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Хлебникова Н.Н., Ширенова С.Д., Крупина Н.А.

Неонатальное действие ингибитора дипептидилпептидазы IV 
дипротина А приводит к формированию гиперактивного 
фенотипа и длительному повышению агрессивности у крыс

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

Введение. Ингибиторы пролинспецифической сериновой протеазы дипептидилпептидазы IV (ДПП-IV, CD26, EC 3 .4 .14 .5), 
способные модулировать широкий спектр физиологических процессов, находят применение в клинике . В наших работах 
получены свидетельства влияния ингибиторов ДПП-IV при их введении в раннем постнатальном периоде на эмоциональ-
но-мотивационное поведение взрослых крыс . Более сильные изменения в поведении отмечались у крыс при действии 
ингибитора ДПП-IV дипротина А . Однако не ясно, как долго сохраняются такие изменения . 
Цель работы – изучение отсроченных эффектов ингибитора ДПП-IV дипротина А на выраженность эмоционально-моти-
вационных расстройств, индуцированных действием ингибитора в раннем постнатальном периоде, в динамике взросле-
ния крыс от 2 до 7 мес . 
Методика. Дипротин А вводили крысятам ежедневно в 5–18-й постнатальные дни внутрибрюшинно (2 мг/кг), в объеме 
0 .1 мл на 10 г массы . Крысята контрольной группы получали инъекции физиологического раствора . Поведение взрос-
лых крыс оценивали в возрасте 2 и 7 мес в тестах автоматизированного «открытого поля», «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (ПКЛ), принудительного плавания и социального взаимодействия . Уровень кортикостерона в сыворотке 
крови определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа ELISA . Для статистической обработки результа-
тов использовали двухфакторный дисперсионный анализ Two Way ANOVA и непараметрический U-критерий Манна-Уитни 
с поправкой на множественность сравнений . 
Результаты . У крыс опытной группы по сравнению с контрольной группой в возрасте 2 и 7 мес  была повышена дви-
гательная активность и скорость перемещения в тесте ПКЛ . В возрасте 7 мес у них также была увеличена вертикаль-
ная исследовательская активность . Признаков повышения тревожности не выявлено . У крыс опытной группы выяв-
лены признаки депрессивно-подобного поведения по нарушению биоритмологической структуры плавания, более 
выраженные в возрасте 7 мес . Неагрессивное социальное взаимодействие у крыс, получавших неонатально дипро-
тин А, было снижено по сравнению с контролем в возрасте 2 мес, а в возрасте 7 мес, напротив, увеличено . У этих 
животных число и длительность агрессивных социальных контактов были увеличены по сравнению с контролем как 
в возрасте 2, так и в возрасте 7 мес . Уровень кортикостерона в сыворотке крови у крыс опытной группы в возрасте 
7 .5 мес был выше, чем в контроле .
Заключение. Данные настоящего исследования свидетельствуют о развитии гиперактивного фенотипа и длительных пси-
хоэмоциональных нарушений в виде повышенной агрессивности наряду с активацией гипоталамо-гипофизарно-адрена-
ловой оси у взрослых крыс, подвергнутых действию дипротина А в 5–18-й постнатальные дни, и поддерживают представ-
ления об участии дипептидилпептидазы-IV в генезе психоэмоциональных расстройств .

Ключевые слова: ингибитор дипептидилпептидазы IV дипротин А; гиперактивный фенотип; депрессивно-подобное 
поведение; агрессия; длительные эффекты; модель; крысы
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Khlebnikova N.N. Shirenova S.D., Krupina N.A.

Neonatal action of the dipeptidyl peptidase iv inhibitor diprotin A leads to a hyperactive phenotype 
formation and a prolonged increase in aggressiveness in rats

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

Background . Inhibitors of the proline-specific serine protease dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV, CD26, EC 3 .4 .14 .5) may modulate 
a wide range of physiological processes and are used in the clinic . In our studies, we obtained evidence for the impact of DPP-IV 
inhibitors on adult rats’ emotional and motivational behavior when administered in the early postnatal period . Diprotin A exhib-
ited the most significant impact on the animals’ behaviors . However, it is not clear how long the changes persist .
Aim . To study the delayed effects of the DPP-IV inhibitor diprotin A on the severity of emotional and motivational disorders induced 
by the inhibitor action in the early postnatal period, in the dynamics of rats maturation from 2 to 7 months .
Methods. Diprotin A was administered to rat pups daily on postnatal days 5–18, intraperitoneally, at a dose of 2 mg/kg, in a volume 
of 0 .1 ml per 10 g of body weight . The rat pups of the control group received saline . The behavior of adult rats was assessed at the 
age of 2 and 7 months in the automated “open field,” “Elevated Plus Maze” (EPM), forced swimming, and social interaction tests . 
Serum corticosterone levels were determined by ELISA . The results were statistically processed using Two Way ANOVA and non-
parametric Mann-Whitney U-test adjusted for multiple comparisons .
Results. Experimental rats increased motor activity and travel speed in the EPM test compared with the control group at 2 and 7 
months of age . At the age of 7 months, experimental rats also increased vertical (rearing) activity . There were no signs of increased 
anxiety . Experimental rats demonstrated depression-like behavior judged by the biorhythmologic structure of swimming, more 
pronounced at 7 months . Non-aggressive social interaction in rats treated neonatally with diprotin A was reduced compared with 
controls at the age of 2 months and, on the contrary, increased at the age of 7 months . In these animals, the number and duration 
of aggressive social contacts were increased compared with controls at the ages of 2 and 7 months . Serum corticosterone levels 
in experimental rats at the age of 7 .5 months were higher than in control . 
Conclusion. The present study results testify to the development of a hyperactive phenotype and prolonged psychoemotional 
disorders as increased aggressiveness along with hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation in adult rats exposed to the action 
of diprotin A on postnatal days 5–18 . The data support the dipeptidyl peptidase IV involvement in the genesis of psychoemo-
tional disorders .

Keywords: Dipeptidyl Peptidase IV Inhibitor diprotin A; hyperactive phenotype; depression-like behavior; aggression; 
prolonged effects; model; rats
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Оригинальная статья

Введение

Дипептидилпептидаза IV (ДПП-IV, CD26, EC 3.4.14.5) 
представляет собой трансмембранную сериновую про-
теазу, в качестве субстратов которой могут выступать 
секретируемые мембранные и ядерные белки, в число 
которых входят хемокины, цитокины, факторы роста, 
нейропептиды и гормоны [1]. На поверхности плазмати-
ческой мембраны ДПП-IV связывается с другими про-
теинами, вовлеченными в важнейшие процессы поддер-
жания гомеостаза нервной ткани, нейрональной и си-
наптической пластичности, внесинаптической передачи 
и нейротрансмиссии [2, 3]. Активность и концентрация 
ДПП-IV коррелируют с рядом соматических заболева-
ний (прежде всего, с диабетом 2 типа) [4, 5] и психонев-
рологических нарушений [6, 7]. Ингибиторы ДПП-IV – 
глиптины, относящиеся к классу миметиков инкретинов, 
уже больше 10 лет применяются в качестве альтернатив-
ных терапевтических средств для управления гомеоста-
зом глюкозы у пациентов, страдающих диабетом 2 типа 
[8]. Селективные ингибиторы дипептидилпептидазы IV, 
в частности, дипротин А, имеют потенциал для клиниче-
ского использования в качестве анальгетиков [9]. Учиты-
вая плейотропные эффекты ДПП-IV в организме, мож-
но предположить, что ингибиторы этой пептидазы спо-
собны модулировать широкий спектр физиологических 
процессов [10] 

Ранее в наших исследованиях было показано, что 
ингибиторы ДПП-IV с разным механизмом действия 
(метионил-2(S)-цианопирролидин, дипротин А, си-
таглиптин) в условиях их введения на 2-й – 3-й нед 
постнатального онтогенеза приводят к развитию сме-
шанного тревожно-депрессивного состояния, со-
провождающегося повышенной стресс-провоцируе-
мой агрессивностью, у крыс подросткового возраста 
и взрослых животных [11, 12]. 

Известно, что гипоталамо-гипофизарно-адренало-
вая (ГГА) ось вовлечена в регуляцию эмоционального 
и мотивационного поведения. Так, развитие депрес-
сивности ассоциируют с повышенным уровнем гор-
мона надпочечников (кортизола у человека и кортико-
стерона у грызунов) [13, 14]. В наших экспериментах 
такая связь измененного психоэмоционального ста-
туса крыс с активацией ГГА-оси по показателю повы-
шения уровня кортикостерона в сыворотке крови бы-
ла показана для 2-месячных крыс с тревожно-депрес-
сивными расстройствами, вызванными неонатальным 
действием ингибиторов ДПП-IV [15, 16]. 

Многие особенности течения психических забо-
леваний, в том числе их стойкость, длительность и пе-
ременчивость течения, связывают с эпигенетической 

дизрегуляцией [17]. На моделях тревожно-депрессив-
ных состояний, возникающих вследствие действия 
ингибиторов ДПП-IV в раннем онтогенезе, было по-
казано, что у 3-месячных животных наблюдается по-
вышение экспрессии генов пролинспецифических 
пептидаз. [18]. Эти данные хорошо согласуются с пред-
ставлениями о нарушениях эпигенетической регуля-
ции на ранних этапах развития организма как причи-
не последующих расстройств психоэмоциональной 
сферы. Однако до настоящего времени только на мо-
дели тревожно-депрессивных состояний, вызванной 
неонатальным действием синтетического ингибито-
ра ДПП-IV метионил-2(S)-цианопирролидина, было 
прослежено поведение крыс в отдаленном периоде по-
сле патогенного воздействия – вплоть до 6-месячного 
возраста – по целому ряду показателей тревожности, 
депрессивности и агрессивности [19]. На модели тре-
вожно-депрессивного состояния, индуцированного 
неонатальным действием других ингибиторов ДПП-
IV – дипротина А и ситаглиптина, – по оценкам тре-
вожности и депрессивности было обнаружено что на 
протяжении 6 мес более сильные изменения в поведе-
нии отмечаются у крыс, которым вводили дипротин А. 
Полноценную оценку агрессивности в тесте социаль-
ного взаимодействия у крыс на отдаленных сроках на-
блюдения провести не удалось. Представляло интерес 
оценить характер, воспроизводимость и длительность 
нарушений эмоционально-мотивационного поведения 
у крыс, подвергнутых на ранних этапах неонатального 
онтогенеза действию ингибитора ДПП-IV дипротина 
А и сопоставить эти изменения с состоянием ГГА-оси.

Цель исследования заключалась в изучении от-
сроченных эффектов ингибитора ДПП-IV дипроти-
на А на выраженность эмоционально-мотивационных 
расстройств, индуцированных действием ингибитора 
в раннем постнатальном периоде, в динамике взрос-
ления крыс от 2 до 7 мес. 

Методика

Исследование выполнено на крысах-самцах попу-
ляции Wistar (разведение в питомнике «НИИОПП»: 
система «Меркурий», номер в реестре: RU 1487336). 
Работу с животными проводили в соответствии с “Пра-
вилами надлежащей лабораторной практики”, утверж-
денными приказом Министерства здравоохранения 
РФ № 199н от 01.04.2016, и Межгосударственными 
стандартами ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014 «Ру-
ководство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными», соответствующими Европейской кон-
венции о защите позвоночных животных, используе-
мых в экспериментах и в других научных целях (ETS 
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N 123, Страсбург, 18 марта 1986 г. c приложением 
от 15.06.2006), под контролем Этического комитета 
ФГБНУ НИИОПП (протокол № 3 от 16.06.2020). Про-
ведено 2 серии экспериментов по изучению отдален-
ных последствий неонатального действия ингибитора 
ДПП-IV трипептида дипротина А (H-Ile-Pro-Ile-OH, 
МВ 341.45, Sigma-Aldrich, USA) по показателям эмо-
ционально-мотивационного состояния крыс. В обеих 
сериях крысам-самкам после родов оставляли по 4-6 
детенышей-самцов из разных пометов, рожденных 
в один день. Пометы, а в дальнейшем крысят подрост-
кового возраста и взрослых крыс содержали в стандарт-
ных условиях вивария с естественной сменой освещен-
ности при свободном доступе к пище и воде. День ро-
дов считали нулевым постнатальным днем (ПНД 0). 
Дипротин А вводили крысятам опытных групп (Д) еже-
дневно в ПНД 5-18, внутрибрюшинно, в дозе 2 мг/кг, 
в объеме 0.1 мл на 10 г массы тела (Серия 1, n = 14; Се-
рия 2, n = 19). Крысята контрольной группы получали 
инъекции физиологического раствора (ФР) (Серия 1, n 
= 12; Серия 2, n = 18). Оценку поведения проводили 
у взрослых крыс в возрасте 2 и 7 мес. В серии 1 после 
окончания поведенческих исследований в возрасте 7.5 
мес крыс декапитировали с помощью гильотины, от-
бирали пробы структур мозга для последующего био-
химического исследования и собирали смешанную ар-
териальную и венозную кровь для определения уровня 
кортикостерона в сыворотке. В серии 2 данный пока-
затель не оценивали.

Оценка двигательной и исследовательской актив-
ности. Двигательную (горизонтальную, по пройден-
ному пути, см) и исследовательскую (вертикальную, 
по числу стоек) активность крыс оценивали в тесте 
автоматизированного открытого поля (аОП, систе-
ма “Opto-Varimex”, «Columbus Instruments», США) 
при освещенности 42 люкса, в течение 10 мин. В се-
рии 1 вертикальная активность у части животных (n 
= 16) не была оценена. 

Оценка уровня тревожности. Уровень тревожно-
сти крыс оценивали в тесте «Приподнятый кресто-
образный лабиринт» (ПКЛ) с использованием системы 
VideoMot2 (TSE Systems GmbH, Germany). Лабиринт, 
изготовленный из черного непрозрачного поливи-
нилхлорида, имеет 2 открытых рукава (42 × 14 см) (ОР) 
и 2 закрытых стенками рукава (42 × 14 × 22 см) (ЗР), 
расположенных перпендикулярно друг другу, с пло-
щадкой в центре (14 × 14 см); ОР имеют низкие бор-
тики (1 см) для предотвращения падения животно-
го. ПКЛ расположен на высоте 70 см от пола. Осве-
щенность в центре лабиринта составляла 29 лк, в ОР 
– 36 лк, в ЗР – 2 лк. Крысу помещали в центр ПКЛ го-

ловой в сторону ОР. Длительность тестирования со-
ставляла 5 мин. В автоматическом режиме измеря-
ли: время в ОР (мс, суммарно по двум ОР); число по-
сещений ОР (сумма числа заходов в оба ОР); пробег 
в ОР (см, сумма по двум ОР); время в ЗР (мс, суммар-
но по двум ЗР); число посещений ЗР (сумма числа за-
ходов в оба ЗР); пробег в ЗР (см, сумма по двум ЗР); 
рассчитывали предпочтение ОР как отношение числа 
посещений ОР к суммарному числу посещений ОР+ЗР 
(%); оценивали также общий пробег в ПКЛ за вре-
мя тестирования (см); среднюю скорость перемеще-
ния (см/с); число и длительность (с) стоек (вертикаль-
ная исследовательская активность), эпизодов грумин-
га (число и длительность, с); свешивания с ОР (число 
и длительность, с). Увеличение выраженности грумин-
га характеризует эмоциональное напряжение, увели-
чение свешиваний с ОР и/или заглядываний за край 
ОР, так называемых «сканирований», свидетельству-
ет о сниженном уровне тревожности у грызунов [20-
23]. В настоящей работе свешивания и заглядывания 
за край ОР оценивали суммарно и обозначали одним 
термином – «свешивания» c ОР. 

Оценка депрессивно-подобного поведения. Приме-
няли модифицированный метод Порсолта [24] при 
однократном помещении животного в неизбегаемую 
аверсивную ситуацию принудительного плавания [25]. 
Крыс помещали в цилиндрический пластмассовый бак 
(высота 47 см, внутренний диаметр 35 см), заполнен-
ный водой на высоту 35 см, температура воды состав-
ляла 25-26 оС. В течение 10 мин оценивали суммарную 
длительность и число периодов активного (энергичные 
движения всеми лапами с активным перемещением) 
и пассивного (слабые гребки лапами, необходимые для 
поддержания тела на плаву) плавания, а также суммар-
ную длительность иммобильности (полное отсутствие 
плавательных движений, неподвижность). С исполь-
зованием биоритмологического подхода, предложен-
ного в работе Щетинина и соавт. [26], у крыс, демон-
стрировавших иммобильное поведение, рассчитывали 
индекс депрессивности (ИД, отношение числа кратких 
периодов иммобильности длительностью до 6 с к об-
щему числу периодов активного плавания). 

Оценка социального взаимодействия. Социальное 
взаимодействие оценивали в незнакомой крысам клет-
ке из плексигласа (37.0 × 57.0 × 19.0 см) при красном 
свете (7 лк). По схеме эксперимента крысы в течение 
двух-трех дней до тестирования находились в клетках 
поодиночке. Такое предварительное стрессирование 
усиливает последующее социальное взаимодействие 
[27]. Поведение оценивали в парах, состоявших из жи-
вотных одной экспериментальной группы – опыт-
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ной или контрольной. Подбор пар осуществляли та-
ким образом, чтобы животные не были знакомы друг 
с другом, а различие в массе не превышало 15%. В те-
чение 15 мин теста оценивали число и длительность 
активных неагрессивных и агрессивных социальных 
контактов. К активным неагрессивным социальным 
контактам относили обнюхивание, социальный гру-
минг, залезание под или налезание на партнера, пре-
следование, не заканчивавшиеся проявлением агрес-
сии. К агрессивным контактам относили преследо-
вание, переходящее в агрессивное взаимодействие, 
атаки/драки, укусы, агрессивный груминг. 

Определение уровня кортикостерона в сыворотке 
крови. Образцы сыворотки крови, полученные после 
декапитации животных, до использования хранили 
при -20 ºC. Уровень кортикостерона оценивали ме-
тодом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием диагностического набора EIA-4164 
(DRG ELISA, США) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Содержание кортикостерона в крови вы-
ражали в нм/л.

Статистическую обработку данных проводили по ал-
горитмам программы «STATISTICA For Windows 7.0». 
По результатам предварительной проверки гипотезы 
о нормальном характере распределения данных по те-
стам Колмогорова-Смирнова и Лиллиефорса в случае, 
если гипотезу не отклоняли, применяли параметриче-
ские методы анализа, если гипотезу отклоняли – непа-

раметрические методы. В работе использовали пара-
метрический однофакторный дисперсионный анализ 
One Way ANOVA, двухфакторный дисперсионный ана-
лиз Two Way ANOVA с последующим post hoc сравне-
нием по Fisher-LSD тесту. Оценивали факторы «Груп-
па» (2 градации – неонатальное введение ФР или Д) 
и «Возраст» (2 градации – 2 мес и 7 мес). Для непара-
метрического анализа использовали U-критерий Ман-
на-Уитни для независимых переменных (двусторон-
ний). Для поправки на множественность сравнений 
рассчитывали критическое значение p (pкр) по методу 
FDR-контроля [28]. В случае pкр < p < 0.05 выявленные 
различия рассматривали как тенденцию. Принятый 
уровень значимости составлял 5%. В тесте социальных 
взаимодействий долю пар крыс, в которых хотя бы од-
но из животных демонстрировало агрессивное пове-
дение, оценивали с помощью точного метода Фише-
ра (ТМФ, двусторонний критерий). При использова-
ния параметрических критериев данные представлены 
в виде M±S.E.M,, при использовании непараметриче-
ских критериев – в виде Ме [Q1; Q3] 

Результаты и обсуждение

В возрасте 2 мес  крысы опытных и контроль-
ных групп в двух сериях исследований не различались 
по массе [One Way ANOVA: F(3, 59) = 2.358, p = 0.081], 
двигательной [F(3, 59)= 0.871, p = 0.462] и исследова-
тельской [F(3, 59) =1.029, p = 0.386] активности (табл. 1). 

Таблица 1/ Table 1

Характеристика групп крыс в возрасте 2 мес в двух сериях исследований после неонатального действия ингибитора ДПП-IV  
дипротина А или физиологического раствора

Characteristics of the groups of 2-month-old rats in two experimental series after neonatal action of the DPP-IV inhibitor diprotin A or saline 

Серии Показатели в группах

Физиологический раствор Дипротин А

Масса тела, г

Серия 1 148.7 ± 8.3 (n = 12) 148.1 ± 6.1 (n = 14)

Серия 2 127.5 ± 6.5 (n = 18) 140.9 ± 5.4 (n = 19)

Двигательная активность за 10 мин наблюдения в автоматизированном «открытом поле». см

Серия 1 1580.9 ± 186.0 1617.4 ± 164.3

Серия 2 1452.8 ± 116.7 1748.5 ± 118.5

Число стоек за 10 мин. наблюдения
в автоматизированном «открытом поле»

Серия 1 21.8 ± 2.4 20.5 ± 2.3

Серия 2 16.9 ± 3.0 14.7 ± 3.7

Примечание. n – число животных в группе.
Note. n – number of animals in the group. 
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В обеих сериях получены сходные результаты в поведен-
ческих тестах, поэтому далее приведены объединенные 
результаты по двум сериям.

Двигательная и исследовательская активность. 
Фактор «Группа» не оказывал влияния на двигатель-
ную [F(1, 119) = 0.897, p = 0.345] и исследователь-
скую [F(1, 103)=0.407, p = 0.525] активность крыс 
в аОП. Фактор «Возраст» влиял как на горизонталь-
ную [F(1, 119)=4.262, p = 0.041], так и на вертикальную 
[F(1, 103)=93.704, p < 0.001] активность крыс. В возрас-
те 7 мес двигательная активность крыс была выше, чем 
в возрасте 2 мес, хотя статистически значимые отли-
чия отмечены только в контрольной группе (табл. 2). 
Исследовательская активность возрастала как в кон-
трольной, так и в опытной группе. Взаимодействие 
факторов не выявлено.

Уровень тревожности в тесте ПКЛ. Выявлено вли-
яние факторов «Возраст» и «Группа» на двигательную 
активность в ПКЛ: соответственно, общий пробег – 
F(1, 119) = 46.367, p < 0.001 и F(1, 119) = 8.064, p = 0.005; 
скорость перемещения – F(1, 119) = 46.296, p < 0.001 
и F(1, 119)= 8.067, p = 0.005; суммарное число посещений 
ОР и ЗР – F (1, 119)=11.69, p = 0.001 и F(1, 119)=7.804,  
p = 0.006. С возрастом двигательная активность снижа-
лась в обеих группах (табл. 3). При этом у крыс, получав-
ших в неонатальном периоде дипротин А, показатели 

двигательной активности были выше, чем у животных, 
получавших ФР, как в возрасте 2 мес, так и в возрас-
те 7 мес (см. табл. 3). Взаимодействия факторов не вы-
явлено.

На исследовательскую активность, которую оцени-
вали по числу и длительности стоек, влиял фактор «Воз-
раст», но не фактор «Группа»: соответственно, для чис-
ла стоек F(1, 119)= 3.789, p = 0.054 и F(1, 119) = 0.032, 
p = 0.857; для длительности стоек F(1, 119) = 75.653, p 
< 0.001 и F(1, 119)=0.615, p = 0.434. Взаимодействие фак-
торов «Возраст» х «Группа» для показателя длительности 
стоек было статистически значимым (F(1, 119)=6.168, 
p = 0.014), тогда как для показателя числа стоек выяв-
лена только тенденция (F(1, 119)=2.904, p = 0.090). Та-
ким образом, в возрасте 2 мес вертикальная активность 
в опытной и онтрольной группах не различалась, к 7 мес 
она увеличивалась в обеих группах, но в большей степе-
ни – в опытной группе (см. табл. 3). 

Признаков повышения тревожности в ПКЛ у крыс 
с неонатальным введением дипротина А по сравне-
нию с контролем ни на одном из сроков тестирования 
не выявлено. Влияния факторов «Возраст» и «Группа» 
на предпочтение ОР, а также взаимодействие этих фак-
торов для этого показателя не обнаружено: соответ-
ственно, F(1, 119)=0.755, p = 0.386; F(1, 119)=0.145, p 
= 0.704; F(1, 119) = 0.451, p = 0.503. По величине пока-

Таблица 2 / Table 2

Двигательная и исследовательская активность крыс, подвергнутых неонатальному действию ингибитора ДПП-IV дипротина А, 
в сравнении с крысами контрольной группы, получавшими физиологический раствор, суммарно за 10 мин наблюдения в автомати-
зированном «открытом поле»

The locomotor and exploratory activity in rats neonatally exposed to DPP-IV inhibitor diprotin A, in comparison with rats of the control 
group treated with saline, in total for 10 min in the automated “open field” test

Показатели
Группы

Физиологический раствор Дипротин А

Возраст 2 мес

Двигательная активность, см 1504.1 ± 100.9
(n = 30)

1692.9 ± 96.6
(n = 33)

Число стоек 18.9 ± 2.1
(n = 30)

17.2 ± 2.4
(n = 33)

Bозраст 7 мес

Двигательная активность, см 1813.3 ± 127.5 #
(n = 29)

1828.7 ± 106.3
(n = 31)

Число стоек 42.0±2.0 #
(n = 27)

40.6 ± 2.9 #
(n = 17)

Примечание. # р < 0.05 по сравнению со значением показателя в той же группе крыс в возрасте 2 мес (по Fisher LSD-тесту после Two Way 
ANOVA); n – число животных в группе.
Note. # р < 0.05 in comparison with the rats at the age of 2 months in the same group (Two Way ANOVA followed by the Fisher LSD post hoc test);  
n – number of animals in the group. 
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зателей посещения ОР и ЗР (пробег, число и длитель-
ность заходов) различий между группами ни на одном 
из сроков не было обнаружено.

Межгрупповой анализ не выявил различий по чис-
лу и длительности свешиваний с ОР на каждом из сро-
ков наблюдения (рис. 1, А, Б). Частота эпизодов и дли-
тельность груминга у крыс с неонатальным введением 
Дипротина А в возрасте 2 мес  были ниже контрольных 
значений (рис. 1, В, Г). Внутригрупповой анализ по-
казал статистически значимое снижение показателей 
свешиваний с ОР ПКЛ и груминга с возрастом только 
в контрольной группе.

Депрессивно-подобное поведение. Признаки депрес-
сивно-подобного поведения выявлены у крыс опытной 
группы в возрасте 2 и 7 мес. По доле животных, демон-
стрировавших иммобильность, контрольная и опытная 
группы не различались в возрасте 2 и 7 мес  (соответ-
ственно, для ФР: 40.0% и 58.6%; для Д: 57.6% и 63.3%). 
У крыс опытной группы в возрасте 7 мес наблюда-
ли увеличение ИД и тенденцию к превышению чис-
ла периодов иммобильности по сравнению со значе-
нием в контрольной группе (табл. 4). По показателям 
активного и пассивного плавания не выявлено ни ме-
жгрупповых, ни внутригрупповых отличий. 

Социальное взаимодействие. Выявлено взаимодей-
ствие факторов «Возраст» и «Группа» для показате-
лей: число [F(1, 53)=14,663, p < 0.001] и длительность 
[F(1, 53)=10.421, p = 0.002] активных неагрессивных кон-
тактов, соответственно. У крыс опытной группы в возрас-

те 2 мес. наблюдали сниженное по сравнению с контро-
лем неагрессивное социальное взаимодействие по пока-
зателям суммарного числа контактов и их длительности 
за 15 мин тестирования (рис. 2, А, Б). В возрасте 7 мес 
у крыс опытной группы число неагрессивных контак-
тов возрастало по сравнению с предыдущим сроком те-
стирования, а у крыс контрольной группы – снижалось. 
Таким образом, в 7 мес неагрессивное социальное взаи-
модействие в группе с неонатальным введением Дипро-
тина А было увеличено по сравнению с контролем. Влия-
ние самих факторов «Возраст» и «Группа» не обнаружено.

Стресс-провоцируемое агрессивное взаимодействие 
c возрастом снижалось в обеих группах (рис. 3, А, Б). Од-
нако в опытной группе число и длительность агрессив-
ных социальных контактов были увеличены по сравне-
нию с контролем как в возрасте 2, так и в возрасте 7 мес. 

Относительное число пар, в которых крысы в воз-
расте 7 мес, получившие неонатально дипротин А, де-
монстрировали агрессивное поведение, было выше, 
чем в контроле и составило, соответственно, 80.0% 
и 6.3% (ТМФ, p < 0.001).

Уровень кортикостерона в крови крыс в сыворот-
ке крови крыс опытной группы в возрасте 7.5 мес был 
статистически значимо выше, чем в контрольной груп-
пе (рис. 4). 

Результаты проведенного исследования показыва-
ют, что ингибитор ДПП-IV дипротин А при его введе-
нии в период с 5-го по 18-й ПНД, индуцирует у сам-
цов крыс Wistar изменения показателей поведения 

Таблица 3 / Table 3

Показатели поведения в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» у крыс, получавших неонатально ингибитор ДПП-IV  
дипротин А или физиологический раствор  

Behavior indices in the «Elevated Plus Maze» test in rats treated neonatally with the DPP-IV inhibitor diprotin A or saline 

Показатели

Группы

2 мес 7 мес

физиологический  
раствор  (n = 30)

дипротин А  
(n = 33)

физиологический  
раствор (n = 29)

дипротин А  
(n = 31)

Пробег общий (см) 1831.3 ± 95.9 2032.7 ± 80.3 # 1319.3 ± 56.7w 1537.8 ± 52.1 *♦

Общая скорость (см/с) 6,1 ± 0.3 6.8 ± 0.3 # 4.4 ± 0.2 ♦ 5.1 ± 0.2 *♦

Суммарное число посещений отделов ПКЛ 19.8 ± 1.6 24,6 ± 1.9* 15.1 ± 1.3 ♦ 18.8 ± 1.1 ×♦

Число стоек 9.3 ± 0.8 8,1± 0.7 9.5 ± 0.7 10.9 ± 0.7♦

Длительность стоек (с) 13.8 ± 1.9 10.2 ± 1.1 27.1 ± 2.6 ♦ 34.0 ± 2.7 *♦

Примечание. *р < 0.05; #p = 0.053; ×p = 0.094 по сравнению со значением показателя в контрольной группе крыс на том же сроке наблю-
дения; ♦p < 0.05 по сравнению со значением показателя в той же группе крыс на предыдущем сроке наблюдения (по Fisher LSD-тесту по-
сле Two Way ANOVA); n – число животных в группе.
Note. *р < 0.05; #p = 0.053; ×p = 0.094 in comparison with the rats of the same age in the control group; ♦p < 0.05 in comparison with the rats of the 
previous age in the same group (Two Way ANOVA followed by the Fisher LSD post hoc test); n – number of animals in the group. 
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в тестах ПКЛ, принудительного плавания и социаль-
ного взаимодействия, что согласуется с результатами 
наших предыдущих исследований с меньшим сроком 
наблюдения [12] и свидетельствует о принципиальной 
воспроизводимости данной модели эмоционально-мо-
тивационных расстройств. В настоящем исследова-
нии выявлено, что нарушения поведения сохраняют-
ся у животных, как минимум, до 7-месячного возраста 
(на протяжении всего периода наблюдения) и сопро-
вождаются активацией ГГА-оси.

Мы не выявили межгрупповых различий в горизон-
тальной и вертикальной активности крыс в нестрессо-

генных условиях – при комнатной освещенности не-
большого по площади аОП. Однако при сходном уровне 
освещенности в стрессогенных условиях ПКЛ у живот-
ных, подвергнутых действию дипротина А, двигатель-
ная активность на обоих сроках наблюдения была вы-
ше контрольных значений, а в возрасте 7 мес исследова-
тельская активность (по числу стоек) также превысила 
контрольный уровень. У крыс контрольной группы 
мы не наблюдали изменения числа стоек в ПКЛ, одна-
ко выявили снижение исследовательских оценок ри-
ска по снижению свешиваний с ОР [29], что, вероятно, 
связано с увеличением уровня тревожности [30]. У крыс 

Рис. 1. Число (А) и длительность (с) (Б) свешиваний с открытых рукавов, число эпизодов (В) и длительность (с) (Г) груминга в тесте «Приподня-
тый крестообразный лабиринт» у крыс с неонатальным введением физиологического раствора (серые столбики) и дипротина А (черные стол-
бики) в возрасте 2 и 7 мес . Медиана обозначена жирной чертой, границы столбика – Q1, Q3 (первый и третий квартили), разброс – минималь-
ные и максимальные значения .

#p < 0 .01 < pкр; ##p < 0 .001< pкр; pкр <+ p < 0 .05 по сравнению со значением в той же группе крыс в возрасте 2 мес; **p < 0 .01 < pкр по сравнению 
со значением в контрольной группе крыс в возрасте 2 мес (по двустороннему критерию Манна-Уитни с поправкой на множественность срав-
нений методом FDR-контроля); pкр = 0 .0125 (здесь и далее) . 

Fig. 1. The number (A) and duration (s) (B) of head dipping in the open arms, the number of episodes (C) and duration (s) (D) of grooming in the “Ele-
vated Plus Maze” test in rats with neonatal administration of saline (gray bars) and diprotin A (black bars) at the age of 2 and 7 months . A bold line indi-
cates the median, the boundaries of the columns are Q1, Q3 (the first and third quartiles), the spread is the minimum and maximum values . #p < 0 .01 < 
pcr; ## p < 0 .001 < pcr; pcr <+ p < 0 .05 in comparison with the rats at the age of 2 months in the same group; ** p < 0 .01 < pcr in comparison with the rats 
at the age of 2 months in the control group (two-tailed Mann-Whitney U-test with correction for multiple comparisons using the FDR control technique); 
pcr = 0 .0125 (here and further) .

А/A

В/C

Б/B

Г/D



12

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.4-16

Оригинальная статья

опытной группы не было статистически значимых из-
менений в величине показателей свешиваний с ОР. 
По аналогии с интерпретацией изменения этих показа-
телей у крыс контрольной группы результаты косвенно 

свидетельствуют об отсутствии повышения уровня тре-
вожности у взрослых крыс опытной группы. Следует 
отметить, что после неонатального введения дипроти-
на А у крыс в возрасте 2 мес  было обнаружено сниже-

Таблица 4 / Table 4

Показатели поведения в тесте принудительного плавания у крыс, получавших неонатально ингибитор ДПП-IV дипротин А  
или физиологический раствор  

Behavior indices in the forced swimming test in rats treated neonatally with the DPP-IV inhibitor diprotin A or saline solution 

Показатели

Группы

2 мес 7 мес

физиологический 
раствор  (n = 30)

дипротин А  
(n = 33)

физиологический 
раствор (n = 29)

дипротин А  
(n = 31)

Длительность активного плавания, с 77.1 ± 50.4 75.9 ± 46.0 110.2 ± 49.5 94.6 ± 45.0

Длительность пассивного плавания, с 505.6 ± 61.6 519.2 ± 52.1 484.9 ± 51.2 494.7 ± 41.4

Длительность иммобильности, с 0,0 [0,0;5.0] 4,0 [0.0; 10.0] 2.0 [0.0; 6.0] 5.5 [0.0; 15.0]

Число периодов активного плавания 6.5 [5.0; 12.0] 7.0 [5.0; 10.0] 7.0 [5.0; 8.0] 6.0 [4.0; 8.0]

Число периодов иммобильности (до 6 с) 3.5 [3.0; 4.0] 5.0 [3.0; 14.0] 4.0 [2.0; 5.0] 5.0 [4.0; 11.0]#

Индекс депрессивности 0.5 [0.3; 0.6] 0.75 [0.4; 2.0]+ 0.4 [0.2; 0.5] 1.2 [0.6; 2.0]**

Примечаниe. **p < 0.01 < pкр; pкр < p < 0.05; + p = 0.078 по сравнению со значением показателя в контрольной группе крыс на том же сро-
ке наблюдения (по непарному непараметрическому критерию Манна-Уитни с поправкой на множественность сравнений методом FDR-
контроля); n – число животных в группе.
Note. **p < 0.01 < pcr; pcr < #p < 0.05; +p = 0.078 in comparison with the rats of the same age in the control group (two-tailed Mann-Whitney U-test 
with correction for multiple comparisons using the FDR control technique); n – number of animals in the group.  

Рис. 2. Показатели неагрессивного взаимодействия в тесте социальных контактов у крыс, подвергнутых неонатальному действию дипротина 
А (черный цвет) и контрольных животных, которым вводили физиологический раствор (серый цвет) . 

А – число неагрессивных контактов; Б – длительность неагрессивных контактов .

Число пар крыс в возрасте 2 мес и 7 мес составило в контрольной группе 14 и 16, соответственно; в опытной группе – 14 и 15, соответственно . 
*p < 0 .05; **p < 0 .01 по сравнению со значением показателя в контрольной группе крыс того же возраста; +p < 0 .05;++ p < 0 .01 по сравнению со 
значением показателя в той же группе на предыдущем сроке тестирования (по Fisher LSD-тесту после Two Way ANOVA) . 

Fig. 2. Indicators of non-aggressive interaction in the social contact test in rats neonatally exposed to diprotin A (black) and control animals exposed to 
saline (gray) .

A – The number of non-aggressive contacts; B – The duration of non-aggressive contacts .

The number of pairs of rats at the age of 2 and 7 months was 14 and 16 for the control group, respectively, and 14 and 15 for the experimental group, 
respectively .

*p < 0 .05; **p < 0 .01 in comparison with the control rats of the same age; +p < 0 .05; ++ p <0 .01 in comparison with the rats of the previous age in the 
same group (Two Way ANOVA followed by the Fisher LSD post hoc test) .

А/A Б/B
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ние выраженности груминга, и, в отличие от контроль-
ных животных, не было выявлено его снижения в воз-
расте 7 мес. Интерпретация этологического показателя 
аутогруминга противоречива, однако многие исследова-
тели разделяют представления о том, что этот тип пове-
дения проявляется у грызунов в ситуациях, связанных 
со стрессом и конфликтом и не связан с уровнем тре-
вожности [см. обзор 31]. Если исходить из этих пред-
ставлений, то можно полагать, что снижение груминга 
у крыс опытной группы отражает их меньшую реактив-
ность в стрессогенной ситуации, то есть свидетельству-
ет об устойчивости к стрессу. У крыс опытной группы 
в ПКЛ было выявлено возрастание скорости переме-
щения, величины пробега, числа и длительности сто-
ек, что, в совокупности с данными об отсутствии у них 
снижения с возрастом числа и длительности свеши-
ваний с ОР, можно рассматривать как признаки фор-
мирования и длительного сохранения гиперактивного 
фенотипа после неонатального действия дипротина А. 
В пользу этой гипотезы свидетельствуют результаты, по-
лученные в тесте социального взаимодействия, – уве-
личение числа и длительности неагрессивных социаль-
ных контактов в возрасте 7 мес у крыс опытной группы. 

Результаты настоящего исследования хорошо со-
гласуются с результатами работ, выполненных на гры-
зунах с модификациями гена, кодирующего ДПП-IV. 
У крыс F344 cо спонтанной мутацией гена dpp4, при-

водящей к почти полной потере ферментативной ак-
тивности ДПП-IV, формируется стрессоустойчивый 
поведенческий фенотип, проявляющийся в снижении 

Рис. 3. Показатели агрессивного взаимодействия в тесте социальных контактов у крыс, подвергнутых действию дипротина А (черный цвет) в 
период с 5-го по 18-й постнатальные дни, и контрольных животных, которым вводили физиологический раствор (серый цвет) . Остальные обо-
значения как на рис . 1 .

А – число агрессивных контактов; Б – длительность агрессивных контактов . Число пар крыс в группах указано в подписи к рис . 2 . *p < 0 .001 < 
pкр  по сравнению со значением показателя в контрольной группе того же возраста; + p <0 .001 < pкр по сравнению со значением показателя в 
той же группе на предыдущем сроке тестирования (по двустороннему U-критерию Манна-Уитни с поправкой на множественность сравнений 
методом FDR-контроля) . 

Fig. 3. Indicators of aggressive interaction in the social contact test in rats exposed to diprotin A (black) at 5 to 18 postnatal days and in the control an-
imals exposed to saline (gray) . The other designations as in Fig . 1 . A – The number of aggressive contacts; B – The duration of aggressive contacts . The 
number of pairs of rats in groups is indicated in the caption to Fig . 2 . *p < 0 .001 < pcr in comparison with the rats of the same age in the control group; 
+p < 0 .001< pкр in comparison with the rats of the previous age in the same group (two-tailed Mann-Whitney U-test with correction for multiple com-
parisons using the FDR control technique) .

Рис. 4. Уровень кортикостерона в сыворотке крови крыс в возрасте 
7 .5 мес, которым вводили  дипротин А (Д, 2 мг/кг) с 5-го по 18-й пост-
натальные дни, и контрольных животных, которым по той же схеме 
вводили физиологический раствор (ФР) . *p < 0 .05 по сравнению со зна-
чением показателя в группе ФР (по двустороннему U-критерию Ман-
на-Уитни) .

Fig. 4. Blood serum corticosterone concentration in rats aged 7 .5 months 
who were neonatally exposed to diprotin A (Д, 2 mg/kg) at 5 to 18 post-
natal days, and control animals exposed to saline (ФР) according to the 
same scheme . *p < 0 .05 in comparison with the ФР group (two-tailed 
Mann-Whitney U-test) .
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уровня тревожности в ПКЛ, усилении исследователь-
ской активности, увеличении продолжительности со-
циального взаимодействия, а также в ряде других по-
веденческих и физиологических процессов [32-34]. 
Двигательная и исследовательская гиперактивность, 
то есть, повышенная поведенческая активация в усло-
виях новизны выявлена у мышей с генотипом CD26-/- 
[35]. Авторы полагают, что подобные эффекты опосре-
дуются через изменение взаимодействия белков-суб-
стратов ДПП-IV (в первую очередь, нейропептида Y) 
с разными типами рецепторов в структурах мозга, от-
вечающих за реализацию стресс-реакции. 

В нашей работе, наряду с признаками гиперактив-
ности, у крыс с неонатальным действием дипротина 
А отмечены эмоционально-мотивационные наруше-
ния, выявляемые в виде повышенной агрессивности 
в тесте социального взаимодействия и симптомов де-
прессивно-подобного поведения в тесте принудитель-
ного плавания.

Результаты экспериментальных исследований, сви-
детельствующие о вовлечении ДПП-IV в депрессив-
но-подобное поведение, противоречивы. Мыши, му-
тантные по гену СD26-/-, демонстрировали признаки 
снижения депрессивности по увеличению длитель-
ности пассивного плавания в тестах принудительно-
го плавания и подвешивания за хвост [35]. Однако 
у крыс линии F344 с генетически сниженным уровнем 
функциональной активности ДПП-IV такого эффек-
та не наблюдали [32]. В нашем исследовании депрес-
сивно-подобное поведение выявлялось только по био-
ритмологическим показателям плавания. Отсутствие 
изменений по таким общепринятым показателям, как 
длительность пассивного и активного плавания в этом 
тесте ставит под сомнение влияние неонатального дей-
ствия дипротина А на депрессивную симптоматику на 
поздних сроках наблюдения. Напротив, повышение 
агрессивности, наблюдаемое у крыс опытной группы 
в возрасте как 2, так и 7 мес, можно отнести к устойчи-
вым эффектам дипротина А на представленной модели 
эмоционально-мотивационных нарушений.

В научной литературе единичны исследования воз-
можного участия ДПП-IV в реализации агрессивно-
го поведения, однако есть работы, в которых показа-
на прямая взаимосвязь между активностью ДПП-IV 
в сыворотке крови и агрессивностью у детей [36], ра-
боты, в которых приводятся доказательства вовлечен-
ности субстратов ДПП-IV (в частности, нейропептида 
Y) в запуск и реализацию агрессии [37]. Имеются также 
данные о том, что отклоняющееся от нормы функци-
онирование ГГА-оси часто сопровождается аномаль-
ной агрессивностью, а низкая или высокая реактив-

ность ГГА-оси в период развития связана с появле-
нием агрессивных фенотипов [см. обзор 38]. 

Недавние исследования на животных показывают, 
что ДПП-IV функционирует как модулятор активно-
сти ГГА-оси и реакции на стресс [34, 39]. Возможно, 
действие ингибитора ДПП-IV в раннем постнаталь-
ном периоде повлияло на состояние ГГА-оси и изме-
нило стресс-реактивность крыс. 

Заключение

Данные настоящего исследования свидетельству-
ют о развитии гиперактивного фенотипа и длительных 
психоэмоциональных нарушений в виде повышенной 
агрессивности наряду с длительной активацией ГГА-о-
си у взрослых крыс, подвергнутых действию дипроти-
на А в ПНД 5–18. На основании полученных результа-
тов можно высказать предположение о существовании 
патогенетической взаимосвязи между индуцирован-
ными неонатальным действием ингибитора ДПП-IV 
нарушениями поведения и состоянием ГГА-оси. Дан-
ные подтверждают развиваемые нами представления 
об участии дипептидилпептидазы-IV в генезе психоэ-
моциональных расстройств.
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Введение. Патогенетические основы изменения микроциркуляции крови в головном мозге вследствие черепно-мозговой 
травмы (ЧМТ) изучены не в полной мере по причине высокой инвазивности нейроморфологических методов . Цель иссле-
дования – изучение поведенческого статуса и информативности цитохимических критериев хромофилии эритроцитов в 
качестве маркеров вазореактивности микрососудов головного мозга при черепно-мозговой травме у крыс . 
Методика. Объектом исследования являлись 3-месячные аутбредные крысы Wistar массой 250-270 г . Легкую и средней 
тяжести ЧМТ воспроизводили с применением модифицированной модели падающего груза для взрослых крыс . Через 2 
ч, 1, 2, 8 и 14 сут после моделирования ЧМТ проводили неврологическое обследование животных по модифицированной 
шкале Neurological Severity Scores (mNSS), сенсомоторное – по степени тревожности в тесте «свет–темнота», поведение ана-
лизировали с использованием теста условной реакции пассивного избегания . С помощью хромаффинной реакции иссле-
довали функциональное состояние эритроцитов . Срезы тканей головного мозга, окрашивали по Нисслю и гематоксилин–
эозином, микроскопировали, проводили морфометрию цифровых изображений . 
Результаты. Неврологическое обследование при среднетяжелой ЧМТ показало очаговую симптоматику, соответству-
ющую выраженным неврологическим расстройствам, тогда как после ЧМТ легкой степени у крыс отмечались незначи-
тельные нарушения координации . В тесте условной реакции пассивного избегания на 7-е сут у этих животных выявлено 
состояние повышенной тревожности . Морфометрический анализ препаратов головного мозга травмированных живот-
ных показал уменьшение диаметра просвета капилляров и выявил признаки гипоксии нейронов . Цитохимическая оценка 
эритроцитов, с привлечением количественного определения степени флуоресценции, выявила особенности окислитель-
ного метаболизма в клетках у травмированных крыс . Эти показатели коррелировали с морфологическими признаками 
гипоксии головного мозга . 
Заключение. В начальный посттравматический период отмечено уменьшение диаметра просвета капилляров нервной 
ткани, наличие морфологических признаков компенсации нейронов, что является локальной ответной реакцией клеток 
на ишемию головного мозга . В капиллярах определяется нарушение гемореологии, что является следствием изменения 
окислительно-восстановительных процессов вследствие гипоксии при внутричерепной травме . 
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The pathogenetic basis of changes in blood microcirculation in the brain due to traumatic brain injury (TBI) has not been fully 
studied due to the highly invasive nature of neuromorphological methods . Aim: To study the behavioral status and informa-
tive value of cytochemical criteria for erythrocyte chromophilia as markers of cerebral microvessel vasoreactivity in rats with TBI .
Methods. The study was conducted on 3-month-old Wistar albino, outbred rats weighing 250-270 g . Mild to moderate TBI was 
simulated using a modified falling weight model for adult rats . At 2 hrs, 1, 2, 8, and 14 days after TBI, a neurological examination 
was performed according to the modified Neurological Severity Score (mNSS) modified scale and a sensorimotor examination was 
performed according to the degree of anxiety in the light-dark test . Behavior was analyzed using the conditioned passive avoid-
ance response test . The functional state of erythrocytes was studied using the chromaffin reaction . Brain tissue samples stained 
by Nissl and with hematoxylin–eosin were evaluated under a microscope, digital images were obtained, and morphometric pro-
cessing was performed . 
Results. Neurological examination after moderate TBI showed focal symptoms corresponding to severe neurological disorders, 
while after mild TBI, rats had minor coordination disorders . In the conditioned passive avoidance response test on the 7th day, 
the rats showed a state of increased anxiety . Morphometric analysis of the brains showed a decrease in the diameter of capillary 
lumen and changes in neurons, indicating signs of hypoxia . The cytochemical assessment of erythrocytes, involving a quantita-
tive determination of the degree of fluorescence, revealed features of cell oxidative metabolism in injured rats . Moreover, these 
indicators correlated with morphological signs of hypoxia in brain neural tissue . 
Conclusion. In the initial post-traumatic period, there was a decrease in the capillary lumen diameter of the brain neural tissue and 
the presence of morphological signs of neuronal compensation, which is a local response of cells to cerebral ischemia . Disorders of 
hemorheology were found . These changes were a consequence of altered redox processes due to hypoxia after intracranial injury .
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Введение

По данным Всемирной организации здравоохране-
ния, черепно-мозговая травма (ЧМТ) является основ-
ной причиной смертности молодых людей и согласно 
прогнозу к 2020 г. среди населения займёт третье ме-
сто в ряду причин инвалидности [1]. В результате воз-
действия на голову сил ударного и/или трансляцион-
ного ускорения, а также сил ускорения/замедления по-

сле ЧМТ происходит повреждение тканей головного 
мозга (ГМ) и нарушение его кровообращения [2]. По-
казано, что посттравматические цереброваскулярные 
расстройства происходят при формировании циркуля-
торно-гипоксемической или венозной энцефалопатии 
с нарушением функционирования центральной нерв-
ной системы [3]. В дальнейшем, подобные дисфунк-
ции инициируют когнитивные расстройства, которые 



ISSN 0031-2991 19

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.12-20

рассматриваются в качестве независимого предикто-
ра нарушений, характерных для посттравматического 
синдрома при ЧМТ. Причем, дисфункции нейронных 
связей приводят к изменениям в поведении, которые 
включают в себя исполнительные функции и наруше-
ния памяти, сохранение страха и другие когнитивные 
изменения. Использование экспериментальных моде-
лей воспроизведения ЧМТ позволяет патофизиологам 
изучать этиологию подобного состояния.

Патологические посттравматические изменения 
микроциркуляции крови в ГМ вследствие ЧМТ изу-
чены не в полной мере по причине высокой инвазив-
ности нейроморфологических методов. 

Циркуляторная гипоксия после ЧМТ характери-
зуется изменением окислительно-восстановительных 
процессов в клетках, поэтому как один из вариантов 
косвенной оценки функционального состояния ми-
крососудистой сети можно рассматривать исследова-
ние эритроцитов периферической крови [4]. Известен 
классический метод диагностики мегалобластной ане-
мии – реакция Кассу, где используется окраска эри-
троидных клеток антрахиноновым красителем али-
зариновым красным С (АКС, C14H7NaO7S), который 
является кислотно-основным индикатором ряда окси-
антрахинонов. Указывается, что окраска АКС клеток 
крови с добавлением бихроматов даёт более объектив-
ную оценку количественных особенностей окисления 
биогенных аминов в эритроцитах, при этом изменение 
метаболизма эритроцитов сопровождает патологиче-
ские изменения головного мозга [5]. Таким образом, 
определенный интерес представляет изучение хромо-
филии эритроцитов в патогенезе ЧМТ, которая сопро-
вождается нарушением микроциркуляции и возникно-
вением гипоксии головного мозга. 

Цель исследования – изучение поведенческого ста-
туса и информативности цитохимических критериев 
функционального состояния эритроцитов в качестве 
маркеров вазореактивности микрососудов головного 
мозга при черепно-мозговой травме у крыс.

Методика

Эксперимент проводили на половозрелых кры-
сах-самцах Wistar, (200-250 гр) в соответствии с по-
ложениями Хельсинкской декларации и рекоменда-
циями Директивы Европейского сообщества (86/609 
Г.С), дизайн исследования одобрен междисциплинар-
ным этическим комитетом ФГБОУ ВО ТГМУ (Прото-
кол № 3 от 20.09.2017). Животные были распределены 
на 4 группы: 1-я – контрольная, интактные животные 
(n=10); 2-я – животные с моделированием ЧМТ лег-
кой степени (n=30) и среднетяжелой (n=30). Все по-

тенциально болезненные вмешательства в проводи-
мых экспериментах, а также эвтаназия осуществлялись 
под комбинированным инъекционным наркозом: зо-
летил 0,003 мг/гр («Virbac» Франция), ксиланит 0,008 
мг/гр (ЗАО «НИТА-ФАРМ», Россия, г. Саратов), рас-
твор атропина сульфат 0,1% – 0.01 мл на 100 г. 

Для воспроизведения ЛЧМТ использовали мо-
дифицированную модель падающего груза «weight-
drop model» Mychasiuk и соавт., адаптированную для 
взрослых крыс1 [6, 7]. Для нанесения травмы применя-
ли установку, включающую штатив с направляющей 
падение груза (масса 200 г, высота конуса 1 см, пло-
щадь бойка 3,14 мм2) трубкой, который падает с вы-
соты 1 м на затылочную область головы животного. 
Для исключения сопротивления от твердой поверхно-
сти использовали контейнер, внизу которого был по-
мещен мягкий материал, а его верхняя часть покрыта 
фольгой, выдерживающий массу крысы в состоянии 
покоя, но разрывающийся при нанесении удара по го-
лове. Ускорение и падение, вызванное ударом, вклю-
чало горизонтальное вращение тела животного на 180°. 
С целью воспроизведения средней степени или сред-
нетяжёлой ЧМТ (СЧМТ) из описанной выше модели 
был исключён элемент падения животного в резервуар 
после удара. Травма наносилась по голове нефиксиро-
ванного животного, свободно лежащего на поверхно-
сти при которй допускалось отклонение головы в сто-
рону после удара.

