эта-

нол в различных концентрациях. Способы анестезии. 

Внутрибрюшнные инъекции: золетил (8 мкл) и ром-

пун (2 мкл) [22]; 1% пентобарбитал натрия (2 мг/кг-1) 

[19], 8% хлоралгидрат (0,5 мл/10 г) [23]; внутримышеч-

ные инъекции:  тилетамин (0,07 мл), золазепам и  кси-

лазин (0,05 мл) в  0,1 мл физ.раствора [24].

Kim Y.Y., Park K.H., Kim Y.J. и др. вводили 50%-й 

этанол в полость матки с помощью катетера через влага-

лище, через 5 мин омывали маточную полость  физиоло-

гическим раствором. Некоторые исследователи вводили 

Вид животного N Анестезия Доступ Ход операции Период  

наблюде-

ния

Автор

Крысы Спрег-

Доули

40 350 мг/кг 10% хло-

ралгидрата

Срединная лапаротомия В верхней трети матки производили раз-

рез длиной 1,5 см, ткани фиксировали 

офтальмологическим пинцетом. Эндо-

метрий скоблили хирургическим ножом 

до появления кровотечения. 

1-6 нед [15]

Мыши BALB/c 

голые

30 Внутрибрюшинная 

инъекция 1% пен-

тобарбитала натрия 

(0,75 мл/10 г)

Продольный разрез дли-

ной 1,5 см в проекции 

верхней части мочевого 

пузыря по средней линии 

живота

Офтальмологическими щипцами фикси-

ровали кожу, офтальмологическими нож-

ницами послойно разрезали брюшную 

стенку. Маточные трубы фиксировались 

прямыми зажимами. На маточном роге 

производился разрез, в него на 2/3 рассто-

яния между рогом и телом матки вводи-

лась игла 4-го калибра и вращалась 4 раза.

- [16]

Крысы Спрег-

Доули

- в/в инъекция 3% 

пентобарбитала на-

трия (1 мл/кг) в ди-

эструс

Срединная лапаротомия 

(длина разреза 2 мм)

В полость матки вводилась игла 16-го ка-

либра, которую вращали, повреждая эн-

дометрий обеих боковых стенок матки до 

серозной оболочки. 

19 сут [17]

Мыши BALB/c - Внутрибрюшинная 

инъекция пенто-

барбитала натрия

Нижняя срединная лапа-

ротомия

Между правой и левой маткой вводили 

иглу 7-го калибра и повреждали внутрен-

ний слой матки до появления гиперемии.

8 сут [18]

Крысы Спрег-

Доули

5 Внутрибрюшинная 

инъекция 1% пен-

тобарбитала натрия 

(2 мг/кг^-1)

Поперечный разрез дли-

ной в 2 см в нижней ча-

сти живота

Вблизи от маточной трубы, не затрагивая 

кровеносные сосуды, производился раз-

рез. Игле 16-го калибра придавали фор-

му ложки-скребка, который затем встав-

ляли в полость матки и вращали до появ-

ления кровотечения. 

8 сут [19]

[20]
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этанол в полость матки в ходе операции прямого досту-

па к телу и рогам матки. Описание способа. Вскрывалась 

брюшная полость, обеспечивался доступ к матке, дис-

тально и проксимально на рога матки накладывались два 

кровоостанавливающих зажима, 0,4–0,5 мл 95%-го во-

дного раствора этилового спирта вводилось в рог мат-

ки с помощью шприца 26-го или 30-го калибра. Через 

3 мин зажимы снимались и рог матки промывался сте-

рильным физиологическим раствором для удаления 

остатков этанола [19, 23-24]. 

В исследовании Kim Y.Y., Choi B.B., Lim J.W. и др. 

проводилось сравнение влагалищного и дорсального 

хирургических доступов для введения этанола в по-

лость матки [13]. Описание способов: а) влагалищный 

доступ: наконечник пипетки вставлялся во влагали-

ще, в правый либо левый маточный рог вводился ка-

тетер длиной 2 см, через который в маточную полость 

поступало 50 мл 50%, 70% или 95% этилового спирта; 

