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Галкин С.А.1, Рощина О.В.1, Кисель Н.И.1, Иванова С.А.1,2, Бохан Н.А.1,2

Параметры когерентности биоэлектрической активности мозга 
и уровень фосфорилированных нейрофиламентов в сыворотке 
крови при коморбидном течении алкогольной зависимости  
и аффективных расстройств

1Научно-исследовательский институт психического здоровья, Томский национальный исследовательский медицинский центр 
Российской академии наук, 
634014, Томск, Россия, ул� Алеутская, д� 4;

2Сибирский государственный медицинский университет, 
634050, Томск, Россия, Московский тракт, д� 2

Введение. Наряду со многими психическими расстройствами алкогольная зависимость и аффективные расстройства 
являются результатом взаимодействия генетических, социальных и экологических факторов, что сопровождается мор-
фофункциональными изменениями в центральной нервной системе� Тем не менее, основные причины и механизмы раз-
вития коморбидности алкоголизма и аффективных расстройств остаются не до конца ясны� 
Цель исследования – определение функциональной связности и уровня фосфорилированных нейрофиламентов у паци-
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Введение

По данным ряда исследований частота аффектив-
ных расстройств при алкогольной зависимости состав-
ляет от 12 до 79% [1, 2]. Наличие сочетанной (комор-
бидной) патологии – алкогольной зависимости и аф-
фективных расстройств значительно повышает риск 
суицидального поведения, возникают трудности в ди-
агностике основного заболевания из-за полиморфиз-
ма симптоматики, повышается резистентность к тра-
диционным методам терапии, возрастает вероятность 
рецидива и т.д. [2, 3]. Наряду со многими психически-
ми расстройствами алкогольная зависимость и аффек-
тивные расстройства являются результатом взаимо-
действия генетических, социальных и экологических 
факторов, что сопровождается морфофункциональ-
ными изменениями в центральной нервной системе 
(ЦНС) [4]. Тем не менее, основные причины и меха-
низмы развития коморбидности алкоголизма и аффек-
тивных расстройств до конца не ясны.

Одним из основных и наиболее доступных мето-
дов исследования функциональной активности ЦНС 
является компьютерная электроэнцефалография (кЭ-
ЭГ). В настоящее время все больше исследователей об-
ращают внимание на функциональную связность (ко-
герентность) биоэлектрической активности головного 
мозга, являющуюся количественным показателем син-
хронности вовлечения различных корковых зон при 
их функциональном взаимодействии, обеспечиваю-
щем интегративную деятельность мозговых структур 
[5]. При этом по результатам исследований нейрови-
зуализации уровень когерентности зависит от плотно-
сти белого вещества (проводящая система) в головном 
мозге [6-8]. Согласно данным литературы при мно-
гих психических расстройствах происходит снижение 
функциональной связности биоэлектрической актив-
ности головного мозга, в том числе у пациентов с ал-
когольной зависимостью [9, 10] и аффективными рас-
стройствами [11, 12], что указывает на функциональ-
ные и морфологические изменения в ЦНС. Также все 
больше исследователей склоняются к гипотезе о ней-
родегенеративном механизме развития аддиктивных 
и аффективных расстройств [13, 14]. Одним из марке-
ров деструкции нейронов (нейродегенерации) явля-
ются фосфорилированные нейрофиламенты (pNF), 
которые высвобождаются из поврежденных аксонов 
(проводящая система) и могут быть выявлены в пери-
ферической крови [15]. Ряд исследователей обнару-
жили повышение концентрации pNF при аддиктив-
ных и депрессивных расстройствах в ликворе [16, 17]. 
Однако, данных о содержании pNF в сыворотке крови 

у больных с алкогольной зависимостью, аффективны-
ми расстройствами и в случае их коморбидности нами 
обнаружено не было. 

Цель исследования – определение функциональ-
ной связности и уровня фосфорилированных нейро-
филаментов у пациентов с алкогольной зависимостью 
и коморбидностью алкогольной зависимости и аффек-
тивного расстройства.

Методика
Выборка

Исследование проводилось на базе 4–го отделения 
клиники НИИ психического здоровья Томского 
НИМЦ (отделение аддиктивных состояний), соглас-
но протоколу, утвержденному локальным этическим 
комитетом при НИИ психического здоровья Томско-
го НИМЦ РАН (протокол №114). 

Обследовано 60 пациентов после детоксикации:  
30 пациентов с алкогольной зависимостью (F10.2 по 
МКБ – 10) и 30 пациентов с коморбидным течением 
алкогольной зависимости и аффективного расстрой-
ства легкой и средней степени тяжести. Структура 
группы с коморбидной патологией включала пациен-
тов с депрессивными эпизодами (F32.0–1) – 4 паци-
ента (13%), с биполярными аффективными расстрой-
ствами с текущим депрессивным эпизодом (F31.30) 
– 10 пациентов (33%)), с рекуррентными депрессив-
ными расстройствами (F33.0–1) – 4 пациента (13%)) 
или дистимии (F34.1) – 12 пациентов (41%)). Длитель-
ность детоксикации пациентов составляла от 1 до 3 сут. 
Исходя из данных литературы о различных профилях 
электрофизиологических показателей у правшей и лев-
шей, в группу участников исследования отбирались 
правши по опроснику латеральных признаков. Диа-
гностическая оценка и клиническая квалификация 
расстройств осуществлена с применением диагности-
ческих критериев МКБ–10. Критериями включения 
в исследование были: установленный диагноз алко-
гольной зависимости по МКБ–10, возраст 30–50 лет, 
добровольное информированное согласие на участие 
в исследовании. Критерии исключения: наличие вы-
раженных органических нарушений головного мозга, 
умственная отсталость, эпилепсия, беременность, че-
репно–мозговые травмы любой степени тяжести. Кон-
трольную группу составили 20 психически и соматиче-
ски здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту. 
Сведения о давности алкогольной зависимости и аф-
фективного расстройства были взяты из историй бо-
лезни пациентов. Половозрастная и клиническая ха-
рактеристика исследуемых групп пациентов и контро-
ля представлена в табл. 1. 
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Функциональная связность (когерентность). Иссле-
дование биоэлектрической активности головного моз-
га проводилось при помощи 16–ти канального энцефа-
лографа «Неврополиграф» по международной системе 
«10–20». Сопротивление электродов не превышало 10 
кОм. Частоты среза фильтров верхних и нижних частот 
составляли 1,5 и 40 Гц, частота квантования 250 Гц. 
Проводилась фоновая проба с закрытыми глазами в те-
чение не менее 2 мин в состоянии спокойного бодрство-
вания. На полученных ЭЭГ записях удалялись артефакт-
ные фрагменты. Анализировались общие усредненные 
значения внутри – и межполушарной когерентности. 
Значения коэффициентов когерентности варьируются 
от 0 до 1: чем выше значение когерентности, тем согла-
сованнее активность данной области с областью, вы-
бранной для измерения. Длительность анализируемых 
участков равнялась продолжительности всей пробы по-
сле удаления артефактов. 

Фосфорилированный нейрофиламент – H, pNF-H (пг/
мл, BioVendor R & D Products). Для исследования уров-
ня фосфорилированных нейрофиламентов в сыворот-
ке крови использовался коммерческий иммунофермент-
ный набор BioVendor R & D Products. Кровь для иссле-
дования у пациентов и лиц группы контроля брали 
однократно в утренние часы с 8 до 10 ч натощак. В этот 
же день из полученной цельной крови методом центри-
фугирования выделялась сыворотка,  которая хранилась 
в морозильной камере при -80 оС. В сыворотках крови 
определяли содержание pNF-H. Концентрацию pNF-
H определяли методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа (ИФА) на полистироловых планшетах, 
предварительно покрытых куриными пoликлональными 
анти-pNF-H антителами. После 60 мин инкубации и 
промывания, вносили кроличьи поликлональные анти-
pNF-Н антитела. После 2-й инкубации и промывания 
добавляли HRP (horseradish peroxidase), что приводило 
к образованию HRP кoнъюгата. Затем вновь после ин-
кубации и промывания добавляли субстрат ТМВ (tetra-

methylbenzidine). Реакцию останавливали добавлением 
кислого раствора и поглощение полученного продукта 
измеряли спектрофотометрически. Содержание pNF-Н 
оценивали по оптической плотности сыворотки при 
λ=450 нм, которая была пропорциональна концентра-
ции pNF-H. Стандартную кривую получали путем по-
строения значения абсорбции против концентраций 
стандартов. Кoнцентрации неизвестных образцов опре-
деляли с помощью этой стандартной кривой.

Статистический анализ. Статистическая обработ-
ка данных выполнялась с помощью программы Sta-
tistica 10. Данные представлены в виде Median [Q1; 
Q3]. Проверка согласия с законом нормального рас-
пределения проводилась с помощью критерия Ша-
пиро–Уилка. Полученные данные не подчинялись 
закону нормального распределения. Использовался 
U – критерий Манна–Уитни для оценки различий 
между двумя независимыми выборками. Анализ кор-
реляций значений когерентности и уровня pNF-Н 
осуществлялся с использованием коэффициента ран-
говой корреляции Спирмена. Различия считались ста-
тистически значимыми при уровне значимости 
р<0,05. 

Результаты

Исследуемые группы пациентов статистически 
значимо не различались по возрасту (p=0,101) и дав-
ности алкогольной зависимости (p=0,595). Давность 
аффективного расстройства у пациентов с коморбид-
ностью составила 5 лет [2, 7]. Согласно данным  исто-
рий болезни у всех пациентов с коморбидностью аф-
фективное расстройство сформировалось на фоне ал-
когольной зависимости. Группа здоровых лиц также 
статистически значимо не различалась по возрасту при 
сравнении с пациентами обеих групп (p>0,05). 

Когерентность ЭЭГ. На рисунке представлены дан-
ные внутри- и межполушарной когерентности в иссле-
дуемых группах лиц.

Таблица 1

Половозрастная и клиническая характеристика обследуемых лиц, Me [Q1; Q3]

Группа
обследованных Состав Возраст,

лет
Давность алкогольной 

зависимости, лет
Давность аффективного 

расстройства, лет

Пациенты с алкогольной зависимостью 
(n=30)

м – 23 (76,6%)
ж – 7 (23,4%) 43 [35; 46] 11 [5; 20] -

Пациенты с коморбидностью алкоголь-
ной зависимости и аффективного рас-
стройства (n=30)

м – 17 (56,7%)
ж – 13 (43,3%) 46 [39, 50] 11 [5; 21] 5 [2; 7]

Здоровые лица (n=20) м – 12 (60%)
ж – 8 (40%) 41 [33; 45] - -
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Анализ данных когерентности выявил статистиче-
ски значимо более низкие значения внутри- и межпо-
лушарной когерентности в обеих группах пациентов 
по сравнению с здоровыми лицами (p<0,05). При меж-
групповом анализе были выявлены статистически зна-
чимо более низкие значения внутриполушарной коге-
рентности у пациентов с коморбидностью алкоголь-
ной зависимости и аффективного расстройства по 
сравнению с пациентами, страдающими только алко-
гольной зависимостью (р=0,04). При более детальном 
анализе были обнаружены статистически значимо бо-
лее низкие значения внутриполушарной когерентно-
сти в правой гемисфере у пациентов с коморбидностью 
алкогольной зависимости и аффективного расстрой-
ства по сравнению с пациентами, страдающими толь-
ко алкогольной зависимостью (р=0,018). Уровень ко-
герентности в левой гемисфере статистически значи-
мо не различался между исследуемыми группами 
пациентов (р=0,27).

Фосфорилированный нейрофиламент — H, pNF-H 
(пг/мл, BioVendor R & D Products). В табл. 2 представ-
лены значения концентрации pNF-H в сыворотке кро-
ви у пациентов и группы здоровых лиц.

Анализ данных выявил статистически значимо бо-
лее высокие значения концентрации pNF-H в группе 
пациентов с коморбидностью алкогольной зависимо-
сти и аффективного расстройства по сравнению со здо-
ровой группой контроля (р=0,042). Также при сравне-
нии групп пациентов между собой были обнаружены 
боле высокие значения pNF-H у пациентов с комор-
бидностью алкогольной зависимости и аффективного 
расстройства на уровне тенденции (р=0,092). Стати-
стически значимых различий уровня pNF-H между па-
циентами с алкогольной зависимостью и здоровыми 
лицами не обнаружено (р=0,302). 

Корреляционный анализ Спирмена выявил стати-
стически значимые корреляции между значениями об-
щей когерентности и уровнем pNF-Н в группе паци-
ентов с алкогольной зависимостью (r = - 0,3271;  
p = 0,031) и коморбидностью алкогольной зависимости 
и аффективного расстройства (r = - 0,3601; p = 0,028).

Обсуждение

Таким образом, были определены значения ко-
герентности ЭЭГ и уровень pNF-H в сыворотке кро-
ви у пациентов с алкогольной зависимостью и ко-

Значения когерентности в группах пациентов и здоровых лиц� Данные представлены в виде Me [Q1; Q3]; * – уровень статистической значимости 
при сравнении групп пациентов со здоровыми лицами; # – уровень статистической значимости при сравнении групп пациентов между собой�

Таблица 2

Концентрация pNF-H обследуемых групп лиц, Me [Q1; Q3]

Группа обследованных pNF-H, пг/мл

Пациенты с алкогольной зависимостью (n=30) 24,88 [21,3; 32,2]

Пациенты с коморбидностью алкогольной зависимости и аффективного расстройства (n=30) 26,4 [19,5; 35,5]

Здоровые лица (n=20) 23,2 [20,1; 29,7]
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морбидностью алкоголизма и аффективного рас-
стройства. 

Когерентность. В обеих исследуемых группах па-
циентов обнаружены статистически значимо более 
низкие значения внутри- и межполушарной когерент-
ности по сравнению с контролем, что в целом согла-
суется с данными литературы [18, 19]. Поскольку из-
вестно, что величина когерентности отражает целост-
ность проводящей системы в головном мозге, то 
вполне логично, что регулярное потребление алкого-
ля, оказывающее нейротоксическое воздействие на го-
ловной мозг, приводит к снижению когерентности 
биоэлектрической активности мозга. 

При межгрупповом анализе пациентов, получен-
ные данные указывают на более низкую функциональ-
ную связность в правом полушарии головного мозга у 
пациентов с коморбидным течением алкоголизма и аф-
фективного расстройства по сравнению с пациентами, 
страдающими только алкогольной зависимостью. Бо-
лее низкую когерентность правого полушария у паци-
ентов с коморбидностью алкогольной зависимости и 
аффективного расстройства можно рассматривать как 
показатель более низкого уровня кортикальной инте-
грации. Кроме того, согласно данным литературы у па-
циентов с аффективными расстройствами акцент из-
менений кортикальной нейродинамики выявлен преи-
мущественно в правой гемисфере, что свидетельствует 
о большей чувствительности к патопластическим вли-
яниям правополушарных структур в случае данной па-
тологии [20-22]. 

Фосфорилированные нейрофиламенты. Полученные 
результаты показали более высокое содержание pNF-
H в сыворотке крови у пациентов с коморбидностью 
алкогольной зависимости и аффективного расстрой-
ства по сравнению со здоровыми лицами из группы 
контроля и пациентами, страдающими только алко-
гольной зависимостью. Повышенная концентрация 
pNF-H у пациентов с коморбидностью алкогольной 
зависимости и аффективного расстройства указывает 
на деструкцию аксонов нейронов, что подтверждает 
гипотезу о нейродегенерации. Таким образом, повреж-
дение и потеря аксонов нейронов является патологи-
ческим субстратом коморбидного течения алкоголь-
ной зависимости и аффективного расстройства. 

Заключение

В целом, полученные данные показывают, что на-
личие коморбидности алкоголизма и аффективных 
расстройств у пациентов приводит к нейрофизиоло-
гическим изменениям в виде снижения функциональ-
ной связности коры головного мозга, особенно в пра-

вой гемисфере, а также увеличением степени нейро-
нального повреждения. При этом функциональная 
связность и степень нейронального повреждения на-
ходятся в обратной корреляции между собой. Было 
установлено, что чем ниже уровень функциональной 
связности, тем более высокие концентрации pNF-H в 
сыворотке крови у пациентов, как в случае «чистой» 
алкогольной зависимости, так и при коморбидном те-
чении алкоголизма и аффективных расстройств. По-
лученные результаты расширяют имеющиеся представ-
ления о коморбидном течении алкогольной зависимо-
сти и аффективных расстройств.
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Капица И.Г., Алымов А.А., Воронина Т.А., Середенин С.Б.

Влияние афобазола на изменения в раннем постнатальном 
периоде у мышей линии BALB/c с фетальным вальпроатным 
синдромом

ФГБНУ «НИИ фармакологии им� В�В� Закусова», 
Россия, 125315, Москва, Россия, ул� Балтийская, д� 8

Введение. Воздействие вальпроевой кислотой во время беременности у грызунов широко используется для моделиро-
вания расстройств аутистического спектра (РАС)� 
Цель исследования – изучение ранних поведенческих изменений у мышей BALB/c, пренатально подвергшихся однократ-
ному воздействию натриевой соли вальпроевой кислоты (400 мг/кг), и возможности их коррекции афобазолом� 
Методика. Объект исследования – мыши линии BALB/c с фетальным вальпроат-синдромом (ФВС), которым с 7-х по 14-е 
сут постнатального развития перорально ежедневно вводили афобазол (10 мг/кг) или 0,9% раствор хлорида натрия� Кон-
трольная группа получала 0,9% раствор хлорида натрия в эквивалентном объеме (0,1 мл на 10 г массы)� Состояние мышат 
изучали с 6-х по 14-е сут  постнатального развития, оценивали их физическое развитие, скорость созревания сенсорно-
двигательных рефлексов, эмоционально-двигательное поведение и точную координацию движений при помощи бата-
реи «развитийных» тестов� 
Результаты� Введение самкам мышей на 13-й день беременности вальпроевой кислоты приводило к отставанию созрева-
ния у потомства сенсорно-двигательных рефлексов, нарушению эмоционально-двигательного поведения и координации 
движений в гнездовом периоде� Афобазол, при введении 10 мг/кг перорально ежедневно, начиная с 7-х сут  постнатального 
развития мышам с ФВС, корригировал отмеченные нарушения в тестах, отражающих нарушения развития нервной системы� 
Заключение. Установлены корригирующие свойства афобазола в отношении нарушений, вызванных пренатальным вве-
дением ВПК, что определяет целесообразность дальнейшего изучения афобазола на моделях РАС�

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра (РАС); фетальный вальпроатный синдром (ФВС); мыши линии 
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Kapitsa I.G., Alymov A.A., Voronina T.A., Seredenin S.B.

Effect of afobazole on early postnatal changes in BALB/c mice with fetal valproate syndrome
V�V� Zakusov Institute of Pharmacology, 
Baltiyskaya Str� 8, Moscow 125315, Russia

Introduction. Exposure of rodents to valproic acid during pregnancy is associated with increased incidence of autism spectrum 
disorders, and has been extensively used as an appropriate model of autism� 
Aim. To study early behavioral changes in BALB/c mice prenatally exposed to a single dose of valproic acid sodium salt (400 mg/
kg) and a possibility of correcting these changes with afobazole� 
Methods. The study was performed on BALB/c mice with fetal valproate syndrome (FVS)� The mice were daily injected orally afo-
bazole 10 mg/kg or 0�9% sodium chloride from day 7 to day 14 of the postnatal development� The control group was injected 
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with an equivalent volume (0�1 ml per 10 g body weight) of 0�9% sodium chloride� The condition of mice was studied from day 6 
to day 14 of the postnatal development with evaluation of their physical development, maturation rate of sensory-motor reflexes, 
emotional-motor behavior, and precise coordination using a battery of «developmental» tests� 
Results. Administration of valproic acid to female mice on the 13th day of pregnancy led to delayed maturation of the offspring’s 
sensory-motor reflexes, impaired emotional-motor behavior and coordination of movements during the nesting period� Afoba-
zole administered to mice with fetal valproate syndrome from day 7 to day 14 of the postnatal development at a dose of 10 mg/
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Введение

Расстройства аутистического спектра (РАС) – 
группа нарушений развития, характеризующаяся де-
фицитом социального взаимодействия, вербальной и 
невербальной коммуникаций, стереотипным поведе-
нием и ограничением интересов. Проявления заболе-
вания у пациентов с РАС в основном регистрируют на-
чиная с 16-18 месяцев жизни [1], однако уже на ран-
них стадиях жизни наблюдаются колебания массы 
тела [2], аномальное развитие мозга [3], нарушения си-
наптической передачи, гиперактивность нейрональ-
ных связей, что приводит к характерным для заболе-
вания поведенческим паттернам [1]. 

Вальпроевая кислота (ВПК) – противоэпилеп-
тическое средство, прием которого при беременно-
сти увеличивает риск врожденных пороков развития, 
задержки когнитивных функций и РАС [4], объеди-
ненных в понятие «фетальный вальпроат-синдром» 
(ФВС) [5]. В настоящее время модель ФВС у грызу-
нов хорошо валидирована и широко используется 
в патофизиологических и фармакологических ис-
следованиях [6-10]. В качестве объекта исследова-
ния при моделировании ФВС используются крысы 
и мыши разных линий, однако наиболее целесоо-

бразным нам представляется применение отобран-
ных по фенотипу инбредных линий, в особенности 
мышей, которые демонстрируют социальные дефи-
циты и стереотипное поведение, а также ряд сопря-
женных с РАС симптомов, относящиеся к моделям 
идиопатического РАС [11], что позволяет совме-
стить в рамках одной экспериментальной модели 
факторы, влияющие на развитие РАС: генетические 
особенности животных и повреждающие факторы 
окружающей среды. Одним из подобных объектов 
является линия мышей BALB/c, обладающая фено-
типическими поведенческими и нейроанатомиче-
скими особенностями, имеющих сходство с прояв-
лениями при РАС у человека [12-14]. Разработанный 
в «НИИ фармакологии им. В.В. Закусова» анксио-
литик афобазол [15], обладающий антиоксидант-
ными, нейропротекторными, цитопротекторными 
свойствами [16], как было показано нами ранее, яв-
ляется перспективным средством для фармакотера-
пии РАС [17, 18]. Цель исследования – изу чение осо-
бенностей нарушений в раннем гнездовом периоде 
жизни у мышей линии BALB/c с ФВС и возможно-
сти их коррекции афобазолом. 



14

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.12-21

Методика

Исследование проведено на 100 мышах линии 
BALB/c возрастом 6-14 сут, массой 2,0-3,0 г в начале ис-
следования, родительское поколение которых было по-
лучено из филиала «Столбовая» ФГБУН «НЦБМТ 
ФМБА». Мышей содержали в стандартных условиях ви-
вария ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Заку-
сова» при регулируемом световом режиме 12ч/12ч (свет/
темнота) и постоянной температуре (21-23 ºС) со сво-
бодным доступом к воде и гранулированному корму 
(ГОСТ Р 50258-92) в полипропиленовых клетках с ре-
шеткой из цинкохромовой стали, с обеспыленной под-
стилкой из деревянной стружки в соответствии с при-
казом МЗ РФ №199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики» и сани-
тарно-эпидемиологическим правилам СП 2.2.1.3218-14 
«Санитарно-эпидемиологические требования к устрой-
ству, оборудованию и содержанию экспериментально-
биологических клиник (вивариев)», утвержденные 
29.08.2014 г. N 51. Проведение экспериментов было одо-
брено Комиссией по биомедицинской этике ФГБНУ 
«НИИ фармакологии им. В.В. Закусова». 

Для получения «датированной беременности» к 
2-3-ем самкам мышей BALB/с, находящимся на ста-
дии проэструса или эструса, определяемым по цито-
логической картине влагалищного мазка, с 17-и часов 
вечера до 9-и утра следующего дня, который впослед-
ствии принимали за «0» (E0) день развития плода, под-
саживали 1 самца. Оплодотворенных самок содержа-
ли по 4-5 особей в одной клетке до появления види-
мых признаков беременности, после чего размещали 
в индивидуальные клетки. РАС моделировали путем 
подкожного введения ВПК в дозе 400 мг/кг самкам 
мышей BALB/с на 13-й день беременности (Е13) [9, 
19]. Самкам, из потомства которых формировали груп-
пы «пассивного» контроля, в эти же сроки (Е13) под-
кожно вводили 0,9% раствор хлорида натрия в эквива-
лентном объеме (0,1 мл на 10 г веса). День появления 
мышат принимали за «0» сутки постнатального разви-
тия (P0). Полученное потомство было разделено на 6 
групп: две группы «Контроль» – самцы (n=12) и сам-
ки (n=15); две группы «ВПК» – самцы (n=15) и самки 
(n=24) с фетальным вальпроат-синдромом (ФВС), 
рожденные от мышей, которым в период беременно-
сти вводили ВПК; и две опытные группы 
«ВПК+Афобазол» – самцы (n=14) и самки (n=20) с 
ФВС, которым начиная с P7 ежедневно вводили афо-
базол перорально (10 мг/кг). Животные контрольных 
групп с P7 перорально получали дистиллированную 
воду в эквивалентом объеме (0,1 мл на 10 г веса).

Состояние мышат в гнездовом периоде изучали с 
P6 по P14, оценивая их физическое развитие, скорость 
созревания сенсорно-двигательных рефлексов, эмо-
ционально-двигательное поведение и точную коорди-
нацию движений при помощи батареи «развитийных» 
тестов [19, 20]. Для оценки физического развития мы-
шат ежедневно взвешивали, а с P10 отслеживали их 
прозревание [7].

Способность поддерживать позу изучали при по-
мощи тестов «переворачивание на плоскости», «избе-
гание наклонной плоскости» и «избегание обрыва». 
Рефлекс переворачивания на плоскости оценивали в 
период с P6 по P10 – мышонка клали на спину и отме-
чали время, за которое он перевернется на лапы [19]. 
Максимальное время наблюдения составляло 30 с. 

Тест «избегания обрыва» проводили с P7 по P10 [20]. 
Мышь располагали на краю коробки с гладкой поверх-
ностью таким образом, чтобы пальцы передних лап и 
голова свисали над её краем и в течение 30 с фиксиро-
вали латентное время поворота или отползания от края 
коробки и число животных, выполнивших задачу. 

Врожденная постуральная реакция грызунов на по-
ворот на 180° из положения «головой вниз» в положение 
«головой вверх» на наклонной плоскости появляется у 
здоровых мышат уже на второй неделе жизни и считает-
ся тестом золотого стандарта для оценки рефлекторного 
развития, моторики, вестибулярного лабиринта и целост-
ности мозжечка [21]. Тест «отрицательный геотаксис» 
проводили с P7 по P12 [19]. Мышь помещали на наклон-
ную под 45° сетку длиной 30 см, головой по направлению 
со склона, и в течение 30 с фиксировали время поворота 
животного в направлении вверх по склону.

Тест «переворот в воздухе», отражающий степень 
созревания подкорковых структур, проводили с P10 по 
P14 [22]. Мышь удерживали за голову и таз, головой 
вверх, на расстоянии 30 см над мягкой поверхностью, 
после чего отпускали. Попытка считалась успешной, 
если мышь приземлялась на все четыре лапы. Фикси-
ровали количество успешных попыток и число мышат, 
успешно выполнивших 3 попытки.

Тест «горизонтальная веревочка» проводили с P10 
по P13 [20]. Мышь подвешивали за передние лапы на 
горизонтально натянутой веревочке диаметром 1 мм, 
расположенной на расстоянии 30 см над мягкой по-
верхностью, и в течение 30 с фиксировали время удер-
жания на ней.

Тест «вздрагивание на хлопок» проводили с P10 по 
P14 [20]. На расстоянии 15 см от мыши осуществляли 
одиночный хлопок в ладоши и фиксировали наличие 
или отсутствие вздрагивания. Ушной рефлекс тести-
ровали с P10 по P14 [20] проводя по внутренней по-
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верхности уха нитью и фиксируя ответную реакции – 
отдергивание уха.

Тест «предпочтение материнского запаха» позволя-
ет оценить способность мышат распознавать запах гнез-
да, который является для них социально-значимым фак-
тором. Тестирование проводили на P14 [21]. Мышат по-
мещали в тестовую клетку Т/3С, одна треть которой 
была заполнена на глубину 3 см опилками из «домаш-
ней» клетки, центральная – чистыми опилками, а дру-
гая – опилками из «чужой» клетки. Каждой мыши предъ-
являли три 1-минутных посадки с интервалом 10 с. При 
каждой посадке мышей помещали в центральную часть 
клетки с чистыми опилками, причем при первой посад-
ке их помещали головой к боковой стенке клетки, при 
второй – головой к опилкам с запахом гнезда и при тре-
тьей – головой по направлению к опилкам из «чужой» 
клетки. Фиксировали продолжительность нахождения 
мышат в секциях клетки во время каждой попытки.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью программы «Statistica V. 10.0.». Нормальность 
распределения проверяли с помощью критерия Шапи-
ро-Уилка с последующей оценкой равенства дисперсий 
по критерию Левена. Так как в экспериментальных 
группах либо отсутствовало нормальное распределение, 
либо межгрупповое равенство дисперсий не соблюда-
лось, дальнейшую обработку проводили с помощью ме-
тода непараметрической статистики Манна-Уитни. Для 
определения статистической значимости различий по-
вторных измерений в группе использовали парный кри-
терий Вилкоксона. Для обработки данных, выражен-
ных в %, использовали точный критерий Фишера. Ре-
зультаты в таблицах представлены как среднее ± 
ошибка среднего (Mean ± SEM), или в виде данных, вы-
раженных в %. Различия между группами считали ста-
тистически значимыми при p<0,05. 

Результаты и обсуждение

Масса тела самцов и самок мышат контрольной 
группы на P6 и P7 превышала соответствующие пока-
затели групп животных, пренатально получавших ВПК 
(табл. 1). При изучении прироста массы тела с P7 по 

P14 относительно P6 (фоновый показатель) как у сам-
цов, так и у самок мышей группы «ВПК» отмечалось 
ее увеличение  в сравнении с показателями контроль-
ной группы. Афобазол нормализовал прирост массы 
тела у мышей с фетальным вальпроат-синдромом 
(ФВС), что выразилось как в значимом снижении ско-
рости набора массы в сравнении с группой «ВПК», так 
и в отсутствии различий по данному показателю отно-
сительно контроля (рис. 1).

Влияние афобазола на прирост массы тела у мы-
шей BALB/c с ФВС (Mean±SEM). 

Анализ сроков прозревания у самцов мышей груп-
пы «ВПК» на P13 и P14 выявил их отставание по срав-
нению с показателями контрольной группы, что выра-
зилось в уменьшении на 23,7% (р=0,09) и 13,5% (р<0,05) 
числа открытых глаз, а также в незначимом снижении 
на 30,0% и 26,7% числа животных, открывших оба гла-
за, соответственно (табл. 2). Афобазол не предотвратил 
задержку открывания глаз у самцов мышей с ФВС.

ВПК, введенный пренатально, не влиял на сроки 
прозревания у самок мышей. Отмечалось лишь незна-
чимое снижение на 24,7 и 21,7% числа самок мышей с 
полностью открытыми глазами на P13 в группах «ВПК» 
и «ВПК+Афобазол», соответственно, по сравнению с 
контрольной группой самок (табл. 2).

Таким образом, ВПК, введённая пренатально в до-
зе 400 мг/кг, отрицательно влияла на физическое раз-
витие мышей линии BALB/с, что согласуется с лите-
ратурными данными [20;23]. 

В тесте «переворачивания на поверхности» самцы 
мышей, получавшие ВПК, на P6 статистически значи-
мо дольше выполняли переворот со спины с упором на 
все четыре конечности по сравнению с контрольными 
мышами (9,64±2,55 или 10,79±2,61 vs 6,58±0,67 в кон-
троле), однако в последующие дни отличий по данно-
му параметру не наблюдали (данные не представлены). 
У самок с ФВС отличий относительно контрольной 
группы не зарегистрировано (данные не представлены). 

В тесте «избегание обрыва» поведение мышей 
BALB/с контрольных и опытных групп, как самцов, так 
и самок, оказалось схожим (данные не представлены).

Таблица 1

Масса тела мышей BALB/c с ФВС на P6 - P7 (Mean±SEM)

Самцы P6 P7 Самки P6 P7

Контроль, n=12 3,9±0,1* 4,5±0,2* Контроль, n=15 4,1±0,2# 4,6±0,3*

ВПК, n=15 3,5±0,1 4,0±0,1 ВПК, VPA, n=24 3,6±0,1 4,1±0,1

ВПК+Афобазол, n=14 3,4±0,1 4,0±0,2 ВПК+Афобазол, n=20 3,5±0,2 4,1±0,2

Примечание: * – р<0,05 по сравнению с группой «ВПК», # – р<0,09 по сравнению с группой «ВПК».
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мечалась тенденция к превышению скорости поворота 
тела на P7 и P12 в 1,3 и 1,4 раз, соответственно, относи-
тельно группы «ВПК» (табл. 3). Межполовые различия 
в данном тесте наблюдались только на P12 в группах 
«ВПК+Афобазол», где самцы в 1,5 раза быстрее, чем 
самки, справлялись с задачей теста (табл. 3). 

В тесте «переворачивание в воздухе» у самцов мы-
шей группы «ВПК» значимое ухудшение координации 
движений по сравнению с контрольной группой отме-
чалось на P14, что выразилось в уменьшении на 27,0% 
(р <0,05) числа животных в группе, успешно выпол-
нивших все 3 попытки (табл. 4). Показатели самцов 
мышей с ФВС, получавших Афобазол, в тесте «пере-

Рис. 1. А – самцы, В – самки; * – р <0,05 по сравнению с группой «ВПК», # – р <0,09 по сравнению с группой «ВПК»� СПР – сутки постнатального 
развития�

A Б

Таблица 2

Влияние афобазола на скорость прозревания у мышей BALB/c с ФВС (Mean±SEM)

Группы, число мышей Число открытых глаз, ед. Число мышей с 2 открытыми глазами, % 

Самцы P13 P14 P13 P14

Контроль, n=12 1,7±0,2 2,0±0,0 83,3 100,0

ВПК, n=15 1,3±0,2 1,7±0,1* 53,3 73,3

ВПК+Афобазол, n=12 0,8±0,3* 1,7±0,2 25,0# 75,0

Самки P13 P14 P13 P14

Контроль, n=15 1,5±0,2 1,8±0,1 66,7 86,7

ВПК, n=24 1,0±0,2 1,8±0,1 42,0 88,0

ВПК+Афобазол,n=20 1,2±0,2 2,0±0,1 45,0 95,0

Примечание. * – р <0,05 по сравнению с группой «Контроль», # – р <0,05 по сравнению с группой «Контроль».

В тесте «отрицательный геотаксис» статистически 
значимые различия у самцов группы «ВПК» по срав-
нению с контрольной группой по времени поворота 
тела на наклонной плоскости головой в направлении 
подъема наблюдались только на P12 (табл. 3). Афоба-
зол, в эти же сроки, увеличил в 1,9 раза (р <0,05) ско-
рость выполнения рефлекса у самцов с ФВС относи-
тельно самцов группы «ВПК» (табл. 3)

У самок мышей с ФВС значимых различий во вре-
мени, необходимом для принятия правильного поло-
жение тела в тесте «отрицательный геотаксис», относи-
тельно контрольной группы не обнаружено. При этом, 
на фоне введения афобазола самкам мышей с ФВС, от-
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ворачивание в воздухе» во все дни тестирования не от-
личались от контрольных значений (табл. 4).

У самок мышей с ФВС в тесте «переворачивание в 
воздухе» наблюдалось замедление формирования реф-
лекса, что выразилось на P13 – P14 в значимом сни-
жении на 38,0 и 32,0%, соответственно, числа живот-
ных в группе успешно выполнивших все 3 попытки. 
При этом самки мышей с ФВС, получавшие афобазол, 
справлялись с задачей теста значительно лучше во все 
дни наблюдений, что выразилось в значимом увеличе-
нии на 46,0, 37,0 и 31,0% числа мышей, успешно вы-
полнивших перевороты в воздухе, на P12 – P14, соот-
ветственно, по сравнению с группой «ВПК» (табл. 4).

Анализ числа животных, успешно выполнивших 
все 3 попытки в тесте «переворачивание в воздухе», вы-
явил позитивный эффект афобазола, в большей степе-
ни для самок с ФВС, что может свидетельствовать о 

протективном действии препарата на процессы разви-
тия нервной системы.

В тесте «горизонтальная веревочка» у самцов и самок 
мышей BALB/c, пренатально получавших ВПК, выражен-
ной динамики в увеличении длительности удержания на 
веревочке передними конечностями не наблюдалось, в от-
личие от мышей контрольных групп, что выразилось в зна-
чимом уменьшении в 1,6 раза времени удержания на вере-
вочке на P10 (табл. 4). Афобазол не улучшил показатели мы-
шей с ФВС в данном тесте.

Анализ результатов теста «вздрагивание на хлопок» 
у самцов мышей группы «ВПК» свидетельствует о за-
держке развития, что демонстрирует отсутствие ответ-
ной реакции на внезапный раздражитель у всех живот-
ных на P11 и в ее значимом снижении на P12, относи-
тельно значений контрольной группы (табл. 5). Самки 
мышей с ФВС на P11 вели себя аналогично самцам с 

Таблица 3

Влияние афобазола на поведение мышей BALB/c с ФВС в тесте «отрицательный геотаксис» (Mean±SEM)

Группы, число мышей Скорость поворота тела на наклонной плоскости, с

Самцы P7 P8 P9 P10 P11 P12

Контроль, n=12 17,1±2,4 16,3±2,1 13,9±2,1 12,0±1,7 10,3±1,5 6,5±0,9*

ВПК, n=12 21,9±1,8 20,8±2,3 16,5±2,4 13,0±1,7 9,3±1,1 10,3±1,5

ВПК+Афобазол, n=14 20,3±2,9 19,0±2,6 13,1±2,5 11,7±2,8 8,9±1,6 5,3±1,0*

Самки P7 P8 P9 P10 P11 P12

Контроль, n=12 17,4±2,3 16,8±2,8 14,0±2,2 12,6±1,6 8,7±0,9 8,0±1,1

ВПК, n=24 21,5±1,8 17,7±1,7 16,6±1,9 12,2±1,4 12,2±1,5 11,3±1,6

ВПК+Афобазол, n=20 16,9±1,9# 14,7±2,0 14,5±1,4 10,8±1,5 10,6±1,1 8,1±0,8#^

Примечание. * – р <0,05 по сравнению с группой «ВПК»; # – р <0,09 по сравнению с группой «ВПК», ^ – р <0,05 по сравнению с самцами 
группы «ВПК».

Таблица 4

Влияние афобазола на поведение мышей BALB/c с ФВС в тестах «переворачивание в воздухе» и «горизонтальная веревочка» 
(Mean±SEM)

Группы, 
число мышей Число мышей, успешно выполнивших 3 попытки, % Продолжительность  

удержания на веревочке, с

Самцы P10 P11 P12 P13 P14 P14

Контроль, n=12 0 0 45 73 91 20,8±3,1

ВПК, n=15 0 20 36 60 64* 12,9±1,5*

ВПК+Афобазол, n=14 0 33 40 67 83 12,8±2,3*

Самки P10 P11 P12 P13 P14 P14

Контроль, n=15 7 14 29 71 86 18,3±2,6

ВПК, n=24 0 13 21 33* 54* 12,5±1,3*

ВПК+Афобазол, n=20 20 30 67# 70# 85# 12,7±2,1

Примечание. * – р <0,05 по сравнению с группой «Контроль», # – р <0,05 по сравнению с группой «ВПК».
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ФВС, однако введение афобазола предотвращало сни-
жение скорости формирования рефлекса (табл. 5).

Подобное изменение процессов развития нервной 
системы наблюдалось и при оценке формирования уш-
ного рефлекса на фоне пренатального введения ВПК 
самцам и самкам мышей линии BALB/с, что вырази-
лось в значимом снижении числа ответных реакций 
животных на раздражитель в сравнении с показателя-
ми контрольных групп (табл. 5). Афобазол облегчал 
формирование рефлекса, как у самцов, так и у самок 
мышей с ФВС. Число реакций на стимул у самцов 
группы «ВПК+Афобазол» было значимо больше на 
P10 – P12, а у самок с ФВС, получавших афобазол – 
на P10 в сравнении с показателем соответствующей 
группы «ВПК» (табл. 5).

Дефицит социального взаимодействия является 
одним из основных симптомов РАС, а наиболее рас-
пространенным тестом для его изучения в экспери-
менте является поведение в трех-камерной установке 
с предъявлением разных по социальной значимости 
объектов [23]. Поскольку данный тест применим для 
более взрослых животных, для определения ранних по-
веденческих нарушений при социальном распознава-
нии мы использовали его модифицированную версию 
– тест «предпочтение материнского запаха». 

Как следует из полученных результатов, самцы мы-
шей контрольной группы при первоначальной посадке 
в опытную клетку пребывали примерно равное время в 
каждой из зон («домашней», «нейтральной» и «чужой»), 
тогда как мыши с ФВС больше времени проводили в зо-
не с опилками из домашней клетки (р<0,05). При посад-
ке мышей головой в направлении зоны с «домашним» 
запахом животные всех групп демонстрировали предпо-
чтение этой части клетки. Однако, при помещении мы-
шей головой в направлении зоны с запахом «чужой» клет-

ки, отмечалось отсутствие предпочтения определенного 
запаха у животных контрольной группы и группы с ФВС, 
в то время как под действием афобазола, самцы мышей 
с ФВС превалирующую часть времени проводили в зоне 
с опилками из домашней клетки (р<0,05) (табл. 6).

Самки мышей контрольной группы, также как сам-
ки группы «ВПК» при первом помещении в опытную 
клетку вдоль зоны с нейтральными опилками вели се-
бя аналогично самцам, не отдавая предпочтения ка-
кой-либо из них. Тогда как самки мышей с ФВС, по-
лучавшие афобазол, предпочитали зону с «домашним» 
запахом (табл. 6). При втором помещении мышей всех 
групп в экспериментальную клетку головой в направ-
лении зоны с «домашним» запахом мыши всех групп 
преимущественно выбирали её. Наиболее интересным 
является анализ третьего размещения животных в клет-
ке с разными по социальной значимости зонами, ког-
да мыши контрольной группы, также как и мыши груп-
пы «ВПК + Афобазол», соответственно, в 2,0 (р<0,05) 
и 3,0 раз (р<0,05) больше времени проводили в зоне с 
опилками из «домашней» клетки (табл. 6).

Результаты проведенного исследования продемон-
стрировали наличие у мышей с ФВС, вызванным пре-
натальным введением ВПК в дозе 400 мг/кг, задерж-
ки развития и социального распознавания в гнездовом 
периоде с P6 по P14, проявляющейся в более позднем 
открывании глаз, замедлении развития ответных ре-
акций на сенсорные стимулы, увеличении времени 
переворота на поверхности и ухудшение моторики и 
координации движений в тестах «отрицательный ге-
отаксис» и «переворот в воздухе», и отсутствии пред-
почтения материнского запаха. Недавние исследова-
ния предполагают, что сниженный при рождении вес 
может быть фактором риска РАС [8]. В наших опытах 
мыши с ФВС значимо отставали по массе тела на P6 – 

Таблица 5

Влияние афобазола на скорость формирование рефлексов у мышей BALB/c с ФВС (Mean±SEM)

Группы, число мышей Вздрагивание на хлопок, балл Реакция на прикосновение к уху, балл 

Самцы P11 P12 P13 P10 P11 P12

Контроль, n=12 0,2±0,1 0,8±0,1 0,9±0,1 0,6±0,2 0,75±0,13 0,9±0,1

ВПК, n=15 0,0±0,0 0,5±0,1* 0,8±0,1 0,0±0,0* 0,27±0,12* 0,7±0,1

ВПК+Афобазол, n=14 0,0±0,0 0,6±0,2 0,9±0,1 0,5±0,2# 0,67±0,14# 1,0±0,0#

Самки P11 P12 P13 P11 P11 P12

Контроль, n=15 0,2±0,1 0,6±0,1 0,9±0,1 0,3±0,1 0,5±0,1 0,9±0,1

ВПК, n=24 0,0±0,0* 0,5±0,1 0,8±0,1 0,1±0,1* 0,4±0,1 0,8±0,1

ВПК+Афобазол, n=20 0,2±0,1 0,5±0,1 0,9±0,1 0,5±0,1# 0,6±0,1 0,9±0,1

Примечание. * – р <0,05 по сравнению с группой «Контроль»; # – р <0,05 по сравнению с группой «ВПК».
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P7 в сравнении с контрольными животными. Однако, 
в дальнейшем, прирост веса у получивших ВПК мы-
шей превышал показатели контрольных групп, чего 
не наблюдалось на фоне введения афобазола. Можно 
отметить, что дети с РАС и деструктивным поведени-
ем подвержены повышенному риску ожирения [24]. 

Мышата групп, пренатально получавших ВПК, а 
затем с P7 по P14 – афобазол, проводили больше вре-
мени в зоне с опилками, взятыми из домашней клет-
ки, в то время как у мышей групп «ВПК», отличий во 
времени, проведенном в разных по социальной значи-
мости зонах (с чистыми опилками, опилками из до-
машней или чужой клетки), не было. Эти данные сви-
детельствуют о том, что у мышей линии BALB/с с ФВС 
нарушается способность различать социальные и не-
социальные, а также знакомые и чужие запахи, что вос-
производит характерную для РАС дисфункцию соци-
ального взаимодействия и распознавания [8]. Полу-
ченные результаты указывают на способность 
афобазола ослаблять повреждающее воздействие и да-
же нормализовать обонятельную функцию. Следует 
отметить, что гломерулы в обонятельных луковицах 
мышей развиваются от E13 до E16 [25], т.е. в период 
введения нами токсической дозы ВПК.

Поведение самцов мышей BALB/с в тесте предпо-
чтения материнского запаха возможно связано со спец-
ифичным для линии аутизм-релевантным фенотипом 
с нарушениями в обонятельной сфере, особенно про-
являющимися при предъявлении социальных запахов 
[26]. Известно, что обонятельная функция у грызунов 
обеспечивается основной обонятельной системой и 

вспомогательной, специализированной для внутриви-
довой связи. Показано что типичные гломерулы линий 
мышей BALB/c и CD-1 отличаются по своей внутри-
гломерулярной связности и морфометрии [27], чем мож-
но объяснить различное поведение мышей в ответ на 
запахи. Половой диморфизм в обонятельной функции 
был обнаружен в добавочной обонятельной системе, 
которая в основном связана с информацией о феромо-
нах и репродуктивным поведением [28]. Согласно по-
лученным результатам самки мышей линии BALB/с об-
ладают лучшими обонятельными способностями, свя-
занными с осуществлением видовых коммуникаций, 
что косвенно подтверждается большим числом нети-
пичных гломерул у самок [28], и позволяет предпола-
гать половой диморфизм по данному признаку.

Выявленные в нашем исследовании позитивные эф-
фекты афобазола – соединения, обладающего свойства-
ми агониста сигма1-рецепторов, лиганда MT1- и MT3-
рецепторов, а также регуляторного участка MAO-A [29-
31], не противоречат представлениям о стимуляции 
препаратом шаперонной функции сигма1-рецепторов 
[32], что вероятно обеспечивает влияние на моноами-
нергические и глутаматергические системы мозга, на 
пластические и трофические процессы в ЦНС, измене-
ния которых характерны при РАС [33].

Заключение

Таким образом, в результате проведенных экспери-
ментов по изучению влияния афобазола на показатели 
развития нервной системы в периоде раннего постна-
тального развития мышей линии BALB/с на модели 

Таблица 6

Влияние афобазола на поведение мышей BALB/c с ФВС в тесте «предпочтение материнского запаха» (Mean±SEM)

Группы, число мышей

Длительность нахождения в зоне клетки 

Посадка в экспериментальную клетку, ориентация мыши. 

головой к боковой стене головой к «домашним» опилкам головой к «чужим» опилкам

Самцы Д Н Ч Д Н Ч Д Н Ч

Контроль, n=11 16,0±6,9# 20,2±6,1 23,8±7,6 33,4±8,1 20,1±6,5 6,6±4,5^ 17,2±7,0 22,5±6,3 20,4±7,5

ВПК, n=12 32,8±6,0 11,3±1,3 14,7±6,3^ 46,5±4,1 9,1±1,9 3,3±2,6^ 24,9±6,9 10,3±1,3 23,6±6,6

ВПК+Афобазол, n=14 36,2±5,3 22,4±4,9 1,8±1,5#^ 49,2±2,2 10,8±2,2 0,0±0,0^ 39,2±4,9^ 16,8±4,3 4,1±2,4*^

Самки Д Н Ч Д Н Ч Д Н Ч

Контроль, n=12 24,0±6,3 16,4±2,7 19,5±6,3 41,6±3,4 10,2±1,2 8,2±3,3^ 31,9±6,0* 12,3±1,6* 15,9±5,6^

ВПК, n=24 17,3±5,0 19,5±3,6 23,2±5,0 35,8±4,9 17,9±3,5 6,2±2,6^ 13,1±3,8 31,0±4,4 15,9±4,6

ВПК+Афобазол, n=20 32,4±4,3* 26,4±4,2 1,3±1,3*^ 44,0 ±3,9 12,7±2,9 3,4±2,4^ 31,7±4,7* 18,1±3,4* 10,3±3,9^

Примечание. * – р <0,05 по сравнению с группой «ВПК»; # – р <0,09 по сравнению с группой «ВПК»; ^ – р <0,05 по сравнению с отсеком, 
содержащим опилки из «домашней» клетки (внутригрупповое сравнение); Д – опилки из «домашней» клетки, Н – «нейтральные» (чистые 
опилки), Ч – опилки из «чужой» клетки.



20

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.12-21

ФВС установлены корригирующие свойства препарата 
в отношении нарушений, вызванных пренатальным вве-
дением ВПК, что определяет целесообразность даль-
нейшего изучения афобазола на моделях РАС.
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Структурные основы изменения межнейронной коммуникации 
нейронов поля СА3 гиппокампа белых крыс после тяжелой 
черепно-мозговой травмы

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

Цель – изучение пирамидных нейронов поля СА3 гиппокампа белых крыс в динамике после тяжелой черепно-мозговой 
травмы (ТЧМТ)� 
Методы. ТЧМТ моделировали под наркозом с помощью свободно падающего груза массой 200−250 г с высоты 50 см на 
теменно-затылочную область� Гиппокамп изучали в контроле (n=5), через 1, 3, 5, 7 и 14 сут после ТЧМТ (n=25)� Общую оценку 
состояния нейронов поля СА3 проводили на препаратах окрашенных гематоксилином-эозином, численную плотность ней-
ронов – при окраске по Нисслю, цитоскелет нейронов изучали с помощью реакции иммунотипирования нейрон-специ-
фического структурного белка (МАР-2), синаптические терминали – иммунотипирования синаптофизина (p38)� Для визу-
ализации MAP-2 нейронов и р38 синаптических терминалей использовали мультимерный набор NovolinkTM (DAB) Polymer 
Detection System (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Великобритания)� Морфометрический анализ проводили на цветных рас-
тровых и бинарных изображениях с использованием плагинов программы ImageJ 1�52s� Определяли относительную пло-
щадь зон отека-набухания, численную плотность пирамидных нейронов, количество дистрофически и некробиотически 
измененных нейронов, общую  и относительную площадь синаптических терминалей� 
Результаты. Через 1 сут после ТЧМТ нарастали явления отека-набухания, увеличивалось количество дистрофически и 
некробиотически измененных нейронов, уменьшалась общая и относительная площадь терминалей� В течение 14 сут 
общая плотность нейронов уменьшилась на 31%� Параллельно активировались механизмы нейро- и синаптической пла-
стичности, в результате чего восстанавливался цитоскелет поврежденных нейронов и увеличивалось количество межней-
ронных синапсов (в 1,32 раза выше контроля)� 
Заключение. Восстановление структур межнейронной коммуникации происходило на фоне уменьшения общей числен-
ной плотности пирамидных нейронов� Выявленные изменения рассматриваются как основа перманентной компенсаторно-
восстановительной реорганизации межнейронных отношений гиппокампа на фоне вторичной ишемии головного мозга�
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The structural base for changes in the interneuronal communication of CA3 neurons in the 
hippocampus of white rats after severe traumatic brain injury

Omsk State Medical University, 
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Aim. To study changes in hippocampal CA3 pyramidal neurons of white rats after severe traumatic brain injury (STBI)� 
Methods. STBI was modeled with a free-falling weight (200-250 g) impact� The hippocampus was studied in control rats (n=5) 1, 
3, 5, 7, and 14 days after STBI (n=25)� The CA3 field neurons were examined on preparations stained with hematoxylin-eosin and 
the number of neurons was determined with Nissl staining� The neuronal cytoskeleton was studied by immunotyping of the neu-
ron-specific structural protein MAP-2, and synaptic terminals were studied by immunotyping of synaptophysin (p38)� Neuronal 
MAP-2 and p38 were visualized with a multimeric Novolink™ (DAB) Polymer Detection Systems kit (Leica Biosystems Newcastle 
Ltd, Great Britain)� Morphometric analysis was performed on color raster and binary images using ImageJ 1�52s plugins to deter-
mine the relative area of edema and swelling zones, number density of pyramidal neurons, content of dystrophic and necrobiot-
ically altered neurons, and total and relative areas of synaptic terminals� 
Results. On the next day after STBI, manifestations of edema and swelling and the content of dystrophic and necrobiotically altered 
neurons were increased whereas the total and relative areas of terminals were decreased� In 14 days, the total density of neurons 
decreased by 31%, which was in parallel with activation of mechanisms for neuro- and synaptic plasticity� As a result, the cytoskel-
eton of damaged neurons recovered, and the content of interneuronal synapses increased 1�32 times compared to the control� 
Conclusion. The structural recovery of interneuronal communication was associated with a decrease in the total number den-
sity of pyramidal neurons� These changes were regarded as a base for permanent compensatory and restorative reorganization 
of hippocampal interneuronal relations in secondary cerebral ischemia� 
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Введение

Гиппокамп является частью лимбической систе-
мы, играющей важную роль в обучении и хранении па-
мяти, регуляции эмоций, сна, бодрствования, про-
странственной ориентации и фильтрации важной ин-
формации [1-3]. В связи с этим она привлекает 

внимание исследователей, изучающих механизмы раз-
вития когнитивного дефицита при различных патоло-
гических состояниях, включая дегенеративные забо-
левания, ишемию и травму головного мозга [4-7]. 