Проводили неврологическое и сенсомоторное об-
следование, изучали тревожность в тесте «свет–тем-
нота» и способность к обучению при формировании 
условной реакции пассивного избегания (УРПИ) жи-
вотных через 2 ч, 1, 2, 8 и 14 сут после моделирования 
ЧМТ. После выхода из наркоза неврологический ста-
тус животных оценивался по шкале mNSS (Modified 
Neurological Severity Scores), которая включала те-
сты на выявление расстройств двигательной актив-
ности (мышечный статус и неестественные движе-
ния), чувствительной сферы (зрительной, тактиль-
ной и проприоцептивной), рефлексов и координации 
движений. Оценка проводилась по балльной систе-
ме от 0 до 10 в модификации для крыс [8]. Исследо-
вание тревожности проводили в тесте «свет–темно-
та», используя систему мониторинга активности (TSE, 
«PhenoMaster», США). Фиксировали латентный пери-
од первого захода в темный отсек, время нахождения 
животного в светлом и темном отсеках, а также коли-
чество переходов между отсеками. При оценке УРПИ 
регистрировался латентный период первичного захо-

1Патент Ru 2725287 2020 .
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да в тёмный отсек, после чего он закрывался и на дно 
его подавалось 12 ударов тока (50Гц, 1,5 мА, 1 с) с ин-
тервалами в 5 с, затем крысу возвращали в «жилую» 
клетку. Через 3 ч после обучения животное обследо-
валось повторно с регистрацией времени повторного 
захода в тёмный отсек, если таковой имел место. Под-
счет анализируемых показателей осуществляли в тече-
ние 5 мин после адаптации животных к условиям экс-
перимента. Через 1 и 14 сут после травмы исследовали 
уровень тревожности в приподнятом крестообразном 
лабиринте (PhenoMaster, США) [9]. Время тестирова-
ния составило 3 мин; регистрируемые показатели: вре-
мя пребывания в закрытых, открытых рукавах и на цен-
тральной площадке, количество заходов в них и свеши-
ваний с рукава. Видеофиксация проводилась в режиме 
реального времени с использованием цифровой виде-
осистемы EthoVision® ХТ (США).

Цитохимическое исследование эритроцитов про-
водили с помощью хромаффинной реакции2 с исполь-
зованием ализарина красного S (АКС).

Мазки крови животных, окрашивали 5 % раство-
ром АКС (Sigma-Aldrich, США) на основе 960 эти-
лового спирта и водного раствора бихромата калия 
(БК, K2Cr2O7, Sigma-Aldrich, США). Флуоресцентную 
микроскопию окрашенных препаратов изучали с по-
мощью сканирующего конфокального микроскопа 
(Zeiss LSM 710, Германия) максимальная флуоресцен-
ция оценивалась в диапазоне длины волн 620-680 нм. 
В препарате изучали 300 клеток, после чего рассчиты-
вали средний цитохимический коэффициент (СЦК) 
по формуле: 

 1 балл × Nэ + 2 балла × Nэ+3 балла × Nэ+4 балла × Nэ+5 баллов× Nэ
СЦК= ––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

                                                             300
где: Nэ – количество эритроцитов; 1 балл – эри-

троциты без свечения; 2 балла – гранулярная флуорес-
ценция цитоплазмы (1-5 гранул); 3 балла – неполная 
гранулярная флуоресценция периферической части 
цитоплазмы; 4 балла – полная флуоресценция пери-
ферической части цитоплазмы с гранулярной зерни-
стостью менее 0.5 мкм в диаметре; 5 баллов – полно-
ценная гранулярная флуоресценция цитоплазмы эри-
троцитов с зернистостью более 0.5 мкм в диаметре. 

Для гистологического исследования тканей голов-
ного мозга образцы фиксировали в 4% нейтральном 
формалине, готовили парафиновые срезы по клас-
сической технологии с последующим окрашивани-
ем по Нисслю и гематоксилин–эозином. Препараты 
оценивали с помощью микроскопа CX41, оснащен-

ного цифровой камерой (Olympus, Япония). Морфо-
метрическую обработку изображений осуществляли 
с помощью программы NIS-Elements Imaging Software 
(Nikon, Япония), подсчитывали нейроны, распределяя 
на следующие группы: 1 – нормохромные; 2 – гипо-
хромные; 3 – гиперхромные. 

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью Statistica 6.0 (StatSoft, США). Все значе-
ния представлены как среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего (M±m). Данные по группам проана-
лизированы с помощью t-критерия Стьюдента (нена-
правленного) и Ньюмана-Кейлса для множественных 
сравнений. Для корреляции признаков использовали 
линейный регрессионный анализ с вычислением кри-
терия Пирсона. Различия считались статистически зна-
чимыми при p<0,05. 

Результаты исследования 

При воспроизведении ЛЧМТ и СЧМТ у живот-
ных отсутствовали летальные исходы и существен-
ные двигательные расстройства. При анализе физи-
ологических параметров, включающих время выхода 
из наркоза и оценку неврологического статуса по шка-
ле mNSS, установлено, что у животных через несколь-
ко минут после нанесения легкой ЧМТ (ЛЧМТ) пока-
затели были статистически значимо (р=0.005) выше, 
чем у здоровых (рис. 1). Так, если здоровые животные 
после наркоза переворачивались на задние лапы че-
рез 77.8±8.8 с, то пробуждение после нанесения ЛЧ-
МТ составляло 110.73±9.1 с, а при СЧМТ 151.8±12.7. 
Оценка состояния согласно шкале mNSS показала, 
что у крыс в первые часы динамики ЛЧМТ отмеча-
лись нарушения координации, без чётких двигатель-
ных расстройств, при значении общего среднего бал-
ла 1.4±0.31, сравнимого с показателем для здоровых 
животных (1.4±0.3, р=0.005). 

При изучении ситуативного поведения животных 
в тесте «черно-белая камера» определено, что вре-
мя входа здоровых крыс в тёмную камеру состави-
ло 17.9±2.1 с, после обучения они не посещали тём-
ный отсек до 90 с и более, что было принято нами 
за норму для кратковременной памяти. После нане-
сения ЛЧМТ не было установлено различия c контро-
лем между показателями латентного времени перехо-
да в темный отсек (p=0.64) и количеством перехо-
дов между отсеками (p=0.14), Необходимо отметить, 
у крыс после ЛЧМТ, по сравнению со здоровыми 
(204.7±15.2 с), время нахождения в темном отсеке 
было более продолжительным (276.1±15.2 с, p=0.03), 
что указывало на повышенную тревожность. После 
ЛЧМТ у животных изменение показателей было за-2Патент 2709212 . Ru; 2019 .
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регистрировано на 7-е сут (p<0.001): среднее вре-
мя захода в тёмную камеру при обучении состави-
ло 9.38±0.9 с, также было зарегистрировано угасание 
УРПИ, указывающее на нарушение кратковремен-
ной памяти. Среднее время повторного захода соста-
вило 37.65±3.8 с. У животных на 7-е сут после нане-
сения СЧМТ среднее время захода в тёмную камеру 
при обучении составило 11 с, а угасание УРПИ заре-
гистрировано у 4 из 5 животных, которые повторно 
заходили в тёмную камеру в среднем через 54,86±5,6 
с (рис. 1). Общее среднее время повторного посе-
щения тёмной камеры у животных с СЧМТ соста-

вило 65 с. При исследовании поведения животных 
в приподнятом крестообразном лабиринте опреде-
лено нарастание уровня тревожности к 14-м сут по-
сле ЛЧМТ. Количество посещений открытых рукавов 
снизилось с 4 до 0, а закрытых рукавов повысилось 
с 8 до 13 на фоне повышения времени нахождения 
в них животных с 101.2±11.3 до 167±14.3 с. 

В неокортексе через 1 сут после нанесения ЛЧ-
МТ обнаружено сужение капилляров, значитель-
ное увеличение содержания гиперхромных нейро-
нов и количества клеток с 2 ядрышками (таблица). 
Восстановление просвета капилляров с повышени-

Рис. 1. Неврологический и поведенческий статус животных при черепно-мозговой травме: а – показатели время выхода из наркоза (ось абс-
цисс, с); б – количество баллов по шкале mNSS (ось абсцисс, баллы, усл . ед .); в, г – время входа в темную камеру в тесте «черно-белая камера» 
животных после ЛЧМТ и СЧМТ соответственно (ось абсцисс, с) .

Fig. 1. Neurological and behavioral status of animals with traumatic brain injury: a: time of recovery from anesthesia (abscissa, sec); b: mNSS scale score 
(abscissa, score in conventional units); c, d: time of entry into the dark chamber in the “black-and-white chamber” test after TBI, respectively (abscissa, sec) .

а/а

в/c

б/b

г/d



22

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.17-25

Оригинальная статья

ем количества гипохромных нейронов и увеличени-
ем диаметра ядрышек отмечалось к 7-м сут, тогда как 
к 14-м сут, напротив, обнаруживалось повышение 
содержания гиперхромных нейронов с 2 ядрышка-
ми. Снижение осмолярности цитоплазмы нейронов 
при изменении соотношения ионов калия морфоло-
гически проявляется гиперхромией. У травмирован-
ных животных увеличение количества гиперхром-
ных нейронов и клеток с 2 ядрышками обнаружено 
к концу 2-й нед при высоком уровне тревожности 
животных (таблица). 

В настоящем исследовании для выявления со-
стояния окислительного метаболизма в эритроцитах 
применялся метод, основанный на свойстве амид-
ных групп взаимодействовать с бихроматом калия 
(БК) и АКС. При длине волны спектра возбужде-
ния 615 нм с помощью флуоресцентной. При ми-
кроскопии препаратов крови здоровых животных 
отмечалась незначительная флуоресценция эритро-
цитов (рис. 2, а, СЦК=2.735±0.064). На фоне стрес-
сорной реакции организма отмечалась интенсивная 
хромаффинная реакция в эритроцитах травмиро-
ванных животных через 2 ч после нанесения ЛЧМТ 
(3.383±0.144) и СЧМТ (3.853±0.214) (рис. 2, б, в). За-
тем показатели хромаффинной реакции эритроци-

тов снижались, и минимальное значение СЦК от-
мечалось через 2 сут при ЛЧМТ (1.1±0.033) и СЧ-
МТ (1.918±0.12). В этот период преимущественно 
обнаруживались клетки с диффузной флуоресцен-
цией цитоплазмы. Если принять во внимание, что 
в низкодифференцированных эритроидных клетках 
не определяется флуоресценция (рис. 2, г), а грану-
лярное свечение отмечается после энуклеации окси-
фильных нормоцитов, можно высказать предполо-
жение, что при гипоксии и развитии окислительного 
стресса после ЧМТ в периферической крови пре-
обладают низкодифференцированные эритроциты. 
В таких условиях существенно изменяется способ-
ность эритроцитов к восстановлению Cr (VI), что от-
ражает особенности их метаболизма. Корреляцион-
ный анализ показал статистически значимую связь 
между показателями морфометрического анализа 
и показателем СЦК хромаффинной реакции эри-
троцитов. Согласно шкале Чеддока сильная положи-
тельная связь определена между показателями диа-
метра сосудов головного мозга и СЦК. Коэффициент 
корреляции для показателей диаметра прекапил-
ляров, капилляров, посткапилляров и СЦК хромо-
фильной реакции эритроцитов составил 0.896, 0.984 
и 0.993 соответственно (р<95%). 

Таблица/Table  

Параметры морфометрического анализа неокортекса

Parameters of the neocortex morphometric analysis

Показатель
Parameters

Контроль
Control

1 сут после ЛЧМТ
1 day after mTBI

8 сут после ЛЧМТ
8 day after mTBI

14 сут после ЛЧМТ
14 day after mTBI

Диаметр прекапилляров, мкм
Precapillary diameter, μm

9.4±0.51 7.40±0.51* 7.8±0. 4* 9.8±0.4*

Диаметр капилляров, мкм 
Capillary diameter μm

5.0±0.05 3.780±0.116* 4.2±0.07* 4.9±0.06

Диаметр посткапилляров, мкм 
Postcapillary diameter, μm

8.5±0.2 6.92±0.116* 7.5±0.2* 8.4±0.2

Количество гипохромных нейронов, % 
Number of hypochromic neurons, %

5.2±0.6 6.2±1.53* 19.0±4.5* 5.8±1.2

Количество гиперхромных нейронов, % 
Number of hyperchromic neurons, %

5.0±0.6 61.56± 15.52* 22.9±6.7* 23.7±8.1*

Количество нормохромных нейронов, % 
Number of normochromic neurons, %

89.8±0.9 32.54 ±11.38* 58.1±9.7* 70.5±7.4

Размер ядрышек нейронов, мкм 
The size of the nucleoli of neurons, μm

0.5±0.03 0.68±0.05* 0.7±0.1* 0.6±0.03

Количество клеток с двумя ядрышками, %
Number of cells with two nucleoli, %

4.5±1.7 7.5±1.2* 10.0±1.2* 10.0±2.2*

Примечание. * – статистическая достоверность различия выборок животных (р<0,05). 
Note. * – statistical significance of the difference between animal samples (р<0,05).
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Обсуждение

Согласно нашим данным при моделировании 
ЧМТ выявляются значимые изменения неврологи-
ческого и поведенческого статуса. У этих крыс об-
наруживались нарушения координации и неболь-
шие двигательные расстройства. Ситуативное поведе-
ние животных изменялось при наличии повышенной 
тревожности и нарушении кратковременной памяти. 
Причем, неврологические и поведенческие расстрой-
ства у крыс развивались на фоне дисциркуляции моз-
гового кровообращения. Эти данные подтверждаются 
другими авторами [10]. В ответ на локальные механиз-
мы развития ЛЧМТ формируется генерализованный 
ответ целостного организма. При цитохимическом 
исследовании эритроцитов периферической крови 
было покзано, что во время экспериментальной ЛЧ-
МТ обнаруживаются данные говорящие о генерали-
зованной реакции организма в ответ на поврежде-

ние ЦНС. Это обусловлено, тем, что повреждение 
ЦНС приводит к дестабилизации механизма регуля-
ции физиологических и метаболических процессов, 
которые поддерживают гомеостаз. На эту точку зре-
ния указывает то, что при ЛЧМТ происходит ней-
рогенная модуляция окислительно-восстановитель-
ных процессов обмена производных тирозина в цито-
плазме эритроцитов периферической крови. В целях 
оценки дисфункции микроциркуляции во время ЛЧ-
МТ нами был использовали новый метод исследо-
вания эритроцитов периферической крови. Выбор 
этого метода обусловлен тем, что сейчас существен-
но пересмотрены механизмы флуоресценции цело-
го ряда красителей, а также адгезия флуорохрома на 
объектах исследования [11]. Для флуоресценции фи-
зических тел выявлена существенная роль переноса 
электронов в химической системе [12]. Новыми ви-
дами флуоресценции являются: 1. Фотоиндуцирован-
ный перенос электронов, 2. Электронный обмен или 

в/c

а/а

г/d

б/b

Рис. 2. Хромаффинная реакция в эритроцитах . а – контрольных животных; б, в – через 2 ч после легкой и среднетяжелой черепно-мозговой трав-
мы; г – красный костный мозг здоровых животных, незрелые эритроидные клетки и эритроциты с отрицательной хромаффинной реакцией и зре-
лые с положительной .  а-в – конфокальная микроскопия, г – световая микроскопия, окраска ализариновым красным и бихроматом калия .

Fig. 2. The chromaffin reaction of red blood cells: a: control animals; b, c: at 2 h after mild and moderate traumatic brain injury, respectively; d: red bone 
marrow of healthy animals, immature erythroid cells and erythrocytes with a negative chromaffin reaction and mature cells with a positive chromaffin 
reaction .  a-c: confocal microscopy, D: light microscopy, staining with alizarin red and potassium dichromate .
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взаимодействия типа Декстера, 3. Эмиссия индуци-
рованной агрегацией (AIE) 4. Усиление флуоресцен-
ции инкапсулированных красителей. АКС являет-
ся широко известным биохимическим маркером со-
стояния функции доноров и акцепторов электронов 
в биологической системе содержащей кислоты и ос-
нования Льюиса [13]. Так же, изучается эксимерная 
флуоресценция АКС, которая характеризует образо-
вание радикалов фотодимеров этого красителя [14]. 
Установлен фотозависимый характер контакта АКС 
с оксидами металла, который инициирует образова-
ние активных форм кислорода – антрахиноновый 
процесс [15]. Поэтому мы для маркирования оксида-
ции производных тирозина в эритроцитах использо-
вали ализарин красный С и бихромат калия, которые 
образуют химические связи с ароматическими ами-
нокислотами. На специфичность этой реакции ука-
зывает, как известно, то, что производные тирози-
на имеют основное значение в качестве важнейших 
мишеней для воздействия активных форм кислоро-
да. Эта точка зрения сейчас подтверждена в большом 
количестве исследований конструкции современных 
хемосенсоров [16]. Следовательно, полученные нами 
данные об изменении метаболизма в эритроцитах жи-
вотных после ЧМТ, сопряженой с гипоксией тканей 
головного мозга, подтверждают нарушение геморео-
логии, способствующей развитию генерализованно-
го оксидативного стресса. Корреляционный анализ 
морфометрических данных и СЦК хромофильной 
реакции эритроцитов показал статистически значи-
мую связь между ними. Была установлена согласно 
шкале Чеддока сильная положительная связь меж-
ду показателями диаметра сосудов головного мозга 
и СЦК. Коэффициент корреляции для показателей 
диаметра прекапилляров, капилляров, посткапилля-
ров и СЦК хромофильной реакции эритроцитов был 
равен 0.896, 0.984 и 0.993 соответственно (р <0,05). 

Заключение

Морфометрия капилляров нервной ткани показа-
ла уменьшение диаметра просвета в начальный пост-
травматический период, при этом отмечалась морфо-
химическая компенсация нейронов, которая являет-
ся локальной ответной реакцией клеток на ишемию 
головного мозга. При внутричерепной травме след-
ствием изменения окислительно-восстановительных 
процессов в эритроцитах является генерализованное 
нарушение гемореологии. Изменение этого показа-
теля в динамике патологического процесса отража-
ло наличие инициирующего воздействия нейроди-
намических повреждающих факторов на возникно-

вение генерализованных гемодинамических сдвигов 
в организме крыс.
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Введение. В современном мире проблема инсультов постепенно выходит на лидирующие позиции .  Отсутствие эффек-
тивных медикаментозных методов коррекции острого нарушения мозгового кровообращения приводит к необходимо-
сти поиска новых препаратов с нейропротекторным потенциалом, способных если не предотвратить, то значимо миними-
зировать последствия и тяжесть ишемического инсульта . Цель исследования – оценка влияния различных доз хлорида 
лития на фосфорилирование GSK-3β и выживаемость животных на модели ишемического инсульта .  
Методика. В исследовании были использованы беспородные крысы – самцы, разделённые на 5 групп: ложноопериро-
ванные (n=9), контрольная группа (ишемический инсульт с введением раствора NaCl 0,9% в объеме, эквивалентном вво-
димым лекарственным средствам в других группах, n=5), и группы с введением хлорида лития в дозах 4,2 мг/кг (n=5), 21 
мг/кг (n=5) и 63 мг/кг (n=5) . Ишемический инсульт моделировали по методу Лонга . По истечении 7 сут от начала экспери-
мента животные подвергались гуманной эвтаназии с извлечением головного мозга и дальнейшим определением уровня 
фосфорилированной формы GSK-3β (p-GSK-3β) методом вестерн-блоттинга . Нейропротекторный эффект солей лития реа-
лизуется благодаря прямому ингибированию ключевой киназы аптотического механизма клеточной сигнализации – гли-
коген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с переводом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β) . На 7-е сут также был проведен 
анализ показателей летальности в группах . Для множественных сравнений рассчитывали критический уровень значимо-
сти при использовании поправки Бонферрони . 
Результат. Хлорид лития в дозе 4,2 мг/кг оказывал минимальное влияние как на уровень p-GSK-3β (p=0,8), так и на леталь-
ность по отношению к контрольной группе (p>0,017) . Доза 21 мг/кг, в свою очередь, значимо повышала уровень p-GSK-3β 
(p=0,008), но не снижала летальность (p>0,017) по отношению к группе контроля . При использовании дозировки 63 мг/кг 
уровень p-GSK-3β был максимально приближен к группе ложнооперированных животных (p=0,007), а летальность на 7 
сут была значимо ниже (p>0,017) .
Заключение. Хлорид лития обладает отчётливым дозозависимым нейропротекторным эффектом . Нейропротекторный эффект 
солей лития реализуется благодаря прямому ингибированию ключевой киназы аптотического механизма клеточной сигна-
лизации – гликоген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с переводом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β)  Реализация нейро-
протекторного эффекта данного препарата потенциально способна улучшить прогнозы течения ишемического инсульта . 

Ключевые слова: хлорид лития; нейропротекция; ишемический инсульт; GSK-3β
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Background. Ischemic stroke is becoming a major medical concern worldwide . Reasons for this include the aging population, 
which experiences an increasing frequency of cardiovascular problems . Additionally, social factors, e .g ., smoking, fatigue, sub-
stance abuse, lead to strokes in young and middle-aged people . The lack of effective medical methods for correcting acute cere-
bral circulatory disorders underscores the need for new drugs whose neuroprotective potential can prevent or significantly mini-
mize the consequences and severity of ischemic stroke . Aim. To evaluate the effect of different doses of lithium chloride on GSK-3ß 
phosphorylation and on animal survival in a model of ischemic stroke . 
Methods. 29 male rats were divided into five groups: Sham-operated (n=9); control, ischemic stroke with administration of a 
volume of 0 .9% NaCl solution equivalent to the volume of the administered drugs in other groups (n=5); and groups with admin-
istration of lithium chloride at doses of 4 .2 mg/kg (n=5), 21 mg/kg (n=5), and 63 mg/kg (n=5) . Ischemic stroke was produced by 
the Long method . After 7 days, the animals were subjected to humane euthanasia . The brain was excised, and the phosphory-
lated form of GSK-3β (p-GSK-3β) was measured by Western blotting . The neuroprotective effect of lithium salts occurs due to a 
direct inhibition of the key kinase of the apoptotic mechanism of cell signaling, glycogen-synthase kinase (GSK-3β), that is trans-
formed into a phosphorylated form .  Also, the group mortality rates were analyzed on day 7 . For multiple comparisons, a critical 
level of significance was calculated using the Bonferroni correction .  
Results. Lithium chloride, 4 .2 mg/kg, had a minimal effect on both p-GSK-3ß (p=0 .8) and mortality compared to the control group 
(p>0 .017) . A dose of 21 mg/kg significantly increased p-GSK-3ß (p=0 .008), but did not reduce mortality (p>0 .017), relative to the 
control group . At a dose of 63 mg/kg, p-GSK-3ß was similar to that of the sham operated animals (p=0 .007), and the mortality on 
day 7 was significantly lower (p>0 .017) . 
Conclusion. Lithium chloride produces a dose-dependent, neuroprotective effect . This protective effect occurs due to a direct 
inhibition of the key kinase of the apoptotic mechanism of cell signaling, glycogen-synthase kinase (GSK-3β), that is transformed 
into a phosphorylated form . This neuroprotection is potentially able to improve the prognosis of ischemic stroke .
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Введение

Ишемический инсульт, наряду с другими цере-
бро-васкулярными заболеваниями, последнее время 
начинает занимать одно из лидирующих мест в струк-
туре причин как смертности, так и инвалидизации 
пациентов всех возрастов [1, 2]. Поиск эффективных 
методов лечения инсульта на ранних этапах является 
приоритетным в рамках минимизации последствий це-
ребральной ишемии [3].

Препараты лития были одобрены к применению 
ещё в 1970 г. [4], что позволило накопить обширный 
клинический опыт его применения. В 2007 г. в работе 
H. Lin и соавт. было отмечено практически двукрат-
ное увеличение риска развития инсультов у пациен-
тов с биполярными расстройствами (2,97% в группе 
психических заболеваний против 1,5% в группе паци-
ентов, перенесших аппендэктомию, p<0,05) [5]. Поз-
же, в статье C. Lan и соавт., в рамках ретроспективно-
го анализа риска инсультов у пациентов с биполярны-
ми расстройствами было отмечено почти двукратное 
снижение частоты инсультов (p <0,05) у пациентов, 
получавших терапию на основе лития (2,8%) по отно-
шению к пациентам, получавших терапию антипсихо-
тическими препаратами и антидепрессантами (5,4%) 
[6]. В экспериментальной работе M. Ren и соавт. [7] 
эффект лития при ишемическом инсульте оценивал-
ся путем сравнения объема поражения в зависимости 
от вводимой дозы препарата. Однако наиболее эф-
фективной оказалась доза 127 мг/кг, что практически 
в 4 раза превышало токсическую концентрацию для 
человека [8]. 

Нейропротекторный эффект солей лития реализу-
ется благодаря прямому ингибированию ключевой ки-
назы аптотического механизма клеточной сигнализа-
ции – гликоген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с пере-
водом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β) [9]. 
В предыдущих работах, однако, не оценивалось влия-
ние различных доз лития на уровень p-GSK-3β в оча-
ге ишемического инсульта, а также и на летальность. 

Учитывая имеющуюся на сегодняшний день ин-
формацию о нейропротекторных эффектах лития, 
а также роли клеточных киназ в патогенезе повреж-

дения тканей головного мозга и была сформулирова-
на цель данного исследования.

Цель исследования – оценка влияния различных 
доз хлорида лития на фосфорилирование GSK-3β и вы-
живаемость животных на модели ишемического ин-
сульта. 

Методика

Исследование выполнено в соответствии с эти-
ческими принципами и нормативными документа-
ми, рекомендованными европейским научным фон-
дом и Хельсинской декларацией о гуманном отноше-
нии к животным. Протокол проведения эксперимента 
утвержден локальным Этическим комитетом ФГБ-
НУ НИИОПП. В работе использовались беспородные 
крысы самцы массой 315±11,5 г. С целью моделиро-
вания фокальной ишемии использована классическая 
модель ишемии Лонга [10]. С целью исключения субъ-
ективных предпочтений на формирование экспери-
ментальных групп, распределение животных осущест-
вляли методом модифицированной блочной рандоми-
зации [11]. Все животные, включенные в исследование, 
случайным образом размещались в ячейках блока ран-
домизации (число ячеек блока рандомизации кратно 
числу групп в эксперименте). Далее, пользуясь гене-
ратором случайных чисел, составлялся перечень дан-
ных, включающий номера ячеек с животными и со-
ответствующие им номера групп, куда были помеще-
ны животные [12]. На каждом этапе каждое животное 
было маркировано нанесением перманентного марке-
ра на основание хвоста. В соответствии с нанесённой 
отметкой каждому животному был присвоен индиви-
дуальный номер.

Животные были разделены на 5 групп. Группа I 
(n=9, средняя масса 311,3±12,4 г) состояла из ложно-
оперированных животных, которым был выполнен 
срединный разрез кожи по линии проекции трахеи 
с дальнейшим выделением общей сонной артерии, по-
сле чего рана была послойно ушита и обработана анти-
септиком. Группа II являлась контрольной (n=5, сред-
няя масса 307±11,3 г). Животным выполнялась окклю-
зия среднемозговой артерии с целью моделирования 
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фокальной церебральной ишемии. В данной группе 
на протяжении 7 сут ежедневно однократно внутри-
венно вводился раствор NaCl 0,9% из расчета 1,5 мл/
кг, что было сопоставимо с объёмом вводимого пре-
парата в остальных группах. Группа III (n=5, средняя 
масса 308±12,6 г) – животным после моделирования 
фокальной ишемии однократно ежедневно вводился 
хлорид лития в дозе 4,2 мг/кг внутривенно. В группах 
IV и V  (n=5 в каждой группе, средняя масса 304-308 г)  
животным после окклюзии ежедневно, так же на про-
тяжении 7 сут, однократно внутривенно вводился хло-
рид лития в дозе 21 и 63 мг/кг   соответственно

В завершающее исследование входили живот-
ные, выжившие в течении 7 сут. Изначально в ка-
ждую группу было включено большее количество 
животных. Исходное количество животных было 
сформировано исходя из поправок на предполагае-
мую летальность. При расчете дозировок хлорида ли-
тия учитывались полученные ранее данные о хрони-
ческой и острой токсичности препарата [8]. В ряде 
работ [13, 14] авторы указывают дозу карбоната ли-
тия 45 мг/кг (1,5 ммоль/кг) как предельно-допусти-
мую. Эквивалентная доза хлорида лития составля-
ет 63 мг/кг, которая и являлась максимальной в рам-
ках проводимого эксперимента. При использовании 
как карбоната лития в дозе 45 мг/кг, так и хлори-
да лития в дозе 63 мг/кг, количество активного ве-
щества (Li) составляет 8,6 мг/кг. Доза хлорида ли-
тия 21 мг/кг была эквивалента 0,5 ммоль/кг, а 4,2 
мг/кг была эквивалентна 0,1 ммоль/кг и взята для 
определения возможности качественной реализа-
ции нейропротекторного эффекта. 

На 7-е сут крысы подверглись гуманной эвтана-
зии с применением диоксида углерода СО2 с последу-
ющим обескровливанием из полостей сердца. Данный 
метод осуществлялся в соответствии с Директивой Ев-
ропейского Парламента и Совета Европейского Сою-
за по охране животных, используемых в научных це-
лях от 22 сентября 2010 г. [15]. 

Вестерн-блоттинг выполнялся по следующей схеме 
[16]. Образцы ткани мозга в количестве 500 мг были за-
браны в перифокальной зоне ишемического инсульта 
у 20 (по 5 образцов из группы контроля, а так же групп 
с введением хлорида лития в дозах 4,2 мг/кг, 21 мг/кг 
и 63 мг/кг) животных, а так же у 9 животных из лож-
нооперированной группы. Определение сигнальной 
киназы было выполнено методом вестерн-блоттинга 
с антителами против p-GSK-3β (все антитела произ-
водства – Cell Signaling, США) на спектрофотометре 
Hitachi-557 (Hitachi Ltd., Япония), с блоттинг-панелью 
SuperSignal West Pico (ThermoFisher, США).

Мозг крыс лизировали в горячем буфере (62,5 
мM Tris-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 10% глицерина; 50 мM 
ДТТ, 0,01% бромфенолового синего) в течение 4 мин 
при 94 °С. Белки разделяли в 12%-ном ПААГ и пере-
носили на PVDF-мембраны (Amersham, США). Да-
лее 5% БСА в буфере ТБСТ (25мM Tris pH 7,4, 0,15M 
NaCl, 0,1% Tween20) блокировали сайты неспецифи-
ческого связывания. Затем мембраны инкубирова-
ли в течение ночи при температуре +4 ºC с антитела-
ми в 5% растворе БСА/ТБСТ (антитела против β-ак-
тина, ГАФД, p-38, фосфо-p38, p-ERK1/2, p-GSK-3β, 
все – Cell Signaling, США). Со вторыми антителами 
(против мышиных или кроличьих иммуноглобули-
нов, коньюгированных с пероксидазой хрена и раз-
веденных в 5% растворе БСА/ТБСТ) мембраны ин-
кубировали в течение 1 ч. Визуализацию проводили 
набором SuperSignal West Pico (ThermoFisher, США). 
Для денситометрического анализа использовали про-
грамму ImageJ. Содержание фосфорилированной фор-
мы GSK-3β выражали в условных единицах хемилю-
минесценции (у.е.л).

Для статистического анализа использовали про-
граммы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.) и MedCalc 12.5.0.0 
(MedCalc Software bvba). Описательные статистики 
представлены медианой с межквартильным интерва-
лом (для количественных переменных) и абсолютны-
ми частотами с указанием относительных частот в про-
центах (для категориальных переменных). Межгруппо-
вые различия количественных показателей оценивали 
при помощи H-критерия Краскела–Уоллиса с даль-
нейшим попарным сравнением U-критерием Уитни–
Манна, точный критерий Фишера использован для 
сравнения частот. Различия принимались статисти-
чески значимыми при уровне р<0,05, использованный 
критический уровень значимости при использовании 
поправки Бонферрони для множественных сравнений 
указан в таблицах.

Результаты

Исследование показало, что концентрация хло-
рида лития 4,2 мг/кг оказывала минимальное влия-
ние на уровень фосфорилированной формы GSK-3β 
по отношению к контрольной группе. При дозе 21 мг/
кг эффект был более отчетливым, а при введении пре-
парата в дозе 63 мг/кг уровень p-GSK-3β был макси-
мально приближен к группе ложнооперированных 
животных, что свидетельствовало о высоком адаптив-
ном потенциале головного мозга. В контрольной 
группе уровень p-GSK-3β снизился на 69,28% отно-
сительно группы ложнооперированных животных, 
что косвенно позволяет предположить   выраженное 
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ние по отношению к контрольной группе (уровень 
p-GSK-3β был выше на 171%). Полученные результа-
ты позволяют говорить об отчетливом дозозависимом 
влиянии хлорида лития на уровень p-GSK-3β и, как 
следствие, пониженной толерантности к поврежде-
нию при ишемическом инсульте (табл. 1).

Помимо уровня p-GSK-3β нами также оценива-
лась летальность к 7-м суткам с определением значи-
мости полученных различий с использованием точ-
ного критерия Фишера. Различие считалось стати-
стически значимым при p<0,017 (с учетом поправки 
Бонферрони). Полученные результаты представле-
ны в таблице 2.

Обсуждение 

Уровень фосфорилированной формы GSK-3β на-
прямую указывал на реализацию защитного эффек-
та хлорида лития. Данная киназа была открыта еще 
в 1979 г. [17], а её роль в механизмах апоптоза впервые 
была описана в 2000 году, когда была отчётливо показа-
на взаимосвязь ингибирования данного фермента и ги-
бели нейронов [18]. В более поздних работах авторы уже 

снижение адаптивного потенциала в зоне пораже-
ния и, как следствие, увеличение как объёма инсуль-
та, так и тяжести последствий. В группе III (LiCl 4,2 
мг/кг) уровень p-GSK-3β по отношению к ложноо-
перированным животным был ниже на 58,12%, что 
было значимым отличием, а тенденция к снижению 
уровня данного фермента также свидетельствова-
ла об истощении адаптивных механизмов головного 
мозга. По отношению к контрольной группе уровень 
p-GSK-3β был выше на 36%, что не было статистиче-
ски значимо. В группе IV (LiCl 21 мг/кг) по отноше-
нию к группе ложнооперированных животных уро-
вень p-GSK-3β был ниже на 29%, однако с учетом 
поправки на множественные сравнения нельзя сде-
лать вывод об эффективности данной дозы в рамках 
реализации механизмов нейропротекции. По отно-
шению к контрольной группе уровень p-GSK-3β был 
выше на 130,83%, что было расценено как значимое 
повышение адаптивного потенциала головного моз-
га.  В группе V (LiCl 63 мг/кг) был отмечен уровень 
фермента p-GSK-3β максимально приближенный 
к группе ложнооперированных животных (снижение 
на 16,65%), а также наиболее существенное увеличе-

Таблица 1/ Table 1

 Результаты определения фосфорилированной формы GSK-3β в тканях мозга лабораторных животных. Уровень содержания  
p-GSK-3β в группе I принимался за 100%, в группах II-V указан % от группы I. Mе (Q1;Q3). Межгрупповые различия показателей  
оценивались при помощи U-критерия Уитни–Манна. Для проведения множественного сравнения между группами использовался 
дисперсный анализ согласно критерию Краскела–Уоллиса  

Brain phosphorylated p-GSK-3ß. Data are Mе (Q1;Q3). p-GSK-3ß in Group I was taken as 100%. For Groups II-V, values are % of Group I. 
Intergroup differences were assessed with the Whitney-Mann U-test. Multiple comparisons between groups were made according  
to the Kruskal-Wallis test for normality

Группа
Содержание  

фосфорилированной  
киназы GSK-3β (у.е.л.)

%
p, значимость относительно 
ложнооперированных жи-

вотных (U-критерий)1

p, значимость относи-
тельно контрольных жи-

вотных (U-критерий)2

Группа I (ложнооперированные) 
n=10 

1558917
[1334828–1787225] 100

Группа II (Инсульт + 0,9% р-р NaCl)
n=5 

478798
[412786–499434] 31 0,001*

Группа III (Инсульт + LiCl 4,2 мг/кг)
n=5 652799 [598344 – 878444] 41 0,007* 0,8

Группа IV (Инсульт + LiCl 21 мг/кг)
n=5 

1105472 [1005400 – 
1277338] 71 0,04 0,008*

Группа V (инсульт + LiCl 63 мг/кг)
n=5

1299323 [1187 556–
1375121] 83 0,04 0,007*

p-value (I – V, критерий Краскела–
Уоллиса)

H-Краскела–Уоллиса: 21,5
p < 0,001

Примечание. * – различия статистически значимы. 1Использована поправка Бонферрони (4 пары сравнений: критический p-value 
= 0,0125). 2Использована поправка Бонферрони (3 пары сравнений: критический p-value = 0,0167) 
Note.*Significant differences. 1Bonferroni correction was used (4 pairs of comparisons: critical p-value = 0.0125). 2Bonferroni correction was used  
(3 pairs of comparisons: critical p-value = 0.0167).
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достаточно часто опирались на уровень p-GSK-3β, ког-
да речь шла о поиске органопротекторных эффектов 
у различных препаратов [19]. В результате проведен-
ных исследований было отчётливо показано, что инги-
бирование GSK-3β (перевод в фосфорилированую фор-
му) предотвращало открытие гигантской митохондри-
альной поры с дальнейшим выходом проаптотических 
ферментов в цитозоль клетки и, как следствие, препят-
ствовало цитолизу [20, 21]. 

В ранее опубликованных исследованиях на моделях 
тотальной ишемии головного мозга [22, 23] и геморра-
гического инсульта [24] хлорид лития также продемон-
стрировал отчётливые нейропротекторные эффекты. 
Кроме того, реализация универсального цитопротек-
торного механизма путём прямого фосфорилирования 
GSK-3β была показана на примере инфаркта миокарда 
[25] и гентамициновой нефротоксичности [26] у крыс. 
Универсальность цитопротекторного эффекта хлорида 
лития в целом, и нейропротекторного эффекта в частно-
сти, осуществляется благодаря 3 основным механизмам. 
Первый – ингибирование основного фермента в реа-
лизации механизма ишемического и фармакологиче-
ского прекондиционирования GSK-3β с переводом его 
в фосфорилированую форму [19]. Второй – инактива-
ция NMDA-рецепторов, что приводит к снижению ак-
тивности проапоптотического белка р53 и повышение 
активности анти-апоптотических белков Bcl2 [8]. Тре-
тий механизм – активация сигнального пути PI3K/Akt, 
отвечающего за выживание клетки [23].

Заключение

Полученные результаты в рамках проведенного ис-
следования позволили сделать несколько важных выво-

дов.  1 – нейропротекторный эффект лития напрямую 
связан с вводимой дозой; 2 – реализация нейропротек-
ции осуществляется за счет прямого ингибирования 
GSK-3β,  уровень которого в пораженном участке го-
ловного мозга, возможно, являлся маркером адаптив-
ных механизмов клеток; 3 –  концентрация 63 мг/кг, 
являющаяся пороговой при определении токсичности, 
оказывала  наиболее выраженный эффект, что потенци-
ально может способствовать дальнейшему изучению ис-
пользования лития как нейропротектора; 4 – дозы в 4,2 
мг/кг и 21 мг/кг не оказывали существенного влияния 
на итоговую летальность, в отличие от дозы   63 мг/кг, 
при применении которой она была значимо ниже по от-
ношению к контрольной группе. 
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Таблица 2/Table 2 

Показатель летальности в группах

Group mortality rate

Индукция патологии Препараты Доза, мг/кг Исход (умело/всего)

Нет (ложнооперированные) нет 0 0/9 (0%)

Есть

(контроль)
NaCl 0,9% эквивалентная 13/22 (59%)

Лития хлорид 4,2 8/14 (57%)

«-----» 21 6/15 (40%)

«-----» 63 4/15 (27%)*

Примечание. * – значимая разница по отношению к контрольной группе (p<0,017). Межгрупповые различия показателей оценивались 
при помощи точного критерия Фишера.
Note. * – significantly different from the control group (p<0.017). Intergroup differences were evaluated with Fisher’s exact test.



32

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

26. Черпаков Р.А., Гребенчиков О.А., Плотников Е.Ю., Лихванцев 
В.В. Сравнительная эффективность фармакологического пре-
кондиционирования на основе Даларгина и лития на модели 
гентамициновой нефротоксичности. Анестезиология и реани-
матология. 2015; 60(1): 58-63.

References
1. Roth G.A., at al. Global Burden of Cardiovascular Diseases and 

Risk Factors, 1990-2019: Update from the GBD 2019 Study. J Am 
Coll Cardiol. 2020; 76(25): 2982-3021. https://doi.org/10.1016/j.
jacc.2020.11.010

2. Cucchiara B., Elm J., Easton J.D., Coutts S.B., Willey J.Z., Biros 
M.H., et al. Disability After Minor Stroke and Transient Ischemic 
Attack in the POINT Trial. Stroke. 2020; 51(3): 792-9.  https://doi.
org/10.1161/STROKEAHA.119.027465 

3. Muresanu D.F., Strilciuc S., Stan A. Current Drug Treatment 
of Acute Ischemic Stroke: Challenges and Opportunities. CNS 
Drugs. 2019; 33(9): 841–7. https://doi.org/10.1007/s40263-019-00663-x

4. Johnson G., Gershon S. Early North American research on lithium. 
Australian and New Zealand Journal of Psychiatry. 1999; 33: 48–53. 
https://doi.org/10.1111/j.1440-1614.1999.000668.x

5. Lin H.C., Tsai S.Y., Lee H.C. Increased risk of developing stroke 
among patients with bipolar disorder after an acute mood episode: A 
six-year follow-up study. Journal of Affective Disorders. 2007; 100(1-
3): 49–54. https://doi.org/10.1016/j.jad.2006.09.016

6. Lan C.C., Liu C.C., Lin C.H., Lan T.Y., McInnis M.G., Chan C.H., 
et al. A reduced risk of stroke with lithium exposure in bipolar dis-
order: a population-based retrospective cohort study. Bipolar Disor-
ders. 2015; 17(7): 705–14. https://doi.org/10.1111/bdi.12336

7. Ren M., Senatorov V.V., Chen R.W., Chuang D.M. Postinsult treat-
ment with lithium reduces brain damage and facilitates neurologi-
cal recovery in a rat ischemia/reperfusion model. Proceedings of the 
National Academy of Sciences. 2003; 100(10): 6210–5. https://doi.
org/10.1073/pnas.0937423100

8. Plotnikov E.Y., Silachev D.N., Zorova L.D., Pevzner I.B., Jankaus-
kas S.S., Zorov S.D., et al. Lithium salts – simple but magic. Bio-
chemistry (Mosc). 2014; 79(8): 932–43. (in Russian). https://doi.
org/10.1134/S0006297914080021

9. Li X., Bijur G.N., Jope R.S. Glycogen synthase kinase-3beta, mood 
stabilizers, and neuroprotection. Bipolar Disord. 2002; 4(2): 137-44. 
https://doi.org/10.1034/j.1399-5618.2002.40201.x

10. Longa E.Z., Weinstein P.R., Carlson S., Cummins R. Revers-
ible middle cerebral artery occlusion without craniectomy in rats. 
Stroke. 1989; 20(1): 84–91. https://doi.org/10.1161/01.str.20.1.84

11. Altman D.G., Bland J.M. How to randomize. BMJ. 1999; 11(319): 703-
4.  https://doi.org/10.1136/bmj.319.7211.703

12. Bland M. An Introduction to Medical Statistics (3rd edition). Oxford 
Medical Publications. 2000.

13. Izsak J., Seth H., Iljin M., Theiss S., Ågren H., Funa K., et al. Dif-
ferential acute impact of therapeutically effective and overdose con-
centrations of lithium on human neuronal single cell and network 
function. Transl Psychiatry. 2021 May 12; 11(1): 281. https://doi.
org/10.1038/s41398-021-01399-3

14. Van Deun K., Hatch H., Jacobi S., Köhl W. Lithium carbonate: 
Updated reproductive and developmental toxicity assessment us-
ing scientific literature and guideline compliant studies. Toxicolo-
gy. 2021 Sep; 461: 152907. https://doi.org/10.1016/j.tox.2021.152907 

15. Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Coun-
cil of the European Union on the protection of animals used for sci-
entific purposes. [Direktiva 2010/63/EU Evropeyskogo Parlamenta i 
Soveta Evropeyskogo Soyuza po okhrane zhivotnykh, ispol’zuemykh v 
nauchnykh tselyakh] / Ed. M.S. Krasil’shchikovoy, I.V. Belozertse-
voy. 2012; 48. (in Russian) URL: https://docplayer.ru/49033909-Di-
rektiva-2010-63-eu-evropeyskogo-parlamenta-i-soveta-evropeysko-
go-soyuza.html

16. Towbin H., Staehelin T., Gordon J. Electrophoretic transfer of pro-
teins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and 
some applications. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America journal. 1979; 76(9): 4350 – 4. https://
doi.org/10.1073/pnas.76.9.4350 

17. Itarte E., Huang K.P. Purification and properties of cyclic AMP-in-
dependent glycogen synthase kinase 1 from rabbit skeletal muscle. J 
Biol Chem. 1979; 254(10): 4052-7. 

18. Hetman M., Cavanaugh J.E., Kimelman D., Xia Z. Role of glyco-
gen synthase kinase-3beta in neuronal apoptosis induced by trophic 
withdrawal. J Neurosci. 2000; 20(7): 2567-74. https://doi.org/10.1523/
JNEUROSCI.20-07-02567.2000

19. Juhaszova M., Zorov D.B., Kim S.H., Pepe S., Fu Q., Fishbein 
K.W., et al. Glycogen synthase kinase-3beta mediates convergence 
of protection signaling to inhibit the mitochondrial permeability 
transition pore. J Clin Invest. 2004; 113(11): 1535-49. https://doi.
org/10.1172/JCI19906 

20. Kelly S., Zhao H., Hua Sun G., Cheng D., Qiao Y., Luo J., et al. 
Glycogen synthase kinase 3beta inhibitor Chir025 reduces neuronal 
death resulting from oxygen-glucose deprivation, glutamate excito-
toxicity, and cerebral ischemia. Exp Neurol. 2004; 188(2): 378-86. 
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2004.04.004

21. Plotnikov E.Y., Grebenchikov O.A., Babenko V.A., Pevzner I.B., Zo-
rova L.D., Likhvantsev V.V., et al. Nephroprotective effect of GSK-3β 
inhibition by lithium ions and δ-opioid receptor agonist dalargin on 
gentamicin-induced nephrotoxicity. Toxicol Lett. 2013; 220(3): 303-
8. https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2013.04.023

22. Yan X.B., Wang S.S., Hou H.L., Ji R., Zhou J.N. Lithium improves 
the behavioral disorder in rats subjected to transient global cere-
bral ischemia. Behav Brain Res. 2007; 177(2): 282-9. https://doi.
org/10.1016/j.bbr.2006.11.021

23. Ostrova I.V., Grebenchikov O.A., Golubeva N.V. Neuroprotective 
Effect of Lithium Chloride in Rat Model of Cardiac Arrest. Gen-
eral Reanimatology. 2019; 15(3): 73-82. (in Russian). https://doi.
org/10.15360/1813-9779-2019-3-73-82

24. Liu Z., Li R., Jiang C., Zhao S., Li W., Tang X. The neuroprotec-
tive effect of lithium chloride on cognitive impairment through gly-
cogen synthasekinase-3β inhibition in intracerebral hemorrhage 
rats. Eur J Pharmacol. 2018; 840: 50-9. https://doi.org/10.1016/j.ej-
phar.2018.10.019

25. Grebenchikov O.A., Lobanov A.V., Shayhutdinova E.R., Kuzovlev 
A.N., Ershov A.V., Likhvantsev V.V. Cardioprotective effect of lith-
ium chloride on a rat model of myocardial infarction. Patologiya kro-
voobrashcheniya i kardiokhirurgiya. 2019; 23(2): 43-9. (in Russian). 
https://doi.org/10.21688/1681-3472-2019-2-43-49

26. Cherpakov R.A., Grebenchikov O.A., Plotnikov E.JU., Likhvantsev 
V.V. Comparison of pharmacological renal preconditioning with da-
largin and lithium ions in the model of gentamycin-induced acute 
renal failure. Russian Journal of Anаеsthesiology and Reanimatolo-
gy. 2015; 60(1): 58-63. (in Russian)



ISSN 0031-2991 33

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Сведения об авторах:
Черпаков Ростислав Александрович, науч. сотр. лаб. органопротекции при критических состояниях ФГБНУ  
«Федеральный научно-клинический центр реаниматологии и реабилитологии», врач анестезиолог-реаниматолог  
ГБУЗ «НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского», e-mail: rcherpakov@fnkcrr.ru;
Кузовлев Артём Николаевич, доктор мед. наук, заместитель директора — руководитель НИИ общей реаниматоло-
гии им. В.А. Неговского;
Макаревич Дмитрий Геннадьевич, канд. мед. наук, зав. отд-нием анестезиологии–реаниматологии, врач-анесте-
зиолог-реаниматолог ГБУЗ «Городская клиническая больница им. В.П. Демихова» Департамента здравоохране-
ния города Москвы»;
Лобанов Александр Владимирович, канд. биол. наук, ст. науч. сотр. лаб. общей и перинатальной нейроиммунопато-
логии ФГБНУ НИИОПП;
Ершов Антон Валерьевич, доктор мед. наук, гл. науч. сотр. лаб. экспериментальных исследований ФНКЦ РР; 
проф. каф. паталогической физиологии ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» Минздрава России 
(Сеченовский Университет);
Гребенчиков Олег Александрович, доктор мед. наук, гл. науч. сотр. лаб. органопротекции при критических состо-
яниях ФГБНУ «Федеральный научно-клинический центр реаниматологии и реабилитологии»; вед. науч. сотр. 
отд-ния реаниматологии ГБУЗ МО МОНИКИ ИМ. М.Ф. Владимирского.



34

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

© Коллектив авторов, 2021
УДК 616-092

Кузник Б.И.1, Смоляков Ю.Н.1, Хавинсон В.Х.2,3, Шаповалов К.Г.1, Лукьянов С.А.1, Фефелова Е.В.1, 
Казанцева Л.С.1
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Актуальность . До сих пор в литературе практически не существует работ, в которых бы описывались на ранних стадиях 
COVID-19 простые методы исследования, позволяющие прогнозировать исход этого коварного заболевания . Вместе с тем, 
наличие предикторов благоприятного и летального исходов при COVID-19 имеет важное значение, так как своевременно 
позволяет клиницисту вмешаться в тактику лечения больного . Цель исследования – разработка простых и доступных пре-
дикторов, позволяющих с большой долей вероятности на ранних стадиях заболевания COVID-19 прогнозировать его исход . 
Методика. Исследования проведены на 125 больных COVID-19, у которых на 1-, 5-, 7-, 10-, 14-е и 21-е сут пребывания в 
стационаре определялось число лейкоцитов нейтрофилов, лимфоцитов и отношение нейтрофилы/лимфоциты (NEU/LYM) . 
Для расчета пороговых значений выживаемости и летальности, имеющих предиктивную ценность, проводился ROC-ана-
лиз . Для оценки значимости роста AUC в динамике заболевания сопоставление ROC кривых производили попарно (1-, 5-, 
5-7, 7-10, 10-14 и 14-е – 21-е сут с использованием непараметрического алгоритма E .R . DeLong . 
Результаты . Установлено, что между числом лейкоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов и отношением NEU/LYM у больных 
с благоприятным исходом и больных впоследствии умерших существуют значительные различия . Наиболее значимыми 
предикторами исхода заболевания при COVID-19 являются число нейтрофилов и особенно индекс NEU/LYM, при повыше-
нии которого резко возрастает вероятность летального исхода . С помощью ROC-анализа установлено, что уже в 1-е сут 
заболевания предсказательная способность (AUC) для отношения NEU/LYM в качестве предиктора исхода заболевания 
соответствовала 79%, к 5-м сут 84%, начиная с 10-х сут и до окончания исследования баланс качества этого теста превы-
шал 90% . При высоких значениях показателей возможного летального исхода необходимо вводить иммуномодуляторы . 
Мы рекомендуем с этой целью применять комплекс полипептидов вилочковой железы – тималин, хорошо зарекомендо-
вавший себя при лечении больных со среднетяжелым и тяжелым течением COVID-19 . 
Заключение. Предиктором тяжелого течения и неблагоприятного исхода COVID-19 с высокой чувствительностью и спец-
ифичностью является отношение нейтрофилы/лимфоциты (индекс NEU/LYM) . 
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Background. There have been practically no reports that describe, in early stages of COVID-19, simple methods to predict the 
outcome of this insidious disease . At the same time, predictors of favorable or fatal COVID-19 outcome are important, since they 
would allow clinicians to adjust treatment in a timely manner .  Aim . To develop simple and affordable predictors that are highly 
likely to forecast outcome at early stages of COVID-19 . 
Methods . The study was conducted in 125 patients with COVID-19, in whom the number of leukocytes, neutrophils, lympho-
cytes, and the neutrophil/lymphocyte ratio (NEU/LYM) were determined on days 1, 5, 7, 10, 14, and 21 of hospitalization . To calcu-
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day 10 to day 21, it exceeded 90 % . In the presence of high indicators for potentially lethal outcomes, it is necessary to adminis-
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Введение

В настоящее время не вызывает сомнения, что ко-
ронавирусное заболевание COVID-19 сопровождается 
не только развитием тяжелейших осложнений, но и не-
редко приводит к летальному исходу. Особенно тяжело 
эта инфекция протекает у лиц пожилого и старческого 
возраста, а также у пациентов с наличием сопутствую-

щих заболеваний – сахарный диабет, гипертоническая 
болезнь, почечная недостаточность и др. [1-3].