через несколько мин полость матки промывали сба-

лансированным солевым раствором Хэнка; б) дор-

сальный хирургический доступ:  над областью проек-

ции почек (1,5–2,0 см от средней линии) делался попе-

речный разрез, прослойка жировой клетчатки позади 

яичника отодвигалась, через фиксированный зажи-

мом маточный рог проксимальнее от яичника в по-

лость матки вводилась игла калибра 30 G со шприцем 

объемом 1 мл, содержащим 50 мкл спирта указанных 

выше концентраций. Спустя 7–8 мин полость матки 

также промывали раствором Хэнкса. Преимущества-

ми влагалищного хирургических доступа являлись бо-

лее короткий период наркотизации, меньшая вероят-

ность развития послеоперационных спаек. Недостат-

ками данного доступа были невозможность контроля 

прохождения катетера, случаи перфорации и проник-

новения катетера в брюшную полость, что приводило 

к гибели животного. Явные преимущества дорсального 

хирургического доступа: визуализация и возможность 

купирования кровотечения. Через 7–10 сут после по-

вреждения проводили гистологический и морфоло-

гический анализ тканей матки. Наиболее эффектив-

ной оказалась 95%-я концентрация спирта (эффектив-

ность 70% спирта была практически аналогична, 50% 

спирта - заметно ниже), т.к. при этой концентрации 

достигалось более значительное уменьшение толщи-

ны эндометрия. Отек и снижение эластичности вну-

тренней поверхности матки наблюдались во всех ис-

следуемых группах.

Моделирование внутриматочной адгезии с исполь-

зованием этанола имеет ряд преимуществ: концен-

трация и объем этанола, время начала и прекращения 

воздействия легко фиксируются и могут быть стан-

дартизованы, что обеспечивает стабильность и воспро-

изводимость данной модели. Кроме того, данный ме-

тод приводит к значительным изменениям толщины 

эндометрия, количества желез и относительно высо-

кому уровню фиброза, что относится к основным фе-

нотипическим показателям для оценки модели внутри-

маточной адгезии. Также воздействие этанола препят-

ствует пролиферации эпителиальных и стромальных 

клеток, не инициирует восстановительные реакции в 

отличие от механического повреждения.

Xiangzhen Wang, Nana Ma, Qiannan Sun и др. в ка-

честве химического агента использовали клейкий фе-

нол (0.04 мл), который инъецировали в маточные рога 

крыс Спрег-Доули [25]. Через 10 сут после инъекции 

оценивали параметры внутриматочной адгезии (ко-

личество эндометриальных желез, площадь фибро-

за). Оценивали также экспрессию транскрипционно-

го фактора NF-κB, который способствует экспрессии 

внутриматочных воспалительных факторов адгезии и 

играет важную роль в патогенезе синдрома Ашермана. 

Kilic S., Yuksel B., Pinarli F. и др. в правый маточ-

ный рог крыс инъецировали трихлоруксусную кисло-

ту, что также приводило к развитию внутриматочных 

синехий [26].

Исследования, в которых были использованы 

клейкий фенол и трихлоруксусная кислота единич-

ны, что не позволяет сделать однозначные выводы об 

их достоверности и рекомендовать данные химические 

агенты к моделированию.

Термический способ. Оценку эффективности данно-

го способа моделирования повреждения матки проводи-

ли Sun L, Zhang S, Chang Q и др. Описание способа. Для 

анестезии использовали внутрибрюшинную инъекцию 

1% пентобарбитала натрия (2 мг/кг); затем производи-

ли поперечный разрез длиной 2 см в нижней части жи-

вота. Область вокруг матки обкладывалась марлей, смо-

ченной водой, для предотвращения высыхания. Шприц 

20-го калибра, соединенный с резиновой трубкой и чаш-

кой Петри, содержащей горячую воду, вводили прокси-

мально и дистально в полость матки. После этого в тече-

ние 80 секунд с помощью шприца с постоянной скоро-

стью вводили горячий физиологический раствор (90 оС), 

после чего брюшная полость промывалась физиологиче-

ским раствором для ее охлаждения.

Через 1 нед проводили патоморфологические ис-

следования, в ходе которых обнаруживалось повреж-

дение как функционального, так и базального слоев 

эндометрия. В ходе эксперимента развивался воспа-

лительный процесс, серьезно повреждался эндометрий 

и мышечный слой окружающих тканей. Следствием 

действия термического агента являлись коагуляция 
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белков, гибель клеток эндометрия (индукция некро-

за), воспалительный процесс, что завершалось разви-

тием фиброза [27]. Ввиду непредсказуемости и тяже-

сти повреждений данный способ не был рекомендо-

ван для создания модели внутриматочной адгезии.