Цито-, дендро- и синаптоархитектоника поля СА3 
гиппокампа хорошо изучены. Пирамидные нейроны 
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этого поля имеют мощные короткие апикальные ден-
дриты, которые разделяются недалеко от перикарио-
на, покрыты гигантскими шипиковыми выростами и 
образуют синаптические контакты с гигантскими тер-
миналями аксонов гранулярных нейронов зубчатой 
фасции (мшистыми волокнами). Гигантские синапсы 
локализуются в stratum lucidum и на соме пирамидных 
нейронов. От слоя пирамидных нейронов СА3 отходят 
так называемые коллатерали Шаффера, которые об-
разуют синапсы с апикальными дендритами пирамид-
ных нейронов СА1. Упомянутые связи являются основ-
ными ассоциативными путями гиппокампа (трисинап-
тический путь), которые соединяют воедино его 
основные элементы. Установлено, что именно поле 
СА3 гиппокампа является точкой конвергенции пото-
ков информации от ассоциативной коры и ствола моз-
га [8-10]. Нейроны гиппокампа отличаются не только 
структурным, но и генетическим полиморфизмом, что 
определяет особенности их ответной реакции на пато-
логические воздействия [4]. Для нейронов гиппокам-
па характерна высокая синаптическая пластичность, 
которая обеспечивает адаптивную, компенсаторную и 
реапаративную реорганизацию межнейронных отно-
шений, подстраивая пространственную сетевую ком-
муникацию пирамидных нейронов гиппокампа к кон-
кретным условиям [11]. 

Черепно-мозговая травма (ЧМТ) занимает 3-е ме-
сто среди причин смерти в РФ, является ведущей при-
чиной смерти и инвалидности у лиц до 40-45 лет. 
Острые и хронические последствия ЧМТ разной эти-
ологии хорошо изучены [12]. ЧМТ оказывает влияние 
на все отделы и структуры головного мозга в результа-
те первичного травматического и вторичного ишеми-
ческого воздействия [13-18].

Даже незначительные повреждения гиппокампа 
при легкой ЧМТ неизбежно приводят к когнитивной 
дисфункции и нарушениям пространственной ориен-
тации [4]. Это связано с тем, что в ответ на травму и 
вторичные нарушения микроциркуляции, энергети-
ческого, водного и ионного обмена происходит ряд по-
следовательных конформационных изменений (гидра-
тации белков) цитоскелета нейронов (перикариона, 
дендритов, аксонов) и синапсов (пресинаптическая 
решетка, постсинаптическое уплотнение), которые 
блокируют физико-химические основы образования 
и движения нервного импульса, а также механизмы 
пульсации нейронов и перманентной физиологиче-
ской пространственной реорганизации межнейрон-
ных отношений [17, 19, 20].

В этой связи важным является изучение послед-
ствий закрытой ТЧМТ в гиппокампе, который не име-

ет непосредственного контакта с травмирующим аген-
том, но, по данным литературы, оказывается вовле-
ченным в патологический процесс формирования 
посттравматической энцефалопатии. Особое значение 
в анализе изменений межнейронной коммуникации 
нейронов имеют данные о состоянии структур, уча-
ствующих в формировании синаптических связей – 
аксональных терминалях (селективное выявление с 
помощью типирования на синаптофизин и дендритах 
(селективное выявление с помощью реакции на белок, 
ассоциированный с микротрубочками). Первые явля-
ются пре-, вторые – постсинаптической частью синап-
сов [5, 6, 18]. 

Несмотря на большое количество исследований, 
посвященных морфологии гиппокампа головного моз-
га белых крыс в норме и при различных патологиче-
ских состояниях, особенности структур коммуника-
ции пирамидных нейронов поля СА3 после тяжелой че-
репно-мозговой травмы изучены недостаточно.

Цель исследования – изучение в динамике после 
ТЧМТ изменений пирамидных нейронов поля СА3  гип-
покампа и систем их межнейронной коммуникации (от-
ростки нейронов, терминали синапсов, цитоскелет). 

Методика

Исследование выполнено в ФГБОУ ВО «Омский 
государственный медицинский университет», одобре-
но этическим комитетом университета (протокол №107 
от 2 октября 2018 года). В качестве эксперименталь-
ных животных использовали 30 половозрелых крыс 
Wistar (самцы масса 270−350 г. Животных содержали 
в стандартных лабораторных условиях, эксперимент 
проводили в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных» (Приложение к приказу Министерства здравоох-
ранения СССР от 12.08.77 №755) и с рекомендациями 
Международного комитета по науке о лабораторных 
животных, поддержанных ВОЗ, директивой Европей-
ского Парламента № 2010/63/EU от 22.09.10 «О защи-
те животных, используемых для научных целей».

Для изучения структурно-функционального состо-
яния нейронов и синапсов поля СА3 гиппокампа го-
ловного мозга в посттравматическом периоде модели-
ровали тяжелую черепно-мозговую травму (ТЧМТ, 
n=25). Через 5 мин после введения Zoletil 100 (5−7 еди-
ниц) с помощью специальной рельсовой стойки нано-
сили удар свободно падающим грузом массой 200−250 
г с высоты 50 см на теменно-затылочную область. Кон-
тролем служили интактные крысы (n=5). 

Через 1, 3, 5, 7 и 14 сут (по 5 животных на каждый 
срок) после травмы (под наркозом Zoletil 100) голов-
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ной мозг фиксировали перфузией. Последовательно 
вводили 100−125 мл раствора 0,9% NaCl и Фрагмина 
(5000 ЕД) и 30 мл 4% раствора параформальдегида на 
фосфатном буфере (pH 7,2−7,4). Мозг извлекали и хра-
нили в фиксаторе при температуре 3−5 ˚С. Далее ма-
териал заключали в гомогенизированный парафин 
(HISTOMIX®) с помощью автомата «STP 120». Серий-
ные фронтальные срезы (4 мкм) готовили на санном 
микротоме HM 450 (Thermo) на уровне (-) 2,40 и 
(-) 3,36 мм от Bregma [21]. 

Общую качественную оценку поля СА3 проводили 
на препаратах, окрашенных гематоксилином-эозином, 
численную плотность пирамидных нейронов опреде-
ляли при окраске по Нисслю (учитывали только ней-
роны с видимым ядрышком), цитоскелет нейронов из-
учали с помощью иммунотипирования нейрон-спец-
ифического структурного белка, ассоциированного с 
микротрубочками (МАР-2). Он обратимо связывается 
с микротрубочками цитоскелета, способствуя их по-
лимеризации, придает им устойчивость против депо-
лимеризующих воздействий, а также вызывает обра-
зование пучков. Использовались поликлональные кро-
личьи антитела (разведение 1:400; ab32454, abcam, 
США). Синаптические терминали изучали с помощью 
иммунотипирования синаптофизина (p38), который 
связан с синаптическими пузырьками и локализуется 
исключительно в пресинаптических терминалях. В ка-
честве первичных использовали моноклональные 
(клон 27G12) мышиные антитела (Bond Ready-to-Use 
Primary Antibody; Leica Biosystems Newcastle Ltd, Вели-
кобритания). Для иммунотипирования срезы разме-
щали на полилизиновых стеклах. Для визуализации 
MAP-2 нейронов и р38 синаптических терминалей ис-
пользовали мультимерный набор NovolinkTM (DAB) 
Polymer Detection System (Leica Biosystems Newcastle 
Ltd, Великобритания). После реакции с первичными 
антителами срезы последовательно инкубировали с 
вторичными антителами, затем хромогеном DAB 
(3,3’-диаминобензидин), докрашивали гематоксили-
ном, заключали в полистирол. 

Препараты фотографировали (микроскоп Leica 
DM 1000, объектив ×100, камера GXCAM-DM800 
Unique Wrap-Around 8MP AUTOFOCUS USB, pixel size 
1,4×1,4 µm), изображения сохраняли в файлах с рас-
ширением tiff (2592x1944 пикселей). Для достижения 
максимальной контрастности и четкости изображения 
проводили коррекцию с помощью фильтра Camera Raw 
(контрастность, баланс белого, четкость) в Photoshop 
CC. Дальнейшее морфометрическое исследование осу-
ществляли с использованием программы ImageJ 1.52s. 
На каждый срок использовали по 50 случайно выбран-

ных полей зрения (область интереса) СА3 гиппокампа. 
Цветные изображения (иммунотипирование р38) 
трансформировали в бинарные, на которых определя-
ли («Analyze Particles») относительную площадь и чис-
ленную плотность синаптических терминалей (на 1 
мм2) в stratum lucidum и слое пирамидных нейронов СА3 
(область интереса: 25×25 мкм; объектив: ×100). Для 
стандартизации измерений численную плотность пи-
рамидных нейронов определяли по наличию ядрышек 
на срезах перикарионов (окраска по Нисслю; область 
интереса: 130×70 мкм; объектив ×100).  

На цветных изображениях (окраска гематокси-
лином&эозином) для выявления зон отека-набухания 
(максимальная яркость пикселей − Maxima) нервной 
ткани использовали плагин-фильтр «Find Maxima» из 
программы ImageJ 1.52s (https://imagej.nih.gov/ij/docs/
menus/process.html#find-maxima). Неравномерность 
распределения зон максимальной яркости (ЗМЯ) оце-
нивали с помощью алгоритма водораздела “Segmented 
Particles”, примененного к значениям яркости изобра-
жения. На полученных в результате работы этого филь-
тра масках изображений определяли («Analyze Particles») 
относительную площадь зон максимальной яркости, 
которые затем переводили в объем (на 1 мм3). 

Для проверки статистических гипотез из получен-
ных массивов графических изображений формирова-
ли вариационные ряды: 1) на каждый срок фотографи-
ровали около 200 полей зрения гиппокампа (объектив: 
×100); 2) с помощью специально написанного макро-
са в программе ImageJ выделяли на этих фотографиях 
области интереса: 25×25 мкм и помещали их в стеки; 
3) затем осуществляли процедуру рандомизации зон 
интереса с помощью генератора случайных чисел 
(Statistica 8.0) и отбирали на каждый срок по 50 изо-
бражений. На этих изображениях проводили морфо-
метрический анализ с получением цифрового матери-
ала. Таким образом, в итоге каждый вариационный 
ряд, отражающий один срок по изученным перемен-
ным, состоял из 50 измерений. Характер распределе-
ния вариационных рядов оценивали с помощью теста 
Shapiro-Wilk (Statistica 8.0) и квантильных графиков 
(среда R). Некоторые вариационные ряды не соответ-
ствовали условиям применения методов параметриче-
ской статистики. Поэтому проверку статистических 
гипотез осуществляли непараметрическими методами: 
парное сравнение – критерий Манна-Уитни, множе-
ственное сравнение – аналог однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA Краскела-Уоллиса). Коли-
чественные данные в работе представлены как медиа-
на (50% квартиль − мера центральной тенденции), 
25−75% квартили, диапазоны без выбросов (Max-Min) 
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и с выбросами − меры разброса изученных величин. 
Медиана является нечувствительной к распределению 
и наиболее подходит для анализа данных подобного 

типа [22]. В ходе проведения статистического анализа 
нулевая гипотеза отвергалась при p≤0,05.

Результаты исследования

В группе контроля на фронтальных срезах гиппо-
кампа, окрашенных гематоксилином&эозином и по 
Нисслю в СА3 преобладали типичные нормохромные 
пирамидные нейроны (до 25 мкм в диаметре) с круп-
ным ядром, содержащим большое ядрышко (2,0−3,5 
мкм). Признаков гидропической и белковой дистро-
фии нейронов выявлено не было. Нейропиль молеку-
лярного слоя, периваскуляные и перинейрональные 
зоны представлены однородным субстратом без струк-
турных проявлений отека-набухания (рис 1, а). 

При иммунотипировании на MAP-2 перикарионы 
и отростки пирамидных нейронов равномерно запол-
нены маркером (рис 1, б). Вокруг перикарионов и ден-
дритов пирамидных нейронов располагалось большое 
количество крупных р38-позитивных синаптических 
терминалей в виде круглых коричневых гранул (ча-
стиц) и их конгломератов (рис 1, б). Площадь срезов 
одной р38-позитивной частицы варьировала в преде-
лах 1,5−6,6 мкм2. Максимальное скопление этих тер-
миналей в поле СА3 отмечено в особой зоне (stratum 
lucidum), которая состояла из апикальных участков 
дендритов пирамидных нейронов и гигантских синап-
сов, сформированных терминалями аксонов мшистых 
волокон зубчатой фасции. В stratum radiatum и 
lacunosum молекулярного слоя поля СА3 при иммуно-
гистохимическом исследовании гигантские термина-
ли встречались редко.

После ТЧМТ появлялись типичные структурные 
признаки гидропической (вакуолизированные ней-
роны), белковой дистрофии (гиперхромные нейро-
ны, часть из которых с признаками сморщивания), 
хроматолиза (гипохромные нейроны и клетки-тени), 
отека-набухания перикарионов, крупных дендритов, 
нейропиля, отростков астроцитов и олигодендро-
глиоцитов (перицеллюлярный и периваскулярный). 
Количество глиоцитов, по сравнению с контролем, 
увеличивалось в 2−3 раза (рис 2, а, б, в, г). Топогра-
фически изменения  носили диффузно-очаговый ха-
рактер.

Содержание неизмененных нормохромных ней-
ронов в остром посттравматическом периоде умень-
шалось до 20–30%. Среди дистрофически изменен-
ных нейронов превалировали гиперхромные нейро-
ны без сморщивания и гомогенизации перикариона. В 
необратимо измененных гиперхромных пикноморф-
ных нейронах отмечалась конденсация и гомогениза-
ция хроматофильного вещества ядра и цитоплазмы, 

Рис. 1. Фрагменты поля СА3 гиппокампа головного мозга белых крыс 
в норме: а – окраска гематоксилином-эозином, б – иммунотипирова-
ние МАР-2, в – иммунотипирование на р38 (синаптофизин)� Превали-
руют нормохромные пирамидные нейроны (а), равномерно заполнен-
ные MAP-2-позитивным материалом (б); вокруг перикарионов и ден-
дритов пирамидных нейронов (в) располагается большое количество 
крупных р38-позитивных синаптических терминалей (черные стрел-
ки� Красные стрелки – слой пирамидных нейронов�

* – stratum lucidum� Объектив ×100; шкала − 25 мкм�

а

б

в
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«исчезновение» ядрышка. Наибольшее количество та-
ких нейронов выявлено через 3 и 5 сут после травмы 
(в некоторых очагах до 80% всех клеток) (рис. 2, б, в, 
г), на фоне максимального для посттравматического 
периода объема зон отека-набухания (рис 3, а). В этот 
же период отмечали большое количество (до 40–60%) 
нормохромных пирамидных нейронов с двумя–тремя 
ядрышками (рис 2, б), что, вероятно, свидетельство-
вало о компенсаторной активации ядер неповрежден-
ных нейронов. Мы полагаем, что в активно функцио-
нирующих нейронах гиппокампа включались процес-
сы адаптации белоксинтезирующей системы, которые 
проявлялись гипертрофией и амплификацией ядры-
шек. По данным литературы, это обеспечивало уси-
ление рибосомного синтеза, регенерацию частично 
поврежденных и защиту функционирующих клеток. 
Аналогичные структурные изменения показаны на-
ми после острой ишемии мозга [23]. 

Через 7 и 14 сут после ТЧМТ содержание в СА3 
нормохромных нейронов значительно увеличивалось, 
а гиперхромных уменьшалось (рис. 2, д, е). При этом 
общая численная плотность нейронов, в которых со-
хранялось и верифицировалось ядрышко, в течение 14 
сут наблюдения (начиная с 3-х сут) статистически зна-
чимо уменьшалась (рис. 3, б). То есть, не все дистро-
фически измененные нейроны восстанавливались, 
часть из них необратимо разрушались и, вероятно, эли-
минировались путем фагоцитоза. На рис. 3, б видно, 
что после ТЧМТ значительно увеличивались меры раз-
броса вариационных рядов (диапазоны без выбросов 
и с выбросами) переменной «общая численная плот-
ность нейронов». Это свидетельствовало о неоднород-
ности (очагах или локусах) разрушения пирамидных 
нейронов – явные проявления полиморфизма одно-
типных по структуре пирамидных нейронов. 

По данным иммунотипирования ассоциированно-
го с микротрубочками протеина, после ТЧМТ в СА3 

а

в

д

б

г

е

Рис. 2. Фрагменты поля СA3 гиппокампа головного мозга через 1 (а) 3 (б, в), 5 (г), 7 (д) и 14 (е) суток после тяжелой черепно-мозговой травмы: в 
первые 5 сут (а-г) уменьшалась доля нормохромных (черные стрелки) нейронов, появлялось большое количество гиперхромных несморщен-
ных и пикноморфных нейронов (красные стрелки), глиальных клеток (а-в), отмечались гипохромные нейроны (*), проявления гидропической 
дистрофии (отек-набухание нейропиля, астроцитов, перикариона, б и в); через 7 (д) и 14 (е) сут происходило выраженное восстановление со-
держания нормохромных нейронов� Окраска гематоксилином-эозином; объектив ×100; шкала − 25 мкм�
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появлялось большое количество очагов измененных 
нейронов с выраженной конденсацией микротрубо-
чек цитоскелета по периферии перикариона и в ден-
дритах, а также с разной степенью дегидратации и 
сморщивания клетки в целом. Это, вероятно, свиде-
тельствовало о конформационных изменениях белков 
цитоскелета в перикарионе и отростках пирамидных 
нейронов. Максимальная степень конденсации МАР-
2-позитивного материала (плотность хромогена по яр-
кости пикселей) отмечена в сморщенных гиперхром-
ных нейронах через 3, 5 и 7 сут (мода = 62−68, в не-
сморщенных нейронах мода = 90−120). Наиболее часто 
крупные очаги сморщенных нейронов с высокой плот-
ностью хромогена встречались через 3 сут  после трав-
мы (рис. 4, а-в). Значительное восстановление гидра-
тации белков цитоскелета гиперхромных нейронов 
происходило, вероятно, только через 14 сут после трав-
мы, когда доля клеток с выраженной гиперхромией и 
конденсацией микротрубочек цитоскелета существен-
но уменьшалась (рис. 4, е). 

Таким образом, после ТЧМТ в поле СА3 гиппокам-
па были отмечены очаговые изменения плотности 
МАР-2-позитивного материала цитоскелета пирамид-
ных нейронов. В сморщенных гиперхромных клетках 
отмечалась выраженная конденсация цитоскелета, свя-
занная с разрушением и дегидратацией его белков. Это 
неизбежно приводило к нарушению функций цито-
скелета части нейронов и блокировало передачу им-
пульсов по их отросткам. Найденные изменения ци-
тоскелета в той или иной степени сохранялись на про-

тяжении всего изученного постишемического периода, 
но в большей степени проявлялись через 1, 3 и 5 сут. 
Именно в это время были выявлены максимальные 
проявления отека-набухания (рис. 3, а) и большое ко-
личество некробиотически измененных нейронов (рис. 
2, а-г). Далее (7 и 14 сут) происходило восстановление 
цитоскелета основной массы несморщенных нейро-
нов, а необратимо измененные сморщенные нейроны, 
вероятно, удалялись частями посредством фагоцито-
за астроцитами и микроглиоцитами. 

Деструктивные и репаративные изменения цито-
скелета пирамидных нейронов СА3 гиппокампа после 
ТЧМТ сопровождались статистически значимыми из-
менениями численной плотности и относительной 
площади крупных и гигантских терминалей в stratum 
lucidum. Эти терминали надежно верифицировались с 
помощью иммунотипирования на синаптофизин (р38) 
синаптических пузырьков, а их большие размеры по-
зволяли точно оценить динамику изменения количе-
ства и площади терминалей в посттравматическом пе-
риоде (рис. 5, 6, 7). 

В остром периоде после травмы появлялись очаги с 
низкой и высокой плотностью частиц р38-позитивного 
материала. Низкая плотность соответствовала зонам 
СА3 с высоким содержанием гиперхромных нейронов 
(рис. 5, а, в), а высокая плотность – зонам с преоблада-
нием нормохромных нейронов (рис. 5, б, г). 

Морфометрическая оценка синаптических термина-
лей проводилась по количеству и площади меток р38 на 
бинарных изображениях. Через 1 сут после ТЧМТ про-

Рис. 3. Объем зон отека-набухания (а) и численная плотность пирамидных нейронов (б) в контроле и в посттравматическом периоде: через 3, 
5, 7 и 14 сут происходит статистически значимое уменьшение плотности нейронов� * – различия в сравнении с контролем; ^ – с предыдущим 
сроком статистически значимы (критерий Манна-Уитни)� ANOVA – однофакторный дисперсионный анализ Краскела-Уоллиса, множественное 
сравнение переменных по срокам исследования� Материал представлен как медиана (50%), 25−75% квартили (бокс), диапазон без (Max-Min) и 
с выбросами (·)� 

а б
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исходило смещение в сторону увеличения доли полей 
зрения с низкой площадью меток (рис. 6). Это свидетель-
ствовало о разрушении части синаптических терминалей 
(рис. 7, а) и содержащегося в них р38 (рис. 7, б). 

Однако уже через 3 сут после травмы происходи-
ло компенсаторное увеличение общей численной 

плотности и площади р38 (рис. 7, а, б). Увеличение 
численной плотности терминалей было нестабиль-
ным: через 5 сут показатель вновь снижался, затем 
(7 сут) увеличивался, через 14 сут достигал уровня 
контроля (рис. 7, а). Все это, вероятно, свидетель-
ствовало об активации процесса синаптической пла-

Рис. 4. Фрагменты поля СA3 гиппокампа головного мозга через 1 (а) 3 (б, в), 5 (г), 7 (д) и 14 (е) суток после тяжелой черепно-мозговой травмы: 
увеличивалась доля нейронов (красные стрелки) с выраженной конденсацией микротрубочек цитоскелета по периферии перикариона и ден-
дритах с разной степенью сморщивания клетки; через 14 (е) сут происходило значительное восстановление гидратации цитоскелета� Черные 
стрелки – нормохромные нейроны, * – stratum lucidum� Окраска – реакция на MAP-2; объектив ×100; шкала − 25 мкм�
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стичности на фоне вторичной ишемии и деструкции 
синапсов. 

Таким образом, реорганизация межнейронных от-
ношений в СА3 гиппокампа после ТЧМТ – длительный 
волнообразный процесс, сочетающий в себе единство 
восстановления одних и деструкцию других синапсов. 
Реорганизация синапсов происходила на фоне отека-
набухания нервной ткани, тинкториальных изменений 
нейронов, разрушения и конденсации их цитоскеле-
та в перикарионе и отростках. Вполне вероятно, что 
гетерохронность и очаговость изменения количества 
межнейронных синапсов в посттравматическом пери-
оде обусловлена полиморфизмом пирамидных нейро-
нов СА3 – особенностями их реакции, чувствительно-
сти, устойчивости и пластичности.  

Обсуждение

Результаты проведенного исследования свидетель-
ствуют о том, что после ТЧМТ в поле СА3 гиппокампа 
увеличивалась степень гидратации нервной ткани, из-
менялись тинкториальные свойства нейронов, разру-
шались дендриты и синаптические терминали. Изме-
нения были мелкоочаговыми (мозаичными), имели ге-
терохронный и гетероморфный характер. Вполне 
вероятно, что выявленный гетероморфный характер 
изменений нейронов мог быть связан с нейрохимиче-
скими различиями морфологически однотипных пи-
рамидных нейронов популяции поля СА3 гиппокапма. 
По данным литературы, функциональный и генетиче-
ский полиморфизм одинаковых нейронов имеет ре-

Рис. 5. Фрагменты поля СA3 гиппокампа головного мозга через 1 (а) 3 (б), 5 (в), 7 (г) и 14 (д) сут после тяжелой черепно-мозговой травмы: через 
1 сут (а) отмечалось явное уменьшение плотности и яркости р38-позитивных структур (синаптические терминали), через 3 сут (б) появлялось 
большое количество крупных интенсивно окрашенных синаптических терминалей вокруг перикарионов и отростков пирамидных нейронов 
(стрелки), через 5 сут (в) сохранялись очаги низкой плотности терминалей в зонах гиперхромных нейронов (стрелка), через 7 (г) и 14 (д) сут про-
исходило восстановление распределения и интенсивности окраски терминалей в stratum lucidum� Окраска – иммунотипирование р38; объек-
тивы ×100 (а-г) и ×40 (д); шкала (а-г) − 25 мкм, шкала (д) − 100 мкм�
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шающее значение для объяснения феномена селектив-
ности их повреждения [4].

По нашим данным, после ТЧМТ на уровне stratum 
lucidum даже при наличии достаточного количества си-
напсов происходило блокирование передачи импуль-
сов в результате неполного восстановления цитоске-
лета части пирамидных нейронов, необходимого для 
проведения импульса и межнейронной коммуника-
ции энторинальной коры, гиппокампа, зубчатой фас-
ции. Известно, что главным условием восстановления 
межнейронных связей является наличие нейромедиа-
торов в терминалях и восстановление конформацион-
ного состояния белков цитоскелета дендритов [18-20, 
24]. В поле СА3 гиппокампа после ТЧМТ в течение 14 
сут наблюдения это условие полностью не соблюда-
лось. Например, через 7 сут  происходило значитель-
ное (выше контроля) увеличение численной плотно-

сти синаптических терминалей, восстановление со-
держания р38 и МАР-2 в целом (по медиане). Однако 
в это время сохранялись очаги с признаками структур-
но-функциональной дисфункции систем межнейрон-
ной коммуникации. То есть, несмотря на восстановле-
ние конформационного состояния белков цитоскелета 
в одних нейронах, в других сохранялась конденсация 
цитоскелета. Полное стабильное восстановление всех 
структур межнейронной коммуникации нейронов в 

Рис. 6. Распределение полей зрения СА3 гиппокампа по относитель-
ной общей площади меченых (р38) гигантских терминалей stratum 
lucidum в контроле и в посттравматическом периоде: через 1 сут про-
исходит смещение в сторону увеличения доли полей зрения с мень-
шей (15–20%) площадью� 

Рис. 7. Общая численная плотность (на 1 мм2 плоскости среза, а) и от-
носительная площадь (б) меченых (р38) гигантских терминалей stratum 
lucidum в контроле и в посттравматическом периоде: через 1 сут  про-
исходит разрушение части синапсов с уменьшением плотности и общей 
площади их терминалей� Материал представлен как медиана (50%), 
25−75% квартили (бокс), диапазон без (Max-Min) и с выбросами (·)�
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поле СА3 гиппокампа после ТЧМТ, вероятно, требо-
вало значительно большего времени и происходило 
волнообразно на фоне перманентного разрушения 
какой-то части синапсов. Имеются работы, согласно 
которым восстановление структурно-функционально-
го состояния нервной ткани головного мозга до кон-
трольного состояния после ишемического поврежде-
ния невозможно в принципе. Происходит только при-
способление к потере нейронов за счет репаративной 
синаптической пластичности и постоянной реоргани-
зации сохранившихся нейронных сетей [18]. По дан-
ным D. Arneson et al. (2019), это может быть связано с 
тем, что структурно однородные и однотипные попу-
ляции нейронов СА1 или СА3 обладают выраженным 
функциональным и генетическим полиморфизмом [4]. 
Поэтому уже через 1 сут после травмы чувствительные 
к ишемии нейроны подвергались необратимым изме-
нениям, а частичное функциональное восстановле-
ние гиппокампа происходило за счет реорганизации 
связей сохранившихся более устойчивых нейронов. 
То есть, восстановление происходило через образова-
ние избыточного количества терминалей с последую-
щей реорганизацией старых и формированием новых 
нейронных сетей. В пользу этого свидетельствуют на-
ши данные об увеличении общей численной плотности 
синаптических терминалей через 3 и 7 сут после трав-
мы выше контрольного уровня. В это же время также 
выявлено увеличение доли нейронов с двумя и более 
ядрышками, что свидетельствовало о постишемиче-
ской компенсаторной активации нервных клеток [23]. 

По данным литературы, нейропластичность пред-
полагает не только образование новых синапсов, но и 
напротив – избавление от их излишков. Первая назы-
вается пластичностью Геббеса, а вторая – гомеостати-
ческой пластичностью. Соответственно, первая давала 
возможность мозгу строить ассоциативные связи (запо-
минать), а вторая поддерживать гомеостаз путем разру-
шения синапсов. Новые избыточные связи могли не по-
надобиться и, кроме того, были способны навредить, 
участвуя в образовании патологических нейронных си-
стем мозга [18, 25]. Мы полагаем, что через 1 сут  после 
травмы синапсы поля СА3 разрушались, через 3 и 7 сут 
происходило избыточное образование новых синапсов 
в результате активации пластичности Геббеса, а затем 
восстановление количества синапсов (14 сут) в резуль-
тате активации гомеостатической пластичности. В со-
вокупности эти две разновидности нейропластичности 
обеспечивали более тонкое структурно-функциональ-
ное восстановление межнейронных взаимоотношений 
поля СА3 после ЧМТ. По данным B.L. Zhang и соавт. 
(2018), не только повреждение синапсов, но и сам про-

цесс реорганизация межнейронных отношений после 
гибели части нейронов приводит к значительным дли-
тельным нарушениям баланса возбуждающих и тормоз-
ных систем гиппокампа [26]. Результаты этой и нашей 
работ свидетельствуют о том, что через 7 суток после 
травмы не происходило восстановления межнейронных 
отношений, до уровня, обеспечивающего нормальное 
функционирование гиппокампа. Поэтому, несомнен-
но, для предотвращения формирования устойчивых па-
тологических систем мозга, по типу эпилептических 
очагов на базе гиперактивных нейронов гиппокампа, 
необходим поиск способов коррекции дисбаланса воз-
буждающих и тормозных систем гиппокампа. Перспек-
тивными в этом направлении, вероятно, являются ней-
ропротекторы, соединения, регулирующие процессы 
нейропластичности и передачи нервного импульса. 

Заключение

1. В остром периоде после тяжелой черепно-мозго-
вой травмы в поле СА3 гиппокампа увеличивались сте-
пень гидратации нервной ткани (гидропическая дистро-
фия), содержание гиперхромных несморщенных и пик-
номорфных нейронов (белковая дистрофия и 
коагуляционный некроз), разрушались синапсы, дендри-
ты и перикарианы пирамидных нейронов. Изменения 
имели диффузно-очаговый гетерохронный и гетеро-
морфный характер. Параллельно происходило восста-
новление конформационного состояния белков цито-
скелета отдельных нейронов, активировались процессы 
образования новых синапсов. При этом численная плот-
ность р38-позитивных терминалей статистически значи-
мо превышала контрольный уровень через 3 и 7 сут  по-
сле травмы. До контрольного уровня этот показатель вос-
станавливался только через 14 сут наблюдения. 

2. Выявленные изменения необходимо учитывать 
при оценке межнейронной коммуникации нейронов и 
компенсаторно-восстановительной перестройки ней-
ронных сетей гиппокампа в посттравматическом пери-
оде. Таким образом, структурно-функциональное вос-
становление СА3 происходило путем длительной реор-
ганизации межнейронных отношений на фоне 
сохранения дистрофически/некробиотически изменен-
ных нейронов и снижения общей численной плотности 
нейронов. Восстановление межнейронных отношений 
сохранившихся нейронов происходило путем образо-
вание избыточного количества синаптических терми-
налей с последующей их частичной элиминацией.

3. Полученные данные можно использовать при 
изучении феномена селективного повреждения и вос-
становления нейронов, структурных механизмов дис-
баланса возбуждающих и тормозных систем гиппокам-



ISSN 0031-2991 33

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(1)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.22-34

Оригинальная статья

па, а также закономерностей формирования устойчи-
вых патологических систем мозга после травмы у 
экспериментальных животных и у человека.
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Муровец В.О., Ленцман М.В.

Бензиловый эфир креатина эффективен для профилактики  
и лечения неврологических и когнитивных нарушений  
при фокальной ишемии головного мозга у крыс

ФГБУН «Институт физиологии им� И�П� Павлова РАН», 
199034, Санкт-Петербург, Россия, наб� Макарова, д� 6

Введение. Ишемический инсульт головного мозга является одной из главных причин  преждевременных смертей во всем 
мире, вызванные им когнитивные и функциональные нарушения ведут к инвалидизации� Для клинического использова-
ния в настоящее время одобрено лишь одно средство – рекомбинантный активатор плазминогена, который обеспечивает 
восстановление (реканализацию) мозгового кровотока� Средства эффективной нейропротекции, обеспечивающие непо-
средственную защиту нейронов от ишемии (предотвращение апоптоза, сохранение функциональной активности), несмо-
тря на огромное число исследований, по-прежнему не найдены� Поиск новых подходов к профилактике и лечению острых 
нарушений мозгового кровообращения по-прежнему остается одной из наиболее актуальных проблем современной меди-
цины� Цель исследования – изучение влияния бензилового эфира креатина, нового синтетического соединения, облада-
ющего способностью проникать через гематоэнцефалический барьер и осуществлять нейропротекторное действие на 
неврологические и когнитивные нарушения, вызванные фокальной ишемией головного мозга у крыс линии Спрэг-Доули� 
Методика� Фокальную ишемию головного мозга (ФИМ) индуцировали путем хронической окклюзии левой средней моз-
говой артерии (СМА) в соответствии с модификацией методики A� Tamura и соавт�, 1981� Использовали комбинированный 
наркоз: Золетил/Домитор (внутрибрюшинно (в/б) по 50 мг/кг и 0�2 мг/кг, соответственно), температуру тела поддерживали 
постоянной на уровне 38±0�5 oC� Окклюзию СМА производили путем биполярной высокочастотной электрокоагуляции 
(аппарат ЭХВЧ-25-11-С, «Медия», Россия) наиболее проксимального участка артерии, начиная с 0�5 мм от места ее отхож-
дения от Виллизиева круга и на протяжении 2–3 мм� Процедура имитации ишемии (ложная операция) была аналогична 
вышеизложенной, но без электрокоагуляции СМА� Оценку степени неврологических нарушений проводили с использо-
ванием неврологической шкалы Гарсии и модифицированной шкалы тяжести неврологических нарушений (ОТНН) после-
довательно за 1 сут до и через 1, 3 и 7 сут после моделирования ФИМ� Для выявления когнитивных нарушений исполь-
зовали водный лабиринт Морриса� Стандартный тест  исследования процессов обучения и памяти применяли в версии 
для оценки пространственной референтной памяти, заключающейся в поиске животным скрытой под водой платформы 
при ориентации только по приметам окружающей обстановки� Бензиловый эфир креатина вводили внутрибрюшинно 
трижды – за 3, 2 и 1 ч до фокальной ишемии при профилактическом применении, либо через 1, 2 и 3 ч после моделирова-
ния ишемии при лечебном применении� 
Результаты� Получены приоритетные данные о том, что бензиловый эфир креатина при профилактическом введении 
эффективно предупреждает развитие неврологических нарушений и ослабляет когнитивные нарушения после фокаль-
ной ишемии мозга; при лечебном применении препарат ослабляет тяжесть неврологических нарушений и снижает выра-
женность когнитивных расстройств� 
Заключение� Результаты исследования позволяют рекомендовать данное производное креатина (после оценки возможной 
токсичности) для проведения первой фазы клинических испытаний в качестве препарата противоишемического действия�

Ключевые слова: фокальная ишемия мозга; креатин; аналоги креатина; водный лабиринт Морриса; неврологические 
шкалы; крысы 
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Murovets V.O., Lentsman M.V.

Creatine benzyl ester is effective for prevention and treatment of neurological and cognitive 
disorders caused by focal cerebral ischemia in rats

I�P� Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Science, 
Naberezhnaya Makarova 6, Saint Petersburg 199034, Russian Federation

Background� Ischemic stroke is one of the main causes for premature death worldwide� Cognitive and functional disorders induced by 
stroke result in disability� Currently, only one agent has been approved for the clinical use, recombinant plasminogen activator, which 
provides recovery (recanalization) of cerebral blood flow� Despite numerous studies, an effective treatment to protect directly neu-
rons from ischemia (preventing apoptosis, maintaining functional activity) has not been found so far� Thus, search for new approaches 
to prevention and treatment of acute cerebrovascular accidents remains one of the most pressing challenges of modern medicine�
The aim of this work was to study the effect of creatine benzyl ester, a new synthetic compound capable for penetrating the 
blood-brain barrier to provide neuroprotection, on neurological and cognitive disorders induced by focal cerebral ischemia in 
Sprague-Dawley rats�
Methods� Focal cerebral ischemia was induced by chronic occlusion of the left middle cerebral artery (MCA) by a A� Tamura et al� 
(1981) modified method� Combined intraperitoneal (i�p�) anesthesia with Zoletil/Domitor (50 mg/kg and 0�2 mg/kg, respectively) was 
used� Body temperature was maintained at 38±0�5 oC� MCA occlusion was performed by bipolar high-frequency electrocoagulation 
(EKVCh-25-11-C, Media, Russia) of the most proximal part of the artery, from 0�5 mm from the place where it originates from the circle 
of Willis and over 2–3 mm� The sham ischemia procedure was similar to that described above but without MCA electrocoagulation�
Severity of neurological disorders was assessed with the Garcia neurological scale and a modified scale for severity of neurological 
disorders (OTTN) one day before and at 1, 3, and 7 days following ischemia� Cognitive impairment was assessed with the Morris 
water maze, a standard test for learning and memory� This test was used in a version for studying spatial reference memory, which 
consists of finding a platform hidden under the water by the animal guided only by surrounding marks� Creatine benzyl ester was 
injected i�p� three times, 3, 2 and 1 h before focal ischemia for prevention or 1, 2 and 3 h after ischemia for treatment� 
Results� The study produced priority data showing that preventive administration of creatine benzyl ester effectively abolished 
the development of neurological disorders and alleviated the cognitive impairment after focal cerebral ischemia whereas the ther-
apeutic treatment restricted the severity of neurological and cognitive disorders� 
Conclusion� The results of the study supported recommendation of this creatine derivative (after assessing potential toxicity) for 
the first phase of clinical trials as an anti-ischemic drug�

Keywords: focal cerebral ischemia; creatine; creatine analogs; Morris water maze; neurological scales; rats
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Введение

Частота встречаемости инсульта растет в мире с каж-
дым годом. Ишемический инсульт – одна из главных 
причин преждевременной смерти и инвалидизации лю-
дей. Вызванные инсультом когнитивные и функцио-
нальные нарушения существенно снижают качество 
жизни [1]. Поиск новых подходов к профилактике и ле-
чению острых нарушений мозгового кровообращения 
по-прежнему остается одной из наиболее актуальных 
проблем современной медицины [2, 3]. Для клиниче-
ского применения одобрено средство – рекомбинант-
ный активатор плазминогена (IV-tPA и аналоги), кото-
рый обеспечивает восстановление мозгового кровото-
ка [4, 5]. При всех достоинствах препарата, он зачастую 
не может обеспечить полноценную реперфузию и 
уменьшить тяжесть поражения в области формирующе-
гося инфаркта мозга [6, 3]. Несмотря на огромное чис-
ло исследований [2, 3] средства эффективной нейро-
протекции, по-прежнему не найдены, 

Известно, что развитие необратимого поражения 
нервной ткани при ишемии в значительной степени 
связано с падением уровня высокоэнергетических фос-
фатов (АТФ и креатинфосфата) [7]. Поскольку креа-
тинфосфат способен поддерживать ресинтез АТФ из 
АДФ при ишемии, наращивание пула мозгового кре-
атинфосфата за счет введения его предшественника, 
креатина, представляется весьма перспективным спо-
собом нейропротекции. В опытах in vitro на пережива-
ющих срезах мозга эта гипотеза уже нашла подтверж-
дение [8, 9]. Возможность достижения этого простым 
увеличением содержания креатина в пище наталкива-
ется на чрезвычайно низкую проницаемость гемато-
энцефалического барьера (ГЭБ) для креатина [10-12], 
и, хотя ряд авторов действительно наблюдали увели-
чение уровня креатинфосфата и нейропротекторный 
эффект на модели ишемии при длительном кормле-
нии животных креатином [13, 14], это скорее может 
объясняться выявленным стимулирующим эффектом 
креатина на ряд генов, ответственных за дифференци-
ровку ткани [15]. 

Авторы ранее впервые показали, что предваритель-
ное интрацеребровентрикулярное введение 50 мМ рас-
твора креатина эффективно предупреждает развитие 
неврологических нарушения и ослабляет когнитивные 
нарушения, вызванные глобальной ишемией головно-
го мозга у крыс, а также обладает сильным нейропро-
текторным действием [16-18]. Поскольку такой спо-

соб введения очевидно непригоден для использования 
в клинике, дальнейшим развитием стало исследование 
производных креатина, обладающих потенциальной 
способностью прохождения через ГЭБ. Одним из та-
ких препаратов был бензиловый эфир креатина 
(БЭКр), предложенный в патенте1 ранее был проте-
стирован в модели срезов гиппокампа. Было показа-
но, что БЭКр хорошо проникает через мембрану ней-
рона независимо от специализированного транспор-
тера креатина CRT и значимо увеличивает содержание 
креатина в ткани. Были получены также данные о том, 
что БЭКр обладает определенными противоишемиче-
скими свойствами2 .

Цель исследования – оценка профилактической и ле-
чебной эффективности БЭКр при неврологических и 
когнитивных нарушениях, вызванных эксперименталь-
ной фокальной ишемией головного мозга у крыс in vivo.

Методика 

Исследование проведено в соответствии с «Прави-
лами надлежащей лабораторной практики», утверж-
денных приказом Министерства здравоохранения РФ 
№ 199н от 01.04.2016 и под контролем Комиссии по 
биоэтике Института физиологии им. И.П. Павлова 
РАН. В опытах использовали 48 самцов крыс (290–340 г)  
линии Спрэг-Доули (ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН»). 
Животных содержали в лабораторном виварии в клет-
ках Т4 по 4–5 особей при регулируемом световом 
(12/12 ч) и температурном режиме (22 ºС), и свобод-
ном доступе к пище (гранулированный корм, «Воло-
сово») и воде.

Фокальную ишемию головного мозга (ФИМ) инду-
цировали путем хронической окклюзии левой средней 
мозговой артерии (СМА) в соответствии с модифика-
цией [19] методики [20]. Использовали комбинирован-
ный наркоз: Золетил/Домитор (внутрибрюшинно (в/б) 
по 50 мг/кг и 0.2 мг/кг, соответственно), температуру 
тела поддерживали постоянной на уровне 38±0.5. Ок-
клюзию СМА производили путем биполярной высоко-
частотной электрокоагуляции (аппарат ЭХВЧ-25-11-С, 
«Медия», Россия) наиболее проксимального участка 
артерии, начиная от 0.5 мм от места ее отхождения от 
Виллизиева круга и на протяжении 2–3 мм. Процеду-
ра имитации ФИМ (ложная операция) была аналогич-
на вышеизложенной, но без электрокоагуляции СМА.

Животным экспериментальных групп в/б вводили 
водный раствор гидрохлорида бензилового эфира кре-

1 Vennerstrom J�L� and Miller D�W� Creatine ester pronutrient compounds and formulations� Patent WO0222135, USA; 2002� 

2 Поленов С�А� и соавт «Применение бензилового эфира креатина в качестве противоишемического препарата� Заявка на Росс� патент, МПК 7 
А61К 31/661/2� – Приоритет 02�04�06]�
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атина, негативному (n=21) и ложнооперированному 
контролю (n=5) – физраствор. БЭКр (200 мг/кг) и физ-
раствор вводили по 0.5 мл/кг трижды за 180, 120 и 60 
мин до (режим профилактического применения, 
n=11), или через 60, 120 и 180 мин (режим лечебного 
применения, n=9) после моделирования ФИМ. По-
скольку в водной среде БЭКр довольно быстро распа-
дается на креатинин и бензол [19], каждый раз исполь-
зовали свежеприготовленный раствор. Препарат  го-
товили в соответствии с методикой, описанной [19]. 

Оценку степени неврологических нарушений про-
водили с использованием неврологической шкалы 
Гарсии [22] и модифицированной шкалы тяжести 
неврологических нарушений (ОТНН) [23] последо-
вательно за 1 сут до ФИМ и через 1, 3 и 7 сут после. 
Шкала Гарсии включала 6 тестов спонтанной актив-
ности, асимметрии движений и соматосенсорной чув-
ствительности. Увеличение итогового балла (3–18) 
соответствовало снижению выраженности наруше-
ний. ОТНН выявляла неспособность выполнять от-
дельный тест из 4 основных групп тестов, оцениваю-
щих моторные и сенсорные асимметрии, сенсомотор-
ные нарушения при балансировании на приподнятом 
горизонтальном стержне, отсутствие определенного 
рефлекса (мигательный, старт-рефлекс и т.д.). При 
этом увеличению балла (0–18) соответствовало уве-
личение тяжести нарушений. Для исследования ког-
нитивных нарушений использовали водный тест (ла-
биринт) Морриса (ВТМ) [24] – стандартный тест для 
исследования процессов обучения и памяти [25, 26], 
в версии на исследование пространственной рефе-
рентной памяти, заключающийся в поиске живот-
ным платформы, скрытой под водой, при ориента-
ции только по приметам окружающей обстановки. 
Установка ВТМ представляла  собой бассейн диаме-
тром 145 см и высотой 50 см, заполненный на 25 см 
теплой водой (≈ 24 ºC), замутненной небольшим ко-
личеством мела. В центре одного из квадрантов (т.н. 
целевой квадрант) находилась платформа (диаметр 
12 см, заглубление 1 см, в 25 см от стенки бассейна), 
положение которой не менялось в течение всего пе-
риода обучения. Бассейн располагался в отдельном 
помещении с достаточным количеством визуальных 
ориентиров на стенах, которое освещалось рассеян-
ным светом двух 250 Вт ламп накаливания. Обучение 
в ВТМ проводили, начиная с 2-х сут после ФИМ, еже-
дневно в течение 6 сут, по четыре 120-секундных по-
пытки с интервалом 30 с из 4 стартовых точек, варьи-
ровавшихся в псевдослучайной последовательности. 
Между попытками крыса оставалась на платформе. 
Время поиска в блоке из 4 последовательных попы-

ток усредняли и использовали как обобщенный по-
казатель «навигационных» способностей дня. На 6-е 
сут через 40–50 мин после последней попытки про-
водили так называемую пробную попытку, во время 
которой при изъятой платформе в течение двух ми-
нут производили видеорегистрацию поискового по-
ведения животного. При последующем анализе ви-
деозаписи определяли характеристики эффективно-
сти обучения: подсчитывали число пересечений места 
локализации платформы и с использованием ориги-
нальной программы для приложения IMAQ Vision 
рассчитывали время, проведенное животным у сте-
нок бассейна (в пределах аннулюса – полосы шири-
ной 20 % от диаметра бассейна) и в целевом квадран-
те, а также общую протяженность поискового пути и 
среднюю скорость плавания.

Статистический анализ проводили с помощью 
пакета программ STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa,  
США). Для построения графиков использовали 
Microsoft® Excel 365. Все результаты представлены в 
виде средней арифметической и стандартной ошиб-
ки средней. Анализ неврологических данных прово-
дили с помощью U критерия Манна-Уитни; данные 
статистики приведены с учетом поправки Бонфер-
рони на множественность сравнений. Данные ВТМ 
анализировали с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA), где факторами 
были день обучения и воздействие, результаты проб-
ных попыток – с помощью однофакторного ANOVA. 
Апостериорные сравнения средних проводили с ис-
пользованием критерия Фишера наименьшей значи-
мой разницы (LSD-тест, Фишер НЗР). Был принят 
уровень значимости p < 0.05.

Результаты исследования и обсуждение 

Неврологические тесты обеих шкал (Гарсии и 
ОТНН) выявляли значительные нарушения, вызван-
ные фокальной ишемией (ФИМ) у крыс (n=18) в те-
чение всей недели наблюдений (рис. 1, а, б), что хоро-
шо согласуется с данными литературы [22, 23]. Пред-
варительное введение БЭКр практически полностью 
защищало крыс (n = 10) от эффекта ФИМ (рис. 1). Во 
все дни после ФИМ эта группа не отличалась от лож-
нооперированного контроля (ЛО) и от собственного 
контрольного уровня до ФИМ; незначительное сни-
жение/увеличение баллов по обеим шкалам (на 1–2 
балла) отмечалось лишь у отдельных особей. 

Крысы группы с «лечебным» введением БЭКр 
(n=9) в шкале Гарсии (рис. 1, а) демонстрировали про-
межуточный уровень нарушений между ЛО и негатив-
ным контролем, отличаясь от негативного контроля 
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через 1 и 7 сут после ФИМ, а от ЛО через 1 и 3 сут по-
сле ФИМ (при p<0.05~0.01; U-тест). В то же время, по 
Шкале ОТНН (рис. 1, б) животные, получавшие лечеб-
ные инъекции БЭКр, после операции не отличались 
от негативного контроля, но отличались от ЛО на 1-е 
и 3-и сут (p<0.05; U-тест). Таким образом, лечебное 
введение БЭКр после ФИМ ослабляло выраженность 
неврологических нарушений и ускоряло восстановле-
ние неврологического статуса, но в меньшей степени, 
чем профилактическое.

Двухфакторный ANOVA выявил значимые разли-
чия между протестированными группами по ходу ос-
воения водного теста Морриса (ВТМ) (рис. 2, а); эф-
фект воздействия (группа) – F (3, 25) = 7.66, p <0.001; 
эффект дня обучения – F (5, 130) = 36.10, p <0.0001, 
взаимодействие факторов – F (15, 130) = 1.51, p <0.11). 
Дальнейший анализ показал, что животные из группы 
негативного контроля (n=8) обучались значительно ху-
же группы ЛО (n=5), а также групп, получавших пре-
парат (p <0.05~0.001). Внутригрупповой анализ хода 
обучения показал, что группа ЛО быстро осваивала за-
дачу теста: латентность поиска значимо снижалась уже 
на 2-е сут обучения (2-е сут отличаются от 1-х (p<0.02), 
4-х и 5-х сут (p<0.05), а на 3-и сут приближалась к ми-
нимально возможному значению. У крыс негативно-
го контроля существенное снижение латентности про-
исходило лишь на 4-е сут и продолжалось далее вплоть 
до 6-х сут обучения (4-е сут отличаются от 1-х и 5–6 
сут (p <0.05~0.01). В сравнении с ЛО контролем, кры-
сы негативного контроля характеризовались большей 
латентностью поиска платформы на 2-е – 4-е сут обу-

чения (рис. 2, а). Таким образом, ФИМ значимо за-
медляла освоение ВТМ. Препарат оказывал выражен-
ное положительное влияние на освоение теста после 
ФИМ. В сравнении с негативным контролем, крысы 
с «профилактическим» БЭКр (n=8) существенно бы-
стрее находили платформу на 2-е и 4-е сут, а крысы с 
«лечебным» введением БЭКр (n=9) – на 4-е сут обуче-
ния (рис. 2, а). При этом наблюдались различия в ха-
рактере кривых обучения. Крысы с «профилактиче-
ским» БЭКр первые 2 сут имели такую же низкую ла-
тентность как и ЛО, только на 4-е сут наблюдалось 
дальнейшее снижение (4-е–6-е отличаются от 1-х сут, 
p<0.001). В то время как животные с «лечебным» БЭКр 
последовательно снижали время поиска первые 4 сут 
обучения и далее оно значимо не менялось (отличие 
между сутками 1–4, p<0.05~0.001).

Анализ поисковых траекторий во время пробной 
попытки подтвердил существенное негативное влия-
ние ФИМ на пространственное обучение и память. 
Животные негативного контроля демонстрировали яв-
ное нарушение запоминания места платформы. Так, в 
отличие от ЛО они не предпочитали целевой квадрант 
(находились в нем около четверти времени), демон-
стрировали выраженный тигмотаксис (в 2.5 раза доль-
ше плавали на периферии бассейна) и очень редко пе-
ресекали место положения платформы (рис. 2, в-д). Та-
ким образом, ФИМ нарушала механизмы обработки, 
запоминания и/или использования пространственной 
информации у крыс, что стимулировало компенсатор-
ное развитие так называемых непространственных 
стратегий поиска (тигмотаксис – инстинктивный по-

Рис. 1. Влияние бензилового эфира креатина (БЭКр) на неврологические нарушения, вызванные фокальной ишемией головного мозга (ФИМ) 
у крыс, выявленные шкалами Гарсии (а) и ОТНН (б)�

а б
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иск спасения на периферии бассейна, ориентирова-
ние относительно стенок бассейна). Поскольку при 
этом общая длина пути поиска/средняя скорость пла-
вания в обеих группах были сопоставимы (рис. 2, б), 
можно заключить, что неврологические нарушения у 
крыс с ФИМ не влияли на способность к плаванию в 
бассейне ВТМ, т.е. отсутствовала интерференция меж-
ду неврологическими и когнитивными нарушениями. 
Очевидно, ФИМ негативно влияла именно на процес-
сы пространственного обучения и памяти в водном те-
сте, а не на иные типы обучения (ассоциативное и пр.), 
что согласуется с данными  литературы [27]. 

В сравнении с негативным контролем крысы с 
предварительным введением БЭКр имели меньшую 
продолжительность тигмотаксиса (рис. 2, д), а группа 
с лечебным введением БЭКр, демонстрировала хоро-
шее запоминание локализации платформы и меньшую 
продолжительностью тигмотаксиса (рис. 2, г, д). При 
этом обе группы, получавшие препарат, не отличались 
друг от друга по показателю общего пути поиска (сред-
ней скорости плавания) и времени в целевом квадран-
те. Таким образом, введение БЭКр значимо облегча-
ло освоение ВТМ после ФИМ, а также улучшало про-
странственную память; когнитивные процессы 
пространственного обучения у групп с препаратом про-
текали быстрее и эффективнее, чем в контрольной 
группе с ФИМ, при этом динамика процессов и эф-
фективность запоминания и использования простран-

ственной информации несколько варьировала в зави-
симости от порядка введения.