Установлено, что предикторами тяжелого течения 
COVID-19 является высокая концентрация провоспа-
лительных цитокинов, приводящих к запуску систем-
ного гипервоспалительного синдрома, так называемого 
«цитокинового шторма» [4,5], с последующей супрес-
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сией иммунного ответа [6-9]. Кроме того, у пациентов 
с тяжелым течением заболевания зачастую наблюдает-
ся лимфцитопения, нейтрофилёз и увеличение соот-
ношения NEU/LYM [5, 10-12].

В то же время в доступной литературе мы нашли 
лишь одну статью [13], в которой сообщалось, что ран-
ними предикторами смерти при COVID-19 является 
наличие в сыворотке или плазме двух компонентов 
системы комплемента – лектина, связывающего ман-
нозу, и пентраксина 3. Однако эти методики сложны 
в реализации и вряд в ближайшее время найдут при-
менение в клинической практике.

Вместе с тем, мы не встретили работ, в которых 
бы сообщалось, что с помощью легко доступных ме-
тодов уже в первые дни заболевания можно было 
бы не только свидетельствовать о тяжести патологи-
ческого процесса, но и предсказывать вероятность ле-
тального исхода. Само собой разумеется, если такие 
показатели будут выявлены, то клиницисты смогут 
уже в первые дни заболевания предпринять необходи-
мые меры для предупреждения развития «цитокиново-
го шторма» и часто сопутствующей ему полиорганной 
недостаточности с летальным исходом.

Учитывая сказанное, мы решили в качестве ме-
тода выявления предикторов тяжести течения пато-
логического процесса воспользоваться методом ROC 
(Receiver Operating Characteristic) анализа. Следует от-
метить, что ROC анализ позволяет графически оха-
рактеризовать качество бинарной классификации ис-
хода (выздоровление/летальный), исследуя зависи-
мость доли верных положительных классификаций 
(True Positive Rate, Sensitivity, Чувствительность) от до-
ли ложных положительных классификаций = 100% – 
доля истинных отрицательных классификаций (True 
Negative Rate, Specificity, Специфичность) при варьи-
ровании порога принятия прогностического решения 
(Cutoff). Таким образом находится оптимальная точ-
ка принятия решения в которой баланс точности (ин-
декс Юдена J = Специфичность + Чувствительность 
– 100%) максимален. 

Помимо этого, имеется возможность усредненной 
оценки качества предсказания, при использовании 
параметра AUC (Area Under Curve, Площадь под кри-
вой). Для оценки значимости роста AUC в динамике 
суток заболевания сопоставление ROC кривых произ-
водится попарно (1-е – 5-е, 5-7, 7-10, 10-14, 14-е–21-е 
сут) с использованием непараметрического алгоритма 
E.R. DeLong и соавт. [14], при этом тестируется нуле-
вая гипотеза отсутствия различий в AUC двух кривых.

Цель исследования – разработка простых и доступ-
ных предикторов, позволяющих с большой долей ве-

роятности на ранних стадиях заболевания COVID-19 
прогнозировать его исход.

Методика

 Выполнено ретроспективное исследование дина-
мики содержания в крови лейкоцитов, нейтрофилов, 
лимфоцитов и соотношения нейтрофилы/лимфоци-
ты (NEU/LYM) у 125 больных с тяжелым и крайне тя-
желым течением COVID-19. Средний возраст паци-
ентов составлял 64.5±11.2 лет. Больные находились 
на лечении в моностационаре на базе ГУЗ «Город-
ская клиническая больница №1» г. Читы. Госпитали-
зация всех включенных в исследование лиц проводи-
лась с 6-х по 10-е сут с момента появления симптомов 
заболевания. Определение степени тяжести течения 
COVID-19 и схема лечения соответствовали актуаль-
ной версии временных методических рекомендаций 
Минздрава РФ «Профилактика, диагностика и лечение 
новой коронавирусной инфекции COVID-19». Назна-
чалась противовирусная, антибактериальная, антико-
агулянтная, респираторная, инфузионная, нутритив-
но-метаболическая терапия. Показатели гемограммы 
оценивались на 1-, 5-, 7-, 10-, 14-е и 21-е сут с момен-
та госпитализации. Критериями «невключения» в ис-
следование являлись онкопатология, иммунодефицит 
любого генеза, беременность, наличие на момент го-
спитализации декомпенсированной хронической па-
тологии, заболевания крови. Критерии исключения: 
развитие кровотечения, гематомы.

Все проводимые мероприятия соответствовали 
этическим стандартам, разработанным на основе Хель-
синкской декларации всемирной ассоциации «Этиче-
ские принципы проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека» с поправками 2008 г., 
и «Правилами клинической практики в Российской 
Федерации», утвержденными приказом Минздрава 
РФ от 19.06.2003 № 266. Работа одобрена Комиссией 
по биомедицинской этике Читинской государствен-
ной медицинской академии.

Подсчет общего количества лейкоцитов (109/л) и их 
популяций в крови производился на гемоанализаторе 
PENTRA-80, Horiba ABX Diagnostics (USA). 

Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием специализированного языка про-
граммирования R версии 4.1.0. Количественные ха-
рактеристики признаков были представлены медианой 
(Me, Q2 – второй квартиль), первым и третьим квар-
тилем (Q1 и Q3 соответственно). Для расчета порого-
вых значений летальности, имеющих предиктивную 
ценность, проводился ROC-анализ [15-16]. При по-
строении ROC–кривой происходит изменение вели-



ISSN 0031-2991 37

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

чины (порога) исследуемого фактора, при принятии 
решения о возможной летальности и на заданном по-
роге по экспериментальным данным рассчитывается 
чувствительность и специфичность прогнозирования. 
Цикл испытания начинается с 0% чувствительности 
и 100% специфичности, заканчивается при 100% чув-
ствительности, 0% специфичности. В ходе этой про-
цедуры строится ROC кривая и определяется точка ба-
ланса чувствительности/специфичности, в которой эти 
показатели максимальны. Полученная в этой точке ве-
личина исследуемого признака может считаться опти-
мальным порогом принятия прогностического реше-
ния, выше (ниже) которого можно говорить о веро-
ятности летального исхода. Оценку эффективности 
предсказания проводили по экспертной шкале пока-
зателей площади под ROC кривой (Area Under Curve). 
Корректность оценки результатов классификации оце-
нивалась при помощи индекса Юдена (J = 2*AUC-1): 
чем выше его значение, тем больше ценность иссле-
дуемого показателя [17-20]. Экспертную шкалу оцен-
ки можно принять в следующем виде: 0.9-1.0 – отлич-
ная; 0.8-0.9 – хорошая; 0.7-0.8 – приемлемая; 0.6-0.7 – 
слабая; 0.5-0.6 – неудовлетворительная [21-22].

Результаты исследования

Наши наблюдения показали, что во все исследуемые 
сроки число лейкоцитов у умерших, по сравнению с вы-
жившими, оказалось значительно больше. Причем, чем 
дольше продолжалось пребывание больных в стациона-
ре, тем сильнее в группе умерших возрастало количество 
лейкоцитов. Так в 1-е сут  исследования их количество 
у выживших соответствовало 4.97 [3.90-6.00], а в группе 
умерших – 6.02 [4.73-8.44] (p=0.009), на 5-е сут 5.15 [4.23-
6.18]  у выживших и 6.54 [5.16-9.33] в группе умерших 
(p=0.004), тогда как на 14-е сут  число лейкоцитов возрас-
тало почти в 2 раза (у выживших – 5.87 [4.91-6.99], у умер-
ших –13.4 [9.34-14] (p=0.002). К 21-м суткам число лейко-
цитов у выживших оставалось приблизительно на преж-
нем уровне 5.91 [4.86-8.22], тогда как в группе умерших 
несколько снизилось – 10.9 [8.18-13.4] (p=0.051). Вместе 
с тем, как показывает ROC-анализ (рис. 1) по числу лей-
коцитов судить с высокой долей вероятности о возмож-
ности летального исхода можно лишь на 10-, 14-е и 21-е 
сут пребывания пациентов в стационаре.

Число нейтрофилов, начиная с 1-х сут   исследо-
вания, постепенно в группе умерших по сравнению 
с выжившими возрастает.  В 1-е и 5-е сут  их количе-
ство в группе умерших увеличивается незначитель-
но: тогда как к 10-м сут  эта разница возрастает почти 
в 2 раза (у выживших – 5.56 [4.84-7.08], у умерших 10.8 
[9.47-12.7], p<0.0001). К 14-м сут   пребывания боль-
ных в стационаре в крови больных «группы умерших» 
число нейтрофилов по сравнению с выжившими па-
циентами оказалось увеличенным почти в 3 раза (у 
выживших 3.62 [2.58-4.54], в группе  умерших – 11.7 
[9.65-13.5], p<0.0001]. Наконец, к 21-м сут   эта раз-
ница значительно сгладилась за счет снижения более 
чем в 2 раза числа нейтрофилов в крови больных впо-
следствии умерших. 

При этом ROC-анализ показал (рис. 2), что на 7-е 
сут баланс точности прогнозирования равен 81%, 
а на 10-е, 14-е и 21-е сут более чем 90%.

Уже в 1-е сут исследования число лимфоцитов 
в группе умерших оказалось значительно сниженным 
(1.08 [0.79-1.5], p<0.0001). На 5-е сут  число лимфоци-
тов снижается в обеих группах, однако разница в их чис-
ле остается существенной (0.93 [0.73-1.27] против 0.64 
[0.41-0.78], p<0.0001). На 7-е сут   количество лимфоци-
тов и в той, и в другой группе существенно не измени-
лось. Вместе с тем, на 10-е –содержание лимфоцитов 
в группе выживших (1.37 [0.918-1.88]) оказалось в 2 раза 
больше, чем в группе умерших – 0.64 [0.42-1.38]. На 14-
е сут содержание лимфоцитов и в той, и в другой группе 
несколько увеличилось, но соотношение осталось преж-

Рис. 1. Кривые ROC анализа прогностической точности лейкоцитов 
[109/л] по дням заболевания . 

Fig. 1. ROC curves of leukocyte prognostic accuracy analysis [109/L] by day 
of disease . 
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ним. Наконец, на 21-е сут разброс в количестве лимфо-
цитов был настолько велик, что разница в их содержа-
нии оказалась несущественной. 

Исследования, проведенные с применением 
ROC-анализа, свидетельствуют о том, что число лим-
фоцитов является относительно слабым тестом для 
предсказания исхода заболевания (рис. 3).

Учитывая высокую разницу в содержании нейтро-
филов и лимфоцитов на всех сроках исследования, бы-
ло решено выяснить, как изменяется в динамике соот-
ношение NEU/LYM и может ли этот показатель слу-
жить предиктором летального исхода при COVID-19.

Уже в 1-е сут исследования отношение NEU/LYM 
(индекс NEU/LYM) в группе впоследствии умерших 
по сравнению с выжившими было увеличено более 
чем в 2 раза: 7.07 [3.57-9.74] и 3.01 [1.92-4.21], соот-
ветственно, p<0.0001. На 5-е и 7-е сут  этот показатель 
сохранялся практически на том же уровне (на 5-е 8.42 
[6.56-12.8] и 3.59 [2.23-6.02], p<0.0001), на 7-е –8.44 
[5.63-10.6] и 3.76 [1.66-6.52], p=0.0003 соответствен-
но. К 10-м сут   разница в отношении NEU/LYM рез-
ко возрастала (более чем в 4 раза), главным образом 
за счет снижения этого показателя у выживших боль-

ных (9.22 [7.04-12.6] и 2.21 [1.67-3.74], p<0.0001). К 14-м 
сут   NEU/LYM в группе умерших был более чем в 6 раз 
выше, чем у выживших (13.3 [11.9-21.4] и 2.08 [1.46-
3.97], p<0.0001, соответственно). Наконец, к 21-м сут 
у умерших (6.21 [4.79-8.79] этот показатель резко падал 
главным образом за счет уменьшения числа нейтро-
филов, тогда как у выживших он приблизительно со-
хранялся на прежнем уровне (2.47 [1.28-3.75]). В то же 
время в группе умерших он более чем в 2.5 раза превы-
шал аналогичный показатель у выживших (p=0.013).

Как и следовало ожидать, показатель NEU/LYM 
оказался у больных COVID-19 самым точным пре-
диктором выживаемости и возможного летального 
исхода (рис. 4). Уже в 1-е сут   исследования его про-
гностическая точность в отношении исхода соответ-
ствовала 79.3%, к 5-м суткам 84%, а начиная с 10-х 
и до окончания исследования прогностическая точ-
ность этого теста превышала 90%.

Обсуждение результатов 

Почему же именно число нейтрофилов и особенно 
их сочетание с лимфоцитами являются наиважнейши-
ми предикторами летального исхода при COVID-19?

Рис. 2. Кривые ROC анализа прогностической точности нейтрофилов 
[109/л] по суткам заболевания .

Fig. 2. ROC curves of neutrophil prognostic accuracy analysis [109/L] by 
day of disease .

Рис. 3. Кривые ROC анализа прогностической точности лимфоцитов 
[109/л] по суткам   заболевания .

Fig. 3 ROC curves of lymphocyte prognostic accuracy analysis [109L] by 
day of disease .
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P. Mehta и соавт. [5] указывают, что высвобождение 
медиаторов и хемокинов инфицированными клетками 
быстро приводит к локальному накоплению нейтро-
филов в месте инфекции. Хотя такие нейтрофилы мо-
гут выполнять важные противовирусные эффекторные 
функции, они также секретируют цитокины и хемоки-
ны, которые привлекают дополнительные иммунные 
клетки, такие как моноциты и Т-лимфоциты. Таким 
образом, они могут вносить вклад в «преувеличенные» 
иммунные ответы.  В то же время недостаточный кли-
ренс инфекции, приводит к тому, что многие пациен-
ты с COVID-19 с прогрессирующей пневмонией, ARDS 
и полиорганной недостаточностью страдают от чрезмер-
но выраженного воспалительного процесса и синдрома 
цитокинового шторма. В конечном итоге цитокиновый 
шторм при COVID-19 может привести к вторичному 
гемофагоцитарному лимфогистиоцитозу, гипервоспа-
лительному процессу. полиорганной недостаточности 
и высокой летальности [5], что согласно нашим дан-
ным, у пациентов «группы умерших» от COVID-19 ко-
личество нейтрофилов был больше, чем у выживших.

В то же время важнейшую роль в патогенезе 
COVID-19 играют лимфоциты. S.F. Pedersen и соавт. 

[10] указывают, что, лейкопения, лимфоцитопения, 
снижение числа Т-лимфоцитов CD4+ и CD8+, пони-
женная экспрессия IFN-γ в CD4-лимфоцитах, связаны 
с тяжелым и неблагоприятным течением COVID-19. 
Более того, инфекция SARS-CoV-2 может поражать 
главным образом T-лимфоциты, в частности CD4+ 
и CD8+ T-лимфоциты, приводя к уменьшению их ко-
личества, а также продукции IFN-γ Т-хелперами, что 
на заключительных этапах заболевания приводит к вы-
раженной супрессии иммунного ответа и летальному 
исходу [2, 9, 23].

Наконец, C Wu et al. [2020] указывают, что у лиц 
с тяжелой формой COVID-19 наблюдается более низ-
кое количество лимфоцитов, более высокое число ней-
трофилов, повышенное отношение нейтрофил/лим-
фоцит. Нейтрофилия оказалась фактором риска раз-
вития ОРДС с быстрым прогрессированием вплоть 
до летального исхода [12] Лимфоцитопения является 
отличительной чертой у пациентов с тяжелыми тече-
нием COVID-19.

Представленные данные, с нашей точки зрения, 
объясняют, почему именно коэффициент NEU/LYM 
является наиболее чувствительным показателем воз-
можности   летального исхода. Увеличение числа 
нейтрофилов при одновременном снижении коли-
чества лейкоцитов, в том числе лимфоцитов и их 
фракций, способствует супрессии иммунного ответа, 
что и сказывается на состоянии больных. Вот поче-
му при изменении этих показателей может оказать-
ся полезным иммуномодулирующий препарат тима-
лин [24-28], или другие препараты, обладающие по-
добным действием [6-8]. В тоже время Тималин уже 
апробирован в 2020 году в клиниках Санкт-Петер-
бурга и Читы у пациентов с COVID-19, причем пред-
варительные результаты подтверждают нашу науч-
ную гипотезу [28].

Следует напомнить, что Тималин® представля-
ет собой комплекс пептидов с молекулярной массой 
до 10 кДа, выделенных из тимуса крупного рогатого 
скота. Основным свойством препарата Тималин® яв-
ляется его способность воздействовать на состояние 
врожденного и адаптивного иммунитета, а также си-
стемы гемостаза [29, 30]. Наши исследования свиде-
тельствуют о том, что применение тималина у взрос-
лых и детей, больных пневмонией, острыми респира-
торными и инфекционными заболеваниями приводит 
к нормализации иммунограммы и системы гемостаза, 
а также способствует более быстрому выздоравлению 
пациентов [31-34]. Более того, применение тималина 
у больных COVID-19 со среднетяжелым и тяжелым те-
чением болезни, в значительной степени ликвидируют 

Рис. 4. Кривые ROC анализа прогностической точности соотношения 
NEU/LYM по суткам . заболевания

Fig. 4. ROC curves of the prognostic accuracy analysis of the NEU/LYM ra-
tio by day of disease .
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нарушения в системе иммунитета и гемостаза, способ-
ствуют снижению индекса NEU/LYM, что в конечном 
итоге сопровождается не только улучшением состоя-
ния больных, но и снижением летальности, а также 
сроков пребывания больных в стационаре.

Заключение

 Предиктором исхода тяжелого течения COVID-19 
с высокой чувствительностью и специфичностью яв-
ляется соотношение нейтрофилы/лимфоциты, то-есть 
индекс NEU/LYM. 
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Лиофилизированная форма ксеногенной суммарной РНК 
стимулирует гемопоэз при постлучевой миелосупрессии 

1ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет», 
454092, Челябинск, Россия, ул . Воровского, д . 64;

2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт биомедицинской химии им . В .Н . Ореховича», 
119121, Москва, Россия, ул . Погодинская, 10, стр . 8

Введение. Аллогенная суммарная РНК, выделенная из клеток лимфоидных органов, стимулирует регенерацию кровет-
ворной ткани после острого и хронического нарушения кроветворной функции . Цель исследования: 1) доказательство 
отсутствия ксеногенных ограничений механизмов лимфоцитарного контроля регенеративных процессов на примере 
гемостимулирующего действия суммарной РНК лимфоцитов бычьей селезенки в отношении кроветворения крыс, под-
вергшихся гамма-облучению в сублетальной дозе; 2) сравнительный анализ эффективности нативной и лиофилизиро-
ванной форм указанной РНК . 
Методика. Работа выполнена на белых нелинейных крысах-самцах массой 200-220 г . Cуммарную РНК выделяли методом фенол –  
хлороформной экстракции из лимфоидных клеток бычьей селезенки . Для создания исходной миелосупрессии 30 крыс под-
вергли однократному общему воздействию гамма-излучения с источником 60Co в дозе 6 Гр при мощности дозы 0,1 Гр/с, после 
чего разделили их на 3 равные группы . Через 2 ч после облучения крысам контрольной группы внутрибрюшинно ввели по 0,5 
мл 0,9% NaCl; крысам 2-й группы – нативную суммарную РНК в дозе 30 мкг/100г массы, крысам 3-й группы – лиофилизированную 
суммарную РНК в аналогичной дозе . На 3-и, 7-е и 12-е сут в периферической крови определяли количество ретикулоцитов, лей-
коцитов и тромбоцитов, после чего крысы были выведены из эксперимента с целью исследования костномозгового кроветворе-
ния . Через 12 сут в костном мозге определяли количество эритроидных, лимфоидных, мегакариоцитарных и миелоидных клеток . 
Из костного мозга выделяли эритробластические островки (ЭО) и дифференцировали их на пролиферирующие (ЭО 1,2 классов 
и реконструирующиеся ЭО) и зрелые (ЭО 3 класса и инволюциирующие ЭО) морфо-функциональные клеточные ассоциации . 
Результаты. Под влиянием ксеногенной суммарной РНК в периферической крови крыс в 2-3 раза увеличилось количе-
ство лейкоцитов и в 1,6-1,75 раза возросло число ретикулоцитов . В костном мозге увеличилось количество пролифери-
рующих миелоидных и лимфоидных элементов, а также общее число клеток эритроидного ряда . Ксеногенная суммарная 
РНК стимулировала образование ЭО как на основе контакта свободных костномозговых макрофагов с молодыми эри-
троидными клетками (ЭО 1 и 2 классов), так и на базе реконструкции (ЭО реконструирующиеся) . Сравнительный анализ 
эффектов нативной и лиофилизированной суммарной РНК не выявил различий между гемопоэтическими показателями 
у крыс, получивших эти препаратов . 
Заключение. Суммарная РНК, выделенная из лимфоидных клеток бычьей селезенки, активирует гемопоэз у крыс с пост-
лучевой миелосупрессией, что свидетельствует об отсутствии ксеногенных ограничений у млекопитающих в механизмах 
лимфоцитарного контроля восстановительных процессов . Лиофилизированная суммарная РНК активирует костномозго-
вое кроветворение в те же сроки и в том же объеме, что и нативная форма .

Ключевые слова: суммарная РНК; лимфоциты; гемопоэз; регенерация; гамма-облучение
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A lyophilized form of xenogeneic total RNA stimulates hematopoiesis in post-radiation 
myelosuppression
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Introduction. Allogeneic total RNA isolated from cells of lymphoid organs stimulates regeneration of hematopoietic tissue after 
acute and chronic disturbance of hematopoietic function . Aim. 1) To prove the absence of xenogeneic limitation for the lympho-
cytic regulation of regenerative processes using an example of the hemo-stimulating effect of total RNA from bovine spleen lym-
phocytes on hematopoiesis in rats exposed to sublethal gamma-irradiation; 2) To perform a comparative analysis of the effective-
ness of the native and lyophilized forms of the total RNA . 
Methods. Experiments were performed on white outbred male rats weighing 200-220 g . Total RNA was isolated from bovine 
spleen lymphoid cells by phenol-chloroform extraction . To create the initial myelosuppression, 30 rats were exposed to a single 
general 60Co gamma radiation (6 Gy at 0 .1 Gy/s) . The rats were then divided into 3 equal groups . Two hrs after irradiation, the rats 
of the control group were injected intraperitoneally with 0 .5 ml of 0 .9% NaCl; rats of the second group received native total RNA, 
30 μg/100 g body weight, and rats of the third group received lyophilized total RNA at a similar dose . On days 3, 7, and 12, the 
number of peripheral blood reticulocytes, leukocytes, and platelets was measured . The rats were then sacrificed, and bone marrow 
hematopoiesis was studied . After 12 days, the number of bone marrow erythroid, lymphoid, megakaryocytic, and myeloid cells 
was measured . Erythroblastic islets (EIs) were isolated from the bone marrow and differentiated into proliferating (class 1 and 2 
EIs and reconstructing EIs) and mature (class 3 EIs and involving EIs) morpho-functional cell associations . 
Results. Under the influence of xenogeneic total RNA, the number of peripheral blood leukocytes increased by 2-3 times, and the 
number of reticulocytes increased by 1 .6-1 .75 times . In the bone marrow, the number of proliferating myeloid and lymphoid cells 
increased, as did the total number of erythroid cells . Xenogeneic total RNA stimulated formation of EIs, based both on the con-
tact of free bone marrow macrophages with young erythroid cells (class 1 and 2 EIs) and on reconstruction (reconstructing EIs) . 
Comparative analysis of the effects of native and lyophilized total RNA did not reveal differences between hematopoietic param-
eters in rats that received these agents . 
Conclusion. Total RNA isolated from bovine spleen lymphoid cells activates hematopoiesis in rats with post-radiation myelosup-
pression . This indicates the absence of mammalian xenogenic limitation of lymphocytic control of recovery processes . Lyophilized 
total RNA activates bone marrow hematopoiesis at the same rate and to the same extent as the native form .
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Введение

Ранее нами было показано, что аллогенная суммар-
ная РНК, выделенная из клеток лимфоидных органов, 
стимулирует регенерацию кроветворной ткани после 
острого повреждения у облученных животных [1] и при 

хроническом угнетении кроветворения [2]. При изуче-
нии ксеногенных эффектов было установлено, что РНК 
лимфоцитов человека активирует все ростки кроветво-
рения у крыс с токсической апластической анемией [3]. 
Целью настоящего исследования явилось изучение дей-
ствия суммарной РНК лимфоцитов бычьей селезенки 
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на гемопоэз крыс, подвергшихся гамма-облучению в су-
блетальной дозе, а также сравнение эффективности на-
тивной и лиофилизированной форм указанной РНК.

Методика

Работа выполнена на 30 белых нелинейных кры-
сах-самцах массой 200-220 г. Эксперименты с животны-
ми, содержавшимися в стандартных условиях вивария, 
на стандартном рационе и при свободном доступе к во-
де, проводили в соответствии c Национальным стандар-
том РФ «Принципы надлежащей лабораторной практи-
ки». Cуммарную РНК выделяли методом фенол – хло-
роформной экстракции из лимфоидных клеток бычьей 
селезенки. Для создания исходной миелосупрессии всех 
подопытных животных подвергали однократному обще-
му воздействию гамма-излучения с источником 60Co 
на установке Theratron Elite 80 (MDS Nordion, Кана-
да) в дозе 6 Гр при мощности дозы 0,1 Гр/с. Облучен-
ных крыс разделили на 3 группы (по 10 крыс в каждой 
группе). Через 2 ч после облучения крысам контроль-
ной группы внутрибрюшинно вводили по 0,5 мл 0,9% 
NaCl; крысам группы «РНКн» – нативную суммар-
ную РНК, разведенную в 0,5 мл 0,9% NaCl (доза РНК  
30 мкг/100г массы), крысам группы «РНКл» – лиофи-
лизированную суммарную РНК, растворенную в 0,5 
мл стерильного 0,9% NaCl (доза РНК 30 мкг/100г  мас-

сы). На 3-и, 7-е и 12-е сут в периферической крови об-
лученных крыс определяли количество ретикулоцитов, 
лейкоцитов и тромбоцитов, после чего животные были 
выведены из эксперимента с целью исследования кос-
тномозгового кроветворения. В мазках костного моз-
га, окрашенных по Романовскому-Гимза, определяли 
количество эритроидных, лимфоидных, мегакариоци-
тарных и разных форм миелоидных клеток. Для деталь-
ной характеристики центрального звена эритрона [4] 
из костного мозга выделяли эритробластические остров-
ки (ЭО) (erythroblastic islets, EIs), оценивая их состояние 
методами, разработанными в лаборатории культур тка-
ней костного мозга Южно-Уральского медицинского 
университета [5,6]. ЭО дифференцировали на пролифе-
рирующие (ЭО 1,2 классов и реконструирующиеся ЭО) 
и зрелые (ЭО 3 класса и инволюцирующие ЭО) мор-
фо-функциональные клеточные ассоциации [7, 8]. Ста-
тистическую обработку результатов   выполняли с помо-
щью компьютерной программы IBM SPSS Statistics 19,0. 
Сравнения групп проводились с использованием непа-
раметрических критериев Манна-Уитни и хи-квадрат, 
различия считались значимыми при р<0,05.

Результаты

Под влиянием ксеногенной суммарной РНК в пе-
риферической крови крыс (табл. 1) в 2-3 раза увеличи-

Таблица 1/ Table 1

Влияние нативной (РНКн) и лиофилизированной (РНКл) форм  ксеногенной суммарной РНК на показатели периферической крови 
у облученных крыс

Influence of native (RNAn) and lyophilized (RNAl) forms xenogeneic total RNA on peripheral blood parameters in irradiated rats

Группы
Groups

Ретикулоциты
Reticulocytes

(х 109/л)

Лейкоциты
Leukocytes

(х 109/л)

Тромбоциты
Thrombocytes

(х 109/л)
3-и сутки (day)

Контроль
Control 0,8±0,3 0,01±0,01 93,8±18,3

РНКн (RNAn) 1,0±0,4 0,03±0,02 101,8±15,2
РНКл (RNAl) 1,2±0,5 0,02±0,01 94,2±9,5

7-е сутки (day)
Контроль Control 2,4±0,5 0,08±0,01 112,4±8,6
РНКн (RNAn) 3,6±0,8 0,20±0,05* 116,4±12,9
РНКл (RNAl) 3,4±0,7 0,26±0,03* 103,0±8,8

12-е сутки (day)
Контроль Control 5,6±0,7 0,77±0,06 115,0±8,9
РНКн (RNAn) 9,8±0,6* 1,12±0,1* 123,0±9,9
РНКл (RNAl) 8,8±0,7* 1,06±0,05* 109,6±6,8

Примечание. 1) * – статистическая значимость различий по отношению к контрольной группе; 2) между опытными группами РНКн и РНКл 
значимых различий не выявлено.
Note. 1) means the reliability of differences in relation to the control group; 2) no significant differences were found between the experimental groups 
of RNAn and RNAl).
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Таблица 2/ Table 2

Влияние нативной (РНКн) и лиофилизированной (РНКл) форм ксеногенной суммарной РНК на показатели миелограммы у облучен-
ных крыс

Influence of native (RNAn) and lyophilized (RNAl) forms xenogeneic total RNA on effect on myelogram indices in irradiated rats

% Клеток (% of cells) Контроль (Control) РНКн (RNAn) РНКл (RNAl)
Миелобласты
Myeloblasts 0 0,2±0,05* 0,1±0,03*

Промиелоциты
Promyeloblasts 0 1,6±0,04* 1,8±0,2*

Миелоциты 
Myelocytes 1,1±0,2 3,1±0,1* 3,3±0,2*

Метамиелоциты 
Metamyelocytes 2,1±0,3 5,3±0,2* 4,9±0,1

Палочкоядерные нейтрофилы
Rod neutrophils 30,2±0,9 18,6±0,7* 19,2±1,2*

Сегментоядерные нейтрофилы
Segmented neutrophils 31,5±0,5 21,9±0,3* 21,3±0,8*

Эозинофилы
Eosinophils 7,4±0,3 7,8±0,5 6,9±0,4

Базофилы
Basophils 1,7±0,2 1,3±0,4 1,4±0,2

Лимфоидные клетки
Lymphoid cells 0,2±0,05 9,5±0,4* 9,2±0,3*

Клетки эритроидного ряда 
(Erythroid cells) 25,3±0,6 32,6±0,8* 32±0,6*

Примечания. 1) * – статистическая значимость различий по отношению к контрольной группе 2) между опытными группами РНКн и РНКл 
значимых различий не выявлено.
Note. 1) means the reliability of differences in relation to the control group; 2) no significant differences were found between the experimental groups 
of RNAn and RNAl.
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РНКл (RNAl) 8,8±0,7* 1,06±0,05* 109,6±6,8
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значимых различий не выявлено.
Note. 1) means the reliability of differences in relation to the control group; 2) no significant differences were found between the experimental groups 
of RNAn and RNAl).
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лось количество лейкоцитов и в 1,6-1,75 раза возросло 
число ретикулоцитов. В костном мозге (табл. 2) наблю-
дались увеличение количества пролиферирующих мие-
лоидных и лимфоидных элементов, а также рост обще-
го числа клеток эритроидного ряда. При углубленном 
изучении состояния костномозгового эритропоэза бы-
ло установлено (табл. 3), что ксеногенная суммарная 
РНК стимулирует образование EIs как на основе кон-
такта свободных костномозговых макрофагов с моло-
дыми эритроидными клетками (ЭО 1 и 2 классов), так 
и на основе процесса реконструкции (ЭО реконструиру-
ющиеся). При сравнительном анализе эффектов натив-
ной и лиофилизированной суммарной РНК были по-
лучены данные об отсутствии различий между исполь-
зуемыми формами введенных животным препаратов.

Заключение

Суммарная РНК, выделенная из лимфоидных кле-
ток бычьей селезенки, активирует гемопоэз у крыс 
с постлучевой миелосупрессией, что свидетельствует 
об отсутствии ксеногенных ограничений у млекопита-
ющих в известных механизмах лимфоцитарного кон-
троля восстановительных процессов [9, 10]. Лиофи-
лизированная форма препарата суммарной РНК ак-
тивирует костномозговое кроветворение в те же сроки 
и в том же объеме, что и нативная форма.
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Введение. Актуальность темы исследования обусловлена проблемой борьбы с тромбозами и тромбоэмболиями безо-
пасными для организма методами . Во многих растениях обнаружены антикоагулянты разной природы (гепариноподоб-
ные, пептиды) . 
Цель исследования – изучение возможности проявления синергических эффектов на антикоагулянтную и фибриноли-
тическую активность крови и процессы полимеризации фибрина экстракта из корней пиона «Иван Горожанкин» в сравни-
тельном аспекте с действием экстракта из корней пиона «молочноцветковый» . 
Методика. Объектом исследования служили корни пионов «Иван Горожанкин» и «молочноцветковый», произрастающих 
в Ботаническом саду МГУ . Пион «Иван Горожанкин» был создан скрещиванием пиона «молочноцветкового» и «лекарствен-
ного» Разработаны методы получения экстрактов из корней различных пионов . При различных разведениях экстрактов 
(0 .1, 1, 5%) определены антикоагулянтная активность по тестам, характеризующим внутренний, внешний и общий пути 
свертывания крови, а также степень полимеризации фибрина плазмы крови крыс . Для сравнения был использован стан-
дартный препарат низкомолекулярного гепарина (LMWH) животного происхождения фирмы «Celsus» (США) . Проведены 
выделение и очистка активного начала (гепариноидов) из сухих препаратов и измерены их активности . 
Pезультаты . Показано, что экстракты из обоих препаратов пионов обладали антикоагулянтной и суммарной фибриноли-
тической активностью на нестабилизированном фибрине, но в разной степени . В экстрактах из корней пиона «Иван Горо-
жанкин» отмечались преимущественные синергические эффекты, а именно превышение антикоагулянтной активности на 
20-30%, суммарной фибринолитической - на 40% по сравнению с таковыми, отмечаемыми в экстрактах из корней пиона 
«молочноцветковый». Подобные результаты выявлены и при изучении степени полимеризации фибрина под влиянием 
очищенных препаратов из пионов . Рассмотрены возможные механизмы активирующего действия экстракта из пиона «Иван 
Горожанкин» на антикоагулянтные свойства плазмы, суммарную фибринолитическую активность и степень полимеризации 
фибрина . Это связано с блокадой активности тромбина и факторов внутреннего механизма свертывания крови . При этом 
антикоагулянтный эффект от применения экстракта из пиона «Иван Горожанкин» по тесту APTT (activated partial thrombo-
plastin time) превышал на 20-30% ту же активность, выявленную у пиона «молочноцветковый», которая соответствовала 
антикоагулянтной активности препарата сравнения LMWH .  В экстракте из пиона «Иван Горожанкин» впервые обнаружено 
наличие антикоагулянтного гепариноподобного вещества . 
Заключение . Впервые установлена способность экстракта из корней пиона «Иван Горожанкин» проявлять синергические 
антикоагулянтные и фибриндеполимеризационные эффекты, превышающие таковые у экстракта из пиона «молочновет-
ковый» . На основе полученных данных возникает необходимость исследования пиона «Иван Горожанкин» в качестве анти-
тромботического, а возможно, и антиатеросклеротического агента .
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Comparative effects on anticoagulant activity and degree of fibrin polymerization of extracts  
from the new peony «Ivan Gorozhankin» and «Paeonia lactiflora»
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Introduction. The research topic is relevant due to the problem of safely combating thrombosis and thromboembolism . Anti-
coagulants of various kinds, e .g ., heparin-like and peptides, have been found in many plants . Aim. To investigate the possibility 
of synergistic effects on the blood anticoagulant and fibrinolytic activity and on processes of fibrin polymerization by an extract 
from the roots of the “Ivan Gorozhankin” peony compared with the root extract from “Paeonia lactiflora” . 
Methods . The focus of the study was the roots of the “Ivan Gorozhankin” peony and the Paeonia lactiflora growing in the Botani-
cal Garden of the Moscow State University . The “Ivan Gorozhankin” peony was created by crossing P. lactiflora and the “medicinal” 
peony . Methods for obtaining extracts from the roots of various peonies have been developed . In 1%, 3%, and 5% dilutions of 
the extracts, the anticoagulant activity was determined according to tests characterizing the internal, external and general blood 
coagulation pathways, as well as by the degree of polymerization of rat blood plasma fibrin . For comparison, we used a standard 
preparation of low molecular weight heparin (LMWH) of animal origin (Celsus, USA) . Isolation and purification of the active sub-
stances, heparinoids, were isolated from dry preparations and purified, and their activities were measured . 
Results. Extracts from both peony preparations had anticoagulant and total fibrinolytic activity on unstabilized fibrin, but to differ-
ent extents . In the extracts from the roots of the “Ivan Gorozhankin” peony, preferential synergistic effects were noted, namely, the 
anticoagulant activity was higher by 20-30%, and the total fibrinolytic activity was higher by 40% compared to those of extracts 
from Paeonia lactiflora roots . Similar results were obtained when studying the degree of fibrin polymerization as influenced by 
purified peony preparations . Possible mechanisms of the activating action of the “Ivan Gorozhankin” peony extract on the anti-
coagulant properties of plasma, the total fibrinolytic activity, and the degree of fibrin polymerization are considered . This action 
is due to the inhibition of thrombin activity and factors of the internal mechanism of blood coagulation . According to the acti-
vated partial thromboplastin time (APTT) test, the anticoagulant effect of extracts from the “Ivan Gorozhankin” peony exceeded 
by 20-30% the activity of Paeonia lactiflora extract, which corresponded to the anticoagulant activity of the LMWH comparator 
drug . Using the described biochemical methods, the presence of an anticoagulant heparin-like substance in an extract from the 
peony “Ivan Gorozhankin” has been discovered . 
Conclusion . For the first time, the ability of an extract from the roots of the «Ivan Gorozhankin» peony to exhibit synergistic anti-
coagulant and fibrin-depolymerization effects was demonstrated . These effects exceeded those of the Paeonia lactiflora extract . 
Based on these data, it appears necessary to study the “Ivan Gorozhankin” peony as an antithrombotic, and possibly as an anti-ath-
erosclerotic agent .
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Введение

Нормальный гемостаз обеспечивается регулятор-
ными взаимоотношениями свертывающей и проти-
восвертывающей систем крови [1]. В случае наруше-
ния этих взаимоотношений возможно возникнове-
ние тромботических осложнений. Для борьбы с ними   

в настоящее время используются новые оральные ан-
тикоагулянты непрямого действия [2], которые по ско-
рости действия уступают прямым низкомолекулярным 
гепаринам (LMWH). В то же время препараты LMWH 
относительно безопасны и не вызывают кровоточиво-
сти [3]. Получают эти препараты или путем деполиме-
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ризации высокомолекулярного гепарина животного 
происхождения, или непосредственно из тканей жи-
вотных (свиней, крупного рогатого скота). Отмечает-
ся, что LMWH проявляет значительную антитромбо-
тическую активность. Обычно эти препараты приме-
няют подкожно или внутривенно [4]. Значительный 
интерес представляет поиск пероральных препаратов 
растительной природы. Известно, то многие растения 
служат источником лекарственного сырья для полу-
чения антикоагулянтов, фибринолитиков и трoмбо-
литиков [5-8]. 

Некоторые растения содержат компоненты, явля-
ющиеся составной частью гепарина и других гликоза-
миногликанов [9, 10]. Из коры березы был получен ан-
тикоагулянт гепариновой природы, который ингиби-
ровал активность фактора Ха и тромбина [11]. В корнях 
травянистых пионов также обнаружено гепаринопо-
добное вещество, оказывающее антикоагулянтное дей-
ствие в исследованиях in vitro и при внутривенном вве-
дении животным [12]. На современном уровне борьбы 
с Covid-19 препаратам LMWH отводится особая роль, 
поскольку они активно применяются при этом забо-
левании. Разработка препаратов LMWH разной при-
роды без побочных отрицательных эффектов приобре-
тает в настоящее время значение особой актуальности.

Цель работы – изучение возможности проявления 
синергических эффектов на антикоагулянтную и фи-
бринолитическую активность крови и процессы поли-
меризации фибрина экстракта из корней пиона «Иван 
Горожанкин» в сравнительном аспекте с действием экс-
тракта из корней пиона «молочноцветковый». 

Методика

 Использованы крысы-самцы Wistar массой 220-
250 г выращенные в питомнике станции «Столбо-
вая» Московской области. До начала экспериментов 
и в период проведения опытов животные находились 
на стандартном лабораторном рационе и содержались 
в условиях вивария биологического факультета МГУ 
при свободном доступе к воде и пище с соблюдени-
ем 12-часового светового режима дня. Все эксперимен-
ты осуществлялись в соответствии с этическими прин-
ципами и документами, соответствующими требовани-
ям Директивы ЕС 2010/63/ЕС (используется в научных 
целях с 1 января 2013 г.) для экспериментов на живот-
ных. Исследование одобрено локальным Комитетом 
по этике биомедицинских исследований Московско-
го государственного университета им. М.В. Ломоносо-
ва (протокол № 97а от 30 октября 2019 г.).

В качестве препаратов использовали экстракты 
из травянистых пионов «Иван Горожанкин», который 

был получен в результате скрещивания «Paeonia peregri-
na Mill» (лекарственного) с «Paeonia lactiflora Pall» (мо-
лочноцветковый), Корни пионов (lactiflora и Горожан-
кин) были получены из экологически чистых растений, 
произрастающих в Ботаническом саду МГУ (Москва, 
Россия). Виды пионов определяли сотрудники Ботани-
ческого сада МГУ под руководством М.С. Успенской. 
Сырье заготавливали в осенний период (с конца авгу-
ста до середины октября) и хранили при температуре 
+3-5 °С. Для экспериментов готовили исходный 5%-й 
экстракт из сухих чистых корней, которые растирали 
в фарфоровой ступке до порошкобразного состояния. 
В экстракте определяли наличие гепариноподобных 
компонентов (ГП) [12] с использованием фотоэлек-
троколориметрического метода при применении Азу-
ра А (красителя на гепарин) и протаминсульфата (ин-
гибитора гепарина). ГП из обоих видов пионов рас-
творяли в физиологическом растворе натрия хлорида 
(по 0,5 мг в 0,5 мл NaCl), подобные образцы содержа-
ли от 37,5 МЕ до 40 МЕ гепарина. Далее кстракты, со-
держащие ГП, разводили в 5 и 50 раз, и исследовали на 
наличие антикоагулянтно-фибринолитической актив-
ности и изменение степени полимеризации фибрина. 
Препаратом сравнения служил LMWH фирмы «Celsus» 
(США). Для проведения исследований кровь у крыс 
брали из яремной вены (vena jugularis). Изпользовали 
анестезию телазолом (общепринятый метод для взятия 
крови у животных). В качестве консерванта использо-
вали 3,8% цитрат натрия в соотношении 9:1. Для полу-
чения бедной тромбоцитами плазмы кровь центрифу-
гировали при 3000 g в течение 10-12 мин. 

Проведено 2 серии экспериментов В 1-й серии ис-
следовали экстракты растений в одинаковых концен-
трациях (5, 1 и 0.1%). Во 2-й серии производили вы-
деление и очистку гепариноидов из сухих препаратов 
по методу М.Г. Ляпиной [12].  К плазме крови (0.2 мл) 
добавляли по 0.05 мл экстрактов каждого разведения 
(1-я серия), или в том же объеме растворы очищенных 
препаратов ГП (2-я серия). Пробы инкубировали в те-
чение 10-12 мин при 37 °С, после чего их использовали 
для проведения анализов. По каждому разведенному 
образцу плазмы с экстрактами или очищенными пре-
паратами ГП делали от 5 до 7 повторов.

Для характеристики параметров фибринолитиче-
ского звена противосвертывающей системы (ПСС) 
крови готовили пластины нестабилизированного 
фактором ХIIIа фибрина, характеризующиеся нали-
чием непрочных водородных связей в растворимом 
фибрин-полимере. В плазме крови определяли сле-
дующие биохимические параметры гемостаза: на не-
стабилизированных фибриновых пластинах – суммар-
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ную фибринолитическую активность (SFA), включаю-
щую активность комплексов гепарина с компонентами 
плазмы крови и активность плазмина; степень поли-
меризации под влиянием препаратов измеряли в те-
сте фибриндеполимеризационной активности (FD-
PA), отражающей процессы деполимеризации фибри-
на; Об антикоагулянтной активности плазмы судили 
по увеличению времени свертывания в тестах акти-
вированного частичного тромбопластинового време-
ни (АPTT), характеризующему внутренний механизм 
свертывания крови, протромбинового времени (PT), 
относящегося  к внешнему пути свертывания, и тром-
бинового времени (ТT), отражающему общий путь 
свертывания крови. Кроме того, проводили измере-
ние концентрации фибриногена [1].

Статистический анализ данных осуществляли, 
используя пакет статистических программ Statisti-
ca 8 (StatSoft Inc., США), а также графических про-
грамм Мicrosoft Excel. Эмпирические распределения 
проводили с использованием критерия Шапиро-У-
илка. Для полярного сравнения независимых групп 
применяли непараметрический критерий Манна-У-
итни. Различия считали статистически значимыми 
при р<0.05.

Результаты

Как видно из таблицы 1, при разных разведени-
ях экстрактов из корней пионов «Иван Горожанкин» 
(ЭПГ) или «молочноцветковый» (ЭПМ) отмечается уве-
личение параметров АPTT, ТT и PT по сравнению 
с контролем, где вместо экстрактов к плазме крови был 
добавлен физиологический раствор NaCl. При сравне-
нии действия обоих экстрактов выявлен наибольший 
антикоагулянтный эффект у ЭПГ. При этом АPTT уве-
личивалось на 19-25-46% под влиянием ЭПМ и на 26-
55-66% при действии ЭПГ, PT – на 13-30-42% (ЭПГ) 
и на 13-19-22% (ЭПМ) соответственно, а ТT соответ-
ственно – на 17-19-20% (ЭПГ) и 17-16% (ЭПM). 

SFA увеличилась на 41-53-70% (ЭПГ), а при дей-
ствии ЭПМ в разных концентрациях только на 12-18%. 
Особый интерес представляет изменение степени по-
лимеризации фибрина по тесту FDPA, которая по срав-
нению с контролем повышалась при действии каждого 
из экстрактов на 50-116% с максимальными значения-
ми после действия ЭПГ. Концентрация фибриногена 
в обоих случаях не имела статистически значимых из-
менений, хотя следует отметить тенденцию к сниже-
нию, особенно при действии ЭПГ.

Итак, максимальные изменения после воздействия 
экстрактов из пионов по сравнению с контролем отме-
чались у пиона «Иван Горожанкин». Значительные от-

личия от контроля в этих условиях обнаружены по ак-
тивности FDPA, которая также существенно превыси-
ла контрольный уровень (табл. 1).

Вторая серия экспериментов предусматривала вы-
деление из экстрактов очищенного гепариноподобно-
го компонента и определение его антикоагулянтной 
активности по тестам АPTT, ТT и FDPA (табл. 2). Вы-
деление ГП осуществляли из 5%-ных экстрактов кор-
ней пионов, при этом содержание ГП в них составляло 
от 37.5 до 40 мкг//мл. Готовили раствор коммерческо-
го препарата, содержащего 40 мкг в мл физиологиче-
ского раствора.

У гепариноидов из пионов (ГПГ, ГПМ) была уве-
личена антикоагулянтная активность по тесту АPTT 
и незначительно по тесту ТT с максимальными пока-
зателями у ГПГ. Препарат сравнения повышал АPTT, 
но не изменял ТT, что характерно для LMWH. Однако, 
в препарате ГПГ все же отмечается тенденция к сни-
жению ТT, что указывает на ингибирование тромби-
на этим препаратом, видимо, за счет дополнительных 
компонентов, которые подлежат дальнейшему изуче-
нию. Это же можно сказать и в отношении влияния 
препаратов на степень полимеризации фибрина: стан-
дартный коммерческий LNWH ее не изменял, в то вре-
мя как исследуемые растительные гепариноиды сни-
жали степень полимеризации фибрина, обладая доста-
точной фибриндеполимеризационной активностью. 

Обсуждение результатов

Анализируя полученные результаты, необходимо 
отметить, что экстракт из корней пиона молочноцвет-
кового, как и LMWH [13], оказывает не только анти-
коагулянтный эффект), но и фибриндеполимеризаци-
онное действие. По данным литературы при действии 
других растительных антикоагулянтов [14] выявлено 
их фибринолитическое действие. Нами впервые уста-
новлен факт, что растительный гепариноид из пиона 
«Иван Горожанкин» препятствует полимеризации фи-
брина, вследствие чего увеличивается его FDPA в плаз-
ме крови более чем на 50-60%. Ранее [15] сообщалось 
об ограничении взаимодействия тромбина с фибри-
ногеном под влиянием ингибиторов растительного 
происхождения, что мы и наблюдали в наших иссле-
дованиях. Возможными механизмами активирующе-
го действия экстракта из пиона «Иван Горожанкин» на 
антикоагулянтные свойства плазмы и суммарную фи-
бринолитическую активность являетя блокада актив-
ности фермента тромбина и факторов внутреннего 
механизма свертывания крови. При этом антикоагу-
лянтный эффект по тесту АPTT при применении экс-
тракта из корней пиона «Иван Горожанкина» превышал 
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на 20-30% ту же активность у пиона молочноцветкового. 
Эстракт из корней пиона молочноцветкового был рав-
ноценен по антикоагулянтной активности препарату 
сравнения LMWH. Установлена способность   экстрак-
та из пиона «Иван Горожанкин» снижать степень по-
лимеризации фибрина, о чем свидетельствует высокая 
фибриндеполимеризационная активность. По данным 
биохимического метода с использованием ингибито-
ров гепарина и изменением метахромазии обнаруже-
но наличие гепариноподобного вещества в экстракте 
из пиона «Иван Горожанкин». Этот гепариноид пред-
ставляет фармакологический интерес в плане его при-
менения для профилактики заболеваний, осложняю-
щихся тромбозами.

 Многие растения обладают способностью моди-
фицировать гемостаз. Антикоагулянтная активность 
извлечений из растений обусловлена содержанием 
в них гликопептидов, механизм действия которых име-
ет сходство с N-концевыми аналогами участка а-цепи 
фибриногена, ограничивающими ферментативное пре-
вращение фибриногена в фибрин. Интересен тот факт, 
что антикоагулянты растительного происхождения 
по механизму действия принципиально отличаются 
от использующихся в настоящее время прямых анти-
коагулянтов [15], они не обладают выраженным токси-
ческим действием на организм лабораторного живот-
ного и вызывают продолжительную гипокоагулемию. 
Таким образом, можно заключить, что остается акту-

Таблица 1/Table 1

Изменение временных интервалов свертывания плазмы с включением экстрактов из корней пионов «Иван Горожанкин» (ЭПГ)  
или «молочноцветковый» (ЭПМ) по тестам АPTT, PT, ТT и степени полимеризации фибрина по тесту FDPA, а также концентрации  
фибриногена, (M ± m) 

Changes in plasma coagulation time intervals with the inclusion of extracts from the roots of Ivan Gorozhankin peonies (EPG) or 
Paeonia lactiflora (EPL) according to APTT, PT, TT tests and the degree of fibrin polymerization according to the FDPA test and fibrinogen 
concentration (M ± m)

Показатели крови при концентра-
циях   экстрактов в плазме – 5%, 

1% и 0,1%
Blood parameters at concentrations  

of extracts in plasma – 5%, 1%, 0.1% 

Экстракты из
Extracts from

Контроль 0,85%-й раствор 
натрия хлорида

The Control 0.85% sodium 
Chloride solution

корней пиона «Иван Горожанкин» 
(peony roots «Ivan Gorozhankin» 

(EPG)

корней пиона «молочно-
цветковый» (ЭПМ)

peony roots lactiflora (EPL)
АPTT, с (%) АPTT (sec, %)

5%
1%
0,1%

PT, с (%) PT (sec, %)
1. 5%э
2. 1%
3. 0,1%

ТT, с (%) TT (sec, %)
1. 5%
2. 1%
3. 0,1%

52,7±0,8**(166%)
49,0±0,6(155%)

40,0±1,4**(126%)

42,7±0,8**(142%)
39,0±0,6**(130%)
34,0±1,4(113%)

34,0±1,1(120%)
33,5±1,0(118%)
33,4±0,9(117%)

44,5±1,4**(146%)
39,7±1,4**(125%)
37,6 ±2,0**(119%)

36,5±1,4**(122%)
35,7±1,4**(119%)
34,0±0,9(113%)

33,0±0,9(116%)
33,0±0,9(116%)
33,1±0,9 (117%)

31,6±1,7
(100%)

30,0±0,7 (100%)

28,3±1,5
(100%)

423±1,3 
(100%)

12±1,1(100%) 

210±7,0(100%)

SFA (мм2, %) SFA (mm2, %)
1. 5%
2. 1%
3. 0,1%

72,0±1,2**(170%)
65,0±10,0(153%)
60,0±11,3(141%)

64,5±1,1*(152%)
60.0±1,1**(141%)
54,5±8,3(129%)

FDPA, мм2(%) FDPA (mm2, %)
1. 5%
2. 1%
3. 0,1%

26,0±1,1**(216%)
25,0 ±1,1**(208%)
20,0 ±1,1**(166%)

20,9±1,3**(175%)
20,0±1,0**(166%)
18,0±0,8*(150%)

Концентрация фибриногена, мг, %
(Fibrinogen concentration, mg, %)

1. 5%
2. 1%

182,0±13,2*(86%)
184,0±5,2(88%)

190,0±9,8 (90,4%)
190,3±9,8 (90,4%)

Примечание. Статистические показатели рассчитаны относительно соответствующих проб контроля, принятых за 100%. *р < 0.05; **р < 0.01. 
Обозначения: АPTT – активированное частичное тромбопластиновое время, PT– протромбиновое время, ТT – тромбиновое время, SFA– 
суммарная фибринолитическая активность, FDPA – фибриндеполимеризационная активность.
Note. Statistical comparisons were made relative to the corresponding control samples taken as 100%. *p < 0.05; **p < 0.01; APTT, activated partial 
thromboplastin time; PT, prothrombin time; TT, thrombin time; SFA, total fibrinolytic activity, FDPA, fibrin-depolymerizing activity.
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альным поиск и изучение новых средств направлен-
ного воздействия на гемостаз, оказывающих быстрый 
и достаточно продолжительный эффект, т.е. новых ан-
тикоагулянтов прямого действия. Значительное место 
в этих исследованиях занимают растения, прежде всего 
потому, что содержащиеся в них фармакологически ак-
тивные соединения прошли через своеобразный био-
логический фильтр и вследствие этого, по сравнению 
с синтетическими, отличаются наиболее благоприят-
ным воздействием на организм человека.