Инфекционный способ. В качестве инфекционно-

го агента для повреждения эндометрия и индукции 

внутриматочной адгезии применялись липополисаха-

риды (ЛПС) бактерий, которые вводились в полость 

матки путем внутрибрюшинной инъекции или в хо-

де оперативного вмешательства. Внутрибрюшинная 

инъекция проводилась однократно, доза ЛПС состав-

ляла 0.5 мг/кг. В качестве животной модели исполь-

зовали мышей BALB/c [28]. Для оценки повреждения 

эндометрия измеряли процентное содержание нейтро-

филов через 24 ч после инъекции.

Liu F., Zhu Z.-J., Li P. вводили ЛПС в полость мат-

ки хирургическим путем. Описание способа. Для обезболива-

ния авторы в краевую ушную вену кроликов вводили уретан (1,5 г/

кг). Производилась срединная лапаротомия, обнажалась матка, на 

ее передней поверхности в нижней трети делался продольный раз-

рез длиной 0,5 см, через который в маточную полость вводилась хи-

рургическая шовная нить с липополисахаридами бактерий. Хвосто-

вой конец нити выводился на кожу передней брюшной стенки для 

облегчения удаления нити через 48 ч после операции [29]. Степень 

внутриматочной адгезии оценивалась по количеству 

эндометриальных желез и площади фиброза. Спустя 1 

нед после вмешательства были ярко выражены отек и 

нейтрофильная инфильтрация, отмечалась выражен-

ная регенерация клеток эндометрия, что делает дан-

ную модель более пригодной для изучения патогенеза 

воспалительной реакции, чем для создания искус-

ственной модели внутриматочной адгезии.

Комбинированная модель. В ходе исследований ком-

бинировались различные способы повреждения. Liu F., 

Zhu Z.-J., Li P. вначале повреждали матку механическим 

способом, а затем инфекционными агентами [29]. Описа-

ние способа. Для анестезии кроликам в краевую ушную вену вводили 

уретан (1,5 г/кг), затем проводили срединную лапаротомию, обнажа-

ли матку, на ее передней поверхности в нижней трети выполняли про-

дольный разрез длиной 0,5 см, функциональный слой эндометрия сред-

ней и верхней третей внутренней поверхности матки выскабливали кю-

реткой диаметром 4 мм. После выскабливания в полость матки через 

разрез вводилась хирургическая шовная нить с липополисахаридами 

бактерий, хвостовой конец нити выводился на кожу передней брюш-

ной стенки для облегчения его удаления через 48 ч.

 Анализ изменений проводили через 24, 48, 72 ч и 

7, 14, 28 сут. Через 1 нед после вмешательства спайки 

занимали 30% внутренней поверхности матки. Клет-

ки эндометрия быстро начинали регенерировать, од-

нако восстановительные процессы протекали относи-

тельно медленно, и нормальная структура матки на-

блюдалась лишь спустя 28 сут после операции. 

Sun L., Zhang S., Chang Q. также, как и Liu F., Zhu 

Z.-J., Li P., комбинировали механическое повреждение 

и инфекционные агенты в одной из экспериментальных 

групп [19]. Описание способа. После нанесения механического по-

вреждения с помощью ложки-скребка, которое было описано выше, в 

полость матки через разрез вводилась хлопковая нить длиной 5 см, про-

питанная 0,6 мг L1 липополисахарида (ЛПС). Отрезок этой нити дли-

ной 2 см выводился на переднюю поверхность брюшной стенки. При 

патоморфологическом исследовании было обнаружено, 

что толщина эндометрия, являющаяся одним из основ-

ных параметров оценки внутриматочной адгезии, прак-

тически не изменялась. Степень внутриматочной адге-

зии после механического повреждения, которое являет-

ся первым этапом операции, зависит от большого 

количества факторов, что делает невозможным создание 

универсального протокола данных исследований. Таким 

образом, результаты применения комбинированной 

травмы (механическое повреждение + инфекционные 

агенты) для создания модели внутриматочной адгезии 

противоречивы, что свидетельствует о нерепрезентатив-

ности данной модели.

