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Актуальность. Рак легкого – наиболее распространенное злокачественное новообразование во всем мире: в 2020 г. было 
диагностировано более 2,2 млн новых случаев, с высокой частотой неблагоприятного исхода – более 1,7 млн случаев. Немел-
коклеточный рак легкого (НМРЛ) составляет примерно 85% всех случаев рака легкого. Важную роль в патогенезе этого 
вида рака играет аберрантное метилирование CpG-островков промоторных областей в генах, ассоциированных с апопто-
зом. Ранее имелись сообщения о гиперметилировании генов DAPK1, APAF1, BCL2 в некоторых видах опухолей, но данные 
о роли метилирования этих генов в прогрессии НМРЛ представлены единичными сообщениями. Вопрос о роли метили-
рования промоторных CpG-островков в регуляции активности генов BIM, BAX и патогенезе НМРЛ до настоящего момента 
не выяснен. Цель – исследование изменений уровня экспрессии и метилирования генов системы апоптоза при НМРЛ.
Методика. Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онкологии ФГБУ РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина. Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани стандартным методом. Анализ уровня метилирования про-
водили с применением бисульфитной конверсии ДНК и количественной метилспецифичной ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в 
реальном времени. Анализ уровня экспрессии проводили методом ПЦР в реальном времени с использованием интерка-
лирующего красителя SYBR-Green I. Для оценки значимости различий между исследуемыми группами применяли непара-
метрический критерий Манна–Уитни для независимых выборок.
Результаты. С применением ПЦР в реальном времени показано статистически значимое (р<0.05) увеличение уровня мети-
лирования генов BAX, DAPK1 и BIM и снижение для гена BCL2 в образцах опухолей по сравнению с парной гистологически 
нормальной тканью легкого. Показано, что в исследованных первичных опухолях уровни метилирования генов BAX, BIM 
и BCL2 статистически значимо ассоциированы с уровнями их экспрессии у больных с НМРЛ. Нами впервые показано уве-
личение уровня метилирования гена BAX при одновременном снижении его экспрессии в образцах опухоли с наличием 
метастазов в лимфатические узлы по сравнению с образцами опухоли без оных (р=0.033, FDR=0.05 и р<0.01, FDR=0.05, соот-
ветственно).
Заключение. Обнаруженные нами новые закономерности представляют интерес для понимания механизмов развития 
НМРЛ, могут стать основой диагностики и прогноза течения этого заболевания, а также помочь в корректировании хода 
лечения с учетом патофизиологических особенностей опухоли.
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Background. Lung cancer is the most common malignant neoplasm worldwide: in 2020 more than 2.2 million new cases and more 
than 1.7 million cases with a high frequency of adverse outcome were diagnosed. Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for 
approximately 85% of all lung cancers. An important role in the pathogenesis of this type of cancer is played by aberrant methyla-
tion of CpG islands of promoter regions in apoptosis-related genes. Previous studies have reported hypermethylation of the DAPK1, 
APAF1, and BCL2 genes in some types of tumors, but reports of the role of methylation of these genes in the progression of NSCLC 
are scarce. The role of the promoter CpG islands methylation in the regulation of BIM, BAX gene activity and in the pathogenesis of 
NSCLC has not yet been clarified. Aim. To study changes in the expression and methylation levels of apoptosis-related genes in NSCLC.
Methods. Samples of NSCLC tumors were collected and clinically characterized at the Blokhin Research Institute of Clinical Oncol-
ogy. High-molecular DNA was isolated from the tissue by the standard method. The methylation level was analyzed using bisulfite 
DNA conversion and quantitative methylation-specific PCR (MS-PCR) with real-time detection. The expression level was measured 
by real-time PCR using the intercalating dye SYBR-Green I. The nonparametric Mann-Whitney criterion for independent samples 
was used to assess the significance of differences between the study groups.
Results. Real-time PCR detected a significant (p<0.05) increase in the methylation level of the BAX, DAPK1, and BIM genes and 
a decrease in the BCL2 gene in tumor samples compared to matched, histologically normal lung tissue. In the studied primary 
tumors, the methylation levels of the BAX, BIM and BCL2 genes were significantly associated with respective expression levels in 
patients with NSCLC. For the first time, this study demonstrated an increased methylation level of the BAX gene with a simulta-
neous decrease in its expression in tumor samples in the presence of lymph node metastases compared to tumor samples with-
out metastases (p=0.033, FDR=0.05 and p<0.01, FDR=0.05, respectively).
Conclusion. Thus, the discovered new patterns are of interest for understanding the mechanisms of NSCLC development, can 
form a basis for diagnosis and prognosis of the course of this disease, and also help adjusting the management considering the 
pathophysiological features of the tumor.
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Введение

Несмотря на последние достижения в области про-
филактики, выявления и лечения рака, рак легкого 
остается наиболее распространенным злокачествен-
ным новообразованием во всем мире. Так, в 2020 г. бы-
ло выявлено более 2,2 млн. новых случаев [1]. Следует 
отметить, что низкий уровень мониторинга и раннего 
выявления рака лёгкого приводит к поздней постанов-
ке диагноза у значительной части пациентов с данным 
заболеванием, что в свою очередь обеспечивает небла-
гоприятный прогноз и исход (более 1,7 млн случаев). 
В российской популяции онкобольных в 2020 г.  рак 
легкого диагностирован у 54 375 человек, в то же вре-
мя у 39 371 человек диагностирован неблагоприятный 
исход. От рака легкого ежегодно умирает больше боль-
ных, чем от рака простаты, молочной железы и толстой 
кишки вместе взятых [2]. Поэтому многочисленные ис-
следования сосредоточены на выявлении специфиче-
ских и клинически применимых молекулярных био-
маркеров для раннего выявления рака легкого. 

Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) состав-
ляет примерно 85% всех случаев рака легкого. НМРЛ 
гистологически подразделяется на 2 основных под-
типа: плоскоклеточный рак (ПРЛ) и аденокарцино-
му (АДК) [3].

Следует отметить, что механизм онкогенеза НМРЛ 
связан с нарушением динамической регуляции клеточ-
ных процессов и обусловлен эпигенетическими фак-
торами, которые играют критическую роль в регуля-
ции экспрессии генов, в том числе и генов апоптоза, 
задействованных в патогенезе разных онкологических 
заболеваний, в том числе и НМРЛ [4]. Существует два 
пути активации апоптоза: рецептор-зависимый (внеш-
ний сигнальный путь с участием рецепторов смерти) 
и рецептор-независимый (внутренний митохондри-
альный) [5, 6]. Одним из основных генов, участвую-
щих в рецептор-зависимом сигнальном пути акти-
вации апоптоза, является ген DAPK1 (Death-associat-
ed protein kinase 1, 9q21.33). При реакции стимуляции 
(например, апоптотическими индукторами, онкоге-
нами), увеличивается экспрессия рDAPK1, в резуль-
тате чего опосредованно происходит активация р53 че-
рез путь p14/p19ARF, что в конечном счете, приводит 
к апоптозу [7, 8]. 

Митохондриальный путь активации апоптоза ин-
дуцируется повреждением ДНК, действием радиации, 
цитотоксических агентов, глюкокортикоидов и т.д. 
Он связан с экспрессией генов BCL2L11/BIM (BCL2 
like 11/BCL-2-interacting mediator of cell death, 2q13) 
и BAX (BCL-2 associated x protein, 19q13.33) [9]. Эти 

белки вызывают повышение проницаемости мембра-
ны митохондрий, в результате в цитоплазму поступа-
ет апоптогенный белок цитохром С, который вместе 
с белковым продуктом гена APAF1 (Apoptosis Protease 
Activating Factor-1, 12q23.1) образует комплекс с каспа-
зами необходимыми для протекания процесса апопто-
за [10]. Напротив, белковый продукт гена BCL2 (B-cell 
lymphoma 2, 18q21.3) способствует понижению прони-
цаемости мембраны митохондрий и может остановить 
процесс апоптоза. Кроме того, Bcl-2 образует комплекс 
с фактором апоптоза Apaf-1, что сдерживает активацию 
каспазо-зависимого пути апоптоза [11].

Ранее имелись сообщения об аномальном мети-
лировании генов DAPK1, APAF1, BCL2, BIM/BCL2L11 
в некоторых видах опухолей, но данные о роли метили-
рования этих генов в прогрессии НМРЛ представлены 
единичными сообщениями [4, 12, 13]. Вопрос о роли 
метилирования промоторного CpG-островка в регуля-
ции активности гена BAX и патогенезе НМРЛ не выяс-
нен (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, июнь 2022). 

Цель  работы – исследование изменений уровня 
экспрессии и метилирования генов системы апопто-
за, а именно, про-апоптозных генов APAF1, DAPK1, 
BIM, BAX, и анти-апоптозного гена BCL2 в прогрес-
сии НМРЛ.

Методика 
Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически 

охарактеризованы в НИИ клинической онкологии  
ФГБУ РОНЦ им. Н.Н. Блохина по системе TNM в со-
ответствии с классификацией RUSSCO. Исследование 
проведено с соблюдением принципов добровольности 
и конфиденциальности,  одобрена этическим комите-
том института и выполнялась по международным пра-
вилам работы с биоматериалом людей. 

В табл. 1 приведены обобщенные данные по кли-
нико-патоморфологическим характеристикам 28 ис-
следованных парных образцов НМРЛ.    

Высокомолекулярную ДНК и РНК выделяли 
из ткани стандартными методами. Анализ уровня ме-
тилирования проводили с применением бисульфит-
ной конверсии ДНК и количественной метилспеци-
фичной ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в реальном вре-
мени, как описано в работе [14]. Последовательности 
олигонуклеотидов и условия проведения МС-ПЦР взя-
ты из [15]. Исследование было проведено с использо-
ванием оборудования ЦКП «Прикладная Генетика» 
МФТИ. (Соглашение № 075-15-2021-684).

Анализ уровня экспрессии мРНК пяти генов APAF1, 
DAPK1, BIM, BAX, BCL2 проводили методом количе-
ственной ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с исполь-
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зованием интеркалирующего флуоресцентного красите-
ля SYBR Green I в составе набора qPCRmix-HS SYBR (5х) 
в соответствии с протоколом производителя (Евроген, 
Россия) на амплификаторе BioRad CFX96 qPCRSystem 
(Bio-Rad, США), последовательности праймеров для ге-
на BIM приведены в табл. 2. Праймеры для генов APAF1, 
DAPK1, BCL2, BAX и гена B2M, являющегося эндогенным 
внутренним контролем, относительно которого и прово-
дили нормирование продуктов амплификации исследу-
емого гена, взяты из работ [16, 17].

Все реакции ПЦР повторяли трижды. В качестве от-
рицательного контроля использовали пробы без кДНК.  
Данные анализировали с использованием относитель-
ной количественной оценки по ΔΔCt-методу. Изме-
нения уровня экспрессии менее чем в 2 раза (|ΔΔCt| 
≤ 2) рассматривали как отсутствие изменений [18]. 

Статистический анализ. Статистическая обработ-
ка результатов осуществлялась с использованием паке-
та статистических программ «IBM SPSS Statistics 22» и  
включала определение медианы (Ме) и интерквар-
тильного размаха (Q1–Q3). Для оценки значимости 
различий применялся непараметрический критерий 
Манна–Уитни, критерий Краскала–Уоллиса. Кор-
реляционный анализ проводили посредством расче-
та коэффициента корреляции Спирмена и уровня его 
значимости. Различия считали существенными при 
р<0.05, где р – показатель статистической значимости  
различий между изучаемыми выборками. Применяли 
поправку на множественное сравнение Бенджамини–
Хохберга и оценивали величину FDR (false discovery 
rate, частота ложного обнаружения).

Результаты 

В результате исследования уровня метилирова-
ния 5 апоптоз-ассоциированных белоккодирующих 
генов на 28 парных образцах НМРЛ было показано 
статистически значимое повышение уровня метили-
рования в опухолях легкого в сравнении с условной 
нормой для генов BAX, DAPK1 и BIM (p≤0.001, р=0.035 
и р=0.05, соответственно, FDR=0.05) (рис. 1, а). В то же 
время для анти-апоптозного гена BCL2 показано зна-
чимое снижение уровня метилирования в опухолях 
НМРЛ в сравнении с условной нормой (рис. 1, а).

Стоит отметить, что при изучении уровня экс-
прессии мРНК (рис. 1, б), кодируемых этими генами, 
выявлено статистически значимое снижение уровня 
экспрессии у BAX и повышение экспрессии у BCL2 
(p=0.0002, FDR=0.05 и р=0.0029, FDR=0.05, соответ-
ственно).

Полученные нами данные о метилировании изу-
ченных генов нашли свое подтверждение в ряде работ 

Таблица 1/Table 1

Клинико-патоморфологические параметры больных НМРЛ

Clinical and pathomorphological parameters of NSCLC patients

Клинико-патоморфологический параметр
 Clinical and pathomorphological parameters n, (%)

Гистологический ди-
агноз
Histological diagnosis

Плоскоклеточный рак 
легкого

Squamous cell lung cancer
15, (53,6)

Аденокарцинома легкого
Adenocarcinoma of lung 13, (46,4)

Стадия опухолевого 
процесса
Stage of tumor process

I 11, (39,3)

II 8, (28,6)

III 7, (25,0)

IV 2, (7,1)

Степень  
дифференцировки
Differentiation grade

G1 2, (7,1)

G2 14, (50,0)

G3 12, (42,9)

Размер первичной 
опухоли
Primary tumor size

T1 4, (14,3)

T2 18, (64,3)

T3 4, (14,3)

T4 2, (7,1)

Лимфогенное  
метастазирование
Lymphogenic 
metastasis

N0 12, (42,9)

N1-3 16, (57,1)

Статус курильщика
Smoker status

Курит / Smokes 14, (50,0)

Не курит / No Smokes 14, (50,0)

Таблица 2/Table 2

Используемые праймеры для ПЦР-РВ

RT-PCR primers usde

Ген 
Gene 

Структура праймеров (5’-3’) 
Primer Structure (5’-3’) Тотж, 0С

Размер продукта
п.н.

Product size

BIM F: TGCCAGGCCTTCAACCACTATCTCA
R: GGGTGGTCTTCGGCTGCTTGGTAAT 60 176



ISSN 0031-2991 9

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(4)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.5-12

зарубежных авторов. Так в работе [19] метилирование 
гена DAPK1 было значительно выше при раке легкого, 
чем в незлокачественных тканях легкого (32/104 (31%) 
против 3/16 (19%), р = 0,022). Высокий уровень мети-
лирования гена DAPK1 был также отмечен и в других 
работах на раке легкого [8, 20]. 

Для гена BIM не все так однозначно. Нами показа-
но статистически значимое повышение уровня мети-
лирования гена в опухоли, что косвенно подтвержда-
ется работами зарубежных авторов, выполненных при 
других видах онкологии [21, 22]. Однако в работе [13] 
проведенной на образцах НМРЛ было показано, что 
основным эпигенетическим процессом инактивации 
гена BIM является ацетилирование гистонов.

Данные о гипометилировании гена BCL2 и его ги-
перэкспрессии в опухоли нашли свое подтверждение 
в литературе [23, 24] 

Далее нами был проведен корреляционный анализ 
зависимости между уровнем метилирования исследован-
ных генов и экспрессией кодируемых ими мРНК. Обна-
ружено, что в исследованных первичных опухолях уров-
ни метилирования генов BAX, BIM и BCL2 статистиче-
ски значимо ассоциированы с уровнями их экспрессии 
у больных с НМРЛ. Так, для гена BCL2 было показано, 
что со снижением уровня метилирования в опухолевой 
ткани происходит статистически значимое (Rs=-0.783, 
р<0.001, FDR = 0.01) увеличение уровня экспрессии его 
мРНК. На рис. 2 представлены корреляционные зависи-
мости между уровнем экспрессии мРНК и уровнями ме-
тилирования генов BAX и ВIM у больных НМРЛ.

Основываясь на полученных нами данных о силь-
ной отрицательной корреляции метилирования с экс-
прессией, можно сказать, что полученные результа-
ты свидетельствуют о том, что гиперметилирование 
в опухоли является биологическим маркером изме-
нения экспрессии генов мРНК. Следует подчеркнуть, 
что наши результаты согласуются как с данными ми-
ровых исследователей, полученными для других генов 
при НМРЛ, так и нашими собственными, полученны-
ми для других видов онкологии [4, 18, 25]

Во второй части нашей работы мы провели ана-
лиз изменения уровня метилирования и экспрессии 
в образцах первичных опухолей НМРЛ с учётом кли-
нико-патоморфологических особенностей опухоли, 
таких как: стадия опухолевого процесса, размер опу-
холи, степень дифференцировки, наличие лимфоген-
ного метастазирования, гистологического типа опухо-
ли и статуса курильщика. 

Нами впервые показано увеличение уровня мети-
лирования гена BAX в образцах опухоли с наличием 
метастазов в лимфатические узлы по сравнению с об-
разцами опухоли без оных (р=0.033, FDR=0.05) (рис. 3). 
Следует отметить, что показатели уровня экспрессии 
мРНК BAX в опухоли при этом статистически значи-
мо снижались (р<0.01, FDR=0.05) (рис. 3). Таким об-
разом, можно предположить, что данный ген являет-
ся важным маркером прогрессии НМРЛ. Об изменен-
ной экспрессии BAX часто сообщают при НМРЛ [26]. 
Однако ни в одном из этих исследований не сделан 
вывод о том, что измененная экспрессия BAX имеет 

Рис. 1. Профили метилирования (а) и экспрессии (б) генов APAF1, BAX, BIM, DAPK1, BCL2 в образцах НМРЛ. Рассчитано с применением непараме-
трического критерия Манна–Уитни. Показаны медианы и диапазон: верхний (3-й) и нижний (1-й) квартили.

Fig. 1. Methylation (a) and expression profiles (b) of APAF1, BAX, BIM, DAPK1, BCL2 genes in NSCLC samples.  Calculated using nonparametric Mann–
Whitney test. Medians and range are shown: upper (3rd) and lower (1st) quartiles.
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Рис. 2. Связь между экспрессией мРНК и метилированием ДНК.

По оси абсцисс – уровни экспрессии мРНК, определенные с помощью количественного анализа RT-PCR. По оси ординат – уровень метилиро-
вания ДНК (%) для каждого конкретного образца, исследованного с помощью количественной МС-ПЦР. Коэффициент корреляции Спирмена 
Rs и p-значение (двустороннее) корреляции отображаются в правом верхнем углу каждого графика.

Fig 2. Relationship between mRNA expression and DNA methylation. 

Abscissa: mRNA expression levels determined by quantitative RT-PCR analysis. Ordinate: the level of DNA methylation (%) for each specific sample stud-
ied by quantitative RT-PCR. The Spearman correlation coefficient Rs and the p-value (two-sided) of the correlation are displayed in the upper right cor-
ner of each graph.

Рис. 3. Профиль метилирования и экспрессии для гена BAX в образцах 
НМРЛ с учётом наличия или отсутствия лимфогенного метастазирова-
ния. Рассчитано с применением критерия Манна–Уитни. Показаны ме-
дианы и диапазон: верхний (3-й) и нижний (1-й) квартили. 

Fig. 3. Methylation and expression profile for the BAX gene in NSCLC sam-
ples based on the presence or absence of lymphogenic metastasis. Calcu-
lated using the Mann–Whitney criterion. Medians and range are shown: 
upper (3rd) and lower (1st) quartiles. 

существенное значение в качестве прогностического 
маркера, хотя ни одно из них не исследовали экспрес-
сию BAX совместно с метилированием его промотор-
ного CpG-островка.

 В нашей работе нам не удалось выявить значи-
мых изменений в уровнях метилирования и/или экс-
прессии у генов DAPK1, BCL2, BIM, APAF1, связанных 
с прогрессией НМРЛ, но в работе китайских ученых, 
показано, что увеличенный уровень метилирования 
гена DAPK1 не только  связан с развитием метастазов, 
но и с плохим прогнозом у пациентов с НМРЛ [27]. 

Таким образом, исследованные гены играют су-
щественную роль в процессах клеточного гомеостаза 
и в случае нарушения динамических процессов эпи-
генетической регуляции могут быть вовлечены в пу-
ти злокачественной трансформации, в частности при 
НМРЛ и его гистологических подтипах.

Заключение

Таким образом, в проведенном нами исследовании 
показана корреляция уровня метилирования с уровнем 
экспрессии для исследуемых генов при НМРЛ. Во-пер-
вых, выявлено статистически значимое снижение уров-
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ня экспрессии мРНК при гиперметилировании генов 
BAX, BIM у больных НМРЛ. И напротив, для BCL2 
показано статистически значимое увеличение уровня 
экспрессии мРНК при общем снижении уровня мети-
лирования в опухоли. Во-вторых, показана взаимос-
вязь между изменением уровня экспрессии от уровня 
метилирования промоторного CpG-островка для гена 
BAX при метастазировании опухоли в лимфатические 
узлы. Таким образом, выявленные нами особенности 
представляются важными для понимания патогенеза 
НМРЛ; а исследование уровня метилирования и/или 
экспрессии может найти применение при разработке 
персонифицированных подходов к диагностике, про-
гнозу и терапии больных НМРЛ.