Заключение

 Впервые установлена способность экстракта 
из корней пиона «Иван Горожанкина» проявлять си-
нергические антикоагулянтное и фибриндеполиме-
ризационные эффекты, превышающие таковые у экс-
тракта из корней пиона «молочноветковый» в тех же 
концентрациях.

Исследованный нами гепариноид из пиона «Иван 
Горожанкин» обладает как ингибирующим эффектом 
на внутренний механизм свертывания, так и, возмож-
но, антитромботической активностью. 
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Показатели крови
Blood parameters

ГПГ
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ГПМ
(HPL) 

Препарат сравнения «Сеlsus»
(Comparison drug «Celsus»)
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ISSN 0031-2991 53

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

ic activity of modified xylophone sulfate from the brown Alga Punc-
taria plantaginea. Carbohidr. Polym. 2016; 136: 826–33. http://doi.
org/10.1016/j.cаrbоh .2015.09.102. Epub 2015

6. Bilan M.I., Shashkov A.S., Usov A.I. Structure of a sulfated xy-
lofucan from the brown alga Punctaria plantaginea. Carbohydr 
Res. 2014; 393: 1–8. Epub 2014 May 10

7. Wu M., Xu L., Zhao L., Xiao C., Gao N., Luo L., et al. Structural 
analysis and anticoagulant activities of the novel sulfated fucan pos-
sessing a regular well-defined repeating unit from sea cucumber. Mar. 
Drugs. 2015; 13(4): 2063-84. http://doi.org/10.3390/md13042063

8. Zhang S.B. In vitro antithrombotic activities of peanut protein hy-
drolysates Food Chem.2016; 202: 1–8. http://doi.org/10.1016/j.food-
chem.2016.01.108. Epub 2016 27 yanv 

9. Pomin V.H., Mourão P.A. Specific sulfation and glycosylation-a 
structural combination for the anticoagulation of marine carbohy-
drates. Front Cell Infect Microbiol. 2014; 4 (33). Epub 2014 Mar 6  

10. Krishtanov N.A., Safonova M.Yu., Bolotova V.Z., Pavlova E.D., 
Sakanian E.I. Perspectivi ispolsovania rastitelnich polisacharidov v 
kachestve lechebnich I lechebno-profilacticheskich sredstv. Vestnik 
VGU, ser. Bilologia. Chimia. Farmacia. 2005; 1: 212-21. (in Russian)

11. Kuznetsova S.A., Drozd N.N., Kuznetsov B.N., Makarov V.A., Le-
vdansky V.A., Miftakhov N.T. Anticoagulant remedy. 2009; Patent 
No. 2399377. Russia. (in Russian)

12. Lyapina M.G., Uspenskaya M.S., Maystrenko E.S. O mechanisme 
antikoagulantnogo deistvia ekstracta is korney piona molochnozv-
etkovogo Mechdunar.churnal prikladnich i fundamentalnich issledo-
vaniy. 2016; 11: 1091–93. Russia. (in Russian)

13. Van Montfoort M L., Meijers J.C. Anticoagulation beyond direct 
thrombin and factor Xa inhibitors: indications for targeting thein-
trinsic pathway. Thromb. Haemost. 2013; 110(2): 223–32. http://doi.
org/10.1160 /TH12-11-0803. Epub 2013 6 Jun

14. Nsimba M.M., Yamamoto C., Lami J.N., Hayakawa Y., Kaji T. Ef-
fect of a Congolese herbal medicine used in sickle cell anemia on the 
expression of plasminogen activators in human coronary aortic endo-
thelial cells culture. J. Ethnopharmacol. 2013; 146(2): 594–99. http://
doi.org/10.1016/j.Ethnoph.2013.01.031. Epub 2013 

15. Byshevsky A.Sh., Galyan S.L., Kalinin E.P., Karpova I.A., Ru-
sakova O.A., Samoilov M.A., et al. Inhibitors of self-Assem-
bly of fibrin of plant origin. Medical science and education of the 
Urals. 2012; 13(1): 163-70. (in Russian)

Сведения об авторах:
Успенская Марианна Сергеевна, канд. биол. наук, ст. науч. сотр. Ботанического сада биологического факультета 
МГУ, e-mail: ms-uspenskaya@yandex.ru;
Ляпина Маргарита Григорьевна, вед. специалист лаб. защитных систем крови им. проф. Б.А. Кудряшова кафедры 
физиологии человека и животных биологического факультета МГУ, e-mail: lyapinal@mail.ru;
Калугина Марина Дмитриевна, науч. сотр. лаб. защитных систем крови им. проф. Б.А. Кудряшова кафедры физи-
ологии человека и животных биологического факультета МГУ, e-mail: laboratory7@mail.ru



54

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

© Коллектив авторов, 2021
УДК 616-092 .9

Шилин Д.С.1,2, Шаповалов К.Г.1,2

Фактор алиментарно-конституционального ожирения в 
изменениях системного кровообращения при COVID-19

1 ГУЗ Городская клиническая больница № 1, 
672010, Чита, Россия, ул . Ленина, д . 8;

2 ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России, 
672000, Чита, Россия, ул . Горького, 39А

Актуальность: ожирение является одной из самых распространенных в мире причин развития сопутствующих заболева-
ний . у человека . В настоящий момент проблема СOVID-19 приводит к развитию и обострению сердечно-сосудистой пато-
логии, сопровождающейся изменениями гемодинамики . Цель исследования – оценка зависимости изменений гемоди-
намики у пациентов с COVID-19 от алиментарно-конституционального ожирения . 
Методика. Исследование выполнено у 73 пациентов обоего пола с внебольничной полисегментарной вирусно-бактери-
альной пневмонией на фоне СOVID-19 . Пациенты были разделены на 3 группы по индексу массы тела . В 1-ю группу вошли 
пациенты без избытка массы тела, 2-ю составили пациенты с избыточной массой тела, 3-ю – с ожирением 1 степени . Испль-
зован комплекс аппаратно-программного неинвазивного исследования центральной гемодинамики методом объемной 
компрессионной осциллометрии «КАП ЦГ осм- «Глобус» (Россия) .
Результаты. У пациентов с СOVID-19, страдающих ожирением I степени (30,0 - 34,9 кг/м2) . выявлено статистически значи-
мое снижение сердечного индекса относительно лиц с нормальной массой тела (на 10,8%, p=0,010) . Пациенты с избыт-
ком массы тела имели более высокое диастолическое давление (на 10,5%, p=0,011) Показатель периферического сосу-
дистого сопротивления у пациентов с СOVID-19 без избыточной массы тела был на 16 .5% ниже, чем у пациентов с ожире-
нием 1 степени . Удельное периферическое сопротивление сосудов у пациентов 1-й группы было на 10 .3% меньше, чем у 
пациентов с избыточной массой тела . Податливость сосудистой стенки у пациентов 1-й группы была ниже на 22 .5%, чем у 
пациентов с СOVID-19 и ожирением 1 степени . 
Заключение. У пациентов с внебольничной полисегментарной вирусно-бактериальной пневмонией на фоне СOVID-19 
при ожирении 1 степени и избыточной массе тела выявляются значимые изменения гемодинамики относительно боль-
ных с нормальной массой тела .

Ключевые слова: ожирение; Covid-19; гемодинамика; диастолическое давление; периферическое сосудистое 
сопротивление
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Background: Obesity is one of the most common causes of comorbidities worldwide . During the COVID-19 pandemic, devel-
opment and increasing severity of cardiovascular disorders associated with hemodynamic changes has become increasingly rel-
evant . Aims: The study aimed to evaluate the hemodynamic changes in COVID-19 patients depending on the severity of their 
exogenous constitutional obesity . 
Methods. 73 male and female patients with community-acquired polysegmental pneumonia of viral and bacterial origin 
associated with COVID-19 were enrolled in the study . The patients were allocated to three groups depending on the 
value of their body mass index (BMI) . Group 1 included patients with normal body weight; Group 2 included overweight 
patients, and Group 3 included patients with grade 1 obesity (BMI 30 .0-34 .9 kg/m2) . The measurements were performed 
using a technique of volumetric compression oscillometry on a non-invasive hemodynamic monitoring system KAP CG 
osm (Globus, Russia) . 
Results . COVID-19 patients with grade 1 obesity (BMI 30 .0-34 .9 kg/m2) demonstrated a statistically significant 10 .8% decrease 
in the cardiac index compared to patients with normal body weight (p=0 .010) . Overweight patients had 10 .5% higher diastolic 
blood pressure (p=0 .011) . Peripheral vascular resistance (PVR) in COVID-19 patients with normal body weight was 16 .5% lower 
than in patients with grade 1 obesity . PVR adjusted for body surface area in patients with normal body weight was 10 .3% lower 
than in overweight patients . The compliance of the vascular wall in Group 1 patients was 22 .5% lower than in COVID-19 patients 
with grade 1 obesity .
Conclusion. COVID-19 patients with community-acquired, polysegmental pneumonia of viral and bacterial origin demonstrate 
significant hemodynamic changes compared to patients with normal body weights .
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Введение

Население нашей планеты с трансформацией в ин-
формационное общество все чаще начало сталкивать-
ся с так называемыми болезнями цивилизации. Че-
ловек переходит к менее энергозатратному образу 
жизни. В результате все чаще наблюдаются гиподи-
намия и, как следствие, возникающая с ним проблема 
ожирения. По официальным данным ВОЗ, в 2016 го-
ду 39% взрослых в возрасте 18 лет и старше имели из-
быточную массу тела, а 13% страдали ожирением [1].

Доказана роль избыточной массы тела в развитии 
сердечно-сосудистых заболеваний, таких как: гипер-
тензия, сахарный диабет, ишемическая болезнь серд-
ца, и другие [2]. Избыточная масса тела влияет на жиз-
недеятельность, состояние органов и систем, как пра-
вило, негативно сказывается на здоровье.

Эпидемии вирусных инфекций все чаще стали по-
являться в повестке дня [3]. Эти процессы ранее носи-
ли, как правило, локальный характер. Однако, в насто-



56

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

ящее время вирус SARS-CoV-2 имеет широкое и про-
лонгированное распространение по всему миру [4].

Известно, что ожирение является фактором тяже-
лого течения гриппа A/H1N1 и COVID-19 [5]. Вирус 
SARS-Cov-2 имеет высокое сродство к человеческо-
му ангиотензинпревращающему ферменту 2 (АПФ2) 
[5]. Было показано, что АПФ2 является предполагае-
мым рецептором для проникновения COVID-19 в клет-
ки-хозяина. Тканевая экспрессия АПФ2 различается 
в почках, сердце и легких у здоровых пациентов и па-
циентов, инфицированных коронавирусом [6]. Уро-
вень экспрессии АПФ2 в жировой ткани выше, чем 
в ткани легких, основной ткани-мишени, поражен-
ной COVID-19 [7]. При этом жировая ткань также мо-
жет быть уязвима для COVID-19. Однако следует отме-
тить, что не было различий в экспрессии белка АПФ2 
адипоцитами и жировыми клетками-предшественни-
ками между людьми с ожирением и без ожирения [7].

При попадании в кровоток вирус SARS-CoV-2, 
связываясь с рецепторами АПФ2, влияет на состояние 
гемодинамики через ренин-ангиотензин-альдостеро-
новую систему, отвечающую за тонус сосудистой стен-
ки [8,9]. При гипоксии возникает индуцированная ан-
гиотензином II вазоконстрикция легких, направленная 
на оптимизацию соотношения вентиляции и перфу-
зии, но одновременно вызывающая неблагоприятные 
гемодинамические эффекты [10].

Тяжелые формы вирусных пневмоний вызывают 
не только нарушения респираторной функции орга-
низма, но и критические нарушения состояния гемо-
динамики, коррекция которых является основной це-
лью для поддержания жизнедеятельности пациентов. 
У пациентов с ожирением и COVID-19 чаще, чем у па-
циентов с нормальным индексом массы тела (ИМТ) 
возникают тромбоэмболические осложнения [11,12]. 
Замечено увеличение летальности с увеличением мас-
сы тела пациентов, так 88,2% выживших в городе Ухань 
имели ИМТ до 24,9 кг / м2 [11].

Цель исследования -- оценка зависимости изме-
нений гемодинамики у пациентов с COVID-19 от али-
ментарно-конституционального ожирения.

Методика

Исследование выполнено в соответствии с этиче-
скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004)

Проспективное нерандомизированное исследо-
вание включало 73 пациента обоего пола с внеболь-
ничной полисегментарной вирусно-бактериальной 
пневмонией на фоне СOVID-19. Возраст пациентов 
от 42 до 84 лет. Все больные нуждались в респира-

торной поддержке и находились в реанимационных 
отделениях. Больным назначалось необходимое ле-
чение, согласно актуальной версии временных ме-
тодических рекомендаций министерства здравоох-
ранения РФ «Профилактика, диагностика и лечение 
новой коронавирусной инфекции COVID-19». Иссле-
дование выполнялось на базе «ГУЗ» Городская кли-
ническая больница №1 г. Читы. Работа одобрена ло-
кальным этическим комитетом ФГБОУ ВО Читин-
ская государственная медицинская академия МЗРФ 
(протокол №102 от 15.05.2020). Диагноз верифициро-
вали в соответствии с принятыми временными мето-
дическими рекомендациями министерства здравоох-
ранения РФ «Профилактика, диагностика и лечение 
новой коронавирусной инфекции COVID-19». У всех 
пациентов выявлялась фоновая и сопутствующая па-
тология: ИБС, сахарный диабет. Рентгенологическая 
картина поражения при компьютерной томографии 
– не менее 25% легочных полей. Критерии «невклю-
чения» в исследование: наличие онкологических за-
болеваний, тяжелого иммунодефицита, нестабиль-
ной гемодинамики, инфузии вазопрессоров, призна-
ки гиповолемии.

Пациенты были разбиты на 3 группы в зависимо-
сти от индекса массы тела. Индекс массы тела рас-
считывался по формуле вес/рост2. В 1-ю группу во-
шли 22 пациента (13 мужчин, 9 женщин) без избытка 
массы тела (индекс до 24,9 кг/м2). Среднее значе-
ние возраста группы 65,5 лет. Вторую группу соста-
вили 26 пациентов (15 мужчин и 11 женщин) с ИМТ 
от 25,0 до 29,9 кг/м2, средний возраст пациентов в груп-
пе составил 65,6 лет. Численность пациентов 3-й груп-
пы с ожирением 1 степени и ИМТ от 30,0 до 34,9 кг/м2 
составляла 25 человек (табл. 1).

В ходе анализа частоты встречаемости заболеваний 
не было выявлено значимых различий между группами.

Исследования состояния гемодинамики осущест-
вляли комплексом аппаратно-программного неин-
вазивного исследования центральной гемодинами-
ки методом объемной компрессионной осцилломе-
трии «КАП ЦГ осм- «Глобус» (Россия). Оцененные 
макрогемодинамические параметры были разби-
ты на 3 блока. В первый блок включены показатели, 
относящиеся к системному артериальному давле-
нию, такие как систолическое артериальное давле-
ние/systolic blood pressure (САД/SBP), диастолическое 
артериальное давление/diastolic blood pressure (ДАД/
DBP), среднее артериальное давление/mean blood 
pressure (СрАД/MBP), боковое артериальное давле-
ние/oscillometric’true’ systolic blood pressure (БАД/
OTSBP), пульсовое артериальное давление/pulse blood 
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pressure (АДп/PBP) ударное артериальное давление 
/ stroke blood pressure (АДуд/StBP), скорость пуль-
сового артериального давления/pulse blood pressure 
velocity (СКАДп/PBPV). Второй блок составили по-
казатели сердечной деятельности: параметры сердеч-
ного выброса/cardiac output (СВ/CO), сердечного ин-
декса/cardiac index (СИ/CI), ударного объема /stroke 
volume (УО/SV), ударного индекса stroke index (УИ/
SI), объемная скорость выброса /volume ejection rate 
(ОСВ/VER), расход энергии на 1л сердечного выбро-
са за минуту/energy expenditure (РЭ/EE) per 1 liter of 
cardiac output per minute.

Третий блок представлен показателями сосудисто-
го русла: скоростью линейного кровотока/linear blood 
flow rate (СКлин/LBFR), пульсовой волны/pulse wave 
velocity (ПВ/PWV), податливостью сосудистой систе-
мы/vascular compliance (ПСС/VC), общее перифери-
ческое сосудистое сопротивление/total peripheral re-
sistance (ОПСС/TPR), удельное периферическое сосу-
дистое сопротивление/normalized peripheral resistance 
(УПСС/NPR), УПСС фактическое/УПСС рабочее/
NPR actual/NPR estimated ratio.

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программного обеспечения «AnalystSoft Inc., 
StatPlus:mac» (v8.1, AnalystSoft Inc).

Полученные данные не соответствовали нор-
мальному распределению. Нормальность проверя-
ли с помощью критериев Шапиро-Уилка. Далее вы-
числяли медиану и 25 и 75 квартиль исследуемых па-
раметров.

Для сравнения частоты заболеваемости между 
группами использовали критерий Хи-квадрат с по-
правкой Йетса на непрерывность. При сравнении ме-
дианных значений между группами по возрасту и ге-
модинамике использовали критерии Манна-Уитни. 
Различия между величинами считали статистически 
значимыми при p<0,05

Результаты исследования

При сравнении группы показателей артериального 
давления было обнаружено, что у пациентов без избыт-
ка массы тела в сравнении с пациентами, чей индекс 
массы тела составлял от 25-29 кг/м2, медианные зна-
чения диастолического артериального давления уве-

Таблица 1/Table 1
Характеристика групп пациентов (M[25;75])
Characteristics of patient groups (M[25;75])

Показатели

1 группа. 
Без избытка массы тела 

Group 1.
Without excess body weight, n=22

2 группа. 
Избыточная масса тела 

Group 2.
Excess body weight, n=26

3 группа. 
Ожирение I степени 

Group 3.
Obesity degree I, n=25

Статистическая  
значимость

Statistical  
significance

Средний
возраст, годы
Mean age, уears I) BSCOPD

65,5 65,61 64,8
p1=0,895
p2=0,546
p3=0,667

ИБС 
Coronary heart disease 10 (45,5%) 13 (50,0%) 11 (44,0%)

p1=0.981
p2=0.847
p3=0.882

ХОБЛ 
Chronic obstructive  
pulmonary disease

6 (27,3%) 1(3,8%) 4(16,0%)
p1=0.060
p2=0.559
p3=0.324

Гипертоническая болезнь 
Hypertensive Disease 11 (50,0%) 12 (46,1%) 13 (52,0%)

p1=0.981
p2=0.877
p3=0.891

Сахарный диабет 
Diabetes mellitus 1 (4,5%) 7 (26,9%) 3 (12,0%)

p1=0.093
p2=0.697
p3=0.323

Летальность Lethality 10 (45,5%) 11 (42,3%) 9 (36,0%)
p1=0.959
p2=0.620
p3=0.773

Примечание. p1 – статистическая значимость различий между 1-й и 2-й группой; p2 – значимость между 1-й и 3-й группой; p3 – между 2-й 
и 3-й группой.
Note. p1, statistical significance between Groups 1 and 2; p2, statistical significance between Groups 1 and 3; p3, statistical significance between 
Groups 2 and 3.
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личивались на 10,5% (p=0,011) (табл. 2). Иных изме-
нений первой группы параметров гемодинамики у па-
циентов на кислородотерапии не выявили (p > 0,05).

При оценке группы показателей сердечной де-
ятельности у пациентов, страдающих ожирением I 
степени (30,0–34,9) кг/м2, выявили статистически 
значимое различие сердечного индекса относитель-
но лиц с нормальной массой тела. Снижение ме-
дианных значений составляло 10,8% при p=0,010. 
Иных изменений параметров данного блока не от-
мечали (табл. 3).

При оценке группы сосудистых показателей выя-
вилось больше всего статистически значимых разли-
чий между группами (табл. 4). 1 − Показатель перифе-
рического сосудистого сопротивления у пациентов без 

избыточной массы тела был на 16.5% ниже, чем у па-
циентов с ожирением 1 степени. 2−Удельное перифе-
рическое сопротивление сосудов у пациентов 1 груп-
пы было на 10.3% меньше, чем у пациентов с избыточ-
ной массой тела. 3−Податливость сосудистой стенки 
у пациентов первой группы была ниже на 22.5%, чем 
у пациентов с ожирением 1 типа.

Обсуждение

Ожирение становится все более распространен-
ным явлением и связано со значительным риском сер-
дечно-сосудистых заболеваний [13]. Распределение 
и морфология жировой ткани играют ключевую роль 
в определении степени побочных эффектов, и ключе-
вым фактором в процессе заболевания, по-видимому, 
является популяция воспалительных клеток в жировой 

Таблица 2/Table 2
Изменение показателей артериального давления в зависимости от выраженности алиментарно-конституционального ожирения (M [25;75])
Changes in blood pressure depending on the severity of exogenous constitutional obesity (M [25;75])

Показатель гемодинамики
(Hemdynamcs  index)

1 группа
Без избытка массы тела 

Group 1.
Without excess body weight,

n=22

2 группа
Избыточная масса тела   

Group 2.
Excess body weight,

n=26

3 группа
Ожирение I степени 

Group 3
Obesity degree I,

n=25

Статистическая  
значимость

Statistical  
significance

САД, мм рт.ст. 
(SBP, mm Hg.)

125,000
[108,750;135,750]

131,000
[124,750;138,500]

122,000
[118,000;130,000]

p1=0,270
p2=0,955
p3=0,068

ДАД, мм рт.ст. 
(DBP, mm Hg.) 

72,000
[61,000;78,750]

80,500
[75,500;88,500]

74,000
[69,000;85,000]

p1=0,011
p2=0,241
p3=0,237

БАД мм рт.ст.
(OTSBP, mm Hg.)

105,000
[100,000;121,500]

119,000
[100,000;127,000]

107,000
[100,000;115,000]

p1=0,439
p2=0,616
p3=0,187

СрАД, мм рт.ст.
(MBP, mm Hg.)

84,500
[77,250;96,000]

93,500
[85,000;103,000]

89,000
[79,000;94,000]

p1=0,133
p2=0,750
p3=0,155

Адп, мм рт.ст.
(PBP, mm Hg.)

53,500
[44,250;59,750]

47,500
[42,250;60,750]

46,000
[37,000;53,000]

p1=0,683
p2=0,194
p3=0,412

СКАДп мм рт.ст./c.
(PBPV, mm Hg/sec.)

301,500
[262,250;335,250]

284,000
[243,000;334,500]

257,000
[233,000;299,000]

p1=0,408
p2=0,250
p3=0,689

Адуд мм рт.ст.
(StBP, mm Hg.)

26,000
[21,000;28,500]

25,500
[21,000;30,500]

28,000
[23,000;30,000]

p1=0,493
p2=0,061
p3=0,389

Примечание. САД – систолическое артериальное давление; ДАД – диастолическое артериальное давление; СрАД – среднее артериальное 
давление; БАД – боковое артериальное давление; АДп – пульсовое артериальное давление; СКАДп – скорость пульсового артериально-
го давления; АДуд – ударное артериальное давление; p1 – статистическая значимость различий между 1-й и 2-й группой; p2 – между 1-й 
и 3-й группой; p3 – между 2-й и 3-й группой.
Note. SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; MBP, mean blood pressure; OTSBP, oscillometric ‘true’ systolic blood pressure; 
PBP, pulse blood pressure; PBPV, pulse blood pressure velocity; StBP, stroke blood pressure; p1, statistical significance between Groups 1 and 2; p2, 
statistical significance between Groups 1 and 3; p3, statistical significance between Groups 2 and 3.
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ткани. Здоровая жировая ткань секретирует ряд вазо-
активных адипокинов и противовоспалительных ци-
токинов, и изменения этого секреторного профиля бу-
дут способствовать развитию ожирения [14].

В первом блоке исследуемых гемодинамических 
функций, выявлено статистически значимое увеличе-
ние диастолического артериального давления на 10,5% 
при p=0,011 (табл. 2) у пациентов 1 и 2 групп. В диасто-
лу главным образом происходит перфузия сердечной 
мышцы, при увеличении массы тела нагрузка возрас-
тает и, как следствие, увеличивается потребность в ну-
тритивной поддержке.

Замечено, что у больных ИБС с метаболическим 
синдромом по мере увеличения степени ожирения 
возрастает степень диастолической дисфункции [15]. 
В то же время встречаемость гипертрофии левого же-
лудочка выше только у больных с ожирением II степе-
ни [15]. Диастолическая дисфункция является прямым 
следствием структурных, динамических и метаболиче-

ски индуцированных патофизиологических процессов 
в миокарде [16].

При небольшом изменении массы тела сердеч-
ная деятельность адаптировалась функционально, это 
не сопровождалось ремоделированием сердца. А зна-
чит и не приводило к потребности к увеличению пи-
тания миокарда.

При оценки второго блока, отражающих изменения 
в сердечной деятельности, выявили изменения показа-
теля сердечного индекса, который отражает отношения 
сердечного выброса на единицу поверхности тела чело-
века. У пациентов первой группы он был выше на 10,8% 
при p=0,010 (табл. 3). С увеличением массы тела сердеч-
ный выброс статистически значимо не изменялся, одна-
ко в пересчете на площадь поверхности тела, была вы-
явлена главным образом функциональная декомпенса-
ция сердца. Возможно при сравнении 1-й и 2-й группы 
поверхность тела изменялась незначительно и не при-
водила к отклонениям параметра. При ожирении 1 сте-

Таблица 3/Table 3
Изменение показателей сердечной деятельности в зависимости от выраженности алиментарно-конституционального ожирения (M [25;75])
Changes in cardiac performance depending on the severity of exogenous constitutional obesity (M [25;75]

Показатель  
гемодинамики

Hemdnamcs index

1 группа
Без избытка массы тела

Group 1.
Without excess body weight,

n=22

2 группа
Избыточная масса тела   

Group 2.
Excess body weight,

n=26

3 группа
Ожирение I степени 

Group 3
Obesity degree I,

n=25

Статистическая  
значимость

Statistical  
significance

СВ, л/мин
(CO, l/min)

5,750
[4,725;6,275]

6,100
[5,550;6,575]

5,700
[5,200;6,200]

p1=0,216
p2=0,724
p3=0,279

СИ, л/(мин×м2)
(CI, l/(min×m2))

3,250
[3,025;3,400]

3,200
[2,900;3,500]

2,900
[2,800;3,200]

p1=0,506
p2=0,010
p3=0,082

УО, мл
(SV, ml)

77,000
[58,250;84,000]

75,000
[66,250;90,250]

73,000
[61,000;93,000]

p1=0,724
p2=0,909
p3=0,968

УИ, мл/м2

(SI, ml/m2)
43,000

[36,750; 48,500]
39,000

[35,000;47,250]
38,000

[32,000;43,000]

p1=0,200
p2=0,124
p3=0,741

ОСВ, мл/c
(VER, ml/sec)

227,000
[180,250;262,750]

226,500
[208,000;275,000]

221,000
[184,000;262,000]

p1=0,651
p2=0,767
p3=0,589

РЭ, Вт
(EE, W)

11,000
[10,325;12,725]

12,500
[11,250;13,675]

11,700
[10,600;12,600]

p1=0,122
p2=0,716
p3=0,131

Примечание. Показатели сердечной деятельности: СВ – сердечного выброса; СИ – сердечного индекса; УО – ударного объема; УИ – удар-
ного индекса; ОСВ – объемная скорость выброса; РЭ – расход энергии на 1л сердечного выброса за минуту; p1 – статистическая значи-
мость различий между 1-й и 2-й группой; p2 – между 1-й и 3-й группой; p3 – между 2-й и 3-й группой.
Note. CO, cardiac output; CI, cardiac index; SV, stroke volume; SI, stroke index; VER, volume ejection rate; EE, energy expenditure per 1 liter of car-
diac output per minute; p1, statistical significance between the Groups 1 and 2; p2, statistical significance between Groups 1 and 3; p3, statistical sig-
nificance between Groups 2 and 3.
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пени и тяжелом течении COVID-19 сердечная мышца 
не может обеспечить полноценный сердечный выброс.

При оценке третьего блока, отражающих состояния 
сосудистого русла, было выявлено больше всего изме-
нений. У пациентов без избыточной массы тела в срав-
нении с пациентами с ожирением 1 степени, показатель 
податливости сосудистой стенки увеличивался (табл. 4). 
При увеличении массы тела увеличивалось и количе-
ство, и протяженность капиллярной сети. Адаптация 
сердечно-сосудистой системы происходила за счет уве-
личения податливости сосудистой стенки, из-за расши-
рения объема и протяженности капиллярного русла. 
При сравнения соседних групп между собой, статисти-
чески значимых изменений выявлено не было.

Удельное периферическое сопротивление сосу-
дов было значительно ниже у пациентов без избыточ-
ной массы тела, в сравнении с другими двумя группа-
ми. Вследствие особенности расчета показателя, кото-

рое учитывает площадь поверхности тела, достигалась 
большая степень его чувствительности к изменениям 
антропометрических данных.

Сдвиги гормонально-метаболического статуса при 
метаболическом синдроме обусловливают раннее раз-
витие эндотелиальной дисфункции (ЭД) и атероскле-
ротических изменений сосудов, что создает предпо-
сылки для возникновения и быстрого прогрессирова-
ния ряда тяжелых сердечно-сосудистых заболеваний, 
приводящих к ранней инвалидизации и преждевремен-
ной смерти этой категории больных [17-19]. Известно, 
что местное кровообращение также регулируется тка-
невыми метаболитами по механизму обратной связи. 
В условиях повышения АД происходит нарушение ме-
таболизма эндотелиальной клетки, соответственно, из-
меняется продукция ряда факторов, в частности, эн-
дотелий-зависимого релаксирующего фактора (ЭРФ), 
снижающего тонус сосуда, а также вазоконстрикторов, 

Таблица 4/Table 4
Изменение сосудистых показателей в зависимости от выраженности алиментарно-конституционального ожирения (M [25;75]
Changes in vascular indices depending on the severity of alimentary-constitutional obesity (M [25;75])

Показатель  
гемодинамики

Hemdnamcs  
index

1 группа
Без избытка массы тела 

Group 1.
Without excess body weight,

n=22

2 группа
Избыточная масса тела   

Group 2.
Excess body weight,

n=26

3 группа
Ожирение I степени 

Group 3
Obesity degree I,

n=25

Статистическая 
значимость

Statistical 
significance

СКлин, см/с
(LBFR, cm/sec)

40,000
[36,000;
41,750]

39,500
[35,500;
42,750]

37,000
[34,000;
40,000]

p1=1,000
p2=0,320
p3=0,372

ПВ, см/с
(PWV, cm/sec)

1000,500
[965,250;
1086,250]

946,500
[903,500;
1114,500]

901,000
[832,000;
1009,000]

p1=0,390
p2=0,052
p3=0,103

ПСС, мл/мм рт.ст.
(VC, ml/mm Hg.)

1,265
[1,073;
1,505]

1,315
[1,233;
1,500]

1,550
[1,230;
1,670]

p1=0,659
p2=0,048
p3=0,150

ОПСС, дин×с/см5

(TPR, dyn×sec/cm5)

1210,000
[1123,500;
1351,750]

1209,500
[1151,750;
1329,000]

1206,000
[1134,000;
1329,000]

p1=0,589
p2=0,946
p3=0,522

УПСС, мм.рт.ст./л/
(мин×м2)
(NPR, mm.Hg/l/(min×m2))

26,000
[24,250;
29,000]

30,000
[26,500;
32,000]

29,000
[28,000;
33,000]

p1=0,005
p2=0,002
p3=0,825

УПСС фактическое/УПСС 
рабочее, отн. ед.
(NPR actual/NPR estimated 
ratio, relative unit)

0,347
[0,276;
0,577]

0,329
[0,207;
0,527]

0,529
[0,249;
0,605]

p1=0,501
p2=0,682
p3=0,289

Примечание. Показатели сосудистого русла: СКлин – скорость линейного кровотока; ПВ – пульсовой волны; ПСС – податливость сосу-
дистой системы; ОПСС – общее периферическое сосудистое сопротивление; УПСС – удельное периферическое сосудистое сопротивле-
ние; УПСС фактическое/УПСС рабочее; p1– статистическая значимость различий между 1-й и 2-й группой; p2 – между 1-й и 3-й груп-
пой; p3 – между 2-й и 3-й группой.
Note. LBFR, linear blood flow rate; PWV, pulse wave velocity; VC, vascular compliance; TPR, total peripheral resistance; NPR, normalized 
peripheral resistance; NPR actual/NPR estimated ratio; p1, statistical significance between the Groups 1 and 2; p2, statistical significance between 
Groups 1 and 3; p3, statistical significance between Groups 2 and 3.
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из которых в качестве наиболее активного рассматри-
вается эндотелин. При этом уровень ЭРФ снижается, 
а эндотелина и других вазоконстрикторов – увеличи-
вается; эти сдвиги способствуют развитию гипертро-
фии сосудистой артериальной стенки [20, 21].

Заключение

У пациентов с избыточной массой тела (ИМТ 
от 25,0 до 29,9 кг/м2) диастолическое артериальное 
давления и удельное периферическое сосудистое со-
противление было выше, чем у пациентов без избыт-
ка массы тела (ИМТ > 24,9 кг/м2).

У пациентов с ожирением 1 степени (ИМТ от 30,0 
до 34,9 кг/м2) в сравнении с пациентами без избытка мас-
сы тела (ИМТ > 24,99 кг/м2) выявили изменения сердеч-
ного индекса, податливости сосудистой стенки, удельно-
го периферического сосудистого сопротивления.
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Роль оценки размеров поджелудочной железы плода  
в прогнозе ранней неонатальной гипогликемии  
при сахарном диабете у матери

ГБУЗ МО «Московский областной НИИ акушерства и гинекологии», 
101000, Москва, Россия, ул . Покровка д . 22a 

 Введение . Поджелудочная железа (ПЖ) плода играет роль в регуляции гликемии как у плода, так и у матери . Гиперглике-
мия матери, независимо от типа сахарного диабета (CД) сопровождается гипергликемией у плода . Напряжение функции 
ПЖ плода обусловливает компенсаторное увеличение eё размеров, формирование фетальной гиперинсулинемии и раз-
витие в первые часы жизни неонатальной гипогликемии . Клинические симптомы гипогликемии присутствуют в 25–33% 
случаев, частота лабораторной гипогликемии – в 21-60% . Цель – оценка прогностического значения увеличения разме-
ров ПЖ плода накануне родов в качестве предиктора неонатальной гипогликемии при CД у матери . 
Методика. Проведена ультразвуковая морфометрия ПЖ у 241 беременной c CД (основная группа) и у 427 здоровых бере-
менных (контрольная группа) . В основной группе у 141 (58,5%) беременной родились дети c признаками диабетической 
фетопатии (ДФ) . Оценивались размеры ПЖ плода . У новорождённых оценивалась гликемия в динамике в 1-e и 3-и сут 
жизни . Проведён ретроспективный корреляционный анализ размеров поджелудочной железы плода и характер глике-
мии новорожденных в 1-e и 3-и cут жизни . 
Результаты. Выявлена отрицательная корреляция толщины ПЖ и гипогликемии новорождённого в 1-e сут жизни c линей-
ным коэффициентом корреляции (R) минус 0,66 . В 1-e сут жизни у 87,5 % этих детей возникает гипогликемия, более выра-
женная у недоношенных, у 50% из них, сохраняющаяся к 3-м сут жизни . 
Заключение. Толщина ПЖ плода более (информативный, важный) воспроизводимый показатель, чем её длина, статисти-
чески значимый как в группе ДФ, так и без неё . Неудовлетворительный контроль за течением CД у матерей увеличивает 
риск гипогликемии новорождённого до 100% . Более выраженная гипогликемия выявляется у недоношенных детей, у поло-
вины которых гипогликемия сохраняется к 3-м сут жизни .

Ключевые слова: сахарный диабет; диабетическая фетопатия; поджелудочная железа плода; гипогликемия 
новорождённого
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Role of the fetal pancreas size in prediction of early neonatal hypoglycemia in maternal diabetes 
mellitus
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Background . The fetal pancreas is involved in regulation of glucose levels in both fetal and maternal plasma . Maternal hypergly-
cemia, regardless of the type of diabetes mellitus (DM), is accompanied by fetal hyperglycemia . This stress of the fetal pancreatic 
function causes a compensatory increase in the pancreas size, the development of fetal hyperinsulinemia and of neonatal hypo-
glycemia in the first hours of life . The frequency of laboratory hypoglycemia varies 21-60%, while its clinical symptoms are pres-
ent in 25-33% of cases . Aim . To assess the prognostic value of the increase in fetal pancreas size on the eve of delivery as a predic-
tor of neonatal hypoglycemia in maternal DM . 
Methods. Ultrasound of the fetal pancreas was performed in 241 pregnant women with DM (main group) and in 427 healthy preg-
nant women (control group) . In the main group, 141 (58 .5%) pregnant women had children with signs of diabetic fetopathy (DF) . 
The size of the fetal pancreas was estimated . In newborns, glycemia was measured on the 1st and 3rd days of life . A retrospec-
tive correlation analysis of the fetal pancreas size and the neonatal glycemia was performed on the 1st and the 3rd days of life . 
Results. A negative linear correlation was found between the pancreas thickness and neonatal hypoglycemia on the 1st day of 
life (linear correlation coefficient, R, -0 .66) . On the 1st day of life in 87 .5-100% of these newborns, hypoglycemia is observed, which 
is more pronounced in premature infants and which remains through the 3rd day of life in 50% of them . 
Conclusion. The thickness of the fetal pancreas is a more informative and reproducible indicator than its length, which was sta-
tistically significant in groups both with and without DF . Poor glycemic control in mothers increases the risk of neonatal hypo-
glycemia up to 100% . More pronounced hypoglycemia is observed in premature infants and persists through the 3rd day of life 
in half of them .
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Введение

Пpи CД у мaтepи плод по-разному реагирует нa 
гипо- и гипepгликемию в зависимости от срока ге-
стации. До 20-й нeд гестации островковые клетки 
поджелудочной железы (ПЖ) плодa нe могут отве-
чать и контролировать мaтepинcкую гипергликемию, 
что может привести к врожденным порокам развития 
плодa или неразвивающейся беременности. Во 2-м 
тpимecтpe (поcлe 20-й нeд) плод ужe реагирует: в от-
вет нa собственную гипергликемию отвечает гипер-

плазией бета-клеток островков и фетальным гипе-
ринсулинизмом [2]. В нормальных условиях постна-
тально активность инсулярного аппарата у ребенка 
снижается, a выработка глюкaгонa повышается. Пpи 
ДФ сохраняется гиперинсулинемия и высокая то-
лерантность к глюкозe, ввиду этого гипогликемия 
развивается, несмотря нa большие зaпacы гликоге-
на и жира, a глюконеогенез строится зa cчeт белков 
(глюкокортикоиды усиливают их катаболизм). Этого 
нeдоcтaточно для сохранения нормальной гликемии 
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и тканевого метаболизма, что приводит к неонаталь-
ной гипогликемии различной тяжести. Пpи CД 1-го 
типa у мaтepи через 1 ч поcлe рождения в крови но-
ворожденного возникaeт гипогликемия. Пpи CД 2-го 
типa скорость возникновения гипогликемии более 
низкая и возникaeт через 2 ч. Пpи гестационном СД 
(ГCД) eё возникновение происходит в промежут-
ке 2-3 ч. У здоровых новорожденных при развитии 
транзиторной гипогликемии возникaeт выработ-
ка и утилизация кeтонов, кaк источника энергии. 
[3, 4]. Гипогликемией новорожденных принято счи-
тать уровень гликемии в цельной капиллярной кро-
ви менее 1,7 ммоль/л у недоношенных, и менее 2,6 
ммоль/л у доношенных дeтeй. При беременности 
нижняя гpaницa уровня глюкозы у плодa составля-
ет 3 ммоль/л, a уровень глюкозы снижается пpимep-
но до 2,8 ммоль/л к 2 ч и восстанавливается до уров-
ня 3,9 ммоль/л к 72 ч жизни [4].

Чacтотa лабораторно подтвержденной гипоглике-
мии у новорожденных дeтeй варьирует от 21 до 60%, 
тогда кaк клинические симптомы гипогликемии обна-
руживаются лишь у 25-30% новорожденных1.

Цeль исследования. Оценить прогностическое 
значение размеров ПЖ плодa накануне родов в каче-
стве предиктора неонатальной гипогликемии пpи CД 
у мaтepи.

Методика

Для достижения цели исследования поставлены сле-
дующие задачи: 1) Нa основании УЗИ брюшной поло-
сти плода у здоровых беременных и беременных c СД, 
выявить размеры его ПЖ. 2) Опpeдeлить вeличину 
длины и ширины ПЖ плодa. 3) Провести ретроспек-
тивный корреляционный анализ размеров ПЖ у но-
ворожденных c гипогликемией в 1-e и 3-и cут жиз-
ни. 4) Оценить роль УЗИ ПЖ плодa накануне родов 
в прогнозе неонатальной гипогликемии.

Проведена ультразвуковая морфометрия ПЖ плода 
у 241 беременной с СД (основная группа) и у 427 здо-
ровых беременных (контрольная группа). Из 241 бе-
ременной основной группы CД 1-го типa был вери-
фицирован у 126 беременных (52,3%), CД 2-го типa 
– у 20 пациенток (8,3%) и гестационный сахарный 
диабет (ГCД) – у 95 беременных (39,4%). В основной 
группе у 141 (58,5%) беременной родились дети c фе-
нотипическими признаками диабетической фетопа-

тии (ДФ). У новорожденных проводился анализ глике-
мии в 1-e cут  (в пepвыe 6 ч поcлe рождения) и 3-и cут 
жизни. Ретроспективный анализ размеров ПЖ плодa 
проводился поcлe оценки гликемии новорожденного 
и уточнения признаков ДФ. Оценивались длина ПЖ 
плода и eё толщина. 

Критерии исключения: 1) многоплодная беремен-
ность; 2) подтверждённые хромосомные аномалии 
и врождённые пороки развития у плода; 3) возраст бе-
ременной моложе 18 лет.

Клиническое обследование пациенток и их родо-
разрешение проведено на базе ГБУЗ МО Московский 
областной НИИ акушерства и гинекологии МОНИ-
ИAГ. Продолжительность исследования 2016 — 2018 г.

Описание медицинского вмешательства. Качество 
компенсации оценивалось по уровню гликированно-
го гемоглобина и показателям суточного мониторин-
га гликемии, который проводился беременными амбу-
латорно c использованием персональных глюкометров 
и ведением дневника самоконтроля. Инсулинотера-
пия при ГCД назначалась в случае неэффективности 
диетотерапии. Критерием неэффективности дието-
терапии считали превышение гликемии натощак бо-
лее 5,1 ммоль/л или после еды выше 7,0 ммоль/л ча-
ще чем 2 раза в неделю.

Глюкоза венозной плазмы у новорождённых оце-
нивалась амперометрическим ферментным методом c 
использованием сенсорной технологии (Daisy’s Ger-
many Dr Muller). 

Диагноз «Диабетическая фетопатия (ДФ)» новоро-
жденному устанавливался на основании: увеличения 
массы тела при рождении выше 2 или более 90 про-
центили (по шкале Г.М. Дементьевой, программа 
«Auxology» (Pfizer). в сочетании c признаками дис-
пропорционального телосложения (увеличение разме-
ров внутренних органов, короткая шея и относитель-
но короткие конечности, маленькая голова, широкий 
плечевой пояс, толстая шейная складка), утолщения 
и отека подкожного жирового слоя, признаков нео-
натальной гипогликемии.

ПЖ плода оценивалась c помощью УЗ аппарата 
Medison V-20 компании Samsung в группе контроля 
c 16 нед, в основной группе после 30 нед гестации. ПЖ 
плода определялась в брюшной полости плода на уровне левого 
надпочечника, имела слегка изогнутую форму. Эхогенность eё вы-
ше, чем у печени и селезёнки, и сопоставима c эхогенностью ки-
шечника. Головка ПЖ граничила справа c желчным пузырем, пече-
нью и двенадцатиперстной кишкой плода, справа и сзади c аортой, 
нижней полой веной и почечными сосудами плода. Тело сзади гра-
ничит c позвоночником и селезёночной веной плода, которая слу-
жит ориентиром eё визуализации. Ниже желудка она соприкасает-
ся c кишечником плода. При наличии гиперэхогенного кишечника 
определить eё границы затруднительно. Хвост ПЖ плода слева ла-

 1 Пaтeнт нa изобpeтeниe №2550282 от 8 .04 .2015 г . «Cпоcоб пpогно-
зиpовaния гипогликeмии новоpождённого от бepeмeнных c caхapным 
диaбeтом» . Aвт: Лыceнко C .Н ., Пeтpухин В .A ., Чeчнeвa М .A . Epмaковa 
Л .Б . Бaшaкин Н .Ф . 
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теральна граничит c селезёнкой и eё воротами, слева сзади c левым 
надпочечником плода, спереди – c желудком. Чаще всего ПЖ 
удаётся визуализировать на поперечном «срезе» жи-
вота, одновременно c желудком, селезёночной веной, 
внутрибрюшным отделом вены пуповины, и шейкой 
желчного пузыря. В этом случае ПЖ выглядит в виде 
гиперэхогенного дугообразного образования c чётки-
ми границами (рис. 1).

Результаты наблюдения за течением беременно-
сти, показатели гликемии, данные УЗИ размеров ПЖ 
плода, pоcто-вecовыe показатели и гликемия ново-
рождённых, признаки ДФ, результаты молeкуляp-
но-гeнeтичecкого исследования, метод лечения (ди-
ета или инсулинотерапия), уровень глюкозы крови 
у новорождённых, гликированный гемоглобин были 
занесены в базу данных, специально разработанную c 
учётом цели исследования.

Исследование выполнено в соответствии с этиче-
скими нормами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (1964, 2004). 

Данное исследование одобрено локальным этиче-
ским комитетом ГБУЗ МО МОНИИAГ (протокол №87 
от 16/06/2016 и протокол №89 от 30/06/2016). Инфор-
мированное согласие было получено от всех пациен-
ток, в том числе, и на обследование их детей.

Статистическая обработка материала проводи-
лась c использованием программ Microsoft Office 
Excel 2010. Статистическую значимость различий 
определяли, используя критерий Манна-Уитни. Раз-
личия считали значимыми при p<0,05. Проводили 
дисперсионный анализ Кpacкeллa-Уоллиca, a так-
же корреляционный анализ c определением коэф-
фициента Спирмена (R) и Гамма (G). Данные пред-
ставлены как медиана (нижний квартиль; верхний 
квартиль).

Peзультaты исследования

Ретроспективно проведен анализ размеров ПЖ 
плодов от беременных контрольной и основной 
групп. У 135 (56,0%) беременных c CД родились де-
ти, у которых развилась гипогликемия в 1-e сут жиз-
ни, у 34 (14,1%) гипогликемия сохранялась к 3-м сут 
жизни. Медиана возраста беременных в обеих груп-
пах был сопоставима и составила 30 лет [20 – 43 года]. 
Неудовлетворительным контролем CД к моменту ро-
дов считали гликированный гемоглобин более 6,0% 
(27,0%, 34 беременные) (тaбл. 1).

Ультразвуковая диагностика диабетической фе-
топатии включает в себя оценку состояния поджелу-
дочной железы плода. Увеличение толщины подже-
лудочной железы является критерием тяжести диабе-
тической фетопатии и отражает степень компенсации 
сахарного диабета матери. На УЗИ железа плода вы-
глядит в виде гиперэхогенного дугообразного образо-
вания c чёткими границами (рис. 1, 2). Получение изо-
бражения ПЖ плода при доношенном сроке возмож-
но у 96,8 % беременных. Неудачи связаны c наличием 
гиперэхогенного кишечника плода или значительным 
подкожным жировым слоем у женщины.

Как орган, ПЖ плода сформирована после 12 нед 
гестации. В нашем исследовании успешное изображе-
ния ПЖ было получено у более чем половины плодов 
после 17 нед. В 14 – 15 нед ПЖ плода визуализирова-
лась только у одной пациентки, a в 16 – 17 нед – у 6-ка-
ждой 6-й. После 20 нед возможно получить изобра-
жения ПЖ плода у большинства пациенток. Полно-
ценная визуализация и оценка размеров ПЖ плода 
в доношенном сроке возможна у 95 % обследуемых.

У плодов от матерей без CД толщина ПЖ увеличи-
вается c ростом плода и срока гестации от 2,3 [2,1 – 2,7] 

Таблица 1/Table 1 

Уровень гликированного гемоглобина у обследованных беременных c различными типами СД

Glycated hemoglobin in pregnant women with different types of diabetes

Тип диабета
Type of diabetes 

Гликированный гемоглобина (%)
Glycogenated hemoglobin (%)

34-35 нед 
(34-35 week)

36-37 нед 
(36-37 week)

CД1 типа 
Type 1 diabetes

6,19 (5,64-6,97) 6,54 (5,79-6,63)

CД 2 типа 
Type 2 diabetes

7,50 (6,65 – 8,35) 5,81 (5,73 – 5,92)

ГCД (GD) 5,44 (5,06-6,34) 5,57 (5,21-5,99)

Примечание. ГСД – гестационный диабет.
Note. GD – Gestational diabetes.
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мм в 16-17 нед до 7,0 [6,2 – 7,6] мм в 40 нед. На основа-
нии УЗ исследования ПЖ плода у здоровых беремен-
ных нами была разработана процентильная шкала eё 
толщины по срокам беременности (табл. 2).

Использование длины ПЖ плода для диагно-
стики ДФ возможно c высокой чувствительностью 
(до 91,6%), специфичностью (до 76,7%) и точностью 

(до 82,3%). Однако, следует помнить о вариабельно-
сти eё хода и высокой вероятности диагностической 
ошибки – прогностическая ценность положительно-
го результата в нашем исследовании оказалась не бо-
лее 68,7%.

При анализе изображения поджелудочной железы 
плода при диабетической фетопатии в проекции хвоста 

Таблица 2/ Table 2

Процентильная шкала толщины поджелудочной железы плода   в разные сроки гестации 

Percentile thickness scale fetal pancreatic at different gestational ages

Недели
(week)

Процентили (Percentile)
3 5 10 25 50 75 90 95 97

Толщина ПЖ плода (мм) 
thickness fetal pancreatic (mm)

16-17 2,0 2,1 2,3 2,7 3,0
18-19 2,1 2,2 2,5 2,6 2,8 3,6 4,6 4,9 5,1
20-21 2,4 2,50 2,55 3,05 3,2 3,60 4,0 4,1 4,2
22-23 2,7 3,0 3,2 3,38 4,0 4,5 4,9 5,3 5,5
24-25 2,9 3,0 3,1 3,5 4,1 4,5 5,3 5,5 5,7
26-27 2,6 2,8 3,2 3,45 4,1 4,9 5,1 5,3 5,5
28-29 2,8 3,0 3,1 4,1 4,5 5,0 5,8 6,0 6,1
30-31 3,87 3,93 4,2 5,3 5,7 6,1 6,7 7,2 7,5
32-33 2,8 3,0 3,8 5,2 6,2 6,8 7,0 7,2 7,3
34-35 4,5 4,9 5,3 5,7 7,2 7,8 9,2 9,3 9,4
36-37 4,7 5,1 5,6 6,5 7,7 8,3 8,5 8,56 8,62
38-39 5,7 5,8 6,3 6,7 8,3 8,8 8,9 8,95 9,0
40 4,7 4,8 4,9 6,2 7,0 7,6 8,0 8,6 8,7

Примечание. ПЖ – поджелудочная железа плода
Note. Pancreas – the pancreas of the fetus.

Рис. 1. А – сахарный диабет I типа . Толщина поджелудочной железы 1,22 см (более 97П) . Б – фрагмент рисунка 1 . Островки отмечены стрелкой .

Fig. 1. A: Type I diabetes mellitus . The pancreas thickness is 1 .22 cm (over 97P) . B – a fragment of Figure 1 . Islets are marked with an arrow .

А/А Б/B



ISSN 0031-2991 67

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

визуализируются анэхогенные округлые включения без 
картируемого кровотока. По данным A.В. Савищева [2] 
в эксперименте при гипертермии в эндокринной части 
поджелудочной железы отмечается набухание панкре-
атических островков и функциональное многообра-
зие в накоплении секреторных гранул в панкреатиче-
ских островках. В литературе нет упоминаний об анэ-
хогенных включениях в поджелудочную железу плода. 
На наш взгляд появление этих включений указывает 
на гипертрофию и функциональный ответ островко-
вого аппарата ПЖ у плодов c ДФ на хроническую ги-
пергликемию матери.

Предпочтительнее использовать толщину ПЖ пло-
да для диагностики ДФ. Статистически значимые раз-
личия между группами контроля и ДФ по длине ПЖ 
плода выявлены в 34 – 39 нед. По толщине ПЖ стати-
стически значимые различия c группой контроля бы-
ли как в группе ДФ (32 – 37 нед), так и у плодов без 
ДФ (34 – 37 нед). Толщина ПЖ плода более воспро-
изводимый показатель. Утолщение ПЖ явилось стати-
стически значимым признаком как в группе ДФ, так 
и без неё (табл. 3).

Более высокой была и диагностическая точность 
этого показателя. Чувствительность до 100%, точность 
до 85%, специфичность сопоставима c измерением eё 
длины – 76,5%. Выше также была прогностическая 
ценность как положительного (до 77,8%), так и отри-
цательного результата (до 100%).