Продемонстрированное отличие степени эффектив-
ности бензилового эфира креатина для протекции не-
врологических и когнитивных способностей у крыс по-
сле ФИМ при его профилактическом и лечебном вве-
дении требует особого объяснения. По всей видимости, 
высокая скорость развития нейронального поражения 
при ФИМ в значительной степени ограничивает эф-
фективность лечебного введения исследуемого веще-
ства, поскольку необходимый этап превращения кре-
атина в креатинфосфат (т.е. «аккумуляция» энергии в 
макроэргических соединениях) неизбежно затягивается 
из-за нехватки или отсутствия необходимых субстратов 
энергетического метаболизма. Кроме того, так как ак-
тивность белка–переносчика креатина зависит от гра-
диента Na+/Cl- [28], в условиях ишемии транспорт кре-
атина в клетки может нарушаться из-за снижения мем-
бранного градиента соответствующих ионов.

Заключение 

Впервые показано, что внутрибрюшинное введе-
ние нового синтетического производного креатина – 
бензилового эфира креатина –эффективно предупреж-
дает развитие неврологических нарушений и снижает 
степень когнитивных нарушений вызванных экспери-
ментальной фокальной ишемией мозга у крыс при про-
филактическом режиме введения, а также ослабляет 

Рис. 2. Влияние бензилового эфира креатина (БЭКр) на обучение крыс (а) в водном тесте Морриса после фокальной ишемии головного мозга 
и параметры поисковой активности животных в пробную попытку (б–д)�

а б
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тяжесть неврологических нарушений и снижает выра-
женность когнитивных нарушений при лечебном ре-
жиме введения. Результаты исследования позволяют 
рекомендовать данное производное креатина (после 
завршения оценки возможной токсичности) для про-
ведения первой фазы клинических испытаний в каче-
стве противоишемического препарата. 
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Введение. При использовании ацетилсалициловой кислоты (АСК) в качестве антиагреганта после операции аортокоро-
нарного шунтирования (АКШ) может встречаться феномен резистентности к АСК, генез которого недостаточно изучен� С 
помощью хемилюминесцентного (ХЛ) анализа изучена функциональная активность тромбоцитов резистентных и чувстви-
тельных к АСК� 
Методика. Обследовано 104 пациента с хронической коронарной болезнью (ХКБ)� Контрольная группа - 30 здоровых 
доноров� Забор крови проводили до АКШ, в 1-е и на 8-е – 10 сут после АКШ� Определяли агрегацию с коллагеном, адре-
налином, АДФ и резистентность тромбоцитов к АСК с помощью оптической агрегометрии с арахидоновой кислотой при 
уровне ≥20%� Исследовали спонтанную и АДФ-индуцированную ХЛ тромбоцитов с люминолом и люцигенином на биохе-
милюминесцентном анализаторе� 
Результаты. 71 пациент с ХКБ оказался чувствительным к АСК (чАСК), 33 - резистентными (рАСК)� У чАСК пациентов боль-
шинство показателей ХЛ было выше, чем в контрольной группе в течение всего периода наблюдения, у рАСК пациентов 
таковые были на уровне контрольных значений� До АКШ у чАСК пациентов значения показателей ХЛ с люцигенином выше, 
чем у рАСК� В группе чАСК пациентов на 1-е сут после АКШ наблюдалось снижение ХЛ с люцигенином, а на 8-10-е сут повы-
шение ХЛ с люминолом по сравнению с уровнем до операции� У рАСК пациентов наблюдается положительная корреля-
ция показателей ХЛ и агрегации тромбоцитов� 
Заключение. С помощью ХЛ можно судить о функциональной активности тромбоцитов при ХКБ� Исследование показа-
телей ХЛ позволяет до операции АКШ выявить рАСК пациентов� Наличие динамики в показателях ХЛ тромбоцитов у чАСК 
пациентов до и после АКШ, отсутствие таковой у рАСК пациентов позволяет сделать предположения о зависимости рези-
стентности к АСК не только от внутреннего состояния тромбоцитов, но и от межклеточных связей� 
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Introduction. Some patients after coronary artery bypass grafting (CABG) may be resistant to acetylsalicylic acid (ASA) used as 
an antiplatelet agent� The mechanisms of this condition are still under discussion� We studied the functional activity of ASA-resis-
tant and -sensitive platelets using a chemiluminescent (CL) analysis� 
Methods. 104 patients with chronic coronary disease (CCD) were evaluated� The control group consisted of 30 healthy donors� 
Blood sampling was performed prior to CABG and at one and 8-10 days after CABG� Platelet aggregation with collagen, adren-
aline, and ADP and platelet resistance to ASA were determined by optical aggregometry with arachidonic acid at a level ≥20%� 
Spontaneous and ADP-induced CL of platelets with luminol and lucigenin was studied with a biochemiluminescence analyzer� 
Results. 71 patients with CCD were found to be sensitive to ASA (sASA) whereas 33 patients were resistant to ASA (rASA)� Most of 
CL indexes were higher in sASA patients than in the control group during the entire observation period; in rASA patients, values 
of these indexes were at the control level� Pre-CABG values of CL indexes were higher in rASA patients than in sASA patients� Luci-
genin-enhanced CL was decreased in rASA patients on the first day after CABG and increased on days 8-10 compared to the pre-
operative level� CL indexes positively correlated with platelet aggregation in rASA patients� 
Conclusion. The CL method allows assessing the functional activity of platelets in CCD� The study of CL indexes may identify rASC 
patients before the CABG surgery� The dynamics of CL index values in sASK patients before and after surgery and the absence of 
such dynamics in patients with rASC suggests that aspirin resistance depends not only on the internal condition of platelets but 
also on intercellular relations�
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Введение

Известно, что после операции аортокоронарного 
шунтирования (АКШ), для снижения рисков окклю-
зии сосудов и шунтов назначают ацетилсалициловую 
кислоту (АСК) [1]. АСК является одним из наиболее 
старых и широко используемых антиагрегантов, необ-
ратимо блокирует фермент циклооксигеназу-1 (ЦОГ-1)  

в тромбоцитах, препятствует их склеиванию и обра-
зованию тромбов [2]. Однако применение препаратов 
АСК не всегда успешно профилактирует возникнове-
ние тромбоза шунтов с развитием ишемии миокарда, 
что обусловлено так называемым феноменом рези-
стентности к АСК [3, 4]. Стандартного метода опре-
деления этого явления нет, но многие исследователи 
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основываются на измерении остаточной активности 
тромбоцитов после воздействия на них АСК (in vivo 
либо in vitro) с помощью агрегометрии с различными 
индукторами [5, 6]. Из-за вариабельности условий ис-
следования, различий в применяемых анализаторах и 
реагентах отличаются и данные по количеству рези-
стентных пациентов, от 1% до 50% [7].

При реализации функциональной и регуляторной 
активности тромбоциты генерируют активные формы 
кислорода (АФК). Эти молекулы выступают в роли мес-
сенджеров внутри клетки, при межклеточных контак-
тах, выполняют защитную функцию [8, 9]. В состоянии 
относительного покоя клетки продукция АФК являет-
ся базовой, а при активации она может значительно из-
меняться. Для определения уровня и интенсивности 
синтеза АФК используют метод хемилюминесценции 
(ХЛ). В реакционную смесь к клеткам добавляют ХЛ ин-
дикаторы (например, люминол или люцигенин), кото-
рые усиливают сигнал и помогают разграничить пер-
вичные и вторичные АФК. Люцигенин не проникает в 
клетку, взаимодействует только с супероксид анион-ра-
дикалом, который относится к первичным формам кис-
лорода, а люминол способен проходить сквозь мембра-
ну клетки, что позволяет ему взаимодействовать со все-
ми видами АФК [10]. Введение дополнительных 
модуляторов при проведении ХЛ анализа позволяет оце-
нить функциональные резервы клеток и их физиологи-
ческое состояние. Например, добавление к тромбоци-
там пациентов с острым коронарным синдромом фак-
тора активации тромбоцитов приводит к увеличению 
ХЛ с люминолом, также как и добавление АДФ к тром-
боцитам здоровых доноров, а исследование базового 
уровня ХЛ позволяет судить об изначальном состоянии 
этих клеток [11, 12]. В связи с тем, что ХЛ метод дает 
возможность оценить функциональный статус тромбо-
цитов, их потенциал на момент исследования, что за-
висит от влияния активирующих и ингибирующих эти 
клетки агентов (в том числе АСК), представляется важ-
ным и перспективным исследование продукции АФК 
тромбоцитами для понимания некоторых механизмов 
резистентности к АСК.  

Цель исследования – изучение функционального 
состояния тромбоцитов чувствительных и резистент-
ных к действию АСК с помощью ХЛ метода, а также 
влияния искусственного кровообращения (ИК) при 
АКШ на показатели ХЛ у пациентов с хронической ко-
ронарной болезнью (ХКБ).

Методика

На базе Федерального центра сердечно-сосудистой 
хирургии г. Красноярска было обследовано 104 пациен-

та с хронической коронарной болезнью (79 мужчин 25 
женщин) в возрасте 61±5,5 лет, с II-IV функциональным 
классом стабильной стенокардии, согласно Канадской 
классификации, которым показана операция АКШ. Ате-
росклеротическое поражение коронарных артерий, с на-
личием гемодинамически значимых стенозов, подтверж-
далось коронароангиографией. Критериями исключе-
ния из обследования являлись хроническая болезнь 
почек (клубочковая фильтрация по клиренсу креатини-
на <60 мм/мин/1,73 м²), печеночная недостаточность, 
язвенная болезнь желудка и/или 12-перстной кишки в 
стадии обострения, непереносимость АСК. Минимум за 
5 сут до АКШ пациенты прекращали прием АСК, а с пер-
вых суток после операции им назначалось 100 мг/сут ки-
шечнорастворимой формы АСК. Забор крови проводи-
ли до АКШ на фоне отмены АСК (1-я точка наблюде-
ния), в 1-е сутки после АКШ до терапии (2-я точка 
наблюдения) и на 8-е –10-е сут после операции на фоне 
терапии АСК (3-я точка наблюдения). Контрольную 
группу составили 30 здоровых доноров.

Определяли резистентность тромбоцитов к АСК в 
богатой тромбоцитами плазме (центрифугирование 
крови при 400g в течение 10 мин, используется надо-
садок) на оптическом агрегометре CHRONO-LOG 490. 
Критерием служил уровень агрегации тромбоцитов с 
арахидоновой кислотой (0,5мМ) ≥20% хотя бы в од-
ной точке наблюдения: при инкубации с раствором 
3,36 ммоль АСК (Sigma, USA) in vitro до операции, в 
1-е сут после АКШ и на 8-е – 10-е сут терапии АСК. 
Также определяли агрегацию тромбоцитов с коллаге-
ном (2 мкг/мл), адреналином (10 мкМ) и АДФ (5 мкМ). 
Параллельно проводили исследование ХЛ тромбоци-
тов, выделенных из венозной крови (с 3,2% цитратом 
натрия в соотношении 9:1) поэтапным центрифугиро-
ванием [13]. Для исследования ХЛ на анализаторе 
БЛМ-3607 (ООО «МедБиоТех», Россия) к буферу (130 
мМ NaCl, 20 мМ Трис-HCl буфер, 30 мМ Na2-EDTA, 
15 мМ глюкоза, pH 7,4) добавляли 2×107 клеток на про-
бу. В качестве ХЛ индикаторов использовали люциге-
нин и люминол (Sigma, USA) в концентрациях 50 мкг/
мл. Оценивали следующие показатели спонтанной и 
АДФ-индуцированной ХЛ тромбоцитов (50 мкл 0,1 М 
АДФ (AppliChem GmbH, Германия)): время выхода на 
максимум интенсивности (Тmax), максимальное зна-
чение интенсивности (Imax) и площадь (S) под кривой 
ХЛ. Усиление индуцированной ХЛ оценивали соотно-
шением площади под кривой индуцированной (Sинд.) 
к площади под кривой спонтанной (Sспонт.) ХЛ и по-
казатель определяли, как индекс активации (ИА) [14].

Исследование было выполнено с учетом инфор-
мированного согласия испытуемых в соответствии с 
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Хельсинкской декларацией  Всемирной ассоциации 
«Этические принципы проведения научных медицин-
ских исследований с участием человека» 1975 г. и ее 
пересмотренным вариантом 2008 г. Протокол иссле-
дования был одобрен Этическим комитетом КрасГМУ 
им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого.

Проверку нормальности распределения количе-
ственных показателей проводили с применением кри-
терия Шапиро-Уилка для 8≤n≤50 и с использованием 
критерия Колмагорова-Смирнова для n>50. Распреде-
ление всех выборок в нашем исследовании отличалось 
от нормального, поэтому в дальнейшем применялись 
непараметрические критерии. Статистическую обра-
ботку данных проводили с помощью подсчета медиа-
ны (Ме) и интерквартального размаха в виде 25 и 75 
процентилей (C25 и C75). Статистическую значимость 
различий между показателями независимых выборок 
оценивали по непараметрическому критерию Манна-
Уитни (Mann-Whitney U test). Дополнительно приме-
нялся однофакторный дисперсионный анализ по Кру-
скалу-Уоллису (Kruskal-Wallis ANOVA test) с последу-
ющей обработкой по критерию множественных 
сравнений (Multiple of mean ranks for all groups). Зна-
чимость различий в динамике лечения определяли по 
критерию Вилкоксона (Wilcoxon matched pairs test) и 
ранговому дисперсионному анализу Фридмана 
(Friedman ANOVA by Ranks). Для исследования силы 
взаимосвязей показателей вычислялся коэффициент 
ранговой корреляции по Спирмену (Spearman rank R). 
Статистический анализ осуществляли в пакете при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты 

При проведении анализа на резистентность тром-
боцитов к АСК все пациенты с ХКБ были разделены 
на 2 основные большие группы: чувствительные к АСК 
(чАСК) 71 человек, (68,3%) и резистентные к АСК 
(рАСК) 33 человека (31,7%), что согласуется с рядом 
данных литературы [15, 16].

Установлены значительные различия в большин-
стве показателей ХЛ тромбоцитов у пациентов с ХКБ 
в зависимости от чувствительности к АСК, как до опе-
рации АКШ, так и в послеоперационном периоде на 
фоне терапии АСК. У чАСК пациентов с ХКБ по срав-
нению с контрольной группой на всем периоде наблю-
дения (в тех или иных точках) выявляются повышен-
ные уровни Imax, S, Тmax спонтанной и индуцирован-
ной ХЛ с люминолом и с люцигенином. У рАСК 
пациентов с ХКБ наблюдается лишь повышение Тmax 
индуцированной ХЛ с люцигенином относительно зна-
чений в контрольной группе и только до операции, в 
остальных точках наблюдения значимых различий об-
наружено не было (табл. 1-6).

До операции АКШ у чАСК пациентов с ХКБ зна-
чения ХЛ с люцигенином (Imax и S индуцированной 
и Тmax спонтанной) оказались выше, чем у рАСК 
(табл. 1). Причем, статистическая значимость разли-
чий подтверждается с помощью однофакторного дис-
персионного анализа по Крускалу-Уоллису и после-
дующим анализом по критерию множественного срав-
нения: для Tmax спонтанной (H=6,41, р=0,041 без 
статистической значимости между обследуемыми груп-

Таблица 1 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люцигенином у пациентов с ХКБ до АКШ [Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

рАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды (с) 213 (80-354); 813 (222-2841); р1=0,047 212 (35-286); р2=0,024

Imax,о.е. ×103 0,08 (0,07-0,09); 0,12 (0,09-0,50) 0,09 (0,08-0,38)

S, о.е.× с × 106 0,23 (0,19-0,26) 0,30 (0,18-0,79); р1=0,038 0,22 (0,19-0,31)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, с 96 (49-230); 1036 (445-3745); р1<0,001 764 (287-1201); р1=0,027

Imax, о.е. × 103 0,08 (0,07-0,08); 0,13 (0,08-0,43); р1=0,006 0,08 (0,07-0,12); р2=0,045

S, о.е.× с ×106 0,27 (0,18-0,29) 0,41 (0,25-1,11); р1=0,038 0,23 (0,20-0,29); р2=0,042

Sинд./Sспонт. 1,03 (0,95-1,66) 1,06 (0,89-1,28) 0,96 (0,91-1,15)

Примечание. р1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателями контрольной группы; р2 – уровень статисти-
ческой значимости различий по сравнению с показателями чувствительных к АСК пациентов; р3 – уровень статистической значимости 
различий по сравнению с аналогичными показателями в данной группе до операции АКШ.
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пами), Imax спонтанной (H=8,03, р=0,018 при значи-
мости между показателями чАСК пациентов и лиц кон-
трольной группы, р=0,023), Tmax индуцированной 
(H=8,37, р=0,015 при значимости различий между по-
казателями чАСК пациентов и лиц контрольной груп-
пы, р=0,012) и Imax индуцированной ХЛ (H=11,15, 
р=0,004 при значимости между показателями чАСК 
пациентов и лиц контрольной группы р=0,014). 

Такая же тенденция наблюдается и на  1-е сут после 
операции, однако только по показателю Тmax спонтан-
ной ХЛ с люцигенином (табл. 2), а однофакторный дис-

Таблица 2 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люцигенином у пациентов с ХКБ в первые сутки после АКШ [Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

рАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды (с) 213 (80-354); 494 (255-2043); р1=0,011 89 (33-203); р1=0,048
р2=0,001

Imax, о.е. × 103 0,08 (0,07-0,09) 0,1 (0,08-0,30); р1=0,017; 
р3=0,045

0,09 (0,09-0,13)

S, о.е. ×с ×106 0,23 (0,19-0,26) 0,35 (0,21-0,56); р1=0,036 0,28 (0,21-0,39)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, с 96 (49-230) 458 (177-985); р1=0,014; 
р3=0,041

269 (68-404)

Imax, о.е. × 103 0,08 (0,07-0,08) 0,1 (0,08-0,45); р1=0,049; 
р3=0,044

0,08 (0,08-0,10)

S, о.е. × с × 106 0,27 (0,18-0,29) 0,32 (0,21-0,67); р1=0,025 0,23 (0,20-0,31)

Sинд./Sспонт. 1,03 (0,95-1,66) 1,03 (0,97-1,17) 0,96 (0,91-1,15) 

Примечание: то же, что и для табл. 1.

Таблица 3 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люцигенином у пациентов с ХКБ на 8–10-е сут после АКШ на фоне терапии АСК  
[Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

рАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды (с) 213 (80-354) 611 (185-2198); р1=0,010 177 (75-526) 

Imax, о.е. × 103 0,08 (0,07-0,09); 0,11 (0,09-0,34); р1=0,017 0,09 (0,08-0,12)

S, о.е. × с  × 106 0,23 (0,19-0,26) 0,32 (0,20-0,85) 0,30 (0,18-0,35)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, с 96 (49-230) 1625 (161-3099); р1=0,012 532 (106-1123)

Imax, о.е. × 103 0,08 (0,07-0,08); 0,12 (0,09-0,53); р1=0,001 0,10 (0,08-0,12)

S, о.е. × с × 106 0,27 (0,18-0,29) 0,35 (0,28-1,47); р1=0,044 0,32 (0,24-0,36)

Sинд./ Sспонт. 1,03 (0,95-1,66) 1,10 (0,88-1,95) 1,09 (0,95-1,35)

Примечание. То же, что и для табл. 1.

персионный анализ по Крускалу-Уоллису и последую-
щий анализ критерием множественного сравнения по-
казали значимые различия между группами сравнения 
по показателям Tmax спонтанной ХЛ с люцигенином 
(H=9,05, р=0,01 при значимости между показателями 
чАСК и рАСК пациентов р=0,023), Imax спонтанной 
(H=7,99, р=0,018 при значимости между показателями 
чАСК пациентов и лиц контрольной группы, р=0,015) 
и Imax индуцированной ХЛ с люминолом (H=11,57, 
р=0,003 при значимости между показателями чАСК па-
циентов и лиц контрольной группы, р=0,0025 ).
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На 8–10-е сут после АКШ на фоне терапии АСК од-
нофакторный дисперсионный анализ по Крускалу-Уол-
лису и последующий анализ критерием множественно-
го сравнения показали значимые различия между груп-
пами сравнения по показателям Imax спонтанной 
(H=8,08, р=0,017 при значимости между показателями 
чАСК пациентов и лиц контрольной группы, р=0,014) 
и Imax индуцированной ХЛ с люцигенином (H=8,02, 
р=0,018 при значимости между показателями чАСК па-
циентов и лиц контрольной группы, р=0,022), Imax 
спонтанной (H=6,7, р=0,035 при значимости между по-
казателями чАСК пациентов и лиц контрольной груп-
пы, р=0,03) и Imax индуцированной ХЛ с люминолом 
(H=10,07, р=0,006 при значимости между показателя-
ми чАСК пациентов и лиц контрольной группы, 

р=0,005), S спонтанной ХЛ с люминолом (H=6,93, 
р=0,031 при значимости между показателями чАСК па-
циентов и лиц контрольной группы, р=0,025).

Таким образом при множественном сравнении на-
блюдаются значимые различия по многим показате-
лях ХЛ во всех периодах наблюдения в сравниваемых 
группах, по большинству параметров значения этих 
показателей в группе чАСК пациентов оказались вы-
ше, чем в контрольной группе.

В группе чАСК пациентов с ХКБ на 1-е сут после 
операции АКШ наблюдалось снижение ХЛ с люциге-
нином (Тmax и Imax индуцированной и Imax спонтан-
ной), а на 8-е –10-е сут повышение ХЛ с люминолом 
(S спонтанной и Imax и S индуцированной) по срав-
нению с начальным уровнем до операции (таблицы 1, 

Таблица 4 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люминолом у пациентов с ХКБ до АКШ [Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

рАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды, (с) 71 (0-442,7) 229,5 (40,2-1833,5) 71 (70-252)

Imax,о.е. × 103 0,08 (0,07-0,09) 0,12(0,08-0,55); р1=0,026 0,08 (0,08-0,45)

S, о.е. × с × 106 0,26 (0,22-0,29) 0,29 (0,2-0,95) 0,3 (0,22-0,34)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, секунды,  с 154 (0-261) 454,5 (0-1800,25); р1=0,011 71 (65,5-1808,5)

Imax, о.е. × 103 0,07 (0,07-0,08); 0,113 (0,08-0,5); р1=0,01 0,09 (0,07-0,27)

S, о.е. × с × 106 0,23 (0,2-0,24) 0,3 (0,22-0,88) 0,32 (0,17-0,35)

Sинд./ Sспонт. 0,96 (0,77-1,18) 0,98 (0,75-1,13) 1,09 (0,78-1,19)

Примечание. То же, что и для табл. 1.

Таблица 5 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люминолом у пациентов с ХКБ в первые сутки после АКШ [Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

рАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды, (с) 71 (0-442,7) 141 (0-1107) 389 (12,75-1909)

Imax, о.е. × 103 0,8 (0,07-0,09) 0,15 (0,086-0,46); р1=0,007 0,12 (0,09-0,63)

S, о.е. × с × 106 0,26 (0,22-0,29) 0,33 (0,22-0,86) 0,34 (0,32-0,73)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, с 154 (0-261) 198 (0-1529) 80 (0-648,5)

Imax, о.е. × 103 0,07 (0,07-0,08); 0,130 (0,09-0,45); р1=0,001 0,09 (0,08-0,55)

S, о.е. × с × 106 0,23 (0,2-0,24) 0,33 (0,17-1,05) 0,33 (0,31-0,55)

Sинд./ Sспонт. 0,96 (0,77-1,18) 0,94 (0,83-1,1) 0,88 (0,7-1,07)

Примечание. То же, что и для табл. 1.
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2, 4, 6). У рАСК пациентов с ХКБ в динамике разли-
чий не было выявлено. Динамика изменений исследу-
емых показателей на протяжение всего периода иссле-
дования также подтверждается методом рангового дис-
персионного анализа Фридмана у чАСК пациентов с 
ХКБ - Imax спонтанной люминол-зависимой ХЛ 
(χ2=28,53, р<0,001).

В группе рАСК пациентов с ХКБ до операции 
АКШ выявлена прямая корреляция между Imax инду-
цированной ХЛ с люцигенином и люминолом и уров-
нем агрегации тромбоцитов с арахидоновой кислотой 
(r=0,85; p=0,004 и r=0,72; p=0,026), а также S индуци-
рованной ХЛ с люцигенином и люминолом и уровнем 
агрегации тромбоцитов с арахидоновой кислотой 
(r=0,7; p=0,04 и r=0,91; р<0,001). У этой категории па-
циентов после операции АКШ наблюдались положи-
тельные корреляционные связи показателей спонтан-
ной и индуцированной люминолом и люцигенином 
ХЛ с уровнем агрегации тромбоцитов с коллагеном, 
АДФ и адреналином (r>0,7; р<0,05). Наличие корре-
ляций между продукцией АФК и агрегацией тромбо-
цитов с различными индукторами указывает на то, что 
ХЛ метод отражает активность клеток тромбоцитов в 
данный момент исследования, по которому можно су-
дить о базовом и потенциальном состоянии тромбо-
цитов при ХКБ как до, так и после АКШ.

Обсуждение

Вопрос резистентности к АСК остается весьма дис-
куссионным, так как обнаружено множество возмож-
ных факторов влияющих на функциональную актив-
ность тромбоцитов, которые можно разделить на кли-

нические, клеточные, генетические. К клиническим 
факторам относятся нарушение всасываемости и сни-
жение биодоступности АСК, взаимодействие с ибу-
профеном, гипергликемия, застойная сердечная недо-
статочность, системное воспаление, курение, стресс, 
использование искуственного кровообращения (ИК) 
во время операции. Клеточные факторы как причина 
резистентности, это изначальное функциональное со-
стояние тромбоцитов, недостаточное угнетение ци-
клооксигеназы (ЦОГ)-1, избыточная экспрессия ЦОГ-
2 на мРНК, индуцированная эритроцитами активация 
тромбоцитов, контакты тромбоцитов с другими клет-
ками крови и эндотелием сосудов, и наконец генети-
ческие факторы – полиморфизмы генов ЦОГ-1 и тром-
боцитарных рецепторов [17, 18]. В ряде случаев мож-
но свести к минимуму феномен резистентности к АСК, 
применив определенные действия, в частности сокра-
тив время между забором крови и измерением устой-
чивости тромбоцитов к АСК, увеличив концентрацию 
АСК в крови, используя таблетки АСК без покрытия, 
четко соблюдая схемы приема препарата, исключив 
взаимодействие с ибупрофеном, улучшая состояние 
мембран тромбоцитов с помощью веществ мембрано-
тропного действия (ω-3 полиненасыщенные жирные 
кислоты) [19, 20]. Но, тем не менее, в ряде случаев да-
же всё вышеперечисленное не приводит к достижению 
должного эффекта от АСК, резистентность имеет ме-
сто быть и необходимо контролировать и корригиро-
вать данный феномен с целью профилактики нежела-
тельных сосудистых событий.

У чАСК пациентов с ХКБ наблюдается повышен-
ная базовая и АДФ-индуцированная продукция тром-

Таблица 6 

Хемилюминесцентная активность тромбоцитов с люминолом у пациентов с ХКБ на 8-10 сутки после АКШ на фоне терапии АСК 
[Ме (С25 – С75)]

Показатели Контроль (n=30)
1

чАСК (n=71)
2

pАСК (n=33)
3

Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, секунды, (с) 71 (0-442,7) 264 (0-1164) 71 (17,75-2754)

Imax, о.е. × 103 0,8 (0,07-0,09); 0,14 (0,09-1,253); р1=0,001 0,13 (0,1-1,12)

S,о.е. × с × 106 0,26 (0,22-0,29); 0,4 (0,3-2,35); р1=0,001; р3=0,008 0,32 (0,3-1,79)

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, сек. 154 (0-261) 492 (84,5-1876,5); р1=0,028 71 (17,75-2329,75)

Imax, о.е. × 103 0,07 (0,07-0,08); 0,18 (0,09-1,57); р1=0,001; р3=0,037 0,11 (0,09-0,265)

S, о.е. × сек. × 106 0,23 (0,2-0,24) 0,41 (0,22-2,27); р1=0,037; р3=0,037 0,31 (0,23-0,5)

Sинд./ Sспонт. 0,96 (0,77-1,18) 0,9 (0,62-1,5) 0,91 (0,67-1,01)

Примечание. То же, что и для табл. 1.
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боцитами первичных и вторичных АФК до и после 
операции АКШ, что указывает на высокую активность 
данных клеток крови, а именно их ферментов, участву-
ющих в синтезе АФК (НАДФH-оксидаза, ЦОГ-1, су-
пероксиддисмутаза, NO-синтаза, миелопероксидаза и 
др.). При этом, на 1-е сут после оперативного вмеша-
тельства уровень спонтанной и АДФ-индуцированной 
продукции супероксид анион-радикала снижается, что 
может быть связано с использованием аппарата искус-
ственного кровообращения (ИК). Применение ИК при 
АКШ сопровождается контактом крови с «неэндоте-
лиальной» поверхностью контура аппарата, использо-
ванием нефракционированного гепарина, протамин 
сульфата, увеличением экспрессии Р-селектина, тром-
боцитарного фактора-4, увеличением содержания 
тромбина, активацией провоспалительных цитокинов, 
когда происходит снижение активности НАДФH-
оксидазы, как основного источника данной АФК [21, 
22]. Помимо тромбоцитов, активируются лейкоциты 
и эндотелиальные клетки из-за контакта крови с ино-
родными поверхностями и воздухом во время ИК, воз-
никает воспалительная реакция, что подтверждается 
увеличением в послеоперационном периоде продук-
ции IL-6, IL-8, С-реактивного белка, нейтрофильной 
эластазы, TNF-α [23]. Так как тромбоциты являются 
активными участниками воспалительных процессов, 
их контакт в очаге с другими клетками (эндотелиаль-
ные клетки, клетки лейкоцитарного ряда) приводит к 
дополнительной стимуляции, в результате чего они 
функционально и метаболически истощены в тесте iv 
vitro [24]. На 8–10-е сут (данный период совпадает со 
средней продолжительностью жизни тромбоцитов) ак-
тивность тромбоцитов восстанавливается, вероятно, в 
результате поступления в кровоток молодых форм с 
высоким потенциалом, что характеризуется повышен-
ной продукцией всех форм АФК как в спонтанном, так 
и в АДФ-индуцированном тесте. 

Группа рАСК пациентов с ХКБ характеризуется 
стабильностью по продукции АФК до и после АКШ 
без значимых изменений в послеоперационном пери-
оде. Только до операции для достижения максималь-
ного уровня АДФ-индуцированной продукции супе-
роксид анион-радикала требуется больше времени, по 
сравнению с контрольной группой (табл. 1), что сви-
детельствует о пролонгированном периоде активации 
в связи с рефрактерностью к стимулирующим агентам. 
Это может быть вызвано резистентностью тромбоци-
тов не только к АСК, но и другим факторам. «Полом-
ка» и замедление метаболических и регуляторных ме-
ханизмов в резистентных к АСК тромбоцитах может 
являться результатом сбоя межклеточных взаимодей-

ствий, в частности с нейтрофилами, которые способ-
ны снабжать тромбоциты субстратами (например, ара-
хидоновой кислотой) с помощью микровезикул, а так-
же активировать их на уровне рецепторов [25]. 
Тромбоцитарные микровезикулы, как дополнитель-
ный инструмент обмена информацией, могут содер-
жать митохондрии в активном состоянии с обеспече-
нием клеточного дыхания (являются также источни-
ком супероксид анион-радикала) [26]. Для образования 
микровезикул необходима стимуляция клетки  тром-
бином, медиаторами воспаления, АДФ, воздействием 
АФК, гипоксией, стрессом [27]. Нейтрофильные ми-
кровезикулы могут вызвать повышенную коагуляцию 
и адгезию тромбоцитов, приводящую к микротромбо-
зам, системному воспалению сосудов [28].

Логично, что любые сбои в рецепторном аппара-
те, в передаче сигналов и метаболитов между взаимо-
действующими клетками, особенно при различных па-
тологических состояниях, в том числе и сердечно-со-
судистых заболеваниях, оказывают влияние на 
процессы протекающие как внутри, так и снаружи кле-
ток. Резистентность тромбоцитов обусловлена невос-
приимчивостью ЦОГ-1 к действию АСК, а с другой 
стороны, работа ЦОГ-1 по образованию из арахидо-
новой кислоты тромбоксана А2 сопровождается нара-
боткой АФК [29]. Сниженная до АКШ продукция пер-
вичных АФК при стимуляции АДФ у рАСК пациентов 
в сравнении с чАСК подтверждает данное предполо-
жение, так как в результате возможного нарушения 
связи с нейтрофилами (на уровне микровезикул или 
рецепторного аппарата), наработка АФК и метаболизм 
арахидоновой кислоты в резистентных тромбоцитах 
могут быть снижены, а ЦОГ-1, как точка приложения 
АСК, становится неактуальной у данной категории па-
циентов.

Заключение

Таким образом, наше исследование подтверждает 
тот факт, что ХЛ анализ дает возможность оценивать 
функциональную активность тромбоцитов, а исследо-
вание показателей ХЛ тромбоцитов позволяет выявить 
резистентных к АСК пациентов с ХКБ, готовящихся к 
операции АКШ. У рАСК пациентов с ХКБ продукция 
первичных АФК значительно ниже до АКШ, чем у 
чАСК. У рАСК пациентов с ХКБ уровень ХЛ актив-
ность тромбоцитов находится на уровне контрольных 
значений, причем операция АКШ не оказывает зна-
чительного влияния на показатели ХЛ. У чАСК паци-
ентов с ХКБ наблюдается повышенная спонтанная и 
АДФ-индуцированная ХЛ активность тромбоцитов по 
сравнению с контрольной группой в до и послеопера-
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ционном периоде, со снижением в 1-е сут после АКШ 
продукции первичных АФК и увеличением на 8 –10-
е сут АКШ первичных и вторичных АФК по сравне-
нию с исходными значениями до операции. Наличие 
динамических изменений в показателях ХЛ чувстви-
тельных к АСК тромбоцитов до и после АКШ и отсут-
ствие такового у резистентных к АСК тромбоцитов по-
зволяет сделать предположение о различиях в метабо-
лическом статусе чувствительных и резистентных к 
АСК тромбоцитов, что может лежать в основе рези-
стентности последних к АСК. При этом нельзя исклю-
чить роль межклеточного взаимодействия тромбоци-
тов в генезе недостаточного ответа тромбоцитов на 
АСК. Изучение возможных механизмов данного явле-
ния на межклеточном уровне перспективно в плане 
поиска методов преодоления невосприимчивости 
тромбоцитов к АСК. 
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Введение. Препараты разной структуры – углеводной, пептидной, белковой оказывают значительный противосвертыва-
ющий эффект в кровотоке с одновременным улучшением углеводного обмена� 
Цель – изучение в сравнительном аспекте влияния препаратов разной структуры (пептида, производного диоксикума-
рина и ацетилсалициловой кислоты −АСК) на свертывание крови, изменение углеводного обмена при интрагастральном 
способе их введении крысам� 
Методика. Использовались стандартные коагулологические методы и способы определения уровня глюкозы крови крыс� 
Каждый из препаратов (пептид Lys-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Pro, варфарин и АСК) вводили лабораторным крысам Wistar интра-
гастрально в эффективной дозе (100 мкг/кг – пептид и варфарин и 1 мг/кг – АСК) в течение 7 сут на фоне развития метабо-
лического синдрома, индуцируемого высококалорийной диетой (ВКД)� Определения производили через 20 и 168 ч после 
последнего введения препаратов при продолжающемся постоянном кормлении крыс ВКД� 
Результаты. Установлено, что как через 20 ч, так и через 168 ч после последнего введения пептида и АСК агрегация тром-
боцитов имела тенденцию к снижению и составляла 72-76% (через 20 ч) и 81-66,7% (через 168 ч); фибринолиз статисти-
чески значимо повышался при действии пептида на 61-180%, АСК – на 15-41%, варфарина – на 14-34%; активированное 
частичное тромбопластиновое время значимо удлинялось под влиянием пептида и варфарина на 24-52 и 31-52% соответ-
ственно; свертывание крови по тесту протромбинового времени снижалось только под влиянием варфарина (на 12�3%); 
уровень глюкозы крови нормализовался под влиянием всех использованых препаратов и составлял 4,9–6,5 ммоль/л против 
8�1-8�8 ммоль/л при метаболическом синдроме� 
Заключение. При сравнении действия пептида, варфарина и АСК установлены гипокоагуляционные и гипогликемические 
эффекты в разной степени� Максимальным антикоагулянтным и фибринолитическим действием обладал пептид; варфа-
рин проявлял антикоагулянтное действие только по тесту протромбиновое время, ацетилсалициловая кислота обладала 
антитромбоцитарным и фибриндеполимеризационным действием� 
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Drugs with different structure, carbohydrates, peptides, and proteins, can produce a significant anticoagulation effect and simul-
taneously improve carbohydrate metabolism� The aim of this study was to compare effects of drugs with different structure, a 
peptide, a dioxicoumarin derivative, and acetylsalicylic acid (ASA), on coagulation and changes of carbohydrate metabolism in 
intragastric administration to rats� 
Methods. Standard methods for studying coagulation and measuring blood glucose in rats were used� Each of the study drugs 
(Lys-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Pro peptide, warfarin, and ASA) was administered to Wistar rats intragastrically at an effective dose 
(100 mcg/kg for the peptide and warfarin and 1 mg/kg for ASA) for 7 days during the development of metabolic syndrome (MS) 
induced by a high-calorie diet (HCD)� Measurements were performed at 20 and 168 h after the last administration of the drugs 
with continuing HCD� 
Results. Both at 20 and 168 h after the last administration of the peptide and ASA, platelet aggregation showed a tendency to 
a decrease and was 72-76% (at 20 h) and 81-66�7% (at 168 h); fibrinolysis significantly increased under the action of the peptide, 
ASA, and warfarin by 61-180%, 15-41%, and 14-34%, respectively� Activated partial thromboplastin time significantly increased 
under the action of the peptide and warfarin by 24-52% and 31-52%, respectively; blood clotting as estimated in the prothrom-
bin time test decreased only under the action of warfarin by 12�3%; blood glucose returned to a normal level under the action of 
each of the three study drugs and was 4�9–6�5 mmol/l vs. 8�1-8�8 mmol/l in MS� 
Conclusion� The peptide, warfarin, and ASA produced different degrees of the anticoagulation and hypoglycemic effects� The 
peptide had the strongest anticoagulation and fibrinolytic effects, warfarin produced an anticoagulant effect only according to 
the prothrombin time test, and acetylsalicylic acid exerted both antiplatelet and fibrin-depolymerizing effects�
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Введение

Известно, что препараты разной структуры прояв-
ляют в организме противосвертывающие эффекты. К 
ним могут относиться регуляторные пептиды глипро-
линового ряда [1], непрямые оральные антикоагулян-

ты (НОАК) [2] и ингибитор агрегации тромбоцитов −
ацетилсалициловая киcлота (АСК), или аспирин [3]. 
В то же время механизмы противосвертывающего дей-
ствия в организме этих препаратов различны. 

Непрямые антикоагулянты, например, варфа-
рин, являются антагонистами витамина К и ингиби-
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руют факторы протромбинового комплекса крови. 
Это факторы свертывания (II,VII, IX, X), а также про-
теины С и S, синтезирующиеся в печени, приобрета-
ют биологическую активность лишь после реакции 
γ-карбоксилирования, вследствие чего обеспечивается 
их способность связывать Са2+ с последующей сборкой 
активного каталитического комплекса на мембранах. 
Терапевтические дозы варфарина снижают содержа-
ние всех витамин-К-зависимых факторов свертывания 
на 30-50% [4]. После назначения пациентам препара-
тов НОАК время достижения постоянной активности 
каждого фактора определяется их периодом полурас-
пада – T1/2 (у фактора VII – 6 ч, IX – 24 ч, X – 36 ч, про-
тромбина – 50 ч, протеина С – 8 ч, протеина S – 30 ч). 
Благодаря большому Т1/2 некоторых факторов свер-
тывания (особенно протромбина) антикоагулянтное 
действие варфарина достигает максимума лишь через 
несколько суток после начала лечения, хотя протром-
биновое время (ПВ) удлиняется гораздо раньше из-за 
распада факторов с меньшим Т1/2. На все витамин-К-
зависимые факторы свертывания варфарин действует 
одинаково, хотя его антикоагулянтное действие обыч-
но оценивают по активности протромбина и, в мень-
шей степени, фактора Xа [5, 6]. 

Об эффективности антиагрегантного по отноше-
нию к тромбоцитам агента – АСК в организме полу-
чены убедительные доказательства того, что в малых 
дозах этот препарат значительно снижает риски сосу-
дистых событий: инфаркта миокарда на 22%, инсуль-
та – на 5%. Во вторичной профилактике этот препа-
рат уменьшает риск повторных инфарктов и инсультов 
в еще большей степени (на 22–46%). Это обусловлено 
тем, что АСК как антитромбоцитарное средство ин-
гибирует производство тромбоксана, который в нор-
мальных условиях связывает молекулы тромбоцитов 
и покрывает поврежденные стенки кровеносных со-
судов [3]. Активный компонент АСК был впервые об-
наружен в коре ивы в 1763 г. Эдвардом Стоуном из 
Уэдхем-Колледжа, Оксфорд. АСК применяется для 
устранения целого ряда симптомов, и лечения воспа-
лительных заболеваний, таких как ревматоидный ар-
трит, перикардит и болезнь Кавасаки, а также опухо-
левых процессов. Аспирин входит в группу препаратов 
под названием «нестероидные противовоспалитель-
ные препараты» (НПВП). Хотя аспирин и препараты 
с аналогичной структурой действуют подобно другим 
НПВП (проявляя жаропонижающее, противовоспа-
лительное, обезболивающее действия) и ингибируют 
фермент циклооксигеназу (ЦOГ), аспирин отличается 
от них тем, что действует необратимо. Механизм дей-
ствия АСК заключается в том, что он подавляет актив-

ность ЦОГ − фермента, регулирующего превращение 
арахидоновой кислоты в простагландины (ПГ), про-
стациклин (ПГI2) и тромбоксан (ТхА2) [7]. При при-
еме внутрь АСК полностью абсорбируется из желу-
дочно-кишечного тракта и подвергается системной 
элиминации в стенке кишечника и в печени (деаце-
тилируется). Метаболизируется она преимуществен-
но в печени с образованием метаболитов, обнаружи-
ваемых во многих тканях и моче, а выводится преиму-
щественно через почки в неизмененной форме (60%) 
и в виде метаболитов [8].

Пептиды глипролинового ряда, т.е. содержащие 
группировку Pro-Gly-Pro (PGP), обладают эндотелий-
зависимой реакцией экскреции в кровоток тканевого 
активатора плазминогена, который активно участвует 
в процессах ферментативного фибринолиза. Эти пеп-
тиды оказывают антитромбоцитарный и антикоагу-
лянтный эффекты в организме. Доказана защитная 
роль указанных регуляторных пептидов при наруше-
ниях ряда систем организма – гемостаза, углеводного 
и липидного обмена веществ [1]. 

Ранее было установлено, что при развитии у чело-
века и животных метаболического синдрома (МС) 
страдают регуляторные взаимоотношения между свер-
тывающей и противосвертывающей системами, нару-
шается нормальное функционирование сосудистого 
эндотелия, поджелудочной железы, других органов и 
систем организма [1, 9, 10].

Цель настоящей работы заключалась в выявлении 
сравнительных эффектов 3 веществ – пептида глипро-
линового ряда Lys-Arg-Аrg-Lys-Pro-Gly-Pro (KRRKP-
GP), непрямого антикоагулянта варфарина и антиа-
греганта ацетилсалициловой кислоты (АСК) при их 
пероральном введении животным на параметры гемо-
стаза и уровень глюкозы крови на фоне развития МС.

Методика

В работе применялись пептид Lys-Arg-Arg-Lys-Pro-
Gly-Pro (KRRKPGP), синтезированный в Институте 
молекулярной генетики РАН (Москва), и коммерче-
ские препараты АСК (степень чистоты – 98%) произ-
водства Хэбэй Цзихэн (Груп) Фармасьютикал Ко. Лтд 
(Китай) и варфарина производства Такеда Фарма А/С 
(Польша). Препараты для введения крысам готовили 
ежедневно в необходимых концентрациях, используя 
в качестве растворителя 0,85%-й NaCl.

В экспериментах, проведенных с соблюдением эти-
ческих правил, принятых Европейской конвенцией по 
защите позвоночных животных, применяемых для экс-
периментальных и иных целей (Страсбург, 15.06.2006), 
были использованы крысы-самцы Wistar массой тела 
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300–400 г. Животных содержали в пластиковых клет-
ках в стандартных лабораторных условиях при искус-
ственном освещении (12 ч/12 ч – светлое/темное вре-
мя суток), принудительной 12-кратной в час вентиля-
ции, температуре 22-26 °С и относительной влажности 
50-70%. Животные имели свободный доступ к питью 
и пище.

Для индуцирования метаболических нарушений 
использовали высококалорийную диету (ВКД), энер-
гетическая ценность которой составляла не менее 3500 
ккал/кг [1]. ВКД включала избыток углеводов, холестерина и на-
сыщенных жирных кислот и содержала жир свиной (15%), манную 
кашу на молоке (30%), муку пшеничную и хлеб (15%), сахарный пе-
сок (5%), животные жиры (маргарин с гидрогенизированными жи-
рами, майонез, сыр) (25%), стандартный гранулированный комби-
корм фирмы «Лабораторкорм» (10%). В качестве питья животные 
получали 10%-ый раствор глюкозы (в среднем 30 мл в сутки на од-
ну крысу). Дополнительно в клетку помещали поилку с обычной во-
дой для исключения дегидратации. 

Животные были разделены на 4 группы – получав-
шие пептид (группа 1), или препарат варфарина (груп-
па 2) в ежедневной дозе 100 мкг/кг массы тела, или 
АСК (группа 3) в ежедневной дозе 1 мг/кг. Все препа-
раты вводили интрагастрально через зонд один раз в 
сутки (каждые 24 ч) в течение 7 сут. Животные 4-й 
группы, как и животные 1-й, 2-й и 3-й групп находи-
лись постоянно на ВКД. Интактные крысы 5-й груп-
пы – (группа «Норма») содержались на стандартном 
гранулированном комбикорме «Лабораторкорм» (ка-
лорийность 2950 ккал/кг) и не получали никаких пре-
паратов. Кровь на исследование брали у животных из 
v. jugularis с использованием в качестве консерванта 
3,8%-го цитрата натрия через 20 ч после 7-го (послед-
него) введения  исследуемых препаратов и спустя 7 сут 
после отмены их введения при продолжающемся корм-
лении крыс ВКД. В эти периоды брали кровь анало-
гично и у контрольных крыс (4-я группа) и крыс груп-
пы «Норма» (5-я группа).

В плазме крови оценивали фибринолиз по следу-
ющим тестам: суммарной (СФА), неферментативной 
(или фибриндеполимеризационной – ФДПА), фер-
ментативной (ФФ) фибринолитической активности, 
активности тканевого активатора плазминогена (ТАП), 
времени лизиса эуглобулинового сгустка (ВЛЭС); из-
менение свертывания крови по тестам: активирован-
ного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ), 
тромбинового времени (ТВ); агрегацию тромбоцитов, 
индуцированную 10-6М АДФ (АТ), концентрацию фи-
бриногена по Клауссу (Ф) и активность фактора XIIIa 
[11]. Уровень глюкозы в крови определяли на биохи-
мическом анализаторе One Touch Horison (США) с ис-

пользованием специальных тест-полосок для данного 
прибора. 

Статистический анализ данных осуществляли, ис-
пользуя пакет статистических программ Statistica 8 
(StatSoft Inc., США), а также графических программ 
Мicrosoft Excel. Эмпирические распределения прово-
дили с использованием критерия Шапиро-Уилка. Для 
попарного сравнения независимых групп применяли 
непараметрический критерий Манна Уитни. Получен-
ные данные представлены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего (M ± m). Различия счи-
тали статистически значимыми при р< 0.05.

Результаты

В первой серии экспериментов при развитии МС 
(1–3-я группы) через 20 ч после 7-го (последнего) вве-
дения препаратов установлено, что агрегация тромбо-
цитов имела тенденцию к снижению при действии всех 
исследуемых препаратов. Антикоагулянтная активность 
по тесту АЧТВ возрастала под влиянием пептида и вар-
фарина на 24-52%, по тесту протромбинового времени 
(ПВ) – только под влиянием варфарина (на 12%). Фи-
бринолиз увеличивался в разной степени по тестам сум-
марной и фибриндеполимеризационной (ФДП) актив-
ности при действии всех препаратов, а по активности 
тканевого активатора плазминогена (ТАП) – только под 
влиянием пептида и варфарина. Отмечалось подавле-
ние активности свертывающего фактора XIIIa под вли-
янием всех трех препаратов. При этом наблюдалось 
снижение концентрации глюкозы крови на 35-44% под 
влиянием всех препаратов по сравнению с контроль-
ной (4-й) группой животных. Наибольший эффект по 
параметрам гемостаза и уровню глюкозы крови (табл. 
1) установлен  при введении пептидного препарата.

Cходная картина отмечалась и через 7 сут после от-
мены введения препаратов на фоне продолжающего-
ся кормления крыс ВКД. В этих условиях агрегация 
тромбоцитов после введения пептида и варфарина 
имела тенденцию к снижению (на 14-19%), а после вве-
дения АСК снижение было статистически значимым 
– на 31.3% по сравнению с контролем. Антикоагулянт-
ная активность по тесту АЧТВ была удлинена только 
после отмены введения варфарина (на 31.5%); СФА 
оставалась повышенной после введения пептида и 
АСК на 41-61%, ФДПА – на 42-55%, а ФФ был стати-
стически значимо повышен при действии всех трех 
препаратов, то есть наблюдался отдаленный эффект 
по ФФ. Об этом же свидетельствуют параметры ВЛЭС 
и ТАП. Активность фактора XIIIa оставалась значимо 
сниженной только после воздействия пептида. Уро-
вень глюкозы в этот период был снижен после воздей-
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ствия всех трех препаратов по сравнению с показате-
лем группы контроля (табл. 2).

Обсуждение

Анализируя полученные результаты, необходимо 
отметить взаимосвязь между веществами с разной хи-
мической структурой и их влиянием на восстановле-
ние состояния системы гемостаза и углеводного обме-
на. Установлено, что при развитии нарушений липид-
ного обмена, осложняющегося тромбозами, аргинин- и 
лизинсодержащий пептид KRRKPGP, как и другие 
ранее исследованные пептидные препараты глипро-
линового ряда [1], проявлял антикоагулянтный, фи-
бринолитический и антитромбоцитарный эффекты и 
усиливал активность тканевого активатора плазмино-
гена, включаясь в процессы фибринолиза и сосудисто-
эндотелиальной функции. Наши данные согласуются 
с исследованиями, показавшими, что использование 
жировой диеты в течение 3 мес вызывало непереноси-
мость глюкозы [12]. Эти исследователи, рассматривая 

жировую ткань в качестве эндокринного органа, отме-
чают, что ингибитор активатора плазминогена-1 (PAI-
1) выделяется в кровоток параллельно с увеличением 
жировой массы, и он функционирует как важнейший 
адипокин, который отрицательно влияет на физиоло-
гический  метаболизм  и функционирование сосудов.  
Повышенные уровни PAI-1 индуцируют инсулиноре-
зистентность, метаболические  нарушения, хрониче-
ское воспаление и приводят к расстройству фибрино-
лиза через дизрегуляцию процессов свертываемости 
крови, эндотелиальную дисфункцию и метаболиче-
ские нарушения.  Мы полностью согласны с выше-
высказанными соображениями [12], так как в наших 
экспериментах при моделировании МС снижалась ак-
тивность тканевого активатора плазминогена, что, воз-
можно, и приводило к увеличению ингибиторов фи-
бринолиза с последующим развитием инсулинорези-
стентности и ингибированием фибринолиза, а также 
к дисфункции эндотелия. 