Авторы благодарят Российский онкологический на-
учный центр им. Н.Н. Блохина за сбор и клинико-гисто-
логическую характеристику образцов НМРЛ.
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Белозор О.С.1, Шуваев А.Н.2, Фрицлер Я.В.2, Шуваев А.Н.1

Мутантный Атаксин-1 с патологически удлинённой 
полиглутаминовой цепочкой нарушает морфологию  
и эндоканнабиноид-опосредованную синаптическую 
пластичность в клетках Пуркинье СЦА1 модельных мышей

1ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Минздрава России, НИИ 
Молекулярной медицины и патобиохимии, 
660022, Красноярск, Россия, ул. Партизана Железняка, д. 1;

2ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет», 
660041, Красноярск, Россия, пр. Свободный, д. 79

Введение. Спиноцеребеллярная атаксия первого типа (СЦА1) представляет собой нейродегенеративное заболевание, кото-
рое обычно поражает мозжечок.  В Российской Федерации  СЦА1  является наиболее часто наблюдаемым заболеванием  среди 
аутосомно-доминантно наследуемых атаксий. Причиной заболевания является экспансия CAG-повторов в кодирующей обла-
сти гена белка атаксина-1. Ранее на модели СЦА3 было показано, что CRAG является фактором, ограничивающим скорость 
деградации патологических форм полиглутаминовых белков, а направленная экспрессия CRAG является потенциальной 
генной терапией полиглутаминовых болезней. В этой работе  для выявления патологии мутантного атаксина-1 и установле-
ния влияния экспрессии CRAG на этот процесс охарактеризованы электрофизиологические аномалии зрелых мышей СЦА1.
Цель работы – изучение влияния молекулы CRAG на морфологию клеток Пуркинье (КП) и эндоканнабиноид-опосредо-
ванную синаптическую пластичность в мозжечке СЦА1 модельных животных.
Методика. В исследованиях была использована трансгенная модель СЦА1 с экспрессией гена белка атаксина-1 с 82 повто-
рами CAG. Для исследования влияния CRAG, мышам на 1-2-й постнатальный день внутривенно вводили векторную кон-
струкцию pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG. Исследование выполнено на 4-месячных мышах линии CD1, которые были разде-
лены на 3 группы: 1-я группа (контрольная) – дикий тип (ДТ), 2-я и 3-я группы – СЦА1 модельные мыши: 2-я группа без экс-
прессии молекулы CRAG, 3-я – экспрессирующие молекулу CRAG: СЦА1 CRAG (–) и СЦА1 CRAG (+) соответственно. Влияние 
СRAG оценивали с помощью методов электрофизиологии: оценивали пассивные и активные свойства мембраны, эндо-
каннабиноид-опосредованную кратковременную пластичность (SSE).
Результаты. Установлено, что экспрессия мутантного атаксина-1 способствует уменьшению ёмкости мембраны КП моз-
жечка, вследствие чего уменьшаются время нарастания и время спада возбуждающих постсинаптических токов в синапсах 
КП с параллельными волокнами. Также в этих синапсах наблюдалось нарушение SSE. Было выявлено, что экспрессия CRAG в 
модельных мышах СЦА1 способствует восстановлению морфологии КП и нормализации кратковременной пластичности SSE.
Заключение. СЦА1 модельные мыши демонстрируют выраженное нарушение морфологии КП и SSE в мозжечке. Экспрес-
сия CRAG вызывает нейропротекторное действие в виде восстановления морфологии и синаптической пластичности КП.

Ключевые слова: спиноцеребеллярная атаксия 1-го типа; клетки Пуркинье; электрофизиология; кратковременная 
синаптическая пластичность
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Mutant Ataxin-1 with an abnormally expanded polyglutamine chain disrupts morphology and 
endocannabinoid-mediated synaptic plasticity in Purkinje cells of SCA1 model mice
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Background. Spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) is a neurodegenerative disease that affects the cerebellum and brainstem. It is 
the most common disease among autosomal dominant inherited ataxias in the Russian Federation. The disease is caused by expan-
sion of CAG repeats in the coding region of the ataxin-1 protein gene. Previously, it was shown on a SCA3 model that CRAG is a mol-
ecule that limits the degradation rate of pathological forms of polyglutamine proteins. For this reason, the directed expression of 
CRAG may be a potential gene therapy for polyglutamine diseases. In this study, we characterized the electrophysiological abnormal-
ities of mature SCA1 mice to elucidate the effect of pathological mutant ataxin-1 and the impact of CRAG expression on this process.
Aim. To study the effect of the CRAG molecule on Purkinje cell (PC) morphology and endocannabinoid-mediated synaptic plas-
ticity in the cerebellum of SCA1 model mice.
Methods. In this study, we used a transgenic SCA1 murine model with the expression of the ataxin-1 protein gene with 82 CAG 
repeats. For the CRAG expression, mice were intravenously injected with the pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG vector at the first or 
second postnatal day. The study was performed on 4-month-old CD1 mice, which were divided into three groups: control, wild 
type (WT); SCA1 model mice without the CRAG molecule expression (SCA1 CRAG (-)); and SCA1 model mice expressing the CRAG 
molecule (SCA1 CRAG (+)). We examined the effect of CRAG using electrophysiological studies: determination of passive and active 
properties of membranes and endocannabinoid-mediated environmental plasticity (SSE).
Results. The mutant ataxin-1 expression decreased the cerebellar PC membrane capacitance, which led to decreases in the rise 
and decay times of the excitatory postsynaptic currents in PC synapses to parallel fibers. Also, SSE was altered in these synapses. 
It was found that the CRAG expression in SCA1 model mice partly restored the PC morphology and normalized SSE.
Conclusions. SCA1 model mice show a pronounced impairment of PC morphology in the cerebellum. The CRAG expression pro-
vides restoration of PC morphology and synaptic plasticity.
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Введение

Спиноцеребеллярная атаксия (СЦA) представляет 
собой нейродегенеративное заболевание, обычно по-
ражающее мозжечок. При прогрессировании заболева-
ния страдают и другие области ЦНС, например, ствол 
головного мозга и спинной мозг. Около трети случа-

ев СЦА носят наследственный характер, при котором 
наиболее часто наблюдаются полиглутаминовые за-
болевания. Причиной полиглутаминовых заболева-
ний является аномальная экспансия тринуклеотид-
ных CAG-повторов в кодирующей области гена [1, 2]. 
СЦA 1 типа (СЦА1) – наиболее часто наблюдаемое за-
болевание среди аутосомно-доминантно наследуемых 
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атаксий и вызывается экспансией CAG-повторов в ко-
дирующей области гена белка атаксина-1 [3]. 

Ранее на созданных модельных мышах СЦA3, ко-
торые экспрессируют укороченный на N-конце атак-
син-3 с аномально удлинённой полиглутаминовой по-
следовательностью, специфически в клетках Пуркинье 
(КП) мозжечка, было выявлено, что постнатальное на-
копление мутантного атаксина-3 в ядре нарушает диф-
ференцировку дендритов и передачу сигналов mGluR 
в КП мышей СЦA3, и это нарушение может быть вызва-
но дефектом пути транскрипции, управляемого RORα 
[4]. Нам удалось удалить отложения мутантных поли-
глутаминовых белков из пораженных КП и значитель-
но уменьшить развитие атаксии у СЦA3 мышей посред-
ством мозжечковой инъекции аденоассоциированных 
вирусных векторов, экспрессирующих CRAG. CRAG –  
молекула медиатора ответа коллапсина, ассоциирован-
ная с гуанозинтрифосфатазой и содержит последова-
тельность сигнала ядерной локализации. CRAG участву-
ет в механизмах, лежащих в основе ядерной транслока-
ции, деградации белков через убиквитин-протеасомный 
путь и образования агрегатов полиглутаминовых белков 
[5]. Однако то, как мутантный атаксин-1 с аномально 
удлинённой полиглутаминовой последовательностью 
влияет на функцию КП, еще не полностью изучено. 
В этом исследовании мы охарактеризовали электрофи-
зиологические аномалии зрелых мышей СЦА1, чтобы 
прояснить патологию мутантного атаксина-1 и влияние 
экспрессии CRAG на этот процесс.

Методика

Экспериментальные животные.  В  исследовании ис-
пользованы мыши линии CD1 B05, экспрессирующие 
ген белка атаксина-1, с 82 повторами CAG и их однопом-
етников дикого типа [6]. Животных содержали на 12-ча-
совом цикле свет/темнота при свободном доступе к пи-
ще и воде. Исследования выполняли после утверждения 
заявки и протокола на использование лабораторных жи-
вотных на заседании биоэтической комиссии по работе 
с животными при локальном этическом комитете ФГ-
БОУ ВО «Красноярский государственный медицинский 
университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого». 

Было сформировано 3 группы животных: груп-
па «ДТ» – контрольная группа, мыши дикого типа; 
группа «СЦА1 CRAG (–)» – мыши СЦА1, которым 
не вводили генетические конструкции; группа «СЦА1 
CRAG(+)» – мыши СЦА1, которым вводили pAAV/
MSCV-GFP-P2A-CRAG.

Производство векторов AAV. Вирусные конструк-
ции предоставлены лабораторией проф. Х. Хираи 
(Gunma University, Dep. of Neurophysiology and Neural 

repair, Japan). Для экспрессии терапевтического гена 
в КП с помощью аденоассоциированного вирусного 
вектора серотипа-9 (AAV9) нами использован промо-
тор вируса стволовых клеток мышей (MSCV), кото-
рый обладает сильной транскрипционной активностью 
в КП [7]. Плазмида для экспрессии pAAV/MSCV-GFP-
P2A-CRAG была получена ферментативными реак-
циями с использованием pNAV [8] и pCL20c/MSCV-
GFP-P2A-CRAG [9]. Первоначально pAAV/MSCV по-
лучали путем вставки фрагмента промотора MSCV 
с тупыми концами MluI и BamHI в сайты с тупыми 
концами XhoI и BamHI pNAV. Затем кассету GFP-P2A-
CRAG с тупыми концами NotI и BamHI субклонирова-
ли в pAAV/MSCV с тупыми концами EcoRI и BamHI. 
Рекомбинантные одноцепочечные векторы AAV9 бы-
ли получены путем котрансфекции клеток HEK293 
тремя плазмидами: pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG, 
pHelper и pAAV2/9 (Stratagene, Ла-Хойя, Калифорния, 
США). Вирусные частицы очищали, используя осаж-
дение сульфатом аммония и центрифугирование в не-
прерывном градиенте йодиксанола, как описано ранее 
[10]. Геномный титр очищенного вектора AAV9, опре-
деленный с помощью ПЦР в реальном времени, соста-
вил 9,9×1014 векторных геномов/мл.

Введение векторов. Детенышей мышей, получав-
ших вирусные инъекции, выводили  скрещивани-
ем гетерозиготных мышей В05 с мышами дикого ти-
па. Мышам Р1-2 вводили очищенный раствор AAV9 
через наружную яремную вену с помощью шприца 
Hamilton объемом 0,1 мл (HamiltonCompany, Рино, 
Невада, США) с иглой 30 калибра (Becton Dickinson 
& Co, Франклин Лейкс, Нью-Джерси, США). 
Через 3 нед после инъекции генотипы мышей (ге-
терозиготные или дикого типа) определяли с помо-
щью ПЦР с использованием специфических прайме-
ров 5’-GTGAGTTTGGGTCTGGCATC-3’ (смысловой) 
и 5’-CCAAAAGTTAGGATCACAGCCC-3′ (антисмыс-
ловой). В качестве контроля использовали неинъе-
цированных гетерозиготных мышей и мышей дико-
го типа.

Электрофизиологические эксперименты. Для элек-
трофизиологических исследований подготавливали па-
расагиттальные срезы мозжечка (толщиной 250 μм), 
как детально описано ранее [11, 12]. Вкратце, 4-месяч-
ных мышей глубоко анестезировали изофлураном (3%). 
Вскрывали черепную коробку,   извлекали мозг и по-
гружали его на минуту в ледяной раствор, состав рас-
твора в мМ: 234 сахарозы; 26  NaHCO3; 2,5 Kcl; 1,25 
NaH2PO4; 11 D-глюкозы; 10 MgSO4 и 0,5 CaCl2 (pH 7,4), 
с аэрацией смесью газов 95% O2 и 5% CO2. Парасагит-
тальные срезы червя мозжечка получали с помощью 
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вибротома (Thermo Scientific; Microtom CU65, США). 
Срезы при комнатной температуре в течение не ме-
нее 45 мин до начала записи выдерживали во внекле-
точном растворе, содержащем (в мМ) 125 NaCl; 2,5 
KСl; 2 CaCl2; 1 MgCl2; 1,25 NaH2PO4; 26 NaHCO3; 10 D-глю-
козы и 0,1 пикротоксина, который непрерывно перфузиро-
вали смесью 95% O2 и 5% CO2. Для записи использовались 
стеклянные электроды, заполненные внутриклеточным 
раствором ((в мМ) 65 К-глюконата; 65 Cs-метансульфо-
ната; 10 KCl; 1 MgCl2; 4 Na2ATP; 1 NaGTP; 20 HEPES; 0,4 
EGTA и 5 сахарозы (pH 7,3)). Электроды имели сопро-
тивление от 2 до 4 МΩ. 

Потенциал КП фиксировался на 70 мВ для за-
писи возбуждающих постсинаптических токов в си-
напсах КП с параллельными волокнами (ПВ ВПСТ). 
Парное усиление амплитуд ВПСТ (PPF) проводилось 
с межстимуляционным интервалом в 50 мс. Пассив-
ные свойства мембраны, такие как емкость мембраны 
(Cm) и сопротивление мембраны (Rm), были получе-
ны путем изменения гиперполяризующего напряже-
ния от 70 до 80 мВ в течение 500 мс. 

Для синаптически вызванного подавления воз-
буждения (SSE) регистрировали стабильный базо-
вый ответ ВПСТ в течение 1 мин, а затем применя-
ли высокочастотную стимуляцию ПВ (50 импульсов 
с частотой 100 Гц). ПВ ВПСТ регистрировали в тече-
ние 100 с после стимуляции. 

Статистический анализ. Результаты выражены 
как среднее значение ± стандартная ошибка средне-
го (m±SEM), n указывает количество исследованных 
КП. Статистический анализ различий между группа-
ми проводили с использованием однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA) с последующим апо-
стериорным тестом Тьюки. Во всех случаях различия 
принимали значимыми при p≤0,05.

 Результаты

Изменение пассивных и активных свойств мембра-
ны КП мозжечка мышей СЦА1. При проведении элек-

трофизиологических экспериментов было выявлено 
(табл. 1)  уменьшение ёмкости мембраны (Cm) в КП 
мышей СЦА1 CRAG (–) по сравнению с мышами ди-
кого типа (р=0,00002), что свидетельствует, в пер-
вую очередь, о серьезном нарушении роста дендри-
тов. AAV9-опосредованная экспрессия CRAG в КП 
трансгенных мышей значительно увеличила мембран-
ную ёмкость КП. Были выявлены статистически зна-
чимые различия в ёмкости мембран между КП, экс-
прессирующими CRAG, и КП неинъецированных 
мышей СЦА1 (р=0,03). Другие свойства пассивной 
мембраны, такие как сопротивление мембраны (Rm) 
и сопротивление доступа (Ra), существенно не разли-
чались между генотипами, и экспрессия CRAG на них 
не влияла (табл. 1). 

Анализ кинетики ПВ ВПСТ показал значитель-
но более быстрое время нарастания и спада у мышей 
СЦА1, чем у однопомётных животных дикого типа 
(р=0,036 и р=0,0035, соответственно) (табл. 2), что 
можно объяснить заметно нарушенным развитием 
дендритов и, следовательно, более маленькой ёмко-
стью мембран КП мышей СЦА1. У мышей СЦА1, экс-
прессирующих CRAG, также отличались от контроль-
ной группы время нарастания (р=0,037) и время спа-
да (р=0,009).

Нарушение эндоканнабиноид-опосредованного пре-
синаптического ингибирования у мышей СЦА1. Крат-
ковременная стимуляция ПВ вызывает в КП акти-
вацию mGluR1 пути передачи сигналов и локальное 
повышение  Ca2+. Эти эффекты активируют продук-
цию и секрецию эндоканнабиноидов постсинаптиче-
ской мембраной и приводят к ретроградному подавле-
нию высвобождения глутамата из пресинаптических 
окончаний ПВ (синаптически вызванное подавление 
возбуждения, SSE) [13–16]. В ответ на тетаническую 
стимуляцию амплитуды ПВ ВПСТ в группе«ДТ» сни-
жались до 49±3,7 % от контрольной амплитуды, и воз-
вращались к контрольным достимуляционным значе-
ниям через 80 с (рисунок). В модельных мышах СЦА1 

Таблица 1/Table 1

Сравнение пассивных свойств мембраны клеток Пуркинье

Comparison of passive properties of Purkinje cell membrane

Группы / показатели
Groups / indicators Ёмкость Cm(pF) Ra (mΩ) Rm (mΩ)

ДТ – контроль (control) (n = 10/3) 683,8±57,8*** 10,9±0,6 207,5±15,4

СЦА1 CRAG (–) (n = 8/3) 296,6±29,0 10,3±1,4 210,8±34,3

СЦА1 CRAG(+) (n = 9/3) 422,0±44,0† 9,6±0,9 212,5±27,7

Примечание/Note. *** –  р<0,001; †  – p<0,05; membrane capacitance (Cm) and resistance; ДТ (wild-type mice). 
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деполяризация вызывала снижение амплитуды значи-
тельно меньше – только до 77±11,2% (р=0,039), и че-
рез 20 с значения возвращались к достимуляционным.

Также мы оценили влияние экспрессии CRAG 
в КП мышей СЦА1 на SSE (рисунок). Экспрессия 
CRAG у мышей СЦА1 приводила к восстановлению 
SSE – амплитуда снижалась до 49,2+11,4%, что ста-
тистически не различалось с контрольной группой 
(p=0,984). Время восстановления амплитуд также из-
менилось у мышей СЦА1, экспрессирующих CRAG, 
– через 20 с амплитуда восстановилась до 71,9±7,7 %, 
тогда как у мышей СЦА без экспрессии CRAG ампли-
туда в этот временной промежуток  восстановилась 
до базальных значений (98,8±9,3 %, р=0,046).

Обсуждение

Трансгенные мыши B05 сверхэкспрессируют чело-
веческий атаксин 1 с 82 повторами глутамина только 
в КП благодаря специфичному промотору [6]. У этих 
мышей развивается неврологический дефицит начи-
ная с 6-й недели, наблюдается прогрессирующая по-
теря КП и нарушение функции мозжечка. Удлинённая 
полиглутаминовая последовательность в атаксине-1 
приводит к неправильной структуре мутантного белка, 
вследствие чего образуются растворимые и нераство-
римые агрегаты в клетках. Нарушение функции белка, 
накопление агрегатов, нарушение деградации мутант-
ных белков  вносит вклад в патогенез СЦА1 [6, 17, 18].

Таблица 2/Table 2

Сравнение характеристик возбуждающих постсинаптических токов в синапсах КП с параллельными волокнами (ПВ ВПСТ)

Comparison of the characteristics of the excitatory postsynaptic currents parallel fibers-PC synapse  (PF  EPSC)

Группы 
Groups 

Амплитуда
Amplitude (pA)

Коэф.
 coefficient

PPF

Время подъёма/ Rise 
time  (ms)

Время спада 
 Decay time  (ms)

ДТ  – контроль (control) (n = 10/3) 666,8±78,9 1,6±0,1 2,0±0,2* 10,5±0,8**

СЦА1 CRAG (-) (n = 8/3) 707,3±191,5 1,6±0,1 1,7±0,1 6,3±0,9

СЦА1 CRAG(+) (n = 9/3) 846,2±144,4 1,6±0,1 1,6±0,1 7,1±0,9††

Примечание/Note. * –  р<0,05, ** –  р<0,01, †† р<0,01. 

График динамики нормированных амплитуд ПВ ВПСТ у мышей дикого типа, модельных мышей СЦА1 без введения AAV(CRAG (–)) и экспресси-
рующих CRAG (CRAG (+)). Количество исследованных КП (n) и животных показано в скобках. Сверху представлены репрезентативные кривые 
до (черный цвет) и после (красный цвет) стимуляции; * –  р<0,05.

  Graph of the dynamics of the normalized SP amplitudes  PF  EPSC of  in wild-type, model CCA1 mice without AAV(CRAG (–)) and expressing CRAG(CRAG 
(+). The number of Purkinje cells (n) and animals studied are shown in parentheses. Above are representative traces before (black) and after (red) 
stimulation. * –  p<0.05.
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Наш анализ срезов мозжечка с помощью метода 
локальной фиксации потенциала показал значитель-
но меньшую ёмкость мембраны КП у мышей СЦА1, 
по сравнению с мышами дикого типа, что свидетель-
ствует о уменьшении размера дендритов в КП мышей 
СЦА1. Наше исследование четко показало функцио-
нальное нарушение эндоканнабиноид-опосредован-
ного пресинаптического ингибирования (SSE) у мы-
шей СЦА1.Так как эндоканнабиноиды модулируют си-
наптическую передачу и опосредуют множественные 
формы синаптической пластичности [19–22], то такое 
нарушение может способствовать развитию атаксии, 
наблюдаемой у пациентов с СЦА1.