Один из наиболее значимых показателей состоя-
ния новорождённого от матерей c CД – уровень гли-
кемии. Гипогликемия, развивающаяся в первые часы 
после рождения, приводит к нарушению ранней адап-
тации детей. Гипогликемия в 1-e сут жизни более вы-
ражена у новорождённых от матерей c ГCД, a также 
у недоношенных c признаками ДФ. Худшие показа-
тели стабилизации гликемии в раннем неонатальном 
периоде имели дети, рождённые в 36 нед гестации при 
CД 1 типа матери и наличии антенатальных признаков 
ДФ, а также при неудовлетворительном контроле ди-
абета у матери (табл. 4). При ГCД наибольшего вни-
мания требовали дети, родившиеся в 37 нед гестации.

У новорождённых от матерей c неудовлетворитель-
ным контролем CД к моменту родов увеличение раз-
меров поджелудочной железы встречалась от 88,9% 
(в 38–39 нед) до 100% (в 36 нед) наблюдений. В 1-e сут 

Рис. 2. Вид поджелудочной железы плода у беременной без сахарно-
го диабета . Толщина поджелудочной железы 0,76 см .

Fig. 2. View of the fetal pancreas in a pregnant woman without diabetes 
mellitus . The pancreas thickness is 0 .76 cm .

Таблица 3/Table 3 

Толщина поджелудочной железы плода, мм 

Thickness of fetal pancreas, mm

Срок нeд  
(week)

Контроль
Control

Без ДФ
(Without  DF)

ДФ
(DF)

30-31 5,7 [5,3 – 6,1] 6,4 (83П) [5,5 – 7,2] 8,0 (99П) [7,9 – 8,1]

32-33 6,2 [5,2 – 6,8] 6,1 (48П) [5,8 – 6,3] 8,3* (>99П) [8,1 – 8,4]

34-35 7,2 [5,7 – 7,8] 8,6** (84П) [7,4 – 9,5] 10,2* (>99П) [8,8 – 11,0]

36-37 7,7 [6,5 – 8,3] 9,3* (>99П) [8,5 – 10,9] 11,1* (>99П) [9,3 – 12,0]

38-39 8,3 [6,7 – 8,8] 8,8 (75П) [8,1 – 9,3] 8,8 (75П) [8,2 – 10,3]

40 7,0 [6,2 – 7,6] 5,6 (18П) [4,8 – 6,2] -

Примечание. ДФ – диабетическая фетопатия. Медиана толщины поджелудочной железы плода (мм) по группам (в скобках указан 25-й 
и 75-й процентиль); * – p < 0,01. ** – p < 0,05.
Note. DF – diabetic fetopathy. Median thickness of the fetal pancreas (mm) by group (25th and 75th percentiles); *p < 0.01. **p < 0.05.
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жизни у 87,5% этих детей происходило снижение кон-
центрации глюкозы крови, более выраженное (до 1,0 
ммоль/л) гипогликемия была при преждевременных 
родах.

Обсуждение 

 Состояние ПЖ плода при CД матери в литера-
туре описано недостаточно, при этом основная мас-
са исследований морфометрические либо гистохими-
ческие [5, 6].

Органогенез ПЖ начинается на 4–5-й акушерских 
неделях внутриутробного развития [5]. Идентифика-
ция единой закладки ПЖ, визуализация активности 
eё аденилатциклазы и ультраструктурная идентифи-
кация эндокринных гранул α- и β-клеток островков 
Лангерганса определяется на 7–8-й нед эмбриогене-
за [2]. Дифференцировка ПЖ на экзокринный и эн-
докринный отделы происходит в конце эмбриональ-
ного периода. C 12-й нед начинается функционирова-
ние фетальной ПЖ [7, 8]. Постоянная гипергликемия 
у женщины в этот период является причиной реак-
тивной гипертрофии ПЖ и гиперплазии β-клеток у eё 
плода — развивается гиперинсулинемия [9, 10], явля-
ющаяся характерной особенностью ДФ [1, 11]. Им-
муногистохимические исследования показали гипер-
плазию островковой ткани ПЖ плода c увеличением 
как инсулин-позитивных, так и инсулин-негативных 
клеток [1, 11, 12].

В ПЖ новорождённого при плохо контролируе-
мом CД матери происходит дегрануляция большин-
ства β-клеток c набуханием митохондрий [10]. Одна-
ко, длительная декомпенсация CД у матери во время 

первых двух триместров беременности может, наобо-
рот, привести к истощению β-клеток плода, к гипоин-
сулинемии и впоследствии к развитию CЗPП [1]. Ко-
личество инсулин-продуцирующих β-клеток и общий 
объём эндокринной ткани ПЖ у новорождённых c ги-
потрофией снижены [11].

Глюкоза материнской плазмы легко преодолевает 
плацентарный барьер. Гипергликемия матери сопро-
вождается гипергликемией у плода. При этом ПЖ пло-
да участвует в регуляции уровня глюкозы как в плазме 
плода, так и в плазме матери.

Нами было выявлено, что для прогноза ранней не-
онатальной гипогликемии предпочтительнее исполь-
зовать толщину ПЖ плода, так как eё утолщение де-
монстрирует большую эффективность для диагности-
ки ДФ.

При большей толщине ПЖ плода более выраже-
на гипогликемия у новорождённого в 1-e сут жизни. 
Наиболее неблагоприятными критериями прогноза 
развития гипогликемии в 1-е –3-и сут неонатально-
го периода оказались неудовлетворительный контроль 
CД в течение беременности, антенатально выявлен-
ная диабетическая фетопатия и утолщение ПЖ пло-
да. У новорождённых c толщиной ПЖ 1,25 см и более 
при доношенном сроке беременности (после 37 нед ге-
стации), у всех была выявлена гипогликемия в 1-e сут 
жизни. Сохраняющаяся к 3-м сут жизни гипогликемия 
свидетельствует о сохранности функции ПЖ новоро-
ждённого. Однако, при этом, нарушена чувствитель-
ность eё рецепторов к уровню гликемии и регуляция 
eё функции. Метод родоразрешения беременных при 
ДФ не влияет на частоту возникновения гипоглике-

Таблица 4/Table 4 

Относительное количество новорождённых c гипогликемией в 1-e и 3-и сутки жизни 

Relative number of newborns with hypoglycemia on days 1 and 3 of life

Срок недели
(week)

ГCД CД 1-го типа 
(type 1 diabetes

CД 2-го типа 
(type 2 diabetes)

ДФ
(DF)

Без ДФ
(Without DF)

НК
(UK)

1 cут 3 cут 1 cут 3 cут 1 cут 3 cут 1 cут 3 cут 1 cут 3 cут 1 cут 3 cут

36 нед (week) 33% 0% 50% 100% 50% 100% 50% 0% 100% 50%

37 нeд 75% 50% 64% 75% 50% 0% 63% 80% 100% 67% 54% 50%

38-39 нед 
(week)

67% 8,3% 44% 33% 50% 0% 58% 25% 43% 0% 87% 38%

40 нед  
(week)

67% 0% 100% 0%

Примечание. Новорожденные от матерей при разных типах СД, наличии и отсутствии у ребёнка ДФ и при неудовлетворительном контро-
ле СД; ДФ – диабетическая фетопатия; ГСД – гестационный сахарный диабет; НК – неудовлетворительный контроль СД; 
Note. Newborns from mothers with different types of DM, with or without DF, and with poor DM control; DF – diabetic fetopathy. GDM – gesta-
tional diabetes mellitus. UK – Unsatisfactory counter DM.
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мии новорождённого в 1-e сут жизни. Количество но-
ворождённых c гипогликемией в 1-e сут жизни после 
кесарева сечения составило 52,0%, после родов через 
естественные родовые пути 53,8%.

Выявлена отрицательная линейная корреляция 
между утолщением ПЖ и гипогликемией новорождён-
ного в 1-e сут жизни (r=-0,66). У новорождённых от ма-
терей c неудовлетворительным контролем за течени-
ем сахарного утолщение ПЖ встречалась в 88,9–100% 
наблюдений. В 1-e сут жизни у 87,5 – 100% этих детей 
происходит снижение концентрации глюкозы крови, 
более выраженное (до 1,0 ммоль/л) у недоношенных 
детей (в сроках гестации 37 нед и менее), у 50% этих 
детей, сохраняющееся к 3-м сут жизни.

В литературе нет сведений об ультразвуковой ви-
зуализации анэхогенных включений в поджелудочную 
железу плода. На наш взгляд появление этих включе-
ний указывает на гипертрофию и функциональный от-
вет островкового аппарата ПЖ у плодов c ДФ на хро-
ническую гипергликемию матери. Описано набухание 
панкреатических островков и накопление секреторных 
гранул в них в эксперименте [1, 11, 12].

Ограничение исследования. Невозможность получе-
ния изображения ПЖ плода у 100% беременных и от-
сутствие процентильных норм для размеров ПЖ плода.

Заключение

Таким образом, к ультразвуковым критериям для 
уточнения тяжести диабетической фетопатии следует 
относить утолщение ПЖ плода. Коэффициент линей-
ной корреляции между утолщением поджелудочной же-
лезы и гипогликемией новорождённого в 1-e сут жизни 
составляет –0,66 (r = -0,66). У новорождённых от мате-
рей c неудовлетворительным контролем за течением CД 
утолщение ПЖ встречалось почти в 100% наблюдений. 
В 1-e сут жизни у 87,5 – 100% этих детей возникает ги-
погликемия, более выраженная (до 1,0 ммоль/л) у недо-
ношенных детей, а у 50%  этих детей, сохраняется к 3-м 
сут жизни, что говорит о сохранении функции ПЖ но-
ворождённого, но при этом, нарушена чувствительность 
eё рецепторов к уровню гликемии. Метод родоразреше-
ния не влияет на частоту возникновения у детей c диа-
бетической фетопатией гипогликемии в 1-e сут жизни.

Литepaтуpа 
(п.п. 3-6; 11; 12 см. References)

1. Paгозин A.К. Гecтaционный caхapный диaбeт. Пpоблeмы жeнcко-
го здоpовья.  2009; 4(4): 64-74. 

2. Caвищeв A.В., Молдaвcкaя A.A. Моpфогeнeз поджeлудоч-
ной жeлeзы нa этaпaх онтогeнeзa и пpи экcпepимeнтaльном 
модeлиpовaнии под воздeйcтвиeм cтpeccогeнных фaктоpов. 
Acтpaхaнь-Моcквa; 2011.  

7. Внутpиутpобноe paзвитиe чeловeкa: pуководcтво для вpaчeй. 
Под peд. A.П. Миловaновa, C.В. Caвeльeвa.  М.; 2006. 

8. Гaфapовa E.A. Новый подход к cвоeвpeмeнной диaгноcтикe 
caхapного диaбeтa во вpeмя бepeмeнноcти. Пpaктичecкaя мe-
дицинa. 2014; 3: 41-5.

9. Cухaнов C.Г., Ковpов К.Н., Дынинa C.A. Пpeнaтaльный pиcк 
и моpфогeнeз эндокpинных жeлeз плодa. Фундaмeнтaльныe 
иccлeдовaния. 2004; 1: 116-7.

10. Ковaлeнко Т.В. Диaбeтичecкaя фeтопaтия. Пpaктичecкaя мeди-
цинa. 2008; 3: 48-50.

References
1. Ragozin A.K. Gestational diabetes mellitus. Problemy shenskogo 

zdorov’ya. 2009; 4(4): 64-74. (In Russian)
2. Savischev A.V., Moldavskaja A.A. Morphogenesis of the pancreas at 

the stages of ontogenesis and experimental modeling under the control 
of stress factors. [Mopfogenez podzheludochnoy zhelezy na etapakh on-
togeneza i pri ekspepimental’nom modelipovanii pod vozdeyctviem stpes-
sogennykh faktopov]. Astpahan-Moscow; 2011. (In Russian)

3. Kalhan S.C. Metabolism of glucose and methods of investigation 
in the fetus and the newborn. editors. Fetal and Neonatal Physiol-
ogy. Philadelphia: Saunders/Elsevier; 2004: 449–64. https://doi.
org/10.1016/B978-0-323-35214-7.00039-1

4. Cowett R.M., Farrag H.M. Selected principles of perinatal-neona-
tal glucose metabolism. Semin Neonatol. 2004; 9(1): 37–47. DOI: 
https://doi.org/10.1016/S1084-2756(03)00113-1

5. Hill L.M., Peterson C., Rivello D., Hixson J., Belfar H.L. Sonographic 
detection of the fetal pancreas. J Clin Ultrasound. 1989; Sep; 17(7): 475-
9. DOI: https://doi.org/10.1002/jcu.1870170704/

6. Kivilevitch Zvi, Achiron Reuven, Perlman Sharon, Gilboa Yinon The 
Normal Fetal Pancreas. J Ultrasound Med. 2017 Oct; 36(10): 1997-
2005. https://doi.org/10.1002/jum.14233

7.  Milovanov A.P., Savel’ev S.V., ed. Intrauterine human development: 
guide for physicians. [Vnutriutrobnoe rasvitie cheloveka: rukovodstvo 
dlya vrachey]. Moscow: MDV; 2006. (In Russian)

8. Gafarova E.A. A New approach to the timely diagnosis of diabetes during 
pregnancy. Praktitheskaya meditsina. 2014; (3): 41-5. (In Russian)

9. Suhanov S.G., Kovrov K.N., Dyndina S.A. Prenatal risk and mor-
phogenesis of the endocrine glands of the fetus. Fundamental’nye 
issledovanyya. Moscow, RAEN. 2004; (1): 116-7. (In Russian)

10. Kovalenko T.V. Diabetic fetopathy. Praktitheskaya meditsi-
na. 2008; (3): 48-50. (In Russian)

11. Holemans K., Aerts L., Van Assche F.A. Lifetime consequences of 
abnormal fetal pancreatic development. J Physiol. 2003; (547): 11-20. 
https://doi./org10.1113/jphysiol.2002.036582

12. Calvo R.M., Forcen R., Obregon M.J., Del Rey F.E., De Escobar 
G.M., Regadera J.V. Immunohistochemical and Morphometric Stud-
ies of the Fetal Pancreas in Diabetic Pregnant Rats. Effects of Insulin 
Administration. The Anatomical Record. 1998; (251): 173-80. https://
doi.org/10.1002



70

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

Сведения об авторах:
Лысенко Сергей Николаевич, доктор мед. наук, ст. науч. сотр. отд-ния ультразвуковой диагностики ГБУЗ МО 
«Московский областной НИИ акушерства и гинекологии», e-mail: serzwer@mail.ru, eLibrary: SPIN: 3442-6268; 
Чечнева Мapинa Александровна, доктор мед. наук, руководитель отд-ния ультразвуковой диагностики ГБУЗ 
МО «Московский областной НИИ акушерства и гинекологии», e-mail: marina-chechneva@yandex.ru, eLibrary 
SPIN: 2292-6321; 
Бурумкулова Фатима Фархадовна, доктор мед. наук, вед науч сотр. терапевтической группы ГБУЗ МО «Москов-
ский областной НИИ акушерства и гинекологии», e-mail: fatima-burumkulova@yandex.ru, eLibrary SPIN: 6592-
7736; 
Петрухин Василий Алексеевич, доктор мед. наук, проф., директор «Моcковcкого областного НИИ акушерства 
и гинекологии», e-mail: petruhin271058@mail.ru, eLibrary SPIN: 9236-6783; 
Будыкина Татьяна Сергеевна, доктор мед. наук, руководитель лаб. ГБУЗ МО «Московский областной НИИ аку-
шерства и гинекологии», e-mail: budyt@mail.ru



ISSN 0031-2991 71

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

© Коллектив авторов, 2021
УДК 616(006+009 .7):[616 .36:576 .311 .347:576 .367]:616 .092 .9

Франциянц Е.М., Нескубина И.В., Сурикова Е.И., Шихлярова А.И., Бандовкина В.А.,  
Каплиева И.В., Немашкалова Л.А., Трепитаки Л.К., Шейко Е.А., Качесова П.С., Черярина Н.Д.

Показатели апоптоза в митохондриях клеток печени при росте 
меланомы В16/F10 на фоне хронической нейрогенной боли
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Введение. Печень по количеству, плотности митохондрий один из самых богатых органов, который также является кри-
тическим местом для множества метаболических путей . Цель исследования – изучение показателей апоптоза в митохон-
дриях печени самок мышей линии С57ВL/6 при самостоятельном росте меланомы В16/F10 и на фоне коморбидной пато-
логии – хронической нейрогенной боли . 
Методика. В эксперименте использовали мышей-самок (n=168) линии С57ВL/6 . Группы: интактная (n=21); контрольная 
(n=21) – создание модели хронической нейрогенной боли (ХНБ), путем двусторонней перевязки седалищных нервов; 
группа сравнения (n=63) – подкожная трансплантация меланомы B16/F10; основная группа (ХНБ+B16/F10) (n=63) – под-
кожная трансплантация меланомы В16/F10 через 3 нед после моделировия ХНБ . В митохондриях печени методом ИФА 
определяли концентрацию: цитохрома С (нг/г белка), каспазы 9 (нг/г белка), Bcl-2 (нг/г белка), AIF (нг/г белка), кальция (Са 
2+) (мМоль/г белка) . 
Результаты. В митохондриях клеток печени через 1 неделю роста меланомы относительно интактных значений фиксиро-
вали нарастание уровней AIF в 2,2 раза, цитохрома С в 1,7 раза (р<0,05) и снижение каспазы 9 в 2,0 раза; через 3 нед – паде-
ние кальция в 4,7 раза, AIF в 7,1 раза и цитохрома С в 1,7 раза (р<0,05) и накопление каспазы 9 –  1,6 раза (р<0,05) . Разви-
тие опухоли при ХНБ через 1 нед сопровождалось уменьшением концентрации AIF в 29,3 раза и цитохрома С в 2,0 раза по 
сравнению с контрольными значениями (ХНБ) . Через 3 недели роста меланомы на фоне ХНБ фиксировали снижение уров-
ней AIF в 6,6 раза, цитохрома С в 4,7 раза и кальция в 32,8 раза, уровень каспазы 9, напротив, повышался в 1,5 раза (р<0,05) .
Заключение. Наличие коморбидной патологии – ХНБ при опухолевом процессе способствует раннему возникновению 
нарушений в электронно-транспортной цепи митохондрий клеток печени .
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Background. The liver is one of the richest organs in terms of the number and density of mitochondria; it is also a critical site for 
many metabolic pathways . The aim of the study was to analyze indicators of apoptosis in liver mitochondria in female С57ВL/6 
mice with B16/F10 melanoma growing alone and in presence of chronic neurogenic pain . 
Methods. Female С57ВL/6 mice (n=168) were studied . Animals were divided into groups: intact group (n=21); controls (n=21) 
with a model of chronic neurogenic pain (CNP) created by bilateral sciatic nerve ligation; comparison group (n=63) with subcuta-
neous transplantation of B16/F10 melanoma; main group (CNP+B16/F10) (n=63) with subcutaneous transplantation of B16/F10 
melanoma 3 wks after modeling CNP . Cytochrome C (ng/g protein), caspase-9 (ng/g protein), Bcl-2 (ng/g protein), AIF (ng/g pro-
tein), and calcium (Ca2+) (mmol/g protein) were measured by ELISA in the liver mitochondrial fraction . 
Results. After 1 wk of melanoma growth, AIF increased by 2 .2 times, cytochrome C increased by 1 .7 times (p<0 .05), and caspase-9 
decreased by 2 .0 times compared to the intact group values . After 3 wks, calcium decreased by 4 .7 times, AIF by 7 .1 times, cyto-
chrome C by 1 .7 times (p<0 .05), and caspase-9 increased by 1 .6 times (p<0 .05) . After 1 wk, tumor development in the presence of 
CNP was accompanied by decreases in AIF by 29 .3 times and cytochrome C by 2 .0 times, compared to control CNP values . After 3 
wks of melanoma growth in presence of CNP, AIF decreased by 6 .6 times, cytochrome C by 4 .7 times, and calcium by 32 .8 times . 
Caspase-9, on the contrary, increased by 1 .5 times (p<0 .05) . 
Conclusions. The presence of CNP comorbidity during the tumor development facilitates earlier occurrence of disorders in the 
electron transport chain of hepatocyte mitochondria .
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Введение

Печень – это многофункциональный орган, кото-
рый играет ключевую роль в метаболическом гомеос-
тазе, иммунной защите, и постоянно перестраивается 

для обеспечения энергетических потребностей всего 
организма. Несмотря на замечательную адаптацион-
ную способность, длительное воздействие на клетки  
вредных факторов приводит к развитию хронических 
заболеваний печени. Существуют данные, свидетель-
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ствующие о том, что дисфункция или дезадаптация 
митохондрий пагубно влияет на биоэнергетику гепа-
тоцитов, которая выражается в нарушении гомеостаза 
активных форм кислорода (АФК), стрессе эндоплазма-
тического ретикулума (ЭР), воспалении и гибели кле-
ток [1]. Печень один из самых богатых органов с точ-
ки зрения количества и плотности расположения ми-
тохондрий.

Митохондрии представляют собой внутриклеточ-
ные органеллы, которые участвуют в биоэнергети-
ческом метаболизме и клеточном гомеостазе, вклю-
чая генерацию АТФ посредством транспорта электро-
нов и окислительного фосфорилирования в сочетании 
с окислением метаболитов в цикле трикарбоновых кис-
лот (ТСA) и катаболизме жирных кислот в реакциях 
β-окисления [3]. Митохондрии участвуют в производ-
стве активных форм кислорода (АФК), а также иници-
ировании и реализации апоптоза. Роль митохондрий 
в регулировании выживания или смерти клеток зави-
сит от их исходного состояния [2]. Сообщалось, что 
здоровые митохондрии обеспечивают энергией сома-
тические клетки, способствуют выживаемости и ро-
сту клеток [4, 5].

Митохондрии разных клеток различаются по раз-
меру, плотности распределения, участию в метабо-
лизме, скорости старения и апоптоза клеток [6]. В 
специализированных клетках органов (печени, 
мышц, сердца, почек и т. д.) митохондрии практи-
чески не делятся, а образуются предположительно 
в виде зародышевых прото-митохондрий  диаметром 
менее 0,2 мкм, постепенно вырастают до зрелых ор-
ганелл размером около 1 мкм и со временем дегради-
руют до, так называемых, пост-митохондрий диаме-
тром 1-6 мкм [7]. Учитывая важность митохондрий 
в функциональной активности печени, неудивитель-
но, что возникает модификация работы митохон-
дрий, как вероятного «центрального игрока» в разви-
тии патологических  процессов. Остается загадкой, 
почему митохондрии не могут адаптироваться к ме-
таболическим проблемам и может ли  прицельное 
воздействие на митохондрии предотвращать или об-
ращать вспять прогрессирование их дисфункции [1].

Ранее было показано, что злокачественная  опу-
холь не растет сама по себе в организме [8], а онкопро-
цесс – это опухолевая болезнь, которая предполагает 
участие всех внутренних органов в обеспечении опу-
холевого роста.

В свете этого исследования интересным пред-
ставилось изучение показателей апоптоза в мито-
хондриях клеток печени на этапах подкожного ро-
ста меланомы.

Цель исследования – изучение апоптоза в мито-
хондриях печени самок мышей линии С57ВL/6 при 
самостоятельном росте меланомы В16/F10 и на фо-
не коморбидной патологии – хронической нейроген-
ной боли.

Методика

Работа выполнена на мышах-самках линии 
С57ВL/6 (n=168), возраст 8 нед,  начальная масса 21-
22 г. Животные были получены из ФГБУ МНИЦ На-
учный центр биомедицинских технологий «Андреев-
ка» ФМБА (Московская область). В работе использо-
вали клеточную линию мышиной меланомы В16/F10, 
метастазирующую в легкие. Опухолевый штамм полу-
чен из ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России. Работа с животными проводилась 
в соответствии с правилами «Европейской конвенции 
о защите животных, используемых в экспериментах» 
(Директива 86/609/ЕЕС) и Хельсинкской деклара-
ции, а также в соответствии с «Международными ре-
комендациями по проведению медико-биологических 
исследований с использованием животных» и прика-
зом Минздрава России от 19 июня 2003 г. № 267 «Об 
утверждении правил лабораторной практики». Живот-
ные содержались при естественном режиме освеще-
ния со свободным доступом к воде и пище. Комисси-
ей по биоэтике ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава 
России от 31.05.2018, был одобрен протокол исследо-
вания (протокол этического комитета № 2). Манипу-
ляции с животными производили в боксе с соблюде-
нием общепринятых правил асептики и антисептики.

Животные (n=168) были рандомизированы 
на 4 группы: интактная группа (n=21), контрольная груп-
па (n=21) – моделирование хронической нейроген-
ной боли (ХНБ). (Кит О.И., Франциянц Е.М., Каплиева 
И.В., Трепитаки Л.К., Котиева И.М. Способ модифика-
ции хронической болью злокачественного роста мелано-
мы В16 у мышей)1. Группа сравнения (n=63) – мыши со 
стандартной подкожной перевивкой меланомы В16/
F10, основная группа (n=63) (ХНБ+В16/F10) – мыши, 
которым меланому В16/F10 перевивали через 3 нед по-
сле моделирования ХНБ.

Мышам основной группы (ХНБ+В16/F10) осу-
ществляли двустороннюю перевязку седалищных 
нервов под ксила-золетиловым наркозом: ксилазин 
(препарат Ксила) внутримышечно (0,05 мл/кг, по ин-
струкции), через 10 мин – Золетил-50 (10 мг на 100 г). 
Через 3 нед после заживления операционной раны 

1Патент на изобретение RU 2650587 C1, 16 .04 .2018 .  
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подкожно под правую лопатку вводили 0,5 мл взвеси 
опухолевых клеток меланомы В16/F10 в физиологиче-
ском растворе в разведении 1:10. Животным из груп-
пы сравнения трансплантировали меланому В16/F10 
подкожно в той же дозе и объёме, что и в основной 
группе, но без моделирования хронической боли. Де-
капитацию всех животных производили на гильоти-
не. Животных из основной группы и группы сравне-
ния декапитировали в следующие сроки роста мелано-
мы В16/F10: 1-я нед (7-е сут роста), 2-я нед (14 – сут 
роста) и 3-я нед (21-е сут роста). 

После декапитации у животных с применением 
хладагентов быстро извлекали печень и выделяли ми-
тохондрии по методу М.В. Егоровой, С.А. Афанасьева 
[9] с применением дифференциального центрифуги-
рования на высокоскоростной рефрижераторной цен-
трифуге Avanti J-E, BECMAN COULTER, США. Тка-
ни промывали ледяным 0,9% раствором KCl. Для раз-
рушения межклеточных связей, клеточной стенки 
и плазматических мембран применяли механическую 
обработку тканей с измельчением ножницами и го-
могенизацией в стеклянном гомогенизаторе с тефло-
новым пестиком (гомогенизатор Поттера-Эльвегей-
ма). На каждый грамм ткани добавляли по 10 мл сре-
ды выделения (0,22 М маннитол, 0,3 М сахароза, 1мМ 
ЭДТА, 2 мМ TRIS-HCL, 10мМ HEPES, pH 7,4). Ткани 
центрифугировали 1-й раз 10 мин при скорости 1000 g, 
температура 0-2 ºС, 2-е и 3-е центрифугирование осу-
ществлялось при 20 000 g, 20 мин, температура 0-2 
°С. Между центрифугированием проводили проце-
дуру ресуспендирования осадка митохондрий в сре-
де выделения. Митохондрии дополнительно очищали 
от лизосом, пероксисом, меланосом , центрифугируя 
в 23% градиенте Перколла. Суспензию субклеточных 
структур наслаивали на градиент Перколла, центрифу-
гировали 15 мин при 21 000 g, после чего наблюдалось 
разделение на 3 фазы, оставляли нижний слой мито-
хондрий и ресуспендировали средой выделения. Сле-
дующую промывку митохондрий осуществляли пу-
тем центрифугирования в течение 10 мин при 15 000 
g, температура 0-2 °С. Полученные митохондриаль-
ные образцы (концентрация белка 4-6 г/л) до анализа 
хранили при -80 ºС в среде выделения. В митохондри-
альных образцах с помощью тест-систем на ИФА-а-
нализаторе (Infinite F50 Tecan, Австрия) определяли 
концентрацию: цитохрома С (нг/г белка), каспазы-9 
(нг/г белка) (Bioscience, Австрия); Bcl-2 (нг/г белка) 
(Thermo Fisher Scientific, Австрия); AIF (нг/г белка) 
(RayBiotech, США); кальция (Са 2+) (мМоль/г белка) 
(Абрис, Россия) и концентрацию белка в мг/мл – би-
уретовым методом (Ольвекс Диагностикум, Россия) 

на автоматическом анализаторе ChemWell (Awareness 
Technology INC, США).

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью пакета программ Statistica 10.0. Получен-
ные данные подвергали анализу на соответствие нор-
мальному закону распределения с использованием 
критерия Шапиро-Уилка (для малых выборок). Срав-
нение количественных данных в группах (независимые 
выборки) проводили с использованием критерия Кра-
скела-Уоллиса (множественные сравнения). Данные 
представлены в виде M±m, где M – среднее арифме-
тическое значение, m – стандартная ошибка средне-
го, за уровень статистической значимости принимали 
р<0,05. Полученные результаты статистически обраба-
тывали с соблюдением общих рекомендаций для ме-
дицинских исследований.

Результаты исследования

При изучении влияния ХНБ на митохондрии кле-
ток печени обнаружили, что показатели характери-
зующие апоптоз в митохондриях печени у животных 
контрольной группы (ХНБ) статистически значимо 
отличались по ряду показателей от соответствующих 
значений у интактных животных (таблица). Так, уро-
вень кальция был снижен в 2,7 раза. При этом повы-
шенным оказался уровень AIF – в 1,5 раза (р<0,05) 
и уровень цитохрома С – в 1,4 раза (р<0,05), уровнь 
Bcl-2 и каспазы 9 не изменялся.

В митохондриях клеток печени при стандартном 
развитии меланомы у самок мышей обнаружено, что 
через 1 нед  после перевивки опухоли в митохондри-
ях печени относительно показателя в митохондриях 
печени интактных животных изменялись величины 
поеазателей: AIF – возрастал в 2,2 раза, цитохром 
С – в 1,7 раза (р<0,05), а уровень каспазы 9 – сни-
жался в 1,95 раза (таблица). Не было выявлено изме-
нений уровней кальция и Bcl-2. Через 2 нед  от мо-
мента перевивки меланомы все исследуемые пока-
затели оказались в пределах значений интактных 
животных. При этом относительно предыдущего сро-
ка исследования (1 нед ), уровень AIF и  цитохрома 
С были снижены в 2,7 и 2,2 раза, а уровень каспа-
зы 9, напротив, повышен в 2,0 раза. Через 3 нед ро-
ста меланомы в митохондриях печени отмечено рез-
кое снижение ряда показателей: уровень кальция 
снизился в 4,7 раза, уровень AIF – в 7,1 раза, уро-
вень цитохрома С – 1,7 раза (р<0,05). В то же вре-
мя уровень каспазы 9, напротив, возрос в 1,6 раза 
(р<0,05). Не отмечено изменений в содержании Bcl-
2. По сравнению с предыдущим сроком исследова-
ния ряд изучаемых показателей был снижен: каль-
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ций в 6 раз, AIF в 5,8 раза, а уровень каспазы 9 уве-
личился в 1,6 раза (р<0,05).

В данном исследовании в качестве коморбидной 
патологии при злокачественном процессе исполь-
зовали модель ХНБ. Известно, что онкологические 
больные испытывают боль различного характера [10]. 
Ранее нами было показано стимулирующее влияние 
ХНБ на рост перевивной меланомы у мышей-самок, 
что выражалось в более раннем выходе опухоли и ме-
тастазировании, в том числе, на нетрадиционные сай-
ты, а также сокращении сроков жизни животных [11]. 

После перевивки опухоли на фоне ХНБ через 1 нед  
найдено резкое падение уровня AIF в 29,3 раза и прак-

тически двукратное снижение уровня цитохрома С. 
Через 2 нед  уровень AIF вернулся к показателям у кон-
трольных мышей, т.е. увеличился относительно преды-
дущего срока исследования в 24,5 раза, в 2,1 раза уве-
личился уровень каспазы 9. При этом не обнаружено 
изменений в содержании цитохрома С, а уровень каль-
ция снизился в 33,5 раза относительно предыдущего 
срока и стал в 29,5 раза ниже значений контрольных 
животных. Через 3 нед от момента перевивки мелано-
мы на фоне ХНБ уровень кальция оставался низким, 
как и в предыдущий срок, уровень цитохрома С отно-
сительно контрольного показателя снизился в 4,7 раза, 
а по сравнению со значениями на 2-й нед – в 5,5 раза. 

Таблица/Table

Показатели апоптоза в митохондриях клеток печени самок мышей с меланомой В16/ F10 и меланомой сочетанной с хронической 
нейрогенной болью

Indicators of apoptosis in liver cell mitochondria in female mice with B16/F10 melanoma and with melanoma combined with chronic 
neurogenic pain

Показатели
(indikators)

Са2+мМоль/г белка 
(Ca2+mMol/g protein)

AIF нг/г белка
(AIF ng/g protein)

Bcl-2   
нг/г белка  

(Bcl-2  
ng/g protein)

Цитохром С
нг/г белка 

(Cytochrome C
ng/g protein)

Каспаза 9
нг/г белка 
(Caspase 9

ng/g protein

Интактная группа 
(intact group ) 0,790±0,031 341,533±15,038 96,335±4,561 8,458±0,472 0,238±0,019

Группа с ХНБ  
контроль 
(CNP group control)

0,295±0,0191

1р=0,0000
511,413±36,6751

1р=0,0010 107,348±3,806 11,775±0,5631

1р=0,0007 0,238±0,019

Рост меланомы В16/F10 (группа сравнения)
B16/F10 melanoma growth (comparison group)

1 нед  
(1week) 0,761±0,027 753,838±32,5291

1р=0,0000 112,189±4,405 14,748±0,7561

1р=0,0000
0,122±0,0181

1р=0,0009

2 нед
2 weeks 1,014±0,035 278,963±26,0653

3р=0,00000 103,349±3,766 6,587±0,6133

3р=0,0000
0,236±0,0193

3р=0,0009

3 нед
(3weeks)

0,167±0,0131,3

1р=0,0000
3р=0,0000

47,822±4,2831,3

1р=0,0000
3р=0,0000

103,384±3,413 4,96±0,3751

1р=0,0000

0,373±0,0221,3

1р=0,0006
3р=0,0005

ХНБ + рост меланомы В16/F10 (основная группа)
CNP + B16/F10 melanoma growth (main group)

1 нед
(1 week) 0,335±0,017 17,446±2,6772

2р=0,0000 102,353±3,805 6,017±0,3322

2р=0,0000 0,251±0,016

2 нед
(2 weeks)

0,010±0,00042,3

2р=0,0000
3р=0,0000

427,886±27,3753

3р=0,0000 98,077±3,501 6,42±0,6472

2р=0,0000

0,527±0,0202,3

2р=0,0000
3р=0,0000

3 нед
(3 weeks)

0,009±0,00092

2р=0,0000

77,326±4,7742,3

2р=0,0000
3р=0,0000

89,653±10,933
2,513±0,4912,3

2р=0,0000
3р=0,0004

0,356±0,0222,3

2р=0,0017
3р=0,0000

Примечание. Статистически значимые различия 1 – по отношению к уровню в интактной группе; 2 – по отношению к уровню в группе 
ХНБ (контроль); 3 – по отношению к уровню на предыдущем сроке исследования.
Note. Statistically significant differences: 1 – compared to the intact group; 2 –  compared to the CNPgroup (control); 3 compared to the previous 
study period.
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Оригинальная статья

Содержание AIF и каспазы 9 было ниже контрольных 
величин в 6,6 раза и 1,5 раза (р<0,05) соответственно, 
а также ниже значений предыдущего срока в 5,5 раза 
и 1,5 раза (р<0,05) соответственно. Ни в один из изу-
ченных сроков исследования не отмечено изменений 
в содержании Bcl-2.

Таким образом, было определено, что начало (1 
нед) изолированного роста меланомы характеризу-
ется нарастанием уровня AIF, цитохрома С и сниже-
нием уровня каспазы 9 в митохондриях клеток пече-
ни, к 3-й нед роста меланомы фиксировали падение 
уровней кальция, AIF и цитохрома С, при этом уро-
вень каспазы 9 имел в динамике противоположную на-
правленность и к 3-й нед отмечался рост уровня кас-
пазы 9. Рост опухоли в условиях коморбидной патоло-
гии (ХНБ) на начальном этапе (1 нед) сопровождался 
падением AIF и цитохрома С в митохондриях клеток 
печени. На терминальном этапе (3 нед) роста мела-
номы на фоне ХНБ фиксировали снижение уровня 
AIF, цитохрома С и кальция, которое начиналось уже 
на 2-й нед. Уровень каспазы 9 при росте опухоли в ус-
ловиях ХНБ повысился через 2 нед и оставался тако-
вым до конца 3-й нед.

Обсуждение

Основное различие между опухолевыми и нор-
мальными клетками заключается в метаболическом 
перепрограммировании опухолевых клеток, при этом 
митохондрии опухоли играют решающую роль в этом 
процессе. Накапливающиеся данные указывают на 
то, что митохондрии опухоли по мере развития изме-
няют свою структуру и функцию, а аномальные ми-
тохондрии впоследствии ускоряют прогрессирование 
опухоли, что вызвано снижением способности окис-
лительного фосфорилирования и индукции апопто-
за [12, 13]. Однако внутренняя причина изменения 
митохондриальной функции все еще неясна. Наря-
ду со способностью контролировать энергетический 
метаболизм клеток митохондрии принимают участие 
во многих других физиологических процессах, таких 
как апоптоз, аутофагия, редокс-сигнализация и пере-
программирование стволовых клеток [14-17]. Все эти 
явления зависят от количества ионов кальция, содер-
жащихся в органеллах [18, 19]. 

Как основная буферная система большой емкости 
для ионов кальция, митохондрии участвуют в регуля-
ции его внутриклеточного гомеостаза [20]. Изменения 
уровня кальция в митохондриях модулирует ключевые 
клеточные процессы, начиная от аэробного метабо-
лизма (через чувствительные к кальцию дегидрогена-
зы и ферменты цикла Кребса) до высвобождения про-

апоптотических факторов, а также локальную модуля-
цию активности каналов и ферментов [21-23].

В настоящем исследовании показано снижение 
уровня кальция в митохондриях печени как при раз-
витии ХНБ, так и по мере роста меланомы в самостоя-
тельном варианте и на фоне ХНБ. Вероятно, это связа-
но с изменением соотношения унипортеров переноса 
кальция (MCU), так как именно соотношение между 
Ca 2+-чувствительными регуляторами (MICU1) и поро-
вой единицей MCU рассматривают как физиологиче-
ский регулятор митохондриального захвата кальция в 
тканях, что способствует  тканеспецифическому ко-
лебанию уровня кальция в направлении дифференци-
альной регуляции окислительного метаболизма в пе-
чени [24].

Семейство белков Bcl-2 строго регулирует внутрен-
ний путь апоптоза. Эти белки контролируют высво-
бождение  из митохондрий  специфических факто-
ров активации каспаз Некоторые из белков семейства 
Bcl-2 могут действовать как агонисты клеточной смер-
ти,  а такие как Bcl-2 и Bcl-xL могут действовать как 
антагонисты гибели клеток [25-27]. Внутренний путь 
апоптоза активируется множеством внутриклеточных 
сигналов, включая повреждение ДНК из-за онкоген-
ного стресса [28]. Этот путь связан с нарушением по-
тенциала внешней мембраны митохондрий и приво-
дит к активации каспазы 9. Платформа, активирующая 
каспазу 9, содержит AIF и цитохром C. Внутриклеточ-
ные сигналы помогают в образовании пор во внешней 
митохондриальной мембране, что нарушает потенци-
ал митохондриальной мембраны и вызывает высво-
бождение цитохрома C из внутренней мембраны ми-
тохондрий. Высвободившийся цитохром C образует 
комплекс с APAF1 и приводит к активации каспа-
зы 9. Инициация каспазы 9, в свою очередь, активи-
рует другие каспазы-эффекторы, что в конечном ито-
ге приводит к гибели клеток [29].

Поскольку в настоящем исследовании уровень Bcl-
2 не претерпевал изменений ни в случае действия ХНБ, 
ни в динамике стандартного или индуцированного ро-
ста меланомы, по-видимому, нельзя говорить о влия-
нии исследуемых факторов на апоптоз, тем более что 
практически у всех из них имеются и другие функции. 

Вместе с тем, в настоящем исследовании обнаруже-
ны низкие значения уровня AIF и цитохрома С в ми-
тохондриях клеток печени при опухолевом процессе, 
сопряженном с коморбидной патологией – ХНБ, что 
по всей видимости приводит к подавлению активно-
сти комплексов I и IV дыхательной цепи митохондрий.

Цитохром С представляет собой небольшой гло-
булярный ядерно-кодируемый белок с ковалентно 
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присоединенной гемовой группой. Он расположен 
в митохондриальном межмембранном пространстве 
(IMS) в качестве мобильного одноэлектронного пере-
носчика между комплексами III (комплекс Bc1) и IV 
(цитохром С оксидаза, COX) электронно-транспорт-
ной цепи – ETC [30]. AIF играет биоэнергетическую 
роль, регулируя главным образом активность комплек-
са I  дыхательной цепи митохондрий [31]. Было обна-
ружено, что в клетках человека или мыши подавление 
AIF приводит к серьезному снижению активности ком-
плекса I дыхательной цепи. Дальнейшие исследования 
показали, что без AIF происходит снижение активно-
сти комплекса I дыхательной цепи, т.е. AIF необхо-
дим для нормального процесса окислительного фос-
форилирования [32].

Печень является органом детоксикации, кроветво-
рения, продуцентом факторов роста, местом метабо-
лизации гормонов, центром синтеза белков. Функция 
печени регулируется как во времени, так и в простран-
стве: циркадные ритмы и потребление пищи, вместе 
с высоко структурно и функционально организован-
ной архитектурой печени, разделение функций меж-
ду типами клеток печени и половой диморфизм  – все 
это вносит свой вклад в физиологию печени [33]. По-
этому полагаем, что через системы биологических пу-
тей или молекул происходит взаимодействие опухоли 
с печенью, что отражается на функционировании суб-
клеточных структур печени и это можно отнести к па-
тогенетическим характеристикам развития злокаче-
ственного процесса. С другой стороны, A. Fu и соавт. 
[2] установили, что здоровые митохондрии печени из-
меняют патогенез меланомы у мышей. Авторы иссле-
довали влияние «нормальных» митохондрий печени, 
введенных внутривенно, на аномальный метаболизм 
опухоли у мышей с метастазами меланомы в легких. 
Результаты показали, что митохондрии здоровой пе-
чени значительно замедляли рост опухоли и увеличи-
вали продолжительность жизни животных. Противо-
опухолевый эффект митохондрий был связан с изме-
нением нарушенного метаболизма опухолевых клеток, 
таким как снижение гликолиза и образование «окис-
лительной» внутриклеточной среды, а также с усиле-
нием апоптоза, некроза и митофагией клеток опухоли.

Заключение

Согласно полученным данным, по изменению из-
учаемых показателей (Bc1-2, AIF, цитохром С, ка-
спаза 9, кальций) в митохондриях клеток печени 
при самостоятельном и сопряженном с коморбид-
ной патологией (ХНБ) ростом меланомы полагаем, 
что в митохондриях печени показатели, относящие-

ся к факторам апоптоза выполняют несколько иные 
функции, которыми данные факторы обладают по-
мимо осуществления программы апоптоза. Эти функ-
ции связанны с прямым или опосредованным участием 
в функционировании электронно-транспортной цепи 
митохондрий. В данном эксперименте было обнаруже-
но, что у митохондрий клеток печени заблокирована 
способность поглощать кальций из цитозоля. Блоки-
ровка поглощения кальция в случае стандартного ро-
ста меланомы возникает на терминальном этапе (3-
я нед) развития меланомы, а при росте меланомы на 
фоне коморбидной патологии неспособность мито-
хондрий поглощать кальций возникает на 1 нед рань-
ше -- на этапе логарифмического роста опухоли (2-я 
нед). Снижение не только уровня кальция, но и AIF, 
и цитохрома С может свидетельствовать о нарушении 
в функционировании электронно-транспортной це-
пи митохондрий клеток печени, которое возникает 
в случае стандартного роста меланомы на терминаль-
ном этапе, а при сочетании коморбидной патологии 
и опухолевого процесса на более раннем сроке разви-
тия опухоли, начиная с 1-й нед. Накопление каспа-
зы 9 и стабильный уровень Bc1-2 в митохондриях пе-
чени при всех исследуемых патологических процессах, 
по всей видимости, свидетельствует об отсутствии ак-
тивации апоптоза вследствие закрытого состояния пор 
во внешней митохондриальной мембране. В результате 
эксперимента было выявлено, что наличие коморбид-
ной патологии при опухолевом процессе способствует 
более раннему возникновению нарушений в электрон-
но-транспортной цепи митохондрий клеток печени. 
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Осиков М.В., Бойко М.С., Симонян Е.В.

Выраженность ответа острой фазы при экспериментальном 
язвенном колите в условиях применения витамина D3 в составе 
оригинальных ректальных суппозиториев

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

Цель -- изучение влияния витамина D3 в составе оригинальных ректальных суппозиториев на выраженность острофазо-
вого ответа  при экспериментальном язвенном колите 
Методика. Эксперимент выполнен на 49 половозрелых крысах-самцах   Wistar . Язвенный колит (ЯК) моделировали двухэ-
тапным (накожным, а затем ректальным) применением 3% спиртового раствора оксазолона . Оригинальные суппозитории 
на основе смеси полиэтиленгликолей массой 300 мг, содержащие 1500 ME витамина D3, вводили per rectum каждые 12 ч в 
течение 6 сут .  Исследоваиия проводили на 2-е, 4-е и 6-е сут заболевания . Клиническую картину оценивали по адаптиро-
ванной для крыс шкале Disease activity index (DAI) с учетом массы тела, консистенции и наличия крови в каловых массах . 
Количество лейкоцитов и нейтрофилов  определяли на гематологическом анализаторе     . Функциональную активность 
нейтрофилов исследовали по поглощению частиц монодисперсного латекса в спонтанном и индуцированном НСТ-тесте . 
Концентрацию в сыворотке крови C-реактивного белка (С-РБ), IL-6 и IL-8 определяли с помощью иммуноферментного ана-
лиза, экспрессию TNF-α в стенке толстой кишки -- иммуногистохимическим методом . 
Результаты. При экспериментальном ЯК на 2-е, 4-е и 6-е сут наряду с прогрессивным  повышением DAI зафиксированы 
изменения показателей острофазового ответа (ООФ): увеличивается экспрессия в толстой кишке TNF-α с максимальным 
уровнем на 4-е и 6-е сут, повышается концентрация в сыворотке крови IL-6 с максимальным уровнем на 4-е, IL-8 -- на 6-е 
сут ; в сыворотке возрастает концентрация С-РБ максимально на 6-е сут,  в крови увеличивается общее количество лей-
коцитов, число палочкоядерных и сегментоядерных нейтрофилов с максимальным уровнем на 2-е и 4-е сут . Возрастает 
поглотительная и НСТ-редуцирующая способность нейтрофилов крови с максимальными значениями на 4-е и 6-е сут экс-
перимента . Применение при экспериментальном ЯК ректальных суппозиториев с витамином D3 приводит на 4-е и 6-е сут  
наблюдения к снижению DAI, экспрессии TNF-α в толстой кишке и количества нейтрофилов, на 2-е, 4-е и 6-е сут – к умень-
шению концентрации IL-6 и С-РБ в сыворотке, поглотительной и НСТ-редуцирующей способности нейтрофилов крови, на 
6-е сут – к снижению концентрации IL-8 в сыворотке и общего количества лейкоцитов в крови .
Заключение. Применение при экспериментальном ЯК   оригинальных ректальных суппозиториев с витамином D3 приво-
дит  к снижению индекса активности болезни .  Выраженность клинических проявлений ослабевает по мере снижения экс-
прессии в кишке TNF-α, снижения концентрации в сыворотке IL-6, количества в крови лейкоцитов и нейтрофилов, умень-
шения НСТ-редуцирующей способности нейтрофилов .
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Severity of the acute phase response in experimental ulcerative colitis under conditions of the use of 
vitamin D3 in a novel rectal suppository

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

Aim . To study the effect of vitamin D3 in rectal suppositories on severity of the acute phase response (APR) in experimental ulcer-
ative colitis (UC) .
Methods. Experiments were performed on 49 mature male Wistar rats . UC was induced by cutaneous followed by rectal appli-
cations of a 3% oxazolone alcohol solution . Novel polyethylene glycol suppositories (300 mg) containing 1500 IU of vitamin D3 
were injected per rectum every 12 hrs for 6 days . Data were collected on days 2, 4, and 6 of UC . The clinical picture was assessed 
according to the Disease Activity Index (DAI) scale adapted for rats, taking into account body weight, consistency of, and the pres-
ence of blood in the feces . The number of blood leukocytes and neutrophils was determined on a hematological analyzer and in 
blood smears . The functional activity of neutrophils isolated from the blood was evaluated by the absorption of monodisperse 
latex particles and with the spontaneous and induced NBT test . Serum concentrations of C-reactive protein (CRP), IL-6 and IL-8 
were measured by enzyme immunoassay . TNF-α expression in the colon wall was measured by an immunohistochemical method .
Results. The following changes in APR variables along with a progressive increase in DAI were recorded on days 2, 4, and 6 . Expres-
sion of colon TNF-α increased, with maximal values on days 4 and 6 . Serum IL-6 increased and reached a maximal value on day 4; 
and serum IL-8 increased, with a maximum on day 6 . Serum CRP increased, with a maximum on day 6 . The total number of blood 
leukocytes and the number of stab and segmented neutrophils increased, with maximal values on days 2 and 4 . The absorption 
and NBT-reducing ability of blood neutrophils increased, with maximal values on days 4 and 6 . The use of rectal suppositories 
with vitamin D3 in experimental UC resulted in decreases in DAI, colon TNF-α expression, and the number of blood neutrophils 
on days 4 and 6; decreases in serum concentrations of IL-6 and CRP, and the absorption and NBT-reducing ability of blood neutro-
phils on days 2, 4, and 6; and decreases in the serum concentration of IL-8 and in the total number of blood leukocytes on day 6 . 
Severity of clinical manifestations was alleviated with decreases in the expression of colon TNF-α, the serum concentration of IL-6, 
the number of blood leukocytes and neutrophils, and the NBT-reducing ability of neutrophils decreases .
Conclusion. Application of the original rectal suppositories with vitamin D3 every 12 hours in experimental UC leads to a decrease 
in the disease activity index . The severity of clinical manifestations weakens as TNF-α expression, serum IL-6 concentration, number 
of leukocytes and neutrophils in blood, and decrease of neutrophil NST-reducing capacity decrease .
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Введение

Болезнь Крона и язвенный колит (ЯК) характери-
зуются хроническим воспалением в стенке желудоч-
но-кишечного тракта в результате дисбаланса врожден-
ного и адаптивного иммунного ответа на микробиом 
кишечника и триггеры окружающей среды в генети-
чески предрасположенном организме [1-4]. Иниции-

рующим этапом патогенеза ЯК является повреждение 
стенки толстой кишки, которое приводит к активации 
макрофагов, нейтрофилов, лимфоцитов, эндотелиоци-
тов и др. клеток, повышению синтеза и секреции IL-
1β, IL-6, IL-8, TNF-α, INF-γ и др. провоспалительных 
цитокинов, запускающих острофазный ответ (ООФ) 
[5, 6]. Ключевыми проявлениями ООФ выступают 
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активация синтеза в печени и увеличение концентра-
ции в крови C-реактивного белка (С-РБ) и др. белков 
ООФ, стимуляция миелоидного ростка костного мозга 
с увеличением количества и активности нейтрофилов 
в крови и др. признаки. Ряд показателей ООФ, в част-
ности уровни С-РБ, IL-6 выступают в качестве диа-
гностических и прогностических маркеров при ЯК [2]. 

Используемые в настоящее время консервативные 
терапевтические подходы при ЯК (производные 5-ами-
носалицилатов, глюкокортикоиды, иммуносупрессо-
ры, биологические методы) вызывают тяжелые побоч-
ные эффекты, ограничивающие их применение у тре-
ти больных, кроме того они, с учетом пожизненного 
назначения, весьма затратныт, что является предпо-
сылкой для поиска альтернативных, патогенетически 
обоснованных методов лечения [7]. Витамин D3, про-
демонстрировал свои положительные эффекты при 
таких аутоиммунных заболеваниях, как сахарный ди-
абет I типа, ревматоидный артрит, псориаз [8]. Рецеп-
тор витамина D3 (VDR) широко представлен в эпите-
лиоцитах толстой кишки [9]. Содержание витамина 
D3 в сыворотке  крови, а также экспрессия рецепто-
ра витамина D3 в слизистой толстой кишки у больных 
ЯК ниже, чем у здоровых, оба показателя отрицатель-
но коррелируют с активностью ЯК [10]. При экспери-
ментальных колитах различной этиологии дефицит ви-
тамина D или нокаут гена VDR приводят к тяжелому 
течению заболевания, а пероральное применение ви-
тамина D3 уменьшает тяжесть заболевания [11]. Кон-
центрация в сыворотке крови при ЯК одного из клю-
чевых маркеров ООФ – C-реактивного белка (С-РБ) 
имеет обратную корреляционную связь с концентра-
цией в сыворотке крови витамина D3 [10]. В РФ отсут-
ствуют лекарственные формы с витамином D3, локаль-
но воздействующие на участок поврежденной толстой 
кишки при ЯК, что явилось предпосылкой для разра-
ботки оригинальных ректальных суппозиториев [12]. 
Ранее нами продемонстрировано антиоксидантное 
действие витамина D3 в составе ректальных суппози-
ториев при ЯК за счет снижения содержания в стенке 
толстой кишки продуктов перекисного окисления ли-
пидов и продуктов окислительной модификации бел-
ков [13, 14]. Цель работы – изучить влияние витамина 
D3 в составе оригинальных ректальных суппозитори-
ев на выраженность острофазового ответа при экспе-
риментальном ЯК.