Kaya C., Sever N., Cengiz повреждали матку путем 

прижигания ее внутренней поверхности, что сочетает 

в себе механический и термический способы [30]. Опи-

сание способа. Анестезию проводили путем внутримышечной инъ-

екции 10% кетамина (50 мг/кг) гидрохлорида и 2% ксилазина (5 мг/

кг). На передней брюшной стенке крыс линии Вистар по средней 

линии производили разрез длиной 3 см, обнажали рога матки.  За-

тем путем прижигания электрокоагулятором Bovie1 мощностью 10 

Вт наносили по 7 повреждений на поверхности маточных рогов, про-

тивоположной брыжейке матки. Второе повреждение наносилось 

на участке длиной в 1,5 см между двумя основными сосудистыми 

ветвями на нижней стенке каждого рога. Через 2 нед после опе-

рации проводили гистологическую оценку клеточной 

адгезии. По данным одного исследования нельзя сде-

лать однозначные выводы о преимуществах и недо-

статках данного способа, однако, как уже было сказа-

но, механическое повреждение, являющееся обяза-

тельным этапом создания комбинированной модели, 

препятствует стандартизации вмешательства и не по-

зволяет его рекомендовать экспериментаторам.

Сравнение представленных способов моделирования 

внутриматочной адгезии. Sun L., Zhang S., Chang Q. и 

др. проводили сравнительный анализ 4 способов по-

вреждения матки: химического, механического, тер-

мического и комбинированных (механический + ин-

фекционный и механический + термический). При 

патоморфологическом исследовании во всех экспери-

ментальных группах отмечалось сужение полости мат-
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ки и снижение эластических свойств ткани. В группе 

комбинированной травмы полость матки была более 

дилатирована относительно остальных групп, степень 

повреждения стенок была выражена в наименьшей 

степени, что говорит о нерепрезентативности данной 

модели. Гистологический анализ показал уменьшение 

толщины эндометрия и сокращение количества желез; 

структура эндометрия была рыхлой. Во всех группах 

наблюдалось истончение эндометрия, за исключени-

ем групп с комбинированной травмой, в которых его 

толщина практически не изменилась. Это может быть 

связано с тем, что механическое повреждение вызы-

вает воспаление, сопровождающееся репарацией по-

врежденной ткани за счет дифференцировки эндоме-

триальных стволовых клеток и выравнивания соотно-

шения фибротических и антифибротических факторов 

[31, 32]. По степени сужения полости матки, сниже-

ния эластических свойств, развития фиброза наилуч-

шие показатели отмечались в группе химического по-

вреждения 95% водным раствором этилового спирта. 

Kim Y.Y., Choi B.B., Lim J.W. и др. сравнивали ме-

ханический и химический способы моделирования вну-

триматочной адгезии [13]. При механической травме 

изменения эндометрия были выражены слабее, чем в 

группе химического повреждения. Осложнениями при-

менения медного шабера являлись разрыв маточного 

рога и неконтролируемые кровотечения, поэтому при-

менение данного механического повреждения у крыс и 

мышей с малым диаметром полости матки не желатель-

но при моделировании внутриматочной адгезии. 

Таким образом, повреждение эндометрия 95% эта-

нолом можно считать наиболее эффективным и под-

ходящим способом имитации патоморфологических 

механизмов внутриматочной адгезии ввиду возможно-

сти создания единого протокола клинических иссле-

дований и схожести параметров маточной ткани после 

воздействия этанола с таковыми при развитии внутри-

маточных синехий в естественных условиях.

Модель повреждения матки для изучения ее регенера-

тивного потенциала. Другим направлением исследова-

ний является изучение процесса регенерации ткани мат-

ки при самых разнообразных ее повреждениях. В осно-

ве таких экспериментов лежит удаление определенного 

участка (в основном, небольшой части маточного рога) 

с последующим наблюдением за процессом ее репара-

ции. Стандартный протокол такого клинического иссле-

дования описали Miyazaki K., Maruyama T. [33]. Описание 

способа. Авторы для анестезии применяли ингаляцию 3% изофлурана. 

Крысам Фишер проводили срединную лапаротомию, обнажали рога 

матки, область вокруг матки покрывали куском влажной марли. Уча-

сток маточного рога длиной 1,5 см и диаметром ½ от общего резециро-

вался. Брюшную полость промывали физиологическим раствором, по-

сле чего переднюю брюшную стенку крыс контрольной группы по-

слойно зашивали. В экспериментальной группе в матку 

трансплантировали децеллюляризованный маточный матрикс со зре-

лыми и недифференцированными клетками матки и мезенхимальны-

ми стволовыми клетками для ускорения регенерации.