Таблица 1

Изменение параметров гемостаза, уровня глюкозы через 20 ч после 7-кратного интрагастрального введения пептида KRRKPGP, варфа-
рина в ежедневной дозе 100 мкг/кг и АСК в ежедневной дозе 1 мг/кг массы тела крыс при развитии метаболического синдрома (МС) 

Параметры Контроль (МС) Введение пептида 
KRRKPGP

Введение  
варфарина

Введение
АСК

Норма (здоровые 
крысы)

Агрегация тромбоцитов,  
(индекс, %) 

2.5 ± 0.6
(100%)

1.8 ± 0.3
(72 %)

2.3 ± 0.4
(92 %)

1.9 ± 0.3
(76 %)

1.5 ± 0.3*
(60%)

АЧТВ 
(с, %)

31.8 ± 2.5
(100%)

39.5 ± 1.2*
(124 %)

48.4 ± 1.8**
(152%)

32.5 ± 2.4
(102 %)

36.6 ± 4.2
(115%)

Протромбиновое время (с, %) 20.3 ± 1.2
(100%)

19.4 ± 1.5
(95.5%)

22.8 ± 1.0*
(112.3%)

21.6 ± 2.0
(106.4%)

34.8 ± 2.1**
(171%)

Активность фактора XIIIa 
(усл. ед., %) 

86.7 ± 2.5 (100%) 56.0 ± 1.9**
(64%)

68.8 ± 1.0** (79%) 63.0 ± 2.5**
(72%)

65.0 ± 2.9**
(75%)

Суммарная фибринолитиче-
ская активность (мм2, %)

19.6 ± 0.9 (100%) 39.4 ± 1.5** (206%) 21.8 ± 1.1 (114%) 22.4  ± 1.3 (115%) 32.5 ± 0.5**
(166%)

Фибриндеполимеризацион-
ная активность (мм2, %) 

14.2 ± 0.7 (100%) 24.2 ± 1.3** (170%) 15.6 ± 1.8 (109%) 18.0  ± 2.1** (126%) 22.7 ± 0.5**
(160%)

Ферментативный фибринолиз 
(мм2, %)

5.4 ± 0.5 (100%) 15.2 ± 1.2** (280%) 6.2 ± 0.9 (114%) 4.4  ± 0.7 (81%) 9.7 ± 0.7**
(180%)

Время лизиса эуглобулиново-
го сгустка (мин, %)

103.8±2.5 (100%) 88.0±2.7** (85%) 73.0±2.7** (70%) 71.2±1.6** (69%) 71.6±2.8** (69%)

Активность тканевого актива-
тора плазминогена (мм2, %)

32.2±1.9
(100%)

44.0±3.7*
(137%)

75.2±4.9**
(234%)

24.4±6.8
(76%)

51.7±1.5**
(161%)

Активность плазмина (мм2, %) 30.0±3.5
(100%)

16.8±1.1*
(56%)

9.0±0.7**
(30%)

19.5±1.1*
(65%)

28.3±2.8
(94%)

Уровень глюкозы (ммоль/л, %) 8.8 ± 0.7 (100%) 5.7 ± 0.3**
(65%)

5.7 ± 0.4**
(65%)

4.9±0.6** (56%) 4.2 ±0.06** (48%)

Примечание. Статистические показатели рассчитаны относительно соответствующих проб контроля, принятого за 100%. Сравнение опы-
та с контролем: * – p <0.05, ** – p < 0.01.
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для изучения питания) показала, что добавление 0,35; 
0,7; 1,05; 1,4 и 2,1% пролина к свободной от пролина 
диете, содержащей 40% аргинина и 2%-го глутамата, 
зависимо улучшала ежедневные скорость роста и эф-
фективность питания. Пролин можно рассматривать 
как функциональную аминокислоту для млекопитаю-
щих, птиц и рыб. В наших исследованиях оказалось, 
что непрямой антикоагулянт варфарин также способ-
ствует снижению концентрации глюкозы крови, повы-
шенной при развитии МС. Это согласуется с данны-
ми других авторов [14, 15], которые все же высказыва-
ют опасения по поводу клинической эффективности 
и безопасности варфарина, применяемого у больных 
сахарным диабетом, особенно с фибрилляцией пред-
сердий. Кроме того, поскольку варфарин ингибирует 
витамин К-зависимое гамма-глутамил-карбоксилиро-
вание белков, в том числе остеокальцина и матрикс-
ного белка Gla, то его применение может повысить 
риск остеопоротического перелома костей и кальци-

Следует отметить, что под влиянием исследуемых 
препаратов активность тканевого активатора плазми-
ногена возрастала, что соответствовало уменьшению 
активности ингибиторов фибринолиза, которые и спо-
собствовали активации противосвертывающей систе-
мы. Введение регуляторного глипролинового пепти-
да и каждого из препаратов сравнения – варфарина и 
АСК, обладающих противосвертывающим действи-
ем, приводило к восстановлению указанных параме-
тров гемостаза при МС. Входящий в состав глипро-
линовых пептидов пролин  играет важную роль в ме-
таболизме органов и тканей. Как показано другими 
авторами [13], пролин  и гидроксипролин − самые ши-
роко распространенные аминокислоты в белках кол-
лагена млекопитающих, которые могут синтезиро-
вать  пролин  из аргинина и глутамина/глутамата, но 
скорость эндогенного синтеза недостаточна для но-
ворожденных, птиц и рыб. В этом отношении работа 
с молодняком свиней (широко используемая  модель 

Таблица 2

 Изменение параметров гемостаза и уровня глюкозы через 7 сут после отмены введения пептида KRRKPGP, варфарина и АСК кры-
сам при развитии метаболического синдрома (МС); М ± m (%)

Параметры Контроль 
(МС)

Введен KRRKP-
GP

Введен   
варфарин

Введена АСК Норма (здоровые 
крысы)

Агрегация тромбоцитов (индекс, %) 2.1 ± 0.1
(100%)

1.7 ± 0.2*
(81 %)

1.8 ± 0.2
(86 %)

1.4 ± 0.3**
(66.7 %)

2.2 ± 0.8
(105%)

АЧТВ (сек, %) 31.7 ± 0.5
(100%)

36.6 ± 0.6
(115.5 %)

41.7 ± 2.7*
(131.5%)

34.5 ± 0.2
(109 %)

35.9 ± 1.4
(113%)

Протромбиновое время (сек, %) 25.1 ± 1.7
(100%)

24.7 ± 2.0
(98.4%)

24.5 ± 0.7
(97.6%)

24.9 ± 2.7
(99.0%)

24.7 ± 0.3
(98%)

Активность фактора XIIIa (усл. ед. %) 88.0 ± 2.5 
(100%)

68.0 ± 2.0** (77%) 77.0  ± 2.5* 
(91%)

80.0 ± 2.7* (87%) 58.8 ± 4.3*
(67%)

Суммарная фибринолитическая активность
(мм2, %)

18.0 ± 1.0 
(100%)

30.0 ± 0.9** 
(161%)

23.0 ± 0.7* 
(120%)

25.4  ± 0.7** 
(141%)

34.0 ± 2.0**
(189%)

Фибриндеполимеризационная активность 
(мм2, %) 

13.4 ± 1.0 
(100%)

20.8 ± 0.9** 
(155%)

17.4 ± 0.5* 
(129%)

19.2  ± 1.0** 
(142%)

23.2 ± 0.9**
(173%)

Ферментативный фибринолиз (мм2, %) 4.6 ± 0.5 
(100%)

9.2 ± 1.2** (200%) 6.2 ± 0.9** 
(134%)

6.4  ± 0.7** 
(138%)

10.7 ± 0.7**
(232%)

Время лизиса эуглобулинов (мин, %) 117.0±4.5 
(100%)

85.4±6.3** (73%) 102.0±7.6 
(87%)

93.2±5.0** (79%) 78.3±2.9** (67%)

Активность тканевого активатора плазминоге-
на (мм2, %)

19.6±3.0 
(100%)

88.0±2.8** (449%) 32.8±1.6** 
(167%)

33.0±2.6** 
(168%)

54.7±0.6** (279%)

Активность плазмина (мм2, %) 12.4±2.5 
(100%)

4.0±0.1** (32%) 23.2±2.5* 
(187%)

14.0±1.8 (113%) 23.3±2.8* (188%)

Уровень глюкозы (ммоль/л, %) 8.1±1.0 
(100%)

6.3±0.5 (78%) 6.5±0.4 
(80%)

5.1±0.9* (63%) 4.1±0.1** (51%)

Примечание. Статистические показатели рассчитаны относительно соответствующих проб контроля, принятого за 100%. Сравнение опы-
та с контролем: * p < 0.05, ** p < 0.01.
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фикации сосудов, что является ведущими причина-
ми, снижающими качество жизни у больных сахар-
ным диабетом [16].

Имеются сообщения, что аспирин положительно 
влияет на уровень глюкозы при развитии сахарного ди-
абета [17], что наблюдалось и в наших исследованиях. 

Однако же при сравнительном исследовании эф-
фектов АСК, варфарина и пептида глипролинового ря-
да, применяемых перорально в максимальных дозах и 
в одинаковых условиях на фоне развития МС, нами 
показано, что пептид обладал максимальным анти-
тромботическим и гипогликемическим эффектами. Он 
не проявлял отрицательных побочных влияний, на-
блюдаемых при использованиив варфарина и АСК, на 
которые указывается в литературе [15-17]. Поэтому мы 
можем с уверенностью говорить о преимуществах при-
менения лизин- и аргинин-содержащего пептида в ус-
ловиях метаболического синдрома в качестве средства, 
одновременно усиливающего противосвертывающие 
свойства крови и положительно влияющего на угле-
водный и липидный обмен.

Заключение

 В условиях предтромбоза, вызванного моделиро-
ванием у крыс метаболического синдрома, проведено 
сравнительное исследование эффектов препаратов с 
разным механизмом действия – пептида глипролино-
вого ряда KRRKPGP, производного диоксикумарина 
– варфарина и ацетилсалициловой кислоты. Выявле-
ны изменения параметров гемостаза в сторону гипо-
коагуляции и тенденция к нормализации уровня глю-
козы крови даже при продолжающемся высококало-
рийном питании. Наибольший эффект на параметры 
гемостаза выявлен у пептидного препарата и по уров-
ню глюкозы крови, т.е. пептид проявлял высокие ан-
тикоагулянтно-фибринолитические и гипогликеми-
ческие свойства. Поскольку и через 7 сут после отме-
ны всех препаратов на фоне продолжающегося  
высококалорийного питания показан подобный эф-
фект всех исследуемых препаратов, то можно говорить 
о пролонгированном действии в организме указанных 
препаратов. В отличие от варфарина и ацетилсалици-
ловой кислоты, регуляторный пептид проявлял самый 
максимальный эффект, так как влиял положительно 
на каждый из исследуемых параметров – агрегацию 
тромбоцитов, временные интервалы свертывания, фи-
бринолиз, факторы свертывания, уровень глюкозы). 
Отмечено максимальное увеличение активности тка-
невого активатора плазминогена, что свидетельствует 
об активации функции эндотелия под влиянием регу-
ляторного пептида. Варфарин при этом влиял только 

на временные интервалы свертывания крови, эффек-
тивно снижал уровень глюкозы только в первые часы 
после прекращения введения. АСК в основном влия-
ла на снижение агрегации тромбоцитов и в меньшей 
степени на уровень глюкозы. 

Таким образом, поскольку пептид оказывал выра-
женные эффекты на жировой и углеводный обмен, со-
судисто-эндотелиальную функцию организма и систему 
гемостаза при развитии метаболического синдрома у 
крыс, защищая организм животных от прогрессирова-
ния нарушений обмена веществ и препятствуя процес-
сам тромбообразования, то он является наиболее пер-
спективным средством от тромбозов, атеросклероза и со-
путствующих им осложнений – инсультов и инфарктов. 
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Аллогенный биоматериал – индуктор регенерации ишемически 
поврежденного миокарда в эксперименте

1ФГБУ «Всероссийский центр глазной и пластической хирургии» Минздрава России, 
450075, Уфа, Россия, ул� Р� Зорге, д� 67/1; 
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450000, Уфа, Россия, ул� Ленина, д� 3; 

3ФГБНУ НИИ кардиологии «Томский национальный исследовательский медицинский центр», 
634012, Томск, Россия, ул� Киевская, д� 111а 

Введение� Современные технологии восстановления поврежденного миокарда после инфаркта недостаточно эффек-
тивны и не отвечают требованиям полноценной реабилитации больных� Аллогенный биоматериал является стимуля-
тором регенерации мягких тканей и применяется в различных областях медицины: в хирургии, травматологии, офталь-
мологии, и  др�
Цель  работы – исследование  стимуляции регенерации ишемически поврежденного миокарда с помощью биоматери-
ала Аллоплант (БМА) в эксперименте� 
Методика. Экспериментальные исследования были проведены на 100 крысах-самцах Вистар массой 0,18 – 0,25 кг� Всем 
животным была проведена коронароокклюзия путем лигирования коронарной артерии� В опытной группе одновременно 
с стенозированием сосуда интрамиокардиально в бассейн стенозированной артерии вводили суспензию аллогенного 
биоматериала в количестве 12 мг в физиологическом растворе� В контрольной группе животным вводили физиологиче-
ский раствор� Взятие материала для исследования проводили через 3, 7, 14, 30 и 45 сут� В работе использовали гистологи-
ческие, электронно микроскопические, морфометрические и статистические методы исследования� 
Результаты� После интрамиокардиального введения БМА в ишемизированный миокард площадь рубца была меньше в 
2,74 раза по сравнению с контрольной группой, где биоматериал не применялся� В опытной группе на фоне некротиче-
ски поврежденных кардиомиоцитов формировался регенерат, состоящий из рыхлой волокнистой соединительной ткани� 
Отмечалась высокая степень васкуляризации на протяжении всего эксперимента, частицы БМА фагоцитировались макро-
фагами, продукты биодеградации БМА способствовали ингибированию фиброгенеза, а БМА оказывал кардиопротекторный 
эффект и индуцировал клеточную регенерацию в ишемически поврежденном миокарде� В периинфарктной зоне зафик-
сированы разрозненные малодифференцированные клетки с признаками кардиомиогенной дифференциации, наряду с 
юными кардиомиоцитами выявлены в большом количестве клетки Аничкова� 
Заключение. Интрамиокардиальное введение БМА уменьшает площадь рубца при инфаркте� Продукты биодеградации 
БМА снижают скорость рубцевания, оказывают кардиопротективный эффект и индуцируют клеточную регенерацию ише-
мически поврежденного миокарда�
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Allogeneic biomaterial as an inductor of regeneration in the myocardium injured by experimental 
ischemia
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2Bashkir State Medical University, Lenina Str� 3, Ufa 450000, Russian Federation;
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Introduction� Modern technologies for recovery of injured myocardium after a heart attack are not sufficiently effective and do 
not meet requirements for full rehabilitation of patients� Allogeneic biomaterial is a stimulator of soft tissue regeneration and has 
been used in various fields of medicine, including surgery, traumatology, ophthalmology, etc� 
The aim of this work was to study stimulation of regeneration with a biomaterial Alloplant (BMA) in the myocardium injured by 
experimental ischemia� 
Methods� This experimental study was conducted on 100 Wistar male rats weighing 0�18-0�25 kg� All animals underwent coro-
nary occlusion by ligation of the coronary artery� In the experimental group, a saline suspension of allogeneic biomaterial (12 
mg) was injected intramyocardially into the territory of the stenosed artery simultaneously with the artery ligation� In the con-
trol group of animals, a physiological solution was administered� Histological methods used in the study included light-optical 
microscopy for hematoxylin and eosin staining, Mallory staining, electron microscopy, and morphometry� Hearts were taken for 
the study at 3, 7, 14, 30, and 45 days� 
Results� After the BMA intramyocardial injection into the ischemic myocardium, the scar area was 68�5% smaller than in the con-
trol group, where the biomaterial was not used� In the experimental myocardium with necrotic cardiomyocytes, an area of regen-
eration formed, which consisted of loose fibrous connective tissue� Extensive vascularization was observed throughout the exper-
iment� BMA particles were phagocytized by macrophages, and products of BMA biodegradation facilitated fibrogenesis� BMA 
exerted a cardioprotective effect and induced cell regeneration in the ischemic myocardium� In the periinfarction zone, isolated 
low-differentiated cells with signs of cardiomyogenic differentiation were observed� Along with young cardiomyocytes, a large 
amount of Anichkov cells was found� 
Conclusion. Intramyocardial administration of BMA reduced the scar size in myocardial infarction� Products of BMA biodegradation 
slowed the scar formation, exerted a cardioprotective effect, and induced cell regeneration in the myocardium injured by ischemia� 
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До настоящего времени не существует адекватных 
и эффективных методов стимуляции регенерации ми-
окарда. Клеточный кардиогенный пул сердца суще-
ственно ограничен и не может компенсировать зону 
обширных повреждений миокарда. До сих пор широ-

ко используется метод органной трансплантации. При-
менение данной манипуляции связано с риском им-
мунного отторжения органа и ограничивается мораль-
но-этическими, религиозными и законодательными 
аспектами. Менее радикальными являются методы 
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клеточной терапии, кардиомиопластика стволовыми 
клетками различного происхождения: фетальными 
клетками, клетками пуповинной крови, скелетными 
миоцитами и т.д. [1]. Однако восполнение кардиоми-
оцитарного пула не может служить полноценным ме-
тодом восстановления миокарда, так как не решается 
проблема ремоделирования постинфарктного фибро-
за. Как правило, формированию рубца в мышечной 
ткани способствует стремительное накопление стро-
мальных элементов и низкая скорость или отсутствие 
репликации мышечных клеток [2]. В этом аспекте пер-
спективным представляется применение диспергиро-
ванного аллогенного биоматериала. Продукты биоде-
градации биоматериала ингибируют профиброгенную 
клеточную активность и снижают скорость коллагено-
образования, тем самым стимулируют клеточные эле-
менты тканевого ложа [3, 4]. Цель работы – исследо-
вание регенеративных возможностей биоматериала 
Аллоплант (БМА) в ишемически поврежденном мио-
карде в эксперименте.

Методика

Экспериментальные исследования с применени-
ем биоматериала Аллоплант были проведены на 100 
крысах-самцах Вистар 0,18 – 0,25 кг. Все животные 
были разделены на 2 группы – контрольную (n = 50) и 
опытную (n = 50). Моделирование инфаркта миокар-
да осуществляли путем перевязки r. interventricularis 
paraconalis a. coronarii sin. левого желудочка наложе-
нием шва «викрил» при левосторонней торакотомии 
под внутримышечным наркозом (раствор золетила). 
Сердце выводили за пределы грудной клетки и накла-
дывали лигатуру на коронарную артерию. Рану засы-
пали антибиотиком и, удалив воздух из грудной по-
лости, послойно зашивали. В опытной группе лиги-
рование артерии сопровождали введением суспензии 
БМА в бассейн стенозированной артерии в количестве 
12 мг. Биоматериал предварительно разводили физи-
ологическим раствором. Объем вводимой суспензии 
составлял 600 мкл для одного животного. Доза биома-
териала взята произвольно. Размер частиц БМА со-
ставлял 50-80 мкм. Животных выводили из опыта пу-
тем инсуфляции летальной дозы паров эфира на 3-и, 
7-е, 14-е, 30-е и 45-е сут. На каждый срок исследова-
ния использовали по 10 животных. Исследования вы-
полнялись согласно правилам лабораторной практики 
в Российской Федерации, в соответствии с правилами, 
принятыми Европейской Конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых для эксперимен-
тальных и иных научных целей (Strasburg, 1986), в соот-
ветствии с руководством по лабораторным животным 

и альтернативным моделям в биомедицинских иссле-
дованиях [5]. Аллогенный биоматериал разработан в 
ФГБУ «Всероссийский центр глазной и пластической 
хирургии» МЗ РФ г. Уфы. Биоматериал изготавлива-
ется согласно ТУ 42-2-537-87, сертифицирован и раз-
решен к применению в клинической практике при-
казом МЗ СССР №87 901-87 от 22.07.1987 г. Для на-
стоящего исследования аллогенный биоматериал был 
изготовлен из сухожилий крыс, диспергирован. Серд-
ца животных, выведенных из эксперимента подверга-
ли стандартным гистологическим процедурам Пара-
финовые срезы окрашивали гематоксилином и эози-
ном и по Маллори. Для электронномикроскопического 
исследования из сердечной ткани вырезали кусочки 
размером 1–2 мм3 и обрабатывали по общепринятой 
методике. Предварительно готовили полутонкие сре-
зы на ультратоме ЕМ UС 7 (Leica, Германия) и окра-
шивали их раствором толуидинового синего на 2,5%-
ном растворе безводной соды. На данных срезах вы-
бирали участки для электронномикроскопического 
исследования. Ультратонкие  контрастировали 2%-м 
водным раствором уранилацетата, цитратом свинца 
по Рейнольдсу и изучали в трансмиссионном микро-
скопе JEM-1011 (Jeol, Япония). Для определения раз-
мера постинфарктного рубца миокарда каждое серд-
це   поперечными разрезами делили на 5 секторов. Из 
них изготавливали гистологические препараты и под-
вергали морфометрической обработке. Всего было ис-
пользовано 500 срезов. Индекс площади рубца (ИПР) 
сердец крыс измеряли на препаратах, окрашенных по 
Маллори, с использованием программы ITEM (Olym-
pus) следующим образом: отношение площади рубца к 
площади стенки левого желудочка умножали на 100%. 
Суммарную площадь просвета капилляров (СППК) из-
меряли  в 20 полях зрения для каждого среза при уве-
личении x200. 

Анализ изменений параметров СППК и ИПР был 
проведен с применением непараметрических (ранго-
вых) методов – однофакторного дисперсионного ана-
лиза по Краскелу-Уоллесу и сравнения некоррелиро-
ванных выборок по критерию Манна-Уитни [6]. Зна-
чения выражали в виде медианы и квартилей (Q25% и 
Q75%). Все расчеты производили в пакете прикладных 
программ Statistica 6.  

Результаты

Через 3 сут после проведенной коронароокклюзии 
как в опытной, так и в контрольной группах выявля-
лись признаки ишемического повреждения миокарда 
в виде крупноочагового трансмурального некроза мы-
шечной стенки левого желудочка. В кардиомиоцитах 
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выявлялись признаки восковидного некроза, зерни-
стой дистрофии, утрата клетками поперечной исчер-
ченности, пикноз ядер (рис. 1, а). В строме перифо-
кальной области наблюдались признаки отека, очаги 
кровоизлияний, геморрагическое пропитывание. Де-
маркационная зона была представлена клетками вос-
палительного экссудата – нейтрофилами, макрофага-
ми, лимфоцитами. В кровеносных сосудах отмечалось 
краевое стояние и эмиграция лейкоцитов. Кардиоми-
оциты субэндокардиальной и субэпикардиальной зон 
подвергались лизису и фагоцитозу макрофагами, фор-
мировавшими клеточный вал. В миокарде левого же-
лудочка после окклюзии коронарной артерии опреде-
лялись признаки коагуляционного некроза. Признаки 
формирования рубца на данном сроке отсутствовали. 

В опытной группе через 3-е сут после коронароок-
клюзии и применения БМА зона некроза была огра-
ничена от неповрежденного миокарда клеточным ва-
лом, представлявшем демаркационную зону. На месте 
ишемически поврежденных кардиомиоцитов выявля-
лись признаки формирования грануляционной ткани. 
Определялись тонкие коллагеновые волокна, инфиль-
трированные макрофагами, мезенхимными клетками 
и юными фибробластами. Сеть тонких новообразован-
ных гемокапилляров со свободными просветами про-
низывала провизорную ткань (рис. 1, б). Частицы ал-
логенного биоматериала были окружены макрофагаль-
ными клетками, признаки активной иммунной 

реакции отсутствовали (рис. 1, в). Признаков форми-
рования рубца через 3-е сут после введения аллоген-
ного биоматериала также не наблюдалось.

Таким образом, после введения аллогенного биома-
териала через 3-е сут после лигирования коронарной ар-
терии острая фаза воспалительной реакции (альтерация, 
экссудация) трансформировалась в пролиферативную 
стадию – начиналось замещение грануляционной тка-
нью с привлечением клеток фибробластического ряда, 
что указывало на более раннее начало процесса зажив-
ления. Признаки ишемического повреждения миокарда 
сохранялись как в контрольной, так и в опытной группах. 

 Через 7 сут в контрольной группе на месте повреж-
денных кардиомиоцитов выявлялась волокнистая сое-
динительная ткань в виде плотных параллельных пуч-
ков коллагеновых волокон. Фрагменты некротизиро-
ванных сердечных мышечных волокон на данном сроке 
продолжали визуализироваться (рис. 1, г). Клеточная 
инфильтрация сохраняла признаки воспалительного 
экссудата, отмечались признаки разрушения кровенос-
ных сосудов и прогрессирования ишемии. Развиваю-
щаяся ткань отличалась высокой клеточной плотно-
стью, с низким содержанием кровеносных сосудов. Ин-
терстициальные пространства были сужены. 

После применения БМА спустя 7 сут частицы вве-
денного аллогенного биоматериала не визуализирова-
лись вследствие их фагоцитоза макрофагами. Вокруг 
сохранившихся некротизированных сердечных мышеч-

Рис. 1. Ишемическая дистрофия миокарда� а – тромбоз кровеносных сосудов через 3 сут после коронароокклюзии крысы, ×100� б – формирова-
ние грануляционной ткани, инфильтрация макрофагами, мезенхимными клетками, фибробластами в миокарде крысы через 3 сут после корона-
роокклюзии и введения БМА, ×400� в – инфильтрация макрофагами частиц БМА (↑)� Окраска гематоксилином и эозином, ×200� г – замещение по-
врежденных кардиомиоцитов плотной волокнистой соединительной тканью через 7 сут после коронароокклюзии� Окраска по Маллори, ×200�

а

в

б

г
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ных волокон формировалась грануляционная ткань, 
представленная коллагеновыми волокнами и соедини-
тельнотканными клетками различных популяций. 
Определялась макрофагально – фибробластическая и 
лимфоцитарная инфильтрация. В регенерате определя-
лись тяжи эндотелиальных клеток – почки роста и 
сформированные гемокапилляры с свободными, рас-
ширенными просветами. Возле кровеносных сосудов 
определялись группы разрозненных кардиомиоцитов, 
вероятно сохранившихся. Цитоплазма клеток имела эо-
зинофильную гомогенную окраску, ядра, с хорошо раз-
витым ядрышковым аппаратом, имели округлую фор-
му с четкой кариолеммой (рис. 2, а). В периинфарктной 
зоне на границе соединительнотканного регенерата и 
сердечной мышечной ткани наблюдались клетки с ха-
рактерными для клеток Аничкова ядрами. Ядерный ге-
терохроматин этих клеток был конденсирован в виде 
«гусеницы» при продольном сечении и «глаза филина» 
при поперечном. В периинфарктной зоне при окраске 
по Маллори определялись тонкие хаотично располо-
женные коллагеновые волокна.

Через 7 сут после начала эксперимента волокни-
стая соединительная ткань, замещавшая некротизиро-
ванные мышечные волокна в контроле и опыте имела 
различные морфологические характеристики: в кон-
трольной группе она была плотной аваскулярной во-
локнистой оформленной соединительной тканью, а 
после применения аллогенного биоматериала – рых-
лой, обильно васкуляризированной неоформленной 
волокнистой соединительной тканью. 

Через 14 сут продолжали происходить гистопла-
стические процессы. Некротическая масса разрушен-
ных мышечных волокон значительно уменьшалась в 
объеме за счет фагоцитоза макрофагами. В контроль-
ной группе вокруг детрита выявлялась инфильтрация 
различными макрофагальными клетками: фагоцита-
ми, эпителиоидными клетками, гигантскими клетка-
ми инородных тел и клетками Пирогова – Лангханса 
в присутствии лимфоцитов. Происходили реакции ги-
перчувствительности замедленного типа, сопровожда-
ющиеся разрастанием плотной волокнистой соедини-
тельной тканью – рубцом. Макрофагальная реакция 
постепенно менялась на фибробластическую. Проис-
ходило накопление коллагеновых волокон, которые 
представляли собой плотный стромально-клеточный 
массив. Сердечные мышечные волокна со стороны 
интактного миокарда периинфарктной зоны ограни-
чивались плотной волокнистой соединительной тка-
нью. Культи сердечных мышечных волокон «запеча-
тывались» коллагеновыми волокнами. В данном сроке 
происходило формирование грубоволокнистого руб-

ца и образование аневризмы за счет высокой гидро-
динамической нагрузки. После применения аллоген-
ного биоматериала спустя 14 сут в центральной зоне 
инфарцированного участка сердечной мышцы – ле-
вого желудочка на месте утраченной мышцы развива-
лась рыхлая волокнистая соединительная ткань. Тон-
кие, коллагеновые волокна имели неупорядоченное 
разновекторное расположение с расширенными сво-
бодными межволоконными промежутками. Волокна 
были инфильтрированы макрофагами, фибробласта-
ми, лимфоцитами. Была развита обильная сеть крове-
носных сосудов. Эндотелиоциты имели уплощенную 
форму, просветы сосудов расширенные, свободные, в 
некоторых из них определялись форменные элементы 
крови. Кровеносные сосуды были новообразованные, 
не дифференцированные, относились к капиллярно-
му типу (рис. 2, б). В периинфарктной зоне возле со-
хранившихся зрелых кардиомиоцитов обнаруживалась 
инфильтрация малодифференцированными клетка-
ми. Также, наблюдались массивные скопления кле-
ток Аничкова. Грубоволокнистых пучков коллагено-
вых волокон не было обнаружено, кровеносные сосу-
ды присутствовали в большом количестве (рис. 2, в).

Спустя 30 сут после начала эксперимента в кон-
трольной группе поврежденный миокард замещался 
рубцом, как в центральной, так и в периинфарктной 
зонах. В периинфарктной зоне происходило форми-
рование плотных прослоек коллагеновых волокон в 
межмышечных пространствах и «запечатывание» сер-
дечных мышечных волокон. Выявлялись преимуще-
ственно фибробласты и фиброциты. В центральном 
районе инфарктной зоны происходило формирование 
плотного аваскулярного рубца, состоящего из плотной 
оформленной волокнистой соединительной ткани с 
наличием фиброцитов, фибробластов и миофибробла-
стов в большом количестве. Коронарных кровеносных 
сосудов было мало, что позволяло судить о продолжа-
ющейся гипоксии в тканях.

Через 30 сут после применения БМА гистопласти-
ческие процессы активно протекали в данном сроке. 
Регенерат характеризовался клеточным гетероморфиз-
мом, как в периинфарктной зоне, так и в центральном 
районе ишемизированного миокарда левого желудоч-
ка. В центральной зоне наблюдалась макрофагально –  
фибробластическая, лимфоидная инфильтрация и при-
знаки формирования рыхлой волокнистой соедини-
тельной ткани с большим количеством новообразо-
ванных тонкостенных недифференцированных крове-
носных сосудов. В периинфарктной зоне определялся 
соединительнотканно-мышечный регенерат, представ-
ленный мышечными волокнами, единичными мышеч-
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ными клетками с характерными ядрами Аничкова и не-
высокой долей соединительнотканных клеток – фи-
бробластов. На электронномикроскопическом уровне 
данная зона была зафиксирована. Ультраструктурный 
анализ показал, что изучаемые клетки были кардиоми-
огенные и классифицировались как юные кардиоми-
оциты. Ядерно-цитоплазматическое отношение было 
≥1 в сторону ядра. Крупные овальные ядра содержали 
эухроматин. В цитоплазме определялись рибосомы и 
гранулы гликогена в большом количестве, разрознен-
ные единичные тонкие и толстые миофиламенты, со-
бранные в саркомеры короткие миофибриллы в раз-
личной степени дифференциации. Между клетками 
вставочных дисков не наблюдалось (рис. 2, г).

При анализе степени васкуляризации периинфаркт-
ной зоны выявлено, что в контрольной группе измене-
ния СППК на протяжении эксперимента в целом ока-
зались статистически незначимы (χ²=6,6; p>0,08), од-
нако сравнение по критерию Манна-Уитни показало, 
что значения СППК на 14-е сут значимо (p<0,01) мень-
ше, чем в прочие сроки наблюдения, различия между 
которыми, в свою очередь, статистически незначимы 
(p>0,35 - p>0,87). В опытной группе зависимость уров-
ня СППК от сроков наблюдения оказалась статистиче-

ски значимой (χ²=10,8; p<0,02) за счет того, что, начи-
ная с 7-х сут уровень СППК значимо (p<0,001) снижал-
ся. . Межгрупповые сравнения показали, что в опытной 
группе уровень СППК на всех сроках наблюдения ока-
зался значимо и кратно выше, чем в контрольной. Че-
рез 3 сут в опытной группе медиана распределения со-
ставляла 1074 мкм2 (75% >780 мкм2) против 306 мкм2 
(75%<620 мкм2) в контрольной, через 7 сут - 506 мкм2 
(75% <800 мкм2) против 201 мкм2 (75%<350 мкм2), че-
рез 14 сут - 453 мкм2 (75% <700 мкм2) против 120 мкм2 
(75%<160 мкм2), спустя 30 сут - 471 мкм2 (75% <850 
мкм2) против 212 мкм2 (75%<420 мкм2) (рис. 3). 

В результате исследования, спустя 45 сут в кон-
трольной группе выявлялся сформированный аваску-
лярный рубец. Между грубыми коллагеновыми волок-
нами определялись деструктивно измененные сердеч-
ные мышечные волокна. В период 30–45 сут в 
контрольной группе наблюдались признаки вторич-
ной волны некроза. Она вызывала увеличение зоны 
некроза за счет механического сдавливания сердечных 
мышечных волокон окружающей ткани грубыми, тол-
стыми пучками коллагеновых волокон.

После применения БМА через 45 сут регенерат ха-
рактеризовался высокой клеточной плотностью, как в 

Рис. 2. Миокард после коронароокклюзии и введения БМА� а-сохранившиеся кардиомиоциты в периваскулярной зоне через 7 сут� ×200� б – 
разрастание рыхлой, васкуляризированной волокнистой соединительной ткани через 14 сут� ×200� в – скопление малодифференцированных 
клеток и клеток Аничкова в перифокальной зоне через 14 сут� Окраска гематоксилином и эозином� ×400� г - кардиомиобласты и юные кардио-
миоциты в периинфарктной зоне через 30 сут� Электронограмма� ×5000�

а

в

б

г
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центральной зоне поврежденного миокарда, так и в пе-
риферической. В центральной зоне преобладала волок-
нистая соединительная ткань, интенсивно инфильтри-
рованная фибробластами, макрофагами, клетками Анич-
кова. Данная область была обильно васкуляризирована. 
Периинфарктная зона представляла собой соединитель-
нотканно-мышечный регенерат, в котором продолжали 
происходить гистопластические процессы замещения. 
Это выражалось в наличии скоплений клеток Аничкова 
на фоне рыхлой волокнистой соединительной ткани, а 
также малодифференцированных кардиомиоцитарных 
клеток с разновекторным направлением, еще не образу-
ющих плотных клеточных контактов – десмосом. 

На рис. 4 представлены поперечные срезы сердец 
контрольной и опытной групп в различные сроки ис-
следования. 

В контрольной группе ИПР статистически значимо 
не зависел от сроков наблюдения (χ²=6,3, p>0,09). Одна-
ко через 30 сут ИПР оказались значимо меньше, чем че-
рез 7-14 сут после начала эксперимента (p<0,02 и p<0,005 
соответственно). Через 45 сут не было значимых отличий 
от всех предшествующих сроков наблюдения (p>0,45). 
Медианы распределения ИПР в контрольной группе на 
всем протяжении наблюдений имели значения не ниже 
20%. После применения БМА значения ИПР также не-
значимо зависели от сроков наблюдения (χ²=5,7, p>0,12). 

Рис. 3. Изменения СППК реактивной зоны в контрольной и опытной группах� По оси абсцисс – «сут»� По оси ординат – СППК (мкм2)� ГДИ – гра-
ницы доверительных интервалов для средних значений площади, ±СО – стандартная ошибка среднего значения� 

Рис. 4. Поперечные срезы миокарда� Окраска по Маллори� ×40�
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Однако, значения этого параметра постепенно снижа-
лись от начала к концу наблюдений. Медиана распреде-
ления через 7 сут составляли 22,7%, на 14-е сут значимо 
снижалась до 13,4% (p<0,02), а на 30-й и 45-й до 16% и 
5,2%. (p>0,14 и p<0,02 соответственно). Выявлено, что 
нулевые значения ИПР имели место уже на 7-е сут по-
сле коронароокклюзии. Межгрупповые сравнения по 
срокам наблюдений показали также, что в опытной груп-
пе ИПР статистически значимо был меньше, чем в кон-
троле (p=0,01 - <0,0001). На 45-е сут медиана распреде-
ления значений ИПР в опытной группе оказалась в 2,74 
ниже, чем в контрольной группе, причем в опытной груп-
пе 50% значений ИПР оказались не ниже 5,3%, а в кон-
трольной 75% значений выше 18%, т.е. в опытной груп-
пе имело место перераспределение площади рубца в об-
ласть более низких значений (рис. 5). 

Обсуждение

Использованная модель воспроизведения острой 
ишемии миокарда путем перевязки передней нисходя-
щей артерии соответствует практическим ситуациям и 
последующим структурным изменениям миокарда. Ли-
гирование коронарного сосуда привело к выраженным 
ишемическим повреждениям в ткани необратимого ха-
рактера. Патоморфологическая картина контрольной 
группы характеризовалась признаками развития вы-
раженного коагуляционного некроза. В зоне ишемии 
происходили гистопластические процессы, заканчи-
вающиеся развитием трансмурального инфаркта мио-
карда с формированием рубца и аневризмы. Аневризма 

формировалась во всех экспериментальных группах, что 
позволяло использовать стандартизированные методы 
морфометрического исследования. А в опытной группе 
в стадии острой ишемии миокарда частицы трансплан-
тата вызывали слабо выраженную реакцию окружающих 
тканей, выражающуюся в инфильтрации небольшим 
количеством макрофагов. Гигантских форм макрофа-
гальных клеток не обнаруживалось. Частицы БМА пол-
ностью резорбировались и спустя 7 сут на светооптиче-
ском уровне не определялись. Тем не менее, исходя из 
морфологических данных выявлено, что БМА оказывает 
положительное влияние на заживление постишемиче-
ского инфаркта миокарда и достоверно снижает объем 
рубца. Этому способствует ряд причин, направленных 
на оптимизацию процесса заживления и течение воспа-
лительного ответа. В сроке 3 сут рубец в опытной и кон-
трольной группе еще не сформировался и выявлялись 
признаки острого воспаления. Спустя 7 сут некротизи-
рованные мышечные волокна замещались волокнистой 
соединительной тканью и при окраске по Маллори хо-
рошо визуализировались для измерения. 

В контрольной группе площадь повреждения мио-
карда, зафиксированная в ранние сроки существенно не 
отличалась от конечных сроков наблюдения. Следова-
тельно, вся некротически измененная сердечная мышца 
замещалась плотным аваскулярным рубцом с образова-
нием аневризмы без признаков замещения органотипич-
ным регенератом (рис. 4). В период 30–45 сут наблюда-
лось прогрессирование повреждения органа за счет вто-
ричной волны некроза и расширения зоны рубца. 

Рис. 5. Изменения ИПР в контрольной и в опытной группах� 

По оси абсцисс – сроки наблюдения (сутки)� По оси ординат ИПР (%)� 
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После применения БМА процессы замещения не-
кротизированной сердечной мышцы происходили бо-
лее пролонгировано. Несмотря на раннюю манифеста-
цию фибробластических клеток (7 сут) и начала проли-
феративной фазы воспаления, по истечении 45 сут 
гистопластические процессы в тканях продолжались, 
что сопровождалось выраженной клеточной гетеромор-
фирией. Заживление происходило так же, как и в кон-
трольной группе: ишемия кардиомиоцитов – некроз – 
острое воспаление – пролиферативное воспаление – 
замещение волокнистой соединительной тканью. 
Отличия опытной и контрольной групп состояло в раз-
личной площади и качестве рубца. В условиях приме-
нения БМА отмечалось формирование регенерата, со-
стоящего из рыхлой соединительной ткани с высокой 
долей кровеносных сосудов. Исходя из полученных дан-
ных, представленных на рис. 3 можно заключить, что 
уровень ангиогенеза в несколько раз превышал значе-
ния контрольной группы и удерживался на всем протя-
жении постишемического ремоделирования миокарда. 

Известно, что продукты биодеградации БМА инги-
бируют миграцию фибробластических клеток и их ак-
тивность в зоне замещения на клеточном и цитокино-
вом уровнях, которое осуществляется опосредованно 
через макрофагальное звено [7, 8]. Выявлено, что зна-
чения ИПР постепенно снижались в процессе наблю-
дения. ИПР в опытной группе был в 2,74 раза ниже по 
сравнению с контрольной, следовательно, происходи-
ло замещение зоны повреждения сердечной мышеч-
ной тканью. А также, продукты биодеградации БМА, 
вероятно, способствовали кардиопротекторному эф-
фекту. Через 14 сут в опытной группе было зафиксиро-
вано появление большого количества клеток Аничко-
ва в периваскулярном пространстве, а также в составе 
эндотелиальной выстилки кровеносных сосудов – ин-
трамурально. Идентичная локализация была и у пери-
цитов. Сам Аничков Н.Н. причислял выявленные им 
клетки к миогенным, однако независимые исследова-
ния не смогли это подтвердить [9, 10]. Известно, кон-
фигурацию хроматина, характерную для клеток Анич-
кова, могут приобретать ядра различных типов клеток, 
независимо от их тканевой принадлежности и участия 
в процессах репарации [11]. Через 30, 45 сут в опытной 
группе наблюдалось наличие массивных инфильтратов 
клетками Аничкова в периинфарктной зоне. Не отрица-
ется их влияние на кардиомиогенез в качестве клеточ-
ных источников в регенерации миокарда, что подтверж-
дает данное исследование. Эти результаты согласуются 
с мнением Банина В.В. (2017) о причислении перицитов 
к мезенхимальным стволовым клеткам [12]. Строение 
ядра отражает, по-видимому, функциональное состоя-

ние клетки, поэтому многие исследователи советуют, 
что более правильно было бы употреблять термин «ядра 
Аничкова» [13, 14]. Признано, что подобное строение 
ядра является свидетельством недифференцированно-
го состояния клетки [14]. В данном исследовании в зо-
не регенерации электронномикроскопически показано, 
что наряду с юными кардиомиоцитами присутствуют и 
клетки с «ядрами Аничкова». По мере накопления ми-
офибрилл в цитоплазме, в ядре гетерохроматин транс-
формировался в эухроматин. То-есть, ядерный гете-
рохроматин терял черты изрезанности (гусеницы/гла-
за филина) и становился равномерно распределенным 
в кариоплазме, что могло способствовать активации 
биосинтетических процессов в клетке, направленных 
на производство сократительных элементов. Выявлен-
ные на светооптическом и электронномикроскопиче-
ском уровнях кардиомиогенные клетки находились в 
различной степени дифференциации. Вероятность их 
участия в миогенезе высокая. Несмотря на то, что БМА 
был имплантирован по всей площади левого желудочка 
и интрамиокардиально, регенерация миокарда происхо-
дила только в периинфарктной зоне, а не в центральном 
районе ишемизированной мышцы. Малодифференци-
рованные кардиомиоциты также присутствовали в рай-
онах, граничащих с сохранившимся миокардом. В цен-
тральной зоне ишемически поврежденной мышечной 
стенки левого желудочка явлений кардиомиогенеза за-
фиксировано не было. Следовательно, прогениторные 
миогенные клетки только в присутствии предсуществу-
ющих мышечных волокон становились на путь миоги-
стогенеза. Поэтому основным стимулирующим аген-
том явилось миогенное окружение – морфогенетиче-
ское поле (экзосомы, микро-РНК и т.д.).

Выводы

После интрамиокардиального введения БМА в ко-
личестве 12 мг/крыса в ишемизированный миокард пло-
щадь рубца была ниже в 2,74 раза по сравнению с кон-
трольной группой, где биоматериал не применялся. В 
опытной группе формировался регенерат, представлен-
ный рыхлой соединительной тканью с высокой степе-
нью васкуляризации. Продукты биодеградации БМА 
снижали скорость рубцевания, оказывали кардиопро-
тективный эффект и индуцировали клеточную регене-
рацию ишемически поврежденного миокарда.
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Детекция окислительного стресса в артериальных 
эндотелиальных клетках человека при воздействии  
кальций-фосфатных бионов

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
650002, Кемерово, Россия, Сосновый бульвар, д� 6

Введение. Кальций-фосфатные бионы (КФБ) формируются в организме человека при  перенасыщении сыворотки ионами 
кальция и фосфора и вызывают дисфункцию эндотелия, однако молекулярные механизмы нарушения функционирования 
эндотелия при воздействии КФБ не ясны� Цель исследования – выяснение роли кальций-фосфатных бионов различной 
формы в развитии окислительного стресса в артериальных эндотелиальных клетках (ЭК) человека� 
Методика. Для детекции окислительного стресса к конфлюэнтным культурам первичных ЭК коронарной и внутрен-
ней грудной артерии человека добавляли равные концентрации КФБ сферической или игольчатой формы (СКФБ и ИКФБ 
соответственно) с последующим культивированием в течение 1 и 4 ч, добавлением флюоресцентных индикаторов окис-
лительного стресса MitoSOX Red и CellROX Green и конфокальной микроскопией� Измеряли концентрацию продуктов 
перекисного окисления липидов в культуральной жидкости через 24 ч экспозиции эндотелиальных клеток КФБ� Анализ 
нейтрализации цитотоксических эффектов перекисного окисления липидов проводили путем добавления к ЭК суперок-
сиддисмутазы и каталазы на 4 или 24 ч (одновременно с КФБ)� Для сравнения механизмов клеточной гибели при воздей-
ствии СКФБ и ИКФБ анализировали цитотоксичность обоих типов бионов при одновременном воздействии лизосомаль-
ного ингибитора бафиломицина А1� 
Результаты. Значимого увеличения генерации активных форм кислорода (АФК) в результате экспозиции СКФБ (незави-
симо от линии ЭК и продолжительности экспозиции) не было выявлено� В то же время наблюдалось повышение генерации 
супероксида через 4 ч, а иных свободных радикалов через 1 ч после добавления ИКФБ к ЭК� Предварительная нейтрали-
зация АФК супероксиддисмутазой и каталазой частично защищала ЭК от индуцируемой ИКФБ гибели� При этом добавле-
ние бафиломицина А1 к ЭК частично защищало их от гибели только при воздействии СКФБ, но не ИКФБ� 
Заключение� Гибель ЭК при воздействии СКФБ происходит в результате первичного повреждения лизосом, а при воздей-
ствии ИКФБ – в первую очередь вследствие окислительного стресса�
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Detection of oxidative stress induced by calcium phosphate bions in human arterial endothelial cells
Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 
Sosnoviy Blvd� 6, Kemerovo 650002, Russian Federation

Background� Calcium phosphate bions (CPB) form in the human blood upon its supersaturation with calcium and phosphate and 
provoke endothelial dysfunction; however, the molecular mechanisms of these pathological processes remain unclear� 
Aim� To elucidate the role of differently shaped CPBs in induction of oxidative stress in human arterial endothelial cells (Ecs)� 
Methods� For detection of oxidative stress, equal concentrations of spherical CPB (CPB-S) or needle-shaped CPB (CPB-N) were 
added to confluent cultures of primary human coronary artery and internal thoracic artery ECs for 1 and 4 h; this was followed 
by MitoSOX Red and CellROX Green staining and subsequent confocal microscopy� Concentration of thiobarbituric acid-reactive 
substances was measured in the EC culture supernatant at 24 h of the CPB exposure� The lipid peroxidation cytotoxicity was neu-
tralized by adding superoxide dismutase and catalase to ECs for 4 or 24 h� To compare cell death subroutines induced by CPB-S 
and CPB-N, the effect of bafilomycin A1, a lysosomal inhibitor, on CRB cytotoxicity was studied� 
Results� No increase in reactive oxygen species generation was observed in the CPB-S exposure, regardless of the EC line and 
exposure duration� However, addition of CPB-N to ECs increased the production of superoxide and other free radicals after four- 
and one-hour exposure, respectively� Prior neutralization of reactive oxygen species with superoxide dismutase and catalase par-
tially protected ECs from CPB-N- but not CPB-S-induced death while bafilomycin A1, vice versa, protected ECs from CPB-S- but 
not CPB-N-induced death� 
Conclusion� CPB-S cause cell death due to primary damage of lysosomes whereas CPB-N induce apoptosis due to oxidative stress� 
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Введение

Известно, что выраженные нарушения минераль-
ного гомеостаза, характерные для хронической болез-
ни почек, и «высокий нормальный» уровень ионов 
кальция и фосфора в крови ассоциирован с атеро-
склерозом и его клиническими проявлениями (ише-
мическим инсультом, ишемической болезнью серд-
ца и заболеваниями периферических артерий) [1, 2]. 
Одним из механизмов поддержания минерального го-
меостаза является формирование кальций-фосфат-

ных бионов (КФБ) – кристаллических наночастиц 
губчатой структуры, состоящих из гидроксиапатита, 
карбонат-гидроксиапатита и адсорбирующих различ-
ные белки сыворотки [3, 4]. 

Ранее было показано, что КФБ интернализируют-
ся эндотелиальными клетками (ЭК) [4] и оказывают-
ся в лизосомах, растворяясь в их кислой среде с после-
дующим выделением в цитозоль опосредованно акти-
вирующих каспазы ионов кальция [5]. Последнее 
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способствует выделению ЭК провоспалительных ци-
токинов (интерлейкина-6 и интерлейкина-8) [4] и ли-
зосомально-опосредованной гибели ЭК [5, 6], инду-
цируя формирование неоинтимы [4] и воспаление ад-
вентиции аорты крыс Wistar. 

В то же время, несмотря на продемонстрированные 
в экспериментах патогенные и специфичные эффекты 
КФБ для ЭК [4-6], остается неясным, способствует ли 
экспозиция КФБ (наряду с запуском эффекторных ка-
спаз) параллельному процессу окислительного стрес-
са в ЭК, являющегося неспецифичным молекулярным 
последствием воздействия цитотоксических факторов. 
Цель исследования – оценить роль КФБ в развитии 
окислительного стресса в артериальных ЭК человека.

Методика

Искусственный синтез магний-фосфатных бионов 
(МФБ), сферических КФБ (СКФБ) и игольчатых КФБ 
(ИКФБ) соответствовал ранее разработанным ориги-
нальным протоколам [7, 8].

Культивирование эндотелиальных клеток. Для экс-
периментов были использованы коммерческие куль-
туры первичных ЭК коронарной артерии (human 
coronary artery endothelial cells, HCAEC, Cell 
Applications, 300K-05a) и внутренней грудной артерии 
человека (human internal thoracic endothelial cells, 
HITAEC, 308K-05a), которые размораживали и куль-
тивировали согласно рекомендациям производителя в 
среде MesoEndo Cell Growth Medium (Cell Applications, 
212-500). После 4-5 пассажей ЭК рассевали в 8-луноч-
ные культуральные камеры (Ibidi, 80841) для проведе-
ния экспериментов. 

Детекция КФБ в эндотелиальных клетках. С целью 
последующей визуализации КФБ в ЭК проводили 
конъюгирование осадка КФБ с раствором бычьего сы-
вороточного альбумина, меченного флюоресцеинизо-
тиоцианатом (ФИТЦ-БСА, 5 мг/мл, Invitrogen, 
A23015). КФБ с ФИТЦ-БСА инкубировалипри 37 °C 
в течение 1 ч, после чего проводили повторное ультра-
центрифугирование при 200,000 g в течение 1 ч с даль-
нейшей однократной отмывкой в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ). К конфлюэнтным культурам HCAEC 
и HITAEC, культивируемым в 8-луночных культураль-
ных камерах (Ibidi, 80841), добавляли 25 мкл суспен-
зии ФИТЦ-КФБ (мутность суспензии 0,5 стандарта 
МакФарланда, что эквивалентно ОП650 = 0,08-0,10) ли-
бо аналогичный объем ФИТЦ-БСА (2 ммоль/л, в ка-
честве контроля) на 1 или 4 ч после чего добавляли ли-
зосомальный краситель LysoTracker Red (Invitrogen, 
L7528, 500 нмоль/л) на 30 мин, ядерный краситель 
Hoechst 33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) на 15 мин 

с последующей конфокальной микроскопией (LSM 
700, Carl Zeiss). 

Детекция супероксида в эндотелиальных клетках. 
Чтобы определить, вызывают ли бионы окислитель-
ный стресс в ЭК, к конфлюэнтным культурам HCAEC 
добавляли 25 мкл суспензии МФБ, СКФБ или ИКФБ 
(мутность суспензии 0,5 МкФ) на лунку 8-луночной 
культуральной камеры для конфокальной микроско-
пии (Ibidi, 80841). Далее проводили культивирование 
в течение 1 и 4 ч, добавляли на на 15 мин флюоресцент-
ный индикатор супероксида MitoSOX Red (Invitrogen, 
M36008, 5 мкмоль/л) и ядерный краситель Hoechst 
33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) с последующей 
конфокальной микроскопией. Либо после 1 и 4 ч куль-
тивирования добавляли флюоресцентный индикатор 
свободных радикалов CellROX Green (Invitrogen, 
C10444, 5 мкмоль/л) на 30 мин и ядерный краситель 
Hoechst 33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) на 15 мин 
с дальнейшей конфокальной микроскопией. Здесь и 
далее в качестве контрольной группы использовали те 
же линии ЭК, к которым вместо бионов в аналогич-
ном объеме добавляли стерильный ФСБ с последую-
щим аналогичным временем культивирования.

Измерение концентрации продуктов реакции с тио-
барбитуровой кислотой. Для определения уровня про-
дуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) к кон-
флюэнтным культурам HCAEC и HITAEC (культиви-
рование в течение 24 ч, 11 лунок на экспериментальную 
группу) добавляли суспензию МФБ, СКФБ или ИКФБ 
(100 мкл на лунку, мутность суспензии 0,5 МкФ). По-
сле инкубации из лунок забирали культуральную жид-
кость.

Концентрацию продуктов реакции с тиобарбиту-
ровой кислотой (ПР-ТБК) в культуральной жидкости 
измеряли путем добавления 1 мл ТБК (Sigma-Aldrich) 
и 3 мл H3PO4 (Sigma-Aldrich) к 250 мкл образца. После 
1 ч инкубации при 100 °C и охлаждения при 8 °C в те-
чение 5 мин для обогащения фракции ПР-ТБК добав-
ляли 1 мл н-бутанола. После 10 мин центрифугирова-
ния при 3000 об/мин надосадок помещали в 96-луноч-
ные планшеты (100 мкл на лунку, каждый образец в 3 
повторах) с последующим измерением при длине вол-
ны 450 нм (ОП450). Концентрацию ПР-ТБК в каждом 
образце далее рассчитывали путем деления показате-
ля ОП450 на коэффициент молярной экстинкции ма-
лонового диальдегида (0,156) и последующего умно-
жения на фактор разведения образца (16).