Методика

Эксперимент выполнен на 49 крысах-самцах Wistar 
массой 215-245 г. Работа проводилась в соответствии 
с требованиями Европейской конвенции по содержа-

нию, уходу и выводу из эксперимента лабораторных 
животных [15]. Исследование одобрено локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ (протокол 
№11 от 27.12.2017). Животные случайным образом бы-
ли разделены на 3 группы: 1-я группа (n=7) – интакт-
ный контроль, 2-я (n=21) – животные с ЯК; 3-я (n=21) 
– животные с ЯК в условиях применения per rectum ви-
тамина D3 каждые 12 ч до выведения крыс из экспери-
мента на 6-е сут. Анестезию проводили путем внутри-
мышечного введения препарата «Золетил-100» (МНН: 
тилетамина гидрохлорид, «Virbac Sante Animale», Фpaн-
ция) в дозе 20 мг/кг. ЯК моделировали  двухэтапноым 
применением 150 мкл 3% спиртового раствора окса-
золона («Sigma-aldrich», США): на первом этапе путем 
нанесения на кожу между лопаток, на втором -- введе-
нием per rectum на глубину 7-8 см [16]. Верификацию 
ЯК проводили клиническими и морфологическими 
методами исследования. Суппозитории изготавливали 
на основе 10% водного раствора витамина D3 с исполь-
зованием смеси полиэтиленгликолей различной моле-
кулярной массы, эмульгатoра T-20, кремoфора RH-40 
и колифора P 407. Размер и форма суппозиториев со-
ответствовали особенностям строения дистального 
отдела толстой кишки крыс, конечная масса каждого 
суппозитория составляла 300 мг, содержание витами-
на D3 в каждом суппозитории 1500 МЕ [12]. Клиниче-
ский статус оценивали, используя шкалу активности 
болезни (Disease activity index, DAI) адаптированную 
для крыс,  показатели включают массу тела, консистен-
цию стула и наличие крови в каловых массах. Каждый 
критерий оценивали по шкале от 0 до 4, баллы сум-
мировали, минимальное значение индекса – 0, мак-
симальное – 12 [17]. Оценку в крови общего количе-
ства лейкоцитов выполняли с помощью автоматиче-
ского гематологического анализатора для ветеринарии 
«ВС-2800Vet» («Mindray», Китай), откалиброванно-
го для крови крыс, лейкоцитарную формулу опреде-
ляли путем подсчета клеток в мазках крови, окрашен-
ных по Романовскому-Гимзе. Нейтрофилы выделяли 
из цельной крови на градиенте плотности стерильных 
растворов фиколла («Pharmacia», Швеция) и верогра-
фина («Spofa», Чехия). О функциональной активно-
сти нейтрофилов крови судили по поглощению частиц 
монодисперсного полистирольного латекса с  оценкой 
активности фагоцитоза, фагоцитарного числа, по кис-
лородзависимому метаболизму в тесте восстановления 
нитросинего тетразолия (НСТ) в спонтанном и инду-
цированном режимах с подсчетом активности и ин-
тенсивности НСТ-теста [18]. На автоматическом им-
муноферментном анализаторе «Personal LAB» (Ита-
лия) с использованием специфических тест-систем 
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для крыс фирмы «Cloud-Clon Corp.» (Китай) в сыво-
ротке крови определяли концентрацию интерлейки-
на-8 (IL-8), интерлейкина-6 (IL-6) и С-РБ, результат 
выражали в пг/мл. Иммуногистохимически оценивали 
экспрессию TNF-α в стенке толстой кишки с исполь-
зованием наборов специфических для крыс антител 
«Cloud-Clon Corp.» (Китай) и высокоадгезивных сте-
кол с положительно заряженной поверхностью (Super 
Frost Plus), результат выражали в ед/мм2.

 Полученные данные обрабатывали, используя 
программу «IBM SPSS Statistics v.23» (США). Харак-
теристика выборок представлена в формате «Me (Q1; 
Q3)», где Мe – медиана, Q1 и Q3 – значения нижне-
го и верхнего квартиля соответственно. Для оценки 
значимости различий между двумя группами исполь-
зовали непараметрические критерии Манна-Уитни, 
Вaльда-Вoльфoвитца, Колмогорова-Смирнова при ус-
ловии, что межгрупповые различия значимы по кри-
терию Краскела-Уоллиса. Для выявления связи между 
изучаемыми параметрами использовали коэффициент 
корреляции Спирмена (R). Статистически значимыми 
считали отличия при р<0,01.

Результаты исследования 

 При экспериментальном ЯК у животных на 2-е сут 
наблюдения отмечалось снижение массы тела, увели-
чение числа дефекаций, консистенция кала станови-
лась жидкой с присутствием крови, определяемой ви-
зуально и в бензидиновой пробе. На 4-е и 6-е сут кли-
нические признаки усугублялись, кроме этого, у крыс 
снижалась двигательная активность, уменьшаось чис-
ло подходов к пище и воде. Клиническая картина четко 
подтверждается статистически значимым увеличени-
ем индекса DAI на 2-е, 4-е и 6-е сут. DAI прогрессивно 
увеличивается от 2-х к 6-м сут наблюдения, значение 
DAI на 6-е сут  статистически значимо (р<0,01) выше, 
чем на 2-е сут (табл. 1). При экспериментальном ЯК 

на 2-е, 4-е и 6-е сут зафиксировано статистически зна-
чимое увеличение экспрессии TNF-α в толстой киш-
ке. В динамике ЯК экспрессия TNF-α на 4-е сут зна-
чимо выше, чем на 2-е, а на 6-е не отличается от по-
казателя 4-х сут. Как видно из табл. 2, максимальная 
экспрессия TNF-α в толстой кишке фиксируется на 4-е 
и 6-е сут Исследование концентрации цитокинов в сы-
воротке крови выявило статистически значимое увели-
чение уровня IL-6 и IL-8 на 2-е, 4-е и 6-е сут экспери-
ментального ЯК (табл. 2). Концентрация в сыворотке 
крови IL-6 на 4-е и 6-е сут значимо выше, чем на 2-е 
сут наблюдения, концентрация IL-8 остается стабиль-
но высокой на всех сроках наблюдения.

Исследование С-РБ в сыворотке крови выявило 
статистически значимое его увеличение у крыс 2-й 
группы на всех сроках наблюдения. Уровень С-РБ 
прогрессивно возрастает с достижением максималь-
ных значений к 6-м сут эксперимента. В динамике 
прогрессирования ЯК статистически значимо уве-
личивается общее количество лейкоцитов, палочко-
ядерных и сегментоядерных нейтрофилов (табл. 3).  
Количество палочкоядерных и сегментоядерных 
нейтрофилов постепенно снижается к 6-м сут экс-
перимента: на 4-е сут существенно не отличается 
от 2-х сут, на 6-е ниже , чем на 2-е и 4-е сут наблю-
дения. Исследование поглотительной способности 
нейтрофилов выявило значимое повышение актив-
ности фагоцитоза и фагоцитарного числа на 2-е, 4 -е 
и 6-е сут ЯК. В динамике ЯК активность фагоцито-
за на 4-е сут значимо не отличается от 2-х сут, на 6-е 
сут существенно не отличается от 4-х и 2-х сут, фаго-
цитарное число на 4-е сут значимо ниже, чем на 2-е 
сут, на 6 сут  не отличается от 2 сут, но несколько вы-
ше, чем на 4-е сут.   НСТ-редуцирующая активность 
нейтрофилов крови в спонтанном режиме увеличи-
вается на 2-е, 4-е и 6-е сут ЯК по показателю актив-
ности НСТ-теста, на 4-е и 6-е сут – по показателю 

Таблица 1/ Table 1 

Влияние витамина D3 в составе ректальных суппозиториев на индекс активности болезни (DAI, у.е.) при экспериментальном ЯК (Ме 
(Q1; Q3))

The effect of vitamin D3 in the composition of rectal suppositories on the disease activity index (DAI, cu) in experimental UC (Me (Q1; Q3))

Группа 1
Group I Группа 2/Group II Группа 3/Group III

2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day 2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day

0 7,00
(3,00;7,00) *

8,00
(6,00;10,00) *

11,00
(11,00;11,00) *

5,00
(5,00;5,00) *

4,00
(4,00;5,00) *, **

4,00
(4,00;4,00) *, **

Примечание. ** – значимые (р < 0,01) различия с группой 1; ** – с группой 2.
Note. * — statistically significant differences (p <0.01) with group 1; ** - with group 2.



84

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2021; 65(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2021.04.26-33

Оригинальная статья

интенсивности НСТ-теста; в индуцированном ре-
жиме активность и интенсивность НСТ-теста зна-
чимо увеличиваются на 2-, 4- и 6-е сут исследова-
ния. В динамике наблюдения активность и интен-
сивность спонтанного НСТ-теста на 6-е сут значимо 
выше чем на 2-е и 4-е сут, активность и интенсив-
ность индуцированного НСТ-теста на 4-е сут значи-
мо выше, чем на 2-е и 6-е сут. 

Применение витамина D3 в составе ректальных 
суппозиториев при экспериментальном ЯК приводи-
ло к изменению клинической картины у животных. 
Масса тела не снижалась, каловые массы были более 
оформленными, кровь в каловых массах определя-
лась только в бензидиновой пробе. Указанные изме-
нения нашли отражение в показателе DAI, который 
статистически значимо уменьшался на 4-е и 6-е сутки 
эксперимента, но отличался от значений в группе ин-
тактных животных, то есть восстанавливался частично  
(табл. 1). На фоне локального применения витамина D3 
при ЯК на 4-е и 6-е сут в толстой кишке значимо сни-
жается экспрессия TNF-α (табл. 2). При анализе кон-
центрации цитокинов в сыворотке получены следую-
щие данные: концентрация IL-6 снижается на 2-е, 4-е 

и 6-е сут эксперимента, концентрация IL-8 снижается 
только на 6-е сут (табл. 2). Отметим, что при примене-
нии витамина D3 при ЯК экспрессия TNF-α в толстой 
кишке, концентрация в сыворотке IL-6 и IL-8 во все 
сроки наблюдения значимо отличаются от значений 
в группе интактных животных, то есть восстанавли-
ваются частично.

При экспериментальном ЯК в условиях примене-
ния ректальных суппозиториев с витамином D3 кон-
центрация в сыворотке С-РБ снижается на 2-е, е и 6-е 
сут наблюдения, но не достигает значений в группе ин-
тактных животных во все сроки наблюдения (табл. 2). 
При исследовании общего количества лейкоцитов 
в крови выявлено их значимое снижение только на 6-е 
сут наблюдения без достижения значений интактных 
животных (табл. 3). Количество палочкоядерных и сег-
ментоядерных нейтрофилов снижается на 4-е и 6-е сут 
наблюдения. Следует отметить, что количество палоч-
коядерных нейтрофилов значимо не отличается от зна-
чений интактных животных на 6-е сут, сегментоядер-
ных нейтрофилов – на 4-е и 6-е сут эксперимента. 
Применение витамина D3 в составе ректальных суп-
позиториев при ЯК значимо изменяет поглотительную 

Таблица 2/ Table 2 

Влияние витамина D3 в составе ректальных суппозиториев на содержание С-РБ в сыворотке, цитокинов в сыворотке и в стенке  
толстой кишки при экспериментальном ЯК (Ме (Q1; Q3))

Influence of vitamin D3 in the composition of rectal suppositories on the content of CRP in serum, cytokines in serum and in the wall  
of the colon in experimental UC (Me (Q1; Q3))

Показатели
Indicator

Группа 1
Group I

Группа 2/ Group II Группа 3/ Group III
2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day 2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day

TNF-α,  
ед./мм2  
толстой  
кишки
TNF-α,  
units/mm2  
of the colon

16,28
(7,66-26,81)

752,87
(703,06; 
814,17)*

1302,68
(1264,36; 
1321,83)*

1321,83
(919,54; 

1475,09)*

766,28
(670,49; 
957,85)*

727,96
(727,97; 

766,28)*,**

210,72
(172,41; 

229,88)*,**

IL-6,  
пг/мл  
сыворотки
IL-6, pg/ml  
serum

16,57
(15,65; 
18,41)

45,11
(44,18; 
46,03)*

51,55
(50,63;52,47)*

52,47
(49,71; 
54,31)*

38,66
(37,74; 

39,58)*,**

34,98
(30,38; 

36,82)*,**

24,85
(23,93; 

25,77)*,**

IL-8, пг/мл 
сыворотки
IL-8, pg/ml 
serum

90,61
(88,51;93,12)

273,47
(222,36;291,08)*

224,91
(217,68;233,41)*

245,74
(225,76; 
296,36)*

227,46
(205,35; 
243,62)*

214,71
(194,31; 
243,19)*

216,41
(184,94; 

226,19)*,**

С-РБ, пг/мл 
сыворотки
CRP, pg/ml 
serum

44,97
(40,76; 
47,51)

188,12
(184,68;189,26)*

263,82
(214,51;267,26)*

314,01
(309,71; 
446,43)*

133,79
(127,89; 

141,66)*,**

123,96
(118,91; 

132,67)*,**

106,81
(106,53; 

108,51)*,**

Примечание. * – значимые (р < 0,01) различия с группой 1; ** – с группой 2.
Note. * – statistically significant differences (p <0.01) with group 1; ** – with group 2.
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способность нейтрофилов крови: активность фагоци-
тоза и фагоцитарное число снижаются на 2-е, 4-е и 6-е 
сут наблюдения. При этом значений в группе интакт-
ных животных достигает только активность фагоцитоза 
на 6-е сут эксперимента. При исследовании НСТ-ре-
дуцирующей активности нейтрофилов крови выявле-
но, что в спонтанном режиме на 2-, 4- и 6-е сут экспе-
римента значимо снижается активность, а на 6-е сутки 
снижается интенсивность НСТ-теста. В индуцирован-
ном режиме на 2-, 4- и 6-е сут эксперимента значимо 
снижается активность, а на 2-е и 4-е сут – интенсив-

ность НСТ-теста. Отметим, что на 2-е сут эксперимен-
та достигает значений интактных животных активность 
спонтанного НСТ-теста, а также активность и интен-
сивность индуцированного НСТ-теста, на 4-е сутки – 
активность спонтанного индуцированного НСТ-теста 
и интенсивность индуцированного НСТ-теста, на 6-е 
сут – только интенсивность спонтанного НСТ-теста.

Обсуждение

Выявленные изменения показателей при экспери-
ментальном ЯК обусловлены известными закономер-

Таблица 3/Table 3 

Влияние витамина D3 в составе ректальных суппозиториев на количественный состав лейкоцитов, функциональную активность 
нейтрофилов крови при экспериментальном ЯК (Ме (Q1; Q3))

The effect of vitamin D3 in the composition of rectal suppositories on the quantitative composition of leukocytes, the functional activity  
of blood neutrophils in experimental UC (Me (Q1; Q3))

Показатели
Indicator

Группа 1
Group I

Группа 2/ Group II Группа 3/ Group III
2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day 2 сутки/2 day 4 сутки/4 day 6 сутки/6 day

Лейкоциты, • 109/л
WBC, • 109/l

4,40
(4,00;5,40)

10,45
(7,10;12,80)*

6,45
(6,00; 

11,40)*

8,95
(6,10;14,20)*

11,05
(6,80;11,70)*

7,40
(5,40;9,30)*

6,73
(5,00; 

9,80)*,**
ПЯН  , •109/л
PNEU, •109/l

0,04
(0;0,14)

0,37
(0,21;0,38)*

0,23
(0,15;0,41)*

0,12
(0,07;0,14)*

0,22
(0,13;0,23)*,**

0,17
(0,14;0,27)*,**

0,07
(0;0,19)**

СЯН, •109/л
SNEU, •109/l

1,36
(1,33;1,56)

5,41
(2,41;6,14)*

2,43
(2,04;4,78)*

2,28
(1,74;3,13)*

5,03
(2,14;5,03)*

1,67
(1,13;2,88)**

1,99
(1,37;5,39)**

Активность  
фагоцитоза, %
Phagocytosis activity, %

36,00
(32,00; 
39,00)

78,50
(74,00;79,00)*

61,00
(61,00; 
78,00)*

74,00
(69,00;75,00)*

49,00
(39,00;52,00)*,**

46,00
(41,00; 

54,00)*,**

42,00
(34,00; 

52,00)**
Фагоцитарное  
число, у. е.
Phagocytic number,  
in units

1,88
(1,87;2,22)

15,65
(14,78;16,25)*

13,06
(10,28; 
13,27)*

16,18
(13,69;19,29)*

11,96
(8,29;12,98)*,**

9,51
(8,17; 

10,95)*,**

12,76
(11,01; 

13,52) *,**

НСТ-тест спонтан-
ный, активность, %
NST test is sponta-
neous, activity, %

4,00
(4,00;5,00)

10,50
(8,00;15,00)*

14,50
(11,00; 
15,00)*

16,50
(14,00;19,00)*

5,00
(3,00;5,00)**

6,50
(4,00;8,00)**

7,00
(5,00; 

9,00)*,**

НСТ-тест  
спонтанный,  
интенсивность, у. е.
NST test is sponta-
neous, intensity, in units

0,06
(0,05;0,07)

0,05
(0,05;0,11)

0,13
(0,05; 
0,30)*

0,19
(0,11;0,27)*

0,06
(0,06;0,06)

0,08
(0,08;0,18)*

0,07
(0,06; 

0,10)**

НСТ-тест индуциро-
ванный активность, %
NBT test induced
activity, %

3,50
(3,00;4,00)

12,50
(10,00;14,00)*

30,00
(22,00; 
37,00)*

22,50
(17,00;26,00)*

3,00
(3,00;4,00)**

7,00
(6,00;9,00)*,**

6,00
(4,00; 

10,00)*,**

НСТ-тест индуциро-
ванный интенсив-
ность, у. е.
NBT-test induced
intensity, in units

0,06
(0,06;0,06)

0,19
(0,19;0,20)*

0,39
(0,34;0,39)*

0,19
(0,12;0,23)*

0,05
(0,03;0,09)**

0,11
(0,06;0,15)**

0,13
(0,10;0,13)*

Примечание. * – значимые (p< 0,01) различия с группой 1; ** – с группой 2. ПЯН – палоякоядерные нейтрофилы, СЯН - сегментоядерные 
нейтрофилы. НСТ (спонтанная и индуцированная интенсивность) , фагоцитарное число — в условных единицах (у.е.).
Note. * – statistically significant differences (p <0.01) with group 1; ** – with group 2. PNEU - nuclear neutrophils, SNEU - segmented neutrophils. 
NBT(spontaneous and induced intensity), phagocytic number, — in units.
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Оригинальная статья

ностями формирования ООФ в ответ на первичное по-
вреждение стенки толстой кишки спиртовым раство-
ром оксазолона и вторичное повреждение факторами 
иммунной системы. Полагают, что оксазолон выступа-
ет в роли гаптена инициирует Th2-зависимый иммун-
ный ответ с повышением продукции IL-4, IL-5, IL-13 
Т- и NK-T-клетками собственной пластинки и наи-
более приближен к клиническим и морфологическим 
признакам ЯК у людей [4]. Ранее нами продемонстри-
рована ассоциация клинических признаков и содержа-
ния продуктов пероксидации липидов и окислитель-
ной модификации белков в стенке толстой кишки при 
экспериментальном ЯК [19]. В ответ на повреждение 
толстой кишки активируются нейтрофилы, моноциты/
макрофаги, эндотелиоциты и др. клетки, участвующие 
в синтезе и секреции провоспалительных цитокинов, 

в частности IL-6, IL-8, TNF-α, что было обнаруже-
но, начиная со 2-х сут экспериментального ЯК с мак-
симальной выраженностью на 4-е и 6-е сут. Увеличе-
ние концентрации С-РБ в сыворотке крови при экс-
периментальном ЯК связано со стимуляцией синтеза 
белков ООФ в печени под воздействием IL-6 и других 
провоспалительных цитокинов. TNF-α, IL-1β усили-
вают провоспалительные функции нейтрофилов и ма-
крофагов, что сопровождается повышением концен-
трации IL-8 в крови [2, 4, 6]. IL-8, в свою очередь, яв-
ляясь мощным хемоаттрактантом, увеличивает в очаге 
повреждения количество нейтрофилов, моноцитов/
макрофагов и др. клеток. Увеличение в крови количе-
ства нейтрофилов, их поглотительной и НСТ-редуци-
рующей способности реализуется за счет демаргина-
ции в сосудистом русле и выхода зрелых нейтрофилов 

Таблица 4 Table 4 

Корреляция между индексом активности болезни (DAI, у.е.) и показателями острофазового ответа при ЯК в условиях применения 
ректальных суппозиториев с витамином D3 

Correlation between the disease activity index (DAI, cu) and indicators of acute phase response in UC under conditions of using rectal  
suppositories with vitamin D3

Показатели / Indicator Группа 1/Group I Группа 2/Group II Группа 3/Group III
Лейкоциты, • 109/л 
WBC, • 109/l

0,94 0,28 0,57

ПЯН, •109/л 
PNEU, •109/l

0,05 0,52 0,71

СЯН, •109/л 
SNEU, •109/l

0,01 0,61 0,14

Активность фагоцитоза, % 
(Phagocytosis activity,%)

0,35 0,12 0,21

Фагоцитарное число, у. е. 
Phagocytic number, y. e.

0,16 0,18 0,41

НСТ-тест спонтанный, активность, % 
NST test is spontaneous, activity, %

0,77 0,23 0,05

НСТ-тест спонтанный, интенсивность, у. е.
NST test is spontaneous, intensity, in units 

0,70 0,24 0,05

НСТ-тест индуцированный, активность, %
NBT test induced, activity,%

0,41 0,30 0,31

НСТ-тест индуцированный, интенсивность, у. е.
NBT-test induced, intensity, in units

0,03 0,33 0,23

IL-8, пг/мл сыворотки 
(IL-8, pg/ml serum)

0,19 0,18 0,11

IL-6, пг/мл сыворотки 
(IL-6, pg/ml serum)

0,57 0,31 0,11

С-РБ, пг/мл сыворотки 
(CRP, pg/ml serum)

0,31 0,28 0,22

TNF-α, ед./мм2 толстой кишки
TNF-α, units/mm2 of the colon TNF-α, ед./мм2

0,73 0,29 0,29

Примечание. Приведены значения коэффициента корреляции Спирмена (R). Полужирным шрифтом выделены статистически значимые 
(р<0,05) связи. НСТ(спонтанная и индуцированная интенсивность) , фагоцитарное число — в условных единицах (у.е.).
Note. The values of the Spearman correlation coefficient (R). Statistically significant (p <0.05) connections are highlighted in bold. NBT (spontaneous 
and induced intensity), phagocytic number, — in units.
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из костного мозга на 2-е сут, а также активации про-
лиферации и дифференцировки клеток миелоидно-
го ростка в костном мозге под действием провоспали-
тельных медиаторов, в том числе IL-6 и IL-8, концен-
трация которых в сыворотке увеличивается.

 Выявленное действие витамина D3 на клиниче-
ский статус и показатели острофазового ответа мо-
гут быть связаны с его способностью восстанавливать 
целостность эпителиального барьера толстой кишки 
за счет усиления синтеза винкулина, зонулина, окклю-
дина и др. белков через взаимодействие со специфи-
ческими рецепторами (VDR) и ограничивать очаг по-
вреждения толстой кишки. Восстановление эпители-
ального барьера толстой кишки приводит к снижению 
синтеза провоспалительных цитокинов в очаге, что 
способствует ограничению площади вторичной альте-
рации и уменьшению выраженности ООФ [11, 20]. Еще 
один механизм протекторного действия витамина D3 
при ЯК может быть связан с благоприятным влиянием 
на состав кишечной микрофлоры в условиях дисбио-
за при данной патологии [21]. Мишенями кальцитри-
ола выступают активированные Т-клетки, NK-клетки, 
где через ингибирование активации STAT1 и STAT3 
снижается синтез провоспалительных цитокинов [22]. 
В опухолевых клетках простаты витамин D3 подавля-
ет провоспалительный сигнальный путь, опосредован-
ный p38 MAPK, и как следствие синтез TNF-α, IL-6. 
Противовоспалительный эффект витамина D3 может 
быть опосредован ингибированием ЦОГ-2, снижени-
ем синтеза простагландинов и снижением экспрессии 
их рецепторов, что было показано при аденокарциноме 
толстой кишки и опухолях молочной железы [23]. С ис-
пользованием корреляционного анализа установлены 
связи между показателем DAI и исследуемыми показа-
телями ООФ в динамике экспериментального ЯК в ус-
ловиях применения ректальных суппозиториев с вита-
мином D3 (табл. 4). На 2-е сут выявлены прямые силь-
ные связи с общим количеством лейкоцитов в крови, 
экспрессией в кишке TNF-α, активностью и интенсив-
ностью спонтанного НСТ-теста, прямая средней си-
лы связь -- с концентрацией в сыворотке  IL-6. На 4-е 
сут зафиксированы прямые средней силы связи с ко-
личеством в крови палочкоядерных и сегментоядер-
ных нейтрофилов. На 6-е сут выявлена прямая силь-
ная связь с количеством палочкоядерных нейтрофилов. 

Заключение

 Полученные результаты демонстрируют протек-
торный эффект оригинальных ректальных суппози-
ториев, содержащих 1500 МЕ витамина D3 в отноше-
нии клинической активности экспериментального 

ЯК и выраженности ООФ, что дополняет имеющиеся 
представления о плейотропных эффектах витамина D3 
в организме и является предпосылкой для проведения 
дальнейших исследований по уточнению на доклини-
ческом этапе механизма локального действия витами-
на D3 в толстой кишке и перспективнсти его примене-
ния в клинической практике.
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Введение . Изучение роли олигомерных форм уромодулина в развитии уролитиаза является важной фундаментальной 
и прикладной задачей . Несмотря на разнообразие моделей уролитиаза на лабораторных животных в настоящее время 
отсутствует информация относительно динамики концентрации и фракционного состава олигомерных форм уромоду-
лина в моче животных на различных этапах развития патологического процесса . Цель – исследование динамики содер-
жания олигомерных форм уромодулина в моче животных на фоне развития гипероксалатного уролитиаза индуцирован-
ного экзогенным введением 1% раствора этиленгликоля в качестве безальтернативного источника питья . 
Методика. Проводили общеклинический и биохимический анализ образцов крови и мочи на различных этапах разви-
тия патологического процесса . До начала моделирования патологии и на фоне экзогенного введения этиленгликоля был 
исследован осадок мочи . Оценка содержания олигомерных форм уромодулина в моче животных проводилась методом 
анализа треков наночастиц и динамического рассеяния света . 
Результаты. Показано, что на фоне развития патологии наблюдается уменьшение концентрации олигомерных форм уро-
модулина в моче, на начальных этапах развития патологии за счёт увеличения фракции крупных частиц (более 200 нм, 
олигомерная форма 28 МДа) . При дальнейшем развитии патологического процесса на завершающем этапе  наблюдается 
радикальное уменьшение концентрации частиц в моче (более чем в 2 раза) . 
Заключение. Полученные данные показали относительно низкую корреляцию между длительностью моделирования 
патологии и тяжестью проявления уролитиаза (r-Пирсона = 0,49, p-value = 0,0003) . Концентрация олигомеров уромоду-
лина в моче животных уменьшается на фоне увеличения количества кристаллов в осадке мочи, что вероятно связанно с 
включением уромодулина в структуру кристаллов осадка . 
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Studying uromodulin oligomeric forms in urolithiasis development is important fundamental and applied problem . Despite the 
variety of in vivo models of urolithiasis, there is currently no information about concentration dynamics and fractional composi-
tion of uromodulin oligomeric forms in urine for animals at various stages of pathological process developmen . The purpose We 
investigate dynamics uromodulin oligomeric forms in urine of animals against the background of development hyperoxalate uro-
lithiasis induced by exogenous administration of 1% ethylene glycol solution as a non-alternative source of drinking . 
Methods. For urine samples at various stages of pathogenesis, general clinical and biochemical analysis were carried out, for urine 
samples before the start of pathology modeling and against the background of exogenous administration of ethylene glycol, 
urine sediment was examined . The study of urine sediment and content uromodulin oligomeric forms was carried out on 0th, 
7th, 14th, 21st and 28th days of pathology modeling . Evaluation of the content of uromodulin oligomeric forms in urine of ani-
mals was carried out by nanoparticles track analysing and dynamic light scattering . 
Results. It is shown that against the background of the pathology development there is a decrease in the concentration of oligo-
meric forms of uromodulin in the urine, at the initial stages of pathology development due to an increase in the fraction of large 
particles (over 200 nm, oligomeric form 28 МDa) . With further development of the pathological process at the final stage, there 
is a radical decrease in the concentration of particles in the urine (more than 2-fold) . 
Conclusion. The obtained data showed a relatively low correlation between the duration of pathology modeling and the sever-
ity of urolithiasis manifestation (Pearson's r = 0 .49, p-value = 0 .0003) . Concentration of uromodulin oligomers in animals urine 
decreases with an increase in the amount of crystals in urine sediment, which is probably associated with inclusion of uromod-
ulin in structure of sediment crystals .
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Введение

Уромодулин (белок Тамма-Хорсфалла, THP, БТХ) –  
мажорный белок массой 95 кДа, выделяемый с мочой 
в норме [1]. Биологические функции уромодулина мно-

гочисленны, что связано с разнообразием его олигомер-
ных форм при широком диапазоне физико-химических 
условий, в которых он находится в моче в норме и при 
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патологии. Отмечено, что уромодулин, обладая способ-
ностью к гелеобразованию при высокой концентрации 
солей и низких величинах pH [2], играет существенную 
роль в регуляции водно-электролитного баланса в TAL. 
Продукция белка возрастает на фоне диеты с высоким 
содержанием соли и хроническом введении петлевого 
диуретика фуросемида, при этом уромодулин увели-
чивает экспрессию на мембране почечного наружного 
медуллярного калиевого канала (ROMK2) и активиру-
ет N-K-2Cl котранспортёр TAL [3]. Ввиду особого про-
цессинга уромодулина в процессе его выхода в просвет 
нефрона, он практически сразу олигомеризуется, соз-
давая разнообразие олигомерных форм, среди которых 
основное место занимают олигомерные формы 7МДа 
и 28МДа. Олигомерную форму 7МДа размером 100-120 
нм принято считать условно «нормальной», поскольку 
она является доминантной олигомерной формой бел-
ка в моче здоровых людей. Выявлено, что при разви-
тии уролитиаза отмечается существенный сдвиг фрак-
ционного состава олигомерных форм белка в моче в об-
ласть крупных частиц: 200 нм и более, что связывают 
с переходом олигомерной формы 7 МДа в олигомер-
ную форму 28 Мда.  Олигомерную форму 7МДа разме-
ром 100-120 нм принято считать условно «нормальной», 
поскольку она является доминантной олигомерной фор-
мой белка в моче здоровых людей. Выявлено, что при 
развитии уролитиаза отмечается существенный сдвиг 
фракционного состава олигомерных форм белка в мо-
че в область крупных частиц: 200 нм и более, что свя-
зывают с переходом олигомерной формы 7 МДа в оли-
гомерную форму 28 Мда.  Продолжаются исследования 
роли олигомерных форм уромодулина в процессе кри-
сталлообразования.

Многочисленные модели гипероксалурии у крыс 
основаны на экзогенном введении литогенных мате-
риалов, таких как оксалат натрия [4] гликолевая кис-
лота [5] или этиленгликоль [6]. Несмотря на структур-
ные различия почек крысы и человека [7], сопостави-
мость соотношения коры и мозгового вещества (2:1) 
позволяют аппроксимировать результаты эксперимен-
тальных моделей на крысах для изучения патологиче-
ского кристаллообразования при уролитиазе человека. 

Цель работы – исследование динамики олигомер-
ных форм уромодулина в моче крыс на различных эта-
пах развития мочекаменной болезни, индуцированной 
экзогенным введением этиленгликоля.

Методика

Моделирование нефролитиаза было проведено 
на 20 половозрелых самках беспородных крыс мас-
сой 300-400 г, полученных из одного питомника. На мо-

мент начала эксперимента все животные были кли-
нически здоровы и осмотрены ветеринарным врачом. 
Животные содержались на стандартном рационе пи-
тания в обычных условиях вивария по 2 крысы в клет-
ке с 12-часовым режимом день-ночь при температу-
ре 22 ºС. Рандомно были сформированы 2 группы: 
контрольная (n=10) и опытная (n=10). Контрольная 
группа получала в качестве питья чистую воду, опыт-
ная группа – 1% водный раствор этиленгликоля в каче-
стве безальтернативного питья, что индуцировало раз-
витие экспериментального нефролитиаза. Исследова-
ние проводилось в соответствии с правилами работы 
с лабораторными животными в соответствии с регла-
ментом декларации ЕС от 2010 г. об использовании ла-
бораторных животных.

 Сбор мочи осуществляли в метаболических клет-
ках с использованием водной нагрузки 5 мл на живот-
ное перорально. Взятие образцов мочи проводилось 
на этапе формирования групп и на 7-, 14-, 21- и 28-
е сут моделирования патологии. Исследование мочи 
проводили на анализаторе мочи URIT-50 Vet (Китай) 
тест-полосками URIT 11Vet методом отражательной 
фотометрии по следующим параметрам: 

– рН – по изменению цветовой гаммы индикаторов, 
дискретно с шагом 0,5 ед в диапазоне от 5 до 9 ед рН;

– величина глюкозурии по специфической фер-
ментативной реакции, дискретно  в диапазоне 
до 56 ммоль/л;

– наличие кетонурии (преимущественно по уров-
ню ацетоуксусной кислоты), дискретно до 16 ммоль/л;

– наличие билирубинурии, дискретно до 50 ммоль/л;
– уробилиногена, дискретно до 210 ммоль/л;
– величины протеинурии по связыванию протеи-

нов с бромфеноловым синим, от 0,1 до 10г/л, дискрет-
но: 0,3-1-3 г/л;

– объёма лейкоцитурии по эндоксилэстеразной ак-
тивности нейтрофильных гранулоцитов и макрофагов 
(лейкоцитарная эластаза) с чувствительностью око-
ло 80–90% при наличии около 20×106 WBC/L;

– величины эритроцитурии по положительному 
псевдопероксилазному эффекту гемоглобина с чув-
ствительностью, эквивалентной наличию пример-
но 3–5 эритроцитов в 2 мкл мочи;

– относительной плотности – по величине ионной 
силы, дискретно с шагом 0,005 до 1,030г/мл.

Для обнаружения и подсчета кристаллов в моче 
проводилась стандартизованная микроскопия осад-
ка при помощи цитосистемы фирмы Hettich (Герма-
ния) при предварительной обработке пробы мочи PLL 
(Poly-L-Lysine) с последующим центрифугированием 
образца на предметном стекле с 1100xg в течении 5 мин 
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и последующей микроскопией (световой микроскоп 
DMLB Leica Microsystems AG (Германия).

Биохимическое исследование мочи выполнено 
на анализаторе Chem-7 Erba Mannheim (Германия) 
и включало определение следующих показателей: кон-
центрацию креатинина кинетическим методом Яффе 
без депротеинизации; мочевины кинетическим (UV-
тест) методом; хлоридов, калия и натрия ионселектив-
ным электрохимическим методом.

Макроскопическое исследование почки животных 
включало в себя внешний и внутренний осмотр почки. 
Исследовались параметры: форма, величина, цвет, со-
стояние поверхности, наличие различных включений, 
определение границы между корковым и мозговым ве-
ществом, наличие кровоизлияний. Оценка массовых 
коэффициентов производилась после взвешивания ор-
ганов при помощи лабораторных аналитических весов 
HR-100AZG AND, (Япония).

Для гистологического исследования почку фикси-
ровали в 10% растворе формалина. Гистологическая 
проводка производилась согласно протоколу произ-
водителя компании «Блик». Из парафиновых блоков 
на санном микротоме Slide 2002 Compact (Германия) 
готовили срезы толщиной 5-6 мкм, полученные пре-
параты окрашивали гематоксилином и эозином и из-
учали при помощи светового микроскопа DMLB Leica 
Microsystems AG (Германия). При микроскопическом 
исследовании препараты фотографировали в области 
сосочка и коркового вещества почки.

Метод анализа траекторий наночастиц (NTA) при-
меняли для измерения размера и концентрации частиц 
в образцах разведенной мочи. Гидродинамический 
диаметр частиц измеряли методом анализа траекто-
рий наночастиц, используя прибор (NTA; NanoSight® 
LM10, Malvern Instruments, Великобритания), осна-
щенный синим лазером (45 мВт при 488 нм) и каме-
рой C11440-5B (Hamamatsu photonics K.K., Япония). 
Суспензию, приготовленную посредством разведе-
ния исходного образца в фильтрованном 0,22 мкм PBS 
в 100 раз, пропускали через проточную кювету Nano-
Sight®. Для записи и анализа полученных результатов 
использовалось программное обеспечение NTA 2.3. 
При анализе записей длительностью 60 с оценивались 
следующие параметры: средний гидродинамический 
диаметр, мода распределения, стандартное отклоне-
ние и концентрация суспензии.

Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием программного обеспечения R lan-
guage в среде RStudio. Для оценки пропорциональ-
ной изменчивости выборки использовали коэффици-
ент корреляции Пирсона (r-Пирсона). Для сравнения 

выборок с нормальным распределением значений ис-
пользовали тест Стьюдента, критический уровень зна-
чимости при проверке статистических гипотез прини-
мался как p менее 0,05.

Результаты и обсуждение

Динамика кристалообразования у животных при 
индуцированном уролитиазе оценивалась по количе-
ству кристаллов в моче на 7-, 14-, 21-е и 28-е сут экс-
перимента. В контрольной группе в течение всего экс-
перимента кристаллы в осадке мочи либо не детек-
тировались, либо их число не превышало 1-2. На 7-е 
сут после начала приема 1% раствора этиленглико-
ля у всех животных в экспериментальной группе при 
микроскопическом анализе мочи определялось бо-
лее 5 кристаллов в поле зрения. В дальнейшем для 
оценки тяжести патологического процесса выделя-
лись подгруппы: от 50 до 100 кристаллов в поле зре-
ния, от 100 до 200, от 200 до 500, от 500 до 1000 и бо-
лее 1000 кристаллов в поле зрения (ув. 10). Анализ 
зависимости количества кристаллов от продолжитель-
ности процесса моделирования патологии (рис. 1) сви-
детельствует о том, что количество кристаллов в моче 
пропорционально времени экспериментальной индук-
ции уролитиаза (r-Пирсона = 0,49, p-value = 0,0003). 

Масса животных в эксперименте определялась на 
момент формирования групп и каждые 7 сут с нача-
ла моделирования патологии. Масса животных в кон-
трольной группе (303±24 г, M±SE) статистически 
значимо отличалась от массы животных в экспери-
ментальной группе (313±17 г, M±SE, p-value 0,0018) 
на фоне обнаружения кристаллов в моче. На момент 
введения в эксперимент показатель массы животных 
в обеих группах не показывал значимых отличий. 

Анализ образцов мочи в контрольной и экспери-
ментальной группах животных (табл. 1) свидетельству-
ет о наличии значимых отличий концентрации хлори-
дов, калия, креатинина и мочевины при развиттии па-
тологического процесса.

Данные общеклинического анализа мочи не выя-
вили существенных отличий между контрольной и экс-
периментальной группами, кроме значения pH мочи. 
В контрольной группе величина pH составляла 7,1±0,3 
(M±SE), тогда как у животных в экспериментальной 
группе на фоне появления оксалатов в осадке мочи по-
казатель pH снижался до 6,6±0,2 (M±SE, p-value 0,003).

 Через 28 сут из экспериментальной и контроль-
ной групп для гистологического исследования бы-
ли выведены по 2 крысы. У животных контрольной 
группы величина и форма почек не изменены и соот-
ветствуют нормальной картине. Поверхность гладкая, 
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капсула легко снимается. На разрезе органа корковое 
и мозговое вещество четко различимы. Кровоизлияния 
отсутствовали. У животных экспериментальной груп-
пы по сравнению с контролем почки были увеличе-
ны в размере, серого цвета. Капсула снимается легко. 
На разрезе органа граница между корковым и мозго-
вым слоем четко не прослеживалась. Во всех образцах 
обнаружены кровоизлияния и отложения кристаллов 
различного диаметра. Аналогичная картина наблюда-
лась у оставшихся животных на 60-е сут эксперимен-
та (момент окончания наблюдений и выведение всех 
животных из эксперимента).

Гистологическое исследование препаратов почки 
в контрольной группе не выявили каких-либо отклоне-
ний от нормы, в гистологическом препарате фильтру-
ющая капсула нефрона четко очерчена, без изменений, 
в канале нефрона отсутствуют включения кристаллов. 

У всех животных в экспериментальной группе наблю-
дались изменения в капсуле Боумана, в каналах неф-
рона обнаруживаются кристаллы, частично или пол-
ностью их перекрывающие (рис. 2).

Результаты измерений, проведенных мето-
дом анализа треков наночастиц, приведены в табли-
це 2 и рис 3 отмечается уменьшение концентрации 
почти в 2 раза в образцах мочи на фоне приема эти-
ленгликоля, и наименьшая концентрация отмечена 
в образцах мочи при наличии более 1000 шт. кристал-
лов в поле зрения. При этом в моче животных экспери-
ментальной группы при количестве кристаллов в моче 
до 1000 шт. наблюдался рост вклада фракции частиц 
размером больше 200-220 нм. 

Данные микроскопии осадка мочи с подсчётом кри-
сталлов и данные гистологии свидетельствуют о том, что 
у всех животных в экспериментальной группе сформиро-

Таблица 1/Table 1

Данные биохимического исследования мочи животных

 Biochemical study of animal urine

Контроль (M±SE) Эксперимент (28 сутки) 
(M±SE) p-value

Cl, ммоль/л 30,6±1,5 38,2±2,1 0,0088
К, ммоль/л 10,0±1,8 17,5±1,3 0,012
Na, ммоль/л 27,1±1,3 28,5±2,2 0,58
Билирубин, мкмоль/л 17,1±0,7 16,2±0,4 0,25
Креатинин, мкмоль/л 914±62 668±41 0,0016
Мочевина, мкмоль/л 4,6±0,2 6,3±0,4 0,0011

Рис. 1. Зависимость количества кристаллов в осадке мочи от продолжительности (сутки) моделирования патологии .

Fig 1. Dependence of the number of crystals in the urine sediment on the day of modeled pathology .
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валась целевая патология – оксалатный уролитиаз. Одна-
ко динамика содержания кристаллов в осадке мочи, ко-
торую можно рассматривать как тяжесть патологическо-
го процесса, носила индивидуальный характер, при том, 
что максимальные значения отмечались на 7-е или 14-е 

сут, а затем фиксировалось снижение уровня этого фе-
номена. Следовательно, патологический кристаллоге-
нез в протоках нефронов приводит к частичному, а за-
тем полному перекрытию просвета протока кристаллами, 
что хорошо подтверждается гистологическими данными. 

Рис. 2. Данные микроскопического исследования образцов . 

а – гистологический препарат здоровой почки (контрольная группа), б, в – гистологический препарат почки животного экспериментальной 
группы, г – микроскопия осадка мочи животного из экспериментальной группы на 7-е сут моделирования патологии, (окраска гематоксилин–
эозин, ув . 40) .  

Fig. 2. Microscopic funding in samples .

a – histology of a healthy kidney (control group), b, c – histology of a kidney with developing pathology (experimental group), d – microscopy of urine 
sediment of an animal from the experimental group on the 7th day of modeled pathological process .

Таблица 2/Table 2

Результаты измерений концентраций частиц в образце мочи крыс, сгруппированные по количеству кристаллов в осадке мочи 

Results particle analysis for rat urine sample, grouped by amount of crystals in urine sediment

Показатели Среднее, нм
(M±SE)

D10, нм
(M±SE)

D50, нм
(M±SE)

D90, нм
(M±SE)

Концентрация
шт.*Е10/мл

Контроль 169±3,8 90±1,9 153±3,1 267±9,8 9,6±0,87
От 100 до 200 кристаллов 161±4,5 83±2,3 138±3,6 273±11 7,46±0,37
От 200 до 500 кристаллов 180±5,2 88±1,6 154±4,6 313±10,8 8,45±0,41
От 500 до 1000 кристаллов 174±11,4 84±5,0 152±11,1 291±19,2 8,25±1,93
Более 1000 кристаллов 175±4,1 89±3,1 150±3,3 300±10,4 4,19±0,33

a/a

в/с

б/b

г/d
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При этом потеря фильтрующей функции таким нефро-
ном приводит к гиперфильтрации в оставшихся интакт-
ных нефронах, что, вероятно, снижает в них интенсив-
ность кристаллообразования из-за увеличения объема 
ультрафильтрата. Снижение концентрации креатинина 
в моче подтверждает развитие патологии в системе моче-
образования и снижение экскреторной функции почек, 
при экзогенном введении этиленгликоля, о тяжести ко-
торой может свидетельствовать количество кристаллов 
в моче. Наблюдаемое уменьшение концентрации олиго-
мерных форм уролитиаза статистически значимо (p.value 
= 9.946e-05 для групп 0 кристаллов и от 100 до 200 кри-
сталлов). При этом в группе с количеством кристал-
лов в осадке мочи от 100 до 1000 наблюдается увели-
чение содержания крупных частиц (более 200 нм), что 
частично объясняет уменьшение тотальной концентра-
ции частиц в объеме, поскольку трансформация 4 моле-
кул олигомерной формы 7 МДа в одну молекулу 28 МДа  
уменьшает количество частиц в мл мочи. Однако паде-
ние концентрации уромодулина в моче при регистрации 
более 1000 кристаллов в поле зрения отмечается при от-
сутствии макромолекул (200 нм и более). Вероятно, ска-
зывается снижение числа действующих нефронов, т.е. 
участвующих в синтезе уромодулина [8]. Кроме того, 
можно предположить, что концентрация уромодулина 
в моче снижается при его включении в кристаллические 
конкременты [8, 9]. 

Заключение

Концентрация олигомерных форм уромодулина 
в моче уменьшается на фоне развития уролитиаза, ин-
дуцированного экзогенным введением этиленгликоля 
крысам. Помимо изменения концентрации происхо-
дит постепенное увеличение содержания в моче круп-
ных фракций, соответствующих олигомерной фор-
ме 28 МДа, что соответствует данным наблюдаемым 
при уролитиазе у людей [10, 11]. В предельном состо-
янии манифестации патологии при количестве кри-
сталлов в осадке мочи более 1000 в поле зрения наблю-
дается радикальное снижение концентрации олиго-
мерных форм в моче, что связанно как со снижением 
числа функционирующих нефронов, так и с включе-
нием макроформ уромодулина в структуру первичных 
центров кристаллогенеза.
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Цель обзора – анализ результатов исследований эффективности ритмической транскраниальной и трансспинальной маг-
нитной стимуляции (рТМС и рТсМС) в лечении боли в пояснице . Хроническая боль в нижней части спины (ХБНЧС) пре-
обладает над другими видами боли и, выходя за нозологические рамки болезней опорно-двигательного аппарата, пора-
жает около 80-84% населения в течение жизни . Нейропластичность, лежащая в основе патогенеза ХБНЧС, управляется 
стимулами, которые могут быть опосредованы процессами, происходящими как «сверху вниз», от вышележащих к ниже-
расположенным иерархическим структурам нервной системы, так и «снизу вверх», – от периферических к центральным . 
Это находит отражение в повышенном интересе профессионального сообщества регенеративной медицины к примене-
нию высокотехнологических методов нейромодуляции ритмическими электромагнитными импульсами при ХБНЧС . Во 
второй части обзора представлен мета-анализ накопленных к моменту его публикации литературных данных . Он допол-
няет опубликованную ранее информацию о том, что и рТМС, и рТсМС относятся к перспективным патогенетическим тера-
певтическим методам для пациентов с ХБНЧС, основываясь на экспериментальных и клинических эффектах положитель-
ного влияния на искаженную сенсорную передачу, изменение проприоцепции, управление движением и психологическую 
модуляцию . Обе методики зарекомендовали себя в кратковременном облегчении хронической дорсалгии, в то время как 
долгосрочные последствия рТсМС (>1 месяца) должны быть исследованы далее . Различные факторы, связанные с унифи-
кацией пока еще разнородных протоколов стимуляции, включая форму подачи импульсов, частоту, место приложения, 
регулярность и продолжительность лечения, могут улучшить дальнейшую надлежащую трактовку ее результатов . Оче-
видная по мнению авторов настоящего обзора, но до настоящего времени не описанная в литературе комбинация рТМС 
и рТсМС при ХБНЧС, могла бы повлиять на процессы управления болью при изучаемой патологии в большей степени, чем 
каждая из них по отдельности .
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The aim of this review was to analyze results of studies on the effectiveness of repetitive transcranial and transspinal magnetic 
stimulation (rTMS and rTsMS) in the treatment of low back pain . Chronic low back pain (CLBP) is prevalent over other types of pain 
and, beyond the nosological scope of musculoskeletal diseases, affects about 80-84% of the population in a lifetime . Neuroplas-
ticity underlying the pathogenesis of CLBP is driven by stimuli, and stimuli can be mediated by processes from «top to bottom», 
i .e . from the overlying to the underlying hierarchical structures of the nervous system, and vice versa, i .e . from peripheral to the 
central . This is reflected in the increased interest of the professional community of regenerative medicine in implementing high-
tech methods of neuromodulation by repetitive electromagnetic pulses in CLBP . In this second part of the review, we present a 
meta-analysis of the literature data accumulated by the time of its publication . It completes our previously published information 
stating that both rTMS and rTsMS are viable pathogenetic therapeutic modalities for patients with CLBP, based on experimental 
and clinical positive effects on impaired sensory transmission, changes in proprioception, motor control, and psychological mod-
ulation . Both methods have proven successful in providing short-term relief for chronic dorsalgia, while the long-term effects of 
rTsMS (>1 month) require further investigation . Various factors associated with the unification of the still heterogeneous stimu-
lation protocols, including pulse delivery form, frequency, application location, periodicity and treatment duration, may further 
improve proper result interpretation . The combination of rTMS and rTsMS in CLBP, which is evident to the authors of this review 
but has not been described in the literature yet, could have more impact on the pain management processes of the investigated 
pathology than each of them separately .
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Введение

Боль в нижней части спины, острая или хрониче-
ская, преобладает над другими видами боли [1] и, вы-
ходя за нозологические рамки болезней опорно-двига-
тельного аппарата (ОДА), поражает около 80-84% насе-
ления хотя бы раз в жизни [2-4]. По предварительной 
оценке примерно 25% людей после первоначального 

эпизода дорсалгии периодически испытывают обо-
стрения, в то время как у 7-10% она переходит в хро-
ническое состояние [5] и определяет развитие выра-
женных физических, психологических и социальных 
последствий, влияющих на их долговременную ра-
ботоспособность и качество жизни [6]. Хроническая 
боль в пояснице составляет 22% от всех случаев хро-
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нической боли и 35% от рефрактерных болевых син-
дромов [1]. Классификация болей в пояснице ослож-
няется изменчивостью проявлений и сложностью па-
тогенеза [4]. Наиболее распространенная диффузная 
боль без иррадиации за пределы ягодиц классифици-
руется как неспецифическая боль в пояснице и прояв-
ляется у 60% всех страдающих хронической дорсалги-
ей [7]. По данным H. Snekkevik и соавт. [8], 70% таких 
пациентов предъявляют жалобы на повышенную утом-
ляемость и 18% дополнительно страдают от депрессии. 
По данным Alsaadi S.M. с соавт. [9], 59% пациентов 
с хронической болью в нижней части спины (ХБНЧС) 
испытывают трудности со сном. Результаты прове-
денных клинико-эпидемиологических исследований 
свидетельствуют, что нейропатический компонент 
в структуре ХБНЧС варьирует от 2,8% в китайской по-
пуляции [10], 15,8% в Великобритании [11], 35% в Рос-
сии [12] и до 49,5% и 54,7% – в Африке и Саудовской 
Аравии [13-14]. 

Базовое лечение неспецифических болей в пояс-
нице является консервативным, и включает назначе-
ние неопиоидных анальгетиков, нестероидных про-
тивовоспалительных средств, физиотерапию, дина-
мические укрепляющие упражнения, термотерапию 
и, при необходимости, короткий курс миорелаксан-
тов [3]. Кроме того, консервативные методы вклю-
чают в себя тракционную терапию, мануальную те-
рапию и чрескожную электрическую нейростимуля-
цию (ЧЭНС) [4]. 

Распространенными назначениями при лечении 
хронической боли являются опиоиды. Использова-
ние этой группы препаратов противоречиво в связи 
с рисками сильной зависимости и злоупотребления-
ми [3, 15-16]. Считается, что хроническое употребле-
ние опиоидов наносит вред здоровью людей с ХБН-
ЧС, потому что они могут обострить депрессию, что, 
в свою очередь, приводит к усилению боли [3]. Следо-
вательно, использование опиоидных препаратов при 
хронической «нераковой» боли следует избегать [16].