Моделирование эндометрита и эндометриоза

Основными заболеваниями, моделируемыми в до-

клинических исследованиях, являлись хронический 

эндометрит и эндометриоз. Эндометрит — это воспа-

ление слизистой оболочки матки, которое часто со-

провождается хронической тазовой болью [34]. Эндо-

метриоз, помимо хронического воспаления внутрен-

него слоя маточной стенки, характеризуется его 

разрастанием за пределы этого слоя [35].

Способы повреждения эндометрия для моделирова-

ния эндометрита. К основным критериям успешно 

воспроизведенного хронического воспалительного 

процесса эндометрия относятся наличие лейкоцитар-

ных инфильтратов, состоящих преимущественно из 

лимфоидных элементов в сочетании с лейкоцитами, 

гистиоцитами и плазматическими клетками. Для эн-

дометрита характерен отек стромы, очаговый фиброз, 

а также склеротические изменения стенок спиральных 

артерий эндометрия и стаз эритроцитов [36]. Основ-

ные стратегии моделирования хронического воспале-

ния и их результаты представлены в табл. 2.

Можно выделить несколько групп методик, исполь-

зовавшихся для моделирования хронического воспале-

ния. Во-первых, это введение аутокала (1:10 с физиологи-

ческим раствором), которое приводило к возникновению 

воспаления после операции. Следует отметить простоту 

моделирования данного типа повреждения1. Айламазян 

Э.К. и соавт. (2012 г.) запатентовали способ моделирова-

ния хронических воспалительных заболеваний половых 

органов2. В течение 7 сут до планируемой операции про-

водилась эстрогенизация животных путем внутримышеч-

ного введения 0,1% синестрола. Описание способа. Для наркоза 

1Тихаева К Ю , Рогова Л Н , Ткаченко Л В  Способ моделирования экспериментального хронического воспаления эндометрия у крыс  Патент РФ 

RU2580986C1, 04 10 2016 

2 Айламазян Э К , Ниаури Д А , Гзгзян А М, Джемплиханова Л Х , Радькова Ю А , Савельев А Н  Способ моделирования хронических воспалитель-

ных заболеваний женских половых органов в эксперименте  Патент РФ RU 2 533 739 C2, 11 07 2012 
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Таблица 2

Методики повреждения эндометрия для моделирования хронического эндометрита

Метод Животные Описание метода Период  

наблюдения

Результат Автор

Введение ауто-
кала

Крысы Приготовление взвеси аутокала: кал 
смешивали с физиологическим рас-

твором в соотношении 1:10.
Наркоз: рометар (3-4 мг/кг).

Этапы вмешательства: 
1.Обработка передней брюшной стен-

ки растворами антисептиков. 
2. Срединная лапаротомия. 

3. Выведение матки в рану, обложение 
стерильными салфетками.

4. Введение тонкой инъекционной 
иглы в маточный рог.

5. Введение 0,1 мл приготовленной 
взвеси аутокала. 

6. Послойное ушивание передней 
брюшной стенки.

С 3 сут проводились в/м 
инъекции цефтриаксона 

в течение 7 сут.

Формирование хро-
нического воспале-

ния эндометрия на 41 
сут эксперимента.

[Патент РФ 
RU2580986C1]

Подшивание 
фрагментов 
эндометрия к 
париетальной 
брюшине

Кролики Использование общехирургической 
техники и шовного материала, создаю-
щего объемное давление в зоне хирур-

гических узлов, что приводит к по-
вреждению эндометрия.

Первые 5 сут:  
цефтриаксон  
50 мг/кг/сут.

Повторная эстрогениза-
ция 0,1%-м раствором 

синестрола.
Снятие кожных швов на 
7-е сут после операции.

Нестабильная и не-
предсказуемая мор-
фологическая реак-

ция имплантов эндо-
метрия на лазерное и 

электрохирургиче-
ское воздействия, а 
также их несоответ-

ствие критериям хро-
нического воспале-
ния говорят о неце-

лесообразности 
применения данных 
методик. Использо-

вание же общехирур-
гической техники по-
казало стабильно по-

ложительные 
результаты.