Для уменьшения количества мутантного атаксина-1 
в КП мышей СЦА1 мы использовали AAV9, поскольку 
его внутривенное введение позволяет доставлять трансген 
в ЦНС на ранних этапах развития до формирования ге-
матоэнцефалического барьера [23–25]. AAV9-опосредо-
ванная экспрессия CRAG в КП СЦА1-мышей восстанав-
ливала размеры КП и значительно улучшала экспрессию 
SSE. Эти результаты подтверждают, что постнатальное 
отложение мутантного атаксина-1 с аномально удлинён-
ной полиглутаминовой последовательностью в КП in vivo 
нарушает развитие дендритов и кратковременную си-
наптическую пластичность в синапсах ПВ-КП.

Заключение

Охарактеризованы электрофизиологические на-
рушения у СЦА1 зрелых мышей, которые экспресси-
руют в КП мутантный ген атаксина-1 с 82 повторами 
CAG, что и обуславливает тяжелую атаксию. Элек-
трофизиологическое исследование КП мышей СЦА1 
выявило значительное снижение ёмкости мембраны 
КП и нарушение эндоканнабиноид-опосредованного 
пресинаптического ингибирования возбуждения в си-
напсах ПВ-КП. Постнатальное снижение количества 
мутантного атаксина-1 за счет AAV9-опосредованной 
экспрессии CRAG способствовало частичному вос-
становлению размеров КП и полному восстановле-
нию эндоканнабиноид-опосредованной кратковре-
менной синаптической пластичности.

 Литература/References
1.	 Zoghbi H.Y., Orr H.T. Glutamine repeats and neurodegeneration. 

Annual Review of Neuroscience. 2000; 23: 217–47. 
2.	 Buijsen R.A.M., Toonen L.J.A., Gardiner S.L., van Roon-

Mom W.M.C. Genetics, mechanisms, and therapeutic prog-
ress in polyglutamine spinocerebellar ataxias. Neurotherapeu-
tics. 2019; 16(2): 263-86. 

3.	 Kawaguchi Y., Okamoto T., Taniwaki M., Aizawa M., Inoue M., Ka-
tayama S., et al. CAG expansions in a novel gene for MachadoJoseph 
disease at chromosome 14q32.1. Nature Genetics. 1994; 8: 221–8. 



ISSN 0031-2991 19

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(4)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.13-19

20.	 Steinmetz A.B., Freeman J.H. Cannabinoid agonist administration 
within the cerebellar cortex impairs motor learning. Neurobiology of 
Learning and Memory. 2020; 170: 106896. 

21.	 Rodríguez-Cueto C., Hernández-Gálvez M., Hillard C.J., Maciel 
P., Valdeolivas S., Ramos J.A., et al. Altered striatal endocannabi-
noid signaling in a transgenic mouse model of spinocerebellar ataxia 
type-3. PLoS One. 2017; 12: e0176521. 

22.	 Gómez-RuizM., Rodríguez-CuetoC., Luna-PiñelE., Hernández-Gálvez 
M., Fernández-Ruiz J. Endocannabinoid System in Spinocerebellar 
Ataxia Type-3 and Other Autosomal-Dominant Cerebellar Ataxias: Po-
tential Role in Pathogenesis and Expected Relevance as Neuroprotec-
tive Targets. Frontiers in Molecular Neuroscience. 2019; 12: 94.

23.	 Foust K.D., Nurre E., Montgomery C.L., Hernandez A., Chan 
C.M., Kaspar B.K. Intravascular AAV9 preferentially targets 
neonatal neurons and adult astrocytes. Nature Biotechnolo-
gy. 2009; 27: 59–65.

24.	 Gray S.J., Matagne V., Bachaboina L., Yadav S., Ojeda S.R., Samul-
ski R.J. Preclinical differences of intravascular AAV9 delivery to neu-
rons and glia: a comparative study of adult mice and nonhuman pri-
mates. Molecular Therapy. 2011; 19: 1058–69. 

25.	 Miyake N., Miyake K., Yamamoto M., Hirai Y., Shimada T. 
Global gene transfer into the CNS across the BBB after neona-
tal systemic delivery of single-stranded AAV vectors. Brain Re-
search. 2011; 1389: 19–26.

Сведения об авторах:
Белозор Ольга Сергеевна, науч. сотр. НИИ Молекулярной медицины и патобиохимии, е-mail: olsbelor@gmail.com;
Шуваев Андрей Николаевич, канд. физ.-мат. наук, доцент каф. медико-биологических систем и комплексов  
Института фундаментальной биологии и биотехнологии;
Фрицлер Яна Викторовна, аспирант каф. биофизики Института фундаментальной биологии и биотехнологии;
Шуваев Антон Николаевич, канд. мед. наук, руководитель НИИ Молекулярной медицины и патобиохимии.



20

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.20-26

Оригинальная статья

© Коллектив авторов, 2022
УДК 612.115.3: 615.273.5: 577.112.384.2

Оберган Т.Ю., Шубина Т.А., Григорьева М.Е., Ляпина Л.А. 

Влияние композита хитозана с аспарагиновой кислотой  
на изменение реакций системы гемостаза в условиях 
экспериментальной гипокоагуляции 

ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», 
119234, Москва, Россия, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

Введение. Геморрагические состояния, обусловленные нарушением реакций сосудисто-тромбоцитарного и/или плазмен-
ного гемостаза при бактериальных инфекциях, воспалении и травмах различного генеза являются серьезной проблемой 
физиологии и медицины. Представляет интерес использование биополимеров на основе хитозана, обладающих высокой 
гемостатической активностью. 
Цель работы – исследование действия композита хитозана с аспарагиновой кислотой, а также его составных компонен-
тов на противосвертывающий потенциал плазмы крови животных с экспериментальной гипокоагуляцией. 
Методика. Исследование выполнено на 48 крысах-самцах Wistar, разделенных на 5 групп. Композит хитозана (100 мг/кг) с 
аспарагиновой кислотой (2 мг/кг), его составные части в дозах, эквивалентных их содержанию в композите или физиоло-
гический раствор (контроль) вводили крысам перорально ежедневно 1 раз в сутки в течение 14 сут. Для моделирования 
экспериментальной гипокоагуляции через 10 мин после введения исследуемых препаратов животные 1-й – 4-й групп полу-
чали ацетилсалициловую кислоту (1,5 мг/кг, перорально). Группу 5-ю составили интактные крысы. Через 20 ч после завер-
шения курса введения в плазме крови животных оценивали АДФ-стимулированную агрегацию тромбоцитов, показатели 
плазменного гемостаза (АЧТВ, протромбиновое время, тромбиновое время, содержание фибриногена, активность фактора 
свертывания FXIIIa) и фибринолитическую активность (суммарную, ферментативную и фибриндеполимеризационную).
Результаты. Применение композита хитозана с аспарагиновой кислотой способствовало повышению гемостатического 
потенциала крови, что выражалось в снижении всех видов фибринолитической активности плазмы крови, ускорении вре-
мени свертывания (по АЧТВ и протромбиновому времени), возрастании активности фактора FXIIIa и содержания фибри-
ногена, а также в увеличении агрегации тромбоцитов. Отдельно хитозан также вызывал усиление свертываемости крови 
животных, но в меньшей степени, чем композит, а аспарагиновая кислота оказывала влияние только на ферментативный 
фибринолиз и агрегацию тромбоцитов. 
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о высокой эффективности композита хитозана с аспарагиновой кис-
лотой в качестве средства, нормализующего сосудисто-тромбоцитарный и плазменный гемостаз при гипокоагуляцион-
ных состояниях. 

Ключевые слова: агрегация тромбоцитов; гемостаз; гипокоагуляция; композит хитозана с аспарагиновой кислотой; 
фибринолиз
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Obergan T.Y., Shubina T.A., Grigorjeva M.E., Lyapina L.A. 

Effect of a chitosan composite with aspartic acid on the change in reactions  
of the hemostasis system in experimental hypocoagulation

Lomonosov Moscow State University, 
Leninskie Gory, 1, Bldg. 12, Moscow, 119234, Russian Federation

Background. Hemorrhagic conditions caused by impaired reactions of vascular-platelet and /or plasma hemostasis in bacterial 
infections, inflammation and injuries of various origin are a serious challenge to physiology and medicine. It seems promising to 
use chitosan-based biopolymers with a high hemostatic activity. 
The aim of the study was to investigate the effect of a chitosan composite with aspartic acid and its components on the anticlot-
ting potential of blood plasma from animals with experimental hypocoagulation. 
Methods. The study was performed on 48 male Wistar rats divided into 5 groups. The chitosan (100 mg/kg) composite with aspar-
tic acid (2 mg/kg), its components at doses equivalent to their content in the composite, or a saline (control) were administered 
orally to rats daily once a day daily for 14 days. To simulate experimental hypocoagulation, 10 min after the drug administration, 
animals of groups 1-4 received acetylsalicylic acid (1.5 mg/kg, orally). Group 5 consisted of intact rats. ADP-stimulated platelet 
aggregation, plasma hemostasis parameters (APTT, prothrombin time, thrombin time, fibrinogen content, coagulation factor FXIIIa 
activity) and fibrinolytic activity (total, enzymatic, and fibrin-depolymerization) were evaluated in the blood plasma 20 hours after 
completion of the course of drug administration. 
Results. The chitosan composite with aspartic acid contributed to the increase in the blood hemostatic potential evident as a 
decrease in all types of plasma fibrinolytic activity, acceleration of clotting (according to APTT and prothrombin time), increased 
factor FXIIIa activity and fibrinogen content, as well as increased platelet aggregation. Chitosan alone also facilitated blood clotting, 
although to a lesser extent than the composite, while aspartic acid influenced only enzymatic fibrinolysis and platelet aggregation. 
Conclusion. The study showed a high efficacy of the chitosan composite with aspartic acid for normalizing vascular-platelet and 
plasma hemostasis in hypocoagulation conditions.
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Введение

Травмы различного генеза, хроническое воспале-
ние, бактериальные инфекции могут приводить к ге-
мокоагуляционным осложнениям с прогрессирова-
нием ДВС-синдрома по фибринолитическому типу 
вследствие нарушения реакций сосудисто-тромбоци-
тарного и/или плазменного гемостаза [1]. Это может 
создавать серьезную проблему для эффективного за-
живления ран и приводить к массивным кровотече-
ниям, угрожающим жизни пациентов.

В настоящее время все более широкое примене-
ние получают фармакологические препараты на ос-
нове аминокислот. Известно, что аминокислоты вхо-
дят в состав коферментов, участвуют в образовании 
гормонов, медиаторов и нейротрансмиттеров, явля-
ются источниками метаболитов, принимающих уча-
стие в обмене веществ.

Аспарагиновая кислота (аспартат) является али-
фатической аминокислотой, при физиологических 
значениях рН несущей отрицательный заряд. Она 
присутствует в организме человека в составе белков 
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и в свободном виде, в результате ферментативной де-
ятельности синтезируются и L-, и D-конфигурации, 
каждая из которых играет свою роль в организ-
ме. L-форма аминокислоты необходима для синте-
за белка и выведения лишнего аммиака из организма, 
а D-форма – отвечает за выработку гормонов и нор-
мальное функционирование мозга, являясь нейроме-
диатором, влияет на уровень цАМФ, в результате чего 
действие адреналина становится более выраженным. 
Недостаток аминокислоты проявляется сильной уста-
лостью, депрессиями, частыми инфекционными забо-
леваниями. На основе аспарагиновой кислоты создан 
гемостатический гидрогель для остановки кровотече-
ний и уменьшения кровопотери при травматической 
ране. В его состав входит полиаспарагиновая кислота, 
неорганический полифосфат и диальдегид. Он пока-
зал хорошую биосовместимость, высокие коагулянт-
ными свойства и адгезию к эндотелию, особенно в ра-
невых перевязочных материалах при восстановлении 
тканей [2]. 

В настоящее время в качестве средств с высокой ге-
мостатической активностью также активно изучают-
ся биополимеры на основе хитозана, который пред-
ставляет собой полисахарид, полученный из хитина 
ракообразных. Он обладает широким спектром био-
логических активностей: антимикробной, антибак-
териальной, противоопухолевой, иммуномодулирую-
щей, гемостатической [3, 4]. Благодаря своей хорошей 
биосовместимости, биоразлагаемости и нетоксично-
сти хитозан является широко применяемым биопо-
лимером для ускорения ранозаживления. При наруж-
ном применении (раневые повязки) один из механиз-
мов его кровоостанавливающего действия обусловлен 
связыванием положительно заряженных групп хитоза-
на с отрицательно заряженными эритроцитами с об-
разованием гелеобразного сгустка в месте контакта 
с кровью [5]. Показано, что хитозан обладает умерен-
ной прокоагулянтной активностью при введении в ор-
ганизм [6]. Степень влияния хитозана на структуру 
и функции белков системы гемостаза при поступле-
нии в организм, определяется не только возможно-
стью электростатического взаимодействия с белками 
крови, но и степенью деполяризации, а также его мо-
лекулярной массой [7]. 

Ранее в наших экспериментах in vitro и при перо-
ральном введении хитозана здоровым животным бы-
ла доказана способность данного соединения вызывать 
усиление свертываемости крови за счет повышения 
агрегации тромбоцитов, снижения фибринолитиче-
ского потенциала крови и возрастания степени поли-
меризации фибрина [8, 9]. Уникальные биологические 

свойства и преимущества препаратов на основе хито-
зана, такие как стабильность при перепадах темпера-
тур, длительный срок хранения, менее вязкая структура 
и полная растворимость в воде делает представителей 
данного класса биологических веществ перспектив-
ными для дальнейшего изучения и создания новых 
средств, оказывающих влияние на процессы гемоста-
за. Однако необходимо учитывать, что влияние хитоза-
на и композитов на его основе на систему свертывания 
крови в условиях гипокоагуляции остается не до кон-
ца выясненным. 

Цель исследования – изучении действия компо-
зита хитозана с аспарагиновой кислотой и его состав-
ных компонентов – хитозана и аспарагиновой кислоты 
на изменение реакций системы гемостаза у животных 
с экспериментальной гипокоагуляцией, вызванной 
пероральным введением ацетилсалициловой кисло-
ты (АСК).

Методика

Проведена серия экспериментов по изучению про-
филактического действия смеси хитозана с аспара-
гиновой кислотой на гемостаз в условиях понижен-
ной свертываемости крови, индуцированной введе-
нием АСК. В работе использованы водорастворимый 
сукцинил хитозана, полученный из панцирей крас-
ноногих крабов (ООО «Биопрогресс», Россия), D, 
L-аспарагиновая кислота (Реахим, Россия) и АСК (He-
bei Jiheng (Group) Pharmaceutical Co., Китай).

Исследование выполнено на 48 крысах-самцах 
Wistar (масса тела 250 – 280 г). Животные содержа-
лись в контролируемых условиях вивария при темпе-
ратуре окружающего воздуха 24 ± 2 °С, искусственном 
освещении день/ночь – 12 ч/12 ч, принудительной 
вентиляции и влажности воздуха 60 ± 5%. Содержа-
ние и манипуляции с животными проводили в соот-
ветствии с «Правилами надлежащей лабораторной 
практики» (приказ Министерства здравоохранения 
РФ № 199 от 01.04.2016) и «Руководством по содержа-
нию и уходу за лабораторными животными» (соглас-
но Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментах и в дру-
гих научных целях, ETS N 123, Страсбург, 18.03.1986, 
приложение от 15.06.2006). Перед началом исследова-
ния животные с экспериментальной гипокоагуляцией 
были рандомизированы по массе на 4 группы: «Кон-
троль» (группа 1, n = 10) – животные, которые полу-
чали 0,85%-ый физиологический раствор как раство-
ритель исследуемых препаратов; животные, которые 
получали раствор композита «хитозан (100 мг/кг) + ас-
парагиновая кислота (2 мг/кг)» – «ХТЗ + АК» (груп-
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па 2, n = 10), или хитозана (100 мг/кг) – «ХТЗ» (груп-
па 3, n = 10), или аспарагиновой кислоты (2 мг/кг) – 
«АК» (группа 4, n = 9). Дополнительно использовались 
интактные крысы «ИК» (группа 5, n = 9), с которы-
ми не производили никаких манипуляций. Исследуе-
мый композит, хитозан и аспарагиновую кислоту еже-
дневно растворяли в физиологическом растворе и вво-
дили крысам перорально в объеме 0,5 мл 1 раз в день 
в течение 14 сут. Животные первых четырех групп че-
рез 10 мин после введения исследуемых препаратов 
перорально получали АСК в терапевтической дозе 1,5 
мг/кг для моделирования экспериментальной гипо-
коагуляции.

Через 20 ч после 14-го введения исследуемых пре-
паратов у крыс производили забор крови из яремной 
вены с последующим получением плазмы и измере-
нием в богатой тромбоцитами плазме АДФ-стиму-
лированной агрегации тромбоцитов (конечная кон-
центрация 5 мкМ) методом G.Born с использованием 
лазерного агрегометра «АЛАТ-2 ЛА 220» (НПФ «Био-
ла», Россия) по инструкции к прибору. Далее в бед-
ной тромбоцитами плазме определяли активирован-
ное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), 
протромбиновое время (ПВ), тромбиновое время 
(ТВ), содержание фибриногена по Клауссу с помо-
щью стандартных наборов реактивов («Технология- 
Стандарт», Россия) на анализаторе свертывания крови 
АСКа 2-02-Астра (Россия) и уровень активности фак-
тора свертывания FXIIIa с применением набора ре-

активов (НПО «Ренам», Россия) в соответствии с ре-
комендациями производителей наборов. Фибрино-
литический потенциал плазмы оценивали по тестам 
суммарного (СФА) и ферментативного фибриноли-
за (ФФ), фибриндеполимеризационной активности  
(ФДПА) согласно стандартным методам [10]. 

Статистическая обработка результатов исследо-
вания выполнена с использованием пакета стати-
стических программ Statistica 8 (StatSoft Inc., США). 
Соответствие вариационных рядов закону нормаль-
ного распределения оценивали по критерию Шапиро– 
Уилка. Для описания данных, распределение кото-
рых отличалось от нормального, использованы ме-
диана (Me), первый и третий квартили [Q1; Q3]. Зна-
чимость различий в исследуемых группах определяли 
по тесту Краскела–Уоллиса с последующими апосте-
риорными сравнениями (непараметрический вариант 
критерия Данна). Статистически значимыми считали 
различия при p < 0,05.

Результаты 

У животных с экспериментальной гипокоагуляци-
ей, которым вводили АСК, (группа 1) по отношению 
к интактным крысам (группа 5) выявлено повышение 
ФДПА – на 15% (табл. 1) и удлинение АЧТВ – на 30%, 
ПВ – на 47%, ТВ – на 34% при снижении уровня ак-
тивности FXIIIa – на 18% (p < 0,05) соответственно 
(табл. 2). Это сопровождалось снижением агрегации 
тромбоцитов на 30% (p < 0,05, что свидетельствова-

Таблица 1/Table 1

Фибринолитическая активность плазмы крови после введения композита хитозана с аспарагиновой кислотой и его составных ком-
понентов крысам с гипокоагуляцией, (Мe [Q1; Q3]) 

Fibrinolytic activity of blood plasma after administration of chitosan composite with aspartic acid and its constituent components to rats 
with hypocoagulation, (Мe [Q1;Q3])

Показатели
 Indicators 

Группа 1
Контроль

n = 10
Group 1, Control

Группа 2
Композит «ХТЗ+АК» 

n = 10
Group 2

Composite

Группа 3
Хитозан

n = 10
Group 3
Chitosan

Группа 4
Аспарагиновая кислота

n = 9
Group 4

aspartic acid

Группа 5
Интактные крысы

n = 9
 Group 5

 Intact rats

СФА, мм 2

TFA mm2
41 [36; 42] 25 [24; 26]** 25,5 [25; 28]* 33 [32; 36] 36 [32; 42]

ФДПА, мм2

 FDPA, mm2 
27 [20; 30]
р1-5<0,05

16 [15,5; 17]** 20,5 [17; 24,5]* 23 [20; 24] 23,5 [20; 25]

ФФ, мм2

ЕF, mm2
15 [12; 16] 8 [5; 9]* 6,5 [5; 9]** 10,5 [7; 16]* 14 [8; 22]

Примечание. * – p <0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с группой 1 (контроль), р1-5 – достоверность различий между группами 1-5; n – коли-
чество животных в группе;  СФА – суммарная фибринолитическая активность, ФДПА – фибриндеполимеризационная активность, ФФ –  
ферментативная фибринолитическая активность. 
Note. * – p <0.05, ** – p < 0.01 compared to the group 1 (control),  p1-5 – the reliability of differences between groups 1-5; n – the number of ani-
mals in the group; ТFA – total fibrinolytic activity, FDPA – fibrindepolymerization activity, ЕF – enzymatic fibrinolytic activity. Composite –  chi-
tosan + aspartic acid.
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ло о развитии гипокоагуляции, т.е. повышении анти-
тромбоцитарного, антикоагулянтного и фибриноли-
тического потенциала крови животных после введе-
ния им АСК.