Оценка эффективности нейтрализации активных 
форм кислорода. С целью анализа эффективности пре-
дотвращения цитотоксических эффектов  ПОЛ к кон-
флюэнтным культурам HCAEC (культивирование в те-



ISSN 0031-2991 73

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(1)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.70-78

Оригинальная статья

чение 4 или 24 ч с добавлением или без добавления ан-
тиоксидантных ферментов супероксиддисмутазы (250 
ЕД/мл) или 500 ЕД/мл каталазы (12 лунок на экспери-
ментальную группу)) добавляли суспензию МФБ, 
СКФБ или ИКФБ (10 мкл на лунку, мутность суспен-
зии 0,5 МкФ). Супероксиддисмутазу и каталазу добав-
ляли за 3 ч до экспозиции для обеспечения проникно-
вения ферментов через плазматическую мембрану. 
Пролиферацию и жизнеспособность клеток оценива-
ли колориметрически, добавляя реактив  ab112118 
(Abcam) на 4 ч, с последующими измерениями и рас-
четами по протоколу производителя.

Анализ проницаемости лизосом. Для анализа влия-
ния ацидификации лизосом на цитотоксичность био-
нов к конфлюэнтным культурам HCAEC в 96-луноч-
ных планшетах добавляли суспензию МФБ, СКФБ или 
ИКФБ либо аналогичный объем ФСБ (10 мкл, мут-
ность суспензии 0,5 МкФ) на 4 или 24 ч с добавлени-
ем или без добавления бафиломицина A1 специфиче-
ского ингибитора вакуолярной H+-АТФазы (Abcam, 
ab120497, 0,1 или 1 микромоль). Пролиферацию и жиз-
неспособность клеток оценивали колориметрически 
путем добавления реактива ab112118 (Abcam) на 4 ч с 
последующими измерениями и расчетами по протоко-
лу производителя. 

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных выполняли при помощи программы 
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Межгрупповое 
сравнение проводили по критерию Краскела-Уолли-
са или критерию Манна-Уитни в зависимости от чис-
ла групп. В случае выявления статистически значимых 

межгрупповых различий осуществляли попарное срав-
нение групп посредством метода средней доли ложных 
отклонений гипотез. Различия между группами при-
знавали статистически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты

При конфокальной микроскопии через 1 ч после 
добавления конъюгированных с ФИТЦ-БСА КФБ в 
значительной доле артериальных ЭК было обнаруже-
но желтое свечение, отображающее начало процес-
са интернализации ФИТЦ-КФБ (зеленое свечение) 
в лизосомы (LysoTracker Red, красное свечение). Од-
нако также было выражено и чисто зеленое свечение, 
свидетельствующее либо о локализации ФИТЦ-КФБ в 
цитозоле ЭК после их поглощения, либо о высвобож-
дении ФИТЦ из лизосом после дезинтеграции КФБ в 
кислой лизосомальной среде (рис. 1). Через 4 ч после 
добавления ФИТЦ-КФБ к ЭК детектировалось исклю-
чительно зеленое свечение ФИТЦ-БСА, что указывает 
в пользу интернализации и растворения  за 4 ч основ-
ной массы КФБ в лизосомах (рис. 1). Данная картина 
наблюдалась в обеих линиях ЭК, что свидетельствует 
о типовом клеточном ответе на воздействие КФБ и об 
отсутствии выраженных различий в интернализации 
КФБ различными типами ЭК.

Далее для анализа патогенного действия бионов на 
артериальные ЭК были взяты только культуры HCAEC. 
В результате окрашивания митохондриальным кра-
сителем и детектором супероксида MitoSOX Red бы-
ло визуализировано интенсивное красное свечение в 
ЭК, подвергшихся 4-часовому воздействию СКФБ и 

Рис. 1. Конфокальная микроскопия HCAEC и HITAEC, подвергшихся воздействию ФИТЦ-КФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных лизосомальным 
красителем LysoTracker Red и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�
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ИКФБ, что отражает повышенную генерацию суперок-
сида в митохондриях при экспозиции бионами в срав-
нении с контрольными и инкубированными с безвред-
ными МФБ ЭК (рис. 2).

При окрашивании ЭК флюоресцентным детектором 
свободных радикалов CellROX Green характерное яркое 
зеленое свечение было отмечено в ЭК, инкубированных 
с ИКФБ спустя 1 ч, но через 4 ч данный эффект не обна-
руживался, как и в остальных группах (рис. 3).

Определение уровня продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПР-ТБК), образующихся в результа-
те окислительного стресса в культуральной жидкости, 
не выявило статистически значимых различий между 

контрольными ЭК и ЭК, подвергшимися воздействию 
бионов, что указывало на отсутствие выраженных при-
знаков окислительного стресса при воздействии КФБ 
(рис. 4). 

Добавление антиоксидантных ферментов суперок-
сиддисмутазы и каталазы не препятствовало индуциру-
емой СКФБ клеточной гибели независимо от исполь-
зуемой дозы и продолжительности экспозиции био-
нами, хотя в отношении ИКФБ на временной точке 
4 ч данное фармакологическое воздействие повыша-
ло количество жизнеспособных ЭК (рис. 5). В целом 
это согласуется с данными, полученными в результа-
те выявления флюоресцентными метками суперокси-

Рис. 2. Конфокальная микроскопия HCAEC, подвергшихся воздействию ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных митохондри-
альным красителем и индикатором супероксида MitoSOX Red и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�

Рис. 3. Конфокальная микроскопия культур HCAEC, подвергшихся ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных флюоресцентным 
детектором свободных радикалов в клетке CellROX Green и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�
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да и иных свободных радикалов (повышение генера-
ции супероксида и уровня свободных радикалов при 
воздействии ИКФБ в течение 4 ч и 1 ч соответствен-
но). Таким образом, можно заключить, что ИКФБ, в 
отличие от СКФБ, провоцируют развитие окислитель-
ного стресса в ЭК.

Поскольку СКФБ и ИКФБ различаются по спо-
собности вызывать окислительный стресс в ЭК, бы-
ло выдвинуто предположение о различных механиз-
мах их цитотоксического действия. В частности, ранее 

нашей группой было показано, что при растворе-
нии СКФБ в лизосомах происходит выделение ио-
нов кальция в цитозоль, приводящее к повышению 
проницаемости внешней мембраны митохондрий и 
опосредованной активации каспазы-9 и каспазы-3 
[5]. Воздействие специфичного блокатора вакуоляр-
ной H+-АТФазы бафиломицина А1, нейтрализую-
щего кислую среду лизосом, частично спасало клет-
ки от лизосомально-опосредованной клеточной ги-
бели вследствие снижения растворимости СКФБ и, 

Рис. 4. Измерение уровня продуктов реакции с тиобарбитуровой кислотой, отражающих активность ПОЛ в культурах HCAEC и HITAEC, под-
вергшихся воздействию ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 24 ч�

Рис 5. Оценка цитотоксичности СКФБ и ИКФБ для культур HCAEC, в том числе при добавлении супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ) в 
различных дозах и в различных временных точках� 
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соответственно, уменьшения выхода ионов кальция 
и цитозоль [5]. 

Было решено проанализировать, работает ли этот 
механизм аналогично по отношению к ИКФБ. В от-
личие от описанного выше релевантного для СКФБ 
сценария воздействие бафиломицина А1 повышало до-
лю жизнеспособных ЭК лишь в одном эксперименте 
из трех (рис. 6). Таким образом, если при воздействии 
СКФБ на ЭК ведущим механизмом цитотоксическо-
го действия было первичное повреждение лизосом при 
ограниченном нарушении функционирования мито-
хондрий, то при экспозиции ЭК ИКФБ наблюдалась 
противоположная картина.

Обсуждение

Наряду с лизосомально-опосредованной клеточ-
ной гибелью, сопровождающейся первичным повреж-
дением (включая пермеабилизацию) лизосом, выделе-
нием ионов кальция и/или катепсинов в цитозоль и 
последующим повышением проницаемости внешней 
мембраны митохондрий с дальнейшей конвергенцией 
с внутренним путем апоптоза [9], важным связанным 
с митохондриями молекулярным механизмом клеточ-
ной гибели является окислительный стресс (так назы-
ваемый «кислородный взрыв») [10]. Это является клас-
сическим следствием интернализации наночастиц 

вследствие обильной продукции активных форм кис-
лорода (АФК) в митохондриях, эндоплазматической 
сети, пероксисомах, фагосомальной и плазматической 
мембране [10]. Относительный вклад каждого из этих 
источников в общий пул генерируемых АФК суще-
ственно варьирует между различными типами клеток 
и тканей и технически сложно измерим [11]. Стоит 
подчеркнуть, что, несмотря на вовлеченность мито-
хондрий в оба указанных механизма нарушения кле-
точного функционирования, при лизосомально-опос-
редованной клеточной гибели их патология является 
строго вторичной, в то время как при окислительном 
стрессе АФК сразу же воздействуют на митохондрии 
напрямую, поскольку АФК в значительном количе-
стве образуются в этих органеллах. Поэтому, учитывая 
последние рекомендации Комитета по номенклатуре  
механизмов клеточной гибели [9], правомерно гово-
рить о том, что лизосомально-опосредованная клеточ-
ная гибель и запускаемый АФК внутренний путь апоп-
тоза (несмотря на их молекулярную конвергенцию на 
стадии повышения проницаемости внешней мембра-
ны митохондрий) патогенетически являются принци-
пиально разными путями гибели клетки. Следует от-
метить, что некоторые АФК, в особенности гидрок-
сил-радикалы образующиеся при реакции Фентона из 
пероксида водорода, способны дестабилизировать ли-

Рис. 6. Сравнительный анализ эффективности блокатора вакуолярной H+-АТФазы (лизосомального ингибитора) бафиломицина А1 в снижении 
цитотоксичности СКФБ и ИКФБ�
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зосомальную мембрану, а также открывать лизосомаль-
ные кальциевые каналы [9]; таким образом, справед-
ливо говорить и о частичной пересекаемости данных 
путей нарушения внутриклеточного гомеостаза.

В одном из выполненных исследований с исполь-
зованием аналогичного метода (окрашивание флю-
оресцентным индикатором супероксида MitoSOX) 
было выявлено, что экспозиция КФБ повышала вы-
деление АФК иммортализованными макрофагами 
человека [12]. В другой работе данные результаты 
были воспроизведены на иммортализованных ма-
крофагах мыши посредством измерения внутрикле-
точного 8-изопростагландина F2α [13] – суррогатно-
го маркера свободнорадикального окисления. В на-
шем исследовании были получены противоречивые 
результаты. С одной стороны, воздействие СКФБ 
определенно не сопровождалось развитием выра-
женного окислительного стресса независимо от ме-
тода его детекции. В то же время добавление ИКФБ 
к культурам ЭК стимулировало генерацию суперок-
сида и свободных радикалов, хотя и с разной времен-
ной динамикой; кроме того, предварительная инку-
бация с супероксиддисмутазой и каталазой незави-
симо от дозы частично спасала ЭК от индуцируемой 
ИКФБ клеточной гибели. 

Это позволяет предположить, что генерация АФК 
не играет критически важной роли в клеточной гибе-
ли после интернализации СКФБ (в отличие от первич-
ного повреждения лизосом), однако может вносить 
вклад в патогенные эффекты ИКФБ, по крайней ме-
ре для ЭК. Приоритет первичного повреждения лизо-
сом над окислительным стрессом для опосредованной 
СКФБ клеточной гибели и обратная ситуация для 
ИКФБ свидетельствуют о различных механизмах кле-
точной гибели при воздействии КФБ различной фор-
мы на клетку, что частично подтверждается данными 
литературы, в которых ИКФБ преимущественно спо-
собствовали выделению фактора некроза опухоли аль-
фа, а СКФБ – интерлейкина-1β, что может быть свя-
зано с более высокой растворимостью СКФБ в лизо-
сомах и более выраженной активацией инфламмасом, 
зависимой от уровня кальция в цитозоле [14]. 

Стоит отметить, что образование АФК активно во-
влечено в процесс клеточной гибели, вызываемой воз-
действием стандартной неорганической наноразмер-
ной фракции фосфата кальция [15], что в любом случае 
не позволяет однозначно исключить окислительный 
стресс из механизмов цитотоксичности КФБ. Тем не 
менее, бионы принципиально отличаются от чистых 
неорганических кристаллов фосфата кальция наличи-
ем белковой составляющей, снижающей их цитоток-

сичность, так как они изначально формируются ис-
ключительно в биологических жидкостях (к примеру, 
сыворотке крови) [3, 4]. Вследствие этого их эффекты, 
в частности, для ЭК, могут отличаться. 

Заключение

Предполагается, что патогенность СКФБ для ЭК 
определяется в первую очередь лизосомально-опосредо-
ванной гибелью, а ИКФБ – окислительным стрессом.
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Введение. Изолированные переломы бедренной кости (ИПБК) составляют более 10% от числа всех дорожных травм� Реак-
ция организма в ответ на травму сопровождается нарушением гомеостаза, активацией процессов свободно-радикаль-
ного окисления� Одним из перспективных направлений коррекции метаболических нарушений при хирургической пато-
логии является озонотерапия� 
Цель исследования – оценка в динамике показателей свободно-радикального окисления в плазме крови у пациентов с 
изолированным переломом бедренной кости в условиях применения системной озонотерапии� 
Методика. Исследование выполнено на 36 пациентах с ИПБК и 20 условно здоровых лицах� Содержание изопропанол- и 
гептан-растворимых первичных, вторичных и конечных продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в плазме оце-
нивали на 5-7-е сут после травмы до начала хирургического лечения, а также на 18-е сут после травмы, хирургического 
лечения и стандартного курса терапии, в том числе дополненного курсом малой аутогемотерапии (МАГТ), – 7-9 инъекций 
с озонированием крови (концентрация озона 20 мг/л)� 
Результаты. Ранний посттравматический период у пациентов с ИПБК до оперативного лечения сопровождается накопле-
нием первичных (диеновые конъюгаты), вторичных (ацилгидроперекиси, кетодиены и сопряженные триены) и конечных 
(основания Шиффа) продуктов ПОЛ в гептановой фазе липидного экстракта плазмы, а также вторичных и конечных про-
дуктов ПОЛ в изопропанольной фазе липидного экстракта плазмы� У пациентов с ИПБК после оперативного лечения на 
фоне стандартной консервативной терапии сохраняется высокий уровень продуктов ПОЛ в гептановой и изопропаноль-
ной фазах липидного экстракта плазмы, что свидетельствует об эскалации окислительного стресса� Применение проце-
дуры МАГТ с озонированием крови приводит к снижению и полному восстановлению уровня продуктов ПОЛ в изопропа-
нольной фазе, снижению и частичному восстановлению продуктов ПОЛ в гептановой фазе липидного экстракта плазмы�
Заключение. Применение МАГТ с озонированием крови  оптимизирует состояние про- и антиоксидантных систем крови 
и ограничевает эскалацию окислительного стресса� 
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Changes in free-radical oxidation in isolated femoral fracture during the systemic ozone therapy
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Introduction. Isolated femoral fractures (IFF) account for more than 10% of all road injuries� The body responds to trauma with 
homeostatic disorders and activation of free radical oxidation� The ozone therapy is one of promising directions for correction of 
metabolic disorders in surgical pathology due to the pleiotropic effects of reactive oxygen species� 
The aim of the study was to evaluate changes in indexes of free radical oxidation in plasma of patients with isolated femoral frac-
ture during the systemic ozone therapy� 
Methods. The study included 36 patients with IFF and 20 healthy individuals� Plasma concentrations of isopropanol and heptane-
soluble primary, secondary, and end products of lipid peroxidation (LPO) were measured at 5-7 days after the injury, prior to the 
surgical treatment, and at 18 days after the injury following the surgical treatment and a standard therapy, including a course of 
minor autohemotherapy (7-9 injections of ozonated blood with ozone concentration of 20 mg/l)� 
Results. The early post-traumatic period preceding the surgical treatment was associated with accumulation of LPO primary (con-
jugated dienes), secondary (ketodienes, and conjugated trienes) and end (Schiff bases) products in the heptane phase of plasma 
lipid extract, as well as LPO secondary and end products in the isopropanol phase of plasma lipid extract� In patients with IFF after 
the surgical treatment in combination with a standard, conservative therapy, high levels of LPO products remained in the heptane 
and isopropanol phases of plasma lipid extract, which indicated escalation of oxidative stress� The use of minor autohemotherapy 
with blood ozonation resulted in a decrease and complete restoration of the level of LPO products in the isopropanol phase and 
a decrease and partial return to the normal level of LPO products in the heptane phase of plasma lipid extract� 
Conclusions. The use of minor autohemotherapy with blood ozonation improved the condition of pro- and antioxidant blood 
systems and restricted the escalation of oxidative stress� 

Keywords: isolated femoral fracture; free radical oxidation; ozone therapy

For citation: Abramov K�S�, Davydova E�V�, Osikov M�V�, Ogneva O�I�, Sinitskij A�I� Changes in free-radical oxidation in isolated 
femoral fracture during the systemic ozone therapy� Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological 
Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal)� 2021; 65(1): 79-85� (in Russian)�
DOI: 10�25557/0031-2991�2021�01�79-85

Contribution: study concept and design – Osikov M�V�, Abramov K�S�, Davydova E�V�; material collection and processing – Abramov 
M�V�, Davydova E�V�, Siniсkij A�I�; statistical analysis – Osikov M�V�, Davydova E�V�, Abramov K�S�; text writing – Osikov M�V�, Davydova E�V�, 
Abramov K�S�, Ogneva O�I�; editing – Ogneva O�I�, Davydova E�V�
For correspondence: Olga I. Ogneva, South-Ural State Medical University Ministry of Health of the Russian Federation, Department of 
Pathophysiology, Assistant Professor (docent), Candidate of Medical Sciences, e-mail ognevaolga2@mail�ru

Acknowledgment. The study had no sponsorship� 
Conflict of interest� The authors declare no conflict of interest� 

Information about the authors:
Abramov K�S�, https://orcid�org/0000-0002-7419-2987
Davydova E�V�, https://orcid�org/0000-0002-9293-1691
Osikov M�V�, https://orcid�org/0000-0001-6487-9083
Ogneva O�I�, https://orcid�org/0000-0002-9309-2076
Siniсkij A�I�, https://orcid�org/0000-0001-5687-3976

Received 13�05�2020
Accepted 21�01�2021
Published 10�03�2021

Введение

На долю переломов бедренной кости приходится 
более 10% от всех дорожных травм, частота таких пе-
реломов от 1 до 3 млн человек в год [1]. Реакция орга-
низма в ответ на травму заключается в немедленной 
активации нейро-иммуно-эндокринного комплекса и 
сопровождается нарушением гомеостаза, развитием 
воспаления, нарушением тканевой перфузии, метабо-
лическими нарушениями и активацией процессов СРО 

[2]. Нейтрофилы первыми мигрируют в очаг травма-
тического повреждения, генерируют активные формы 
кислорода (АФК) запускают активацию комплемента, 
кининов и коагуляционного каскада [3]. Повышение 
уровня продуктов свободно–радикального окисления 
липидов и белков приводит к развитию окислительно-
го стресса и вторичному повреждению тканей. Экспе-
риментальные результаты показали, что озон и его ак-
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тивные дериваты ex vivo или in vivo могут активировать 
мишень – ядерный эритроидный фактор (Nrf2) и ин-
дуцировать протеомный ответ клетки в виде синтеза 
антиоксидантных ферментов, например, супероксид-
дисмутазы, каталазы, гемоксигеназы-1 [4]. Активиза-
ция антиоксидантных ферментов обеспечивает защи-
ту клеток и тканей от повреждения, способствует огра-
ничению зоны вторичной альтерации и индуцирует 
репаративные реакции со стороны костной ткани. Об-
суждается роль альдегид 4–гидроксиноненаля, обра-
зующегося под влиянием молекулы озона и являюще-
гося неклассическим вторичным мессенджером, спо-
собным модулировать основные метаболические 
внутриклеточные сигналы (регуляция пролиферации 
и дифференцировки, синтез Nrf2 и антиоксидантных 
ферментов) [5]. 

Цель исследования – оценка динамики показате-
лей свободно-радикального окисления в плазме у па-
циентов с изолированным переломом бедренной ко-
сти в условиях применения системной озонотерапии.

Методика

В исследовании приняли участие 36 пациентов 
мужского пола с изолированным переломом бедрен-
ной кости (ИПБК), средний возраст 45,5±3,4 года, на-
ходящихся на лечении в отделении травматологии и 
ортопедии №2 ГБУЗ Челябинская областная клини-
ческая больница на основании добровольного инфор-
мированного согласия. Исследование одобрено этиче-
ским комитетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава Рос-
сии (протокол №3 от 15.03.2019г). Контрольную группу 
составили условно здоровые мужчины, средний воз-
раст 47,5±4,2 года (группа 1, n=20). У всех пациентов 
на 5-7-е сут после травмы до начала хирургического 
лечения брали кровь для биохимического исследова-
ния (группа 2, n=36). Сразу после хирургического ле-
чения (7-е сут после травмы) методом простой рандо-
мизации пациенты 2-й группы были разделены на 2 
подгруппы: 2-а подгруппа пациентов (n=18) получала 
стандартный курс послеоперационной терапии, вклю-
чающий нестероидные противовоспалительные пре-
параты и антибиотики; 2-б подгруппа (n=18) в допол-
нение к стандартному послеоперационному лечению 
получала озонотерапию в виде процедуры малой ауто-
гемотерапии (МАГТ) на озонотерапевтической автома-
тической установке с деструктором озона УОТА-60-01 
«Медозон» (ООО «Медозон», Москва). Концентрация 
озона в озонокислородной смеси составляла 20 мг/л 
в 10 мл венозной крови, которую вводили внутримы-
шечно, в ягодичную или бедренную область [6]. Курс 
озонотерапии составил 7-9 инъекций через сутки. Сра-

зу после окончания курса МАГТ (18-е сут после трав-
мы) в обеих подгруппах осуществляли забор венозной 
крови для биохимического исследования. Содержа-
ние изопропанол- и гептан-растворимых первичных, 
вторичных и конечных продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) в плазме оценивали по методи-
ке И.А. Волчегорского и соавт. с использованием экс-
трационно-спектрофотометрического метода [7, 8]. К 
0,5 мл субстрата добавляли 5 мл смеси гептан – изо-
пропанол, встряхивали в закрытых пробирках 15 мин, 
центрифугировали 15 мин при 3 000 об/мин, липидные 
экстракты сливали и разбавляли 5 мл смеси гептан – 
изопропанол (3:7 по объему). К разбавленным липид-
ным экстрактам добавляли водный раствор соляной 
кислоты (рН 2,0) в объеме 2 мл для разделения фаз и 
отмывки от нелипидных примесей. После отделения 
водной фазы изопропанольную фазу экстракта пере-
носили в отдельную пробирку. Измеряли оптическую 
плотность каждой фазы против соответствующего кон-
троля при 220 нм (в диапазоне 186 – 225 нм поглоще-
ние отражает изолированные двойные связи), 232 нм 
(поглощение отражает содержание диеновых конъю-
гатов – первичные продукты), 278 нм (поглощение за-
висит от содержания кетодиенов и сопряженных трие-
нов – вторичные продукты). Конечные продукты ПОЛ 
(основания Шиффа) определяли путем дополнитель-
ного замера оптической плотности экстракта при 400 
нм. Результаты выражали в единицах абсолютных зна-
чений Е 220,Е232, Е278, Е400 на мл субстрата и в единицах 
индексов окисления (е.и.о.): Е232/Е220- относительное 
содержание диеновых коньюгатов (ДК), Е278/Е220- уро-
вень кетодиенов и сопряженных триенов (КД и СТ) и 
Е400/Е220 - уровень оснований Шиффа (ШО). 

Статистическая обработка материала проводилась 
с применением пакета прикладных программ 
IBMSPSS Statistics 19. Все показатели представлены 
в формате «Me (Q25 – Q75)», где Мe – медиана, Q25 
и Q75 – значения нижнего и верхнего квартиля соот-
ветственно. Сравнение групп проводили с помощью 
критерия Вилкоксона для связанных групп, критери-
ев Краскела-Уоллиса, Манна–Уитни.

Результаты

 На 7-е сут после травматического повреждения бе-
дренной кости (группа 2) в гептановой фазе липидно-
го экстракта плазмы, концентрирующей большую 
часть резервных липидов (триацилглицеридов), выяв-
лено в абсолютных величинах снижение вторичных и 
конечных, накопление первичных продуктов ПОЛ 
(табл. 1). В пересчете на более информативный (с уче-
том содержания общих липидов) показатель – индекс 
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окисления — обнаружено значимое увеличение содер-
жания первичных, вторичных и конечных продуктов 
ПОЛ в гептановой фазе липидного экстракта плазмы. 

Оценка содержания продуктов ПОЛ в изопропа-
нольной фазе плазмы крови, аккумулирующей в ос-
новном мембранные фосфолипиды, показала увели-
чение вторичных и конечных продуктов ПОЛ в абсо-
лютных величинах (табл. 2). В пересчете на индексы 
окисления уровень кетодиенов и сопряженных трие-
нов (вторичных продуктов) и оснований Шиффа (ко-
нечных продуктов) на фоне травмы также был значи-
мо выше показателей контрольной группы.

После оперативного лечения и курса стандартной 
терапии (подгруппа 2-а) на 18-е сут после перелома об-
наружены изменения параметров ПОЛ в плазме, ана-
логичные таковым в группе 2 (табл. 1, 2). В гептановой 
фазе липидного экстракта плазмы в пересчете на ин-
дексы окисления увеличивалось содержание первич-
ных, вторичных и конечных продуктов ПОЛ, в изопро-
панольной фазе липидного экстракта плазмы значи-

мо возрастал уровень вторичных и конечных продуктов 
ПОЛ по сравнению с контрольной группой. Статисти-
чески значимых отличий содержания продуктов ПОЛ 
в гептановой и изопропанольной фазах липидного экс-
тракта плазмы в группах 2 и 2а не обнаружено (р>0,05).
Таким образом, после оперативного вмешательства на 
фоне стандартного консервативного лечения в плазме 
сохраняется высокий уровень продуктов ПОЛ в гепта-
новой и изопропанольной фазах липидного экстрак-
та, что свидетельствует об эскалации окислительного 
стресса у пациентов с изолированным переломом бе-
дренной кости.

Применение курса МАГТ с озонированием крови 
(подгруппа 2-б) у пациентов с изолированным перело-
мом бедренной кости после оперативного вмешатель-
ства привело в гептановой фазе липидного экстракта 
плазмы к снижению абсолютного содержания диено-
вых конъюгатов, оснований Шиффа, в пересчете на ин-
дексы окисления – к снижению диеновых конъюгатов, 
кетодиенов и сопряженных триенов, а также фракции 

Таблица 1

Содержание продуктов ПОЛ в гептановой фазе плазмы пациентов с ИПБК (Ме (Q25-Q75))

Показатели Группа 1
(n=20)

Группа 2
(n=36)

7 -е сут ИПБК

Подгруппа 2-а
(n=18)

18-е  сут ИПБК

Подгруппа 2-б
(n=18)

18-е сут ИПБК

Е220, у.е./мл 0,60 
(0,58-0,60)

0,39 
(0,34-0,43)

0,42 
(0,38-0,46)

0,40 
(0,39-0,42)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р1-2б<0,01

Е232, у.е./мл 0,12 
(0,11-0,13)

0,29
(0,25-0,33)

0,31 
(0,30-0,36)

0,14 
(0,10-0,15)

р1-2<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

Е278, у.е./мл 0,09 
(0,06-0,11)

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

0,04 
(0,03-0,07)

0,06
(0,04-0,07)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01

Е400, у.е./мл 0,006 
(0,001-0,010)

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

0,04 
(0,01-0,09)

0,010
(0,001-0,010)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

ДК, е.и.о. 0,19 
(0,17-0,25)

0,78 
(0,75-0,82)

0,82 
(0,78-0,85)

0,34
(0,25-0,36)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р1-2б<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

КД и СТ, е.и.о. 0,11 
(0,09-0,13)

0,16 
(0,09-0,20)

0,18 
(0,08-0,21)

0,12 
(0,01-0,15)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

ШО, е.и.о. 0,010
(0,001-0,01)

0,09 
(0,02-0,13)

0,10
(0,05-0,14)

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

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р1-2б<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

Примечание. р – показатель значимости различий между группами.



ISSN 0031-2991 83

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(1)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.79-85

Оригинальная статья

оснований Шиффа при сравнении с группой пациен-
тов с изолированным переломом бедренной кости по-
сле оперативного вмешательства, находящихся на стан-
дартной терапии (табл. 1). В изопропанольной фазе ли-
пидного экстракта плазмы применение курса МАГТ с 
озонированием крови приводит к снижению абсолют-
ного содержания и в пересчете на индексы окисления 
кетодиенов и сопряженных триенов, а также оснований 
Шиффа (табл. 2). Отметим, что после применения кур-
са МАГТ с озонированием крови снижалось содержа-
ние продуктов ПОЛ в плазме и по сравнению с группой 
2 - пациентов с изолированным переломом бедренной 
кости до начала хирургического и консервативного ле-
чения: первичных, вторичных, конечных продуктов в 
гептановой фазе, вторичных продуктов в изопропаноль-
ной фазе в пересчете на индексы окисления. Итак, 
включение в комплекс консервативных мероприятий в 
послеоперационном периоде  курса МАГТ с озониро-
ванием крови приводит к снижению содержания про-
дуктов ПОЛ в гептановой и изопропанольной фазах ли-
пидного экстракта плазмы и ограничению эскалации 
окислительного стресса в крови. При сравнении пока-
зателей ПОЛ в плазме в группе 2-б с контрольной груп-
пой условно здоровых лиц выявлены статистически зна-

чимые отличия только в отношении первичных и ко-
нечных продуктов в гептановой фазе липидного 
экстракта в пересчете на индексы окисления, осталь-
ные показатели не имели значимых отличий, что позво-
ляет говорить о полном восстановлении уровня продук-
тов ПОЛ в изопропанольной фазе и частичном восста-
новлении в гептановой фазе липидного экстракта 
плазмы после применения курса МАГТ с озонировани-
ем крови.

Обсуждение

Известно, что в первые минуты и часы после трав-
мы в очаг травматического повреждения мигрируют 
нейтрофилы и вызывают повышение концентрации 
провоспалительных цитокинов и НАДФН-зависимую 
генерацию АФК [9]. Именно нейтрофилы претендуют 
на роль основных источников АФК, избыточная про-
дукция которых индуцирует окислительный стресс, 
способствуя расширению зоны вторичной альтерации 
в зоне перелома бедра [10]. Кроме негативных послед-
ствий окислительного стресса следует учитывать и ре-
гуляторную функцию АФК, заключающуюся в акти-
вации МАР-киназ: экстрацелюллярных сигнал-регу-
лируемых (ERK), Jun – киназ (JNKs), p38 MAPK, 

Таблица 2 

Содержание продуктов ПОЛ в изопропанольной фазе плазмы пациентов с ИПБК (Ме (Q25-Q75))

Показатели Группа 1 (n=20) Группа 2 (n=36)
7-е сут ИПБК

Группа 2-а (n=18)
18-е сут ИПБК

Группа 2-б (n=18)
18-е сут ИПБК

Е220, у.е./мл 0,39 
(0,34-0,43)

0,48
(0,27-0,70)

0,45 
(0,29-0,68)

0,46 
(0,35-0,55)

Е232, у.е./мл 0,22 
(0,22-0,23)

0,26 
(0,16-0,37)

0,26 
(0,16-0,39)

0,24
(0,1-0,32)

Е278, у.е./мл 0,02 
(0,01-0,03)

0,12 
(0,08-0,17)

0,13 
(0,08-0,18)

0,04
(0,02-0,05)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

Е400, у.е./мл 0,004 
(0,001-0,006)

0,01 
(0,01-0,02)

0,008 
(0,004-0,009)

0,002 
(0,001-0,003)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

ДК, е.и.о. 0,48 
(0,28-0,60)

0,53
(0,25-0,69)

0,52 
(0,23-0,62)

0,51 
(0,23-0,58)

КД и СТ, е.и.о. 0,07 
(0,02-0,08)

0,23 
(0,20- 0,29)

0,21 
(0,10-0,28)

0,10
(0,07-0,11)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2-2б<0,01; р2а-2б<0,01

ШО, е.и.о. 0,01 
(0,01- 0,02)

0,04 
(0,02-0,07)

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

0,02 
(0,01-0,03)

р1-2<0,01; р1-2а<0,01; р2а-2б=0,01

Примечание. р – показатель значимости различий между группами.
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регуляции образования внеклеточных нейтрофильных 
ловушек [11]. Известно, что интермедиаты ПОЛ явля-
ются продуктами биодеструктивных процессов, обла-
дая цитоповреждающими свойствами. Так, диеновые 
конъюгаты, образующиеся на ранней стадии окисле-
ния, являются токсическими метаболитами для бел-
ков, липопротеинов, ферментов, нуклеиновых кислот, 
в то же время основания Шиффа могут принимать уча-
стие в процессах гликолиза, биосинтезе некоторых 
аминокислот (триптофана). Активация ПОЛ приводит 
к образованию таких прямых продуктов, как малоно-
вый диальдегид (МДА), изопростаны и 4-гидроксино-
неналь. 

Озон в низких концентрациях, несмотря на высо-
кий окислительный потенциал, обладает высочайшей 
селективностью, что обусловлено полярным строени-
ем молекулы: с озоном мгновенно реагируют соедине-
ния, содержащие свободные двойные связи (С=С). В 
результате чувствительными к озону оказываются в 
первую очередь ненасыщенные жирные кислоты, аро-
матические аминокислоты и пептиды с SH-группами. 
При МАГТ с озонированием крови с насыщающей 
концентрацией озона 3-10 мг/л в газовой фазе, целе-
выми мишенями являются клеточные мембраны фор-
менных элементов крови (эритроцитов, лимфоцитов, 
тромбоцитов), клетки сосудистой стенки и плазмен-
ные метаболиты. В литературе представлены сведения 
о том, что воздействие на образцы крови озонирован-
ного физиологического раствора с насыщающей кон-
центрацией озона 3-10 мг/мл газовой фазе вызывает 
умеренную интенсификацию липопероксидации в со-
четании с превалирующим увеличением антиоксидант-
ных резервов [12]. Кроме этого, показано статистиче-
ски значимое снижение концентрации малонового ди-
альдегида (10-20%;  при использовании низких доз 
озона (3-10 мг/л в газовой фазе) в то время как приме-
нение высокой концентрации озона (40 мг/л) приво-
дит к статистически значимому нарастанию уровня 
МДА (на 35,1%) относительно интактного образца, что 
является признаком окислительного стресса [13]. В ли-
тературе отмечено, что мощная антиоксидантная спо-
собность крови, подвергаемая воздействию небольшой 
и точно рассчитанной дозы озона, всего за несколько 
минут способна мобилизовать эндогенные факторы 
антиоксидантной защиты [14]. Генерируемые с помо-
щью молекулы озона гидрокси-гидропероксид (пере-
кись озона) и альдегид - 4-гидроксиноненаль (4-HNE), 
могут проникать в цитоплазму фагоцитирующих кле-
ток и модулировать активность ядерного фактора кап-
па B (NF-κB), низкие дозы озона полностью блокиру-
ют его активность, способствуя уменьшению воспале-

ния путем модуляции синтеза провоспалительных 
цитокинов (фактор некроза опухолей-α, интерферон-γ, 
интерлейкин-1β, интерлейкин-6, интерлейкин-8). 
Кроме этого, низкие дозы озона, действуя как через 
фактор Nrf2, способны индуцировать активацию ан-
тиоксидантных ферментов: γ-глутамилтрансферазы, 
γ-глутамилтранспептидазы, каталазы и глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы [15-18]. 

Выводы:

Ранний посттравматический период у пациентов 
с изолированным переломом бедренной кости до опе-
ративного лечения сопровождается накоплением пер-
вичных (диеновые конъюгаты), вторичных (ацилги-
дроперекиси и кетодиены и сопряженные триены) и 
конечных (основания Шиффа) продуктов ПОЛ в геп-
тановой фазе липидного экстракта плазмы, а также 
вторичных и конечных продуктов ПОЛ в изопропа-
нольной фазе липидного экстракта плазмы. 

У пациентов с изолированным переломом бедрен-
ной кости после оперативного лечения на фоне стан-
дартной консервативной терапии сохраняется высокий 
уровень продуктов ПОЛ в гептановой и изопропаноль-
ной фазах липидного экстракта плазмы, что свидетель-
ствует об эскалации окислительного стресса. 

Применение процедуры малой аутогемотерапии с 
озонированием крови низкими терапевтическими до-
зами озона приводит к снижению и полному восста-
новлению уровня продуктов ПОЛ в изопропанольной 
фазе, снижению и частичному восстановлению про-
дуктов ПОЛ в гептановой фазе липидного экстракта 
плазмы, что может рассматриваться как оптимизация 
состояния про-и антиоксидантных систем крови и 
ограничение эскалации окислительного стресса. 
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Ефремов А.В., Храмых Т.П., Говорова Н.В., Ермолаев П.А.

Динамика хемилюминесценции в тонкой кишке на фоне 
анестетического прекондиционирования при геморрагической 
гипотензии

ФГБУ ВО «Омский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
Омск, Россия, ул� Ленина, д� 12

Введение. Ведущим патогенетическим фактором массивной кровопотери является гипоксия, инициирующая активацию 
процессов свободнорадикального окисления (СРО) в органах и тканях и системный воспалительный ответ� Показано, что 
одним из универсальных звеньев формирования множественной органной дисфункции при кровопотере является изме-
нение проницаемости кишечной стенки с транслокацией микрофлоры и токсинов в системный кровоток на фоне репер-
фузии� В последнее время внимание исследователей привлекает эффект анестетического прекондиционирования, в том 
числе при операциях, сопровождающихся геморрагической гипотензией (ГГ)� 
Цель исследования – оценка в эксперименте динамики процессов СРО в тонкой кишке при геморрагической гипотензии 
на фоне применения анестетика севофлурана, обладающего эффектом анестетического прекондиционирования� 
Методика. Эксперименты проведены на 105 белых крысах-самцах� ГГ моделировали, используя в 1-й группе в качестве ане-
стетика эфир во 2-й – анестетик севофлуран� Контролем служили 2 группы интактных животных: одна – с эфиром, другая – 
с севофлураном� Для оценки процессов СРО через 15 мин, 30 мин, 1 ч, 2 ч ГГ забирали фрагменты тонкой кишки� Исследо-
вание хемилюминесценции (ХЛ) гомогенатов тонкой кишки проводили по методу Р�Р� Фархутдинова, используя хемилюми-
номер “Флюорат АБЛФ-2Т”� Регистрировались показатели СРО: спонтанная светимость (СС), вспышка (В), светосумма (С∑)�
Результаты� Через 15 мин ГГ (2-я группа,� севофлуран) обнаружено повышение показателя СС в тощей кишке на 33%; сни-
жение показателя В в 12-пк в 2 раза, в тощей и подвздошной кишке – на 24 и 36% соответственно� Показатель С∑ снижался 
в 12-пк на 36%, в тощей и подвздошной кишке – на 45% и 52% соответственно по сравнению с 1-й группой (эфир)� На 30-й 
мин показатель СС в тощей кишке повышался на 80%� На фоне ГГ при применении севофлурана отмечено снижение пока-
зателя В в 12-пк на 38%, в тощей кишке на 22%, а в подвздошной в 3 раза� Через 1 ч ГГ при использовании севофлурана 
наблюдалось повышение СС в в тощей кишке в 2 раза, в 12-пк и подвздошной – на на 38% и 15% соответственно� Показатель 
В снижался в 12-пк на 67, в тощей – на 43%; Показатель С∑ в 12-пк и тощей кишке снижался в 2,6 и 2,5 раза, в подвздошной 
– на 70% по сравнению с группой «эфир»� Через 2 ч ГГ в группе «севофлуран» обнаружено увеличение СС в тощей и под-
вздошной кишках на 80% и в 3 раза, соответственно, по сравнению с эфирным наркозом� При этом наблюдалось умень-
шение С∑ в 12-п и тощей кишке – на на 24% и 15% соответственно� 
Заключение. На фоне ГГ наблюдается активация процессов СРО в тонкой кишке при использовании эфира; прекондици-
онирование анестетиком севофлураном способствовало значительному ограничению окислительного стресса в тонкой 
кишке крыс  возможно за счет активации антиоксидантной системы�
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Efremov A.V., Khramykh T.P., Govorova N.V., Ermolaev P.A.

Dynamics of chemiluminescence in the small intestine during anesthetic preconditioning in 
hemorrhagic hypotension

Omsk State Medical University, 
Lenina Str� 12, Omsk 644099, Russian Federation

Introduction. The major pathogenetic factor of massive blood loss is hypoxia, which triggers activation of free-radical oxidation 
(FRO) processes in organs and tissues and the systemic inflammatory response� A universal factor of multiple organ dysfunction 
in blood loss is altered intestinal wall permeability with translocation of microflora and toxins into the systemic circulation during 
reperfusion� Recently, much of the attention has been focused on effects of anesthetic preconditioning, including during opera-
tions associated with hemorrhagic hypotension (HH)� 
The aim of this study was to evaluate in experiment the dynamics of small intestinal FRO in HH during the use of the anesthetic 
sevoflurane, which has an effect of anesthetic preconditioning� 
Methods. Experiments were performed on 105 white male rats divided into two groups; groups 1 and 2 were exposed to HH with 
ether or sevoflurane as the anesthetic, respectively� Two groups of intact animals treated with ether or sevoflurane were used as 
the controls� Five animals died during the experiment� To evaluate FRO processes, samples of the duodenum, jejunum, and ileum 
were taken at 15 min, 30 min, 1 h, and 2 h of HH� The chemiluminescence (CL) study of small intestine homogenates was performed 
according to the Farukhutdinov method on a Fluorate ABLF-2T chemiluninometer� The following FRO indexes were recorded: 
spontaneous luminosity (SL), flash (F), and light sum (L∑)� Significance of differences was determined with the Mann-Whitney test� 
Results. In the sevoflurane group 2 compared to the ether group after 15 min of HH, SL was increased in the jejunum by 33%; F 
was decreased in the duodenum by 50%, in the jejunum by 24%, and in the ileum by 36%; L∑ was decreased in the duodenum by 
36%, in the jejunum by 45%, and in the ileum by 52%� At 30 min, SL in the jejunum was increased by 80%� In the HH+sevoflurane 
group, F was decreased in the duodenum by 38%, in the jejunum by 22%, and in the ileum by 27%; L∑ in the duodenum was 
decreased by 44%, in the jejunum by 45%, and in the ileum by 67%� After 1 h of HH+sevofluran, SL was increased in the jejunum 
twofold, in the duodenum by 38% and in the ileum by 15%; F was decreased in the duodenum by 67% and in the jejunum by 43%; 
L∑ in the duodenum was decreased by 62%, in the jejunum by 60%, and in the ileum by 70% compared to the ether group� After 
2 h of HH+sevofluran, SL was increased in the jejunum and ileum by 80% and 67%, respectively, compared to the ether group� In 
this process, L∑ in the duodenum was decreased by 24% and in the jejunum by 15%� 
Conclusion. The HH+diethyl ether exposure was associated with activation of FRO processes in the small intestine� The sevoflu-
rane preconditioning provided a significant restriction of oxidative stress in the rat small intestine due to activation of the antiox-
idant system in the duodenum, jejunum, and ileum at 1 h, 15 min, and 30 min of HH, respectively�
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Введение

 Известно, что ведущим патогенетическим факто-
ром массивной кровопотери является гипоксия, кото-
рая развивается как за счет значительного снижения 

объема циркулирующей крови и венозного возврата к 
сердцу, так и за счет формирования микроциркулятор-
ных нарушений и энергодефицита в тканях [1]. В свою 
очередь, нарушение транспорта кислорода к тканям 
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инициирует активацию процессов свободнорадикаль-
ного окисления (СРО) в органах и тканях и системный 
воспалительный ответ [2-3].

Показано, что одним из универсальных звеньев 
формирования множественной органной дисфункции 
при кровопотере является изменение проницаемости 
кишечной стенки, сопровождающееся транслокацией 
микрофлоры и токсинов из просвета кишки в систем-
ный кровоток на фоне реперфузии [4]. Учитывая гло-
бальную проблему роста числа катастроф и массового 
травматизма [5], представляется актуальным поиск 
фармакологических препаратов, обладающих мембра-
ностабилизирующим действием, уменьшающим   тя-
жесть кишечной недостаточности.

В настоящее время одним из перспективных на-
правлений в решении этой проблемы является изуче-
ние прекондиционирующего эффекта ингаляционных 
анестетиков при циркуляторных нарушениях на фоне 
массивной кровопотери [3, 6]. В литературе имеется 
достаточно ограниченное число исследований, посвя-
щенных изучению терапевтического воздействия ин-
галяционных агентов на функциональное состояние 
непарных органов брюшной полости при критических 
состояниях, а имеющиеся данные весьма противоре-
чивы [3, 7]. Необходимо констатировать и тот факт, 
что в публикациях, рассматривающих роль преконди-
ционирующих стимулов, основное внимание уделено 
поиску молекулярных механизмов устойчивости серд-
ца и головного мозга к повреждающим факторам и в 
значительно меньшей степени других органов [8-10, 
11]. 

Цель исследования – оценка в эксперименте ди-
намики процессов СРО в тонкой кишке при геморра-
гической гипотензии на фоне применения севофлура-
на, обладающего эффектом анестетического прекон-
диционирования.

Методика

Эксперименты проведены на 105 белых беспород-
ных крысах-самца соблюдением требований «Евро-
пейской конвенции о защите позвоночныхживотных, 
используемых для экспериментов или в иных научных 
целях» (Страсбург, 1986). Протокол исследования (№ 
51 от 10.10.2018 г.) одобрен этическим комитетом Ом-
ГМУ, Экспериментальные животные были разделены 
на 2 группы: у 40 животных геморрагическую гипотен-
зию моделировали на фоне анестезии диэтиловым 
эфиром (ОАО «Медхимпром», Россия), у 40-ка в каче-
стве анестетика применяли севофлуран («Abbott 
laboratories»). Контролем служили 2 группы интактных 
животных: одна группа (n-10) была наркотизирована 

диэтиловым эфиром; другая (n-10)  – севофлураном. 
При использовании эфирного  наркоза 5 животных по-
гибли ко второму часу ГГ. При анестезии использова-
ли масочный наркоз. 

После достижения требуемого уровня анестезии 
производили интубацию трахеи катетером 22G (“B 
Braun”, Германия) и подключали дыхательный контур 
к оригинальному устройству для проведения ингаля-
ционной анестезии выбранным препаратом [12]. На 
этапе вводного наркоза использовали анестетик в до-
зе 2 МАК в течение 15 мин, тем самым моделировали 
анестетическое прекондиционирование. Для поддер-
жания анестезии анестетик  использовали в дозе 1 
МАК.

В хирургической стадии наркоза катетеризирова-
ли левую общую сонную артерию катетером 26 G 
(“Bbraun”, Германия). Для предупреждения свертыва-
ния крови за 15 мин до кровопускания вводили через ка-
тетер гепарин-натрий («Биохеми», Австрия, 500 МЕ/кг).  
Геморрагическую гипотензию (ГГ) моделировали 
острым кровопусканием из катетеризированного со-
суда с использованием оригинального устройства [13]. 
Систолическое артериальное давление в ходе экспе-
римента поддерживали на уровне 40 мм рт. ст.

Для оценки интенсивности процессов СРО через 
15 мин, 30 мин, 1 ч, 2 ч геморрагической гипотензии 
проводили срединную лапаротомию, забирали и гомо-
генизировали фрагменты из 3 отделов тонкой кишки: 
двенадцатиперстной   (12-пк), тощей и подвздошной. 
Исследование хемилюминесценции (ХЛ) гомогенатов 
тонкой кишки проводили по методу Р.Р. Фархутдино-
ва, используя хемилюминомер “Флюорат АБЛФ-2Т” 
(ООО” Люмэкс-маркетинг”, Россия) [14]. Регистри-
ровали значение таких показателей как спонтанная 
светимость (СС), вспышка (В), светосумма (С∑). СС 
косвенно характеризует активность ферментов анти-
оксидантной системы; В – наличие в гомогенате тон-
кой кишки продуктов перекисного окисления липи-
дов; С∑ – количество и способность липидов подвер-
гаться окислению [15].

Статистическая обработка проведена с использо-
ванием программы Statistica 10.0. Для оценки значи-
мости различий в двух совокупностях применялся кри-
терий Манна-Уитни. Критический уровень значимо-
сти при проверке статистических гипотез принимался 
равным 0,05.

Результаты исследования  

Результаты исследования суммированы в табл. 1, 
2 и 3. Первым этапом был анализ показателей ХЛ в 
подгруппе животных с анестезией диэтиловым эфи-
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ром. Так, на 15-й мин ГГ амплитуда В была увеличена 
в 12-пк в 3 раза, в тощей – в 2,4 раза, а в подвздошной 
кишке – на 24% по сравнению с контролем (р<0,05). 
Показатель С∑ был увеличен в 12-пк на 67%, в тощей 
кишке в 3,3 раза, в подвздошной – в 3,1 раза относи-
тельно контрольного уровня (р<0,05). На 30-й мин ГГ 

сохранялись высокие показатели СС в подвздошной 
кишке: на 76% выше по сравнению с контролем и на 
52% выше по сравнению с показателем, полученным 
на 15-й мин ГГ (р<0,05). Амплитуда В понижалась в 
12-пк примерно в 2 раза, оставаясь выше контрольных 
значений на 54%, в тощей кишке амплитуда снижалась 

Таблица 1

Cпонтанная светимость (усл. ед.) гомогенатов тонкой кишки при геморрагической гипотензии у животных в зависимости от вы-
бранного анестетика

Подгруппы  
животных

Отдел тонкой 
кишки

Этапы эксперимента

Контроль 15 мин 30 мин 1 ч 2 ч

Диэтиловый эфир 12-перстная 
кишка

0,32
[0,21; 0,45]

0,36
[0,28; 0,63]

0,52
[0,42; 0,57]

0,67
[0,52; 1,42]*

0,51
[0,47; 0,68]*

тощая кишка 0,81
[0,59; 1,12]

0,87
[0,53; 1,32]

0,62
[0,19; 0,80]

0,32
[0,29; 0,72]*

0,25
[0,22; 0,29]*

подвздошная 
кишка

0,50
[0,42; 1,56]

0,58
[0,41; 0,69]

0,88
[0,33; 1,09]*

0,47
[0,13; 1,35]

0,13
[0,08; 0,38]*

Севофлуран 12-перстная 
кишка

0,32
[0,18; 0,43]

0,38
[0,18; 0,49]

0,42
[0,12; 0,78]

1,09
[0,92; 1,26]*^

0,48
[0,24; 0,61]*

тощая кишка 0,73
[0,50; 1,07]^

1,30
[1,13; 1,54]*^

1,06
[0,79; 1,50]*^

0,68
[0,39; 1,12]^

0,45
[0,34; 0,61]*^

подвздошная 
кишка

0,53
[0,32; 1,06]

0,58
[0,41; 0,69]

0,68
[0,44; 0,89]*

0,55
[0,23; 1,35]^

0,39
[0,18; 0,64]*^

Примечание. Здесь и в таблицах 2 и 3 данные представлены как Mе [LQ; HQ].
* – различия статистически значимы по сравнению с соответствующим контролем, 
^ – различия статистически значимы по сравнению с анестезией диэтиловым эфиром на соответствующем сроке.

Таблица 2

Амплитуда быстрой вспышки (усл. ед.) гомогенатов тонкой кишки при геморрагической гипотензии у животных в зависимости от 
выбранного анестетика

Подгруппы жи-
вотных

Отдел тонкой 
кишки

Этапы эксперимента

Контроль 15 мин 30 мин 1 ч 2 ч

Диэтиловый 
эфир

12-перстная 
кишка

0,45
[0,34; 0,57]

1,37
[1,22; 1,52]*

0,69
[0,64; 0,71]*

1,37
[1,21; 1,47]*

0,52
[0,39; 0,67]

тощая кишка 0,70
[0,41; 1,17]

1,68
[1,49; 1,79]*

0,67
[0,31; 1,52]

1,15
[0,94; 1,18]

0,27
[0,21; 0,32]*

подвздошная 
кишка

0,79
[0,43; 2,46]

0,98
[0,79; 1,13]*

0,81
[0,65; 1,38]

1,03
[0,92; 1,11]*

0,46
[0,29; 0,49]*

Севофлуран

12-перстная 
кишка

0,34
[0,24; 0,47]

0,81
[0,62; 1,24]*^

0,43
[0,24; 0,62]*^

0,77
[0,29; 1,21]*^

0,51
[0,37; 0,69]

тощая кишка 0,50
[0,41; 1,09]

1,28
[1,09; 1,56]*^

0,52
[0,41; 1,16]^

0,65
[0,35; 1,21]^

0,21
[0,11; 0,31]*

подвздошная 
кишка

0,79
[0,29; 1,16]

0,63
[0,49; 1,19]^

0,69
[0,37; 1,18]*^

0,83
[0,32; 1,47]

0,41
[0,27; 0,65]*

Примечание. данные представлены как Mе [LQ; HQ]
* - различия статистически значимы по сравнению с соответствующим контролем, 
^ - различия статистически значимы по сравнению с анестезией диэтиловым эфиром на соответствующем сроке.