Наряду с освещенным в первой части системати-
ческого обзора [17], положительным влиянием рит-
мической транскраниальной магнитной стимуляции 
(рТМС) на механизмы пластичности в центральной 
нервной системе (ЦНС) за счет непосредственного 
воздействия на мозговые структуры (центральная сти-
муляция, реализующаяся по нисходящим механизмам 
коркового торможения) [18], аналогичная неинвазив-
ная и безболезненная нейромодуляция при ХБНЧС 
может достигаться опосредованно путем стимуляции 
области поясницы по принципу «снизу вверх». Данный 
путь активации восстановительных процессов пла-

стичности ЦНС должен способствовать уменьшению 
боли, улучшению сенсорной интеграции и нормали-
зации сенсомоторного контроля осанки и движения, 
которые взаимосвязаны в управлении ХБНЧС [19]. 
Такие эффекты могут быть потенцированы посред-
ством использования другой разновидности высоко-
интенсивной импульсной магнитотерапии (ВИМТ): 
периферической, функциональной или (применитель-
но к мишени стимуляции) трансспинальной магнит-
ной стимуляции (ТсМС – для наглядности различия 
с аббревиатурой ТМС). Патогенетическое обоснова-
ние применения ТсМС базируется на основополага-
ющих физиотерапевтических принципах индуцирова-
ния электрических полей и токов значительной вели-
чины, обладающих полимодальным терапевтическим 
воздействием, в глубине подлежащих тканей (преиму-
щественно в нервной и мышечной) без их поврежде-
ния [20]. Исследования на здоровых людях показали, 
что соматосенсорный входной сигнал от стимуляции 
периферических нервов и мышц приводит к функци-
ональным изменениям возбудимости и корковых мо-
тонейронов. В 2000 г. M. Ridding и соавт. [21] проде-
монстрировали, что длительная периферическая сти-
муляция может вызывать продолжительное увеличение 
возбудимости мотонейронов коры головного мозга, 
связанных со стимулируемыми участками тела. Зна-
чимость содружественной активации соматосенсор-
ных афферентов и внутрикорковых моторных волокон 
была объективизирована с помощью низкочастотной 
стимуляции срединного нерва в паре с ТМС. Если воз-
действия таких стимулов синхронизируются на уровне 
моторной коры, это приводит к стойкому увеличению 
амплитуды моторных вызванных потенциалов (МВП) 
скелетных мышц [22]. Последующие эксперименталь-
ные и клинические исследования в нормальных усло-
виях и   условиях патологии подтвердили, что пропри-
оцептивный поток сигналов, посылаемых ритмической 
ТсМС (рТсМС) вызывает эффект кондиционирования 
на различных уровнях сенсомоторной и когнитивной 
систем [23]. Кроме обезболивающего эффекта рТсМС 
за счет блокады передачи болевых импульсов в ЦНС, 
были описаны противоотечный, противовоспалитель-
ный, миостимулирующий и стимулирующий процессы 
регенерации эффекты [24]. Начало успешного приме-
нения ВИМТ при заболеваниях ОДА в отечественной 
восстановительной медицине было положено в клас-
сических работах И.М. Митбрейта и соавт., отмечав-
ших, что применение магнитотерапии при остеохон-
дрозе позвоночника, деформирующем артрозе суставов 
позволяет получить противоотечный, обезболивающий 
эффект, увеличение объема движений в суставах в бо-
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лее ранние сроки обострения заболеваний и задержать 
дальнейшее развитие дегенеративно-дистрофическо-
го процесса [25].

Из вышеизложенного следует, что академический 
и практический интерес к проблемам боли, в том числе 
боли в спине и ее нейропатическому варианту в част-
ности, равно как и ее немедикаментозной терапии по-
средством высокотехнологичных методов нейромоду-
ляции ритмическими электромагнитными импульса-
ми, поддерживается в профессиональном сообществе 
регенеративной медицины на высоком уровне. Это за-
кономерно выражается в регулярной публикации обоб-
щающих обзорных материалов по данным вопросам 
в медицинской печати. Один из недавних на момент 
набора этого текста отечественных критических ана-
лизов, посвященных магнитной стимуляции в лечении 
и реабилитации больных с заболеваниями нервной си-
стемы и позвоночника был опубликован в 2018 г. А.Е. 
Гореликовым и соавт. [26]. Обзор более специфиче-
ской направленности по использованию ТМС в диа-
гностике и терапии болевых синдромов у детей и взрос-
лых – в 2019 г. В.Б Войтенковым. и соавт [27]. О на-
копленных к 2016 г. данных по применению рТсМС 
можно узнать из фундаментальной работы Блохиной 
В.Н. и соавт. [28]. Вместе с тем, насколько представ-
лялось известным, отсутствовали работы, системати-
зирующие применение рТМС, рТсМС либо их ком-
бинации у пациентов с ХБНЧС. Несмотря на то, что 
в зарубежной литературе в 2020 г. вышел систематиче-
ский обзор S. Yang, M.C. Chang по оценке эффектив-
ности рТМС в управлении болью [29], ситуация с бо-
лее специфической направленностью литературных 
данных в целом выглядела идентично.

  Цель обзора – анализ результатов исследований, 
направленных на изучение эффективности рТМС 
и рТсМС в терапии ХБНЧС.

Методика

Нами проведен поиск в базах данных MEDLINDE 
(PubMed.gov) и РИНЦ (elibrary.ru) опубликованных 
до июня 2020 г статей, в которых авторы использовали 
метод ритмической магнитной стимуляции для лече-
ния и реабилитации пациентов с хроническим болевым 
синдромом в спине. Ключевые фразы поиска для выяв-
ления потенциально релевантных статей в MEDLINDE 
были: [((rtms) OR (rpms)) OR (repetitive magnetic stim-
ulation)] AND (low back pain); в базе РИНЦ: [((ртмс) 
OR (рпмс)) OR (ритмическая магнитная стимуляция)] 
AND (боль в спине). Кроме того, с учетом предвари-
тельного знакомства с одноименной статьей P.B. Lee 
и соавт. [30], был проведен дополнительный поиск 

в MEDLINE по фразам: ((pemt) OR (pulsed electromag-
netic therapy)) AND (low back pain) и РИНЦ: (импуль-
сная магнитотерапия) AND (боль в спине). Основа-
нием для дополнительного расширения поискового 
запроса послужило описание метода импульсной маг-
нитотерапии в работе P.B. Lee и соавт. [30], где приме-
нялась ВИМТ с магнитной индукцией до 2,1 Тл, а ис-
пользованный аппарат CR-3000 System (CR Technolo-
gy Co., Kyungki-do, Korea) конструктивно не отличался 
от приборов для ритмической магнитной стимуляции, 
однако без специфической идентификации.

При выборе статей были применены следующие 
критерии включения: (1) пациенты с ХБНЧС, (2) ме-
тоды ритмической магнитной стимуляции были при-
менены для лечения и/или реабилитации этих пациен-
тов, и (3) после воздействия ритмической магнитной 
стимуляцией были проведены контрольные исследо-
вания для оценки степени снижения боли. Следующие 
типы исследований были исключены: (1) обзоры, (2) 
исследования на животных, (3) диссертации и авторе-
фераты диссертаций, а также (4) тезисы и/или докла-
ды конференций.

Статистическую обработку полученных материалов 
проводили в программе Jamovi V 1.2.18.0 (jamovi.org) 
с помощью модуля MAJOR (Meta-Analysis for Jamovi) 
по исходам, основанным на непрерывных данных – 
оценке боли по визуально-аналоговой шкале (ВАШ) 
между основной группой, получавшей тот или иной 
вид ритмической магнитной стимуляции, и контроль-
ной группой, получавшей имитационную магнитную 
стимуляцию (ИМС) – с использованием модели слу-
чайных эффектов, метода ограниченного максималь-
ного правдоподобия, стандартизованной разности 
средних и 95% доверительного интервала (ДИ). Оцен-
ка статистической неоднородности исследований про-
водилась по показателю I2 и Q-тесту.

Результаты

По результатам поиска было выявлено 170 потен-
циально релевантных статей. Из них 64 и 77 публика-
ций отобраны по исходным ключевым фразам в базах 
MEDLINE и РИНЦ, соответственно. При помощи 
дополнительных фраз поиска найдено 25 публика-
ций в базе данных MEDLINE и 4 – в РИНЦ. Назва-
ния и аннотации всех отобранных работ были провере-
ны на соответствие требованиям. Затем были получе-
ны полнотекстовые статьи для оценки приемлемости 
исследований, и в итоге в обзор было включено в об-
щей сложности 14 публикаций [17]. Эти публикации 
состояли из нерандомизированных, наблюдательных 
и РКИ с параллельным или перекрестным дизайном. 
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Характеристики исследований, изучавших воздействие 
рТсМС, обобщены в таблице.

Обсуждение

Параллельно с нейростимулирующим эффектом 
рТМС, дополнительный – миостимулирующий эф-
фект ВИМТ при ХБНЧС может быть реализован по-
средством применения методики рТсМС. В его осно-
ве лежит способность индуцированных токов вызывать 
сокращение мышц (скелетных и гладких). При этом 
возбуждаются почти все волокна, расположенные как 
на поверхности, так и в глубине иннервирующих их 
нервов, в то время как при электрической стимуля-
ции возбуждению подвергаются главным образом по-
верхностно расположенные толстые миелинизиро-
ванные нервные волокна [20]. Исходя из механизмов 
формирования болевого синдрома, основным принци-
пом его купирования, в том числе и магнитными по-
лями, является подавление импульсной активности 
ноцицепторов, проводников и гиперактивных нейро-
нов, образующих генератор патологически усиленно-
го возбуждения на сегментарном и супрасегментар-
ном уровнях ЦНС. На местном уровне обезболиваю-
щее действие магнитных полей связано со снижением 
чувствительности периферических болевых рецепто-
ров и проводимости афферентов боли. В основе этих 
изменений, по-видимому, лежит влияние физическо-
го фактора на ионные каналы клеток, синаптическую 
передачу и потенциалы действия нейронов [31]. Вклю-
чение того или иного механизма зависит от вида и до-
зиметрических параметров магнитного поля. Обезбо-
ливающий эффект магнитотерапии обусловливается 
прекращением или ослаблением нервной импульса-
ции из болевого очага вследствие устранения гипок-
сии. Он может быть связан с упомянутым выше про-
тивовоспалительным и противоотечным действием 
рТсМС и является, по сути, вторичным, в особенно-
сти при травматических и воспалительных процессах 
[25]. В фундаментальных исследованиях S. Chokroverty 
и соавт. [32] было показано, что при ТсМС в области 
пояснично-крестцового отдела позвоночника, воз-
буждение нервных корешков происходит прежде, чем 
они выходят из межпозвонковых отверстий, что позво-
ляет использовать методику в диагностике и лечении 
пояснично-крестцовой радикулопатии.

Есть данные, что рТсМС, неинвазивным обра-
зом наносимая на мышцы спины и спинномозговые 
корешки, не активирует кожные ноцицептивные аф-
ференты, а генерирует массивные потоки чисто про-
приоцептивных сигналов в мозг без ноцицептивных 
компонентов [23]. Это отличается от электрической 

стимуляции, которая широко задействует поверхност-
ные кожные рецепторы и может посылать в мозг шумо-
подобную информацию, бессмысленную для сенсомо-
торного управления движением [33]. Проприоцептив-
ные потоки, генерируемые рТсМС, могут влиять на 
возбудимость кортикоспинального тракта, лобно-те-
менных областей коры, а также интракортикальных 
тормозных и возбуждающих структур в первичной мо-
торной коре (M1), что представляет собой определен-
ный потенциал для лечения боли [34]. При этом в ряде 
публикаций, описавших диагностические возможно-
сти метода ТМС в оценке параметров МВП, корко-
вого «периода молчания» и интракортикального ин-
гибирования [35], было подтверждено, что рТсМС 
с частотой 20-25 Гц у здоровых испытуемых приво-
дит к изменению кортикоспинальной и внутрикорти-
кальной возбудимости, в то время как, частота 10 Гц – 
не оказывает влияния на возбудимость коры.

В подборку настоящего обзора вошли девять ра-
бот, изучавших эффективность рТсМС при ХБНЧС, 
пять из которых – рандомизированные клинические 
исследования (РКИ) с плацебо-контролем в виде ими-
тационной магнитной стимуляции (ИМС) [30, 36-43]. 
Исследование Y.L. Lo и соавт. в 2011 г. показало, что 
единственный сеанс рТсМС, проведенной над пояс-
ничным отделом позвоночника у пациентов со спонди-
лезом, может уменьшить боль более чем на 60%, а его 
эффект продолжался в течение как минимум 4 дней 
[36]. H. Massé-Alarie и соавт. в 2013 также продемон-
стрировали, что комплексная терапия, сочетающая 
рТсМС с ЛФК, способна всего за один сеанс благо-
творно повлиять на возбудимость М1 и улучшить спо-
собность к произвольной активации глубоких мышц 
брюшной стенки, задействованных в нарушенной ста-
билизации поясницы у людей с ХБНЧС [37]. У обсле-
дованных пациентов было выявлено значимое сни-
жение амплитуды МВП поперечной мышцы живота 
в сравнении с уровнем перед стимуляцией. При этом 
регресс болевого синдрома был статистически под-
твержден только в группе рТсМС, в которой через 2 нед 
было дополнительно отмечено уменьшение функцио-
нального ограничения жизнедеятельности и кинезио-
фобии в отличие от группы, получавшей ИМС в ком-
бинации с ЛФК. По мнению авторов, рТсМС могла 
привести к сокращению мышцы либо путем прямой 
стимуляции мышечных волокон, либо посредством 
преимущественной деполяризации терминалей ак-
сонов альфа-мотонейронов в нерве. Непрямой (свя-
занный с сокращением мышцы) путь передачи про-
приоцептивной информации в сенсомоторную кору, 
как они полагают, имеет большое значение для индук-
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Оригинальная статья

Таблица/Table

Характеристики включенных исследований, использовавших рТсМС для терапевтического воздействия на ХБНЧС

Characteristics of included studies that used rTsMS for therapeutic management of CLBP

№ 
п/п

Источник, 
год

Дизайн 
иссле-
дова-
ния 

Кол-во 
пациен-

тов

Ча-
стота 
(Гц)

Интенсив-
ность (МП/

ВМ, %)

Протокол  
стимуляции

Тип  
индук-

тора

Область  
стимуляции

Кол-во 
сеансов 
стиму-
ляции

Оценка 
резуль-
татов

1 Lee P.B. et 
al. [30], 
2006

ПарИ 17+19 
(ИМС)

5/10 60-100/ВМ Чередование частот стиму-
ляции каждые 5 сек в теч. 

15 мин

НД Нижняя 
часть спины 
в 5 см от по-

верхности 
кожи

9 ЧРШ, 
ODI

2 Kim J.Y. et 
al. [40], 2010

ПарИ 13+10 
(ЧЭНС)

20 С 20/ВМ до 
85% предела 

переноси-
мости

8571 импульс за сеанс из 10 
мин с чередованием 5 сек 

стимуляции и 2 сек отдыха

НД Участок наи-
большей бо-
лезненности

10 ЧРШ, 
ODI, 
MPQ

3 Lo Y.L. et al. 
[36], 2011

ПарИ 10+10 
(ИМС)

10 45-55/ВМ 1000 импульсов за сеанс: 
200 пачек из 5 импульсов с 
5 сек интервалами между 

пачками

8-об-
разный

На уровне 
T12-L1 

межпозвон-
кового про-

межутка

1 ВАШ

4 Massé-Ala-
rie H. et al. 
[37], 2013

ПарИ 7 (КТ)+ 6 
(ИМС)

50 33/МП 
(пальпатор-
ное сокра-

щение попе-
речной м-цы 

живота)

Чередование (2 сек «on» / 8 
сек «off») в виде пачек из 3 
импульсов, повторяющих-

ся каждые 200 мс

8-об-
разный

На 2 см ме-
диальнее и 

ниже перед-
ней верхней 
подвз-дош-

ной ости

1 ВАШ, 
TSK, 

QBPDS

5 Massé-Ala-
rie H. et al. 
[38], 2017

ПарИ 9 (КТ)+ 9 
(ИМС)

20 35-40/ВМ 6000 импульсов в теч. 20 
мин: 30 мыш. сокращений 
в теч. 10 сек с 30 сек «off» 

между сокращениями

8-об-
разный

На уровне 
L4-L5 по-
звонка над 
многораз-
дельными 
мышцами 

спины

3 ВАШ, 
TSK, 
ODI, 
PSFS

6 Кончугова 
Т.В. с соавт. 
[41], 2017

ПарИ 32 (КТ)+ 
33 

(ЧЭНС)

НД НД Параметры, «реализован-
ные в готовом протоколе»

Коль-
цевой

Между ре-
брами и та-

зом

10 ВАШ

7 Abdelhalim 
N.M. et al. 
[39], 2019

ПарИ 21+21 
(ИМС)

5/10 НД Чередование частот стиму-
ляции каждые 5 сек

НД Нижняя 
часть спины 
в 5 см от по-

верхности 
кожи

12 ЧРШ, 
ODI, 
SF-36

8 Копачка 
М.М. с со-
авт. [42], 
2019

НИ 20 НД НД По 15-35 минут 1 раз в 
день; при выраженном мо-
торном дефиците (7 паци-
ентов) дополнительно 10 

мин

Коль-
цевой

На уровне 
L4-S1 по-

звонка; при 
выраженном 
моторном де-

фиците (7 
чел) допол-
нительно 

стимуляция 
дистального 

отрезка n. 
tibialis в про-
екции подко-
ленной ямки

10-20 ВАШ

Продолжение табл. см. на стр. 103.
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ции сенсорно-управляемой пластичности мозга. Сле-
довательно, была продемонстрирована способность 
рТсМС генерировать сенсорно-управляемую актив-
ность в структурах M1, компенсируя связанные с бо-
лью нарушения интеграции сенсорных сигналов и ре-
активируя внутрикорковые тормозные механизмы. 
В дальнейшей своей работе [38] авторы подтверди-
ли эти выводы на модели комбинированной терапии 
рТсМС+ЛФК многораздельной мышцы поясницы 
у  9 пациентов с ХБНЧС, у которых было объективи-
зировано не только значительное уменьшение боли 
по ВАШ после проведения первого сеанса процедуры, 
но и поддержание этого эффекта наряду с улучшени-
ем функций по шкалам оценки нарушений жизнеде-
ятельности в течение недели, что почти вдвое превы-
шает вышеописанные результаты работы Y.L. Lo [36]. 
Долгосрочное воздействие такой комбинированной 
методики, а также ее влияние на различные маркеры 
кортикомоторного контроля боли, однако, еще пред-
стоит определить.

Здесь необходимо отметить, что данные, опровер-
гающие способность рТсМС изолировано вызывать 
обратное развитие ХБНЧС были опубликованы в ис-
следовании 13 пациентов Kim J.Y. с соавт. в 2010 [40]. 
У 10 человек группы сравнения применялась ЧЭНС, 
которая определила статистически значимое улучше-
ние динамики числовой ранговой шкалы (ЧРШ) бо-
ли, оцененное через 8 ч после проведения стимуля-
ции (p=0,015). При оценке через 2 нед противоболевое 
преимущество ЧЭНС перед рТсМС зафиксировалось 
на уровне p=0,005; к нему добавилось значимое от-
личие в динамике результатов Освестровского опро-
сника нарушения жизнедеятельности при боли в спи-
не (р=0,016). Авторы заключили, что ЧЭНС приводит 
к более значительному облегчению ХБНЧС, допу-
стив возможные ограничения исследования, связанные 
с эффектом плацебо в отсутствие контрольной группы 
и рекомендовав дальнейшее изучение вопроса на боль-
шей выборке для сравнения эффектов различных мето-
дов лечения боли в пояснице. Как следует из таблицы, 

№ 
п/п

Источник, 
год

Дизайн 
иссле-
дова-
ния 

Кол-во 
пациен-

тов

Ча-
стота 
(Гц)

Интенсив-
ность (МП/

ВМ, %)

Протокол  
стимуляции

Тип  
индук-

тора

Область  
стимуляции

Кол-во 
сеансов 
стиму-
ляции

Оценка 
резуль-
татов

9 Блохина 
В.Н., Ме-
ликян Э.Г. 
[43], 2020

ПарИ 35 (КТ)+ 
36 (ФТ)

1 НД При наличии болевого син-
дрома и чувствительных 

расстройств: 100 стимулов в  
трейне, пауза 5 сек, всего 

1500 стимулов, дли-
тель-ность сеанса 25 мин.

Больным с двигательными 
нарушениями: протокол 

№1 – 100 стимулов в трей-
не, пауза 5 сек, всего 1500 

стимулов, длительность се-
анса  20  мин; протокол №2 

– 100 стимулов в трейне, 
пауза 5 сек, всего 1200 сти-
мулов, длительность сеан-

са 20 мин

Коль-
цевой

На уровне 
L3-L4 при 

радикуло-па-
тии L5; на 
уровне ос-
но-вания 

крестца со 
смещением 

на 3-4 см 
в сторону 

стимулируе-
мой конеч-
ности при 

радикулопа-
тии S1

10 ВАШ, 
ОТСХ

Примечания. рТсМС – ритмическая трансспинальная магнитная стимуляция; ХБНЧС – хроническая боль в нижней части спины; ПарИ –  
параллельное исследование; НИ – наблюдательное исследование; ИМС – имитационная магнитная стимуляция; ЧЭНС – чрескожная 
электрическая нейростимуляция; КТ – комплексная терапия; ФТ – физиотерапия; НД – нет данных; МП – моторный порог; ВМ – выход-
ная мощность; ЧРШ – числовая ранговая шкала; ODI – Oswestry Disability Index (Освестровский опросник нарушения жизнедеятельности 
при боли в спине); MPQ – McGill Pain Questionnaire (болевой опросник МакГилла); ВАШ – визуально-аналоговая шкала; TSK – Tampa 
Scale for Kinesiophobia (Тамповская шкала кинезиофобии); QBPDS – Quebec Back Pain Disability Scale (Квебекская шкала боли в спине); 
PSFS – Patient Specific Functional Scale (пациент-специфичная функциональная шкала); SF-36 – короткая форма одноименной шкалы 
оценки физического и психического аспектов качества жизни; ОТСХ – опросник тревожности Спилбергера-Ханина.
Note. рТcМС – repetitive transspinal magnetic stimulation; ХБНЧС – chronic low back pain; ПарИ – parallel study; НИ – observational study; 
ИМС – sham magnetic stimulation; ЧЭНС – percutaneous electrical neurostimulation; КТ – complex therapy; ФТ – physical therapy; НД – no da-
ta; МП – motor threshold; ВМ – stimulator output; ЧРШ – numerical rank scale; ODI – Oswestry Disability Index; MPQ – McGill Pain Question-
naire; ВАШ – visual analogue scale; TSK – Tampa Scale for Kinesiophobia; QBPDS – Quebec Back Pain Disability Scale; PSFS – Patient Specif-
ic Functional Scale; SF-36 – Short Form 36 Health Survey Questionnaire; ОТСХ – State-Trait Anxiety Inventory.
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такое исследование было опубликовано в 2017 г. Т.В. 
Кончуговой и соавт. [41], которые в целях повышения 
терапевтической эффективности и сокращения сро-
ков лечения и реабилитации изучали результаты ком-
плексного воздействия рТсМС и ударно-волновой те-
рапии (УВТ) на ХБНЧС у 32 пациентов с дорсалгией 
в сравнении с применением ЧЭНС у 33 человек. Ав-
торы сообщили, что в основной группе была выявле-
на достоверная позитивная динамика болевого син-
дрома по ВАШ. Его регресс более чем на 50% отмечен 
у 83% пациентов основной группы в отличие от груп-
пы сравнения, где значимый регресс после 10-дневно-
го курса ЧЭНС зафиксирован только в половине слу-
чаев. Дальнейшие уточнения в работе не приведены. 
Сходное по детализации отечественное исследование 
последовало в 2019 г. В нем Копачка М.М. с соавт. [42] 
отметили, что после изучения мирового опыта ими бы-
ло принято решение проводить ритмическую низко-
частотную стимуляцию пояснично-крестцовой обла-
сти в проекции нервных структур, поражение которых 
вызвало моторный дефицит и чувствительные наруше-
ния у 20 пациентов с ХБНЧС. Для усиления эффек-
та при выраженном моторном дефиците у 7 пациен-
тов была дополнительно добавлена 10-минутная сти-
муляция дистального отрезка n. tibialis в подколенной 
ямке. Субъективно снижение интенсивности болевого 
синдрома на фоне такой терапии отметили 15 из 20 па-
циентов. Примерно в 50% случаев анальгезирующий 
эффект продолжался более 1 месяца после окончания 
курса, что позволило авторам предположить необхо-
димость проведения поддерживающих курсов рТсМС 
для закрепления полученных результатов.

В своей работе 2020 г. В.Н. Блохина и Э.Г. Ме-
ликян вернулись к оценке эффекта от дополнительного 
воздействия рТсМС в комплексе с традиционной ре-
абилитационной терапией у пациентов с ХБНЧС по-
сле микродискэктомии и тревожностью [43]. Оценка 
проводилась на 7-й день (до начала реабилитацион-
ного лечения) и на 21-й день после операции. По дан-
ным исследования было отмечено значимое противо-
болевое действие как у 35 пациентов основной группы 
за счет комплексной терапии, так и у 36 лиц– группы 
сравнения, получавшей традиционную реабилитацию. 
При этом к 21-му дню не было выявлено межгруппо-
вого различия при оценке ВАШ боли в спине, однако 
отмечено статистически значимое (p=0,036) различие 
между группами по показателю уровня боли в ниж-
ней конечности. Параллельный анализ зафиксирован-
ного снижения ситуационной и личностной тревож-
ности (СТ и ЛТ) в обеих группах показал, что у паци-
ентов, получавших в том числе рТсМС, значительно 

уменьшилась частота проявлений высокого и умерен-
ного уровня ЛТ, которая может выступать предикто-
ром медленного восстановления. Авторы заключили, 
что рТсМС является эффективным терапевтическим 
инструментом у данной категории пациентов.

В 2 дополнительно отобранных для настоящего 
обзора работах описано применение рТсМС под ви-
дом высокоинтенсивной импульсной магнитотера-
пии. В статье Lee P.B. с соавт. в 2006 [30] показано, что 
подобная рТсМС приводит к статистически значимо-
му снижению ХБНЧС по сравнению с имитацией при 
оценке через 3 нед применения 3 раза в неделю, а ее 
эффект сохраняется до 4-х нед, сопровождаясь столь 
же выраженным улучшением по шкале оценки нару-
шения жизнедеятельности. Отличительной особенно-
стью дизайна РКИ P.B. Lee явилось то, что все участ-
ники, в том числе обследующий и проводящий лечение 
доктора, а также осуществляющий ввод данных сотруд-
ник, были «ослеплены» по отношению к его деталям. 
Вместе с тем, используемый прибор был ограничен 
по воздействию в частотном диапазоне до 10 Гц. Этот 
же прибор был использован и в работе N.M. Abdelhalim 
и соавт. 12 лет спустя [39] с аналогичным протоколом, 
режимами и периодичностью сеансов. Результаты по-
казали, что по всем оцененным параметрам, включая 
ЧРШ боли, качество жизни и объем движений в пояс-
ничном отделе позвоночника, у пациентов экспери-
ментальной группы были зафиксированы значимые 
улучшения через месяц использования рТсМС, в от-
личие от группы контроля, получавшей ИМС.

Проведен мета-анализ потенциально сопостави-
мых РКИ (k=5) по исходам, основанным на оцен-
ке боли по ВАШ между основной и контрольной 
группами, получавшими рТсМС и ИМС при ХБН-
ЧС. Среднее отличие между группами было g=-0,94, 
(p=0,001; 95% ДИ [-1,51; -0,37]). Q-тест Кокрана был 
проведен для изучения того, могли ли колебания на-
блюдаемого эффекта быть связаны только с ошибкой 
выборки (Q~(df=4)~=8,83; p=0,065. Не было получено 
исчерпывающих доказательств, что истинная величи-
на эффекта варьирует в разных исследованиях. Стати-
стика I2 указывает на долю дисперсии наблюдаемого 
эффекта, обусловленную ошибкой выборки. В дан-
ном случае I2 =54,04%. Несмотря на то, что эта стати-
стика не является абсолютной мерой неоднородности, 
она часто интерпретируется как таковая. При интер-
претации значений I2 не рекомендуется использовать 
эмпирические правила, такие как малые, средние или 
большие. Вместо этого информация, представляющая 
интервальный прогноз, более полезна для понимания 
неоднородности истинной величины эффекта в мета-а-
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нализе. В данном случае 95% доверительный интер-
вал составил -2,02; 0,14. То есть, по расчетам, 95% ис-
тинной величины эффекта находятся между g=-2,02 
и g=0,14. Графическое представление данных отра-
жено на рисунке.

Заключение

Традиционно лечение хронических заболеваний 
ОДА (ХЗОДА), таких как ХБНЧС, закреплено в био-
медицинской модели. Эта модель основана на струк-
турно-патологической парадигме, где повреждение 
анатомических структур считается единственной при-
чиной заболевания. За последние десятилетия поя-
вились доказательства нейрофизиологических изме-
нений (нейропластичности) в ЦНС и ПНС, связан-
ных с ХЗОДА. Исследования показывают, что ХЗОДА 
не просто являются результатом существующей струк-
турной патологии периферических тканей, но вклю-
чают в себя сложное взаимодействие между их по-
вреждением, изменением афферентной информа-
ции, передаваемой от периферических рецепторов 
к спинному мозгу, стволу и областям коры головно-
го мозга, изменениями в нейронной обработке бо-
левых раздражителей и психосоциальных факторов 
[44]. Данные нейрофизиологические изменения со-
гласуются с биопсихосоциальной моделью ХБНЧС, 

подтверждающей на основании экспериментальных 
и клинических результатов искажение сенсорной пе-
редачи, изменения управления движением, измене-
ния в проприоцепции, психологические и поведенче-
ские отклонения, которые вовлечены как в клиниче-
скую манифестацию, так и в патофизиологию этого 
заболевания [45]. 

Общепринятые регенеративные технологии в зна-
чительной степени направлены на механизмы, связан-
ные с запуском (т.е. периферические структурные по-
вреждения, включающие воспаление, восстановле-
ние и ремоделирование тканей) и исходами ХЗОДА 
(такими, как мышечная сила, выносливость, управ-
ление движением и проприоцепция) [46]. Хотя эти 
методики способны оказать влияние на перифериче-
ские структуры, они сами по себе могут быть недоста-
точными для восстановления свойств и функций ко-
ры и облегчения боли, особенно при хронических по-
вреждениях. Ограниченные ресурсы в терапии ХЗОДА 
задействованы в решении проблем передачи, обработ-
ки и вспомогательной афферентной стимуляции дви-
гательной активности [46]. Неспособность эффектив-
но лечить такие состояния, как ХБНЧС, может быть 
связана с тем, что описанные центральные нейропла-
стические изменения в различных областях в значи-
тельной степени игнорируются, что, вероятно, объяс-

Рис. Форест-диаграмма пяти РКИ по исходам, основанным на оценке боли по ВАШ между группами, получавшими рТсМС и ИМС при ХБНЧС .

Fig . Forest plot of five RCTs on outcomes based on VAS pain scores between the groups receiving rTsMS and sham stimulation for CLBP .
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няет, почему терапевтические эффекты невелики, не-
зависимо от типа вмешательства [45].

Нейропластичность управляется стимулами, и сти-
мулы могут быть опосредованы процессами, направ-
ленными как сверху вниз, от вышележащих к ниже-
расположенным иерархическим структурам нерв-
ной системы, так и снизу вверх, от периферических 
к центральным [47]. Поскольку ХЗОДА, и ХБНЧС, 
в частности, включают нейропластические изменения 
в определенных областях, логично предположить, что 
и лечение должно быть направлено через различные 
пораженные структуры в нервной системе, т.е. также 
снизу вверх и сверху вниз. В этой связи комбинация 
рассмотренных в  1-й и2-й частях настоящего обзо-
ра [17] методик, по отдельности подтвердивших свое 
благотворное влияние на пластичность мозга, могла 
бы повлиять на процессы управления болью при изуча-
емой патологии в большей степени, чем каждая из них 
по отдельности. Эта гипотеза дополнительно основы-
вается на результатах применения транскраниальной 
электрической стимуляции и периферической элек-
трической стимуляции паравертебральных мышц [48-
49], которые описывают терапевтический болеутоляю-
щий эффект, в том числе длительный, от их комбини-
рованного воздействия. Насколько известно авторам 
настоящего обзора, подобная экстраполяция на ком-
бинацию методик рТМС и рТсМС, несмотря на оче-
видную патогенетическую обоснованность, до насто-
ящего времени в литературе не встречается, что, таким 
образом, предполагается сделать предметом собствен-
ного исследования.
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В обзоре обсуждается роль полиморфизма гена фолатного обмена метилентетрагидрофолат-редуктазы (MTHFR), ответствен-
ного за развитие гипергомоцистеинемии в патогенезе мигрени . Изложены общие данные о полиморфизме С677 гена фолат-
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ной дисфункцией и нейрогенным воспалением при повышении концентрации этой аминокислоты .  Отражены перспективы 
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The review discusses the role of polymorphism of the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) folate metabolism gene respon-
sible for hyperhomocysteinemia in the pathogenesis of migraine . Data on the polymorphism of the folate cycle gene C677 and 
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homocysteine metabolism are presented . The pathogenetic mechanism of migraine associated with proinflammatory, procoag-
ulant properties of homocysteine and with the activation of oxidative stress, endothelial dysfunction, and neurogenic inflamma-
tion related with increased concentrations of homocysteine is described . Prospects and social significance of implementing data 
of genetic research into clinical practice are discussed . Included is the role of genetic research in predicting the course and com-
plications of migraine, in assessment of risk for complications, and in pharmacotherapeutic approaches to migraine treatment . 
Methods. MEDLINE, SCOPUS and Web of Science databases were used to search for data: MTHFR, migraine, pathophysiology, 
hyperhomocysteinemia, targeted therapy
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Введение

Изучение наследственности при многих заболева-
ниях и фармакогенетическое тестирование в настоящее 
время становятся основой персонализированной ме-
дицины и активно внедряется в клиническую практи-
ку, помогая повысить эффективность и безопасность 
лечения и точнее прогнозировать его результат.

Одним из заболеваний, в развитии которого важ-
ная роль принадлежит наследственности, является ми-
грень – хроническое пароксизмальное заболевание 
мозга с характерными повторяющимися приступами 
сильной головной боли [1,2]. Распространённость ми-
грени в различных странах мира в среднем составля-
ет 12-15% среди взрослого населения. Женщины стра-
дают мигренью чаще, чем мужчины примерно в 3 раза. 
Согласно данным исследования «Глобальное Бремя 
Болезней» (GlobalBurdenofDiseaseStudy (GBD, 2015), 
эта неврологическая патология занимает 4-е место 
среди причин нетрудоспособности у лиц обоих полов 
и всех возрастов [3]. 

Патогенез мигрени сложен и предполагает тесную 
взаимосвязь между нейрофизиологическими и ней-
рохимическими процессами, развивающимися в цен-
тральной и периферической нервной системе в резуль-
тате взаимодействия внешних и генетических фак-

торов. У детей и подростков мигрень является одной 
из наиболее частых причин головной боли и может де-
бютировать в возрасте до 3 лет в виде, так называемых, 
периодических эквивалентов мигрени, проявляющих-
ся не головной болью, а приступами головокружения, 
кишечными коликами, которые в более позднем дет-
ском и подростковом возрасте могут трансформиро-
ваться в типичные приступы мигрени [4,5]. Эпидеми-
ологические исследования среди детей младшего воз-
раста до 7 лет свидетельствуют, что более 2,5% из них 
(чаще мальчики) страдают от периодических присту-
пов мигренозной головной боли. При переходе в пу-
бертатный период встречаемость мигрени значительно 
возрастает у девочек, достигая 15% распространенно-
сти к 15-летнему возрасту. Показано, что у большин-
ства детей с мигренью, как минимум, один из родите-
лей страдает данным заболеванием [6, 7].

Эпидемиологические данные у детей и семейная 
представленность болезни   косвенным образом сви-
детельствуют о генетической предопределенности ми-
грени. В восемнадцатом веке одним из первых важную 
роль семейной наследственности в развитии мигрени 
отметил Tissot (1790). За последние два столетия про-
ведено множество исследований, доказывающих по-
вышенный риск развития мигрени у родственников 
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пробанда [8]. Наиболее важным доказательством ро-
ли генетических факторов в патогенезе мигрени яв-
ляются результаты молекулярно-генетических иссле-
дований по идентификации ряда генов-кандидатов 
и изучению их ассоциаций с риском развития ми-
грени [8, 9]. Основные исследования в этой области 
знаний связаны с изучением генов, регулирующих 
нейрональную и сосудистую функции. Наиболее из-
ученным является полиморфизм 677СТ в гене, коди-
рующем фермент 5,10-метилен-тетрагидрофолатредук-
тазу (MTHFR). Установлено, что мутации в гене MTH-
FR приводят к развитию гипергомоцистеинемии (ГГЦ) 
и регулируют широкий спектр биохимических реак-
ций в фолатном и метиониновом обмене, обеспечи-
вающих превращение гомоцистеина (ГЦ) в метионин. 

Гомоцистеин в организме. Уровень ГЦ определяется 
процессами реметилирования и транссульфирования, 
для правильного функционирования которых необхо-
дима достаточная концентрация витаминов B1, B6, B12 
и фолиевой кислоты, являющихся коферментами этих 
процессов. Избыток ГЦ подвергается катаболизму при 
помощи фолиевой кислоты и цианкобаламина[10--13].

Процесс реметилирования ГЦ с образованием ме-
тионина осуществляется с помощью фермента метио-
нинсинтазы, кофактором которого является витамин 
В12. Фермент метилентетрагидрофолатредуктаза ка-
тализирует образование 5-метилентетра-гидрофола-

та (активной формы фолиевой кислоты) из 5,10-ме-
тилентетрагидрофолата, необходимого для иниции-
рования цикла метионина. Из метионина при участии 
АТФ и метионин-аденозилтрансферазы образуется 
S-аденозилметионин (SAM), который является уни-
версальным донором метильной группы в организме. 
Оба цикла имеют важное значение в биосинтезе липи-
дов, нуклеотидов и белков [14]. Кроме того, SAM игра-
ет важную роль в метилировании ДНК. Затем SAM де-
метилируется до S-аденозилгомоцистеина (SAH), ко-
торый преобразуется обратно в гомоцистеин и вновь 
вступает в цикл передачи метильной группы (рис 1). 

В процессе транссульфирования ГЦ связывается 
с серином с образованием цистатиона, катализируе-
мого цистатион-β-cинтазой. Далее цистатион гидро-
лизуется до цистеина, из которого образуются таурин, 
глутатион и неорганические кислоты. Учитывая, что 
в метаболизме ГЦ обязательным является участие фо-
лиевой кислоты, пиридоксина и цианкобаламина, не-
достаток этих витаминов может приводить к гиперго-
моцистеинемии [15].

Клиническое изучение нарушений обмена гомо-
цистеина началось в середине прошлого столетия, ког-
да в 1962 году был описан синдром гомоцистеинурии, 
связанный с дефицитом фермента цистатионинсинта-
зы. В клинической картине наблюдались умственная 
отсталость, деформации костей, смещение хрусталика, 

Рис. 1. Метаболизм гомоцистеина .

Fig. 1. Homocysteine metabolism .
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прогрессирующие нарушения функции сердечно-со-
судистой системы и высокая частота тромбоэмболий. 
В 1969 г. K. McCully, наблюдая детей с высоким уров-
нем гомоцистеина крови, впервые отметил, что у них 
рано возникают тяжелые формы атеросклеротическо-
го и тромбогенного поражения сосудов и было впервые 
высказано предположение о том, что высокий уровень 
гомоцистеинемии является фактором риска развития 
сердечно-сосудистых осложнений [16, 17].

Роль гипергомоцистеинемии при мигрени. Генетически 
обусловленная гипергомоцистеинемия может являться 
ключевым многокомпонентным звеном патогенеза ми-
грени, включающим дисфункцию эндотелия cосудов, 
изменение коагуляционых свойств крови и спонтанное 
возбуждение клеток тройничного нерва. Доказатель-
ством наличия дисфункции эндотелия при мигрени яв-
ляется обнаружение в крови маркеров повреждения эн-
дотелия: повышенной активности фактора Виллебранда, 
эндотелина-1, повышение внутрисосудистой активности 
тромбоцитов, снижение концентрации естественных ан-
тикоагулятов, включая антитромбин III, протеины С и S. 
Полагают, что биохимической основой гипергомоцисте-
инемии является окислительный стресс – окислительное 
повреждение эндотелия в результате снижения синтеза 
монооксида азота (NO), являющегося одним из главных 
дилататоров и антиагрегантов [18]. Оксид азота прини-
мает участие в физиологических процессах, имеющих 

ключевое значение при  многих заболеваниях, включая 
мигрень. NO активирует матриксные металлопротеи-
назы, влияющие на развитие распространяющейся кор-
ковой депрессии и нарушение гематоэнцефалического 
барьера. Увеличение маркеров окислительного стресса 
(продуктов перекисного окисления липидов и нитрат/
нитрита в моче) обнаружены у . Активация тригемино-
васкулярного комплекса приводит к нейрогенному вос-
палению, расширению кровеносных сосудов и форми-
рованию ноцицептивного потока [19]. Повышение уров-
ня ГЦ может повреждать нейроны, вызывая изменения 
в ДНК,   активироать проапоптические факторы, а также 
влиять на активацию клеток тройничного нерва – один 
из основных нейрогенных факторов в патогенезе мигре-
ни [20]. В эксперименте показано значительное увеличе-
ние активности нейронов тройничного нерва, отвечаю-
щих за болевое восприятие при введении D,L-гомоци-
стеиновой кислоты – вещества  сходного по действию 
с гомоцистеином [21].  

ГЦ и его метаболиты могут выступать в роли аго-
нистов NMDA-глутаматных рецепторов, которые, как 
полагают, участвуют в формировании феномена корти-
кальной распространяющейся депрессии, являющей-
ся нейрофизиологическим паттерном мигренозной ау-
ры [20,22]. На рис. 2 представлена схема гипотетиче-
ского участия гена MTHFR и гипергомоцистеинемии 
в развитии мигрени.

Рис. 2. Роль генетически обусловленной гипергомоцистеинемии в развитии мигрени[23] . МТГФР – метилентетрагидрофолат-редуктаза; NO – 
монооксид азота; НФ – нуклеарный фактор

Fig. 2. Role of genetically determined hyperhomocysteinemia in the development of migraine[23] . MTHFR, methylenetetetrahydrofolate reductase; 
NO, nitric monoxide; NF, nuclease factor .
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Полиморфизм 677ст гена MTHFRпри мигрени. 
MTHFR является ключевым ферментом фолатного 
цикла, который участвует в превращении фолиевой 
кислоты в ее активную форму 5-метилтетрагидрофо-
лат. Ген MTHFR у человека расположен на коротком 
плече первой хромосомы (1р36.22), состоит из 11 экзо-
нов, кодирует белок из 656 аминокислотных остатков. 
В настоящее время известно несколько десятков мута-
ций MTHFR. Наиболее изучена точечная мутация (мис-
сенс-мутация) 677С-Т, которая ведет к замене валина 
на аланин в данном ферменте и снижению его термо-
лабильности на 35% при гетерозиготном генотипе СТ 
и на 70% – при гомозиготном ТТ варианте. Наличие 
этой мутации приводит к повышению уровня гомоци-
стеина в крови и cнижению уровня фолиевой кислоты.

В 2000 году, в Японии, Kowa и соавторы впервые 
изучили распространенность генетического варианта 
MTHFR С677 при мигрени [24]. Исследователи устано-
вили, что частота гомозиготного генотипа ТТ у паци-
ентов с мигренью была достоверно выше(20,3% и 9,6% 
соответственно), а при мигрени с аурой значительно 
выше (40,9%), по сравнению с контрольной группой. 
Дальнейшие молекулярно-генетические исследова-
ния показали ассоциацию гомозиготного ТТ-гено-
типа MTHFR как при обеих формах мигрени (с аурой 
и без ауры), так и только при мигрени с аурой. Одна-
ко в ряде других исследований данная ассоциация под-
тверждена не была [25-29].

В ряде мета-анализов масштабных генетических 
исследований с участием 9 тысяч пациентов с ми-
гренью и 27 тысяч пациентов контрольной группы 
подтверждена достоверная ассоциация Т-аллельно-
го варианта MTHFR С677Т для мигрени с аурой [30-
32]. Установлена ассоциация гомозиготного гена 
MTHFR с клиническими характеристиками мигре-
ни: односторонней локализацией боли и усилением 
головной боли при физической нагрузке [33]. Кроме 
того, выявлено влияние полиморфизма С677Т гена 
MTHFR на некоторые электрофизиологическиепо-
казатели. Так, у пациентов с гомозиготным ТТ-гено-
типом отмечались достоверно более высокая средняя 
амплитуда зрительного потенциала и более низкая 
габитуация контингентного отклонения, по срав-
нению с носителями аллелей С677Т и С677С [27]. 
Выявленные электрофизиологические изменения 
связывают с повышением корковой возбудимости, 
обусловленной ГГЦ. Исследования отечественных 
авторов также демонстрируют ассоциацию опреде-
ленных аллельных вариантов гена MTHFR с мигре-
нью и указывают на значимую роль биохимическо-
го цикла фолатов и метаболизма гомоцистеина при 

мигрени. В работе Тадтаевой З.Г. и соавторов(2007) 
изучена распространённость полиморфизма С677Т 
гена MTHFR в общей группе мигрени и при мигре-
ни с аурой, по сравнению со здоровой популяцией 
детей северо-запада России. При этом установлено 
увеличение частоты гомозиготного носительства ал-
леля 677Т более, чем в 2 раза, по сравнению с кон-
трольной группой. Проанализировано влияние ге-
нотипа фермента MTHFRна уровень гомоцистеина 
при мигрени у детей. Выявлен наследственный де-
фект гена MTHFR в 53,3% изученных случаев. Гомо-
зиготный ТТ генотип, являющийся важной детерми-
нантой повышения уровня гомоцистеина плазмы, 
определялся у 16,6% детей, страдающих мигренью 
с аурой, а значения гомоцистеина плазмы при ми-
грени с аурой достоверно превышали таковые пока-
затели в группе сравнения (р<0,05) [23]. В исследова-
нии Азимовой Ю.Э. и соавторов(2020) проанализи-
рованы все гены, кодирующие ферменты фолатного 
цикла, и установлено, что 4 из них (MTHFD1, MTH-
FR, MTRR, MTR) можно рассматривать как значимые 
ассоциированные маркёры мигрени [34]. 

Существуют обоснованные предположения, что 
полиморфизм гена MTHFR может объяснять комор-
бидность мигрени и цереброваскулярных заболеваний 
[35-37]. В ряде исследований доказано, что повышение 
уровня ГЦ плазмы ассоциируется с увеличением ри-
ска ишемического инсульта [38-40]. В настоящее вре-
мя не получено доказательств влияния Т-аллеля гена 
MTHFR на риск развития субклинических очагов в бе-
лом веществе головного мозга, нередко наблюдаемых 
у пациентов с мигренью, однако риски поражения го-
ловного мозга при гипергомоцистеинемии у пациен-
тов с мигренью, по мнению некоторых исследователей, 
остаются высокими. Это обусловлено провоспалитель-
ными, прокоагулянтными свойствами гомоцистеина, 
активацией процессов окислительного стресса, эндо-
телиальной дисфункцией и нейрогенным воспалени-
ем при повышении концентрации данной аминокис-
лоты [41]. 

Заключение

Таким образом, имеющиеся литературные данные 
значительно расширяют представление о патогенезе 
мигрени.  На основе оценки генетической гетероген-
ности и нейробиохимических показателей у конкрет-
ного больного можно спрогнозировать особенность 
течения мигрени, риск развития церебро-васкуляр-
ных осложнений, а также сформировать эффектив-
ные и безопасные фармакотерапевтические подходы 
к лечению мигрени.
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Интервальное голодание (intermittent fasting) – метод профилактики и лечения людей с самой распространенной сегодня 
патологией: избыточной массой тела и ожирением . Особую актуальность проблеме создает тот факт, что некрасивое и 
осложняющее жизнь ожирение – маркер расстройства метаболизма, предрасполагающего к развитию многих неинфек-
ционных пандемий современного человечества . Интервальное голодание осуществляется ежесуточным полным отка-
зом от еды на срок не менее 12 часов, – соотношение периодов голодания и приема пищи 12 ч : 12 ч . Увеличение пери-
ода голодания, например, 18 ч : 6 ч повышает профилактическую и лечебную эффективность интервального голодания .
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Избыток жира в теле - самая распространенная бо-
лезнь современного человечества. Так сегодня среди 
населения США, превышающем 100 миллионов, каж-
дый третий -ожиревший с индексом массы тела (ИМТ) 
больше 30 кг/м2 [1]. Ожирение – болезнь неприятная, 
некрасивая, осложняющая сама по себе физически 
и эмоционально жизнь, она страшна ещё и тем, что де-
формируется не только фигура, но образ жизни и гоме-
остаз. Последнее существенно повышает вероятность 
развития осложнений, выражающихся такими состоя-
ниями и болезнями как метаболический синдром, ди-
абет 2 типа, гипертоническая болезнь, синдром апноэ 
во сне, остеоартрит, стеатоз печени, тромбофлебит, ин-
сулинорезистентность, рак, сердечно-сосудистые бо-
лезни, импотенция, инсульт, депрессия, падения, трав-
мы. В последнее время на мир обрушилась беда резко 
увеличивающая распространенность главной причины 
ожирения – гиподинамии, внедряющая гиподинамию 
даже в такой динамичный слой населения, как школь-
ники. Эта беда - пандемия COVID-19 [2]; 

Есть первостепенной важности психологический 
момент, отличающий ожирение от большинства дру-
гих болезней человека. Факт развития-неразвития бо-
лезни в большом числе случаев не просто, но вполне 
реально, управляется волей пациента.

Для противодействия самой распространенной бо-
лезни медицина изобрела и предлагает много методов 
профилактики и лечения. Генеральное направление 
профилактики и лечения очевидно: сокращение мас-
сы съедаемой пищи, коррекция её состава, стимуля-
ция энерготрат. Не тратя время читателя и простран-
ство статьи на описание всех предлагаемых стратегий, 
описываем, как нам кажется, оптимальную по соот-
ношению сложность выполнения – результат: интер-
вальное голодание (ИГ) (intermittent fasting, intermittent 
energy restriction). На наш взгляд, во вполне возможном 
для выполнения и результативном варианте. Он заклю-
чается в ежедневном полном воздержании от приема 
пищи на срок, превышающий половину суток – 12 ч. 
Причину выбора именно этого срока объясняют тем, 
что к 12 ч  после еды такой источник энергии как  гли-
коген печени оказывается существенно истраченным 
и дальнейшее поддержание активности тела  осущест-
вляется, главным образом, окислением жирных кислот 
и производством кетонов [3]. Иными словами: 12 ч по-
сле приема пищи очень важный сложившийся в эво-
люции временной параметр нашего метаболизма. Мо-
мент, когда для сохранения функции и массы мышц 
и, конечно, работы мозга, при растраченных к этому 
времени запасах глюкозы, метаболизм переключает-
ся с синтеза липидов/холестерина и накопления жира 

на трату жира окислением жирных кислот с образо-
ванием кетонов. В дальнейших событиях метаболизма 
кетоны участвуют в цикле трикарбоновых кислот и об-
разовании АТФ. Удачным техническим обстоятель-
ством в сказанном оказывается возможность по кон-
центрации кетонов в крови (легко определяемой даже 
в домашних условиях) контролировать эффективность 
лечебно-профилактического процесса. При голода-
нии и физических нагрузках кетоны предпочтитель-
ное «топливо» для тела и мозга [4]. Кетогенная диета 
при миллимолярных (до 3,0 ммоль/л) концентраци-
ях – оптимальный источник энергии при онкологи-
ческих, нервных, сердечно-сосудистых болезнях, ате-
росклерозе, метаболическом синдроме, диабете, его 
микро- и макро васкулярных осложнениях и, конеч-
но, при ожирении [5].

Понятно, что указанные выше 12 ч голодания для 
переключения обмена с синтеза липидов на их трату 
– цифра очень неточная, непостоянная даже для от-
дельного человека, а, тем более, для людей вообще. Пе-
реключение метаболизма на мобилизацию триацилг-
лицеридов из адипоцитов и поступление в кровоток 
свободных жирных кислот происходит между 12 и 36 ч 
после еды, в зависимости от содержания гликогена 
в печени и интенсивности энерготрат в этот период. 
Поэтому к сроку 12 ч в нашей теме следует относиться 
как к малоэффективному минимуму, рекомендуемо-
му самым слабовольным пациентам. Но в литературе 
можно увидеть и смешную цифру – 8 ч голодания [3]. 
Приводим клиническую иллюстрацию [6] значения 
продолжительности периода голодания. У участни-
ков с ожирением, (ИМТ ≥ 30 кг/м2) завершивших 8 нед  
графика ИГ в двух вариантах- 12:12 и 14:10 ч , наблю-
дались статистически значимые потеря веса и улуч-
шение показателей глюкозы натощак только в группе 
с продленным голоданием – 14:10 часов.

В 12-недельном рандомизированном клиниче-
ском анализе 116 мужчин и женщин с избыточной 
массой тела и ожирением (ИМТ 27-43 кг/м2) в возрасте 
от 18 до 64 лет определили, что еда ad libitum от 0 до 8 ч 
и голодание в остальные 16 ч  статистически значимо 
снижает вес в среднем на 1,7 кг сравнительно с кон-
тролем, питавшимся евшим 3 раза в сутки и не поху-
девшем в ходе исследования [7]. Давний, настойчи-
вый исследователь и энтузиаст ИГ- Mattson рекомен-
дует стиль питания 18:6 [8].

Опубликованы интересные суммарные данные 18 на-
блюдательных клинических исследований американцев 
с избыточной массой тела без диабета [9]. Автор анали-
зировал особенности снижения веса при постоянном 
(ежедневно на 15-60%) и периодическом (один день – 
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еда adlibitum, следующий день – полное или частичное 
голодание) ограничении питания. Для нашей статьи ото-
браны сроки наблюдения 8-12 нед. Общая потеря ве-
са в сравниваемых группах была практически одинако-
вой. При постоянном ограничении: 5-8%; при перио-
дическом: 4-8%. Однако, при постоянном ограничении 
лишь 75% сокращения веса было за счет жира, а при пе-
риодическом – 90% потерянного веса составлял жир. 
Следовательно, полнее сохранялись мышцы. 

Выше представленные результаты – это информа-
ционно интересные, но по медицинскому (здравоох-
ранительному буквально) значению лишь предвари-
тельные данные для создания долговременных, а ещё 
лучше, пожизненных программ оздоровления пита-
нием. Современные преклинические и клинические 
данные убеждают в том, что такие программы долж-
ны основываться на использовании знаний о прямых 
и обратных связях в системе мозг-кишечник-микро-
биом кишечника. Патофизиология ожирения должна 
разумно представить метаболизм в его эндокринных, 
нервных и иммунных взаимовлияниях.