Введение животным композита «ХТЗ + АК» спо-
собствовало статистически значимому укорочению 
АЧТВ и ПВ на 21% (p < 0,05) и 34% (p < 0,01) со-
ответственно при увеличении уровня активности 
FXIIIa на 33% (p < 0,05) и содержания фибриногена 
на 53% (p < 0,01) в плазме крови относительно кон-
трольных значений. Также применение указанно-
го композита привело к снижению всех видов фи-
бринолитической активности плазмы крови живот-
ных: СФА уменьшилась на 39% (p < 0,01), ФДПА 
– на 41% (p < 0,01), а ФФ – на 47% (p < 0,05) отно-
сительно группы «Контроль». При этом у животных 
группы «ХТЗ + АК» выявлено повышение агрегации 
тромбоцитов на 58% (p < 0,05).

У животных группы «ХТЗ», получавших препарат 
хитозана, отмечено укорочение ПВ и ТВ на 25 и 23%  
(p < 0,05), соответственно, а также уменьшение уров-
ня активности FXIIIa – на 24% (p < 0,05) и возраста-
ние концентрации фибриногена – на 31% (p < 0,05) 
по сравнению с контролем. Указанные эффекты были 
менее выраженными, чем у крыс группы «ХТЗ + АК». 
В то же время снижение СФА и ФФ на 38% (p < 0,01) 
и 57% (p < 0,01), соответственно, относительно груп-
пы «Контроль» было сравнимо с группой «ХТЗ+АК», 
а ослабление ФДПА было меньшим – на 24% (p < 0,05) 
относительно контрольных значений. При этом вве-
дение хитозана не оказало значимого влияния ни на 
АЧТВ, ни на агрегацию тромбоцитов.

На фоне введения животным аспарагиновой кис-
лоты (группа «АК») наблюдалось повышение агрега-
ции тромбоцитов на 36% и снижение фибринолити-
ческой активности крови ферментативной природы 

Таблица 2/Table 2

Параметры гемостаза  после введения композита хитозана с аспарагиновой кислотой и его составных компонентов крысам  
с гипокоагуляцией, (Мe [Q1; Q3]) 

Hemostasis parameters after administration of chitosan composite with aspartic acid and its constituent components to rats  
with hypocoagulation, (Мe [Q1;Q3])

Показатели
 Indicators

Группа 1
Контроль

n = 10
Group 1,  
Control

Группа 2
Композит «ХТЗ + 

АК»
n = 10

Group 2 
Composite

Группа 3
Хитозан

n = 10
 Group 3

  Chitosan

Группа 4
Аспарагиновая кислота

n = 9
Group 4

 aspartic acid

Группа 5
Интактные крысы

n = 9
 Group 5

 Intact rats

АЧТВ, 
Activated partial  
thromboplastin time

33,9 
[27,8; 42,2]
р1-5<0,05

26,7*
[24,2; 30,3]

33,8
[27,0; 39,5]

31,9 
[24,3; 39,8]

25,9
[22,9; 33,2]

Протромбиновое время  
(ПВ), с
Prothrombin time, с

26,4 
[25,4; 27,2]

р1-5<0,01

17,3**
[14,6; 24,1]

19,9*
[16,0; 22,4]

24,2
[23,5; 25,1]

17,9
[15,6; 20,1]

Тромбиновое время, с
Thrombin time, c 

21,6
[19,5; 23,5]

р1-5<0,05

23,2
[19,5; 25,6]

16,6*
[15,7; 17,0]

21,1
[19,5; 22,5]

16,1
[15,7; 16,4]

Фибриноген, г/л
Fibrinogen, g/l 

3,2 
[3,0; 3,7]

5,0**
[4,7; 5,2]

4,2*
[3,5; 4,8]

3,3
[2,9; 4,0]

3,4
[2,8; 4,0]

Активность FXIIIa, Ед/мл
FXIIIa activity, units/m

103
[95; 110]
р1-5<0,05

137,5*
[117,5;155]

128*
[125; 160]

112,5
[100; 120]

125
[110; 132]

Агрегация тромбоцитов, %
 Platelet aggregation %

100
[89; 145]
р1-5<0,05

158*
[103; 170]

122
[81; 156]

136*
[89; 158]

143
[133; 178]

Примечание. * – p <0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с группой 1 (контроль), р1-5 – значимость различий между группами 1-5; n – количе-
ство животных в группе.  
Note. * – p <0.05, ** – p < 0.01 compared to the group 1 (control),  p1-5 – the reliability of differences between groups 1-5; n – the number of animals 
in the group; 
Composite –  chitosan + aspartic acid.
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на 30% (p < 0,05) относительно значений в контроль-
ной группе, но слабее, чем в группе «ХТЗ + АК». Сле-
дует отметить, что на изменение АЧТВ, ПВ, ТВ, кон-
центрации фибриногена и уровня активности FXIIIa 
применение аспарагиновой кислоты значимого влия-
ния не оказало.

Обсуждение 

Нарушение реакций сосудисто-тромбоцитарного 
и/или плазменного гемостаза вследствие травм раз-
личного генеза, возникновения инфекций могут при-
водить к гемокоагуляционным осложнениям как в сто-
рону гипер-, так и гипокоагуляции [1]. 

В нашем исследовании для моделирования гипо-
коагуляции была использована АСК, которая являет-
ся наиболее широко используемым антиагрегантным 
препаратом с хорошо известным механизмом действия. 
Основной антитромботический эффект АСК реализу-
ется за счет необратимого ингибирования циклоокси-
геназы-1, что блокирует образование тромбоксана А2 
из арахидоновой кислоты, снижает активацию и агре-
гацию тромбоцитов, препятствуя образованию тром-
бов [11]. Кроме того, показано, что интрагастральное 
введение АСК приводит к снижению активности фак-
тора FXIIIa, усилению фибриндеполимеризационной 
активности крови и активности плазмина [12]. 

Результаты настоящего исследования вполне со-
гласуются с данными литературы, поскольку модели-
рование состояния гипокоагуляции пероральным вве-
дением здоровым животным АСК вызывало умень-
шение агрегации тромбоцитов с одновременным 
повышением фибриндеполимеризационной (нефер-
ментативной фибринолитической) активности плаз-
мы крови. Следует отметить, что в данных условиях 
эксперимента длительность применения АСК в те-
чение 14 сут в дозе 2 мг/кг способствовало снижению 
активности факторов свертывания как внешнего, так 
и внутреннего пути, что выражалось в удлинении ПВ, 
АЧТВ, ТВ и возрастании активности FXIIIa. Итак, 
антиагрегационные и фибринолитические эффекты 
АСК вызывали ослабление свертывающего потенци-
ала крови.

Применение на этом фоне композита хитозана 
с аспарагиновой кислотой способствовало восстанов-
лению реакций коагуляционного гемостаза, что выра-
жалось в увеличении агрегации тромбоцитов, повы-
шении содержания фибриногена, активности фактора 
FXIIIa, укорочении АЧТВ и ПВ, ослаблении фибри-
нолитической и фибриндеполимеризационной ак-
тивности крови. При этом выраженность эффектов 
от применения композита была сопоставима с таковы-

ми от применения одного хитозана в отношении фер-
ментативного фибринолиза и свертыванию по внеш-
нему пути (изменение ПВ). 

Однако композит обнаруживал более выраженное 
по сравнению со своими составными частями – хи-
тозаном и аспарагиновой кислотой влияние на пер-
вичный гемостаз, значительно усиливая агрегацию 
тромбоцитов, и факторы свертывания крови, повышая 
содержание фибриногена, активность фибринстаби-
лизирующего фактора FXIIIa, одновременно снижая 
ФДПА. Эти факты свидетельствуют о восстановле-
нии плазменного гемостатического потенциала кро-
ви за счет усиления как полимеризации, так и стаби-
лизации фибрина, а также активации сосудисто-тром-
боцитарного звена гемостаза [1, 13].

В настоящее время известно, что прокоагулянтная 
функция хитозана, входящего в состав исследуемо-
го композита, обусловлена его катионной структурой 
и наличие аминогрупп в составе его молекулы инду-
цирует адсорбцию фибриногена, активацию тромбо-
цитов, высвобождение факторов коагуляции, что при-
водит к запуску внешенего пути свертывания [7], что 
мы и наблюдали в нашем исследовании.

Таким образом, композит на основе хитозана про-
являет заметный прокоагулянтный эффект, восстанав-
ливая нарушенный в результате применения АСК ге-
мостатический баланс (гипокоагуляция). Активация 
процессов агрегации тромбоцитов и повышение фак-
торов свертывания может являться потенциальным 
механизмом, посредством которого композит хито-
зана с аспарагиновой кислотой нормализует гемоста-
тические реакции в условиях гипокоагуляции в экс-
перименте.

Впервые выявлено, что в данных условиях экспе-
римента у исследуемого композита установлено нали-
чие эффекта синергии, а именно более высокий гемо-
статический эффект по сравнению с его составными 
частями. На основании этого композит хитозана с ас-
парагиновой кислотой может считаться перспектив-
ным гемостатическим средством. 

Заключение

Проведенное исследование показало, что приме-
нение композита хитозана с аспарагиновой кислотой 
в условиях экспериментальной гипокоагуляции у крыс 
способствует активации тромбоцитарного и плазмен-
ного компонентов гемостаза, что выражалось в по-
вышении агрегационной способности тромбоцитов, 
увеличении активности фибринстабилизирующего 
фактора свертывания FXIIIa и факторов свертывания 
внешнего и внутреннего путей коагуляции, повыше-
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нии содержания фибриногена. При этом установле-
но ослабление фибринолитического потенциала кро-
ви, обусловленного как ферментативным фибриноли-
зом, так и фибриндеполимеризационным действием 
неферментативного характера. Таким образом, ком-
позиты на основе хитозана могут быть отнесены к по-
тенциальным прокоагулянтным средствам, восстанав-
ливающим реакции системы гемостаза в условиях ги-
покоагуляции.
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Роль сахарного диабета 2 типа в эскалации дисфункции 
тромбоцитов у больных с covid-19-ассоциированным 
поражением легких

1ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
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454048, Челябинск, Россия, ул. Воровского, д. 70, Челябинск, Россия;

3ИДПО ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
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4ГБУЗ «Областная клиническая больница № 3», 
454136, Челябинск, Россия, просп. Победы, д. 287

Изменения в функциональной активности тромбоцитов у больных с COVID-19 и сахарным диабетом 2 типа широкоизвестны, 
но механизм дисфункции тромбоцитов при сочетании этих заболеваний не исследован. Цель работы – изучение функцио-
нальной активности тромбоцитов и содержания продуктов окислительной деструкции липидов и белков в тромбоцитах у 
больных с COVID-19-ассоциированным поражением легких высокой степени тяжести при наличии сахарного диабета 2 типа. 
Методика. В исследовании принимали участие больные COVID-19 (n = 55) в возрасте от 51 до 75 лет с поражением легоч-
ной ткани более 50%. В зависимости от наличия или отсутствия сахарного диабета 2 типа больные разделены на 2 группы. 
Контрольная группа – практически здоровые лица (n = 24), сопоставимые по полу и возрасту с больными COVID-19. У всех 
пациентов исследовали: количество тромбоцитов в крови; агрегацию тромбоцитов, индуцированную АДФ, коллагеном, 
адреналином и ристомицином; содержание в тромбоцитах продуктов ПОЛ в гепатновой и изопропанольной фазах экс-
тракта; продукты окислительной модификации белков (ОМБ) в спонтанном и металл-индуцированном режимах детекции. 
Результаты. У больных с COVID-19-ассоциированным поражением легких тяжелой степени тяжести количество тромбоци-
тов в крови значимо не изменяется, но ускоряется агрегация тромбоцитов, индуцированная коллагеном и ристомицином; в 
обогащенной тромбоцитами плазме увеличивается суммарное содержание продуктов ОМБ, уровень первичных и вторичных 
продуктов ПОЛ в тромбоцитах. У больных с COVID-19-ассоциированным поражением легких в сочетании с СД 2 типа значимо 
снижается количество тромбоцитов в крови, ускоряется агрегация тромбоцитов, индуцированная АДФ, коллагеном, адрена-
лином и ристомицином; происходит значимый рост уровня ранних и поздних продуктов ОМБ в спонтанном и металл-инду-
цированном режиме детекции в тромбоцитах, увеличивается уровень первичных, вторичных и конечных маркеров ПОЛ в 
тромбоцитах в гептановой и изопропанольной фазах липидного экстракта. Выявлено, что у больных с COVID-19-ассоцииро-
ванным поражением легких, в том числе при сочетании с СД 2 типа, агрегация тромбоцитов, индуцированная АДФ, коллаге-
ном, адреналином и ристомицином ускоряется по мере увеличения содержания в них продуктов окислительной деструкции 
липидов и белков. Наличие СД 2 типа у больных с COVID-19-ассоциированном поражением легких в 2 раза увеличивает количе-
ство прямых связей умеренной и заметной силы между агрегацией тромбоцитов и содержанием в них продуктов ПОЛ и ОМБ.
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Changes in the functional activity of platelets in patients with COVID-19 and type 2 diabetes mellitus are widely known, but the 
mechanism of platelet dysfunction in the combination of these diseases has not been studied. The aim of the work is to investi-
gate the effect of the presence of type 2 diabetes mellitus on the aggregation and content of products of oxidative degradation 
of lipids and proteins in platelets in patients with severe COVID-19-associated lung disease. 
Methods. The study involved patients with COVID-19 (n = 55) aged 51 to 75 years with more than 50% lung tissue damage. Depend-
ing on the presence or absence of type 2 diabetes mellitus, patients were divided into 2 groups. The control group consisted of 
practically healthy people (n = 24), matched by sex and age with patients with COVID-19. In all individuals, the number of plate-
lets in the blood, platelet aggregation induced by ADP, collagen, adrenaline and ristomycin, the content of lipid peroxidation prod-
ucts in the hepatic and isopropanol phases of the extract, and protein oxidative modification products (PMP) products in spon-
taneous and metal-induced detection modes were studied. The data obtained were analyzed using the IBM SPSS Statistics v. 23. 
Results. In patients with severe COVID-19-associated lung disease, the number of platelets in the blood does not change signifi-
cantly, but platelet aggregation induced by collagen and ristomycin is accelerated; in platelet-rich plasma, the total content of OMP 
products, the level of primary and secondary LPO products in platelets increases. In patients with COVID-19-associated lung injury 
in combination with type 2 diabetes, the number of platelets in the blood is significantly reduced, platelet aggregation is acceler-
ated, induced by ADP, collagen, adrenaline, and ristomycin; there is a significant increase in the level of early and late PMP prod-
ucts in the spontaneous and metal-induced detection mode in platelets, the level of primary, secondary and final LPO markers in 
platelets increases in the heptane and isopropanol phases of the lipid extract. It was found that in patients with COVID-19-associ-
ated lung injury, including those associated with type 2 diabetes, platelet aggregation induced by ADP, collagen, adrenaline, and 
ristomycin accelerates as the content of oxidative degradation products of lipids and proteins in them increases. The presence of 
type 2 diabetes in patients with COVID-19-associated lung damage doubles the number of direct links of moderate and notice-
able strength between platelet aggregation and the content of LPO and PMP products in them. 
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Введение 

Снижение уровня тромбоцитов в крови выявляет-
ся приблизительно у 42% пациентов с COVID-19 (ча-
стота варьирует в зависимости от тяжести заболева-
ния) и обычно имеет легкую форму (выше 150×109/л). 
Легкая тромбоцитопения выявляется в 58–95% тяже-
лых случаев COVID-19 [1]. Тяжелая тромбоцитопе-
ния редко встречается у пациентов с COVID-19, на-
пример, в связи с иммунным тромбоцитопеническим 
пурпуроподобным состоянием [2]. Снижение уровня 
тромбоцитов в крови при поступлении у пациентов 
с COVID-19 связано с 4-х-кратным увеличением ри-
ска летального исхода, пациенты с тромбоцитопени-
ей (медиана 105×109/л) чаще были пожилого возрас-
та, мужчины, с высоким баллом по шкале APACHE 
II, низким абсолютным количеством нейтрофилов 
и лимфоцитов в крови, высоким уровнем С-реактив-
ного белка и низким соотношением PaO2/FiO2 [3]. 
При COVID-19 в крови увеличивается содержание 
молодых форм тромбоцитов (сетчатые тромбоциты) 
и снижается количество зрелых форм. Молодые тром-
боциты проявляют высокий уровень активации в ответ 
на агонисты и таким образом способствуют образова-
нию агрегатов [4]. Показана независимая связь между 
количеством тромбоцитов в крови, тяжестью заболе-
вания и риском летального исхода госпитализирован-
ных пациентов с COVID-19 [5]. 

В единичных исследованиях сообщалось, что у па-
циентов с COVID-19 агрегация тромбоцитов ускоряет-
ся [6, 7]. В исследовании B. Manne и соавт. показано, 
что агрегация тромбоцитов ускоряется в ответ на низ-
кие дозы агонистов (АДФ, тромбин и коллаген) у па-
циентов с COVID-19, потенцирование агрегации бо-
лее выражено у пациентов с высокой степенью тяже-
сти болезни [8]. 

Среди пациентов, госпитализированных 
с COVID-19, значительное число страдает сахарным 
диабетом (СД) 2 типа, для которого характерны из-
менения со стороны системы гемостаза с преимуще-
ственным риском тромботических осложнений. Важ-
нейшими причинами изменений гемостаза при СД 
являются нарушения в сосудисто-тромбоцитарном 
звене: гиперагрегация тромбоцитов (за счет гиперг-
ликемии и/или инсулинорезистентности, ожирения, 
увеличения числа юных форм, повреждения эндоте-
лия и снижения его антиагрегационных свойств) [9]. 
Показано, что тромбоциты при СД имеют повышен-
ный уровень экспрессии маркеров активации на сво-
их мембранах [9]. В связи с этим, СД 2 типа может рас-
сматриваться как отдельное тромбофилическое состоя-

ние с вероятностью тромбоэмболических осложнений. 
Поскольку COVID-19 является новым заболеванием, 
знания о нём все еще неполны и постоянно углубля-
ются. Многие исследования показали, что у пациен-
тов с COVID-19 в сочетании с СД 2 типа развивается 
тяжелое течение заболевания и отмечается повышен-
ная смертность [11]. 

В ряде исследований показано, что производство 
избыточного количества активных радикалов и эска-
лация окислительного стресса оказывают влияние на 
патогенез респираторных вирусных инфекций, таких 
как SARS-CoV, аналогичные процессы может вызы-
вать SARS-CoV-2[12]. Окислительный стресс может 
быть ключевым фактором в патогенезе COVID-19 из-
за его важной роли в воспалении и активации тром-
боцитов [11]. Сочетание факторов гиперреактивности 
тромбоцитов при СД 2 типа с изменением редокс-ста-
туса тромбоцитов при COVID-19 может вызывать ос-
ложнения, в том числе тромботические, у лиц с подоб-
ной сочетанной патологией. 

Вышеизложенное определяет актуальность про-
блемы сочетания COVID-19-ассоциированным пора-
жением легких и СД 2 типа, указывает на необходи-
мость изучения патофизиологических особенностей 
клеточного звена системы гемостаза при данной со-
четанной патологии и совершенствования на основе 
этих знаний диагностических, профилактических ме-
роприятий, а также поиска рациональных путей пре-
дотвращения тромботических осложнений. 

Цель работы – изучение функциональной актив-
ности тромбоцитов и содержания продуктов окисли-
тельной деструкции липидов и белков в тромбоцитах 
у больных с COVID-19-ассоциированным поражени-
ем легких высокой степени тяжести при наличии са-
харного диабета 2 типа. 