90

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.86-93

в 2 раза, в подвздошной – на 17% по сравнению с по-
казателем на 15-й мин ГГ. (р<0,05). Показатель С∑  сни-
жался в тощей кишке на 33%, в остальных отделах тон-
кой кишки значимо не изменялся по сравнению с по-
казателем на 15-й мин ГГ. При этом, во всех отделах 
тонкой кишки показатель С∑ оказался выше контроль-
ных значений: в 12-пк на 77%, в тощей кишке  – в 2,2 
раза, в подвздошной  – в 3 раза (р<0,05). Через 1 ч ГГ 
обнаружено увеличение СС в 12-пк в 2 раза по сравне-
нию с контролем (р<0,05). СС в тощей кишке оказа-
лась ниже контрольных значений в 2,5 раза. Значения 
амплитуды В были увеличены в 12-пк в 2 раза, в тощей 
кишке – на 60%, в подвздошной  – на 30% по сравне-
нию с контролем (р<0,05) и, соответственно, в 2 раза, 
в 1,9 и на 27%, по сравнению с показателями, получен-
ными на 30-й мин ГГ. Было зарегистрировано увели-
чение С∑ в 12-пк в 2,4 раза, в тощей кишке  – в 3,1 раза 
по сравнению с контролем (р<0,05) и, соответственно, 
на 37% и 36% выше по сравнению с показателями, по-
лученными на 30-й мин ГГ. В подвздошной кишке С∑ 
также была увеличена  (в 2,2 раза) по сравнению с кон-
тролем (р>0,05). Через 2 ч ГГ наблюдалось  снижение 
всех показателей ХЛ по сравнению со значениями, за-
регистрированными через 1 ч ГГ. Примечательно, что 
величины СС и В в тощей и подвздошной кишке ока-
зались ниже контрольных значений (р<0,05), однако 

в 12-пк СС оставалась увеличенной на 60% (р<0,05) по 
сравнению с контролем.

Вторым этапом был анализ показателей ХЛ у жи-
вотных с анестезией севофлураном. На 15-й мин ГГ 
показатели СС в тощей кишке были повышены на 85% 
относительно контрольного уровня. Амплитуда В бы-
ла увеличена в 12-пк 2,4 раза (р<0,05), в тощей  – в 2,6 
раза (р<0,05), а в подвздошной кишке амплитуда ока-
залась сниженой на 20% по сравнению с контролем. 
Обнаружено увеличение С∑ в 12-пк на 24% (р<0,05), в 
тощей и в подвздошной кишке на 83% и 24% соответ-
ственно (р<0,05) по сравнению с контролем. На 30-й 
мин ГГ высокие значения СС регистрировались в го-
могенатах тощей в подвздошной кишки – на 50 и 28% 
соответственно выше, чем в контроле (р<0,05) и на 17% 
выше, чем показатель на 15-й мин ГГ. Наблюдалось 
незначительное (на 7%) снижение показателя С∑ в 12-
пк по сравнению показателем на 15-й мин ГГ, но по 
сравнению с контролем он  оставался выше на 15% 
(р<0,05). Через 1 ч ГГ обнаружено увеличение СС в 12-
пк в 3,2 раза по сравнению с контролем (р<0,05) и на 
60% выше по сравнению с показателем, полученным 
на 30-й мин ГГ. Наблюдались высокие показатели ам-
плитуды В в 12-пк  – в 2,3 раза выше, чем в контроле 
(р<0,05) и на 80% выше по сравнению с показателем, 
полученным на 30-й мин ГГ. Было зарегистрировано 

Таблица 3

Светосумма свечения медленной вспышки (усл.ед. х мин) гомогенатов тонкой кишки при геморрагической гипотензии у животных 
в зависимости от выбранного анестетика

Подгруппы 
животных

Отдел тонкой кишки Этапы эксперимента

Контроль 15 мин 30 мин 1 ч 2 ч

Диэтиловый 
эфир 12-перстная кишка 1,30

[1,17; 1,36]
2,17

[2,09; 2,37]*
2,30

[2,11; 2,41]*
3,15

[2,75; 3,41]*
1,62

[1,23; 1,74]

тощая кишка 1,02
[0,62; 1,33]

3,37
[2,79; 3,72]*

2,24
[2,17; 3,29]*

3,04
[2,58; 3,38]*

1,23
[1,18; 1,31]

подвздошная кишка 0,93
[0,83; 2,22]

2,87
[2,22; 3,10]*

2,81
[2,18; 4,23]*

2,09
[1,87; 3,39]*

1,17
[0,49; 2,44]

Севофлуран
12-перстная кишка 1,12

[0,77; 1,36]
1,39

[1,09; 1,55]*^
1,29

[1,13; 2,01]*^
1,34

[0,79; 1,68]^
1,23

[0,76; 1,59]^

тощая кишка 1,02
[0,52; 1,13]

1,87
[1,23; 2,02]*^

1,24
[1,04; 1,52]^

1,34
[0,74; 1,47]*^

1,05
[0,84; 1,13]^

подвздошная кишка 1,10
[0,91; 1,82]

1,37
[1,02; 1,76]^

1,11
[0,78; 1,73]^

1,26
[0,82; 1,73]^

1,17
[0,46; 1,74]

Примечание. Данные представлены как Mе [LQ; HQ]
* – различия статистически значимы по сравнению с соответствующим контролем, 
^ – различия статистически значимы по сравнению с анестезией диэтиловым эфиром на соответствующем сроке.
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увеличение С∑ в тощей кишке   на 30% по сравнению с 
контролем (р<0,05) и на 8% по сравнению с 30-й мин 
ГГ. Через 2 ч ГГ СС в 12-пк была увеличена на 30% от 
контрольного уровня, а в тощей и подвздошной киш-
ке, напротив, была снижена на 44% и  26% соответ-
ственно по сравнению с контролем (р<0,05). Схожая 
динамика была отмечена и по показателю амплитуды 
В: ее величина в 12-пк повышалась на 50%, а в тощей 
и подвздошной кишке снижалась соответственно на 
58% и 48% по сравнению с контролем (р<0,05).

На заключительном этапе был проведен сравнитель-
ный анализ показателей ХЛ гомогенатов тонкой киш-
ки при ГГ у животных обеих подгрупп. У контрольных 
животных при использовании севофлурана было выяв-
лено снижение амплитуды В в тощей кишке на 28% 
(р<0,05) по сравнению с анестезией диэтиловым эфи-
ром, по другим показателям в контроле различий выяв-
лено не было. На 15-й мин ГГ при применении севоф-
лурана было обнаружено повышение уровня СС в то-
щей кишке на 33%. Амплитуда В на этом сроке 
снизилась в 12-пк практически в 2 раза, в тощей кишке 
снижение составило 24%, в подвздошной амплитуда 
снизилась на 36%. Показатель С∑ в 12-пк снизился на 
36%, в тощей  – на 45%, в подвздошной кишке  – на 52% 
(во всех случаях р<0,05), по сравнению с анестезией ди-
этиловым эфиром. На 30-й мин СС в гомогенатах то-
щей кишки повышалась на 80% относительно показа-
телей, полученных при анестезии эфирным наркозом. 
На фоне ГГ при применении севофлурана отмечено 
уменьшение амплитуды В в 12-пк на 38%, в тощей киш-
ке  – на 22%, в подвздошной  – на 27%. Показатель С∑ 
в 12-пк снижался на 44%, в тощей кишке  – на 45%, в 
подвздошной кишке – практически в 3 раза (по всем 
показателям р<0,05) по сравнению с анестезией диэти-
ловым эфиром. Через 1 ч ГГ при применении севофлу-
рана наблюдалось повышение значений СС в 12-пк на 
38%, в тощей кишке СС повышалась в 2 раза, в под-
вздошной – на 15%. Амплитуда В снижалась в 12-пк на 
67%, в тощей кишке  – на 43%, показатель С∑  снижал-
ся в 12-пк – в 2,6 раза, в тощей кишке – в 2,5 раза, в под-
вздошной кишке  – на 70% (по всем показателям р<0,05) 
по сравнению с анестезией диэтиловым эфиром. Через 
2 ч ГГ при применении севофлурана было обнаружено 
увеличение показателя СС в тощей и подвздошной киш-
ках на 80% и в 3 раза соответственно, по сравнению с 
анестезией эфирным наркозом. При этом наблюдалось 
уменьшение С∑ в 12-пк на 24% (р<0,05), в тощей киш-
ке – на 15% (р<0,05) по сравнению с анестезией диэти-
ловым эфиром.

В целом, стимуляция СРО в тонкой кишке в пост-
геморрагическом периоде, по-видимому, определяет-

ся снижением спланхнического кровотока в поддиаф-
рагмальном пространстве, что обусловлено развитием 
синдрома низкого сердечного выброса, показанного 
нами ранее на представленной экспериментальной мо-
дели [16].

При сопоставлении изменения отдельных показате-
лей ХЛ наблюдались следующие закономерности: нарас-
тание С∑ и амплитуды В в гомогенатах носило двухфаз-
ный характер и можно было выделить два критических 
срока (15 мин и 1 час ГГ) во всех отделах тонкой кишки у 
животных обеих групп. Динамика значений СС не имела 
четкого параллелизма и временно́го соответствия с дру-
гими показателями ХЛ. Кроме того, определялись вы-
раженные различия значений СС между отделами тон-
кой кишки, но не между группами животных. Так, в 12-
пк показатель СС постепенно увеличивался к 1-му часу 
ГГ (критический срок), и оставался повышенным на 2-м 
ч. В тощей кишке максимальное значение СС регистри-
ровалось на 15-й мин ГГ (критический срок) с постепен-
ным снижением ниже контрольных значений к концу 
наблюдения. В подвздошной кишке показатель СС по-
степенно нарастал к 30-й мин ГГ (критический срок), с 
постепенным снижением   ниже контрольных значений 
к концу наблюдения. Такая динамика косвенно свиде-
тельствует об активации ферментов антиоксидантной 
защиты в  отделах тонкой кишки на разных сроках кро-
вопотери, что, по всей видимости, связано с различной 
устойчивостью разных отделов кишки к ишемии из-за 
особенностей кровоснабжения. Однако уже к 2 ч ГГ на-
блюдается некоторое истощение этой защитной систе-
мы, что согласуется с данными других авторов [15, 17].

Обсуждение

В целом, результаты сравнительного анализа де-
монстрируют, что в группе с анестезией севофлураном 
регистрировался более низкий уровень показателей ХЛ 
гомогенатов тонкой кишки. Данный факт позволяет 
достаточно обоснованно утверждать, что прекондици-
онирование севофлураном способствует ограничению 
интенсивности свободнорадикальных процессов в тон-
кой кишке в условиях дефицита объема циркулирую-
щей крови, т.е. севофлуран проявляет антиоксидант-
ные свойства. Было обнаружено, что протективные эф-
фекты севофлурана начинают проявляться по 
отдельным показателям ХЛ уже у контрольных живот-
ных, что может быть связано с торможением экскре-
торной функции поджелудочной железы и активности 
ферментов в просвете тонкой кишки. В ходе исследо-
вания также показан  защитный эффект севофлурана 
при ГГ, в реализации которого значимую роль может 
иметь стабилизация мембран энтероцитов в условиях 
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ишемии-реперфузии, что подтверждается данными 
литературы [8-11, 18-20].

В частности, X. Gan и соавт. на модели окклюзии 
верхней брыжеечной артерии у крыс установили, что 
предварительное прекондиционирование севофлура-
ном значительно снижает активность миелопероксида-
зы, экспрессию молекул межклеточной и клеточной ад-
гезии и концентрацию интерлейкина-6, что указывает 
на ингибирование системного воспаления [21]. В рабо-
те C. Liu и соавт. на той же экспериментальной модели 
показано, что одним из возможных механизмов реали-
зации прекондиционирующего эффекта севофлурана 
является активация сигнальных молекул внутриклеточ-
ного пути PI3K/AKT, который играет критически важ-
ную роль в регуляции апоптоза клеток [6].

Кроме того, в эксперименте на свиньях с приме-
нением модели остановки сердца  с последующей сер-
дечно-легочной реанимацией показано, что терапев-
тическая гипотермия и посткондиционирование се-
вофлураном значительно увеличивали экспрессию 
интестинального гипоксия-индуцируемого фактора 1a 
(HIF-1a), предполагается, что этот протеин может 
играть роль в реализации защитного влияния севоф-
лурана [22]. Отдельного внимания заслуживают дан-
ные о том, что органопротекция севофлураном может 
осуществляться за счет сохранения целостности эндо-
телия сосудов и уменьшения проницаемости сосуди-
стой стенки при ишемии-реперфузии [23, 24].

Преимуществом проведеного экспериментального 
исследования, явилась возможность изучения прекон-
диционирующих свойств севофлурана без применения 
адъювантных препаратов, способных в значительной 
степени изменять эффективность защитного действия 
ингаляционного агента; кроме того, в работе использо-
валась валидная экспериментальная модель ГГ, воспро-
изводившая доказанную ишемию-реперфузию органов-
мишеней, поскольку соблюдение перечисленных усло-
вий в клинической практике зачастую затруднено [18]. 
К ограничениям проведенного исследования можно от-
нести отсутствие морфологических данных, подтверж-
дающих цитопротекторное действие севофлурана при 
ГГ, что будет предметом дальнейшего изучения.

Заключение

 Таким образом, в ходе исследования показано, что 
на фоне ГГ наблюдается активация процессов СРО в 
тонкой кишке при использовании в качестве анесте-
тика диэтилового эфира. Прекондиционирование се-
вофлураном способствовало значительному ограниче-
нию окислительного стресса в тонкой кишке крыс, 
предположительно, за счет активации антиоксидант-

ной системы: в 12-пк на 1-м ч ГГ, в тощей кишке – на 
15-й, а в подвздошной – на 30-й минуте.

Представленные результаты могут быть использо-
ваны при проведении трансляционных исследований, 
направленных на изучение механизмов органопротек-
торного действия ингаляционных анестетиков, по-
скольку целый ряд вопросов остается открытым.
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Осиков М.В., Симонян Е.В., Агеева А.А., Синицкий А.И., Агеев Ю.И. 

Локальный ПОЛ-ограничивающий и ускоряющий заживление 
эффект мелатонина в составе оригинальной дермальной 
пленки при экспериментальной термической травме 

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

Разработка и патогенетическое обоснование новых подходов к локальной терапии термической травмы (ТТ) является акту-
альной и востребованной проблемой� В частности, представляет  интерес разработка дермальных пленок (ДП), содержа-
щих эндогенные регуляторы гомеостаза мультитропного действия� 
Цель исследования – оценка эффекта мелатонина (МТ) в составе оригинальной ДП на процессы репарации и содержа-
ние продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в коже очага повреждения при локальной термической травме� 
Методика. Эксперимент выполнен на 126 крысах-самцах Wistar� ТТ ІІІА степени площадью 3,5% моделировали погруже-
нием участка межлопаточной области кожи в очищенную воду с температурой 98-99 ºС на 12 с� МТ в составе ДП (0,005 г/г) 
на основе натрия карбоксиметилцеллюлозы наносили ежедневно после ТТ в течение 5 сут� На 5-е и 10-е сут после ТТ оце-
нивали макроскопическую картину, площадь и глубину ожоговой раны, скорость ее эпителизации� Содержание продук-
тов ПОЛ в гомогенате кожи ожоговой раны определяли экстрационно-спектрофотометрическим методом в гептановой и 
изопропанольной фазах липидного экстракта� 
Результаты. Установлено, что накопление вторичных и конечных продуктов ПОЛ в гептановой и изопропанольной фазах 
липидного экстракта на 5-е и 10-е сут ассоциировано с площадью ожога� Применение оригинальной ДП с мелатонином 
приводит к снижению абсолютной и относительной площади ожога, увеличению скорости эпителизации ожоговой поверх-
ности� На 5-е сут обнаружено снижение содержания вторичных и конечных продуктов ПОЛ в изопропанольной фазе, на 
10-е сутки – снижение вторичных продуктов ПОЛ в гептановой фазе, конечных продуктов ПОЛ в изопропанольной фазе 
липидного экстракта� 
Заключение. Полученные результаты демонстрируют ускоряющий репарацию кожи в очаге ТТ эффект МТ в составе дер-
мальной пленки за счет его ПОЛ-ограничивающего действия, расширяют представления о мультитропных эффектах МТ в 
организме и являются предпосылкой для  применения ДП с МТ в клинической практике� 

Ключевые слова: термическая травма; мелатонин; дермальная пленка; перекисное окисление липидов; репарация
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Osikov M.V., Simonyan E.V., Ageeva A.A., Sinitsky A.I., Ageev Yu.I.

Local effect of melatonin in an original dermal film limiting lipid peroxidation and accelerating 
healing in experimental thermal trauma 

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

Background. Development and pathogenetic justification of new approaches for local therapy of thermal trauma (TT) is a rele-
vant and in-demand issue� Of special interest are dermal films (DF) containing endogenous pleiotropic regulators of homeosta-
sis� Melatonin (MT) is one of such regulators that is suggested to be protective in TT� 
The aim of this study was to evaluate the effect of MT in the original DF on indexes of repair and concentration of lipid peroxida-
tion (LPO) products in the injured skin after experimental TT� 
Methods. Experiments were performed on 126 Wistar male rats� Grade IIIA TT with an area of 3�5% was modeled by immersing 
a section of interscapular skin in purified water at a temperature of 98-99oC for 12 s� MT formulated into DF (0�005 g/g) based on 
sodium carboxymethylcellulose was applied after TT daily for 5 days� The macroscopic picture, area and depth of the burn wound, 
and the wound epithelization rate were evaluated on days 5 and 10 after TT� Concentration of LPO products in the injured skin 
homogenate was measured by extraction spectrophotometry in heptane and isopropanol phases of the lipid extract�
Results. The accumulation of secondary and final LPO products in the heptane and isopropanol phases of the lipid extract on 
days 5 and 10 was associated with the burn area� The use of the original DF with MT resulted in a decrease in the absolute and rel-
ative areas of the burn and an increase in the rate of burn surface epithelialization� On day 5, a decrease in the content of second-
ary and final LPO products in the isopropanol phase was observed, and on day 10 decreases in secondary peroxidation products 
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Введение

По данным ВОЗ, ежегодно около 11 млн человек 
нуждаются в медицинской помощи после ожогов [1]. На 
долю термической травмы (ТТ) приходится около 80% 
всех ожогов. Наиболее частыми причинами ТТ являют-
ся горячая жидкость и пламя, у 2/3 больных площадь 
ожога составляет менее 10% поверхности тела. Изучение 

патофизиологии ожоговой раны важно для ограничения 
ее прогрессирования и разработки новых патогенетиче-
ски обоснованных методов  терапии [2]. Неоспорима 
роль окислительного стресса в патогенезе ТТ [3]. Мише-
нями свободных радикалов являются липиды, метабо-
литами такого взаимодействия выступают продукты пе-
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рекисного окисления липидов (ПОЛ). Кожа - самый 
большой орган с интенсивно протекающими процесса-
ми ПОЛ, а окислительный стресс при ожогах  реализу-
ется в очаге повреждения и других тканях [4]. Показана 
роль продуктов ПОЛ в мутагенных и канцерогенных эф-
фектах, модификации мембранных белков, ферментов, 
сигнальных молекул [5]. Гидроперекиси липидов при ТТ 
отражают концепцию редокс-регулирования гомеостаза 
и в контексте «OxInflammation» выступают универсаль-
ными биомаркерами при патологии [6]. Содержание про-
дуктов ПОЛ позволяет оценивать тяжесть ТТ и эффек-
тивность проводимой терапии [7]. Большинство иссле-
дователей сосредоточены на изучении продуктов 
окислительного стресса при ТТ в плазме, а не в очаге по-
вреждения. Применение раневых покрытий – основной 
метод консервативного лечения ожоговых ран. Их пре-
имуществом является создание влажной среды в ране, 
которая способствует дифференцировке клеток, эффек-
тивному межклеточному взаимодействию и сокращению 
сроков лечения [8]. В состав пленочных покрытий могут 
входить различные группы фармакологически активных 
веществ (антимикробные средства, антисептические 
средства, анальгетики и др.). Особое внимание при по-
иске новых терапевтических подходов уделяется регуля-
торам гомеостаза эндогенного происхождения [9–12]. 
Мелатонин (МТ) участвует в регуляции ритма сна-
бодрствования, обладает антиоксидантным, иммуномо-
дулирующим, антиапоптогенным действием, оказывает 
влияние на механизмы регуляциии, пролиферации и 
дифференцировки клеток. Плейотропные эффекты ме-
латонина привлекают внимание с фундаментальных по-
зиций регуляции гомеостаза, роли в патогенезе заболе-
ваний и в прикладном аспекте в связи с возможностью 
применения МТ в лечении различных заболеваний [13]. 
Клетки кожи синтезируют МТ, его метаболиты обнару-
жены в кератиноцитах, меланоцитах, дермальных фи-
бробластах [14]. В литературе представлены немногочис-
ленные сведения в основном о системном (пероральным, 
внутрибрюшинным) и реже локальном применении МТ 
при ожогах, повреждениях кожи ультрафиолетом [15, 16]. 
В РФ отсутствуют зарегистрированные лекарственные 
формы в виде раневых покрытий с МТ для применения 
при ТТ.

Цель работы – оценка эффекта мелатонина в составе 
оригинальной дермальной пленки (ДП) на показатели ре-
парации и содержание продуктов ПОЛ в коже очага по-
вреждения при экспериментальной  термической травме.

Методика

Эксперимент выполнен на 126 половозрелых кры-
сах-самцах Wistar, находящихся в экспериментально-

биологической клинике (виварии) ФГБОУ ВО ЮУГМУ  
Минздрава России при строгом соблюдении требова-
ний по уходу и содержанию, выводу из эксперимента и 
утилизации [17]. Исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России на 
проведение исследования (протокол № 10 от 15.11.2019). 
Для анестезии использовали препарат «Золетил-100» 
(«Virbac Sante Animale», Фpaнция) в дозе 20 мг/кг. Жи-
вотные были случайным образом разделены на 3 груп-
пы: 1-я группа (n=20) – интактный контроль, 2-я (n=53) 
– животные с ТТ и ежедневным наложением асептиче-
ской повязки, 3-я (n=53) – животные с ТТ и наложени-
ем на область ожога ДП с МТ. Для моделирования ТТ 
IIIА степени и относительной площадью 3,5% межло-
паточный участок кожи погружали в очищенную воду 
при 98-99 0С на 12 с. Глубину ожога верифицировали 
морфологическими методами. Экспериментальная мо-
дель с использованием горячей воды  и рассматривает-
ся исследователями как стандарт ТТ [18]. Пленку с МТ 
(12 см2) животным 3-й группы наносили сразу после мо-
делирования ТТ, закрепляя асептической повязкой, пе-
ревязку осуществляли ежедневно в течение 5 сут. В 
предварительных исследованиях был разработан состав 
ДП на основе натрия карбоксиметилцеллюлозы, в со-
став которой был включен МТ в концентрации 0,005 г/г 
и проведена ее оценка в соответствии с фармакотехно-
логическими параметрами: органолептические показа-
тели (вид, цвет, прозрачность, эластичность, наличие 
примесей и микротрещин), адгезивная способность, ме-
ханическая прочность на разрыв, толщина (заявка на 
патент № 2020118766 от 29.05.2020). Для вычисления 
площади раны на 5-е и 10-е сут после ТТ методом циф-
ровой планиметрии использовали фотокамеру «Nikon 
Coolpix S2800» (Китай) и пакет программ «Microsoft 
Office Visio». Скорость эпителизации (VS) рассчитыва-
ли по формуле: VS = S − Sn/t, где S – начальная площадь 
раны до лечения (в дальнейшем, площадь при преды-
дущем измерении); Sn — площадь при последующем из-
мерении; t — число суток между измерениями [19]. Пло-
щадь раны в последующих измерениях определяли в %, 
принимая за 100% площадь до лечения, результат вы-
ражали в % / сутки. Продукты ПОЛ в коже оценивали 
на 5-е и 10-е сут после ТТ. Для приготовления 10% го-
могената кожи ожоговую рану иссекали, 40 мг ткани го-
могенизировали в соотношении 1:10 раствора натрия 
хлорида 0,9 % в течение 3 мин при 4 °C с получением 1 
мл гомогената. Содержание продуктов ПОЛ в гомоге-
нате определяли экстрационно-спектрофотометриче-
ским методом на спектрофотометре «СФ-56» («ЛОМО 
– Спектр», Санкт – Петербург) [20]. В гептановой и изо-
пропанольной фазах липидного экстракта измеряли оп-
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тическую плотность при 220 нм (содержание изолиро-
ванных двойных связей), 232 нм (содержание диеновых 
конъюгатов – ДК), 278 нм (содержание кетодиенов и 
сопряженных триенов – КД и СТ), 400 нм (основания 
Шиффа – ШО). Относительное содержание продуктов 
ПОЛ выражали в единицах индексов окисления (е.и.о.): 
E232/E220 (ДК), Е278/Е220 (КД и СТ) и Е400/Е220 
(ШО). Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программы IBM SPSS Statistics 
19. Характеристика выборок представлена в формате 
«Me (Q25 – Q75)», где Мe – медиана, Q25, Q75 – зна-
чение нижнего и верхнего квартиля соответственно. 
Проверку статистических гипотез в группах проводили 
с использованием непараметрических критериев (Кра-
скела-Уоллиса, Манна-Уитни, Вальда-Вольфовитца, 
Колмогорова-Смирнова). Для выявления связи между 
изучаемыми параметрами использовали коэффициент 
корреляции Спирмена (R).

Результаты 

Анализ показателей репарации при ТТ выявил, что 
на 5-е и 10-е сут  уменьшается абсолютная площадь и 
относительная площадь раневого дефекта, в связи с чем 
увеличивается скорость эпителизации раны и доля 
уменьшения ее площади (табл. 1). При визуальной 
оценке кожи в области ТТ на 5-е сут у животных в меж-
лопаточной области определяется плотный струп окру-
глой формы, плотно спаянный с подлежащими тканя-
ми. Окружающая кожа отечна, гиперемирована. На 1-е 
сут ТТ у всех животных сохраняется отек, у 2 животных 
серозно-гнойное отделяемое из-под струпа. На 5-е сут 
после термического повреждения кожи в гептановой 
фазе липидного экстракта гомогената кожи ожоговой 
раны, концентрирующей большую часть резервных ли-
пидов (триацилглицеридов), выявлено накопление вто-
ричных и конечных продуктов ПОЛ-кетодиенов и со-
пряженных триенов, Шиффовых оснований соответ-
ственно (табл. 2). Оценка содержания продуктов ПОЛ 

в изопропанольной фазе гомогената кожи ожоговой ра-
ны, аккумулирующей в основном мембранные фосфо-
липиды, показала увеличение вторичных и конечных 
продуктов ПОЛ относительно показателей группы ин-
тактных животных. Исследование содержания продук-
тов ПОЛ в гомогенате кожи ожоговой раны на 10 сут 
после ТТ выявило увеличение в гептановой фазе липид-
ного экстракта вторичных и конечных продуктов ПОЛ, 
в изопропанольной фазе гомогената кожи – только ко-
нечных продуктов ПОЛ. Отметим, что содержание ди-
еновых конъюгатов в гептановой и изопропанольной 
фазах липидного экстракта гомогената кожи ожоговой 
раны статистически значимо не изменялось на 5-е и 10-
е сут после ТТ. Кроме этого, содержание в липидном 
экстракте гомогената кожи ожоговой раны в гептано-
вой фазе конечных продуктов ПОЛ, в изопропаноль-
ной фазе вторичных и конечных продуктов ПОЛ на 10-
е сут было меньше (р<0,01), чем на 5-е сут ТТ, что сви-
детельствует о прогрессирующем уменьшении их 
количества в коже в динамике ТТ.

Применение МТ в составе ДП при эксперимен-
тальной ТТ приводит к значимому сокращению пло-
щади ожоговой раны в абсолютных величинах на 5-е 
и 10-е сут, в относительных – на 10-е сут  (табл. 1). На 
5-е и 10-е сут наблюдения возрастает скорость эпите-
лизации раны и происходит относительное уменьше-
ние площади раны. Максимальные изменения зафик-
сированы на 10-е сут, когда абсолютная площадь ра-
невого дефекта уменьшилась на 12%, а скорость 
эпителизации возросла на 246% по медиане относи-
тельно группы животных с ТТ без применения ДП с 
МТ. В условиях применения МТ в составе ДП в липид-
ном экстракте гомогената кожи ожоговой раны зафик-
сированы изменения содержания продуктов ПОЛ 
(табл. 2). У животных с ТТ на фоне применения ДП с 
МТ на 5-е сут в области ожога так же определяется 
струп округлой формы, плотно спаянный с подлежа-
щими тканями, но более мягкий и с менее выражен-

Таблица 1

Влияние мелатонина в составе дермальной пленки на показатели репарации ожоговой раны при ТТ [Ме (Q25-Q75)]

Показатели Группа 2-я
5-е сутки

(n=16)

Группа 2-я
10-е сутки

(n=20)

Группа 3-я
5-е сутки 

(n=16)

Группа 3-я
10-е сутки 

(n=16)

Площадь ожога, см2 11,66 (11,50-11,94) 9,48 (9,28-9,93) 10,33 (10,17-10,56) # 8,34 (8,19-8,51) #

Относительная площадь, % 3,34 (3,25-3,39) 3,17 (3,10-3,29) 3,36 (3,23-3,42) 3,02 (2,91-3,13) #

Скорость эпителизации, % / сут 0,89 (0,86-0,89) 1,90 (1,88-1,95) 1,33 (1,29-1,35) # 6,57 (5,92-6,93) #

Уменьшение площади раны, % 2,61 (2,59-2,64) 3,68 (3,53-4,23) 9,80 (9,64-10,08) # 16,10(14,62-17,73) #

Примечание. # – значимые (р<0,01) различия с 2-й группой на соответствующие сутки.
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ным отеком окружающей кожи. У животных с ТТ на 
фоне применения ДП с МТ на 10-е сут струп все еще 
плотно спаян с подлежащими тканями, но края уже 
приподняты за счет эпителизации ожоговой поверх-
ности. На 5-е сут значимо уменьшается содержание 
кетодиенов и сопряженных триенов, а также Шиффо-
вых оснований в изопропанольной фазе, уровень пер-
вичных, вторичных и конечных продуктов ПОЛ в геп-
тановой фазе, а также конечных продуктов ПОЛ в изо-
пропанольной фазе не имеет значимых отличий от 
группы животных с ТТ без применения МТ. На 10-е 
сут  выявлено снижение кетодиенов и сопряженных 
триенов в гептановой фазе, оснований Шиффа в изо-
пропанольной фазе липидного экстракта гомогената 

кожи ожоговой раны. Максимальный эффект МТ за-
фиксирован в изопропанольной фазе липидного экс-
тракта гомогената кожи. Содержание в липидном экс-
тракте гомогената кожи ожоговой раны в гептановой 
фазе конечных продуктов ПОЛ, в изопропанольной 
фазе вторичных и конечных продуктов ПОЛ на 10-е 
сут было статистически значимо ниже, чем на 5-е сут 
ТТ, что соответствует изменению содержания продук-
тов ПОЛ в динамике ТТ без применения МТ.

Проведен корреляционный анализ показателей 
характеризующих репарацию ожоговой раны  (абсо-
лютную площадь) и содержание продуктов ПОЛ при 
ТТ и при ТТ в условиях применения МТ (табл. 3). При 
ТТ на 5-е сут наблюдения выявлена обратная слабая 

Таблица 2 

Влияние мелатонина в составе дермальной пленки на содержание продуктов ПОЛ в гомогенате кожи ожоговой раны при ТТ  
[Ме (Q25-Q75)]

Показатели Группа 1-я
(n=20)

Группа 2-я
5-е сутки (n=21)

Группа 2-я
10-е сутки (n=32)

Группа 3-я
5-е сутки (n=25)

Группа 3-я
10-е сутки (n=28)

ДК (г), е.и.о. 0,920
(0,863-0,975)

0,889
(0,834-0,966)

0,891
(0,836-0,944)

0,866
(0,808-0,908)

0,889
(0,834-0,942)

КДиСТ (г), 
е.и.о.

0,049
(0,013-0,088)

0,123
(0,112-0,141) *

0,115
(0,101-0,141) *

0,109
(0,103-0,161) *

0,095
(0,058-0,131) *#

ШО (г), е.и.о. 0
(0-0,011)

0,018
(0,013-0,031) *

0,009
(0,003-0,018) *

0,019
(0,012-0,028) *

0,004
(0,003-0,017) *

ДК (и), е.и.о. 0,601
(0,596-0,622)

0,594
(0,570-0,732)

0,580
(0,568-0,614)

0,587
(0,579-0,613)

0,600
(0,584-0,625)

КДиСТ (и), 
е.и.о.

0,217
(0,209-0,228)

0,259
(0,200-0,213) *

0,210
(0,169-0,264)

0,214
(0,183-0,219) #

0,195
(0,165-0,239)

ШО (и), е.и.о. 0 (0-0,011) 0,030 (0,015-0,04) * 0,007 (0,004-0,026) * 0,019 (0,016-0,025) *# 0,004 (0,002-0,009) *#

Примечание. * – значимые (р<0,01) различия с показателями 1-й группы, # – 2-й группы  на соответствующие сутки. Содержание продук-
тов ПОЛ в гептановой (г) и изопропанольной (и) фазах липидного экстракта. ДК – диеновые конъюгаты, КДиСТ – кетодиены и сопря-
женные триены, ШО – Шиффовы основания.

Таблица 3

Корреляция между абсолютной площадью ожоговой раны (см2) и содержанием продуктов ПОЛ в гомогенате кожи ожоговой  
раны при ТТ

Продукты ПОЛ Группа 2-я Группа 3-я

5 сутки (n=21) 10 сутки (n=32) 5 сутки (n=25) 10-е сутки (n=28)

ДК (г), е.и.о. R=0,05 R=0,08 R=0,13 R=0,17

КДиСТ (г), е.и.о. R= -0,27 R= -0,62 R=0,32 R=0,39

ШО (г), е.и.о. R= -0,41 R= -0,28 R=0,33 R=0,38

ДК (и), е.и.о. R= -0,07 R= -0,15 R=0,11 R=0,22

КДиСТ(и), е.и.о. R= -0,51 R= -0,72 R=0,47 R=0,62

ШО (и), е.и.о. R= -0,57 R= -0,72 R=0,47 R=0,78

Примечание. Приведены значения коэффициента корреляции Спирмена (R). Полужирным шрифтом выделены статистически значимые 
(р<0,05) связи.
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связь с содержанием Шиффовых оснований в гепта-
новой фазе липидного экстракта кожи, обратная сред-
ней силы связь с уровнем кетодиенов и сопряженных 
триенов, Шиффовых оснований в изопропанольной 
фазе. На 10-е сут ТТ зафиксирована обратная средней 
силы связь с содержанием кетодиенов и сопряженных 
триенов в гептановой фазе, кетодиенов и сопряжен-
ных триенов, оснований Шиффа в изопропанольной 
фазе липидного экстракта кожи. Итак, площадь ожо-
говой раны ассоциирована с содержанием в ее ли-
пидном экстракте продуктов ПОЛ, преимуществен-
но вторичных и конечных в изопропанольной фазе. 
При экспериментальной ТТ в условиях применения 
ДП с МТ сохраняются  аналогичные по силе связи 
абсолютной площади ожоговой раны практически с 
теми же показателями содержания продуктов ПОЛ, 
но положительные по своей направленности. Так, на 
5-е сут наблюдения установлены прямые слабые связи 
содержания кетодиенов и сопряженных триенов, ос-
нований Шиффа в изопропанольной фазе липидного 
экстракта кожи. На 10-е сут эксперимента отмечены 
прямые слабые связи с уровнем кетодиенов и сопря-
женных триенов, оснований Шиффа в гептановой фа-
зе, прямая средней силы связь с содержанием кетоди-
енов и сопряженных триенов, а также сильная связь 
с содержанием оснований Шиффа в изопропаноль-
ной фазе липидного экстракта кожи. Таким образом, 
уменьшение площади ожога при использовании ДП с 
МТ ассоциировано со снижением преимущественно 
вторичных и конечных продуктов ПОЛ в гептановой 
и изопропанольной фазах липидного экстракта кожи 
очага термического повреждения.

Обсуждение

При ТТ в очаге повреждения кожи накапливают-
ся продукты ПОЛ в гептановой и изопропанольной 
фазах липидного экстракта, что отражает избыточную 
генерацию активных форм кислорода (АФК). Основ-
ные источники АФК и окислительного стресса после 
ТТ –  активированные нейтрофилы, моноциты/ма-
крофаги, эндотелиоциты с известными системами ге-
нерации АФК: НАДФН-оксидаза и МПО у фагоци-
тов, ксантиноксидаза у эндотелиоцитов, NO-синтаза 
у моноцитов/макрофагов [21]. Ключевую роль в гене-
рации АФК при ТТ отводят нейтрофилам. ТТ вызы-
вает дисфункцию митохондрий, обусловленную акти-
вацией комплекса HIF1α – mTORC1, что сопряжено 
с увеличением генерации АФК, особенно в комплек-
се I [22]. При ТТ повышается продукция эндогенных 
глюкокортикоидов, которые вызывают окислитель-

ный стресс. Вклад в патогенез окислительного стрес-
са при ТТ вносит снижение уровня в организме цин-
ка и меди, входящих в состав СОД, за счет их потери 
с мочой и экссудатом в ожоговой ране, а также дефи-
цит селена (компонент ГПО) при низком поступле-
нии через ЖКТ после ожогов [23]. Продукты ПОЛ в 
очаге ТТ являются не только продуктами и участни-
ками деструкции липидов и дизрегуляции в клетках, 
они связаны активацией транскрипции генов фер-
ментов антиокислительной защиты, регуляции про-
лиферации и дифференцировки клеток, активации 
Т-лимфоцитов и др. [24]. Взаимодействие электро-
фильных продуктов ПОЛ с белковыми молекулами 
(липоксидирование) приводит к модификации пос-
ледних, которые в свою очередь участвуют в механиз-
мах клеточной сигнализации, регуляции процессов 
воспаления и репарации в ране. 

Продемонстрированный нами в очаге поврежде-
ния ПОЛ-ограничивающий и стимулирующий репара-
цию эффект МТ в составе ДП при экспериментальной 
ТТ может быть обусловлен несколькими механизма-
ми. Прежде всего, МТ благодаря своим липофильным 
свойствам быстро распределяется в межклеточном 
пространстве и внутри клеток посредством пассив-
ной диффузии, а также с использованием транспор-
теров глюкозы (GLUT1) и олигопептидов (PEPT1/2) 
[25]. МТ взаимодействует с мембранными рецептора-
ми, ассоциированными с G-белками, – МТ1 (Mel1a), 
МТ2 (Mel1b), GPR50 (Mel1c), цитозольным рецепто-
ром МТ3, связывается в ядре клетки с RORα, рецепто-
ром витамина D [26]. Рецептор МТ1 обнаружен в ке-
ратиноцитах и фибробластах кожи, клетках волося-
ного фолликула, рецептор МТ2 – преимущественно в 
эккринных железах и кровеносных сосудах кожи, ме-
ланоцитах [27]. В экспериментах in vitro и in vivo пока-
зано, что при повреждении кожи МТ накапливается 
в эпидермисе, защищая митохондрии и обеспечивая 
синтез АТФ. Механизмы антиоксидантного действия 
МТ в коже включают прямое поглощение АФК, сти-
муляцию синтеза через активацию генов глутатиона, 
активацию глутатионпероксидазы, глутатионредукта-
зы, глутатион-S-трансферазы, СОД-1, СОД-2, катала-
зы, гемоксидазы-1, снижение активности хинонредук-
тазы-2, NOS-1. Одна молекула МТ способна связывать 
до четырех и более АФК, а антиоксидантный эффект 
МТ более выражен, чем у витаминов С и Е в эквива-
лентной дозе. Антиоксидантный эффект МТ реализу-
ется при поступлении МТ внутрь митохондрий через 
транспортер РЕРТ1/2, поддержание потенциала ми-
тохондриальной мембраны (Δψ m) и увеличение окис-
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лительного фосфорилирования, продукции АТФ, а не 
АФК. Противовоспалительное действие МТ связывают 
с ограничением NF-κB-зависимых путей внутрикле-
точной сигнализации. Так, после облучения керати-
ноцитов ультрафиолетом МТ ингибирует экспрессию 
многих провоспалительных факторов: iNOS, ЦОГ-2, 
ТНФ-альфа [28]. Репарация ДНК в клетках кожи ре-
гулируется МТ как опосредованно за счет указанного 
выше антиоксидантного действия, так и прямо в связи 
с увеличением экспрессии р53 [29]. Стимулирующий 
репарацию эффект МТ реализуется на уровне керати-
ноцитов, меланоцитов, фибробластов, различных по-
пуляций лейкоцитов, макрофагов.

Отметим, что натрий карбоксмиметилцеллюлоза 
как базисный компонент ДП способствует созданию 
влажной среды в ожоговой ране, позволяет исключить 
болевые ощущения при перевязках по сравнению с 
«сухими» ведением ожогов, но не обладает собствен-
ным ПОЛ-ограничивающими и антиоксидантными 
свойствами [30, 31].

Выводы:

1. В очаге термического повреждения кожи нако-
пление вторичных (кетодиены и сопряженные трие-
ны) и конечных (основания Шиффа) продуктов ПОЛ 
в гептановой и изопропанольной фазах липидного экс-
тракта на 5-е и 10-е сут экспериментальной ТТ ассо-
циировано с площадью ожога.

2. Применение при экспериментальной ТТ ориги-
нальной ДП с МТ на основе натрия карбоксиметил-
целлюлозы приводит в очаге термического поврежде-
ния кожи на 5-е и 10-е сут наблюдения к снижению 
абсолютной и относительной площади ожога, увели-
чению скорости эпителизации ожоговой поверхности, 
на 5-е сут – к снижению уровня вторичных и конеч-
ных продуктов ПОЛ в изопропанольной фазе, на 10-е 
сут – к снижению вторичных продуктов ПОЛ в гепта-
новой фазе, конечных продуктов ПОЛ в изопропаноль-
ной фазе липидного экстракта.

3. Установлено, что при экспериментальной ТТ в 
условиях применения ДП с МТ площадь ожога снижа-
ется по мере уменьшения содержания вторичных и ко-
нечных продуктов ПОЛ преимущественно в изопро-
панольной фазе липидного экстракта гомогената ко-
жи из очага термического повреждения.
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Пандемия новой коронавирусной инфекции COVID-19, вызванная вирусом SARS-CoV-2 является актуальнейшей пробле-
мой как отечественного, так и мирового здравоохранения� На сегодня уже установлено, что при данной вирусной инфек-
ции наиболее уязвимыми с выраженным тяжелым течением и высокой летальностью являются лица, имеющие различные 
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Кратко об эпидемиологии. 2020 год можно смело 
охарактеризовать годом великих и печальных событий, 
который стал нелегким испытанием на прочность для 
систем здравоохранения всего мира. Каждый из нас 
столкнулся с неизбежным и беспрецедентным вызо-
вом, связанным с возникновением нового вида коро-
навирусов. 11 февраля 2020 г. Международным коми-
тетом по таксономии вирусов, новому инфекционному 
заболеванию COVID-19 было присвоено официаль-
ное название – SARS-CoV-2 (Severity Acute Respiratory 
Syndrome Coronavirus 2). В связи с развитием панде-
мии COVID-19, прогнозирование течения заболева-
ния с выделением наиболее уязвимых групп населе-
ния приобрело высокую актуальность [1].

По состоянию на 12 мая 2020 г., по данным ВОЗ, 
было зарегистрировано 4 058 252 подтвержденных слу-
чаев SARS-CoV-2, в том числе 281 736 случаев смерти 
пациентов. Стало очевидным, что тяжесть этой эпиде-
мии усугубляется и в значительной мере объясняется 
эпидемическим распространением таких заболеваний 
как ожирение, и сахарный диабет (СД), которые явля-
ются проявлениями метаболического синдрома (МС) 
и отягощают течение инфекционного процесса [1, 2]. 
Согласно некоторым данным, в первые месяцы пан-
демии у преимущественного большинства пациентов 
с тяжелым течением COVID-19 обнаружены ряд со-
путствующих патологий: ожирение, СД, артериальная 
гипертензия (АГ) и др. У данной категории больных 
были выявлены особенности иммунного ответа на 
SARS-CoV-2, а именно предельно высокая активность 
вируса в условиях как гипергликемии, так и ожирения. 
Так, ожирение  напрямую или косвенно значительно 
усугубляло течение и увеличивало количество леталь-
ных исходов при COVID-19 [3]. Также было выявле-
но, что у пожилых пациентов с СД 2-го типа SARS-
CoV-2 был напрямую взаимосвязан с развитием и про-

грессированием гипергликемии [4]. Кроме того 
установлено, что риск тяжелого течения COVID-19 
увеличивается в диапазоне от 1,67 до 3,66 раз (р≤0,001) 
при наличии СД [5]. 

Независимыми группами исследователей в США, 
Италии и Китае проведен анализ, который продемон-
стрировал различную частоту встречаемости COVID-19 
у больных СД. Так, в Китае по данным центров про-
филактики и контроля заболеваемости, частота боль-
ных COVID-19 с наличием СД составила около 5,2% 
среди 20 000 больных [6], в США 10,9% из 7162 случа-
ев [7], тогда как в Италии из 355 больных более 35% 
имели СД [8]. Однако в ряде исследований достовер-
но доказано, что при наличии СД коронавирусная ин-
фекция протекает гораздо тяжелее, чем у пациентов, 
не имеющих СД, то же касается и частоты летальных 
исходов. Так, частота летальных исходов была выше 
до 4,4 раза у больных с СД и SARS-CoV-2 в сравнении 
с пациентами с COVID-19 без СД [9]. 

Был осуществлен масштабный анализ I. Huang и 
соавт. около 30 исследований, в которых было описа-
ны исходы пневмонии у пациентов с COVID-19. По-
казано, что у больных СД отмечались более высокие 
риски отягощенного течения коронавирусной пнев-
монии, более частое развитие острого респираторно-
го дистресс-синдрома (ОРДС), и как следствие, более 
высокая летальность [10].

Патогенез. В патогенезе COVID-19 условно выде-
ляют 3 механизма, что соответствует клиническим ста-
диям патологического процесса [11]. Исключительно 
от активности противовирусного иммунитета и степе-
ни выраженности провоспалительных реакций, зави-
сит- тяжесть патологичских процессов (патоморфоло-
гическая картина) при COVID-19 и особенности кли-
нического течения. При попадании на слизистую 
оболочку SARS-CoV-2 связывается с эпителиальными 
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клетками посредством рецептора ангиотензинконвер-
тирующего фермента 2 (АПФ2), проникает внутрь 
клетки, где и начинается репликация вируса. Следует 
отметить, что первично аффекторными клетками, ча-
ще всего выступают ресничные клетки дыхательных 
путей. [12, 13]. Затем в течение нескольких суток про-
исходит локальное персистирование, после чего вирус 
распространяется, что происходит на фоне бессим-
птомных или слабовыраженных клинических прояв-
лений, но с частой потерей обоняния (аносмия). На 
данном этапе, несмотря на незначительную вирусную 
нагрузку, больные COVID-19 абсолютно контагиозны 
и вирус легко обнаруживается в назальных мазках [14]. 
В этом периоде инфицированные вирусом эпители-
альные клетки  являются основным источником бета- 
и лямбда-интерферонов, что является основным про-
тивовирусным ответом со стороны врожденного им-
мунитета. Доказано, что дальнейший сценарий 
развития COVID-19 зависит от выраженности ответа 
данного звена иммунитета [11, 15]. 

Персистирование SARS-CoV-2 возможно с ло-
кализацией в верхних дыхательных путях и последу-
ющей элиминацией, тогда как при другом варианте 
COVID-19 происходит проникновение вируса в клетки 
нижних дыхательных путей, что неизбежно приводит к 
прогрессированию гипериммунных реакций. В случае 
локализации в верхних дыхательных путях (встречает-
ся у 80% больных) наблюдается клинический вариант 
легкой ОРВИ или болезнь протекает бессимптомно. 
При втором варианте, который требует  госпитализа-
ции пациента, а также интенсивной терапии проис-
ходит развитие вирусной пневмонии и различных не-
респираторных поражений органов и тканей вирусом 
нового типа [3, 15]. 

На сегодня в знаниях этиологии и патогенеза 
SARS-CoV-2 имеются значительные пробелы, кото-
рые будут заполнятьс. Неизвестным остается вопрос о 
наличии альтернативных рецепторов для проникно-
вения вируса, малоизученными являются механизмы 
врожденного иммунного ответа, в том числе и особен-
ности гипериммунной реакции, вызванной COVID-19 
[11]. SARS-CoV-2 при попадании в альвеолы относи-
тельно быстро реплицируется и вызывает гипериммун-
ный воспалительный ответ, вследствие чего возника-
ет гиперцитокинемия с повреждением ткани легкого 
и других органов. Данное явление гипериммунного от-
вета при COVID-19 получило название «цитокиновый 
шторм», для которого характерна неконтролируемая 
выработка провоспалительных цитокинов и развитие 
острого респирпторного синдрома (ОРДС) на фоне 
прогрессирования полиорганной недостаточности. 

Важно отметить, что наряду с нарушениями иммун-
ной функции у пациентов с COVID-19 происходит ча-
стое присоединение вторичной бактериальной инфек-
ции, что в значительной мере утяжеляет дыхательную 
недостаточность и вызывает дополнительные токси-
ческие и воспалительные каскады [16]. 

При наличии у пациента с COVID-19 исходной ко-
морбидной патологии, в том числе МС (именно ожи-
рения и СД как компонентов синдрома) наблюдается 
крайне неблагоприятный прогноз: до 33% случаев 
ОРДС, около 8% острая дыхательная недостаточность, 
до 20% острая сердечно-сосудистая недостаточность, 
примерно у 8% больных обнаруживается острая почеч-
ная недостаточность, тогда как в 71% случаев выявля-
ется синдром диссеминированного внутрисосудисто-
го свертывания (ДВС-синдром) [17, 18].

Сахарный диабет и COVID-19. С целью более глу-
бокого понимания взаимосвязи COVID-19 с СД не-
обходимо знание некоторых особенностей строения 
вируса нового типа и его взаимодействия с клетками 
организма человека. SARS-CoV-2 является РНК-3-
содержащим вирусом, его оболочка в своей структуре 
имеет ряд элементов (гликопротеинов), которые обе-
спечивают целостность вириона и способствуют про-
никновению вируса в клетку. SARS-CoV-2 имеет спец-
ифический поверхностный гликопротеин, получивший 
название «шип», с помощью которого он взаимодей-
ствует с AПФ2, что необходимо для проникновения 
внутрь клетки [13]. После того, как происходит соеди-
нение вируса со своим АПФ2-рецептором на поверх-
ности клеток-мишеней, при помощи трансмембранной 
сериновой протеазы (TMPRSS2) происходит «разреза-
ние» АПФ2-рецептора, что приводит к попаданию ви-
руса вместе с рецептором внутрь клетки, где происхо-
дит его дальнейшая репликация [19].

В Китае (город Ухань) среди всех случаев леталь-
ных исходов при COVID-19 42,3% больных имели СД 
[20]. Хорошо известным является тот факт, что сахар-
ному диабету сопутствует значительная коморбид-
ность, которая связана как с общностью патогенетиче-
ских механизмов, (в первую очередь это касается сер-
дечно-сосудистых заболеваний), так и с нарушением 
всех звеньев метаболизма. В исследованиях Bornstein 
S.R. и соавт. доказано, что гипергликемия усилива-
ет экспрессию AПФ2, что способствует беспрепят-
ственному проникновению SARS-CoV-2 в клетки, но 
это касается исключительно острой гипергликемии. 
У пациентов с хронической гипергликемией, наобо-
рот, отмечается значительное снижение экспрессии 
AПФ2, что делает клетки-мишени еще более уязвимы-
ми к повреждающему и воспалительному действиям 
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COVID-19 [21]. Важно отметить, что после эндоцитоза 
SARS-CoV-2 экспрессия АПФ2 значительно снижается 
[22], это приводит к ряду патологических последствий. 
Так, проникновение вируса в ткани поджелудочной 
железы вызывает усиленное повреждение бета-кле-
ток островков Лангерганса, вырабатывающих инсу-
лин [23], что создаёт предпосылки к развитию острой 
гипегликемии. Кроме этого, ухудшение секреции ин-
сулина вызвано и тем, что после проникновения виру-
са внутрь клетки происходит подавление АПФ2,и это 
приводит к продукции ангиотензина II, от которого 
зависит кровоснабжение островков Лангерганса [24]

Однако ряд зарубежных исследований демонстри-
руют, что выраженное ингибирование АПФ2 не един-
ственная причина тяжелого течения коронавирусной 
инфекции у больных, страдающих СД. На сегодня уже 
выявлены некоторые дополнительные патофизиоло-
гические механизмы, которые способны также высту-
пать причиной более тяжелого течения COVID-19 у 
больных с СД. Так, у больных всеми типами СД име-
ется стойкое нарушение как клеточного, так и гумо-
рального иммунитета, что в свою очередь способству-
ет увеличению риска инфицирования, что в том чис-
ле обосновывает тяжесть течения COVID-19 [25].

Ожирение и COVID-19. Для пациентов с МС поми-
мо СД 2-го типа характерно наличие абдоминального 
ожирения, которое вносит свой негативный вклад в 
риск развития тяжелых форм COVID-19. Известным 
является то, что пациенты с ожирением имеют более 
высокие концентрации лептина и низкие концентра-
ции адипонектина, что также приводит к различным 
нарушениям регуляции иммунного ответа [26]. 

У пациентов с МС, который включает в себя ожи-
рение и СД, отмечается более высокая концентрация 
некоторых провоспалительных цитокинов: фактор не-
кроза опухоли альфа, моноцитарный хемотаксический 
фактор 1, интерлейкин 6 [25]. В 2017 г. W.D. Green бы-
ло показано, что ожирение способно в значительной 
мере ослаблять адаптивные иммунные реакции на ви-
рус гриппа, а нарушение регуляции провоспалитель-
ного ответа усугубляло тяжесть поражения легких, ко-
торая наблюдалась у больных во время эпидемии грип-
па [27]. Следует предположить, что в случае с 
SARS-CoV-2 это тоже имеет место. 