[37]

Лазерное воз-
действие

Фрагмент эндометрия фиксировался к 
брюшине с применением микрохирур-
гических инструментов. На 7-е сут в хо-
де лапароскопического вмешательства 

производилось лазерное воздействие на 
имплант (мощность излучения состав-
ляла 2 Вт, длина волны лазерного излу-
чения — 980 нм) в непрерывном режи-
ме с последующей поверхностной ла-

зерной вапоризацией до визуально 
контролируемого испарения имплан-

тата. Время экспозиции: 3–5 с. 

Электрохирур-
гическое воз-
действие

Фрагмент эндометрия фиксировался к 
брюшине с применением микрохирур-

гических инструментов.
На 7-е сут производилось воздействие 

на импланты эндометрия 
электрическим током высокой частоты 
в монополярном режиме (мощность – 

10 Вт, частота тока – 440 кГц).

Введение 
ЛПС

Мыши Мышам вводили 50 мл ЛПС через 
влагалище (1 мг / мл, растворенный в 
стерильном фосфатно-буферном фи-

зиологическом растворе).

Через 24 ч мышей усы-
пляли для взятия об-
разца тканей матки.

Наблюдались: вос-
палительная клеточ-
ная инфильтрация, 
отек эпителия эндо-
метрия, гиперемия;  
достоверное повы-

шение воспалитель-
ных цитокинов 

TNF-α, IL-6 и IL-1β.

[38, 39, 40]

Мыши Мышам вводили равные количества 

ЛПС (1 мг/кг) с каждой стороны.

Мышей умерщвляли 

при помощи CO
2
 через 

24 ч. Ткани матки по-

мещали в 4% парафор-

мальдегид для окраши-

вания гематоксилином 

и эозином. Оставшиеся 

ткани хранили при 

температуре -80 °С.

Отек, воспалитель-

ная клеточная ин-

фильтрация и ис-

чезновение маточ-

ных структур.

[41, 42, 43]

Продолжение табл  2 см  на стр  133
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Метод Животные Описание метода Период  

наблюдения

Результат Автор

Мыши 25 µл ЛПС (2 мг/мл) вводили в каждый 

рог матки мышей с помощью шприца 

100 µл с тупой иглой 30-го калибра для 

индуцирования эндометрита.

Мышей усыпляли че-

рез 24 ч, а ткани матки 

хранили при темпера-

туре -80 °C.

Отек, воспалитель-

ная клеточная ин-

фильтрация и ис-

чезновение маточ-

ных структур.

[44]

Инфициро-

вание 

Staphylococcus 

aureus

Мыши Инфицирование золотистым стафи-

лококком с помощью инъекций 100 

µл в каждый рог матки (общий объем 

200 µл) через микрошприц.

Мыши были усыплены 

через 24 ч пентобарби-

талом натрия.

Воспалительная 

клеточная инфиль-

трация, гиперемия 

эндометрия, выра-

женное разрушение 

клеток миометрия.

[45, 46]

Мыши 200 мл суспензии S. aureus  

(1 × 107 колониеобразующих единиц 

[КОЕ]/10 мкл) вводили в оба рога 

матки мышей для индуцирования эн-

дометрита.

Через 8 ч мышей усы-

пляли пентобарбита-

лом натрия, а ткани 

матки собирали и хра-

нили при температуре 

-80 оС

Воспалительная ин-

фильтрация, отек 

эндометрия.

[47, 48]

Крысы Инфицирование золотистым стафи-

лококком с помощью инъекций 100 

µл в каждый рог матки через микро-

шприц.

Через 24 ч крыс усы-

пляли пентобарбита-

лом натрия. Ткани 

матки собрали и хра-

нили при температуре 

-80 °С.

Отслаивание вы-

стилающего эпите-

лия, отек эндоме-

трия, утолщение 

эндометрия с по-

вреждением эндо-

метриальных желез.

[49]

Мыши Наркоз: внутрибрюшинное введение 

0,075 мг/мл медетомидина, 0,4 мг/мл 

мидазолама и 0,5 мг/мл буторфанола.

Инокуляцию токсина/клеток золоти-

стого стафилококка проводили с ис-

пользованием устройства NSET.

Этапы:

1. Введение зеркала в вагинальный 

тракт мыши

2. В наконечник NSET набирали  

3 мкл суспензии бактерий с титром 

клеток 1 × 107 КОЕ / 3 мкл или 10 мкг  

токсинов

3. Образец прививали в матку

4. Удаляли наконечник и зеркало

5. Внутрибрюшинная инъекция 0,075 

мг/мл гидрохлорида атипамезола

Через 24 ч мышей 

умерщвляли.