Методика

 В исследовании приняли участие 55 больных 
COVID-19, госпитализированных в ГАУЗ ОКБ №3 
г. Челябинск (31 женщина и 24 мужчины), в возрасте 
от 51 до 75 лет, не принимавших препараты, влияю-
щих на функцию тромбоцитов, перед госпитализацией. 
Всеми пациентами было подписано информирован-
ное согласие. Все исследования проводились в соот-
ветствии с «Правилами клинической практики в Рос-
сийской Федерации», утвержденными приказом Минз-
драва РФ от 19.06.2003 №266. Протокол исследования 
был одобрен этическим комитетом Южно-Уральского 
Государственного Медицинского Университета Минз-
драва России (протокол №4 от 24.05.2021). У всех паци-
ентов методом мультиспиральной компьютерной томо-
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графии грудной клетки (аппарат «Siemens SOMATOM 
Definition AS 64») выявлено двустороннее вирусное 
поражение легких объемом более 50% (высокая сте-
пень тяжести) согласно временным методическим ре-
комендациям «Профилактика, диагностика и лечение 
новой коронавирусной инфекции (COVID-19)». Диа-
гноз COVID-19 подтверждался обнаружением на сли-
зистых оболочках зева и носовой полости РНК виру-
са SARS-CoV-2 методом полимеразной цепной реак-
ции (РеалБест РНК SARS-CoV-2, АО Вектор Бест). 
В контрольную группу вошли 24 клинически здоровых 
добровольца (группа 1), сопоставимых по полу и воз-
расту c больными COVID-19. В зависимости от нали-
чия СД 2 типа больные с COVID-19-ассоциирован-
ным поражением легких были разделены на группы: 
группа 2 без СД 2 типа (n=34) и группа 3 с СД 2 типа 
(n=21). Критериями включения в группу 3 было на-
личие клинического диагноза СД 2 типа со стажем за-
болевания 1-5 лет (с целью исключения осложнений 
диабета – ангиопатий). Критериями исключения яв-
лялись наличие ранее выявленных онкологических за-
болеваний, хронических заболеваний сердечно-сосу-
дистой, дыхательной, нервной систем и органов же-
лудочно-кишечного тракта, крайне тяжелое течение 
сочетанной патологии, требующее госпитализации па-
циента в ОРИТ, наличие у пациента артериальной ги-
пертензии 2-й степени и выше, индекс массы тела бо-
лее 30 кг/м2, анемия (гемоглобин менее 119 г/л).

Забор крови проводился в 1-е сутки поступления 
больного в стационар. Стандартная тромбопрофилак-
тика нефракционированным гепарином начиналась 
после забора крови на исследование. Помимо антикоа-
гулянтной терапии больные получали стандартную те-
рапию фавибирином и глюкокортикоидами, антибак-
териальную терапию.

Количества тромбоцитов в крови подсчитывали 
по методу Фонио. Агрегацию тромбоцитов оценива-
ли на лазерном анализаторе агрегации тромбоцитов 
«АЛАТ-2» («БИОЛА», Россия), в качестве индукторов 
агрегации использовали АДФ (2,5 ммоль/мл), коллаген 
(3,3 мкг/мл), адреналин (5 мкг/мл), ристомицин (7,5 
мг/мл) (ООО «Технология Стандарт», Россия), учи-
тывали количество единиц среднего размера агрегатов 
в минуту (ед/мин), за единичный радиус принимал-
ся средний радиус тромбоцитов до начала агрегации.

Окислительную модификацию белков (ОМБ) и пе-
рекисное окисление липидов (ПОЛ) оценивали в обога-
щенной тромбоцитами плазме с использованием спек-
трофотометра «СФ56» («ЛОМО – Спектр», Санкт –  
Петербург, Россия) [13]. ОМБ исследовали по содер-
жанию альдегид-динитрофенилгидразонов (АДНФГ) 

и кетондинитрофенилгидразонов (КДНФГ). Содержа-
ние липопероксидов в гептановой и изопропанольной 
фазах липидного экстракта рассчитывали в виде индек-
сов окисления (е.и.о.), которые отражают относитель-
ный уровень продуктов ПОЛ: Е232/Е220 – относитель-
ное содержание диеновых конъюгатов (ДК, первич-
ные продукты), Е278/220 – кетодиены и сопряженные 
триены (КДиСТ, вторичные продукты), Е 400/Е220 — 
Шиффовы основания (ШО, конечные продукты).

Статистическая обработка результатов проведена 
с использованием IBM SPSS Statistics v. 23 («SPSS: An 
IBM Company»; США), Характеристика выборок пред-
ставлена в формате «Me (Q25 – Q75)», где Мe – медиана, 
Q25, Q75 – значение нижнего и верхнего квартиля соответ-
ственно. Для оценки распределения непрерывных пе-
ременных использовался тест Шапиро-Уилка. Провер-
ку статистических гипотез в группах проводили с исполь-
зованием непараметрических критериев Манна-Уитни, 
Краскела-Уоллиса. Для выявления связи между изучае-
мыми параметрами использовали коэффициент корреля-
ции Спирмена (R). Сила связи оценивалась по шкале Чед-
дока. При множественных сравнениях вводили поправку 
Бонферрони. Отличия считали статистически значимы-
ми при уровне р ≤ 0,01.

Результаты

У больных с COVID-19-ассоциированным пораже-
нием легких количество тромбоцитов в крови значимо 
не менялось (табл. 1). При оценке агрегации тромбо-
цитов у больных с COVID-19-ассоциированным пора-
жением легких выявлено ускорение индуцированной 
коллагеном и ристомицином агрегации тромбоцитов 
на 24% и 14% соответственно по медиане относитель-
но значений в контрольной группе. Агрегация тром-
боцитов с АДФ и адреналином в этой группе значи-
мо не меняется. 

У больных с COVID-19-ассоциированным повре-
ждением легких в спонтанном режиме детекции сум-
марное содержание продуктов ОМБ в обогащенной 
тромбоцитами плазме больше по медиане на 15%, 
при этом суммарное содержание АДНФГ выросло 
на 21% по медиане относительно контроля, а сум-
марное содержание КДНФГ значимо не изменялось 
(табл. 2). В металл-зависимом режиме суммарное со-
держание продуктов ОМБ в этой группе по медиане 
выросло на 15%, суммарное содержание АДНФГ – 
на 12% и КДНФГ – на 23% от значений группы кон-
троля. В гептановой фазе липидного экстракта тром-
боцитов уровень первичных и вторичных продуктов 
ПОЛ вырос по медиане на 22% и 60% соответственно 
по сравнению со значениями группы контроля. В изо-
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В группе больных с COVID-19-ассоциированным 
поражением легких в сочетании с СД 2 типа относи-
тельно группы больных с COVID-19-ассоциирован-
ным поражением легких без диабета значимо снижа-
ется количество тромбоцитов в крови – на 15%, уско-
ряется индуцированная АДФ (на 123%), коллагеном 
(на 236%), адреналином (на 213%) и ристомицином 
(на 105%) агрегация тромбоцитов (табл. 1). Кроме это-
го, отмечается значимый рост продуктов ОМБ в спон-
танном режиме детекции – на 58%, рост уровня АДН-
ФГ и КДНФГ составляет 56% и 86% соответственно, 
в металл катализируемом режиме детекции рост уров-
ня аналогичных продуктов в обогащенной тромбоци-
тами плазме составил 20%, 18% и 25% соответственно. 
В гептановой фазе липидного экстракта в группе 3 от-
носительно группы 2 выросло содержание первичных 
(на 30%), вторичных (на 50%) и третичных (на 71%) 
продуктов ПОЛ, в изопропанольной фазе – вторич-
ных продуктов ПОЛ (на 16%) (табл. 2).

У больных с COVID-19-ассоциированным пора-
жением легких выявлена прямая связь между скоро-
стью агрегации тромбоцитов, индуцированной АДФ 
и уровнем вторичных продуктов ПОЛ в гептановой фа-
зе умеренной силы, сильная связь с общим содержани-
ем продуктов ОМБ в металл-индуцированном режиме 
детекции (табл. 3). Связь умеренной силы обнаружена 
между скоростью агрегации тромбоцитов, индуциро-
ванной коллагеном, с первичными продуктами ПОЛ 
в гепатновой фазе и с общим содержанием продук-
тов ОМБ в металл-индуцированном режиме. Прямая 
связь умеренной силы обнаружена между скоростью 

пропанольной фазе экстракта значимый рост первич-
ных и вторичных продуктов ПОЛ – 24% и 27% соот-
ветственно. Уровень конечных продуктов ПОЛ в геп-
тановой и изопропанольной фазах значимо не менялся.

У больных с COVID-19-ассоциированным пора-
жением легких в сочетании с СД 2 типа выявлено ста-
тистически значимое снижение количества тромбо-
цитов в крови на 19% по медиане. Значимым было 
ускорение агрегации тромбоцитов, индуцированной 
АДФ, коллагеном, адреналином и ристомицином – 
на 134%, 317%, 257% и 143% соответственно по меди-
ане при сравнении с контролем (табл. 1). В спонтан-
ном режиме детекции суммарное содержание про-
дуктов ОМБ в обогащенной тромбоцитами плазме 
больше по медиане на 81% по сравнению с группой 
контроля (табл. 2). Суммарное содержание АДНФГ 
выросло на 89%, суммарное содержание КДНФГ – 
на 93% по медиане от значений группы контроля. В ме-
талл-зависимом режиме детекции суммарное содер-
жание продуктов ОМБ по медиане выросло на 35%, 
суммарное содержание АДНФГ - на 32%, суммарное 
содержание КДНФГ – на 53% относительно контро-
ля. В гептановой фазе липидного экстракта обогащен-
ной тромбоцитами плазмы уровень первичных продук-
тов ПОЛ значимо увеличивается по медиане на 58%, 
вторичных – на 140%, конечных – на 100% по сравне-
нию со значениями группы 1. В изопропанольной фа-
зе экстракта значимый рост первичных и вторичных 
продуктов ПОЛ составил 55% и 47% соответственно. 
Уровень конечных продуктов ПОЛ в изопропаноль-
ной фазе значимо не изменялся.

Таблица 1/Table 1 

Количество в крови и агрегация тромбоцитов при COVID-19-ассоциированном поражении легких в зависимости от наличия СД 2  
типа (Ме (Q25; Q75)

Blood count and platelet aggregation in COVID-19-associated lung injury depending on the presence of type 2 diabetes (Me (Q25; Q75)

Показатели
Indicators

Группа 1 / Group 1
(n=24) Control

Группа 2|/ Group 2
(n=34)

Группа 3 / Group 3
(n=21)

Тромбоциты, ∙109/л
Platelets, ∙109/l

324 (202;428) 311 (196; 425) 263 (166; 376)*#

АДФ-индуцированная агрегация, ед/мин
ADP-induced aggregation, units/min

20,32 (11,46; 28,40) 21,34 (12,21; 26,80) 47,61 (34,22; 52,55)*#

Коллаген-индуцированная агрегация, ед/мин
Collagen-induced aggregation, units/min

10,86 (5,38; 14,21) 13,50 (7,74;22,60)* 45,31 (39,72; 56,12)*#

Адреналин-индуцированная агрегация, ед/мин
Adrenaline-induced aggregation, units/min

6,21 (1,88; 9,36) 7,10 (2,16; 11,30) 22,20 (12,91; 40,06)*#

Ристомицин-индуцированная агрегация, ед/мин
Ristomycin-induced aggregation, units/minute

31, 09 (24,41; 39,12) 35, 31 (28,74; 41,17)* 72,52 (44,58; 85,19)*#
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средней силы адреналин-индуцированной агрегации 
выявлена с вторичными продуктами ПОЛ в гептановой 
фазе, с общим содержанием продуктов ОМБ в спон-
танном и металл-индуцированном режимах; умерен-
ной силы – с первичными продуктами ПОЛ в изопро-
панольной фазе. Связь ристомицин-индуцированной 
агрегации средней силы прямого характера обнаружена 
с первичными, вторичными и конечными продуктами 
ПОЛ в гептановой фазе, а также общим уровнем про-
дуктов ОМБ в спонтанном режиме детекции (табл. 3). 

Следует отметить разное количество значимых свя-
зей между скоростью агрегации тромбоцитов и по-
казателями ПОЛ и ОМБ в группах 2 и 3. Так, в груп-
пе 2 с адреналин-индуцированной агрегацией вы-
явлена 1 связь, с коллаген- и АДФ-индуцированной 
агрегацией по 2 связи, с ристомицин-индуцирован-
ной агрегацией 3 связи. В группе 3 выявлено по 4 свя-
зи с АДФ-, коллаген- и адреналин-индуцированной 
агрегацией, и 5 - с ристомицин-индуцированной агре-
гацией. Таким образом, наибольшее количество свя-
зей обнаружено в группе 3 – 17 связей против 8 в груп-

агрегации тромбоцитов, индуцированной адренали-
ном с общим содержанием продуктов ОМБ в спон-
танном режиме. Прямая связь средней силы ристоми-
цин-индуцированной агрегации выявлена с первичны-
ми продуктами ПОЛ в гептановой фазе, вторичными 
продуктами ПОЛ – в изопропанольной фазе, а также 
с общим содержанием продуктов ОМБ в металл-инду-
цированном режимах.

У больных с COVID-19-ассоциированным пора-
жением легких в сочетании с СД 2 типа прямая связь 
умеренной силы обнаружена между скоростью агрега-
ции тромбоцитов, индуцированной АДФ, и уровнем 
первичных и вторичных продуктов ПОЛ в гептановой 
фазе липидного экстракта, вторичных продуктов ПОЛ 
в изопропанольной фазе, общим содержания продук-
тов ОМБ в металл-индуцированном режиме детекции. 
Выявлена прямая связь коллаген-индуцированной 
агрегации тромбоцитов с первичными и вторичными 
продуктами ПОЛ в гептановой фазе, вторичными про-
дуктами ПОЛ – в изопропанольной фазе, продуктами 
ОМБ в спонтанном режиме детекции. Прямая связь 

Таблица 2/Table 2

Показатели ОМБ и ПОЛ в обогащенной тромбоцитами плазме при COVID-19-ассоциированном поражении легких в зависимости 
от наличия СД 2 типа (Ме (Q25; Q75)

Indicators of oxidative modification of proteins and lipid peroxidation in platelet-rich plasma in COVID-19-associated lung injury depending 
on the presence of type 2 diabetes (Me (Q25; Q75)

Показатели
Indicators

Группа 1  
Group 1

Контроль  
Control
(n=24)

Группа 2  
Group 2
(n=34)

Группа 3  
Group 3
(n=21)

Продукты ОМБ в спонтанном режиме 
детекции
PMP products in spontaneous detection 
mode

S, у.е./мг белка 29,92 (25,11; 39,67) 34,33 (31,55; 37,41)* 54,17 (43,28;66,71)*#

S АДНФГ, у.е./мг белка 27,37 (25,17; 37,43) 33,21 (29,86; 36,49)* 51,82 (39,11;60,08)*#

S КДНФГ, у.е./мг белка 1,05 (0,95; 1,14) 1,09 (1,02; 1,17) 2,03 (1,69; 2,73)*#

Продукты ОМБ в металл-катализиру-
емом режиме детекции 
PMP  products in metal-catalyzed 
detection mode

S, у.е./мг белка 63,2 (60,81; 66,51) 71,31 (58,21; 79,73)* 84,72 (75,16; 96,13)*

S АДНФГ, у.е./мг белка 54,09 (52,21; 56,40) 61,06 (55,09;74,33)* 72,29 (63,70; 82,43)*#

S КДНФГ, у.е./мг белка 8,3 (8,12; 9,06) 10,17 (7,29; 12,87)* 12,72 (9,57; 14,78)*#

Продукты ПОЛ
POL products

ДК (г), е.и.о. 0,55 (0,49;  0,58) 0,67 (0,59; 0,73)* 0,87  (0,65; 0,95) *#

КДиСТ (г), е.и.о. 0,05 (0,04; 0,08) 0,08 (0,06; 0,10)* 0,12 (0,08; 0,15)*#

ШО (г), е.и.о. 0,06 (0,04; 0,08) 0,07 (0,05; 0,09) 0,12 (0,10; 0,13)*#

ДК (и), е.и.о. 0,51 (0,42; 0,71) 0,63 (0,54; 0,75)* 0,79 (0,63; 0,84)*

КДиСТ (и), е.и.о. 0,30 (0,22; 0,39) 0,38(0,33; 0,42)* 0,44(0,38; 0,49)*#

ШО (и), е.и.о. 0,03 (0,03; 0,04) 0,04(0,03; 0,04) 0,04 (0,03; 0,04)

Примечание. S – суммарное содержание; г – гептановая фаза экстракта; и – изопропанольная фаза экстракта; * - значимые (p < 0,01) раз-
личия с группой 1; # – с группой 2.
Note. S is the total content; г – heptane phase of the extract; i - isopropanol phase of the extract; * – significant (p < 0.01) differences with group 1; # –  
with group 2; PMP – protein oxidative modification products.
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пе 2, среди индукторов агрегации максимальное ко-
личество связей даёт ристомицин-индуцированная 
агрегация (8 связей).

Обсуждение

Вирусная инфекция вызывает снижение уровня 
тромбоцитов разными механизмами. Развитие тром-
боцитопении на ранних стадиях СOVID-19 обычно 
обусловлено усиленным потреблением и разрушени-
ем тромбоцитов, однако на поздних стадиях заболе-
вания наблюдается уменьшение их продукции [14]. 
Тромбоциты при COVID-19 могут активироваться ком-
плексами антиген-антитело, повреждением эндотелия 
и воспалительными медиаторами, кроме того, активи-
рованные тромбоциты легче выводятся из кровотока 
системой мононуклеарных фагоцитов. Возбудитель 
COVID-19 также может обладать способностью взаи-
модействовать с мегакариоцитами и напрямую инги-
бировать тромбоцитопоэз [11]. 

Тромбоциты пациентов с диабетом демонстрируют 
более сильный ответ на классические агонисты и бо-
лее заметную мембранную экспрессию адгезивных мо-
лекул, таких как тромбоспондин, P-селектин, GPIIb-

IIIa, GPVI и CD40L [15]. Механизмы гиперактивности 
тромбоцитов при диабете разнообразны. В исследова-
ниях Buch et al. и Hekimsoy et al. показано, что уровень 
тромбоцитов в крови у пациентов с СД 2 типа ниже, 
чем у здоровых людей [16, 17]. Гипергликемия, связан-
ная с СД 2 типа, влияет на экспрессию ключевых ре-
цепторов и активность ферментов тромбоцитов. Уров-
ни экспрессии рецепторов простациклина снижены 
при СД 2 типа, что усиливает агрегацию тромбоцитов 
[18]. Вместе с этим сообщалось, что активность P2Y12, 
ключевого рецептора вторичного агониста аденозинди-
фосфата, значительно повышена в тромбоцитах боль-
ных СД 2 типа [19]. Повышение экспрессии P2Y12 под-
держивается активацией зависимого от окислительного 
стресса ядерного фактора-κB (NF-κB) в мегакариоци-
тах. У пациентов с СД 2 типа повышена активность ре-
цептора инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF1R), 
что делает тромбоциты этих пациентов более чувстви-
тельными к IGF1. IGF1 описан как положительный 
регулятор передачи сигналов и ответов тромбоцитов, 
его активация IGF1R способствует гиперактивности 
тромбоцитов при СД 2 типа [20]. При СД на тромбо-
цитах изменяется экспрессия интегрина β3, компо-

Таблица 3/Table 3

 Корреляционная матрица между агрегацией тромбоцитов и содержанием в них продуктов ОМБ и ПОЛ

Correlation matrix between platelet aggregation and the content of oxidative modification of proteins and lipid peroxidation in them

Показатели  
Indicators

АДФ-индуцированная 
агрегация / 

ADP-induced 
aggregation, units/min

Коллаген-индуцирован-
ная агрегация /  

Collagen-induced 
aggregation, units/min

Адреналин-индуциро-
ванная агрегация / 
Adrenaline-induced 

aggregation, units/min

Ристомицин-индуцирован-
ная агрегация /  

Ristomycin-induced 
aggregation, units/minute

ДК (г), е.и.о. R=0,21
R=0,46*

R=0,53* 
R=0,48*

R=0,13
R=0,29

R=0,50 *
R=0,46*

КДиСТ (г), е.и.о. R=0,39*
R=0,56*

R=0,11 
R=0,43*

R=0,31 
R=0,68*

R=0,36
R=0,64* 

ШО (г), е.и.о. R=0,06
R=0,13

R=0,14 
R=0,18 

R=0,13 
R=0,11 

R=0,15
R=0,39*

ДК (и), е.и.о. R=0,18 
R=0,31

R=0,11
R=0,27

R=0,32 
R=0,41*

R=0,31
R=0,43*

КДиСТ (и), е.и.о. R=0,26 
R=0,38*

R=0,33
R=0,59*

R=0,25
R=0,33

R=0,52* 
R=0,28 

ШО (и), е.и.о. R=0,11 
R=0,07

R=0,06 
R=0,14

R=0,12 
R=0,10

R=0,11 
R=0,19

S ОМБ,
 у.е./мг белка

R= 0,16 
R=0,35

R=0,27 
R=0,45*

R=0,40*
R=0,51*

R=0,42* 
R=0,59*

S общ.МКО,
у.е./мг белка

R=0,52*
R=0,46*

R=0,44*
R=0,28

R=0,32 
R=0,61*

R=0,66*
R=0,27

Примечание. В числителе значения коэффициента корреляции Спирмена (R) в группе 2, в знаменателе – в группе 3; * – значимая связь  
(p < 0,05); МКО – металл-катализируемое окисление.
Note. In the numerator, the values ​​of the Spearman correlation coefficient (R) in group 2, in the denominator – in group 3; * – significant relationship 
(p < 0.05); MСO  – metal catalyzed oxidation.
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нента гликопротеина IIb/IIIa, обеспечивающих агре-
гацию тромбоцитов [21]. Тромбоциты пациентов с СД 
с плохим контролем гликемии экспрессируют значи-
тельно более высокие уровни прооксидантного фер-
мента НАДФН-оксидазы-1 (NOX1) – важного регу-
лятора активности тромбоцитов in vitro и in vivo [22]. 