Наличие ожирения и СД 2-го типа у пациента с МС 
способно увеличивать риск тромбоэмболических ос-
ложнений. Высокая частота венозных тромбоэмболий 
и развитие ДВС-синдрома сопровождают тяжелые 
формы новой коронавирусной инфекции с более вы-
сокой частотой наблюдаемая у больных с индексом 
массы тела более 35 кг/м2. Причем, ожирение в значи-

тельной степени затрагивает функцию легких, опос-
редованно уменьшая объем форсированного выдоха и 
жизненную емкость легких. Все эти  кардиореспира-
торные, кардиометаболические и тромботические по-
следствия ожирения и СД 2-го типа при МС неизбеж-
но приводят к ослаблению метаболического ответа и 
отягощают течение COVID-19. Так, в исследовании 
Simonnet A., проведенном во Франции, риск искус-
ственной вентиляции легких у больных SARS-CoV-2, 
поступивших в стационар, был выше примерно в 7 раз 
у людей с ИМТ более 35 кг/м2 в сравнении с пациен-
тами без ожирения [28].

Ожирение также способно оказывать опосредован-
ное влияние на коронавирусную инфекцию (через уве-
личение риска ССЗ, СД). Кроме того, возникают труд-
ности в ведении данной категории больных в условиях 
стационара, а именно: затруднения при интубации тра-
хеи, сложности размещения пациента на койке с учетом 
массы тела, проблемы при транспортировке и пр. [29].

Заключение

  Таким образом, как СД, так и ожирение, являю-
щиеся проявлениями МС, необходимо учитывать в ка-
честве дополнительного фактора риска заболеваемо-
сти и летальности при COVID-19. В условиях панде-
мии больные МС требуют повышенного внимания со 
стороны системы здравоохранения. Данная категория 
пациентов является наиболее уязвимой в отношении 
отягощенного течения гиперреакции имунного отве-
та, инициированного SARS-CoV-2.

Складывается неподдельное ощущение, что при-
рода решила включиться в борьбу с пандемией МС та-
ким неординарным путем, как развитие COVID-19, 
поставив пациентов перед суровым выбором – либо 
нормализация массы тела и жесткий контроль глике-
мии,  либо наиболее высокий риск смертности от 
SARS-CoV-2, что требует более тщательного персони-
фицированного подхода со стороны как лечащего вра-
ча, так и здравоохранения в целом.
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Введение� В настоящее время в научной литературе имеется большой объем  данных, посвященных болезни Паркинсона� 
В то же время недостаточно освещена роль ренин-ангиотензиновой системы (РАС) в патогенезе заболевания� 
Цель – оценка современных патогенетически обоснованных подходов к терапии болезни Паркинсона� 
Методика. В базах данных Medline (PubMed) и eLibrary осуществлен подбор и анализ современных источников литера-
туры, посвященных изучению роли ренин-ангиотензиновой системы в патогенезе болезни Паркинсона� 
Результаты. Болезнь Паркинсона является хроническим нейродегенеративным заболеванием, которое проявляется 
моторными и немоторными нарушениями� Анализ литературы показал, что помимо системной ренин-ангиотензино-
вой системы во многих тканях и органах имеется локальная РАС� Авторами было показано, что дофамин и ангиотен-
зин II взаимодействуют в черной субстанции (SN) и стриатуме в реципрокном отношении� В модельных экспериментах 
на животных доказано, что снижение уровней дофамина сопровождается гиперактивацией ренин-ангиотензиновой 
системы� При этом так же отмечается выброс активных форм кислорода, индуцируемый микроглиальной тканью, и раз-
витие нейровоспаления, что сопровождается нейродегенерацией� Применение блокаторов ангиотензиновых рецеп-
торов в моделях на животных и в клинических испытаниях позволило значительно снизить прогрессирование нейро-
дегенерации черной субстанции� 
Заключение. Авторами изложены результаты, свидетельствующие о том, что развитие болезни Паркинсона сопровожда-
ется гиперактивацией мозговой РАС� Подразумевается, что на новое звено патогенеза можно терапевтически воздейство-
вать� Необходимы дополнительные исследования для понимания механизмов данных процессов�
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Background. A large amount of literature on Parkinson’s disease is currently available� However, the role of the renin-angioten-
sin system in the pathogenesis of this disease is not sufficiently covered� Aim. To highlight new therapeutic possibilities based on 
pathophysiological mechanisms of Parkinson’s disease� 
Methods. The literature retrieved from the PubMed, Medline, and eLibrary databases focusing on the role of the renin-angioten-
sin system in the pathogenesis of Parkinson’s disease was analyzed� 
Results. Parkinson’s disease (PD) is a chronic neurodegenerative disease associated with persistent neurological disorders� Stud-
ies have demonstrated that a local renin-angiotensin system (RAS) exists in many tissues and organs along with the systemic RAS� 
The authors showed that dopamine and angiotensin II interact reciprocally in the substantia nigra (SN) and striatum� In animal 
models, a decrease in the dopamine level was accompanied by RAS overactivation� Furthermore, microglial tissue induced pro-
duction of reactive oxygen species, which was associated with neuroinflammation� The angiotensin receptor blocker treatment 
used in animal models and clinical trials significantly reduced the progression of SN neurodegeneration� 
Conclusions. The authors reviewed the data of literature demonstrating that the progression of Parkinson’s disease is associated 
with overactivation of the cerebral RAS� Apparently, it is possible to influence therapeutically this new pathogenetic component 
of Parkinson’s disease� Further study is required for understanding the mechanisms of this process�
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Введение

Болезнь Паркинсона (БП) занимает одно из ведущих 
мест среди хронических заболеваний центральной нерв-
ной системы (ЦНС) и является вторым по распростра-
ненности нейродегенеративным расстройством после 
болезни Альцгеймера [1, 2]. Заболеваемость БП состав-
ляет в среднем 19 случаев на 1000 населения в год, при 
этом данное патологическое состояние дебютирует, как 
правило, в возрасте от 50 лет и старше [3]. По данным A. 
Arnold и соавт. [2], количество людей, страдающих ней-
родегенеративным заболеванием к 2030 году в Соединен-
ных Штатах и Европе составит более 5 млн. 

На сегодняшний день установлено, что ведущим 
звеном патогенеза БП является избыточное скопление 
амилоидных агрегатов – телец Леви. Образование те-
лец Леви сопровождается нейротоксическими эффек-
тами, что приводит к нейродегенерации дофаминер-
гических нейронов в черной субстанции (SN), а также 

и в других отделах ЦНС. Считается, что формирова-
ние белковых бляшек – телец Леви, обусловлено на-
рушениями клеточных процессов – повышенной ак-
тивностью лизосомального аппарата, нарушением про-
цессов фолдинга в эндоплазматическом ретикулуме 
(ЭПР) и аппарате Гольджи [4]. К основным факторам, 
способствующим развитию БП относят: наследствен-
ность, пожилой и старческий возраст, влияние экзо-
генных и/или эндогенных факторов [5]. Принято счи-
тать, что основными симптомами БП являются мотор-
ные нарушения: брадикинезия, ригидность, тремор и 
постуральные расстройства [6], наряду с немоторны-
ми – когнитивные расстройства, аффективные нару-
шения, нарушения со стороны ЖКТ, вегетативные рас-
стройства. Медикаментозная терапия является основ-
ным методом лечения пациентов с БП, при этом она 
носит лишь симптоматический характер [7]. 
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Принято считать, что влияние ренинангиотензив-
ной системы (РАС) на головной мозг обусловлено эф-
фектами ангиотензина II (ATII) (регуляция артериаль-
ного давления (АД), натрия и воды), которые реализу-
ются через периферические органы [8]. В ряде 
зарубежных источников имеются данные о роли РАС 
в патогенезе БП, а именно деградации нейронов SN. 
При этом вазоактивные вещества (ангиотензины) спо-
собны так же оказывать нейропротективное действие, 
значительно влиять на когнитивные функции и на ге-
модинамические показатели головного мозга [9]. 

Выполнен анализ литературных источников в ба-
зах данных PubMed, Medline и eLibrary, посвященных 
изучению роли ренин-ангиотензиновой системы в па-
тогенезе болезни Паркинсона. Цель обзора – анализ 
современных данных литературы, посвященных изу-
чению роли РАС в патогенезе болезни Паркинсона; 
выявление возможностей патогенетически обоснован-
ного терапевтического воздействия на основе уточнен-
ных патофизиологических данных.

Ренинангиотензиновая система мозга. В последнее 
время, большое внимание уделяется изучению значе-
ния РАС в развитии нейродегенеративных заболева-
ний: болезни Паркинсона, болезни Альцгеймера, бо-
кового амиотрофического склероза (БАС) и болезни 
Гентингтона [10]. В 1971 году в лаборатории Жака Ге-
нет (Jacques Genet) в Монреале была открыта «мозго-
вая РАС». Исследования последних лет показывают, 
что помимо почек продуцировать и активировать ATII 
способны астроциты [11, 12] и, в меньшей степени, 
нейроны головного мозга [13].

Известно, что ангиотензиноген (АТГ) является 
предшественником пептида – неактивного ATI. Более 
того, в астроцитах продуцируется около 90% АТГ, а 
оставшаяся часть в нейронах [14, 15]. Выделяют 4 ос-
новных нейрогормона мозговой РАС: ATI, ATII, ATIII, 
ATIV, а также 2 дополнительных:  – AT(1-7), состоя-
щий из 7 аминокислот и аламандин (Alamandine). 

Известно, что классическая РАС представлена ATI, 
ATII и ангиотензин-превращающим ферментом 
(АПФ). При этом выделяют альтернативную РАС, в 
которую вовлечены и другие нейрогормоны. По дан-
ным Bodiga V. и соавт. [13], источником ренина в моз-
ге являются нейроны и астроциты. Так же, отмечено, 
что нейроны способны продуцировать неактивную 
форму ренина (проренин) во вне- и внутриклеточное 
пространство [15]. При этом, проренин имеет высокие 
концентрации в головном мозге и способен связывать-
ся с рецепторами проренина/ренина (PRR). Активи-
рованный ренин отщепляет от АТГ 10 аминокислот с 
образованием неактивного АТI, который под действи-

ем АПФ метаболизируется в ATII. Дуалистический ха-
рактер ATII обусловлен активацией AT1– и AT2–ре-
цепторов. Так, ATII под действием аминопептидазы 
N (АП-N) переходит в ATIII, который связывается с 
AT1–рецептором. В свою очередь, АПФ преобразует 
АТI в AT (1–9) [21]. В 2000 году была обнаружена изо-
форма АПФ – АПФ2, который превращает AT(1–9) в 
AT(1–7) [22]. Стоит отметить, что AT (1–7) способен 
связываться с AT2– и Mas– рецепторами [21]. По дан-
ным A. Tetzner и соавт. [16], был обнаружен MrgD–ре-
цептор, однако функция его не установлена. Основ-
ным лигандом для этого рецептора является аламан-
дин, который образуется из AT(1–7) под действием 
фермента – декарбоксилазы (ДК-азы). Аламандин так 
же может метаболизироваться из ангиотензина A под 
действием АПФ2. При этом источником ангиотензи-
на A является ATII при участии ДК-азы.

Нейроны экспрессируют рецепторы ангиотензи-
нов на поверхность цитоплазматической мембраны. 
Более того, нейроны так же имеют внутриклеточные 
рецепторы (AT1–, AT2– и Mas–), которые располага-
ются на митохондриях и ядрах, при этом AT4– рецеп-
торы имеют цитозольное расположение [15, 17-21] 
(рис. 1).

Как уже было сказано ранее, клетки головного моз-
га (астроциты, нейроны) способны продуцировать ан-
гиотензин и ангиотензиноген, как внутриклеточно, так 
и внеклеточно. Более того, внутриклеточные нейроак-
тивные гормоны – ангиотензины способны связывать-
ся с рецепторами типа: AT1 – R, AT2 – R и Mas – R. На-
личие рецепторов к вазоактивным медиаторам РАС 
позволяет регулировать окислительно-восстановитель-
ные реакции в митохондриях. Авторы полагают, что 
пусковым механизмом оксидативного стресса являет-
ся активация рецепторов, расположенных в мембране 
митохондрий. Внутриклеточный сигнал также может 
транслироваться в ядро клеток, регулируя внутриядер-
ные процессы и, в определенной степени, продукцию 
активных форм кислорода (АФК) [18, 21].

Аналогом иммунных клеток в нервной ткани яв-
ляется микроглия, которая синтезирует и активирует 
медиаторы воспаления. В норме нейроны головного 
мозга выделяют иммуносупрессивные белки, которые 
подавляют активность микрогилиальной ткани. Одна-
ко при их активации, они выделяют провоспалитель-
ные цитокины и локализуют периферические иммун-
ные клетки в очаге воспаления. Наличие AT1–, AT2– 
и Mas–рецепторов на мембранах митохондрий 
позволяет регулировать образование АФК [18, 20, 22]. 
В свою очередь, способность ядерного аппарата кле-
ток воспринимать клеточный сигнал приводит к акти-
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вации окислительного стресса за счет сигналов про-
воспалительных цитокинов, которые индуцируют по-
вреждения митохондриальной ДНК [18, 23].

Астроциты являются разновидностью нейрогли-
альных клеток головного мозга. Основная функция 
этих клеток: энергообеспечение нейронов, модуляция 
синаптической передачи, регуляция микроциркуля-
торных процессов, сохранение кратковременной и дол-
говременной памяти, участие в иммунном ответе [23]. 
Астроциты способны продуцировать большую часть 
АТГ, выделяя его во внеклеточное и внутриклеточное 
пространство. Другими клетками нейроглии являют-
ся олигодендроциты, которые играют важную роль в 
синаптической передаче. Установлено, что астроциты 
и олигодендроциты имеют AT1– и AT2–рецепторы, 

расположенные на поверхности этих клеток [18, 24-
26]. При этом, астроцитарные клетки дополнительно 
имеют также Mas– рецепторы на своей поверхности и 
АТ1–, АТ2– и Маs– рецепторы, которые располагают-
ся на митохондриях и ядрах. Стоит отметить, что AT4– 
рецепторы не обнаружены в олигодендроцитах, одна-
ко эти сведения достоверно не подтверждены [27].

Дофамин и ангиотензин II. В молекулярный пато-
генез формирования БП вовлечены различные ангио-
тензины (АТII, АТIII, АТIV, (АТ1–7) и (АТ1–9)). При 
этом ключевую роль в развитии БП играют ATII и его 
влияние на нигростриатную систему. Было установле-
но, что особую роль в нейродегенерации играет взаи-
модействие дофамина (ДА) и ATII [28, 29]. В исследо-
ваниях Villar-Cheda B. и соавт. [30] изучались взаимо-

Рис. 1� АПФ – ангиотензинпревращающий фермент, АПФ 2 – ангиотензинпревращающий фермент 2, АП – N – аминопептидаза N, АП – A – ами-
нопептидаза A, ДК – декарбоксилаза, АХ – ацетилхолин�
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действия между ДА и ангиотензином в клетках SN и 
возможные способы терапевтического воздействия на 
данный процесс. Также в моделях на мышах они изу-
чали зависимость между низкими уровнями ДА и по-
вышенной экспрессии AT2–рецепторов и активностью 
NADPH-оксидазного (никотинамидадениндинуклео-
тидфосфат-оксидаза) комплекса в SN и стриатуме [31]. 
Авторы отметили, что низкие концентрации дофами-
на стимулируют экспрессию AT1– и AT2–рецепторов 
и повышают активность NADPH-оксидазного ком-
плекса. Однако, при этом по мере восстановления 
уровней ДА активность комплекса NADPH-оксидазы 
уменьшается. Замечено, что длительное лечение анта-
гонистами АТ1–рецепторов вызывает компенсаторные 
изменения в нигростриатной системе – уровни ДА воз-
вращаются к исходным значениям. 

Как уже было сказано ранее, рецепторы нейро-
гормонов (АТII, III, IV, (АТ1–7) и (АТ1–9)) [32-34] 
и ДА [35, 36] преимущественно локализуются в ней-
ронах SN, микроглии и астроцитах. Можно полагать, 
что снижение активности дофаминергических ней-
ронов (на начальных стадиях нейродегенеративных 
процессов) в клетках SN и нейроглии вызывает ком-
пенсаторное повышение вазоактивных медиаторов 
РАС в тканях головного мозга. Достоверно установ-
лено, что активация мозговой РАС запускает воспали-
тельные процессы, активируя микроглиальные клет-
ки, высвобождая АФК, что в свою очередь приводит 
к нейродегенерации дофаминергических нейронов. 
Стоит отметить, что дополнительно клетки SN спо-
собны подвергаться микролизу посредством активации 
NADPH-оксидазного комплекса микроглии (рис. 2).

Нейродегенеративные процессы. Авторы полагают, 
что в основе ранних процессов нейродегенерации ле-
жит активация окислительного стресса и нейровоспа-
лительные процессы (в том числе микроглиальной 
NADPH–оксидазы), что приводит к гибели дофами-
нергических нейронов SN. Совокупность этих процес-
сов наряду с экзо- и/или эндогенными факторами усу-
губляют прогрессирование БП [37-39]. Замечено, что 
ATII способен усиливать дофаминергическую дегене-
рацию нейронов SN через различные механизмы (рис. 
2). Источником формирования АФК служит NADPH-
оксидаза. В качестве активатора выступает ATII, кото-
рый взаимодействует с AT1–рецепторами, расположен-
ными в цитоплазматической мембране микроглии. При 
этом, АФК выступают в роли вторичных посредников, 
запуская процессы воспаления и привлекая иммунные 
клетки в патологический очаг. Основными источника-
ми АФК являются нейроны SN (NADPH-оксидаза в 
митохондриях), микроглиальные клетки, а так же раз-

личные нейротоксины [40-45]. Более того, ATII так же 
способен действовать на микроглиальные клетки, ак-
тивируя NADPH-оксидазный комплекс, в результате 
чего повышаются концентрации АФК. В свою очередь, 
АФК высвобождаются во внеклеточное пространство и 
тем самым, оказывают отрицательное модулирующее 
действие на нейроны головного мозга. При этом, акти-
вация микроглиальной NADPH–оксидазы приводит к 
низким уровням АФК. АФК выступают в роли вторич-
ных посредников в клеточных сигналах микроглии, уча-
ствуют в процессах воспаления [41, 42]. 

Как уже было сказано ранее, ATII увеличивает ней-
ротоксические эффекты, вызванные низкими концен-
трациями дофамина. Однако, применение ингибито-
ров АПФ и антагонистов АТ1-рецепторов позволило 
значительно снизить нейродегенерацию нейронов SN, 
так же перекисное образование липидов (ПОЛ) и ак-
тивность микроглии [46-53]. Замечено, что процесс 
нейродегенерации так же снижался при ингибирова-
нии NADPH-оксидазы. Более того, исследования по-
казали, что ряд клеточных механизмов реализуются 
через активацию пероксисом – пролифератор активи-
рующий рецептор (PPAR-γ) и ингибирование микро-
глиального RhoA/Rho-киназного пути посредством 
ATII. Нейропротективные эффекты мозговой РАС об-
условлены стимуляцией АТ2–рецепторов, активация 
которых усилиивает репаративные возможности аксо-
нов головного мозга [52]. Необходимы дополнитель-
ные исследования, что бы установить, каким образом 
мозговая РАС приводит к гибели нейронов SN. Пони-
мание этих процессов позволит разработать новые спо-
собы терапевтического воздействия на определенные 
мишени при лечении БП. 

Клинические исследования. Несмотря на значитель-
ные количество экспериментальных данных, под-
тверждающих роль мозговой РАС в развитии нейро-
дегенеративных процессов при болезни Паркинсона 
[54, 55] данных клинических исследований все еще не-
достаточно. Замечено, что ингибитор АПФ – перин-
доприл оказывает выраженное положительное моду-
лирующее действие у пациентов с БП [56]. Отмечено, 
что рамиприл ослабляет клинические симптомы пар-
кинсонизма. Однако, в двух случаях при использова-
нии каптоприла наблюдались клинические симптомы 
характерные для каптоприл-индуцированого паркин-
сонизма [57]. В других исследованиях применялись ан-
тагонисты АТ1-рецепторов (лозартан) в результате че-
го клинические проявления паркинсонизма значитель-
но снижались. Однако число пациентов, получавших 
антагонисты АТ1-рецепторов, составляло малое коли-
чество для значимого анализа. Кроме того, широкий 
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диапазон доз антагонистов АТ1-рецепторов, которые 
назначались пациентам, затрудняет обобщение и срав-
нение полученных результатов. В ряде контролируе-
мых клинических исследований различных гипотен-
зивных препаратов изучался риск возникновения БП 
[58]. Однако количество больных, получавших антаго-
нисты АТ1-рецепторов, было недостаточным, чтобы 
сделать выводы. Кроме того, сомнение вызывает и ме-
тодология некоторых клинических исследований. В 
частности, в одном из протоколов авторы регистриро-
вали как связанное с применением гипотензивного 
препарата появление симптомов БП на протяжении 90 
дней с момента последнего его употребления, а не в 
период непосредственного использования препарата 
[59]. Большинство исследователей сходится во мне-
нии, что целесообразна организация хорошо проду-

манного и соответствующего современным требова-
ниям клинического исследования препаратов, воздей-
ствующих на РАС.

Заключение

Изначально наше представление о РАС ограни-
чивалось ее ролью в регуляции АД и водно – солевого 
(натрия и воды) баланса. Исследования последних лет 
показали, что помимо системной РАС, во многих орга-
нах присутствует и локальная РАС. Наличие локальной 
или мозговой РАС в нигростриатной системе, показа-
ло ее участие в регуляции уровней дофамина, васку-
ляризации и процессов нейровоспаления. Результаты 
модельных экспериментов на животных показали, что 
«дофаминергическая» гибель нейронов SN, вызванная 
экзогенными и/или эндогенными факторами, приво-

Рис. 2. Схематическое изображение влияния ренинангиотензивной системы мозга (РАС) на дофаминергическую гибель нейронов черной суб-
станции (ЧС).

АФК – активные формы кислорода, ДА – дофамин, ATII – ангиотензин II, ЧС – черная субстанция, Rho- ассоциированная киназа, NADP – никоти-
намидадениндинуклеотидфосфат, AT1-R – рецептор ATI� 
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дит к гиперактивации локальной ренинангиотензив-
ной системы. Более того, компенсаторное повышение 
ATII усугубляет процесс нейродегенерации. Особенно-
стью данного звена патогенеза является то, что он мо-
жет быть мишенью терапевтического воздействовия. 
Применение блокаторов ангиотензиновых рецепто-
ров и ингибиторов АПФ на доклинических испыта-
ниях позволило значительно уменьшить прогресси-
рование нейродегенеративных процессов. Необходи-
мо установить, действительно ли нейропротективные 
эффекты ангигипертензивных препаратов обусловле-
ны активацией AT2- и Mas-рецепторов.
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Введение

Ресвератрол (Р) – природный плохо растворимый 
полифенол. Синтезируется многими растениями. На-

звание получил по растению, из которого был впервые 
выделен: Veratrum grandiflorum. Считается, что в расте-
ниях он выполняет функцию защиты от бактерий, гри-
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бов, ультрафиолета. Очень популярный и спорный 
объект медицинских исследований и публикаций. «По-
дозревается» во многих профилактических и лечебных 
действиях. Каждый год последнего десятилетия о Р по-
является более тысячи сообщений, нередко с проти-
воречащими результатами. Этот обзор – попытка вы-
брать для читателя по возможности достоверную и ме-
дицински значимую информацию. 

Р содержится в кожуре и косточках винограда, чае, 
во многих других ягодах и фруктах: яблоках, малине, чер-
нике, сливе, орехах, арахисе. Содержание Р повышается 
в лекарственных и съедобных растениях, находящихся в 
состоянии стресса. Р может быть выделен из этих биоло-
гических источников и очищен или синтезирован в не-
сколько этапов с высоким выходом. Для производства 
аптечных капсул часто используют в качестве источни-
ка Р Рейнутрию японскую (Reynoútria japónica).

Два предыдущих абзаца объясняют особое положе-
ние Р среди лекарств. Человек лечился им ещё до «изо-
бретения» медицины, т.е. в те далёкие времена, когда вы-
бирал лекарства не сознанием, а вкусом (языком). В раз-
мышлениях о медицинской роли Р полезно учитывать 
многотысячелетний опыт его пищевого использования.

С «высоты» современных знаний о Р его практи-
ческое использование в ряде национальных кулинар-
ных культур и традиций вполне разумно. Более того, 
большое число современных экспериментальных и 
клинических исследований лишь объясняют, уточня-
ют в принципе известные положения – насыщают тео-
рией по большей части не изменившуюся в своей су-
ти практику.

Медицинская и кулинарная позиции Р конечно 
связаны не только со свойствами вещества, но и с исто-
рией его познавания  и использования человеком. На-
учные исследования убеждают в полезности дальней-
шего развития этой связи. Допускаю, что результаты 
развития окажутся ценнее для медицины, чем для ку-
линарии, у которой опыт общения с Р тысячекратно 
больше и, соответственно, меньше «белых пятен». 

Медицински-интересных эффектов действия Р 
несколько. Все они осуществляются по схеме горме-
зиса, т.е. при контакте производят незначительное 
повреждение, включающее значительную восстано-
вительную реакцию организма. Иными словами – Р 
чуть-чуть ядовит. Защитная реакция на контакт с ним 
(самолечебный эффект организма) часто существен-
но превышает по величине-силе вызвавший её стимул 
и, следовательно, позволяют организму в дальнейшем 
компенсировать действие фактора более ядовитого, 
разрушительного, вредного, чем тот, который вклю-
чил гормезисную реакцию. 

Есть сообщения, что по такой схеме осуществля-
ется лечебное действие Р при вызванных оксидатив-
ным стрессом склеротических изменениях в клетках 
сосудистой стенки. Стресс повышает образование ре-
активных форм кислорода (ROS) мембрано-связан-
ным ферментным комплексом NADPH oxidase (нико-
тинамид аденин динуклеотид фосфат оксидаза). Р (в 
адекватной дозе) ингибирует продукцию ROS этим 
комплексом, уменьшает воспаление, оказывает кар-
диопротективное действие [1, 2].

ROS некогда считали однозначно вредными вино-
вниками разрушительного оксидативного стресса. 
Позже стали различать в оксидативном стрессе, в за-
висимости от концентрации ROS эустресс и дистресс. 
Эустресс – низкий уровень содержания ROS, действу-
ет как редокс-сигнал, необходимый для нормальной, 
физиологической функции клеток. Противоположный 
ему – дистресс развивается при избыточном накопле-
нии ROS и означает утрату специфической, сигналь-
ной функции. Происходит классический переход ко-
личества в качество, специфический регулятор (мес-
сенджер) при увеличении его содержания становится 
неспецифическим разрушителем [3]

Наиболее обсуждаемое явление в медицинской исто-
рии Р – Французский парадокс. Идея приобрела особую 
популярность в общественном сознании после реклам-
ного интервью, директора французского института ви-
на, профессора Сержа Рено в ноябре 1991 г. американ-
скому телеканалу СBS. Факты, сообщенные им, были 
точными: французские мужчины, потребляют значитель-
но больше насыщенных жиров, чем американские муж-
чины, но в среднем более стройные и умирают от болез-
ней сердца и опухолей заметно реже американцев. Рено 
объяснил этот парадокс присутствием Р и других поли-
фенолов в регулярно потребляемом французами крас-
ном вине. Поздние исследования нашли и другие, влия-
ющие на результат факторы. Например: французы не 
всегда, но часто «наслаждаются едой», а американцы не 
всегда, но часто «вводят в организм необходимые для 
поддержания жизни макро- и микромолекулы». Однако 
и сегодня французский парадокс с красным вином на 
флаге не опровергнут. Более того, он так популярен и ве-
лик, что скрыл в своей тени «американский парадокс». 
В литературе такого понятия нет, только потому, что 
США привыкли и навязали миру привычку «считать со-
ринки в чужом глазу». А суть американского парадокса в 
том, что при максимальных сравнительно с другими стра-
нами тратах на здоровье, у них максимально распростра-
нены современные неинфекционные пандемии: метабо-
лический синдром, диабет, рак, сердечно сосудистые, и 
нейро-дегенеративные заболевания.
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Молекула Р, состоящая из двух фенольных колец 
(полифенол) с тремя гидроксильными группами, при-
способлена природой для удаления свободных радика-
лов и связывания металлов. Такая структура молекулы 
обусловливает её антиоксидантное действие. Накопле-
ние при нагрузках конечных продуктов гликирования 
(КПГ) предрасполагает к хроническому оксидативно-
му стрессу с его разрушительными последствиями. В 
недавнем обзоре двадцати девяти исследований, заслу-
живающих доверия по методике и техническому уров-
ню, было показано торможение Р продукции КПГ или 
продукции рецепторов к ним и соответственно сниже-
ние разрушительного действия оксидативного стрес-
са, воспаления, атеросклероза, инсулин устойчивости 
[4]. По выводу авторов обзора, Р существенно снижа-
ет концентрацию КПГ, предотвращает обусловленные 
ими осложнения. Влияние Р осуществлялось по мне-
нию авторов всех оригинальных работ и авторов обзо-
ра через ядерный фактор NF-κB - фактор транскрип-
ции, контролирующий экспрессию генов иммунно-
го ответа, апоптоза и клеточного цикла. Значительно 
раньше было показано, что Р, как и другие сиртуин-
активирующие вещества, увеличивает продолжитель-
ность жизни нематод и насекомых [5].

Антиоксидантное и антивозрастное биологиче-
ское действие Р похоже на такое же действие caloric 
restriction (умеренного питания) – главный путь осу-
ществления через белок SIRT1 (NAD-зависимая деа-
цетилаза) – нейропротективный и продляющий жизнь. 
Авторы исследовали действие Р на гетерозиготных и 
трансгенных по болезни Альцгеймера  мышей. Живот-
ные получали корм с добавлением 100 мг/кг Р с 2 мес 
в течение 10 мес. Введение Р индуцировало полную 
защиту от потери памяти и патологии мозга у транс-
генных мышей и улучшало когнитивную функцию у 
гетерозиготных мышей. Р повышал любопытство и 
уменьшал беспокойство в обеих линиях животных – 
свидетельствовал о хорошем самочувствии. Р умень-
шал содержание бета-амилоида (Aβ) и тау-белка в 
гиппокампе трансгенных животных. Анализом про-
теостаза установили в обеих сравниваемых группах: 
увеличение содержания разрушающего амилоид фер-
мента – неприлизина, уменьшение содержания ами-
лоидогенной секретазы, увеличение протеосомной 
активности. В обеих группах благотворное действие Р 
выражалось также повышением как при физической 
нагрузке уровня AMФK, повышением подавляющего 
апоптоз фактора SIRT1, активацией PGC-1α. Работа, 
на мой взгляд, убеждает в повышении Р устойчивости 
организма и защите его от нейродегенерации, накопле-
ния аберрантных белков. А для нормальных гетерози-

готных животных прием Р просто способствует хоро-
шему здоровью. Однако, обращаю внимание читате-
ля на высокую дозу Р – 100 мг/кг.

Есть данные о благоприятном действии Р в мень-
шей концентрации [6]. Авторы исследовали, может ли 
снижение Р концентрации ROS в мозге крыс повли-
ять на когнитивные нарушения при эксперименталь-
ной ранней болезни Альцгеймера, вызванной ангио-
тензином II. Самцы с вызванной ангиотензином II мо-
делью болезни Альцгеймера, получали в течение 2 нед 
популярное гипотензивное средство лозартан (10 мг/кг)  
или Р (10мг/кг). В обеих сравниваемых группах сни-
жалось кровяное давление, продукция ROS, увеличи-
валось содержание BDNF в гиппокампе, улучшалась 
гиппокамп-зависимая память. Авторы подчеркивают, 
что Р, воспроизводя все положительные эффекты ло-
зартана, действует всё же несколько слабее.

Привожу результаты педантично организованного 
и проведенного немецкими врачами исследования дей-
ствия Р на когнитивные и физические способности по-
жилых людей [7]. Двадцать три (9 женщин) здоровых 
участника с избыточным весом (BMI, 25–30 кг/м2,  
возраст 50-75 лет) получали в течение 26 нед Р (в 4 кап-
сулах, по 2 на прием с суммарным количеством Р  
200 мг/сут). В контроле всё так же, только вместо Р – 
плацебо, внешне не отличимое от Р. При анализе ре-
зультатов субъект и исследователь не знали из какой 
группы анализируемый человек. Статистически зна-
чимые отличия результатов в группе Р сравнительно с 
плацебо были следующими. Улучшение настроения. 
Улучшение памяти в финале исследования в сравне-
нии с исходной и в сравнении с финальной в группе 
плацебо (p < 0.05). По данным функциональной маг-
нитно-резонансной томографии существенно увели-
чилась функциональная коннективность гиппокампа. 
Резко снизилось содержание гликированного гемогло-
бина и повысилось содержание лептина в группе Р. Не 
обнаружено значимых различий опыта и контроля по 
содержанию глюкозы, инсулина, липидному профи-
лю, маркерам воспаления, BDNF, IGF-1. Уменьши-
лось содержание жира (1.2 ± 3% SD), а в группе пла-
цебо увеличилось (0.9 ± 3% SD), различие статсстиче-
ски значимо (p = 0.033) Снизилось сравнительно с 
плацебо систолическое и диастолическое давление. 

Р оказался эффективным антиоксидантным пре-
паратом в эксперименте, модулирующим частое сегод-
ня заболевание – жировое перерождение печени. Ав-
торы исследовали лечебное действие Р при оксидатив-
ном стрессе, воспалении и нарушении липидного 
метаболизма, созданных  высокожировой диетой. Сам-
цов C57BL/6 содержали на высоко жировой диете в те-
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чение 8 нед. В результате сформировался отчетливо 
выраженный стеатоз (жировая инфильтрация) пече-
ни. Затем мыши получали per/os в течение 4 нед Р в до-
зе 100мг/кг. У животных нормализовались: общий сы-
вороточный холестерин, липопротеины высокой плот-
ности, концентрация глюкозы, инсулина, аланина, 
аспартат аминотрансферазы, аминотрансферазы, су-
щественно нормализовалась структура печени. Авто-
ры объясняют положительные изменения терапевти-
ческим действием Р, снижением оксидативного стрес-
са, воспаления, поглощения жирных кислот.[8]. 
Обращаю внимание читателя на высокую дозу Р.

При диабете 2-го типа гипергликемический стресс 
сочетается с оксидативным и результатом такого вза-
имоусиления  закономерно становятся сосудистые 
осложнения. Увеличивается содержание ROS. Если 
они не удаляются антиоксидантными ферментами (су-
пероксиддисмутазами), развивается оксидативный 
стресс – ROS разрушают макромолекулы [9]. Оксида-
тивный стресс – ведущий патогенный фактор многих 
возрастных болезней: диабета, рака, хронической по-
чечной недостаточности, сердечно-сосудистых и ней-
родегенеративных болезней [10]. Есть публикации со-
общающие об эффективности применения в этих ус-
ловиях Р [11].

 Анализ литературы по Р демонстрирует суще-
ственные различия в категоричности выводов между 
экспериментальными и клиническими данными В от-
личие от определенности нескольких, приведенных 
выше и множества других экспериментальных резуль-
татов, клинические наблюдения итожатся преимуще-
ственно сослагательным наклонением. Так метаана-
лиз влияния Р на когнитивные способности и настро-
ение 329 взрослых людей [12] не позволил вывести 
категорического заключения, а констатировал лишь, 
что прием препарата «может улучшить отдельные по-
казатели когнитивной деятельности». Итогом первой 
международной конференции по Р в Дании в 2010 г. 
было заявление рабочей группы, что рассмотренные 
ею данные «не достаточно убедительные, чтобы реко-
мендовать введение Р людям в дозах, превышающих 
его содержание в пищевых продуктах» [13]. Были и 
другие публикации с неопределенно-пессимистиче-
скими мнениями о Р. 

В 2016 г. Sabine Weiskirchen и Ralf Weiskirchen опу-
бликовали статью с вызывающим названием: «Сколь-
ко вина нужно пить, чтобы быть здоровым» [14]. Ста-
тья вполне профессиональная. Со знанием обсуждае-
мого материала. Но, на мой взгляд, с зауженной зоной 
рассмотрения этого материала. Авторы определили те-
рапевтическую дозу Р – 1г/сут. Цифра скромная, не 

избыточная. Основываясь на содержании Р в различ-
ных пищевых продуктах они перечисляют сколько че-
ловек должен потребить того или иного продукта, что-
бы получить эту дозу. Результат оказался явно не со-
вместимый с реальностью. Примеры продуктов 
наиболее богатых Р, которые пришлось бы поглотить 
для набора 1г Р: красное вино – 505-2762л, кожица 
красных помидор -52,6 кг, красный виноград – 795 кг. 
Остальные продукты, традиционно считающиеся ис-
точником Р, для получения 1 г/сут, должны поглощать-
ся в ещё более неправдоподобных количествах. 

Эта, по первому впечатлению, мощная мина, взор-
ванная под Р, не произвела, однако, ощутимого эффек-
та. Так, например, возрастающее число ежегодных пу-
бликаций по теме Р, и после появления статьи продол-
жает устойчиво возрастать. Причин, на мой взгляд, две. 
Первая  причина, уже ждала Weiskirchen’ов в инфор-
мационном пространстве, поскольку была выражена 
в публикации, появившейся ровно за год до их статьи 
[15]. Публикация большая по объему работы, текста и 
числу авторов – 26. Русский перевод названия «Мень-
ше значит больше для химио профилактики рака: сви-
детельство нелинейного дозового ответа для защитных 
эффектов ресвератрола у людей и мышей». Авторы, 
почему-то не используя слово гормезис, приводят ещё 
одно доказательство, конечно давно известного фак-
та, что Р (подобно огромному числу других влияний) 
действует по принципу гормезиса. Они даже указывают 
признак гормезиса: кривая зависимости доза-эффект 
имеет колоколообразную форму. Авторы представи-
ли доказательства, что доза Р, 0,07мг/кг существенно 
тормозила рост аденом у животных и клеток колорек-
тального рака человека в культуре. Доза 14 мг/кг сла-
бее влияла на рост аденом in vivo и in vitro. Торможение 
роста мышиных и человеческих опухолей, осущест-
влялось через индукцию AMФK. Гормезисный прин-
цип действия Р снижает пафос статьи Weiskirchen’ов, 
поскольку свидетельствует, что как раз большие дозы 
неэффективны.

Думаю, что статья Sabine Weiskirchen и Ralf 
Weiskirchen, может быть неожиданно для авторов, не 
закрыла вопрос о Р, не только по причине его горме-
зисного действия. В проблеме Р есть ещё один важный 
момент. Р – это не столько скорая помощь, сколько 
образ жизни. Его немалый профилактический и ле-
чебный потенциал раскрывается во всей силе только 
при постоянном или, по крайней мере, весьма дли-
тельном применении. Этим словам есть фактические 
доказательства. Одно из них можно найти в ещё мо-
лодом, но очень перспективном направлении иссле-
дований, которое назову так: «Р и кишечная микро-



120

ReviewPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.116-123

биота». Об априори предполагаемой связи Р с кишеч-
ной микробиотой пока ещё часто забывают [16], хотя 
уже достаточно сведений о её значении и праве на ис-
следовательскую разработку. Так после 28 сут умерен-
ного потребления красного вина в моче людей иден-
тифицировали 21 продукт, связанный, по мнению ав-
торов, с таким потреблением и часть этих продуктов 
аргументировано сочли производными микробиоты 
[17]. Концентрация Р-производных увеличивалась к 
концу 28-дневного курса одинаково как у потребите-
лей обычного красного вина, так и потребителей де-
алкоголизированного красного вина. Это указывает, 
что на биодоступность и биотрансформацию Р алко-
голь не влияет. Но, что существенно влияет на биодо-
ступность, биотрансформацию, а ещё проще, на со-
держание Р и что не было учтено Weiskirchen’ами – 
это участие кишечной микробиоты в разнообразных 
превращениях Р. В частности, способность увеличить 
его концентрацию в кишечнике, сравнительно с кон-
центрацией в пище, путем превращения микробиотой 
(пробиотиком) в Р другого, содержащегося в виногра-
де глюкозида – писеида [18]. 

В подкрепление идеи: «Р – эффективен, как образ 
жизни» приведу ещё одно яркое свидетельство. В жур-
нале Nature была опубликована статья 27 авторов до-
казавших, что даже у мышей среднего возраста и нахо-
дящихся на высококалорийной диете можно приемом 
Р улучшить здоровье и продлить срок жизни [19]. «По-
жилых» (возраст 1 год) мышей C57BL/6 содержали либо 
на диете стандартной (ДС), либо на высококалорийной 
диете (КД – 60% такой же, как стандартная по общей 
калорийности диеты за счет жира). Такое кормление 
поддерживалось в течение всей оставшейся жизни жи-
вотных. Каждая группа (ДС и КД) подразделялась на 2 
подгруппы, различающиеся получаемой мышами дозой 
Р: 5.2 ± 0.1 или 22.4 ± 0.4 мг. Авторы называют эти ве-
личины допустимыми суточными дозами для человека. 
Через 6 мес обнаружилась отчетливая тенденция увели-
чения продолжительности жизни и чувствительности к 
инсулину более выраженная для высокой дозы Р. Мыши 
КД увеличивали массу приблизительно до возраста 75 
нед, затем наступало медленное снижение. Примерно до 
этого же возраста (75 нед) прием Р тормозил увеличение 
массы. На отдаленных сроках (18-24 мес) различие бы-
ло незначительным. Кривая смертности животных КД 
разделялась около возраста 65 нед и в дальнейшем по-
лучавшие Р жили в среднем месяца на 3 дольше. К сро-
ку 114 нед умерли 58% мышей КД; 42% мышей КД+Р 
и 42% мышей на стандартной диете. Иными словами, 
Р продлил срок жизни  животных на высококалорий-
ной диете. Причем в конце жизни эти животные были 

сильнее (дольше удерживались на вращающемся кру-
ге), чем мыши не получавшие Р. 

Высококалорийная диета у людей – многократно 
доказанный и проверенный путь ко многим патоло-
гическим изменениям, в частности: повышению кон-
центрации в крови глюкозы, инсулина, нарушению 
липидного профиля крови [20], вероятности разви-
тия диабета, сердечно-сосудистой патологии, жировой 
дистрофии печени. В том же направлении развивались 
события и у мышей на КД: увеличение содержания 
глюкозы, инсулина, IGF-1. В группе КД+Р эти пока-
затели были ниже, как при ДС. У мышей КД группы 
к возрасту 18 мес резко увеличивалась печень сравни-
тельно с ДС, в группе КД+Р увеличение печени было 
незначительным. Резко выраженная жировая дистро-
фия печени в группе КД, в группе КД+Р не наблюда-
лась. «Слепой» метод морфологической оценки (жи-
ровых включений, вакуолизации, отечности, воспа-
лительных, дегенеративных изменений по шкале от 0 
до 4-максимум) дал следующие результаты: ДС – 1,6; 
КД – 3,2; КД+Р – 1,2. Подсчет содержания митохон-
дрий в срезах печени показал статистически значимое 
увеличение в КД+Р сравнительно с КД; с группой ДС 
существенной разницы не обнаружили.

Этим исследованием была показана способность 
продолжительного приема Р существенно ослабить и 
даже нейтрализовать распространеннейший самоубий-
ственный порок современного человечества – перее-
дание. Приведенный экспериментальный результат, 
по сути, полностью подтвердился клиническим иссле-
дованием [21]. В группах Р и плацебо было по 23 чело-
века (в каждой по 9 женщин) с избыточной массой те-
ла, возраст 50-75 лет. Р – 200 мг/сут или плацебо при-
нимали в течение 26 нед. Сравнение результатов до и 
после применения курса Р или плацебо показало сле-
дующие статистически значимые результаты: улучше-
ние запоминания слов (p = 0.038), уменьшение содер-
жания гликированного гемоглобина, жира, увеличе-
ние содержания лептина (для всех показателей р < 
0,05), увеличение функциональной коннективности 
гиппокампа.

Антиоксидантное действие Р, будучи универсаль-
ным защитным эффектом, предопределяет, наряду с 
ним, другие терапевтические мишени, механизмы дей-
ствия, объекты влияния и корректируемые патологии. 
К предыдущему сюжету ближе всего метаболический 
синдром. «Модное» сегодня заболевание, распростра-
нившееся почти на половину современных американ-
цев старше 50 лет. Есть сообщения, что Р, активируя 
SIRT1, действует подобно умеренному питанию, сни-
жает все проявления метаболического синдрома: вес, 
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кровяное давление, содержание глюкозы, холестери-
на, липопротеинов в крови, регулируя клеточный энер-
гетический гомеостаз и биогенез митохондрий [22]. 
Однако результаты недавнего масштабного мета-ана-
лиза достоверно подтвердили только один, но очень 
важный, положительный эффект Р при метаболиче-
ском синдроме – снижение уровня холестерина [23]. 
Это совсем не плохой результат метаанализа, учиты-
вая значимость уровня холестерина для метаболиче-
ского синдрома и других патологий. А также тот факт, 
что в таких проверках воспроизводятся не более 10% 
результатов из первичных сообщений, опубликован-
ных в самых респектабельных журналах [24].

 Метаболический синдром предшественник, по-
собник и движитель диабета II типа, сердечно-со-
судистых болезней, когнитивных расстройств. При 
экспериментальном диабете и в клинике Р повыша-
ет чувствительность к инсулину, уменьшает морфо-
логические изменения β-клеток, увеличивает секре-
цию инсулина, улучшает метаболические показатели 
больного, увеличивает экспрессию/активность AMФK 
и SIRT1 в тканях лиц с диабетом 2-го типа [25]. Жиро-
вая ткань – постоянный спутник метаболического син-
дрома и диабета продуцирует адипокины, способству-
ющие воспалению и инсулин-резистентности [26]. Р 
тормозит развитие воспаления, подавляет продукцию 
цитокинов и инфильтрацию макрофагами [27]. Рандо-
мизированное, двойное слепое, плацебо-контролиру-
емое исследование 24 пациентов (12 – Р; 12 – плацебо 
в той же форме) с диагнозом метаболический синдром 
показало, что Р (по 500 мг в течение 3 и 90 сут) суще-
ственно снизил массу тела, жира, окружность талии, 
секрецию инсулина [28]. 

Важно подчеркнуть, что Р – медаль с двумя меди-
цински-значимыми сторонами: лечение и профилак-
тика. Практически для всех современных неинфек-
ционных пандемий нет особо действенных средств 
лечения. К исключениям можно отнести только фи-
зическую нагрузку. Если иметь в виду массовость дей-
ствия, значительно более эффективны сегодня методы 
профилактики. В сфере профилактики Р особо ценен. 
Во-первых: тысячелетиями и на миллиардах «испыту-
емых» проверенным опытом. Во-вторых: дешевизной, 
сравнительно с другими средствами. В-третьих: об-
ширным списком «целей». В-четвертых: сопутствую-
щими применению положительными и, следователь-
но, усиливающими благоприятное действие средства, 
эмоциями. 

Высокая биоактивность и соответственно быстрый 
метаболизм Р ограничивают его лечебный потенциал. 
Для улучшения фармакокинетики в последнее время 

предложено несколько приемов, направленных на по-
вышение эффективности клинического использова-
ния Р. В частности, связывание с наночастицами, ли-
пидными носителями и внутри липосом для повыше-
ния стабильности в пищеварительном тракте и 
пролонгированного высвобождения. [29, 30].

Всеобъемлющее значение антиоксидантных свойств 
Р, как наиболее общей характеристики его действия не 
должно отвлекать внимание исследователей от частно-
стей: антивоспалительного, кардиопротективного, ней-
ропротективного и противоопухолевого действия. В 
комплексе они обеспечивают геропротективный эф-
фект [31]. Создается он способностью Р увеличивать со-
держание таких факторов как AMPK, SIRT1, PGC-1α, 
NF-κβ, антиоксидантные ферменты и регулировать та-
кие процессы как апоптоз, ангиогенез, биогенез мито-
хондрий, глюконеогене́з, липидный метаболизм [32].

Благодаря перечисленным выше свойствам в на-
стоящее время появились сообщения об успешном 
применении Р при ряде «возрастных» патологических 
процессов: ожирении, метаболическом синдроме, ди-
абете 2-го типа, сердечно-сосудистых заболеваниях, 
гипертонической болезни, инсульте, хронической бо-
лезни почек, воспалительных заболеваниях, деменции, 
раке молочной железы, колоректальном раке [33]. 

В теме клинического применения Р сложным, про-
тиворечивым остается вопрос его биодоступности. Ве-
щество мало растворимо и большая доля введенной per 
os дозы остается в печени [34]. Сегодня есть сообще-
ния о существенном повышении антиоксидантной и 
антивоспалительной эффективности Р, примененно-
го в виде нагруженных им наночастиц [35].

Заканчиваю тему Р в клинике одной из «проклятых» 
проблем медицины – болезнью Альцгеймера. Её гума-
нитарная, медицинская, экономическая и, даже, поли-
тическая тяжесть, а также гнетущая, длительная нераз-
решаемость известны. В обширной подборке по этой 
теме в интернете на сайте https://www.alz.org/media/
Documents/alzheimers-facts-and-figures-2019-r.pdf. есть, 
в частности, такой факт, иллюстрирующий трудность 
задачи. Из 244 препаратов прошедших контроль На-
ционального института здоровья (NIH) за 10 лет (2002-
2012) только один был допущен к использованию на 
пациентах с до сих пор неясным результатом. В самом 
свежем обзоре по теме Р – в лечении болезней Аль-
цгеймера и Паркинсона [36] отмечается выраженный 
лечебный эффект Р при экспериментальной болезни 
Альцгеймера у грызунов. Однако в рандомизирован-
ном плацебо-контролируемом исследовании пациен-
тов с AD от легкой до умеренной степени тяжести, по-
лучавших очень низкую дозу Р (5 мг/сут) или плаце-
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бо в течение 1 года можно было наблюдать всего лишь 
меньшее ухудшение (измеряемое с помощью специаль-
ных шкал для оценки прогрессирования AD) у паци-
ентов, получавших Р, однако и эти скромные изме-
нения не были статистически значимыми. В обзоре 
публикуются данные о попытках улучшить фарма-
кокинетику Р созданием его дериватов (имеют в ви-
ду гликозилирование, алкилирование, галогенирова-
ние, гидроксилирование, метилирование и пренили-
рование). Авторы полагают, что таким путем удается 
получать препараты с повышенной биодоступностью и 
фармакологической активностью. Эти препараты дей-
ствовали нейропротективно в экспериментальных мо-
делях болезней Альцгеймера и Паркинсона. Однако, 
авторы подчеркивают необходимость для них допол-
нительных предклинических исследований механиз-
мов действия и токсичности. 

Значительные противоречия результатов и мнений 
о Р в литературе естественны и не должны оборачивать-
ся пренебрежением к веществу со стороны практиче-
ской медицины. Главная причина противоречий гор-
мезисный принцип действия. Следовательно, при неу-
даче первый «подозреваемый» должен быть не препарат, 
а исследователь не сумевший определить и обеспечить 
создание адекватной дозы препарата. Чтение клиниче-
ских отчетов часто не дает оснований для уверенного 
использования результатов в практике. Однако сравни-
тельная безопасность вещества, то обстоятельство, что 
неудача испытания во многих случаях выражается все-
го лишь бесполезностью, а не вредом, и, конечно, факт 
многократно и во многих ситуациях доказанной его эф-
фективности определяют высокую актуальность Р для 
современной медицины. Сотни тысяч лет эволюции 
Homo sapiens, предшествующие миллионы лет эволю-
ции гоминид и всего класса млекопитающих протека-
ли с постоянным потреблением Р. Замечательный успех 
этой эволюции (до последних полутора веков) убежда-
ет в вероятности открытия ещё не известных положи-
тельных воздействий Р на здоровье.
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Рак легкого является многоэтапным процессом с участием генетических факторов и изменений в эпигенетическом регули-
ровании клеточного цикла� Амплификация генов, сверхэкспрессия, точечные мутациии или перестройки ДНК могут при-
вести к постоянной позитивной регуляции митогенных сигналов роста, вследствие чего усиливается онкогенная сигнали-
зация в клетках� В данном обзоре рассматриваются нарушения в 3 сигнальных путях (RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-Akt-mTOR и 
Keap1-Nrf2) при раке легкого� Причинами неконтролируемого роста и пролиферации клеток являются мутации EGFR, KRAS 
и аномальное слияние EML4-ALK, вследствие чего активируются 2 основных пути внутриклеточной сигнализации RAS-RAF-
MEK-ERK и PI3K-Akt-mTOR� Канцерогенез при раке легкого может быть вызван генетическими аберрациями в любых компо-
нентах пути PI3K-Akt-mTOR, его отрицательных регуляторах, взаимосвязанных путях и передаче сигналов через рецепторы 
RTK� Нарушения сигнального пути Keap1-Nrf2, обнаруженные при раке легкого, вызваны соматическими мутациями, поте-
рей гетерозиготности или метилированием ДНК в промоторной области Keap1 и мутациями Nrf2, что приводит к увеличе-
нию накопления Nrf2� Опухоли с высоким уровнем Nrf2 связаны с плохим прогнозом из-за радио- и химиорезистентности и 
агрессивной пролиферации раковых клеток� Гиперактивность Nrf2 помогает автономным злокачественным клеткам выдер-
живать высокие уровни эндогенных активных форм кислорода (АФК) и избегать апоптоза� В этой связи важным подходом 
для профилактики рака является усиление активности Nrf2, тогда как для лечения рака желательно ингибирование Nrf2�
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Lung cancer is a multistep process involving genetic factors and changes in the epigenetic regulation of cell cycle� Gene amplification, 
overexpression, point mutations or DNA rearrangements may lead to continuous positive regulation of mitogenic growth signals result-
ing in enhancement of oncogenic cell signaling� This review focuses on disorders of three signaling pathways (RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-
Akt-mTOR, and Keap1-Nrf2) in lung cancer� The causes for the uncontrolled cell growth and proliferation are EGFR and KRAS mutations 
and the abnormal EML4-ALK merging, which activate two major pathways of intracellular signaling, RAS-RAF-MEK-ERK and PI3K-Akt-
mTOR� Carcinogenesis in lung cancer may result from genetic aberrations in any component of the PI3K-Akt-mTOR pathway, its nega-
tive regulators, interconnected pathways, and the signal transduction through RTK receptors� The disorders of the Keap1-Nrf2 signal-
ing pathway found in lung cancer are caused by somatic mutations, loss of heterozygosity or DNA methylation in the Keap1 promoter 
region and Nrf2 mutations, which lead to an increase in the accumulation of Nrf2� Tumors with high Nrf2 levels are associated with a 
poor prognosis due to their radio- and chemoresistance and aggressive proliferation of cancer cells� The Nrf2 hyperactivity helps auton-
omous malignant cells withstand high levels of endogenous reactive oxygen species (ROS) and evade apoptosis� In this regard, enhanc-
ing the Nrf2 activity is an important approach to prevention of cancer while Nrf2 inhibition is desirable for its treatment�
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Введение

Рак легкого является ведущей причиной смерти от 
онкологических заболеваний у мужчин и женщин, как 
в России, так и за рубежом. Многолетние исследова-
ния показали, что рак легкого является многоэтапным 
процессом с участием генетических факторов и изме-
нений в эпигенетическом регулировании клеточного 
цикла. В результате повреждения ДНК нормальные 
эпителиальные клетки легких подвергаются канцеро-
генному перерождению. В настоящее время неизвест-
но, будут ли восприимчивы к полной злокачественной 
трансформации все эпителиальные клетки легких или 
только некоторое подмножество этих клеток (напри-
мер, легочных эпителиальных стволовых клеток или 
их клеток-предшественников). Кроме того, при нали-
чии нескольких мутаций опухолевые клетки могут при-
обретать дополнительные свойства, нехарактерные для 
нормальных клеток (инвазивность, способность к ми-
грации, адгезии и т.д.) [1-2].