Матку фиксировали в 

4%-ом параформаль-

дегидном буфере при  

4 °С в течение ночи.

Затем ткани помещали 

в температуру -80 °С.

Нахождение бакте-

риальных клеток в 

эпителии.

Признаки цервико-

вагинальной ин-

фекции.

[50]

использовался тиопентал (30-40 мг/кг массы тела животного). Выпол-

нялась послойная нижнесрединная лапаротомия. Правый маточный рог 

выделялся и резецировался на протяжении 3 см, оставшийся участок 

рога рассекался продольным разрезом на стороне, противоположной 

прикреплению брыжейки матки. Эндометрий из центра препарата от-

делялся острым путем, и его фрагменты размером 2×3 мм подшивались 

к париетальной брюшине передней брюшной стенки. Способ фикса-

ции фрагментов эндометрия, а также дополнительные воздействия на 

имплант, отличались в группах животных в зависимости от выбранно-

го повреждающего фактора. По итогам сравнения поврежда-

ющих методик исследователи пришли к выводу о неэф-

фективности применения лазерного и электрохирурги-

ческого воздействия в то время, как общехирургическая 

техника доказала свою универсальность и стабильность 

результатов [37].

Значительное количество исследований было на-

правлено на изучение влияния введения липополиса-

харидов (ЛПС). ЛПС являются одними из наиболее 

мощных индукторов воспаления (табл. 2), что было 

подтверждено авторами всех анализируемых нами пу-

бликации (табл. 2). При введении ЛПС в эндометрии 

наблюдался отек и клеточная инфильтрация – основ-

ные признаки воспалительного процесса, характерно-

го для эндометрита [38–44].

Еще одним часто используемым методом воздей-

ствия для моделирования эндометрита служило инфи-
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цирование Staphylococcus aureus (табл. 2). Описание спо-

соба. Золотистый стафилококк культивировали в 100 мл среды LB 

(англ. Lysogeny broth), пока он не вступал в стационарную фазу (оп-

тическая плотность при 600 нм равна 2,0). S. aureus центрифугиро-

вали и затем ресуспендировали в 1 мл фосфатно-буферного физио-

логического раствора [47]. После внесения суспензии S. 

аureus в оба маточных рога мышей все авторы иссле-

дований отмечали появление признаков воспаления 

эндометрия, а в некоторых случаях повреждение и ги-

бель клеток миометрия [47-49].

Моделирование эндометриоза. Эндометриоз модели-

ровали аутотрансплантацией предварительно отделен-

ных имплантов правого рога матки к брыжейке тонкой 

кишки. В ложнооперированных группах правый рог мат-

ки массировали пальцами в течение 2 мин и накладыва-

ли швы без маточных имплантатов на брыжеечную об-

ласть кишки. В качестве фактора прогресси-рования эн-

дометриоза многие ученые указывают стресс, поэтому 

для формирования модели эндометриоза использовали 

стрессовое воздействие. Через 7 сут после операции крыс 

подвергали плавательным нагрузкам (данное мероприя-

тие проводилось в пластиковом бассейне (диаметр 150 

см, глубина 60 см), заполненном водой (37 оC) с раство-

ренной в ней нетоксичной краской. Положение живот-

ных во время выполнения задания контролировалось и 

фиксировалось с помощью установленной на потолке 

видеокамеры [51]. Отмечалось усиление воспалительной 

реакции при стрессе, также стимулировалось образова-

ние нервных волокон [51-55] (табл. 3).

заключение

Мировой опыт моделирования гинекологических за-

болеваний свидетельствует о перспективности данного 

направления, а следовательно, и о возможности проведе-

ния испытаний по внедрению инновационных препара-

тов в терапию синдрома Ашермана, эндометрита и эндо-

метриоза на доклиническом этапе. Различный подход к 

воспроизведению патологических процессов на моделях 

животных обеспечивает условия для оценки эффектив-

ности лечения при различных уровнях оснащенности. 

Внедрение препарата в практику – сложный много-

уровневый процесс, однако надежность и относительная 

простота ряда обсуждаемых способов повреждения эн-

дометрия для проведения доклинических исследований 

помогут изменить подход к лечению многих гинеколо-

гических заболеваний и даже бесплодия.
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