Выводы:

1. У больных с COVID-19-ассоциированном по-
ражением легких тяжелой степени количество тром-
боцитов в крови значимо не изменяется, но ускоряет-
ся агрегация тромбоцитов, индуцированная коллаге-
ном и ристомицином; в обогащенной тромбоцитами 
плазме увеличивается суммарное содержание продук-
тов ОМБ в спонтанном режиме детекции, преимуще-
ственно за счет ранних продуктов; в металл-индуци-
рованном режиме детекции увеличивается содержание 
ОМБ в тромбоцитах за счет ранних и поздних продук-
тов. В гептановой и изопропанольной фазах липидно-
го экстракта тромбоцитов увеличивается уровень пер-
вичных и вторичных продуктов ПОЛ.

2. У больных с COVID-19-ассоциированном пора-
жением легких в сочетании с СД 2 типа значимо сни-
жается количество тромбоцитов в крови, ускоряется 
агрегация тромбоцитов, индуцированная АДФ, кол-
лагеном, адреналином и ристомицином; происходит 
значимый рост уровня продуктов ОМБ в спонтанном 
режиме детекции в тромбоцитах за счет АДНФГ и КД-
НФГ. У больных этой группы выявлено накопление 
ранних и поздних продуктов металл-индуцированной 
ОМБ в тромбоцитах; в гептановой фазе липидного экс-
тракта увеличивается уровень первичных, вторичных 
и конечных маркеров ПОЛ в тромбоцитах; в изопропа-
нольной фазе увеличивается уровень первичных и вто-
ричных маркеров ПОЛ в тромбоцитах.

3. В группе больных с COVID-19-ассоциирован-
ном поражением легких в сочетании с СД 2 типа отно-
сительно группы больных с COVID-19-ассоциирован-
ном поражением легких без диабета меньше количе-
ство тромбоцитов в крови, ускоряется индуцированная 
АДФ, коллагеном, адреналином и ристомицином агре-
гация тромбоцитов; больше в тромбоцитах суммарное 
содержание продуктов ОМБ в спонтанном режиме де-
текции, в том числе ранних и поздних; больше содер-
жание первичных, вторичных и конечных продуктов 
ПОЛ в гептановой фазе липидного экстракта, в изо-
пропанольной фазе – вторичных продуктов ПОЛ.

4. Выявлено, что у больных с COVID-19-ассоции-
рованном поражением легких, в том числе при соче-
тании с СД 2 типа, агрегация тромбоцитов, индуциро-
ванная АДФ, коллагеном, адреналином и ристомици-

ном ускоряется по мере увеличения содержания в них 
продуктов окислительной деcтрукции липидов и бел-
ков. Наличие СД 2 типа у больных с COVID-19-ассо-
циированном поражением легких в 2 раза увеличива-
ет количество прямых связей умеренной и заметной 
силы между агрегацией тромбоцитов и содержанием 
в них продуктов ПОЛ и ОМБ.
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Этиопатогенетическое обоснование алгоритма специфической 
противовирусной терапии хронических воспалительных форм 
патологии ротоглотки, ассоциированных с герпесвирусной 
инфекцией

ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский 
Университет), 
119991, Москва, Россия, Трубецкая ул., д. 8

 В связи с доказанной существенной ролью герпесвирусной инфекции в возникновении и рецидивировании различных 
форм патологии ротоглотки в настоящем исследовании поставлена цель – сформулировать, с учетом данных об этиоло-
гии и патогенезе герпетической инфекции, и апробировать алгоритм применения специфических противовирусных пре-
паратов для лечения хронических форм воспаления ротоглотки, ассоциированных с герпесвирусной инфекцией. 
Методика. В исследование включены 170 пациентов с хроническими воспалительными формами патологии ротоглотки, 
которые предварительно прошли клиническое и вирусологическое обследование: ПЦР Real-time и культуральная диагно-
стика. При проведении культуральной диагностики в качестве биологической модели использована перевиваемая куль-
тура клеток VERO, в которую вводился исследуемый материал. До и после лечения оценивалось состояние инфицирован-
ного клеточного монослоя биологической модели для выявления цитопатического действия герпесвируса. Пациенты были 
разделены на 3 группы: основную, сопоставления и контрольную. В основной группе пациентов (с хроническими воспа-
лительными формами патологии ротоглотки, ассоциированными с герпесвирусной инфекцией) проводили специфиче-
скую противовирусную терапию; пациентов группы сопоставления (с хроническими воспалительными формами патоло-
гии ротоглотки, ассоциированными с герпесвирусной инфекцией) лечили по стандартной схеме. В контрольной группе 
пациентов (с хроническими воспалительными формами патологии ротоглотки без герпесвирусной инфекции) также про-
водилась стандартная терапия. По результатам клинического и вирусологического обследований до и после курса лече-
ния оценивали эффективность специфической противовирусной терапии у пациентов с хроническими формами воспа-
ления ротоглотки, ассоциированными с герпесвирусной инфекцией. 
Результаты. В группе пациентов с проведением специфической противовирусной терапии была характерна значительно 
более высокая клиническая эффективность в сравнении с пациентами, лечившимися стандартно: значительно уменьши-
лась выраженность боли в горле и воспалительного процесса ротоглотки, отсутствовали рецидивы заболевания, улуч-
шилось качество жизни. Обнаружена   корреляция между результатами вирусологического обследования (значительное 
снижение на слизистой оболочке ротоглотки количества штаммов различных типов герпесвирусов, менее выраженные 
признаки их цитопатического действия, либо их отсутствие) и показателями динамики клинической картины заболевания 
(нормализации состояния ротоглотки, снижение выраженности боли в горле). 
Заключение. Результаты исследования послужили основанием для выделения самостоятельной нозологической формы: 
«вирусный тонзиллофарингит». Для этой формы патологии разработан и успешно апробирован алгоритм лечения хрони-
ческого воспаления ротоглотки, ассоциированного с герпесвирусной инфекцией. Он заключается в назначении пациен-
там препарата Валацикловира по новой схеме: в дозе 500 мг два раза в сутки в течение 10 суток. Такая схема лечения обе-
спечивала высокую клиническую эффективность и выздоровление.    
Ключевые слова: этиология; патогенез; хронический тонзиллит; хронический фарингит; герпесвирусная инфекция; 
специфическая противовирусная терапия  
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Popova I.A., Litvitsky P.F., Budnik I.A., Andriutsa N.S. 

Etiopathogenetic substantiation of the algorithm for specific antiviral therapy of chronic 
inflammatory forms of oropharyngeal pathology associated with herpesvirus infection

I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), 
Trubetskaya St. 8, p. 2,  Moscow, 119991, Russian Federation

Due to the proven significant role of herpesvirus infection in the occurrence and recurrence of various forms of oropharyngeal 
pathology, the present study aimed to substantiate, taking into account data on the etiology and pathogenesis of herpetic infec-
tion, formulate, and test an algorithm for the use of specific antiviral drugs for the treatment of chronic forms of oropharyngeal 
inflammation associated with herpesvirus infection. 
Methods. The study included 170 patients with chronic inflammatory forms of oropharyngeal pathology, who underwent a prior 
clinical and virological examination with real-time PCR and cultural diagnostics. For the cultural diagnostics, a transferable VERO 
cell culture was used as a biological model, into which the studied material was introduced. Before and after the treatment, the 
condition of the infected cell monolayer of the biological model was assessed to identify the cytopathic effect of the herpesvi-
rus. The patients were divided into 3 groups: main, comparison, and control. The main group (patients with chronic inflammatory 
forms of oropharyngeal pathology associated with herpesvirus infection) received a specific antiviral therapy; the comparison 
group (patients with chronic inflammatory forms of oropharyngeal pathology associated with herpesvirus infection) received a 
standard treatment. The control group (patients with chronic inflammatory forms of oropharyngeal pathology without herpes-
virus infection) also received a standard treatment. Based on results of clinical and virological examinations before and after the 
course of treatment, the efficacy of the specific antiviral therapy was evaluated in patients with chronic forms of oropharyngeal 
inflammation associated with herpesvirus infection. 
Results. In the group of patients after specific antiviral therapy, the clinical efficacy of the treatment was significantly higher com-
pared to the standard therapy group: the severity of throat soreness and oropharyngeal inflammation significantly decreased, 
there were no relapses of the disease, and the quality of life improved. Also, a correlation was found between the results of viro-
logical examination (significant decrease in the number of various types of herpesviruses on the oropharyngeal mucosa and less 
pronounced or absent signs of cytopathic action of viruses), and changes in the clinical picture of the disease (normalization of 
the oropharynx; reduced severity of throat soreness).  
Conclusion. The results of the study justified isolation of an independent nosological form of “viral tonsillopharyngitis”. For this 
condition, an algorithm was developed and successfully tested for the treatment of chronic inflammatory oropharyngeal pathol-
ogy associated with herpesvirus infection. This algorithm includes the administration of valacyclovir according to a new sched-
ule: 500 mg twice a day for 10 days. This treatment regimen provided a high clinical efficacy.

Keywords: etiology; pathogenesis; chronic tonsillitis; chronic pharyngitis; herpesvirus infection; specific antiviral therapy; 
biological model
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Введение

Хронические воспалительные формы патологии 
ротоглотки (ХВФПР) широко распространены во всех 
странах и возрастных группах населения. Характерна 
чрезвычайная разнородность сведений и большой раз-
брос данных о распространенности этих заболеваний. 
Так, например, по оценкам разных авторов, распро-
страненность хронического тонзиллита (ХТ) в попу-
ляции варьирует от 5 до 24% [1–3]. При этом остается 
неясным, имеют ли они в виду одно и то же заболева-
ние с общими этиологией и патогенезом. Помимо это-
го, из всех типов ХВФПР критерии оценки их клини-
ческой картины четко определены только для ХТ ток-
сико-аллергической формы II степени (ТАФ II) [4]. 
У большинства остальных форм хронического воспале-
ния ротоглотки признаки неспецифичны, они не всег-
да коррелируют с клинической картиной. Таким об-
разом, ХВФПР не имеют определенных клинико-ди-
агностических критериев. Антибактериальная терапия, 
рекомендованная при обострениях ХТ и хронического 
фарингита (ХФ), не приводит к полной санации очагов 
инфекции и не препятствует рецидивированию забо-
левания. Эти факты свидетельствуют о возможной не-
дооценке роли других инфекционных (не бактериаль-
ных) агентов, таких, например, как возбудитель герпе-
свирусной инфекции (ГИ). 

Актуальность проблемы диагностики и лечения 
ХВФПР, ассоциированной с ГИ, обусловлена широ-
кой ее распространенностью, а также рядом патоген-
ных особенностей герпесвирусов, таких как их троп-
ность к слизистым оболочкам и способность длительно 
в них персистировать. Развивающиеся при герпесви-
русyсной инфекции нарушения в иммунной систе-
ме также могут способствовать поддержанию хрони-
ческого воспаления в ротоглотке и в других регионах 
организма. За последние годы во всех странах мира 
отмечается устойчивая тенденция к росту заболевае-
мости ГИ. Первичное инфицирование, как правило, 
протекает бессимптомно, а рецидив заболевания раз-
вивается у 20–30% больных в течение последующих  
2–3 лет от момента манифестации заболевания. В свя-

зи с этим установить истинное число первично забо-
левших не представляется возможным. Рост заболевае-
мости в значительной мере связан с распространением 
недиагностированных и бессимптомных форм пато-
логии, однако это не сопровождается формировани-
ем настороженности по отношению к этому заболева-
нию ни у врачей, ни у населения [5]. Вместе с тем, как 
фактор риска летального исхода, по данным Всемир-
ной организации здравоохранения, ГИ занимают вто-
рое место (15,8%) после гриппа (35,8%) [6].  

В настоящее время известно 8 типов герпесвиру-
сов человека. В зависимости от особенностей их ре-
продукции, структуры генома, типа инфицируемых 
ими клеток, а также антигенных и других свойств гер-
песвирусы подразделяются на 3 подсемейства: аль-
фа, бета и гамма [7–9]. Проникнув в клетки слизи-
стых оболочек человека, вирус может длительно в них 
персистировать, вызывая рецидивирующие воспали-
тельные формы патологии [10, 11]. Так, вирус просто-
го герпеса (ВПГ) может попадать в организм через по-
врежденные кожные покровы и слизистые оболочки. 
Вначале вирус внедряется в клетки эпителия, где на-
чинается процесс его размножения и реализуется ци-
топатический эффект [6, 12], затем вирусные частицы 
проникает в нейроны, в ядрах которых происходит ре-
пликация вирусной ДНК. В нейронах паравертебраль-
ных ганглиев возбудитель может сохраняться в течение 
всей жизни человека. В процессе реактивации ВПГ пе-
ремещается по нервным волокнам к клеткам эпителия 
слизистой оболочки ротоглотки (ворота инфекции) 
с инициацией рецидива специфического инфекцион-
но-воспалительного процесса и возможной диссеми-
нацией возбудителя инфекции [6, 13]. ВПГ может ре-
активироваться, вызывая как острую, так и хрониче-
скую персистирующую инфекцию [14, 15]. 

Наиболее перспективным направлением в лечении 
и профилактике ГИ может быть использование проти-
вовирусных препаратов из группы ациклических нукле-
озидов [6]. Представителем препаратов этой группы яв-
ляется препарат «Валацикловир» [16, 17]. В организме 
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человека он превращения в активную форму – ацикло-
вира трифосфат, который, будучи аналогом нуклеози-
да, встраивается в вирусную ДНК и конкурентно инги-
бирует вирусную ДНК-полимеразу. Это приводит к тер-
минации синтеза ДНК и, следовательно, прекращению 
репликации вируса [18]. Применение Валацикловира по-
казало высокую эффективность в лечении различных за-
болеваний, вызванных герпесвирусами, в том числе оф-
тальмологического кератита [14, 16, 19], опоясывающего 
герпеса [20, 21] и ряда других форм патологии. Специфи-
ческая противовирусная терапия позволяет заблокиро-
вать процесс репликации вируса, тем самым снижая ви-
русную нагрузку на организм. Эффекты этиотропного 
и патогенетического лечения обеспечивают значитель-
ное уменьшение выраженности и продолжительности 
воспаления, а также снижение темпа прогрессирования 
расстройств, возникающих под влиянием ГИ в организме 
[22]. При этом сведения о применении указанного пре-
парата в лечении ХВФПР весьма ограничены. 

В связи с существенной ролью персистирующей 
ГИ в возникновении и рецидивировании хронических 
воспалительных форм патологии ротоглотки в настоя-
щей работе поставлена цель: сформулировать, учетом 
данных об этиологии и патогенезе герпетической ин-
фекции, и апробировать алгоритм применения спец-
ифических противовирусных препаратов для лечения 
пациентов с хроническими формами воспаления ро-
тоглотки, ассоциированными с ГИ. Для достижения 
цели были поставлены следующие задачи: 

1) определить частоту встречаемости ГИ у паци-
ентов с ХВФПР;

2) Используя высокочувствительную к ГИ культу-
ру клеток VERO доказать вирусную природу ряда хро-
нических форм воспаления ротоглотки и оценить эф-
фективность препарата «Валацикловир» в терапии за-
болеваний, ассоциированных с ГИ и предотвращении 
развития рецидивов.

3) определить корреляции между клиническим те-
чением заболевания, результатами диагностики ПЦР 
Real-time и цитологическими изменениями в культу-
ре клеток; 

4) оценить частоту рецидивов через 6 мес после 
проведенного курса лечения. 

Методика

В исследование включено 170 пациентов с ХВФПР. 
На данное исследование было получено одобрение 
со стороны локального этического комитета (прото-
кол № 2 от 15.11.2021 г.). Все исследования выполня-
лись по международным правилам работы с биомате-
риалом людей.

Критериями включения в исследование были диа-
гностированные у пациентов нозологии: хронический 
фарингит, гипертрофическая форма; хронический фа-
рингит, катаральная форма; хронический тонзиллит, 
простая форма; хронический тонзиллит, токсико-ал-
лергическая форма I степени (ТАФ l). 

Критериями исключения были: возраст ме-
нее 18 и более 65 лет; хронический тонзиллит, ТАФ II 
степени; стрептококковая инфекция ротоглотки, под-
тверждаемая одним или несколькими критериями: вы-
явление бета-гемолитического стрептококка группы 
А в ходе бактериологического исследования отделя-
емого с поверхности нёбных миндалин, повышение 
уровня в крови одного или нескольких показателей: 
антистрептолизина-О (АСЛО), ревматоидного факто-
ра (РФ), С-реактивного белка (СРБ); гастроэзофаге-
альная рефлюксная болезнь (ГЭРБ); тяжелые сомати-
ческие заболевания; беременность; противопоказания 
к использованию для лечения препарата, применяемо-
го в исследовании.

Ключевым моментом данного исследования являл-
ся факт отсутствия достоверных клинических различий 
между ХВФПР бактериальной, грибковой или вирус-
ной этиологии. В связи с чем нами определены диа-
гностические методы, позволяющие выявить присут-
ствие вируса в биологическом образце и подтвердить 
наличие морфологических изменений эпителиального 
слоя пораженного локуса, а также доказать в ходе ди-
намической контрольной диагностики эффект спец-
ифической противовирусной терапии.

ПЦР-диагностика Real-time. На основе PCR-ди-
агностики Real-time дифференцировали типы герпе-
свирусной инфекции в соскобах со слизистой оболоч-
ки ротоглотки: HSV-1,  HSV-2,  EBV,  CMV, HHV-6. 
Соскобы при ХТ, простой либо токсико-аллергиче-
ской форме I степени проводились со слизистой обо-
лочки нёбных миндалин, при катаральной форме ХФ 
– с участков наиболее выраженных изменений сли-
зистой оболочки ротоглотки (зоны гиперемии, отёка 
и сосудистой инъекции слизистой оболочки ротоглот-
ки), при гипертрофической форме ХФ – с гипертро-
фированных участков лимфоидной ткани глотки или 
боковых валиков глотки). Материал для исследования, 
забранный с помощью одноразовых стерильных зон-
дов, переносился в пробирку с раствором для транс-
портировки. Пробирки с биологическим материалом 
доставлялись в молекулярно-биологическую лаборато-
рию. ДНК герпесвирусов различных типов выделяли 
с помощью набора реагентов «РеалБест» методом ПЦР 
в режиме реального времени. ПЦР в режиме реально-
го времени для определения количества копий генов 
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и ПЦР-скрининга в ходе клонирования проводили 
в детектирующем амплификаторе DTprime (ДНК-тех-
нология, Российская Федерация). Принцип действия 
набора «РеалБестДНК-экстракция-3» для определения 
различных типов герпесвирусов (ЗАО «ВекторБест», 
Новосибирск-117) состоит в температурной обработ-
ке пробы многокомпонентным лизирующим раство-
ром, который разрушает комплексы нуклеиновых кис-
лот с белками, с последующей сорбцией на магнитные 
частицы, покрытые силикагелем, спиртовой отмывкой 
и элюцией. В реакционную смесь добавлялись прай-
меры для амплификации ДНК герпесвирусов. С помо-
щью специального программного обеспечения произ-
водилась количественная оценка ДНК/кДНК, по ре-
зультатам сформированы протоколы исследования 
с автоматической трактовкой полученных результатов.

Культуральная диагностика. В ходе исследования 
была использована высокочувствительная для герпе-
свирусной инфекции перевиваемая культура клеток 
VERO, выращиваемая в среде Игла МЕМ, содержа-
щей 5% сыворотки эмбрионов коровы, 2 мМ глута-
мина, 50 мкг/мл гентамицина. Материал от пациен-
тов вводился в клеточную культуру со средой до и по-
сле лечения пациента Валацикловиром. Проводилась 
световая микроскопия зараженного клеточного мо-
нослоя с целью выявления цитопатического действия 
герпесвируса и оценки эффективности используемо-
го противовирусного препарата.

Клиническая диагностика. Все пациенты (n=170) 
осмотрены врачом отоларингологом и у них были вы-
явлены фарингоскопические признаки ХВФПР (хро-
нического фарингита и/или хронического тонзилли-
та), признаками хронического тонзиллита являлись: 

- признак Гизе (гиперемия передних небных ду-
жек);

- признак Зака (отечность слизистой оболочки над 
верхним полюсом небных миндалин и верхних частей 
небных дужек);

- признак Преображенского (дугообразная ин-
фильтрация и гиперемия верхних половин дужек).  

Данные признаки носят строго неспецифический ха-
рактер, клинически не представляется возможным до-
стоверно дифференцировать бактериальную (в частно-
сти, стрептококковую) или вирусную этиологию. Этот 
факт объясняет неэффективность традиционно прово-
димого лечения при воспалительных формах патологии 
ротоглотки. Таким образом, диагнозы “хронический тон-
зиллит” и “хронический фарингит” могут быть установ-
лены лишь на основании визуального осмотра (фарин-
госкопии), что предполагает дальнейший диагностиче-
ский поиск и установление этиологического фактора.