Рак легкого подразделяют на 2 основных типа: мел-
коклеточный рак легкого (МРЛ, SCLC) и немелкокле-
точный рак легкого (НМРЛ, NSCLC). МРЛ является 
очень агрессивным, метастазирующим и смертельным 
типом рака, на долю которого приходится 15%. НМРЛ 
является основным типом рака легкого и его доля со-
ставляет 85% всех случаев рака легкого. НМРЛ включа-
ет аденокарциному легкого, плоскоклеточный рак лег-
кого (ПРЛ, LSCC) и крупноклеточный рак легкого [3-
4]. Пятилетняя выживаемость в популяциях с раком 
легкого составляет от 4 до 17% в зависимости от стадии 
заболевания к моменту верификации диагноза и осо-

бенностей пациента. 5-летняя выживаемость пациен-
тов с 1А стадией НМРЛ составляет 77-92%, с 1В стади-
ей – 68%, с 2А – 60% и 2В – 53% [5-8].

Молекулярные причины канцерогенеза в легких 
находятся в центре внимания современных исследо-
ваний, они могут отражать изменения, происходящие 
в разных классах эпителиальных клеток или различ-
ные молекулярные изменения, происходящие в эпи-
телиальных клетках легочной ткани.

Сигнальные пути онкогенов и факторов роста. Ак-
тивация онкогенов происходит, вероятно, во всех слу-
чаях рака легкого (как правило, путем амплификации 
гена, сверхэкспрессии, точечной мутациии или пере-
строек ДНК) и может привести к постоянной позитив-
ной регуляции митогенных сигналов роста, которые 
вызывают рост клеток, вследствие чего клетка стано-
вится зависимой от онкогенной сигнализации [9-33].

В настоящее время предпринимаются все новые 
шаги по выявлению молекулярных мишеней для лече-
ния рака легкого. Мутация EGFR (Epidermal growth 
factor receptor, рецептор эпидермального фактора ро-
ста) и аномальное слияние EML4 –ALK (EML4 – Echi-
noderm Microtubule Associated Protein Like 4, ALK – An-
aplastic lymphoma kinase) активируют 2 основных пути 
внутриклеточной сигнализации, RAS-RAF-MEK-ERK 
и PI3K-Akt-mTOR, которые приводят к неконтроли-
руемому росту и пролиферации клеток. Сигнальный 
путь PI3K-Akt-mTOR является одним из путей, уча-
ствующих в канцерогенезе немелкоклеточного рака 
легкого (НМРЛ) [10]. Молекулярные и гистологиче-
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ские особенности пациентов с раком легкого представ-
лены в таблице [11-33].

PI3K/AKT/MT OR путь. Физиологически путь 
PI3K-Akt-mTOR (PI3K– Phosphoinositide 3-kinases, 
Akt – AKT-serine/threonine kinase 1, mTOR – mecha-
nistic target of rapamycin) активируется связыванием 
лиганда с тирозинкиназными рецепторами (receptor 
tyrosine kinase, RTK), такими как EGFR, ErbB3, MET, 
PDGFR, VEGFR, IGF-1R, HER2/neu, что приводит 
к сборке и активации фосфатидилинозитол-3-киназ 
(PI3Ks) в клеточной мембране, где они превраща-
ют фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат (PIP2) в 
фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат (PIP3). Одно-
временно может быть активирован путь Ras-Raf-MAPK, 
пересекающийся с сигнальным путем PI3K-Akt-mTOR. 
PIP3, образованный на клеточной мембране, действу-
ет как вторичный мессенджер, который связывается с 
Akt и способствует его фосфорилированию по остат-
ку Thr308 в каталитическом домене фосфоинозитид-
зависимой киназой 1 (PDK1) и по остатку Ser473 в 
C-концевом гидрофобном мотиве mTORC2. Это при-

водит к полной активации Akt, благодаря чему проис-
ходит фосфорилирование и инактивация комплекса 
TSC2-TSC1, который является ГТФаза-активирующим 
белком (GAP) для гомолога Ras (RHEB). Кроме того, ак-
тивированный AKT фосфорилирует ряд белков, кото-
рые включают киназы (GSK-3α / β, IκKalpha), ингиби-
торы клеточного цикла (CDKN1A, CDKN2B), факторы 
транскрипции (FOXO1, FOXO3a) и / или белки, участву-
ющие в апоптозе (Bad, прокаспазу-9) [34]. TSC2 инак-
тивируется также ERK-Rsk. В результате этого активи-
руется комплекс mTORC1, который фосфорилирует ки-
назу p70 S6 и 4E-связывающий белок 1 (4EBP1), 4EBP2 
и 4EBP3, что приводит к увеличению переноса белка, 
биогенезу рибосом и ингибированию аутофагии, про-
лиферации и выживанию клеток [10] (рисунок).

Нарушение сигнализации PI3K-Akt-mTOR при НМРЛ. 
Канцерогенез является результатом способности рако-
вых клеток поддерживать пролиферативную сигнали-
зацию, уклоняться от супрессоров роста, активировать 
инвазию и метастазы, способствовать репликативному 
бессмертию, индуцировать ангиогенез и сопротивлять-

Таблица

Молекулярные и гистологические особенности рака легкого.

Мутации Молекулярные особенности Частота Гистология Ссылки

EGFR Более 90% делеции экзона 19 и мутации 
экзона 21 (Leu858Arg)

17-21% Главным образом аденокар-
цинома, нечасто плоскокле-
точная карцинома (ПК,SCC)

11-19

HER2 Активирующие вставки экзона 20 2% НМРЛ, из них 35% 
сверхэкспрессия,  

10% амплификация

Аденокарцинома 11, 12

KRAS Точечные мутации кодона 12 (более 90%) и 
кодона 13 (менее 10%)

25% аденокарцинома, 
5% ПК

Главным образом аденокар-
цинома, реже ПК

11, 12, 19-
21

BRAF Активирующие мутации  
тирозинкиназного домена

50% мутация Val600Glu

2-5% Главным образом аденокар-
цинома

11, 12, 22

MET 
(MEK)

Мутации пропуска экзона 14 4% аденокарцинома, 1% 
ПК

Аденокарцинома 11, 12, 23

ALK Слияние генов партнеров с экзоном 20  
гена ALK (перегруппировка ALK-EML4)

2-7% НМРЛ Главным образом аденокар-
цинома

11, 12, 24

PIK3CA Соматические мутации в экзонах 9 и 20 1-5% НМРЛ
6,5% ПК

1,5% адено карцинома

ПК, реже аденокарцинома 12

PTEN Метилирование промоторов (24%) 6–9% МРЛ 25, 26

Активация miR-21 и потеря PTEN  
в хромосоме 10 (24–44%)

KEAP1 Точечные мутации (G430C, G364C и 
R470C) или Делеция

20% аденокарцинома Аденокарцинома 26-29

Nrf2 Потеря экзона 2 1-4% НМРЛ ПК, реже аденокарцинома 29-33

Примечание. Описание данных таблицы в тексте.
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ся клеточной гибели [35]. Многие исследования пока-
зали, что избыточная экспрессия фосфорилированно-
го Akt при НМРЛ составляет 50-70%, что указывает на 
то, что аномальная активация пути PI3K-Akt-mTOR яв-
ляется частым событием [34]. Условная активация сиг-
нального пути PI3K-Akt-mTOR может быть результа-
том генетических аберраций в любых компонентах пу-
ти PI3K-Akt-mTOR, его отрицательных регуляторах, 
взаимосвязанных путях и передаче сигналов через ре-
цепторы RTK, что приводит к аномальному росту и про-
лиферации клеток (рисунок). Мутация EGFR и увели-
ченные копии, мутация и амплификация МЕТ и пере-
группировка EML4-ALK являются примерами 
генетических изменений, которые могут привести к 
аномальной передаче сигналов RTK [11, 12].

Кроме того, путь PI3K-Akt-mTOR перекликается с 
Ras-Raf-MEK-ERK-Rsk, поэтому мутации KRAS так-
же играют определенную роль. Некоторые из этих ге-
нетических изменений более распространены в ряде ги-
стологических подтипов НМРЛ, чем другие. Мутации 
EGFR, KRAS и перегруппировка EML4-ALK чаще 
встречаются при аденокарциноме, чем плоскоклеточ-
ный рак, тогда как амплификация PIK3CA чаще встре-

чается при плоскоклеточной карциноме (ПК), чем кар-
цинома без плоскоклеточного рака (таблица 1) [10].

Мутации PI3KCA выявлены у 2% пациентов с 
НМРЛ. PI3KCA фосфорилирует PIP2 с образованием 
PIP3, тогда как фосфатаза PTEN, напротив, дефосфо-
рилирует PIP3. Следовательно, PTEN подавляет сиг-
нальный путь PI3K/Akt/mTOR [36-39].

Нарушения в МАР-киназных сигнальных путях так-
же могут вызвать канцерогенез. Митоген-активиро-
ванная протеинкиназа (MAPK) является важным сиг-
нальным путем в ответ на внеклеточные стимулы. Су-
ществует 5 основных компонентов MAP-киназных 
сигнальных путей: ERK (ERK1 / ERK2), c-Jun N (JNK 
/ SAPK), p38 MAPK (p38α, p38β, p38γ и p38δ) и ERK3 
/ ERK4 / ERK5. При стимуляции внеклеточными сти-
мулами запускаются MAPK сигнальные пути, которые 
связаны с множественными биологическими процес-
сами, такими как пролиферация, дифференцировка 
клеток, смерть, миграция, инвазия и воспаление. Од-
нако после аномальной активации возможна инициа-
ция канцерогенеза. Несколько компонентов сети 
MAPK уже были предложены в качестве целей в тера-
пии рака, таких как p38, JNK, ERK, MEK, RAF, RAS 

Нарушение сигнальных путей при онкогенезе� Обозначения: R – рецепторы, связанные с G-белком, рецепторы цитокинов, рецепторы RTK (EG-
FR, PDGFR, VEGFR, ErbB, KIT, MET, IGFR)� * обозначают возможные мутации� Описание мутаций в таблице 1�
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и DUSP1. Среди них при канцерогенезе у человека 
наиболее часто отмечались изменения в пути RAS-
RAF-MEK-ERK-MAPK (RAS-MAPK) [40.]

Путь JNK. JNK (c-Jun N-terminal kinase) кодируют-
ся тремя генами JNK1, JNK2 и JNK3. Подтипы JNK1 / 2 
повсеместно экспрессируются, тогда как JNK3 обнару-
жены, главным образом, в семенниках и головном моз-
ге. JNK является важным медиатором апоптоза и клеточ-
ной пролиферации, индукция которого происходит в от-
вет на различные химиотерапевтические агенты и 
клеточные стрессы, включая тепловой шок, ионизирую-
щее излучение, окислительный стресс. JNK обычно ак-
тивируется MKK7 и MKK4. Исследования показывают, 
что JNK1 и JNK2 участвуют в сенсибилизации к гибели 
клеток, индуцированной цисплатином. Увеличение уров-
ней активных форм кислорода (АФК) опосредуют акти-
вацию JNK при ингибировании P38 MAPK. На самом 
деле, существуют некоторые взаимодействия между JNK 
и MAPK-каналом. Изоформы JNK могут стимулировать 
MAPK p38, в то время как многие MAPKKK в модуле p38 
совместно используются модулем JNK [40].

Путь P38MAPK. Как указано выше, пути p38 
MAPK и JNK могут пересекаться на нескольких уров-
нях, главным образом в недетерминированных клет-
ках. Существует 4 изоформы p38 (p38α, p38β, p38γ и 
p38δ), также известного как стресс-активированная 
протеинкиназа (SAPK) 2a, 2b, 3 и 4 соответственно, ко-
торые различаются по распределению в тканях; p38 
MAP-киназа избирательно активируется MAPK-
киназами (MKK3/6) и механизм опосредуется двой-
ным фосфорилированием в мотиве Thr-Gly-Tyr. Они 
опосредуют выживаемость клеток или клеточную ги-
бель в зависимости не только от типа стимула, но так-
же и от типа клеток. В клетках SAPKs/JNKs и p38 пло-
хо активируются митогенами, но сильно активируют-
ся в ответ на стресс-сигналы [40].

Как правило, p38MAPK может играть важную роль 
при раке легкого, предстательной железы, молочной 
железы, мочевого пузыря, печени, трансформирован-
ной фолликулярной лимфоме и лейкемии. Снижение 
активности p38 имеет много общего с раком, посколь-
ку непрерывная клеточная пролиферация требует ак-
тивности p38 у большинства изученных новообразова-
ний, которая осуществляется путем активации ниже-
стоящих мишеней. Более того, антиканцерогенное 
действие p38MAPK связано как с активацией p53, так 
и с апоптозом, вызванным p53 [40].

p53 путь. TP53 (17p13) кодирует фосфопротеин, ко-
торый предотвращает накопление генетических повреж-
дений в дочерних клетках. В ответ на клеточный стресс, 
р53 индуцирует экспрессию нижестоящих генов, таких 

как ингибиторы циклин-зависимой киназы (CDK), ко-
торые регулируют контрольные точки сигналов клеточ-
ного цикла, в результате чего клетки не могут пройти 
фазу G1, что позволяет начаться репарации ДНК или 
процедуре апоптоза [41]. p53-инактивирующие мутации 
являются наиболее распространенными изменениями 
в легких. Изменения в хромосомах 17p13 часто связаны 
с удалением и мутационной инактивацией в оставших-
ся аллелях. Некоторые точечные мутации в TP53 могут 
придать фенотипу усиление функции, что приводит к 
увеличению агрессивности рака легкого. Из-за распро-
страненности p53-инактивирующих мутаций в раковых 
клетках человека многочисленные усилия исследовате-
лей были сосредоточены на терапевтических стратеги-
ях с целью восстановления нормальной функции р53. 
Они включают в себя повторное введение дикого типа 
р53 с помощью генной терапии, фармакологическую 
реактивацию мутантного р53 небольшими молекулами 
и пептидами, блокирование MDM2, ингибирование 
MDM2 убиквитинлигазной активности, и ориентации 
р53-MDM2 на взаимодействие с низкомолекулярными 
ингибиторами. В естественных условиях происходило 
восстановление экспрессии р53 в субпопуляции опухо-
левых клеток, что указывало на положительный тера-
певтический эффект [42]. Частота мутаций TP53 при 
МРЛ составляет от 75% до 90%, что указывает на то, что 
потеря этого гена является важным событием в начале 
развития МРЛ [43, 44].

Путь ERK (extracellular signal-regulated kinase). ERK1 
и ERK2 являются ключевыми преобразователями сиг-
налов пролиферации, дифференцировки и выживания 
(рисунок). Первоначально было установлено, что ERK 
фосфорилируется по остаткам Tyr и Thr и экспресси-
руется почти во всех тканях, что влияет на рост клеток 
путем прогрессирования G1-S-фазы. ERK3 ответстве-
нен за пролиферацию клеток, прогрессирование кле-
точного цикла и дифференцировку клеток, тогда как 
функция ERK4 остается неизвестной; ERK5 (также из-
вестный как BMK) активируется различными раздра-
жителями, такими как окислительный стресс и факто-
ры роста, и необходим для раннего эмбрионального 
развития, развития сосудистой системы, а также для 
выживаемости клеток [40].

MAPK и рак легкого. Курение табака, пол, этническая 
принадлежность, возраст, окружающая среда, диета, 
ожирение, инфекции, заболевания легких или обструк-
ции дыхательных путей - все это во многом способству-
ет возникновению рака легкого. Кроме того, развитию 
рака легкого способствуют множественные мутации ге-
нов, из которых 90% приходятся на KRAS, благодаря че-
му происходит активация сигнального пути RAS/RAF/
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MEK/MAPK [40]. При НМРЛ в 50-90% раковых клеток 
характерна избыточная экспрессия или аберрантная ак-
тивация EGFR. Дисбаланс между MKK6 и MKK3 может 
быть потенциальным биомаркером для НМРЛ [40].

RAS/RAF/MEK/MAPK путь. Одним из основных эф-
фекторов RAS/RAF/MEK/MAPK пути является прото-
онкоген MYC. В нормальных условиях этот фактор 
транскрипции контролирует клеточную пролиферация 
(рисунок). Однако аберрантное изменение его свойств че-
рез активацию или сверхэкспрессию обычно обнаружи-
вается в раковых клетках легкого. Протоонкоген Мус и 
члены его подсемейства (MYC, MYCN и MYCL) явля-
ются объектами сигнализации RAS (Retrovirus Associat-
ed DNA Sequences) и ключевыми регуляторами проли-
ферации, для которой необходима активация Мус, что 
приводит клеточный цикл к непрерывной репликации. 
Активация членов MYC часто происходит посредством 
амплификации гена. MYC наиболее часто активируется 
при НМРЛ, в то время как другие два гена, MYCN и MY-
CL, как правило, активизируется при МРЛ [45].

Белки Ras являются важными медиаторами кле-
точной передачи сигналов. Существует широкий 
спектр белков Ras-эффектора, в частности Raf (MAP-
киназный путь), PI3-киназа (путь Akt/mTOR) и 
RalGDS (путь Ral). Эти эффекторы (которые представ-
ляют собой только подмножество нижележащих сиг-
нальных узлов Ras) очень сложны с многочисленны-
ми взаимодействиями между путями. Нарушение ре-
гуляции Ras приводит к увеличению пролиферации, 
уменьшению апоптоза, нарушению клеточного мета-
болизма и усилению ангиогенеза, что является отли-
чительными признаками канцерогенеза [46, 47].

Сигнальные пути RAS/RAF/MEK/МАРК при раке 
легкого. Активация пути RAS/RAF/ МЕК / МАРК ча-
сто встречается при раке легкого вследствие активиру-
ющих мутаций в KRAS, которые происходят пример-
но в 20% случаев рака легкого, особенно при адено-
карциномах (таблица) [11, 12, 19-21]. При раке легкого, 
90% мутаций находится в KRAS (80% в кодоне 12, а 
20% в кодонах 13 и 61). В результате подобных мута-
ций происходит активация нижестоящих сигнальных 
путей, таких как PI3K и MAPK, вызывающих возник-
новение опухолей KRAS, независимо от EGFR сигна-
лизации и, следовательно, устойчивых к проводимой 
химиотерапии (рисунок, таблица) [11, 12, 19-21].

KRAS мутации являются взаимоисключающими с 
мутациями EGFR и ERBB2 и, прежде всего, наблюда-
ются в легких при диагностировании аденокарциномы 
у курильщиков [32]. Распространенность и значимость 
KRAS в легких при развитии опухолевого процесса де-
лают его привлекательной терапевтической мишенью. 

В последнее время усилия были сосредоточены на ни-
жестоящих эффекторах передачи сигналов RAS: RAF-
киназы и МАРК / MEK-киназы [11, 12, 48-50]. Кроме 
того, также обнаружено, что прогрессирование рака лег-
кого вызвано изменениями генов в пути Keap1-Nrf2.

Keap1-Nrf2 сигнальный путь. Путь Keap1-Nrf2 явля-
ется основным регулятором цитопротективных ответов 
на эндогенные и экзогенные стрессы, вызванные АФК 
[51, 52]. Ключевыми сигнальными белками в пути яв-
ляются фактор транскрипции Nrf2 (Nuclear factor (ery-
throid-derived 2)-like 2), и Keap1 (Kelch-like ECH-associ-
ated protein 1), репрессорный белок, который связыва-
ется с Nrf2 и способствует его деградации по пути 
протеосомного убиквитинирования (рисунок). Окисле-
ние остатков цистеина C151, C273 и C288 изменяют 
конформацию Keap1, приводящую к освобождению и 
ядерной транслокации Nrf2 [53]. В ядре Nrf2 связыва-
ется с антиоксидант-респонзивным элементом (ARE) 
и запускают экспрессию генов-мишеней Nrf2, таких как 
NAD(P)H-хинон-оксидоредуктаза 1 (NQO1), гем-
оксигеназа 1 (HMOX1), глутамат-цистеиновая лигаза 
(GCL) и глутатион-S-трансфераза (GST) (рисунок) [52]. 
Важно заметить, что сигнальный путь Keap1-Nrf2 пере-
секается с описанными выше сигнальными путями 
RAS-RAF-MEK-ERK и PI3K-Akt-mTOR. На активность 
Nrf2 влияют МАР-киназы ERK 1/2, JNK2, p38 MAPК, 
MEKK 3/4. В частности, p38 MAPК ингибирует Nrf2, 
тогда как ERK2 и JNK, напротив, активируют сигналь-
ный путь Keap1-Nrf2, а киназы PERK и PIP3 усилива-
ют транслокацию Nrf2 в ядро (рисунок) [54].

Все большее число исследований показывают, что 
нарушения пути Keap1-Nrf2, обнаруженные при раке 
легкого, включают соматические мутации, потерю ге-
терозиготности или метилирование ДНК в промотор-
ной области Keap1, а также мутации Nrf2 [55-56]. Со-
матические изменения в Keap1 были впервые обнару-
жены как в клеточных линиях рака легкого, так и в 
опухолевых тканях легких. Аберрантный Keap1 нару-
шает связь между Keap1 и Nrf2, что приводит к увели-
чению накопления Nrf2. Атлас генома рака (TCGA) не-
давно профилировал 178 плоскоклеточных карцином 
(ПК, SQCC) для комплексной геномной характеристи-
ки. Данные показали, что мутации или делеции в Nrf2, 
Keap1 и CUL3 наблюдались в 34% опухолей [55, 56]. В 
другом исследовании было рассмотрено 213 соматиче-
ских мутаций в Keap1, а затем было описано 18 общих 
мутаций при ПРЛ. Из этих 18 мутаций 4 (L231V, S224Y, 
P318L и R71L) не влияли на ингибирующее действие 
NRF2, 5 (N469fs, P318fs, G333C, R554Q и W544C)  – 
влияли на ассоциацию Keap1-Nrf2 и способность Keap1 
подавлять Nrf2, остальные сайты мутаций показали ги-
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поморфное подавление Nrf2 [55]. Соматические мута-
ции в Nrf2 или Keap1 нарушают взаимодействие этих 2 
белков. В Nrf2 мутации влияют на ETGE и DLG-
мотивы, но в Keap1 мутации более равномерно распре-
делены. Кроме того, активация онкогена, такая как 
KrasG12D, [51-53, 56], или нарушение супрессоров опу-
холей, таких как PTEN [57], может привести к транс-
крипционной индукции Nrf2 и увеличению ядерного 
Nrf2. Гиперметилирование промотора Keap1 при раке 
легкого приводит к уменьшению экспрессии мРНК 
Keap1, что увеличивает накопление Nrf2 в ядре [58]. К 
настоящему времени известно, что мутации в KEAP1, 
ингибиторе NRF2, присутствуют примерно в 20% аде-
нокарцином легкого человека (таблица) [26-29, 59].

У пациентов с раком легкого также были обнару-
жены параллельные мутации KRAS с ТР53 (39%) и с 
KEAP1 (24%). Совместные мутации KRAS и KEAP1 
связаны с более коротким сроком выживания [39].

В физиологических условиях низкие уровни ядер-
ного Nrf2 достаточны для поддержания клеточного го-
меостаза. Nrf2 ингибирует инициирование опухоли и 
метастазы рака, устраняя канцерогены, АФК и другие 
ДНК-разрушающие агенты. Во время опухолегенеза 
накопление повреждений ДНК приводит к конститу-
тивной гиперактивности Nrf2, которая помогает авто-
номным злокачественным клеткам выдерживать вы-
сокие уровни эндогенных АФК и избегать апоптоза. 
Устойчиво повышенные уровни ядерного Nrf2 акти-
вируют метаболические гены в дополнение к цитоза-
щитным генам, способствующим метаболическому пе-
репрограммированию и усиленной клеточной проли-
ферации. Опухоли с высоким уровнем Nrf2 связаны с 
плохим прогнозом из-за радио- и химиорезистентно-
сти и агрессивной пролиферации раковых клеток. Та-
ким образом, активность пути Nrf2 защищена на ран-
них стадиях опухолевого генеза, но вредна на более 
поздних стадиях. Поэтому для профилактики рака уси-
ление активности Nrf2 остается важным подходом, тог-
да как для лечения рака желательно ингибирование 
Nrf2 [51, 60].

Заключение

Причинами неконтролируемого роста и пролифе-
рации клеток при НМРЛ являются мутации в сигналь-
ных путях RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-Akt-mTOR и 
Keap1-Nrf2, которые взаимосвязаны друг с другом (ри-
сунок). Развитию рака легкого способствуют множе-
ственные мутации генов, из которых 90% приходится 
на KRAS, благодаря чему происходит активация сиг-
нального пути RAS/RAF/MEK/MAPK. При НМРЛ в 
50-90% раковых клеток характерна избыточная экс-

прессия или аберрантная активация EGFR. Мутация 
EGFR и увеличенные копии, мутация и амплифика-
ция МЕТ и перегруппировка EML4-ALK являются 
примерами генетических изменений, которые могут 
привести к аномальной передаче сигналов по путям 
RAS-RAF-MEK-ERK и PI3K-Akt-mTOR (таблица). 
Кроме того, p53-инактивирующие мутации также ча-
сто встречаются в легких и связаны с увеличением 
агрессивности рака легкого. Особое место занимает 
сигнальный путь Keap1-Nrf2, поскольку он является 
основным регулятором цитопротективных ответов на 
эндогенные и экзогенные стрессы вызванные АФК. 
Активация онкогена KrasG12D или нарушение супрес-
сора опухолей PTEN может привести к транскрипци-
онной индукции Nrf2 и увеличению ядерного Nrf2. С 
одной стороны, Nrf2 ингибирует инициирование опу-
холи и метастазы рака, устраняя канцерогены, АФК и 
другие ДНК-разрушающие агенты. Однако, с другой 
стороны, связанное с канцерогенезом накопление по-
вреждений ДНК, приводит к конститутивной гиперак-
тивности Nrf2, что помогает автономным злокаче-
ственным клеткам выдерживать высокие уровни эн-
догенных АФК и избегать апоптоза. Следовательно, 
усиление активности Nrf2 необходимо для профилак-
тики рака легкого, тогда как для лечения рака жела-
тельно ингибирование Nrf2. В этой связи в настоящее 
время проводится большое число исследований по тар-
гетному лечению различных видов рака, при которых 
действие химиопрепаратов направлено на конкретные 
звенья сигнальных путей, позволяя регулировать про-
лиферацию и выживание опухолевых клеток.
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Введение. Уромодулин является основным белком присутствующим в моче  в норме, его физиологическая роль очень раз-
нообразна� Оценка его вклада в стабилизацию коллоида мочи в норме и при различных патологических состояниях тре-
бует детального исследования олигомерных форм, присутствующих в моче, их структуры и функций� Цель работы – изу-
чение структурных особенностей олигомерных форм белка уромодулина в моче здоровых добровольцев и пациентов с 
подтверждённым уролитиазом и выявление связи структуры белка и его роли в стабилизации коллоида мочи� 
Методика. Методом динамического рассеяния света, анализом треков наночастиц и измерением дзета-потенциала изу-
чены биофизические свойства изоформ уромодулина (UM), присутствующего в нативной моче в виде олигомерных форм, 
из которых можно выделить 2 основные: UM(7) – глобулярная молекула массой 7MDa, характеризуется гидродинамиче-
ским радиусом Rh=90-100 нм и отрицательным поверхностным зарядом величиной 25 – 30 мВ; UM(28) – массой 28MDa 
обладает палочкоподобной структурой с гидродинамическим радиусом Rh=200-300 нм и существенно меньшим по вели-
чине поверхностным зарядом 0 – -7 мВ� 
Результаты. В норме в моче UM(7) является доминантной формой, при этом вклад UM(28) либо отсутствует, либо незначи-
телен� При уролитиазе доля UM(7) радикально уменьшается и вклад UM(28) становится основным� В модельных экспери-
ментах показаны различия этих переходов в моче здоровых лиц и пациентов с уролитиазом в зависимости от величины 
pH и концентрации одновалентных катионов: натрия, калия и аммония� 
Заключение� На основании полученных данных существенно расширено представление о саногенетической системе 
коллоидного гомеостаза мочеобразования и патогенезе кристаллогенеза� Аппроксимация выдвинутой концепции раз-
вития патологического кристаллогенеза в клиническую практику расширяют информативность превентивной диагно-
стики уролитиаза�
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Introduction. Uromodulin is the major protein, which is normally present in urine and plays multiple physiological roles� Evalu-
ation of the uromodulin contribution to stabilization of urinary colloids in normal and various pathological conditions requires a 
comprehensive study of uromodulin oligomeric forms occurring in urine, their structure and functions� 
The aim of this work was studying structural features of uromodulin oligomeric forms in the urine of healthy volunteers and patients 
with confirmed urolithiasis and identifying a relationship between the protein structure and role in stabilization of urinary colloids� 
Methods. Dynamic light scattering (DLS), nanoparticle tracking analysis (NTA), and measurement of zeta potential were used to 
study biophysical properties of uromodulin (UM) isoforms� UM is present in native urine as oligomeric forms, including two major 
ones: i) UM (7), a 7MDa globular molecule characterized by a hydrodynamic radius Rh = 90-100 nm and a negative surface charge 
of 25-30 mV and ii) UM (28), a rod-like 28MDa molecule with a hydrodynamic radius of Rh=200-300 nm and a significantly lower 
surface charge of 0 –-7 mV� 
Results� Normally, UM (7) is a dominant form in urine whereas the UM (28) contribution is either non-existent or minor� In uro-
lithiasis, the proportion of UM (7) decreases drastically, and the contribution of UM (28) becomes primary� Model experiments 
showed differences between these transitions in the urine of healthy individuals and patients with urolithiasis depending on pH 
values and concentrations of monovalent cations, including sodium, potassium, and ammonium� 
Conclusion� The study results considerably expanded the concept of the sanogenetic system of colloidal homeostasis in urine for-
mation and the pathogenesis of crystallogenesis� Approximating the proposed concept of pathological crystallogenesis in clini-
cal practice expands the informative value of preventive diagnosis of urolithiasis�

Keywords: uromodulin, Tamm-Horsfall protein, dynamic light scattering, nanoparticle tracking analysis, zeta potential, titration, 
urolithiasis 
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Введение

Уромодулин, ранее позиционируемый как «белок 
Тамма-Хорсфалла» (UM), представляет собой глико-
протеин открытый I. Tamm и F.L. Horsfall в 1950 г. 
[1]. UM – специфичный почечный белок массой 95 
кDа, кодируемый геном UMOD, расположенным в 
хромосоме 16p12.3 [2], является мажорным белком, 
выделяемым с мочой в объеме от 20 до 100 мг в норме 
[3]. Уникальный «протеом мочеобразования» синте-
зируется исключительно в эпителиальных клетках, 
выстилающих дистальные канальцы толстого сег-
мента восходящего колена петли Генле (TAL). Пред-
полагается, что UM играет существенную роль в ре-

гуляции водно-электролитного баланса и широкого 
диапазона физико-химических условий мочеобра-
зования [8, 9]. Формирование посттрансляционных 
изоформ белка проявляется способностью к пато-
логическому гелеобразованию [10], снижению мест-
ного иммунитета и, следовательно, к развитию ин-
фекции мочевыводящих путей [11, 12]. Нарушения 
апикальной мембраны почечного канальца с разви-
тием уромодулинемии индуцирует интерстициаль-
ное воспаление, приводящее к прогрессирующему 
фиброзу, следовательно развитию хронической бо-
лезни почек [13]. 
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В работе использован биоматериал (моча) паци-
ентов, наблюдавшихся в урологическом отделении 
клиники ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова (Санкт-
Петербург). Были получены информированные со-
гласия пациента и одобрениие локального этиче-
ского комитета. Верификация диагноза проводилась 
на основании комплекса клинических признаков и 
данных инструментального обследования. Критери-
ем включения являлась верификация методом ИК-
спектроскопией (Фурье-спектрометр ALPHA, «Bruker 
Optik GmbH», Германия) мпреимущественно оксалат-
ных конкрементов, отделяемых и/или удаленных при 
хирургическом пособии или дистанционной литотрип-
сии. Гендерное распределение в группе больных соста-
вило: мужчин – 45 (45%), женщин – 55 (55%). Сред-
ний возраст больных составил 46,5±1,8 лет, возраст при 
возникновении заболевания – 39,9±1,4 лет, продол-
жительность заболевания – 6,6±3,9 лет. Контрольная 
группа была сформирована из 40 практически здоро-
вых добровольцев: 22 женщины в возрасте от 19 до 47 
лет и 18 мужчин в возрасте от 18 до 44 лет.

Выделение THP из мочи. Для выделения UM из био-
логического материала использован метод высалива-
ния 0.6М NaCl [1]. Качество очистки контролировали 
методом денатурирующего электрофореза в ПААГ. 

Метод динамического рассеяния света. Метод ди-
намического рассеяния света (DLS) основан на вза-
имодействии монохроматического когерентного из-
лучения со светорассеивающими частицами иссле-
дуемой жидкости. Информация о всех динамических 
процессах в изучаемой системе содержится в спек-
тре флуктуаций света, рассеянного на частицах в рас-
творе. Использована гетерогенная схема, при кото-
рой на фотоприемнике совмещаются фронты 2 лу-
чей (рассеянного и опорного). В качестве опорного 
пучка использовалось лазерное излучение под углом 
90°, которым облучается исследуемая система [14, 
15]. Результат измерений представляется в виде ги-
стограммы распределения частиц по размерам, в ко-
торой ось абсцисс – шкала размеров в нанометрах, 
ось ординат – вклад в общее рассеяние образца ча-
стиц данного размера в процентах. При этом сум-
марное рассеяние всех частиц образца принимается 
за 100%. Для каждого образца измерения проводи-
ли не менее 5 раз; данные, полученные в результате 
регуляризации, усредняли. 

Метод анализа траекторий наночастиц (NTA). Ме-
тод анализа траекторий наночастиц (NTA; NanoSight® 
LM10, Malvern Instruments, Великобритания: синий ла-

зер (45 мВт при 488 нм) и камера C11440-5B (Hamamatsu 
photonics K. K., Япония) использован для измерения 
гидродинамического диаметра и концентрации частиц 
UM. Суспензию, приготовленную посредством разве-
дения исходного образца в PBS, пропускали через про-
точную кювету NanoSight®. Для записи и анализа полу-
ченных результатов использовалось программное обе-
спечение NTA 2.3. При анализе записей длительностью 
30-60 с оценивались следующие параметры: средний ги-
дродинамический диаметр, мода распределения, стан-
дартное отклонение и концентрация суспензии.

Титрование pH и концентрации одновалентных ио-
нов. Для выяснения влияния рН и концентрации одно-
валентных катионов на олигомерные формы UM гото-
вили универсальный буфер из смеси уксусной фосфор-
ной и борной кислот в эквимолярном соотношении 
по 40 мМ каждая [16]. До нужного рН смесь доводит-
ся 200 мМ NaOH. В выбранном диапазоне рН ионная 
сила (IF) буферного раствора колебалась от 123 мМ 
для рН –2.56 до 136 мМ для рН –9.91. Для получения 
необходимой ионной силы раствор буфера либо раз-
бавляли дистиллированной водой, до нужной концен-
трации, либо доводили до нужной концентрации 1М 
или 3М раствором NaCl. Аликвоты белка, выделенно-
го и очищенного как описано выше, разбавлялись бу-
фером в соотношении 1:1000 и помещались в кювету 
лазерного корреляционного спектрометра «ЛКС-03» 
(Сертификат Госстандарта Ru.С39.022А № 17157) для 
измерения размеров частиц. Измерения проводили в 
полосе 2048 Гц. По результатам измерений вычисляли 
среднее значение, дисперсию и стандартное отклоне-
ние размера частиц и их вклада в рассеяние для каж-
дого пика гистограммы распределения частиц по раз-
мерам. Для формы UM(7) (Rh = 100 нм) строили кри-
вые зависимости вклада в рассеяние от рН раствора для 
каждой ионной силы отдельно. Были получены семей-
ства таких кривых для нормального UM, UM больных 
МКБ очищенного с помощью диализа, и UM который 
не удалось очистить диализом.

Для выяснения различий в действии одновалент-
ных катионов буферные растворы готовили также, 
только NaOH заменяли на KOH или водный раствор 
аммиака, а NaCl на KCl или NH4Cl. После этого к 
растворам добавляли водный раствор UM в соотно-
шении 1:1000.

Метод атомно-силовой микроскопии. Для атомно-
силовой микроскопии использовали сканирующий 
зондовый микроскоп Solver-Bio (NT-MDT, Россия). 
Раствор образца в концентрации 1 мг/мл наносили на 
поверхность слюды (сразу после расщепления, freshly-
cleaved mica) инкубировали в течение 60 с и отмывали 
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три раза 50 мкл деионизованной воды при помощи 
сэмплера. Высушивали образец при помощи сжатого 
воздуха, затем проводили сканирование образца в по-
луконтактном режиме с использованием зонда NSG03 
(NT-MDT, Россия). Для обработки изображений ис-
пользовали программу NT-MDT Image Analysis.

Результаты и обсуждение

В настоящее время принято считать, что форма 
UM(7) характерна для нормы, в то время как UM(28) 
характерна для пациентов с уролитиазом1. Различие во 
фракционном составе олигомерных форм UM под-
тверждаются диффузометрическими методами, дина-
мическим рассеянием света (рис.1) и NTA (рис. 2). Для 
образцов мочи полученных от здоровых добровольцев 
характерен пик в области 90-100 нм (Rh = 100 нм), ха-
рактерный для олигомерной формы UM(7). Для об-
разцов, полученных от пациентов с МКБ, характерен 
пик в области 200 нм и более, данный пик соответству-
ет UM(28), при этом происходит сдвиг первого пика в 
область меньших размеров (60-70 нм).

Данные, полученные методом NTA, частично под-
тверждают результаты корреляционной спектроско-
пии (рис. 2). В образцах от здоровых добровольцев, ме-
диана распределения составляет 126±6 нм, мода – 
112±5 нм. Существенные отличия наблюдаются при 
МКБр: распределение имеет более пологий вид, меди-
ана составляет 296±28 нм, мода –260±23 нм, т.е. ха-
рактерен пик с размером, соответствующим UM(28).

Данные о различиях форм UM(7) и UM(28) полу-
чены на основании данных атомносиловой микроско-
пии (рис. 3). Для UM(7) характерна глобулярная струк-
тура представляющая из себя стохастический клубок, 
а UM(28) представляет собой палочкоподобную струк-
туру с большим соотношением длинны к толщине 
(>40). Результаты микроскопии подтверждают данные, 
полученные диффузометрическими методами, отно-
сительно размеров олигомерных форм.

Зависимость соотношения олигомерных форм UM 
от физико-химических свойств раствора. Тот факт, что 
форма UM(28) образуется в растворах с высокой ион-
ной силойотмечался еще в работах Максфилда [17]. 
Нами впервые изучена динамика переходаформы 
UM(7) в UM(28) при изменении ионной силы окру-
жающего раствора и рН. На рис. 4 представлена дина-
мика содержания UM(7) по величине убыли вклада в 
светорассеяние этой формы, имеющий характерный 
Rh порядка 100 нм [18]. Аликвоты образцов были по-
мещены в раствор NaCL различных концентраций: 0 

М, 005 М, 015 М, 0.25 М, 0.35 М, 0.45 М и 0.6 М при 
рН 7. Последняя концентрация гарантировано приво-
дит к массовому образованию тетрамерной формы 
UM(28), так как именно данная концентрация NaCL 
используется для выделения UM из мочи. На рис. 5 
представлена зависимость уменьшения вклада олиго-
мерной формы UM(7) в светорассеяние от концентра-
ции натрия, калия и аммония в растворе при pH = 6, 
содержащем образцы UM из мочи здорового человека 
(А) и больных МКБ, у которых удалось отделить UM 
от кристаллов солей – UM(28)F (Б) и у которых БТХ 

 Способ диагностики уролитиаза� пат� № 2504786� РФ 

Рис. 1. Распределение размеров частиц в моче в норме и при патоло-
гии (метод динамического рассеяния света)� Красная кривая – образ-
цы, полученные от здоровых добровольцев (среднее±СКО)� Синяя кри-
вая – образцы, полученные от пациентов с МКБ (среднее±СКО)�

Рис. 2. Распределение размеров частиц в моче в норме и при 
патологии(анализ треков наночастиц)� Красная кривая – образцы, по-
лученные от здоровых добровольцев (среднее±СКО)� Синяя кривая – 
образцы, полученные от пациентов с МКБ(среднее±СКО)�
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так и остался связанным с кристаллами солей UM(28)
A (В). Следует отметить, что половые различия в оли-
гомеризации UM отсутствуют, поэтому данные для 
мужчин и женщин отдельно не приводятся.

Исходное количество олигомерной формы UM(7) у 
здоровых людей всегда близко к 100 % (рис. 5, а). Кривая 
имеет вид типичной «пороговой кривой» с точкой пере-
гиба при концентрации 250 мМ для натрия и аммония и 
150 мМ для калия. До этой концентрации образование 
формы UM(28) идет медленно, а при достижении поро-
га концентрации резко ускоряется. Уровень в 10% дости-
гается при концентрации равной 580 мМ для натрия, 545 
мМ для аммония и 450 мМ для калия. Для натрия точка 

перегиба близка к физиологическому верхнему референт-
ному интервалу концентрации этого катиона в моче (220 
мМ). Для калия точка перегиба наступает при 150 мМ и 
еще больший запас имеется по аммонию.

Рис. 3. Атомно-силовое изображение глобулярной структуры UM(7) (слева) и палочкоподобной структуры UM(28) (справа)�

Рис. 4.  Динамика содержания UM(7) при различных концентрациях 
NaCl в норме (красная, а) и при МКБ (черная, б)� Среднее ± СКО�

Рис. 5. Титрование растворов белка (ионная сила, IF) в норме и при па-
тологии� а – UM в норме; б – UM при МКБ1; в – UM при МКБ2�
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У больных МКБ, т.е. при преобладании формы 
UM(28)F (рис. 5, б) сказать что-нибудь о пороге образо-
вания формы UM(28) невозможно, так как уже при 15 
мМ концентрации натрия в образце остается менее 50 % 
формы UM(7). 10ти % уровень формы UM(7) достигает-
ся при концентрации соли 140 мМ для натрия и 105 мМ 
для аммония. В среде калия количество формы UM(7) 
не превышает 12% даже при 15 мМ. В тоже время наклон 
обеих кривых в «беспороговой» части одинаков. 

Еще сильнее эта тенденция выражена в группе 
МКБ2, т.е. при преобладании формы UM(28)A (рис. 
5, в). В натриевой среде 10ти% уровень формы UM(7) 
наблюдается при 40 мМ, в среде аммония при 15 мМ, 
а в среде калия даже при 15 мМ вклад формы UM(7) 
составляет не более 2%.

Переход из формы UM(7) в форму UM(28) происхо-
дит и при увеличении кислотности раствора (рис. 6). Для 
нормального UM кривые зависимости количества фор-
мы UM(7) от pH также как и в случае с одновалентными 
катионами носят ярко выраженный пороговый характер. 
Особенно ярко это проявляется, когда концентрация со-
ли в растворе не превышает физиологического диапазо-
на (250 мМ Na). В этом случае резкое уменьшение содер-

жания формы UM(7) происходит при рН менее 4, то есть 
вблизи изоэлектрической точки нормального UM. 10ти% 
предел достигается при рН 3.5 – 4.0. При увеличении 
концентрации соли выше физиологического предела точ-
ка перегиба смещается сначала в область рН = 6, а затем 
и в область щелочных рН: при концентрации Na 450 мМ 
точка перегиба находится при рН =8, а при 600 мМ NaCl 
кривая становится беспороговой. При этом, 10-процент-
ный предел при концентрации соли 450 мм достигается 
при рН = 4.5, а при 600мМ NaCl при рН = 7.

При преобладании формы UM(28)F (рис. 6, б) кри-
вая становится беспороговой уже при концентрации 
NaCl равной 150 мМ. При более низкой концентрации 
соли порог наблюдается в диапазоне рН 8.0 – 8.7. 10ти% 
предел при этих концентрациях соли достигается при рН 
близкой к 5. При концентрации соли 150 мМ 10-процент-
ный предел наблюдается при рН = 6.2, а вблизи физио-
логического предела при рН близким к 7. При дальней-
шем увеличении концентрации соли 10-процентный пре-
дел достигается при все более щелочных рН. При 
концентрации NaCl 450 мМ 10-процентный предел до-
стигается при рН = 8.7, а при 600 мМ NaCl – при рН 10.

При преобладании формы UM(28)A (рис. 6, в) по-
роговая кривая наблюдается только при концентрации 
соли 15 мМ. При этом точка перегиба находится при 
рН = 9.5, а 10-процентный  предел достигается при рН 
= 6.5. Уже при концентрации соли 50 мМ кривая ста-
новится беспороговой, 10-процентный предел при 
этом достигается при рН 7.1. При концентрации соли 
вблизи физиологического предела – 250 мМ 10-про-
центный  предел достигается при рН 9.4.

Для исследования превращения олигомерной фор-
мы UM(7) в форму UM(28) в норме и при патологии, 
в т.ч. в широком диапазоне физико-химических 
свойств мочи, применяли измерения в буферных рас-
творах с различной ионной силой (IF) и pH.

Роль олигомерных форм уромодулина в стабилизации 
мочи. При измерении дзета-потенциала UM исходный 
раствор белка титровался до требуемой для измерения 
концентрации натрий фосфатным буфером (PBS). При 
измерении pH образца составлял 7.4, т.е. на 2 и более 
порядка превосходит по концентрации ионов водоро-
да величину изоэлектрической точки десиалированной 
формы UM (Ip=4-5) и на 3 порядка и более величину 
изоэлектрической точки сиалированной формы UM 
(Ip=3.2-4.3) [19]. При измерении образцов, полученных 
от здоровых добровольцев, наблюдался один пик в об-
ласти -25 – -30 мВ (рис. 7). В сравнении с данными по 
распределению размеров, полученных методом корре-
ляционной спектроскопии (рис. 1), можно сделать вы-
вод, что данный пик соответствует олигомерной форрме 

Рис. 6. Титрование растворов белка (pH) в норме и при патологии� а – 
UM в норме; б – UM при МКБ; в – UM при МКБ2�
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UM(7). Полученные результаты хорошо согласуются с 
концепцией, в соответствии с которой UM(7) – глобу-
лярная олигомерная форма с большим отрицательным 
зарядом на поверхности молекулы, что обусловливает её 
вклад в стабилизацию коллоида мочи. При измерении 
образцов, полученных от пациентов с МКБ, наблюда-
лось двухмодовое распределение с пиком в области -25 
– -35 мВ и вторым пиком в области 0 – 7 мВ (рис. 7). В 
сравнении с данными о распределении размеров можно 
сделать вывод о том, что более электроотрицательный 
пик соответствует форме UM(7), в то время как менее 
электроотрицательный пик можно отнести к UM(28). 

Глобулярная структура UM(7) за счёт достаточной 
величины поверхностного заряда позволяет стабили-
зировать биофизические свойства концентрирован-
ной мочи. Преимущественный механизм стабилизации 
коллоида – связывание органических и неорганических 
ионов вблизи отрицательно заряженных глобул белка. 
Как было показано ранее при увеличении концентра-
ции NaCl свыше 0.6 М наблюдается агрегация UM(7) и 
образование формы UM(28). UM(28), в отличие от фор-
мы UM(7), имеет не глобулярную, а палочкоподобную 
структуру (рис. 3). За счёт частичного десиалирования, 
экранирования поверхностного заряда, а также изме-
нённого форм-фактора UM(28) обладает существенно 
меньшим, чем UM(7) поверхностным зарядом. Вви-
ду меньшего поверхностного заряда роль олигомерной 
формы UM(28) в стабилизации насыщенного раствора 
за счёт собственной электроотрицательности незначи-
тельна. Однако, за счёт существенно большего гидро-
динамического радиуса, обусловленного не только уве-
личением массы, но и изменившимся форм-фактором, 
UM(28) увеличивает характеристическую вязкость рас-
твора, замедляя рост уже сформировавшихся микрокри-
сталлов и формирование из них крупных и трудно выво-
димых конкрементов. Можно предположить, что инги-
бирование роста уже образовавшихся микрокристаллов 
позволяет избежать патологических проявлений и ма-
нифестации МКБ, за счёт удаления конкрементов ма-
лого размера в процессе мочевыведения.

Таким образом, на основании полученных данных 
можно утверждать, что в нативной моче в норме на-
блюдается разнообразие олигомерных фирм UM, од-
нако преимущественно представлена фракция UM(7), 
для пациентов с МКБ увеличивается вклад UM(28). 
UM(7) и UM(28) отличаются по гидродинамическому 
радиусу, форм фактору и поверхностному заряду, как 
следствие, механизм стабилизации коллоида мочи для 
каждой из олигомерных форм различен. Как в норме, 
так и при патологии соотношение UM(7) и UM(28) за-
висит от свойств раствора, таких как концентрация од-

новалентных ионов и pH. С увеличением ионной си-
лы и при понижении pH происходит переход из UM(7) 
в UM(28). Для пациентов с МКБ характерен больший 
исходный вклад UM(28) и более выраженная динами-
ка увеличения этого вклада при увеличении IF и pH.

Заключение

Распространенное мнение о том, что форма 
UM(28) не характерна для нормы, а присутствует ис-
ключительно в моче пациентов с МКБ, вряд ли, соот-
ветствует реальности. В норме, в ряде случаев могут 
возникнуть условия (например, высокая концентра-
ция солей, обезвоживание) при которых в моче мож-
но наблюдать UM(28) у здоровых людей. Трансфор-
мация олигомерных форм из 7 в 28 МДа, их соотно-
шение в моче отражают функциональную адаптацию 
процесса мочеобразования физико-химическому со-
ставу мочи в конкретный момент времени. Поэтому 
у здоровых лиц в условиях высокой концентрация со-
лей в моче при выраженной дегидратации, например, 
можно наблюдать UM(28), верифицируемую в «общем 
анализе мочи» как гиалиновые цилиндры. Снижение 
емкости коллоидной системы мочеобразования ини-
циирует первичный кристалогенез в моче, т.е. фор-
мирование центра кристаллизации. Состав почечных 
конкрементов, формируемых на базе этого центра кри-
сталлизации, определяется физико-химическим соста-
вом мочи, уровнем компонентов, обуславливающих их 
пересыщенную концентрацию. Уникальность UM за-
ключается в том, что в широком диапазоне концентра-
ций солей в моче наблюдаются 2 принципиально раз-
личных механизма стабилизации коллоида. В области 
низких концентраций одновалентных катионов ста-
бильность коллоида обеспечивается за счёт выражен-

Рис. 7. Дзета-потенциал UM в норме и при патологии (соотношение 
заряда олигомерных форм UM(7) и UM(28)�



140

MethodPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.133-140

ных электроотрицательных свойств олигомерной фор-
мы UM(7). При больших значениях величины ионной 
силы, когда электроотрицательная форма UM не спо-
собна полностью ингибировать образование центров 
первичной кристаллизации в коллоиде мочи, активи-
руется иной механизм, при котором UM(28) частич-
но ингибирует рост образовавшихся микрокристаллов 
за счёт увеличения вязкости коллоида. Вклад UM(28) 
в вязкость коллоида мочи можно оценить по величи-
не характеристической вязкости [η]. В рассматривае-
мом случае вязкость определяется не столько общей 
длиной цепи, зависящей от молекулярной массы оли-
гомера, сколько эффективной длиной цепи в раство-
ре. Только в случае предельно вытянутой цепи ее дли-
на и молекулярный вес пропорциональны друг другу. 
Определение характеристической вязкости рассчиты-
вается по формуле: [η] = K×Mα , где K – коэффициент, 
постоянный для растворов данного полимергомологи-
ческого ряда в одном и том же растворителе, α – вели-
чина, характеризующая форм-фактор макромолекулы 
в растворе, зависящей от гибкости цепей и изменяет-
ся от 0,5 до 2. Следовательно, прирост характеристи-
ческой вязкости коллоида мочи при образовании те-
траполимера UM(28) приводит к увеличению моле-
кулярной массы в 4 раза, а изменение коэффициента 
α с 1 на 2 (1 для глобулярной формы UM(7), 2 для па-
лочкоподобной формы UM(28), увеличивает вязкость 
в 16 раз. Такой расчёт косвенно подтверждает физио-
логическое значение наблюдаемых превращений оли-
гомерных форм UM (7МДа-28МДа) в растворах с вы-
сокой концентрацией солей.
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