Пример связи: пища – кишечник – микробиота 
– иммунная система – почки опубликован большой 
группой (22 автора) исследователей из Австралии [10]. 
Продолжительное кормление мышей подвергнутой 
тепловой обработке пищей нарушало кишечный ба-
рьер, повышало выработку проинфломаторных моле-
кул комплемента C5a, приводило к развитию нефри-
та. Введение в корм грубых не обработанных волокон 
восстанавливало кишечный барьер, снижало концен-
трацию С5а, избавляло от нефрита 

В исследованиях механизмов ИГ следует учиты-
вать действие циркадных ритмов, влияющих на мета-
болизм, энергетику, многие (если не все) физиологи-
ческие функции, в том числе, секрецию гормонов, ре-
жим сна, координацию движений. Многое в поведении 
млекопитающего организовано «с учетом» и под вли-
янием циркадных ритмов, включая активность (пе-
ристальтику и секрецию) пищеварительной системы.  

Во всех сферах жизни действуют разнообразные 
механизмы молекулярных часов, которые синхрони-
зируют физиологические процессы с суточными коле-
баниями состояния окружающей среды. Однако неиз-
вестны механизмы перекрестной регуляции циркадных 
ритмов прокариот и эукариот в экосистемах со мно-
жеством царств, в частности в экосистеме – организм 
млекопитающего. Кишечная микробиота, как у мы-
шей, так и у людей, демонстрирует суточные колеба-
ния уровня активности, определяемые не только сме-
нами дня и ночи, но и, в значительной мере, ритмами 
и компонентами еды [11]

Она (микробиота) меняется по составу и функции 
уже в течение суток (для бактерий это может быть сме-
ной нескольких поколений). Изменение часовых поя-
сов, как и ритмов приема еды приводит к аберрантным 
суточным колебаниям состояния микробиоты и дис-
бактериозу. Известно, что дисбактериоз, вызванный 
сменой часовых поясов, как у мышей, так и у людей, 
способствует непереносимости глюкозы и ожирению. 
«Шестеренками» механизма такого дисбиоза являют-
ся бактерии – дисбиоз передается стерильным мышам 
трансплантацией фекалий. В совокупности эти резуль-
таты свидетельствуют о скоординированной суточной 
ритмичности метаорганизмов и убеждают в существо-
вании микробиом-зависимого механизма общих мета-
болических нарушений у людей с аберрантными цир-
кадными ритмами, например у тех, которые работают 
в непостоянных по времени суток сменах,  у часто ис-
пользующих авиаперелеты  пассажирах и, тем более, 
у членов  самолетных экипажей [12].

В современной цивилизованной жизни есть мно-
го факторов нарушающих или способствующих нару-
шению циркадных ритмов: вездесущая легкая доступ-
ность пищи в любое время суток, дальние авиапереле-
ты с пересечением часовых поясов, сменный график 
работы, превращение большинства населения плане-
ты в городское, для которого характерна большая чем 
для деревенского  «размытость» границ дня и ночи. 
Эти факторы привели к серьезным нарушениям цир-
кадной ритмичности в отношении приема пищи, спо-
собствующим увеличению числа тучных людей. Сама 
микробиота кишечника претерпевает суточные коле-
бания в составе и функциях, регуляция которых опре-
деляется в значительной мере ритмами приемов пищи 
хозяином. Изменения кишечной микробиоты мышей 
по составу и функции в зависимости от времени су-
ток и ритма кормления, описаны C.A. Thaiss и соавт. 
[12]. Они показали, что кишечная микробиота играет 
важную модулирующую роль в энергетическом гоме-
остазе. Она существенно влияет на время и величину 
потребления и расхода энергии. В этих эксперимен-
тах было установлено, что микробные функции, свя-
занные с энергетическим метаболизмом, репарацией 
ДНК и ростом клеток выполняются преимущественно 
во время темной фазы суток, тогда как в светлой фазе 
больше выражены детоксикация, подвижность, реак-
ция на изменения окружающей среды. Следователь-
но, трудно, скорее невозможно, создать программу 
ИГ, идеально сочетающую «интересы» хозяина и ми-
кробиома и не осложненную нарушением циркадных 
ритмов. Так создание эффективной программы ИГ 
превращается в выбор меньшего из зол. Это грустное 
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замечание, по-видимому, справедливо для большин-
ства медицинских программ.

Хотя некоторые из стратегий ИГ показали кратко-
срочную (до 12 мес) эффективность в снижении мас-
сы тела и исправлении метаболических дисфункций, 
большинство вмешательств оказались в значительной 
степени неэффективными в долгосрочной перспекти-
ве. Многие из изученных диет приводили к существен-
ным краткосрочным снижениям уровня факторов ри-
ска сердечно-сосудистых заболеваний, особенно ар-
териального давления, и умеренному снижению веса 
через 6 мес, но к 12-месячному сроку эффекты в зна-
чительной степени исчезали для большинства попу-
лярных диетических программ [13]. В тоже время есть 
сообщения, что если не все, то большинство случа-
ев неэффективности продолжительных программ ИГ 
и физических нагрузок обусловлены недостатком во-
ли, терпения у участников [14]. Иными словами, лю-
дям не удалось добиться четкого результата действия 
программы вследствие ее неаккуратного выполнения. 
Решая вопрос использования – неиспользования ИГ 
следует оценить терапевтический потенциал ИГ и име-
ющихся альтернатив. Например — кетогенная диета: 
хороша, но часто неэффективна. Однако, во множестве 
случаев её недостаточности проблема может быть ре-
шена комплексом кетогенной диеты с ИГ. Альтерна-
тивой к ИГ или пособием, облегчающим перенесение? 
терпение многочасовых перерывов в еде представля-
ются, на первый взгляд, препараты, снижающие ап-
петит. Однако их очевидное несоответствие физиоло-
гии питания, обязывает тщательно изучить вопрос пе-
ред клиническим применением. Вполне вероятно, что 
изучение снимет вопрос о клиническом применении. 
Благотворный эффект при избыточной массе тела фе-
кальных трансплантаций от худых доноров проявляет-
ся увеличением содержания бутират-продуцирующих 
бактерий и повышением инсулин-чувствительности 
[14]. Однако эффект не превышает срока 18 нед [15]. 
Столь непродолжительный результат можно было уве-
ренно предсказать до эксперимента. Все мы – продук-
ты среды. «Хороших» бактерий пересадили в плохую 
среду тучных. Они временно улучшили состояние ре-
ципиентов, но при сохранении других параметров жиз-
ни тучных (например, малоподвижности, жиросжи-
гающей диете), бактерии изменились соответственно 
плохой среде. Для продолжительного, тем более по-
жизненного, действия полезной микробиоты нужен 
учет её «интересов», благоприятные для неё вмеша-
тельства в диету и образ жизни реципиентов.

Поскольку мы пока не всё знаем о структуре 
и функциях организма, при назначении программы 

снижения веса следует учитывать не только наш и дру-
гие медицинские тексты, но и удобство, желание и лег-
кость выполнения программы для исполнителя. На-
пример, согласиться с его выбором между ИГ и пери-
одическим голоданием просто потому, что человеку 
что-то нравится больше. В этом «нравится» может быть 
не просто каприз, а глубокий, но неизвестный пока 
ни больному, ни врачу смысл.

В сложившейся ситуации противоречивого меди-
цинского отношения к ИГ мы сочли честным и разум-
ным заключить статью изложением результатов недав-
но опубликованного и, на наш взгляд, убедительного, 
метаанализа [16]. Он проведен по результатам 19 иссле-
дований ИГ с достаточно строгим отбором: исключено 
из анализа по разным причинам 1569 описаний. Иссле-
дуемые (общее число 475, мужчин – 219) старше 20 лет 
с продолжительностью голодания от 12 до 20 ч в сут, 
сроком наблюдения – 12 нед.  Результаты с 95% до-
верительным интервалом: снижение веса тела, массы 
жира, кровяного давления, концентрации глюкозы на-
тощак, триглицеридов крови. Важная деталь: вес тела 
снизился за счет жира, а не мышц. 

Предыдущим сообщением мы заканчиваем описа-
ние материала, относящегося к лечебному действию 
ИГ. А в заключении скажем кратко об исследовании, 
в котором оригинальным приемом выявили актуаль-
ность пропаганды знаний об ИГ уже не столько с ле-
чебной, сколько с профилактической целью, как по-
пуляризацию культуры пищевого поведения, которое, 
как все мы знаем, часто со словом «культура» не гар-
монирует [17]. С помощью программы, установлен-
ной в смартфоны исследуемых, авторы получали све-
дения о времени приема, количестве и составе еды 
и напитков на всём протяжении суток.  Это был про-
сто анализ их привычного поведения без каких-ли-
бо медицинских рекомендаций. Мы, по-видимому, 
не очень удивим читателей сообщив, что большин-
ство наблюдаемых ели часто и беспорядочно в тече-
нии всего времени бодрствования. Практически «го-
лодали» только во сне. Для половины выборки продол-
жительность суточного приема пищи превышала 14,75 
ч. Отчетливо проявлялась тенденция усиленного пи-
тания во второй половине суток. По авторским оцен-
кам меньше 25% калорий потреблялось до полудня 
и больше 35% после 18:00. Соответственно современ-
ным гедоническим тенденциям общественного пита-
ния (главная и даже единственная ценность пищи для 
производителя: спрос, продаваемость) еда часто была 
излишне жирной и сладкой. Маловероятно, что больше 
половины исследуемых именно по выходным дням ле-
тали на самолетах со сменой часовых поясов, но имен-
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но такова была частота резких изменений пищевого 
поведения в конце недели («Metabolic jetlag» – назовем 
его эффектом выходного дня). По завершении анали-
за из числа наблюдаемых была создана выборка людей 
с избыточным весом, сменивших на срок 16 нед, при-
ем пищи на протяжении >14 ч, на прием пищи в тече-
нии 10-11 ч. В этой выборке через год после экспери-
мента регистрировали снижение веса, улучшение сна, 
общего самочувствия.

Непредвзятое рассмотрение источников литера-
туры заставляет заключить, что для того большинства 
обладателей носителей? избыточного веса, и связан-
ных с ним расстройств здоровья, которые не имеют 
специальных медицинских противопоказаний к со-
кращению времени приема пищи до 10 и менее часов 
в сутки, ИГ – путь к улучшению здоровья и фигуры.  
И поскольку желательная и планируемая продолжи-
тельность жизни людей часто измеряется годами, для 
исполнения желания следует применять ИГ не курсом 
лечения, а всю жизнь. 
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Введение. В настоящее время все больший интерес ученых мира вызывают цибридные клеточные модели, которые явля-
ются одним из лучших объектов для изучения патологических процессов в организме человека . Например, сотрудниками 
нашей лаборатории были впервые созданы подобные модели для изучения протективного эффекта некоторых мутаций 
митохондриального генома, защищающих организм человека от дисфункции митохондрий и атеросклеротических пора-
жений . Цель: исследования – создание цибридных культур с высоким уровнем гетероплазмии  по мутации митохондри-
ального генома m .1555A>G, локализованной в кодирующем регионе митохондриального генома человека в гене MT-RNR1 . 
В наших предварительных исследованиях было установлено, что пороговый уровень гетероплазмии мутации m .1555A>G 
имеет при атеросклерозе протективный эффект .
Методика. Цибридные культуры были созданы путем слияния rho0(безмитохондриальных)-клеток и митохондрий из тром-
боцитов с высоким уровнем гетероплазмии исследуемых мутаций . Для получения безмитохондриальных клеток была 
использована культура моноцитарного происхождения THP-1 . 
Результаты. Получены 4 цибридные клеточные линии, содержащие мутацию m .1555A>G с уровнем гетероплазмии выше 
порогового значения . 
Заключение. В данной работе были созданы 4 цибридные культуры с высоким уровнем гетероплазмии по мутации мтДНК 
m .1555A>G, имеющей при атеросклерозе протективный эффект . Полученные цибридные клеточные линии могут служить моде-
лями для  отработки методов генотерапии у пациентов с атеросклерозом . Кроме того, с помощью данных цибридных клеточных 
моделей можно будет изучать молекулярно-клеточные механизмы, защищающие  клетки от митохондриальной дисфункции .
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Introduction. Cybrid cell models are one of the best objects for studying pathological processes in the human body, and they 
are of increasing interest to scientists worldwide . Our laboratory was the first to create such models for studying the protective 
effect of mutations in the mitochondrial genome that protect the human body from mitochondrial dysfunction and atheroscle-
rotic lesions . Aim: To create cybrid cultures with a high heteroplasmy level for the mitochondrial genome mutation m .1555A>G 
localized within the coding region of the human mitochondrial genome in the MT-RNR1 gene . Preliminary studies showed that 
the threshold heteroplasmy level for the m .1555A>G mutation has a protective effect in atherosclerosis .
Methods. Cybrid cultures were created by fusion of rho0 (mtDNA-depleted) cells and mitochondria from platelets with a high het-
eroplasmy level for the studied mutations . To obtain mtDNA-free cells, a culture of monocytic origin, THP-1, was used . 
Results. We obtained four cybrid cell lines containing the m .1555A>G mutation with a heteroplasmy level above the threshold value . 
Conclusion. Four cybrid cultures with a high heteroplasmy level for the mtDNA mutation m .1555A>G were created . These cybrid 
cell lines can serve as models for developing methods of gene therapy for patients with atherosclerosis . In addition, using these 
cybrid cell models, it will be possible to study molecular and cellular mechanisms that protect cells from mitochondrial dysfunction .
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мтДНК – митохондриальная дезоксирибонуклеиновая кислота
MT-RNR1 – митохондриальный ген рибосомальной рибонуклеиновой кислоты малой субъединицы ри-

босомы (12S)
ДМСО  — диметилсульфоксид 
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Введение

В настоящее время все больший интерес ученых 
мира вызывают цибридные клеточные модели, кото-
рые являются одним из лучших объектов  для изучения 
патологических процессов в организме человека [1-5]. 
Однако особенно актуальным представляется создание 
цибридов с мутациями, имеющими протективный (за-
щитный эффект), т.к. данные клеточные модели могут 
быть весьма перспективными для отработки методов 
генотерапии при различных заболеваниях человека.

 Например, авторами данной статьи были впервые 
созданы цибридные клеточные модели для изучения 
протективного эффекта некоторых мутаций митохон-
дриального генома, защищающих организм человека 
от дисфункции митохондрий и атеросклеротических 
поражений. Атеросклероз является тяжелым заболева-
нием 21 века [6-10]. По сравнению с другими заболе-
ваниями человека для атеросклероза  характерен один 
из самых высоких процентов смертельных исходов [11-
15]. Митохондриальная дисфункция может быть од-
ной из причин атеросклеротических поражений че-
ловека [16-20]. Она может быть причиной митофагии 
[21-23], укорочения теломер [13, 24-26], повреждения 
митохондриальной мембраны [27-29]. Эти процессы 
могут быть  причиной дисфункции митохондрий, ве-
дущей к окислительному стрессу, следствием которо-
го может быть возникновение и развитие атероскле-
ротических поражений сосудов [30-34]. 

Цель работы — создание цибридных культур с вы-
соким уровнем гетероплазмии по мутации митохон-
дриального генома m.1555A>G, локализованной в ко-
дирующем регионе митохондриального генома чело-
века в гене MT-RNR1. Результатом данной мутации 
может быть дисфункция малой субъединицы рибосомы 
(12S). Это приводит к уменьшению нормально функ-
ционирующих рибосом в митохондрии и снижению 
уровня синтеза белков на митохондриальной рибосоме. 

 В наших предварительных исследованиях было 
установлено, что пороговый уровень гетероплазмии 
мутации m.1555A>G имеет при атеросклерозе протек-
тивный эффект [35-39]. В результате проведенной ра-
боты авторами статьи были созданы четыре цибридные 
культуры с высоким уровнем гетероплазмии по мута-
ции митохондриального генома m.1555A>G. 

Методика

Cоздание безмитохондриальных (rho0) культур 
Для создания rho0-клеток была применена методи-
ка, разработанная авторами статьи на базе метода M. 
Kинга и Г. Аттарди в [40]. Алгоритм создания rho0-кле-

ток был следующим: Клетки нативной культуры ТНР-
1 помещали в ростовую среду с добавлением уридина 
и этидиум бромида. При этом происходило блокиро-
вание ДНК клетки этидиум бромидом. В результате 
ДНК переставала нормально функционировать и воз-
никала митохондриальная дисфункция. После этого 
данная клеточная линия помещалась в среду, содер-
жащую только уридин (этидиум бромид в ней отсут-
ствовал). В процессе культивирования на этой среде 
клетки при каждом пересевании постепенно теряли 
все функционирующие митохондрии. Они станови-
лись безмитохондриальными (rho0). После этого ана-
лизировалось количество копий митохондриального 
генома в rho0-культуре. Если количество копий мтДНК 
в rho0-культуре было значительно меньше, чем в на-
тивной культуре ТНР-1, или они вообще отсутство-
вали, то устанавливалось, что rho0-культура создана.

В процессе создания безмитохондриальных кле-
ток и цибридов использовались для приготовления 
ростовой среды такие реактивы: RPMI-1640; пиру-
ват натрия (110 мкг/л); эмбриональная бычья сыво-
ротка (10% от общего объема); 100-кратный пеницил-
лин-стрептомицин (пенициллин — 50 ед/мл, стрепто-
мицин — 50 мкг/мл); бета-меркаптоэтанол (2х10-5 М); 
d-глюкоза (2500 мг/л); L-глутамин (300 мг/л). Для при-
готовления 10-кратного цитрата натрия были исполь-
зованы: полиэтиленгликоль 1500 (42% от общего объ-
ема); ПЭГ раствор; физиологический раствор (0,15М 
NaCl); диметилсульфоксид (ДМСО) (2 мл); цитрат на-
трия (Na3C6H5O7 • 2Н20) тринатриевой соли, диги-
драт); DMEM [-Ca2+] (9,5 мл). Кроме того, исполь-
зовались готовые среды и растворы: фиколл-урогра-
фин (плотность 1,077); ДМСО, уридин (раствор 50 мг/
мл); физиологический раствор DMEM [-Ca2+] (0,15М 
NaCl); бромистый этидий (1% раствор). Комплект ре-
агентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR 
Green I использовался для того, чтобы установить ко-
личество копий митохондриального генома  в натив-
ной, цибридной и rho0 культурах клеток.

Выделение тромбоцитов из цельной крови. Насто-
ящее исследование было выполнено в соответствии 
с Хельсинской декларацией. Все участники исследо-
вания дали письменное информированное согласие на 
участие в данном исследовании. 

С помощью слияния безмитохондриальных кле-
ток с тромбоцитами, выступающими в качестве кле-
ток-доноров митохондрий, были получены цибрид-
ные клетки. Тромбоциты участников исследования 
были выделены из цельной крови. Для этого приме-
нялся метод центрифугирования в градиенте плотно-
сти фиколла-урографина. 
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Метод создания цибридных культур клеток. Ос-
новное условие проникновения митохондрий в rho0-
клетки — образование пор в цитоплазматических мем-
бранах. Поры могут возникнуть при воздействии на 
rho0-клетки определенных физических или химиче-
ских факторов. Следует отметить, что в литературе от-
сутствуют сведения о создании цибридных клеточных 
культур на основе клеточной культуры моноцитарного 
происхождения THP-1. Поэтому авторами статьи дан-
ные цибридные культуры были созданы впервые. Нами 
была использована методика «ПЭГ-слияния». Эта ме-
тодика позволяет создавать цибриды с помощью сли-
яния rho0-клеток с тромбоцитами, использующихся 
в качестве клеток-доноров митохондрий. В тромбо-
цитах отсутствует ядерный геном. Они содержат толь-
ко митохондриальную ДНК. Поэтому использование 
тромбоцитов в качестве доноров митохондрий (в том 
числе, митохондриального генома) значительно упро-
щает протокол получения цибридных линий. 

Суспензию с тромбоцитами центрифугировали 
в течение 15 мин при 1500g при температуре 15 °С. 
Из пробирки был отобран супернатант.

Суспензию безмитохондриальных  клеток центри-
фугировали в течение 5 мин при 180g при температу-
ре 25 °С. Безмитохондриальные клетки ресуспенди-
ровали в среде ДМЕМ [-Ca2+] в концентрации 5х105 
клеток/мл.

Затем rho0-клетки добавляли к осадку тромбоци-
тов. Центрифугировали в течение 10 мин при 180 g при 
температуре 25 °С. Затем отбирали супернатант. После 
этого к осадку тромбоцитов с безмитохондриальны-
ми клетками было добавлено 100 мкл 42% ПЭГ. Было 
проведено ресуспендирование. По истечении 1 мин, 
было проведено повторное ресуспендирование в те-
чение 30 с. После этого было проведено культивиро-
вание полученной суспензия  клеток в ростовой среде 
в СО2-инкубаторe при температуре 37 °С.

Количественный анализ копий митохондриального 
генома в rho0-клеточных культурах и цибридах

В созданных безмитохондриальных и цибридных 
клеточных культурах был проведен количественный 
анализ копий митохондриального генома. Согласно ре-
зультатам данного анализа было подтверждено либо от-
сутствие митохондрий (rho0-клетки), либо их наличие 
(цибриды). Количество копий мтДНК детектировалось 
с помощью реал-тайм ПЦР в присутствии красителя 
SYBR Green I. Контролем служила нативная культура 
клеток моноцитарного происхождения ТНР-1.

Определение количества копий митохондриально-
го генома проводилось с использованием контрольных 
синтетических матриц на основе участка митохондри-

альной ДНК в концентрациях 103, 104, 105 и 106. Была 
построена калибровочная кривая на основе данных 
Ст-величины матриц. Ее использовали для определе-
ния количества копий мтДНК в исследуемых образцах 
безмитохондриальной, цибридной и нативной культур 
клеток. Если количество копий митохондриального ге-
нома в исследуемой культуре было очень маленьким 
или мтДНК вообще отсутствовала, в отличие от на-
тивной ТНР-1, то принято было считать, что митохон-
дрии в данной культуре отсутствуют или вскоре, после 
нескольких пассажей, исчезнут из клеток, вследствие 
утраты погибшими (из-за этидиум бромида) митохон-
дриями способности к делению. Поэтому полученная 
культура считалась безмитохондриальной (rho0).

Уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G в без-
митохондриальных клетках оказался чрезвычайно низ-
ким. Это было связано с тем, что количество копий 
митохондриального генома в клетках rho0 было очень 
мало по сравнению с данным параметром в нативной 
культуре THP-1. Например, в исследуемом образце об-
щей ДНК (30 нг/мкл) из культуры rho0 было приблизи-
тельно 103 копии мтДНК. В то же время образец из на-
тивной культуры THP-1 содержал более 106 копий ми-
тохондриального генома. После получения цибридных 
культур, содержащих мутацию m.1555A>G уровень ге-
тероплазмии этой однонуклеотидной замены в цибрид-
ных клетках оказался примерно таким же, как в тром-
боцитах доноров-носителей исследуемой мутации.

Определение уровня гетероплазмии мутации мито-
хондриального генома m.1555A>G. С помощью безми-
тохондриальных клеточных линий были созданы ци-
бридные клеточные культуры, содержащие высокий 
уровень гетероплазмии мутации митохондриального 
генома. Уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G  
был определен с помощью оригинального метода ко-
личественной оценки мутантного аллеля митохондри-
ального генома, разработанного авторами статьи на ос-
нове технологии пиросеквенирования [34-36, 41, 42]. 

Амплификаты ДНК доноров тромбоцитов, содер-
жащие область исследованных мутаций, были пиро-
секвенированы. Затем в них был  определен уровень ге-
тероплазмии мутации m.1555A>G на основании фор-
мулы, разработанной авторами статьи  [34-36, 41, 42].

Использовались следующие праймеры для полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) [34-36, 41, 42]:

R :  b i o - G T A A G G T G G A G T G G G T T T G
GG(1704-1684);

F: TAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTGGC
AA(1326 -1355).

Для проведения ПЦР использовался стандартный бу-
фер с сульфатом аммония. Концентрация хлорида маг-
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ния в буфере была 2,5 mM. Размер амплификата состав-
лял 379 п.н. [34-36, 41, 42]. 

В качестве праймера для пиросеквенирования был 
использован [34-36, 41, 42]: ACGCATTTATATAGAGGA 
(1537-1554).

Результаты и обсуждение

Посредством ПЭГ-слияния безмитохондриальных 
клеток и митохондрий из тромбоцитов пациентов бы-
ла получена цибридная клеточная культура, содержа-
щая мутацию митохондриального генома m.1555A>G. 
Пороговый уровень гетероплазмии мутации мтДНК 
m.1555A>G использовался в качестве критерия для 
отбора доноров тромбоцитов [34]. Согласно резуль-
татам предварительных исследований авторов статьи, 
мутация митохондриального генома m.1555A>G име-
ет протективный эффект при атеросклерозе человека. 
[34-36, 41-45].

Было проведено сравнение количества копий ми-
тохондриального генома в полученных цибридных 
культурах и rho0-культуре THP-1. Количество копий 
мтДНК в цибридной культуре клеток оказалось значи-
тельно большим, чем в безмитохондриальной культу-
ре (106 копий митохондриального генома, по сравне-
нию с 103 копиями мтДНК, соответственно). На осно-
ве проведенного анализа был сделан вывод о том, что 
цибридные культуры, содержащие мутацию мтДНК 
m.1555A>G,  созданы. 

Таким образом, в настоящей работе были полу-
чены 4 цибридные клеточные культуры, в которых 
уровень гетероплазмии мутации митохондриально-
го генома m.1555A>G превышал пороговое значение 
в атеросклеротических бляшках (17,5%) и утолщенном 
интимо-медиальном слое сонных артерий (19,5%) [34]. 
В первой цибридной линии уровень гетероплазмии 
мутации m.1555A>G составил 11%, во второй – 27%, 
в третьей – 14%, а в четвертой – 23%. 

Следует отметить, что одна из цибридных клеточ-
ных линий, несущая мутацию митохондриального ге-
нома  m.1555A>G, была создана с помощью тромбо-
цитов. полученных от пациента с атеросклеротической 
бляшкой в сонных артериях, а другая –  от участника 
исследования, не имевшего атеросклеротических бля-
шек в сонных артериях. При этом, третья цибридная 
культура была создана с помощью тромбоцитов. полу-
ченных от пациента с утолщенным интимо-медиаль-
ным слоем сонных артерий, а четвертая – от участни-
ка исследования с нормальной интимой медии.

Мутация митохондриального генома m.1555A>G 
локализована в кодирующем регионе митохондриаль-
ного генома человека в гене MT-RNR1. В наших пред-

варительных исследованиях было установлено, что по-
роговый уровень гетероплазмии мутации m.1555A>G 
имеет при атеросклерозе протективный эффект [35-39]. 

Полученные цибридные клеточные модели мо-
гут быть полезны для отработки методов генотерапии 
атеросклероза. Кроме того, при сравнении цибридных 
клеточных линий, имеющих высокий уровень гетеро-
плазмии по одной и той же мутации, можно будет вы-
явить молекулярно-клеточные механизмы митохон-
дриальной дисфункции при атеросклеротических по-
ражениях человека. 

Заключение

Созданы четыре цибридные культуры с высоким 
уровнем гетероплазмии по мутации митохондриально-
го генома m.1555A>G. Полученные цибридные клеточ-
ные модели могут быть полезны для отработки методов 
генотерапии атеросклероза. Кроме того, при сравнении 
цибридных клеточных линий, имеющих высокий уро-
вень гетероплазмии по одной и той же мутации, мож-
но будет выявить молекулярно-клеточные механизмы 
митохондриальной дисфункции при атеросклеротиче-
ских поражениях человека. 
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Введение. Изучение механизмов развития репродуктивных нарушений в условиях эксперимента на крысах является одним 
из важных направлений современной патофизиологии . Крыса имеет функционирующий эстральный цикл, трехнедельную 
гестацию и гемохориальный тип плацентации . На циклических изменениях в яичниках и эпителии влагалища крысы бази-
руется биологическое моделирование эндокринной гинекологической патологии . В настоящее время интерес представ-
ляет разработка экспериментальной модели нарушения полового созревания в периоде детства . Нарушение полового 
созревания может приводить к различным патологическим изменениям в сфере репродуктивного здоровья в будущем, 
актуальность данной проблемы очевидна . Цель работы – изучение современных аспектов моделирования преждевре-
менного полового созревания у девочек .
Методика. Анализ современных отечественных и зарубежных работ, касающихся механизмов преждевременного полового 
созревания и экспериментальных исследований в области моделирования данной патологии в экспериментах на крысах .
Результаты. Преждевременное половое созревание у девочек – нарушение, проявляющееся развитием одного или ком-
плекса признаков половой зрелости до 7 летнего возраста . Детерминация полового развития связана с особенностью гене-
тических и эпигенетических факторов . К последним традиционно относят характер питания, стресс как адаптационную 
реакцию, интегрированную с активацией гормонопоэза . Фактор питания связан с функционированием гормонов жиро-
вой ткани, включая лептин, грелин, эффектами инсулиноподобного фактора роста . В ряде экспериментальных исследова-
ний, связанных с воздействием факторов питания, стресса и световой дезадаптации на репродуктивную систему живот-
ного, доказано значимое влияние последней на нейромедиаторные системы мозга . Наименее изученными в механизме 
преждевременного полового созревания остаются вопросы нейроэндокринной регуляции гонадной оси системой KISS/
KISS1R . Продолжение изучения ассоциации изменения профиля нейромедиаторов моноаминового ряда и динамики кис-
спептина в эксперименте на крысах способно расширить представление о механизмах половой дифференцировки мозга 
и транслировать полученные данные в клиническую практику, связанную с обследованием девочек с преждевременным 
половым созреванием .
Заключение. В связи с малой распространенностью и ограниченностью представлений о патогенезе преждевременного 
полового созревания, данная проблема требует детального изучения . Необходимо дальнейшее изучение патогенетиче-
ских основ данной патологии в условиях биологического моделирования на самках крыс раннего возраста .
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Introduction. Studying pathogenetic mechanisms responsible for development of reproductive disorders in rat models is an 
important direction of modern pathophysiology . The rat has a functioning estrous cycle, a three-week gestation, and a hemocho-
rial placentation . Biological modeling of endocrine gynecological pathology is based on cyclic changes in the ovaries and in the 
epithelium of the rat vagina . Currently, the development of an experimental model of puberty disorders in childhood is of inter-
est . Premature puberty can lead to various pathological changes in future reproductive health . The relevance of this problem is 
obvious . The aim of this work was to study modern aspects of modeling premature puberty in girls .
Method. Modern domestic and foreign reviews on the mechanism of premature puberty and experimental studies of modeling 
this pathology in experiments on rats were analyzed .
Results. Premature puberty in girls is a disorder manifested by the development of one or all signs of puberty as early as before 
the age of 7 yrs . Sexual development is associated with characteristic roles of genetic and epigenetic factors . The latter tradition-
ally include nutrition and stress as an adaptive reaction integrated with the activation of hormone synthesis . The nutrition factor 
is related with the functioning of adipose tissue hormones, including leptin, ghrelin, and the effects of insulin-like growth factor . A 
number of experimental studies on rats addressing effects of nutrition, stress, and light maladaptation on the reproductive system 
have demonstrated its significant effect on brain neurotransmitter systems . Regarding the mechanism of premature puberty, the 
least studied issue is the neuroendocrine regulation of the gonadal axis by the KISS/KISS1R system . Continuing study of the asso-
ciation between changes in the profile of monoamine neurotransmitters and the dynamics of kisspeptin in experiments on rats 
can expand understanding of sexual differentiation mechanisms in the brain . The obtained data can be translated into clinical 
practice for the management of premature puberty in girls .
Conclusion. Due to the rare prevalence of premature puberty and insufficient data on its pathogenesis, this problem requires 
detailed study . It is necessary to further study the mechanism of this pathology by biological modeling on female rats at an early age .
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Введение

Изучение механизмов развития репродуктивных 
нарушений в условиях эксперимента на крысах явля-
ется одним из важных направлений современной пато-
физиологии [1]. На циклических изменениях в яични-
ках и эпителии влагалища крысы базируется биологи-
ческое моделирование эндокринной гинекологической 
патологии. В настоящее время интерес представляет 
разработка экспериментальной модели нарушения по-
лового созревания в периоде детства. Нарушение по-

лового созревания может приводить к различным па-
тологическим изменениям в сфере репродуктивного 
здоровья в будущем, актуальность данной проблемы 
очевидна.

Цель работы – изучение современных аспектов 
моделирования преждевременного полового созрева-
ния у девочек.

Методика

Анализ современных отечественных и зарубежных 
обзоров по теме механизма преждевременного поло-
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вого созревания и экспериментальных исследований 
в области моделирования данной патологии в экспе-
риментах на крысах.

Результаты исследования

Крыса, по аналогии c женской репродуктивной си-
стемой, имеет эстральный цикл, трехнедельную геста-
цию и гемохориальный тип плацентации [2], что дает 
возможность моделировать репродуктивные и геста-
ционные заболевания в динамике ультракороткого 
времени экспериментального наблюдения и экстра-
полировать полученные данные в область изученяе 
механизмов различных репродуктивных нарушений 
у человека [3-5].

Персонализированный подход в экспериментах 
на самках крыс учитывает этапы онтогенеза, включая 
периоды новорожденности, ювенильный, репродук-
тивный (половозрелый) — старше 5 мес и, предстар-
ческий – более 19 мес [6]. Все это позволяет изучать 
механизмы формирования различных репродуктив-
ных заболеваний с учетом возрастных особенностей. 
Однако для изучения ранних репродуктивных нару-
шений, включая преждевременное половое развитие, 
необходимо четко знать референсные границы пери-
ода детства у при моделировании на крысах. С учетом 
данных О.А. Гелашвили, возраст крысы 10 сут соответ-
ствует возрасту ребенка 17 мес (1 год и 5 мес), а 60 сут 
– 104 мес (7–8 лет) [7].

Следует отметить, что половозрелой считают крысу 
потенциально способную принести потомство. Такая 
крыса имеет пятидневный эстральный цикл, состоя-
щий из 4 фаз, включая диэструс, метэструс, проэструс, 
эструс. Наличие эстрального цикла крысы подтвержда-
ет характерная цитологическая картина влагалищного 
мазка, связанная с гормонопоэзом в яичниках. Прео-
вуляторные фолликулы, окруженные множественны-
ми слоями гранулезного (фолликулярного) эпителия 
отчетливо видны у нерожавшей крысы, достигшей по-
ловой зрелости [1, 8]. Крыса в возрасте свыше 18 нед 
и массой более 250 г имеет не связанный с сезонными 
колебаниями и копуляцией регулярный половой цикл 
с множественной беременностью [1, 9]. У половозре-
лой крысы, в независимости от копуляции, отмечается 
спонтанная овуляция, после которой в яичниках раз-
виваются желтые тела разного размера и возраста [9]. 
На циклических изменениях в яичниках и, соответ-
ственно, во влагалищном эпителии крысы базируется 
биологическое моделирование эндокринной гинеколо-
гической патологии. Нами разработаны биологические 
модели таких репродуктивных заболеваний как син-
дром поликистозных яичников, синдром хронической 

ановуляции, которые объясняли патогенез различных 
вариантов олигоменореи у подростков [10, 11]. В на-
стоящее время интерес представляет разработка экс-
периментальной модели ранних репродуктивных нару-
шений, включая преждевременное половое развитие.

Половое развитие – совокупность физиологи-
ческих процессов в организме ребенка, приводящих 
к полной соматической, психологической и половой 
зрелости. Критериями вступления в стадию полового 
созревания у девочек являются рост молочных желез 
(телархе), вторичное оволосение (адренархе) и появ-
ление менархе. При этом телархе и менархе являют-
ся результатом стероидогенеза в яичниках, в то время 
как вторичное оволосение обусловлено андрогенной 
активностью надпочечников. Динамику изменений 
вторичных половых признаков общепринято оцени-
вать по градациям Tanner J. (1962 г), при этом допу-
бертатным значениям соответствует стадия I, которая 
характеризуется отсутствием вторичных половых при-
знаков, II–III стадии – непосредственно период по-
лового созревания и IV–V стадии расцениваются как 
зрелое состояние [12].

Преждевременное половое созревание (ППС) у де-
вочек – нарушение развития девочки, проявляющееся 
одним или всеми признаками половой зрелости в воз-
расте до 7 лет: ускорение линейного роста (150-155см 
в 8-10 лет), опережение костного возраста более чем 
на 2 года [13]. Авторы выделяют гонадотропин-зави-
симую (истинную или центральную) форму ППС, об-
условленную активацией гипоталамо-гипофизарной 
системы и гонадотропин-независимую (ложную или 
периферическую) форму, связанную с избыточной 
секрецией половых гормонов яичниками или надпо-
чечниками [13-16,]. ППС центрального генеза это ор-
фанное заболевание, выявляется с частотой 1 случай 
на 5-10 тыс детей и возникает в результате преждевре-
менной активизации гонадотропной оси [13, 14]. Отме-
чено, что заболевание чаще является идиопатическим 
и может иметь последствия для роста и психосоци-
ального развития [14]. Однако встречаются «ложные» 
формы ППС, при которых имеются новообразования 
в яичниках или надпочечниках [15]. Выделяют также 
неполное ППС, которое проявляется изолированны-
ми признаками вторичного оволосения (преждевре-
менное пубархе), увеличения молочных желез (преж-
девременное телархе) и преждевременного менархе 
[16]. Изолированное телархе относят к распростра-
ненным нарушениям у девочек дошкольного возрас-
та [17, 18]. Установлены 2 патогенетически различные 
формы преждевременного телархе: I вариант проявля-
ется до 3 лет на фоне эстрогенного влияния, II вари-
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ант – в возрасте от 4 до 6 лет на фоне повышенной се-
креции кортизола и пролактина [18].

Известно, что запуск полового развития являет-
ся мультифакторным процессом с определенной ро-
лью генетических и эпигенетических факторов [19]. 
К последним традиционно относят характер питания, 
стресс как адаптационную реакцию, интегрированную 
с активацией гормонопоэза. Метиломное профилиро-
вание девочек с ППС выявило гиперметилирование 
ДНК, что указывает на то, что пубертатный процесс 
связан со специфическими изменениями в эпигене-
тически обусловленном регуляторном контроле [20]. 
Авторы считают, что изменения в метилировании не-
скольких генов ZNF, представляют собой отчетливую 
эпигенетическую модификацию, лежащую в основе 
инициации полового созревания человека.

A. Gradone и соавт. изучили мутации белка MKRN3 
при случаях семейного ППС [21]. Уровни MKRN3 бы-
ли ниже у пациентов с ППС по сравнению с препубер-
татным возрастом и сопоставимы с таковыми для пу-
бертатной стадии. Авторы выявили, что девочки с цен-
тральным ППС имели более низкие периферические 
уровни MKRN3, которые отрицательно коррелирова-
ли с гонадотропинами, эстрогенами и индексом массы 
тела (ИМТ) [21]. Полученные результаты подтвержда-
ют участие MKRN3 в центральном ППС и отсутствие 
вредных мутаций. Кроме того, эти данные указывают 
на роль MKRN3 в сложном механизме, контролиру-
ющем начало полового созревания, и его взаимодей-
ствие с другими факторами, влияющими на половое 
созревание, такими как питание.

Фактор питания связан с функционированием 
гормонов жировой ткани, таких как лептин, грелин, 
эффектами инсулиноподобного фактора роста (ИП-
ФР1). J. Tencer и соавт. провели сравнение концен-
трации сывороточного ингибина В, антимюллерова 
гормона (АМГ) и лептина у девочек с идиопатиче-
ским центральным ППС и оценили способность каж-
дого из этих гормонов прогнозировать возраст менар-
хе [22]. Исследователи установили, что концентрация 
ингибина B положительно коррелировала с возрас-
том дебюта полового созревания, концентрация AMГ 
положительно коррелировала с сывороточным эстра-
диолом и отрицательно – с базальной концентрацией 
ФСГ. Концентрация лептина показала значительную 
положительную корреляцию с менархе, ИМТ и отри-
цательную корреляцию с пиком ФСГ. Авторы разра-
ботали формулы, основанные на концентрациях сы-
вороточного ингибина В и соотношении пиков ЛГ/
ФСГ, отдельно или в комбинации, для прогнозирова-
ния возраста менархе и определении показаний к ле-

чению при ППС [22]. При недостаточности массы те-
ла запуска пубертата не происходит. Менархе связано 
с достижением массы тела 45,5±1,6 кг [13, 23]. Одна-
ко, лептин воздействует на гипоталамус опосредован-
но через нейропептид кисспептин, который являет-
ся положительным модулятором кисспептиновой си-
стемы [23].

Полагают, что половые стероиды активируют се-
крецию гонадотропин-релизинг гормонов гипотала-
муса (ГнРГ) путем прямого и косвенного воздействия 
[24]. Посредниками в данных процессах являются ней-
ромедиаторы, такие как адреналин, норадреналин, до-
фамин, кисспептин и другие. Лиганд-рецепторная си-
стема кисспептина включает ген KISS1, локализован-
ный на 1q32, его продукты – кисспептины и рецептор 
GPR54 [23]. Установлено, что взаимодействие кис-
спептина с рецептором сопровождается активацией 
G-протеинов и увеличением уровня внутриклеточного 
Ca2+ с последующей внутриядерной активацией синте-
за ГнРГ и ингибированием пролиферации клеток [23]. 
Идиопатическое центральное ППС связывают с мута-
цией и полиморфизмом GPR54 и KISS1, что приводит 
к устойчивой стимуляции секреции ГнРГ прямым вли-
янием на ГнРГ-содержащие нейроны, большинство 
из которых экспрессирует рецептор KISS1R. Нейро-
ны, которые экспрессируют KISS1 mRNA, находятся 
в AVPV и ARC ядрах гипоталамуса. KISS1-нейроны 
в ARC участвуют в негативной обратной связи, а в APV 
– в положительной обратной связи регуляции ГнРГ/ЛГ 
половыми стероидами. Кисспептины выполняют роль 
трансмиттеров в передаче сигналов от половых стеро-
идов (эстрогенов, андрогенов), а также осуществляют 
посреднические функции между лептином и ГнРГ- се-
кретирующими центрами гипоталамуса, таким обра-
зом осуществляя процессы «прямой/обратной связи» 
в пределах гонадной оси и сигнализируя об энергети-
ческом балансе в названные центры [25].

В аркуатном ядре гипоталамуса также богато пред-
ставлена и вторая группа посредников ГнРГ-сети. Речь 
идет о нейронах с проопиомеланокортином (proop-
iomelanocortin – POMC), которые в зависимости 
от обстоятельств могут распадаться до бета-эндорфи-
на, адренокортикотропного гормона или меланоцит-
стимулирующего гормона (альфа-МСГ). Если KISS1-
нейроны смыкают вокруг ГнРГ-сети сигналы пищева-
рения и гонад, то РОМСергические клетки работают 
с ней на стыке питания и стресса. Эндорфины (эндо-
генные опиаты) смягчают боль, улучшают настроение, 
но при этом подавляют ГнРГ. Адренокортикотропный 
гормон управляет надпочечниками, предрасполагая 
к подъему уровня кортизола, альфа-МСГ, напротив, 
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прямо стимулирует работу ГнРГ [25]. Чувствительные 
к лептину, инсулину и нейропептиду Y РОМС-ней-
роны – хорошие кандидаты для передачи пищевых 
сигналов ГнРГ-нейронам. И действительно, подоб-
но KISS1-нейронам, РОМС-нейроны распространя-
ют свои окончания к ГнРГ, образуя с ней синаптиче-
ские контакты. Возможность РОМС-нейронов рас-
щепляться на 3 разнонаправленных продукта является 
ярким примером гибкой контекстуальной регуляции 
ГнРГ-сети, а через нее и всей половой системы [25].

Популяция KISS1ергических нейронов воспри-
нимает сигналы всех типов и является, по-видимому, 
основным стимулятором ГнРГ-сети. Огромную роль 
играют сигналы голода и насыщения, передаваемые 
ради гибкости управления несколькими аналитиче-
скими узлами гипоталамуса [26].

Гонадотропин-зависимое ППС в подавляющем чис-
ле случаев является идиопатическим, вызванным мута-
цией в генах, включающих GNRH1, GNRHR, GNR54, FG-
FR1, FGF8, PROKR2, PROK2, TAC3, TACR3, KAL1, CHD7, 
LEP, LEPR, PC1, DAX1, SF-1, HESX-1, LHX3, PROP-1, 
KISS1, SISS1R, MKNR3 и DLK1. Доказано, что секреция 
ГнРГ регулируется кисспептином посредством пермис-
сивных или подавляющих сигналов, исходящих от ней-
рокинина В и динорфина. В современной литературе 
есть данные о разделении центральной формы ППР на 
центральную форму ППР 1 и 2 типа (CPPB1, CPPB2) 
в зависимости от участия в механизме развития KIS-
SIR1 (CPPB1) или MKRN3 (CPPB2) [25, 26]. В тоже вре-
мя эпигенетические модификации играют также важ-
ную роль в начале пубертата [27].

Опухоли надпочечников у детей являются редки-
ми, но значительными причинами вирилизации и пе-
риферического преждевременного полового созрева-
ния (ППС) [15]. Аденома надпочечников может прояв-
ляться как изосексуальным ППС, так и вирилизацией 
у девочек. У этих пациентов следует тщательно оце-
нивать яичники. Длительное воздействие андрогена 
и эстрогена может приводить к мультикистозному из-
менению структуры яичников, что приведет к сохра-
нению высокого уровня эстрогена и инициации ППС. 
Распространенность внутричерепных поражений сре-
ди девочек с диагнозом ППС, была ниже, чем сообща-
лось ранее, ни одно из выявленных поражений не тре-
бовало лечения [28]. Результаты исследований подтвер-
ждают, что польза от плановых МРТ у девочек с ППС 
старше 6 лет без каких-либо неврологических проблем 
не является четкой [29]. Авторами было обнаружено, 
что при диагностике ППС следует учитывать уров-
ни сывороточного лютеинизирующего гормона, ФСГ 
и инсулиноподобного фактора роста I [30].

Низкий прогнозируемый рост и психосоциальная 
неадекватность при ППС диктуют необходимость те-
рапевтической коррекции у девочек с преждевремен-
ным половым созреванием [31, 32]. Основой лечения 
с целью сохранения нормального роста являются ана-
логи ГнРГ [33].

L. Soriano-Guillén, J. Argente считают, что повреж-
дения ЦНС чаще встречаются у мальчиков, а идио-
патическая этиология ППС – у девочек [34]. Однако 
в последнее десятилетие количество идиопатических 
случаев уменьшилось благодаря открытию мута-
ций в разных генах, включая KISS1, KISS1R, MKRN3 
и DLK1, которые вызывают ППС. Генетическое тести-
рование должно быть включено в диагностику ППС, 
особенно в семейных случаях. Установлено, что ран-
нее половое созревание оказывает отрицательное вли-
яние на конечный рост [34].

Обсуждение

Таким образом, управление половой системой 
включает минимум 3 физиологических аспекта: стресс, 
энергетический баланс и активность гонад. Мы проа-
нализировали эксперименты, связанные с воздействи-
ем на репродуктивную систему крысы факторов пи-
тания, стресса и световой дезадаптации. Последний 
фактор связан с секрецией мелатонина, обладающего 
антиоксидантными, противовоспалительными и седа-
тивными эффектами [35, 36].

В экспериментах Жуковой О.В. и соавт. показа-
на возрастная динамика эстральной функции самок 
крыс, находящихся с рождения в условиях стандарт-
ного освещения и получающих с 5-месячного возрас-
та ежедневно 5 дней в неделю вместе с питьевой водой 
в ночное время блокатор мелатониновых рецепторов – 
лузиндол (N-Acetyl-2-benzyl-tryptamine) в концентра-
ции 10 мг/л [37-39]. Авторы показали уменьшение ко-
личества коротких и увеличение количества длинных 
эстральных циклов через 1 мес применения лузиндо-
ла. Установлено, что блокада мелатониновых рецеп-
торов вызывала появление преждевременных возраст-
ных изменений эстральной функции у самок крыс: до-
стоверное уменьшение количества регулярных циклов 
и появление иррегулярных эстральных циклов (с 6-ме-
сячного возраста); более раннее увеличение продол-
жительности овуляторного цикла (с 9-месячного воз-
раста). Авторы считают, что блокада мелатониновых 
рецепторов могла привести к усилению секреции го-
надолиберинов и гонадотропинов, в результате чего 
активация роста и развития фолликулов в яичниках 
способствовала более длительному выделению эстро-
генов и изменению фаз овуляторного цикла. Несмо-
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тря на различные механизмы развития недостаточно-
сти мелатонинергической системы – снижение вы-
работки мелатонина (при воздействии постоянного 
освещения) или блокада мелатониновых рецепторов 
(при применении лузиндола) – эффекты действия на 
овуляторную функцию аналогичны [37-39]. Е.С. Обу-
ховой и соавт. показано, что в режиме световой депри-
вации возрастные изменения овуляторного цикла на-
ступают позднее по сравнению с подобными измене-
ниями у контрольных самок в условиях стандартного 
освещения. При блокаде мелатониновых рецепторов 
лузиндолом динамика старения репродуктивной си-
стемы соответствовала таковой в контрольной группе 
при стандартном освещении [40].

Мелатонинергическую система, выделенная 
в 2006 г. P. Pevet в отдельную структуру характеризу-
ется циркадианной и циркануальной ритмичностью, 
светочувствительностью и возрастным прогрессиру-
ющим ослаблением активности [41]. Особый интерес 
к мелатонинергической системе связан с генетическим 
механизмом старения и механизмами контроля цирка-
дианного ритма. На крысах Вистар показано, что угне-
тение функции эпифиза при пребывании в различных 
модельных условиях десинхроноза, включая использо-
вание лузиндола (антагонист мелатониновых рецепто-
ров) способствует преждевременному старению, раз-
витию новообразований и сокращению продолжитель-
ности жизни лабораторных животных, в то время как 
отсутствие освещения угнетает канцерогенез и увели-
чивает продолжительность жизни.

Световое загрязнение является частью современ-
ного образа жизни и рассматривается как один из ве-
дущих экологических факторов преждевременного 
старения организма [42-44]. Длительное избыточное 
освещение в ночные часы способствует угнетению ме-
латонинобразующей функции эпифиза и ускорению 
процессов старения этого органа, приводя к наруше-
нию эндогенного суточного ритма мелатонина и сни-
жению его концентрации в крови. Воздействие посто-
янного освещения на исследуемые параметры изуче-
но в разные возрастные периоды – антенатальный, 
ранний и поздний постнатальный. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что световое загрязнение 
и нарушение фотопериода приводит к возникновению 
десинхроноза, что, в свою очередь, ведет к развитию 
преждевременного старения. Однако авторы отмеча-
ют, что возможно и преждевременная активация ре-
продуктивной системы [42-44].

Значительная часть репродуктивных нарушений 
связана со стрессом [45]. Стресс не тождественен про-
сто нервному напряжению, это неспецифическая ре-

акция на изменения условий, которые требуют адап-
тации. Стрессорные факторы стратифицируют на фи-
зические, метаболические и психологические. Важную 
роль играют расстройства биологических ритмов орга-
низма, психологические особенности. В целом стресс 
при репродуктивных нарушениях, включая ППС ча-
сто реализуется через транзиторную гиперпролакти-
немию или активацию глюкокортикоидной функции 
надпочечников [17, 18, 24].

Важная роль в механизмах полового созревания 
отводится взаимодействию нейромедиаторных систем 
мозга. И.Л. Никитина и соавт. отмечают их роль наряду 
с межнейрональным сигналингом в формировании по-
ловой дифференцировки мозга и полового поведения 
[46]. Наименее изученными остаются вопросы нейро-
эндокринной регуляции гонадной оси системой kiss/
kiss1R. Авторы изучили профиль моноаминовых ме-
диаторов в ЦНС в ассоциации с уровнем кисспепти-
нов в крови у потомства женского пола гиперандроге-
низированных на разных сроках гестации самок крыс. 
Модель пренатальной гиперандрогенизации создана 
на самках крыс линии Wistar (50 крыс) путем внутри-
брюшинного введения тестостерона беременным сам-
кам на 11-е и 18-е сут гестации. В ядрах гипоталаму-
са потомства этих животных выявлено статистически 
значимое повышение концентрации норэпинефрина 
в 3-м триместре соответственно. Уровень кисспепти-
на статистически значимо возрастал у животныхв обе-
их опытных группах при гиперандрогенизации на бо-
лее поздних сроках гестации. Избыток тестостерона на 
ранних сроках гестации оказывает тератогенное дей-
ствие на потомство. Разнонаправленные изменения 
нейромедиаторного сигналинга, возникшие на фоне 
пренатальной гиперандрогенизации на поздних сро-
ках гестации, опосредованно могут приводить к ин-
версиям половой дифференцировки и полового пове-
дения. Пренатальная гиперандрогенизация ассоции-
рована с повышением уровня кисспептина крови, что 
позволяет предположить опосредованное влияние ги-
перандрогенизации на поздних сроках гестации на ак-
тивацию кисспептинового сигналинга и ассоцииро-
ванную с этим активацию гонадной оси. Продолжение 
изучения ассоциации изменения профиля нейромеди-
аторов моноаминового ряда и динамики кисспептина 
способно расширить понимание механизмов половой 
дифференцировки мозга и транслировать полученные 
данные в клиническую практику [47].

Заключение

В связи с редкой распространенностью, недоста-
точных данных о патогенезе ППС, данная проблема 
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требует детального изучения. Нарушение полового со-
зревания может приводить к различным патологиче-
ским изменениям в сфере репродуктивного здоровья 
девочки в будущем. Актуальность данной проблемы 
очевидна и требует особого внимания в плане дальней-
шего изучения данной патологии в условиях биологи-
ческого моделирования на самках крыс раннего воз-
раста.
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