Современная классификация хронического тон-
зиллита в Российской Федерации также включает в се-
бя лишь тонзиллит стрептококковой природы, другие 
этиологические факторы не рассматриваются. Учи-
тывая, что бета-гемолитический стрептококк груп-
пы А (БГСА) в качестве этиологического фактора со-
ставляет лишь 5-10 % в популяции, остается неясным 
каким образом следует рассматривать нозологиче-
ские формы другой этиологии (в частности, вирус-
ной), и как вести данную категорию больных. В свя-
зи этим данные диагнозы будут пересмотрены в ходе 
диагностических процедур согласно методике наше-
го исследования. 

У всех больных проведена субъективная оценка 
ощущения боли в горле с помощью 10-балльной ав-
торской визуальной аналоговой шкалы (ВАШ), в ко-
торой 0 баллов означало отсутствие боли, а 10 баллов — 
максимально выраженную боль в горле (рис. 1). 

В ходе ПЦР-исследования у 136 из 170 пациентов 
с ХВФПР обнаружено наличие герпесвируса, что было 
также подтверждено в ходе культуральной диагностики 
(наличие      специфиических цитопатических измене-
ний клеточного монослоя культуры, характерных для 
ГИ). Выявление данных признаков, а также отсутствие 
клинических и лабораторных данных о других этиоло-
гических факторах позволило нам выделить новую но-
зологическую форму “вирусный тонзиллофарингит”. 

На основании выявления герпесвируса и корре-
лирующих с этими данными результатами биологи-
ческого моделирования все обследованные пациенты 
(n=170) разделены на группы А, Б и В. Группу А соста-
вили 70 пациентов с ХВФПР (28 пациентов с хрони-
ческим тонзиллитом простой или ТАФ I степени, 42 – 
с хроническим фарингитом гипертрофической или 
катаральной формы) и выявленной ГИ ротоглотки, ко-
торые получали    Валацикловир (500 мг 2 раза в сутки 
в течение 10 суток). Группу Б составили  66 пациентов 
с ХВФПР (26 пациентов с хроническим тонзиллитом 
простой или ТАФ I степени, 40 – с хроническим фа-
рингитом гипертрофической или катаральной формы) 
и выявленной ГИ ротоглотки, которые получали стан-
дартное лечение, включавшее при хроническом тон-
зиллите промывание лакун миндалин антисептиче-
скими растворами (курс из 10 процедур), при хрониче-
ском фарингите лизоцима гидрохлорид (20 мг) и 10 мг 
пиридоксина гидрохлорид (оба препарата 4 раза в сут-
ки в течение 10 сут). Группу В составили 34 пациента 
с ХВФПР (14 пациентов с хроническим тонзиллитом 
простой или ТАФ I степени и 20 – с хроническим фа-
рингитом гипертрофической или катаральной формой) 
и отрицательными результатами тестов на наличие 
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ГИ ротоглотки, которые получали такое же стандарт-
ное лечение, как и пациенты группы Б. Этим пациен-
там проводили стандартное лечение: при хроническом 
тонзиллите – курс приема препарата, содержащего ли-
зоцим гидрохлорид в дозе 20 мг и пиридоксин гидрох-
лорид – 10 мг, ежедневно 4 раза в сутки сублингваль-
но в течение 10 сут. 

Осмотр ЛОР-органов выполняли на 10-е, 20-е, 30-
е сутки, оценку состояния пациента и наличие реци-
дивов – через 6 мес от начала лечения. Субъективную 
оценку пациентами динамики клинической картины 
и самочувствия пациента выполняли с использованием 
визуальной аналоговой шкалы оценки выраженности 
боли и цифровой рейтинговой шкалы субъективной 
оценки комплексного улучшения состояния (уменьше-
ния выраженности симптомов воспаления) ротоглот-
ки (уменьшение першения и дискомфорта в горле при 
хроническом фарингите и хроническом тонзиллите, 
исчезновение пробок в лакунах миндалин при хрони-
ческом тонзиллите) на 10-е сут наблюдения (таблица).

После завершения лечения у всех пациентов ме-
тодом PCR-диагностики Real-time выявляли наличие 
возбудителя герпесвирусной инфекции в соскобах со 
слизистой оболочки ротоглотки на 30-е сут от момен-
та начала лечения. 

Также на 30-е сут у всех пациентов проводили взя-
тие биологического материала и внесение его в культу-
ру клеток VERO. В ходе контрольного биологическо-
го моделирования определялось состояние клеточного 
монослоя и выявление признаков регресса цитопати-
ческого действия герпесвируса у пациентов, получав-
ших специфическое лечение, и сравнение полученных 
результатов с показателями групп контроля.

Статистический анализ

Статистический анализ выполнен с помощью про-
граммы IBM SPSS Statistics 26 (IBM corp., США). Ко-
личественные переменные были представлены в виде 
медианы, верхнего и нижнего квартилей; качествен-
ные переменные – в виде частот и (или) процентов. 

Сравнения между группами А, Б и В по визуальной 
аналоговой шкале оценки выраженности боли в горле 
и по цифровой рейтинговой шкале субъективной оцен-
ки комплексного уменьшения симптомов хроническо-
го воспалительного процесса ротоглотки проводили 
с помощью критерия Краскела–Уоллиса и апостери-
орного критерия Данна. Для оценки изменений выра-
женности боли после лечения в группах А, Б и В при-
меняли двусторонний критерий Уилкоксона (отдель-
но для каждой группы). Сравнения долей пациентов 
с полным купированием симптомов ХВФПР после ле-
чения в группах А, Б и В проводили с помощью кри-
терия однородности хи-квадрат (2 × 3) и апостериор-
ного z-критерия для двух долей (с поправкой Бонфер-
рони). Сравнения долей пациентов с положительным 
ПЦР-тестом на наличие вируса в соскобах со сли-
зистой оболочки ротоглотки в группах А и Б прово-
дили с помощью критерия однородности хи-квадрат  
(2 × 2). Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Масштабы заболеваемости ГИ требуют проведе-
ния ее своевременной диагностики и эффективной те-
рапии, основанной на понимании этиологии и пато-
генеза заболевания. В связи с этим, можно выделить 
основные цели лечебных мероприятий в отношение 
таких заболеваний, как воспалительные формы пато-
логии ротоглотки, ассоциированные с ГИ. К ним от-
носятся: а) подавление репродукции возбудителя ГИ 
в период обострения заболевания; б) инициирование 
эффективного иммунного ответа и его длительное под-
держание с целью блокады реактивации герпесвируса 
в очаге воспаления и его персистенции; в) предотвра-
щение осложнений, связанных с активацией и перси-
стированием возбудителя ГИ в организме; г) купиро-
вание рецидивов воспалительных форм патологии ро-
тоглотки, ассоциированных с ГИ [3]. 

Наиболее перспективным направлением в лечении 
заболеваний, ассоциированных с ГИ, является проти-

Рис. 1. Визуальная аналоговая шкала оценки ощущения выраженности боли 

Fig. 1. Visual analog scale for assessing the sensation of pain severity 
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вовирусная терапия с использованием высокоспеци-
фичных препаратов, обладающих доказанным про-
тивовирусным эффектом – ациклических нуклеози-
дов [4]. 

Совокупность результатов клинических и лабора-
торных данных, таких как метод PCR Real-time и со-
здание биологической модели культуры клеток, позво-
лили нам выделить новую нозологическую форму “ви-
русный тонзиллофарингит”. Выявление этой формы 
патологии потребовало высокоспецифического тера-
певтического подхода. В связи с этим нами предложен 
лечебно-диагностический алгоритм при хронической 
воспалительной форме патологии ротоглотки, ассо-
циированной с ГИ. Алгоритм основан на этиологиче-
ском и патогенетическом принципах лечения именно 
таких пациентов (рис. 2). 

Фарингоскопическая картина на 10-е сут после на-
чала лечения. В группе А у всех 28 пациентов с хрони-
ческим тонзиллитом отмечалось уменьшение выра-
женности признаков Гизе, Зака и Преображенского, 
у 25 из них (89,3%) уменьшилось или отсутствовало 
казеозное отделяемое. У всех 42 пациентов с хрони-
ческим фарингитом также отмечалось существенное 
улучшение фарингоскопической картины, что выража-
лось в уменьшении инъекции сосудов слизистой обо-
лочки глотки (18 пациентов с катаральной формой за-
болевания) и уменьшении степени гипертрофии и ги-
перемии лимфоидных образований и боковых валиков 
глотки (24 пациента с гипертрофической формой). Та-

ким образом, результатом применения специфическо-
го противовирусного препарата Валацикловира при 
ХВФПР на фоне ГИ ротоглотки явилось значитель-
ное уменьшение выраженности фарингоскопических 
признаков воспалительного процесса у всех пациентов. 

В группе Б у 15 из 26 пациентов (57,7%) с хрони-
ческим тонзиллитом отмечалось уменьшение выра-
женности признаков Гизе, Зака и Преображенско-
го, у 13 из них (50 %) – снижение объема или отсут-
ствие казеозного отделяемого из миндалин; улучшение 
состояния наблюдалось также у 19 из 40  пациентов 
(47,5%) с хроническим фарингитом, что выражалось 
в уменьшении инъекции сосудов слизистой оболочки 
глотки у 12 из 25 пациентов (48%) с катаральной фор-
мой заболевания и уменьшении степени гипертрофии 
и гиперемии лимфоидных  образований и боковых ва-
ликов глотки у 7 из 15 пациентов (46,6%) с гипертро-
фической формой. Таким образом, применение стан-
дартного лечения при ХВФПР на фоне ГИ ротоглотки 
обеспечивало уменьшение выраженности фаринго-
скопических признаков воспалительного процесса 
у значительно меньшей части пациентов по сравнению 
с применением терапии, включавшей Валацикловир.

В группе В у всех 14 пациентов с хроническим 
тонзиллитом наблюдалось снижение выраженности 
признаков Гизе, Зака и Преображенского, у 10 из них 
(71,4%) – уменьшение или отсутствие казеозного от-
деляемого; уменьшение выраженности симптомов вос-
паления отмечалось также у 15 из 20 пациентов (75%) 

Таблица /Table 

Цифровая рейтинговая шкала субъективной оценки комплексного улучшения состояния (уменьшения симптомов  
воспалительного процесса) ротоглотки

Digital rating scale for subjective assessment of complex improvement of the condition (reduction of symptoms  
of the inflammatory process) oropharynx

Выраженность симптомов хронического воспалительного процесса глотки Баллы

Полное купирование симптомов (Complete relief of symptoms) 7

Практически полное купирование симптомов (Practically complete relief of symptoms) 6

Значительное улучшение, уменьшение выраженности симптомов 
(Significant improvement, symptom reduction)

5

Временное улучшение, уменьшение выраженности симптомов (Temporary improvement, decrease in symptoms) 4

Легкое улучшение (Mild Improvement) 3

Незначительное улучшение (Slight improvement) 2

Минимальное улучшение (Minimal improvement) 1

Отсутствие улучшения (No improvement) 0



ISSN 0031-2991 43

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.36-48

с хроническим фарингитом, что выражалось в умень-
шении выраженности инъекции сосудов слизистой 
оболочки глотки у всех 9 пациентов с катаральной фор-
мой заболевания и уменьшении степени гипертрофии, 
гиперемии лимфоидных образований и боковых ва-
ликов глотки у 10 из 11 пациентов (90,9%) с гипертро-
фической формой. Таким образом, применение стан-
дартного лечение у пациентов с ХВФПР без ГИ рото-
глотки позволяло достичь желаемого терапевтического 
эффекта в значительно большей части случаев по срав-
нению с его применением у пациентов с ХВФПР на 
фоне ГИ ротоглотки.

Результаты субъективной оценки интенсивности 
боли в горле до и на 10-е сут после начала лечения. Сто-
ит отметить, что существенных клинических различий 
в оценке болевого синдрома при различных воспали-
тельных формах патологии ротоглотки также как и при 
клиническом осмотре выявлено не было.

До лечения все пациенты ХВФПР, включенные 
в исследование, предъявляли жалобы на боль в горле. 
Во всех 3 группах ее интенсивность составила 8 (7–
9) баллов (рис. 3). На 10-е сут после начала лечения 
во всех группах отмечалось снижение интенсивно-
сти боли: в группе А она составила 0 (0–1,25) баллов, 
в группе Б – 3 (2–4) балла, в группе В – 2 (1–3) балла 
(p < 0,001 для каждой группы при сравнении с показа-
телем до начала лечения). При этом необходимо отме-
тить, что различия в степени снижения интенсивности 
боли в группах А и Б также были статистически значи-

мыми (p < 0,001), что свидетельствует о более высокой 
клинической эффективности применения Валацикло-
вира для лечения ХВФПР на фоне ГИ по сравнению 
с применением стандартного лечения.  

Результаты субъективной оценки комплексного 
уменьшения симптомов хронического воспалительного 
процесса в ротоглотке на 10-е сут после начала лече-
ния. Применение цифровой рейтинговой шкалы субъ-
ективной оценки комплексного уменьшения симпто-
мов хронического воспалительного процесса в рото-
глотке показало, что на 10-е сут после начала лечения 
состояние ротоглотки в группе А оценивалось пациен-
тами на 7 (6–7) баллов, что было статистически значи-
мо больше, чем в группе Б, в которой этот показатель 
составил 5 (4–7) баллов (p < 0,001), но меньше, чем 
в группе В, в которой он был 7 (7–7) баллов (p = 0,032) 
(рис. 4, А). При этом пациенты группы А статистически 
значимо чаще отмечали признаки полного купирова-
ния симптомов по сравнению с группой Б (p < 0,05). 
Наибольшая частота полного купирования симпто-
мов заболевания наблюдалась в группе В, в которой 
она составила 94,1%, что было статистически значимо 
больше, чем в группах А и Б (p < 0,05 для обоих сравне-
ний) (рис. 4, Б). Представленные данные подтверждают 
бо́льшую эффективность применения Валацикловира 
в лечении пациентов с ХВФПР при ГИ по сравнению 
со стандартным лечением, а также свидетельствуют 
о более легком течении и быстром разрешении вос-
палительного процесса у пациентов с ХВФПР без ГИ 

Рис. 2. Алгоритм ведения пациентов с хроническими воспалительными формами патологии ротоглотки, ассоциированными с герпесвирусной 
инфекцией.

Fig. 2. Algorithm of management of patients with chronic inflammatory forms of oropharyngeal pathology associated with herpesvirus infection.
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по сравнению с пациентами с ХВФПР на фоне ГИ при 
назначении стандартного лечения. 

В целом, полученные у пациентов группы А дан-
ные свидетельствуют о высокой клинической эффек-
тивности специфической противовирусной терапии 
при хронической воспалительной патологии ротоглот-
ки, ассоциированной с ГИ. Это подтверждается фак-
тами закономерной тенденции к нормализации фа-
рингоскопической картины заболевания, снижением 
выраженности боли в горле и признаков местного вос-
паления в ротоглотке.  

Диагностика наличия возбудителя вирусной инфек-
ции в слизистой оболочке ротоглотки методом ПЦР Re-
al-time до и на 30-е сут после начала лечения. До начала 
лечения у всех 70 пациентов группы А и 66 пациентов 
группы Б в слизистой оболочке ротоглотки был вы-
явлен вирус из семейства Herpesviridae. При повтор-
ном обследовании, проведенном на 30-е сут после на-
чала лечения, в группе А вирус обнаруживался лишь 

у 10 пациентов (14,3%), а в группе Б – у 53 (80,3%) (p 
< 0,001 для обеих групп при сравнении с соответству-
ющим значением до начала лечения) (рис. 5).

Важно отметить, что приведенные различия меж-
ду долями положительных тестов в группах А и Б так-
же были статистически значимыми (p < 0,001). Эти 
данные также указывают на большую эффективность 
специфического противовирусного препарата «Вала-
цикловир» при ХВФПР с ГИ по сравнению со стан-
дартным лечением.

Таким образом, специфическая противовирусная 
терапия пациентов группы А обеспечивает элимина-
цию вируса, в отличие от больных группы Б. Также об-
ращает на себя внимание факт высокой противовирус-
ной эффективности препарата «Валацикловир» в от-
ношение вирусов семейства Herpesviridae.

Моделирование биологического процесса заражения 
возбудителем ГИ в культуре клеток VERO. В ходе инфи-
цирования культуры клеток VERO материалом от всех 

Рис. 3. Результаты субъективной оценки боли в горле по визуальной аналоговой шкале у пациентов групп А, Б и В до и на 10-е сут после нача-
ла лечения. Данные представлены в виде диаграммы размаха («ящика с усами»), в которой границы «ящика» указывают 25-й и 75-й проценти-
ли, «усы» – минимальное и максимальное значения, линия внутри «ящика» – медиану. Сравнения групп А, Б и В до и после лечения проводили 
с помощью критерия Краскела–Уоллиса и апостериорного критерия Данна (значения p представлены на рисунке). Изменения выраженности 
боли после лечения в каждой группе пациентов оценивали с помощью критерия Уилкоксона (*** p < 0,001, сравнение с показателем до лече-
ния в соответствующей группе).

Fig. 3. The results of subjective assessment of pain in the throat by the visual analog scale in the patient groups A, B and C before and on day 10 of treat-
ment. The data are presented as a range chart (“box and whiskers”) in which the boundaries of the “box” indicate the 25th and 75th percentiles, the 
“whiskers” indicate the minimum and maximum values, and the line inside the “box” indicates the median. Comparisons of groups A, B, and C before 
and after treatment were made using the Kruskal-Wallis test and Dunn’s posterior criterion (P values are shown in the figure). Changes in pain severity 
after treatment in each patient group were assessed using the Wilcoxon test (*** –  p<0.001; comparison with the rate before treatment in the corre-
sponding group).
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пациентов с ХВФПР и подтвержденной ГИ до лече-
ния в клеточном монослое выявлены признаки цито-
патического действия вируса герпеса. Это проявлялось 
слиянием клеток в виде синцития, лизисом клеточ-
ных мембран, увеличением размеров ядра (цитомега-
лия или “совиный глаз”), появлением внутриядерных 
включений. На 30-е сут после начала курса специфи-
ческой терапии пациентов Валацикловиром установ-
лено, что клеточная культура с внесенным от пациен-
тов материалом стала более однородной, значительно 
уменьшились либо полностью отсутствовали призна-
ки цитопатического действия вируса.

Отдаленные результаты. Был проведен анализ 
частоты рецидивов ХВФПР у пациентов с ХВФПР 
при ГИ и без ГИ после проведения специфической 
и стандартной терапии через 6 мес от начала лече-
ния (рис. 6). При анализе частоты рецидивов ХВФПР 

в течение 6 мес наблюдения установлено, что в груп-
пе у пациентов с ХВФПР и ГИ (группа А) после спец-
ифической терапии отсутствовали рецидивы у 58 па-
циентов (82,9%), что существенно превышает коли-
чество пациентов с отсутствием рецидивов в группе 
Б с ХВФПР и ГИ после курса стандартной терапии: 
отсутствие рецидивов наблюдалось у 38 пациентов 
(57,6%), p < 0,05. У пациентов с ХВФПР с отрицатель-
ными результатами ПЦР Real-time после проведения 
стандартной терапии (группа В) отсутствие рецидивов 
наблюдалось у 28 пациентов (82,4%), что значимо пре-
вышает аналогичный показатель в группе Б.

Заключение

Как показали наши исследования, после курсово-
го применения Валацикловира в апробированной на-
ми дозе возможна ремиссия в течение полугода. Этот 

Рис. 4. Результаты субъективной оценки комплексного уменьшения симптомов хронического воспалительного процесса в ротоглотке по циф-
ровой рейтинговой шкале у пациентов групп А, Б и В на 10-е сут после начала лечения.

 4 А – баллы по шкале субъективной оценки комплексного улучшения симптомов в исследуемых группах. Данные представлены в виде диа-
граммы размаха («ящика с усами»), в которой границы «ящика» указывают 25-й и 75-й процентили, «усы» – минимальное и максимальное зна-
чения, линия внутри «ящика» – медиану. Сравнения групп проводили с помощью критерия Краскела–Уоллиса и апостериорного критерия Дан-
на; 4 Б представлена доля пациентов с полным купированием симптомов. Сравнения долей проводили с помощью критерия однородности 
хи-квадрат (2 × 3) и апостериорного z-критерия для двух долей (с поправкой Бонферрони на три попарных сравнения).

Fig. 4. The results of subjective assessment of resolution of the sore throat symptoms by the digital rating scale in the patient groups A, B and C on day 
10 of treatment.

4 A – scores on the scale of subjective evaluation of the complex improvement of symptoms in the studied groups. The data are presented as a scaling 
diagram (“box and whiskers”), in which the boundaries of the “box” indicate the 25th and 75th percentiles, the “whiskers” indicate the minimum and 
maximum values, and the line inside the “box” indicates the median. The groups were compared using the Kruskal–Wallis criterion and the Dunn’s pos-
terior criterion; 4 B presents the proportion of patients with complete resolution of symptoms. Fractional comparisons were made using the chi-square 
homogeneity test (2 × 3) and the posterior z-criterion for the two fractions (with Bonferroni correction for three pairwise comparisons).
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эффект обусловлен способностью Валацикловира по-
давлять репродукцию возбудителя ГИ, формировать 
оптимальный иммунный ответ и длительно стабиль-
но его поддерживать, что блокирует процессы реак-
тивации и персистирования ГИ в очаге воспаления. 
Такие свойства Валацикловира предотвращают также 
развитие осложнений, связанных с активацией и со-

хранением ГИ в организме, купирует рецидивы вос-
паления ротоглотки, ассоциированные с ГИ.  Важно, 
что и при ХВФПР, сочетающихся с ГИ, противови-
русная терапия Валацикловиром в дозе 500 мг 2 раза 
в сут в течение 10 сут предотвращает рецидивы забо-
левания, уменьшает выраженность боли в горле и сим-
птомов воспаления ротоглотки (першение и диском-

 Рис. 5. Процент положительных ПЦР тестов в группах А и Б до и после лечения. Валацикловиром. Сравнение проводили с помощью критерия 
однородности хи-квадрат (2 × 2). Сравнение степени снижения доли пациентов с положительным тестом на 30-е сут в группе А и отдельно в 
группе Б проводили с помощью теста McNemar. 

Fig. 5. Percentage of positive PCR tests in groups A and B before and after Valacyclovir treatment.

The proportions of patients with a positive test between groups A and B were compared using the chi-square test (2 × 2). The degree of decrease in the pro-
portion of patients with a positive test on day 30 in group A and separately in group B was compared using the McNemar test (p < 0.001 for both groups).

Рис. 6. Частота рецидивов (%) у пациентов с хроническими воспалительными формами патологии ротоглотки после проведения специфиче-
ской или стандартной терапии через 6 мес от начала лечения. Черный цвет – отсутствие рецидивов, серый – наличие рецидивов у пациентов 
групп А, Б и В.

Fig. 6. Frequency of recurrence (%) in patients with chronic inflammatory forms of the oropharynx pathology after specific or standard therapy 6 months 
after the start of treatment. Black – no recurrence, gray – recurrence in patients in groups A, B and C.
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форт в горле). Оценка состояния пациентов и наличия 
у них рецидивов через 6 мес от момента начала лечения 
показала в группе А высокую клиническую эффектив-
ность и отсутствие рецидивов воспаления ротоглотки 
у 82,85% обследованных. В группе Б, где проводилось 
«классическое» (стандартное) лечение, в течение 6 мес 
отсутствие рецидива заболевания наблюдалось только 
у 57,6 % больных. 

Отсутствие рецидивов инфекции в условиях при-
менения препарата способствует существенному сни-
жению частоты и выраженности психоэмоциональ-
ных переживаний по поводу заболевания, комплаент-
ности пациентов при проведении психологической 
реабилитации, что значительному повышению ка-
чества жизни.

Полученные в настоящем исследовании данные 
позволяют заключить, что у пациентов с ХВФПР, ас-
социированными с ГИ при проведении специфиче-
ской противовирусной терапии обеспечивается значи-
тельно более высокая эффективность лечения, по срав-
нению с группой пациентов, у которых проводилось 
стандартное лечение воспаления. Это подтверждает-
ся результатами фарингоскопической картины, пока-
зателями ВАШ и субъективной оценки выраженности 
симптомов. Показано также, что стандартная терапия 
ХВФПР, осложненных ГИ неэффективна. Успех ле-
чения этой формы патологии обеспечивается лишь 
в условиях одновременной или предварительной эра-
дикации вируса. 

В целом, результаты настоящей работы позволи-
ли предложить эффективный алгоритм терапии хро-
нических воспалительных форм патологии ротоглот-
ки, развивающихся на фоне герпесвирусной инфек-
ции. Важно, что применение препарата Валацикловир 
предотвращает развитие осложнений, связанных с ак-
тивацией и персистенцией возбудителя ГИ в организ-
ме, а также купирует рецидивы воспаления ротоглот-
ки, ассоциированные с ГИ.

 Выводы:

1. Совокупность результатов клинических и лабо-
раторных данных является основанием для выделе-
ния новой нозологической формы: «Вирусный тон-
зиллофарингит». 

2. Моделирование биологического процесса зараже-
ния на культуре клеток VERO и ПЦР-диагностика в ре-
жиме Real-time доказывают роль герпесвируса как при-
чины ХВФПР, а также эффективность проведения спец-
ифической противовирусной терапии Валацикловиром.

3. Реализация алгоритма лечения хронических 
форм воспаления ротоглотки, ассоциированных с гер-

песвирусной инфекцией, предложенного в настоящей 
работе, обеспечивает высокую эффективность назна-
чения Валацикловира в дозе 500 мг 2 раза в сутки еже-
дневно в течение 10 сут.  
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Введение. Моделирование аутоиммунных процессов у самок животных во время беременности используется для вос-
произведения различных нарушений развития нервной системы их потомства.
Цель исследования – изучение влияния материнских антител к белку S100B у мышей в пренатальном и постнатальном 
периодах на формирование поведения потомства в гнездовом и ювенильном периодах развития.
Методика. В исследовании были использованы мыши, которые развивались в условиях воздействия материнских анти-
тел к S100B до рождения за счет материнско-фетального переноса или после рождения за счет передачи антител с моло-
ком. Поведение мышей изучали в гнездовом и ювенильном периодах в тестах: Y-образный лабиринт, приподнятая плат-
форма, удерживание за хвост, открытое поле, приподнятый крестообразный лабиринт.
Результаты. Характер нарушений поведения животных зависел от сроков воздействия антител к s100B в их онтогенезе. 
Депрессивный, нетревожный фенотип в гнездовом и ювенильном периодах развития был связан с влиянием антител до 
рождения. Воздействие антител после рождения вызывало развитие гиперактивности в незнакомой обстановке в под-
ростковом возрасте.
Заключение. Наиболее вероятной причиной выявленных поведенческих особенностей является нарушение созрева-
ния серотонинергической системы за счет изменения модулирующего действия белка S100B на разных этапах формиро-
вания мозга. Полученные результаты имеют значение для понимания особенностей адаптации к условиям окружающей 
среды в онтогенезе.
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Models of autoimmune processes in female animals during pregnancy are used to simulate various neurodevelopmental disorders 
in their offspring. The aim of this study was to investigate the effect of maternal S100B protein antibodies of mice in the prenatal 
and postnatal periods on the formation of offspring behavior during the nesting and juvenile periods of development.
Methods. The study used mice that developed under the exposure to maternal S100B antibodies before birth through the maternal-
fetal transfer or after birth through the antibody transfer with milk. The behavior of the mice was studied during the nesting and 
juvenile periods using the tests of Y-shaped maze, elevated platform, tail holding, open field, and elevated cross-maze. Results. The 
pattern of behavioral disorders depended on the timing of the exposure to S100B antibodies in their ontogenesis. The depressive, 
non-anxious phenotype in the nesting and juvenile periods of development was associated with prenatal exposure to antibodies. 
Postnatal exposure to antibodies caused the development of hyperactivity in unfamiliar environments during adolescence.
Conclusion. The most probable cause of the observed behavioral disorders is impaired maturation of the serotoninergic system 
due to changed modulating action of the S100B protein at different stages of brain formation. The results obtained are of great 
importance for understanding the peculiarities of adaptation to environmental conditions in ontogenesis.
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Введение

S100B относится к семейству кальций-связыва-
ющих белков, экспрессируется преимущественно 
в астроглиальных клетках центральной нервной си-
стемы и составляет до 0,5% всех белков мозга [1]. В раз-
вивающемся мозге грызунов S100B начинает выраба-
тываться в клетках предшественниках нейронов и глии 

начиная с 7,5 эмбриональных суток (ЭС) [2]. Известно, 
что белок S100B оказывает нейротрофическое действие 
в отношении серотонинергических нейронов [3], улуч-
шает формирование отростков нейронов в гиппокампе 
и коре, защищает нейроны от токсического действия 
алкоголя в пренатальном периоде [3]. S100B опосреду-
ет модулирующее действие серотонина (5-HT) на фор-
мирование и поддержание синаптической пластично-
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сти [4]. Изменение активности 5-HT в чувствительные 
периоды развития нервной системы влияет на форми-
рование функций мозга [5] и может быть связано с на-
рушением метаболизма S100B [6].

Снижение уровня внеклеточного S100B за счет ис-
пользования антител к белку S100B (AT к S100B) яв-
ляется одним из способов изменений эффектов белка. 
Возможно как экзогенное введение антител (АТ) жи-
вотным [7], так и стимулирование выработки собствен-
ных аутоантител [8]. До рождения у грызунов актив-
ное проникновение АТ в мозг происходит с 12 по 15,5 
ЭС [9]. Ограничение переноса связано с формирова-
нием гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [9]. После 
рождения перенос АТ от матери детенышам происхо-
дит с молоком [10]. АТ к белку S100B в крови потомства 
иммунизированных мышей находятся на высоком уров-
не не менее 35 сут. после рождения [11]. Проникнове-
ние АТ в мозг после барьерогенеза составляет 0,1-0,2 % 
от концентрации в циркулирующей в крови [12], зави-
сит от уровня АТ в крови и, как мы предполагаем, уве-
личивается при моделировании аутоиммунного ответа.

В предыдущем исследовании на мышах нами было 
показано, что у потомства иммунизированных S100B 
мышей формировался фенотип сниженного чувства 
страха и тревожности в гнездовом периоде [12]. Та-
кой фенотип мог формироваться как за счет материн-
ско-фетального переноса АТ к S100B в пренатальном 
периоде, так и в результате передачи АТ через молоко 
в постнатальном периоде. Нами было сделано пред-
положение, что эффекты АТ к S100B на формирова-
ние поведения у животных зависят от периода воздей-
ствия АТ на развивающийся мозг. Вызванные дефи-
цитом S100B нарушения поведенческих фенотипов 
в детском возрасте, могут также сохранятся в подрост-
ковом периоде.

Цель исследования – изучение влияния материн-
ских АТ к S100B у мышей в пренатальном и постна-
тальном периодах на формирование поведения в гнез-
довом и ювенильном периодах развития.

Методика

В исследовании были использованы свободные 
от специфических патогенов половозрелые самки 
и самцы мышей ICR, полученные из питомника ла-
бораторных животных ФИБХ РАН, Пущино. Работы 
на животных проводили в лаборатории биологических 
испытаний ФИБХ РАН, в соответствии с регламентом 
декларации ЕС от 22 сентября 2010 г. об использова-
нии лабораторных животных в научных целях. Прото-
кол исследований одобрен локальным этическим ко-
митетом института.

Было сформировано 4 группы мышей: «Контроль»; 
воздействие АТ к S100B после рождения – группа 
«Выкармливание S100B»; воздействие АТ к S100B 
до рождения – группа «Вынашивание S100B» и груп-
па «S100B» – воздействие АТ к S100B до и после рожде-
ния). Распределение животных по группам в экспе-
рименте и протоколы иммунизации представлены в  
таблице 1.

Иммунизация. Для получения аутоиммунного отве-
та к белку S100B самок мышей четырехкратно иммуни-
зировали. 1-ю иммунизацию проводили с использова-
нием полного адъюванта Фрейнда, 2-, 3- и 4-ю – с ис-
пользованием неполного адъюванта Фрейнда. Возраст 
мышей при 1-й иммунизации 8 нед. Интервал между 
первыми тремя иммунизациями составлял 10 сут, меж-
ду 3-й и 4-й – 1 мес. Ложную иммунизацию проводили 
по аналогичной схеме. На следующие сутки после 4-й 
иммунизации животных ссаживали. До ссадки допу-
скались животные с титром АТ не менее 1:3200 по-
сле 3-й иммунизации. Суспензия для подкожного вве-
дения готовилась (на одно животное) из расчета 10 мкг 
белка S100B (Sigma, США), 150 мкл физиологического 
раствора и 150 мкл адъюванта Фрейнда (Sigma, США). 
Суспензию для ложной иммунизации готовили из фи-
зиологического раствора и адъюванта Фрейнда без до-
бавления белка.

Получение и тестирование потомства. Самок груп-
пы «Выкармливание S100B» и группы «S100B» имму-
низировали белком S100B. Самок группы «Контроль» 
и «Вынашивание S100B» подвергали ложной иммуни-
зации. Затем животных всех групп ссаживали с самца-
ми для получения потомства. Ссадку проводили на сле-
дующие сутки после 4-й иммунизации.

Потомство, полученное от самок контроль-
ной группы и группы «S100B» оставляли в домаш-
ней клетке. Потомство группы «Вынашивание S100B» 
и «Выкармливание S100B» на следующие сутки после 
рождения меняли местами. Таким образом, в группе 
«Вынашивание S100B» самка с ложной иммунизаци-
ей выкармливала детенышей, рожденных от иммуни-
зированной самки. В группе «Выкармливание S100B» 
иммунизированная S100B самка выкармливала дете-
нышей, рожденных от ложноиммунизированной сам-
ки (табл. 1).

Полученное потомство исследовали в гнездовом 
периоде с 1-х по 21-е постнатальные сутки (ПС). Ис-
следование пометов начинали на следующие сутки 
после рождения (1 ПС). Определяли пол мышей и на-
носили цветные метки нетоксичным маркером, кото-
рые возобновляли ежедневно. Тест спуска животных 
с приподнятой платформы в чистую клетку или клетку 
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с домашними опилками проводили с 10-х по 18-е ПС. 
Мышей сначала тестировали на спуск в чистую, а за-
тем домашнюю клетку. Животное помещали в центр 
приподнятой платформы (куб 10х10х10) и наблюдали 
в течение 120 с. Определяли способность спуска с при-
поднятой платформы. Тестирование в Y-лабиринте 
(размер рукава 6х6 см) проводили с 9-х по 14-е ПС (до 
момента открытия глаз). В одном рукаве находились 
опилки из домашней клетки, два другие отсека были 
пустыми. Тест состоял из трех подходов по 30 с, ин-
тервал между попытками – 60 с. При 2-м и 3-м прохо-
де расположение отсека с «домашними» опилками ме-
няли на противоположное относительно предыдуще-
го тестирования и оценивали способность животного 
найти отсек с «домашними» опилками. Если животное 
не находило домашний отсек, а попадало в чистый, за-
считывалась ошибка. Определяли время захода в каж-
дый из рукавов лабиринта.

В возрасте 5-6 нед (ювенильный период у грызу-
нов), поведение животных изучали в открытом поле 
(ОП), приподнятом крестообразном лабиринте (ПКЛ), 

тесте «удерживания за хвост». Исследования в каждом 
тесте проводили в отдельный день. Порядок тестиро-
вания был одинаковым для всех животных.

Тест ОП проводили с использованием многофунк-
циональной системы исследования поведения (TSE 
MultiConditioning, Германия). Размер квадратной аре-
ны ОП составлял 40 х 40 см, тестирование проводи-
ли при освещении 500 лк, тест длился 10 мин и на-
чинался в центре площадки. В ОП определяли об-
щую дистанцию, дистанцию в центре, время в центре 
и на переферии, число заходов в центр, среднюю ско-
рость передвижения, число стоек. Тест ПКЛ проводи-
ли в приподнятом на 50 см лабиринте из серого пласти-
ка с рукавами 30 х 6 см. Продолжительность теста со-
ставляла 5 мин при интенсивности освещения 200 лк; 
в начале тестирования животное помещали в централь-
ную часть мордой в сторону открытого отсека. В тесте 
оценивали время пребывания в открытых, закрытых 
рукавах и на центральной площадке, число заходов 
в открытые и закрытые рукава. В тесте «удерживания 
за хвост» животных поднимали за хвост над горизон-

Таблица 1/Table 1

 Распределение животных по группам и протоколы иммунизации

 Distribution of animals by groups and immunization protocols

Группы
Group

Иммунизация/ложная иммуниза
Immunization / false immunization

Перемещение потомства после 
рождения / Moving the offspring after 

birth

Число самок в эксперименте / 
Number of females  
in the experiment

Контроль
Control

 150 мкл физраствора + 150 мкл адъюванта 
Фрейнда*

150 µl saline solution + 150 µl Freund’s adjuvant*

Свое потомство  
(нет воздействия АТ-S100B)
Your offspring (no AT-S100B  

exposure)

5 + 3β

Выкарм-
ливание 
S100B
Feeding
S100B

10 мкг белка S100B + 150 мкл физраствора +  
150 мкл адъюванта Фрейнда*

10 µg S100B protein + 150 µl saline +  
150 µl Freund’s adjuvant*

Потомство от ложно-иммунизиро-
ванной самки (воздействие АТ  

к S100B после рождения)
Offspring from a falsely immunized  

female (exposure to AT to S100B after 
birth)

5

Вынаши-
вание 
S100B α

Carrying 
S100B α

150 мкл физраствора + 150 мкл адъюванта 
Фрейнда*

150 µl saline solution + 150 µl Freund’s adjuvant*

Потомство от иммунизированной 
самки (воздействие АТ к S100B  

до рождения)
Offspring from an immunized female 

(exposure to AT to S100B before birth)

4

S100B

10 мкг белка S100B + 150 мкл физраствора +  
150 мкл адъюванта Фрейнда*

10 µg S100B protein + 150 µl saline +  
150 µl Freund’s adjuvant*

Свое потомство (воздействие АТ  
к S100B до и после рождения)

Their offspring (exposure to AT to 
S100B before and after birth

4 + 3β

Примечание. * – было проведено 4 иммунизации, 1-я иммунизация проводилась с использованием полного адъюванта Фрейнда, 2-я, 3-я 
и 4-я – с использованием неполного адъюванта Фрейнда, α – ложная иммунизация; β – животные для исследования содержания белка 
S100B в крови и молоке.
Note. * – four immunizations were carried out, the first immunization was carried out using complete Freund’s adjuvant, the second, third and fourth 
using incomplete Freund’s adjuvant, α – sham immunization; β – additional animals for the study of the S100B protein content in blood and milk.
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тальной поверхностью на высоту 30 см и удерживали 
в течение 60 с. Оценивали число и продолжительность 
смыкания конечностей за время теста. 

ИФА исследования. Антитела к белку S100B опре-
деляли в крови животных всех групп через 10 сут по-
сле 3-й иммунизации (или ложной иммунизации). 
Образцы крови забирали из орбитального синуса для 
получения сыворотки. Антитела в сыворотке крови 
определяли стандартным твердофазным методом ИФА 
[13].

Дополнительно в контрольной группе и группе 
«S100B» у 3 животных каждой из этих групп на 9-е сут 
после родов собирали молоко и брали образцы крови. 
Образцы сыворотки крови и молока анализировали на 
количество белка S100B методом ИФА с использовани-
ем коммерческого набора «Mouse soluble Protein-100B 
(S-100B) ELISA Kit» 11 птCSB-EL020643MO (Cusabio 
Biotech Co., Ltd, США). Анализ проводили в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Статистическая обработка данных. Для результа-
тов, которые оценивались бинарно, вычисляли средние 
значения для группы в процентах и определяли моди-
фицированный доверительный интервал. Для числен-
ных данных рассчитывали средние значения и стан-
дартные ошибки среднего. Бинарные данные срав-
нивали по Фишеру с определением критерия Chi2, 
численные – методом ANOVA, ANOVA2 тест Дунка-
на или Kruskal-Wallis ANOVA тест (программа Statisti-
ca 7.1 (StatSoft, США)).

Исследование было проведено с использованием 
оборудования ЦКП «Прикладная Генетика» МФТИ. 
(Соглашение № 075-15-2021-684).

Результаты

Влияние иммунизации мышей на формирование пове-
дения их потомства в гнездовом периоде. При тестирова-
нии спуска мышей с приподнятой платформы в клет-
ку с домашними опилками или чистую клетку изуча-
лась способность животных избегать ограниченное 
обрывами пространство и спускаться вниз, преодоле-
вая страх высоты. В контрольной группе в первые дни 
тестирования (10-е –12-е ПС) большинство животных 
спускалось с платформы в домашнюю клетку, затем, 
на 13-е ПС наблюдалось снижение числа животных, 
способных спуститься, восстановление этой способ-
ности отмечалось на 15-е – 16-е ПС. Для контроль-
ной группы различия в изучаемой способности бы-
ли определены между 11-ми и 13-ми ПС (Chi2=12,54; 
p= 0,0004), 13-ми и 16-ми ПС (Chi2=10,73; p= 0,0011) 
(рис. 1, А). У мышей экспериментальных групп наблю-
далось постепенное увеличение числа спускающих-

ся животных с 10-х по 15-е ПС без периода снижения 
способности. Сравнительный анализ выявил значимо 
меньшее число спусков в «домашние опилки» относи-
тельно контрольной группы в группе «S100B» на 10-
е, 11-е, 13-е, 14-е ПС и группе «Вынашивание S100B» 
– на 11-е, 13-е, 14-е ПС. У животных группы «Вы-
кармливание S100B» значимых отличий от контроль-
ной группы не выявлено. На 14-е ПС животные груп-
пы «Выкармливание S100B» реже спускались с плат-
формы, чем животные групп «S100B» и «Вынашивание 
S100B» (рис. 1, А).

Динамика формирования спуска с приподня-
той платформы в чистую клетку у животных кон-
трольной группы и группы «Выкармливание S100B» 
характеризовалась этапом снижения способно-
сти спускаться с последующим этапом восстанов-
ления. На 14-е ПС животные контрольной груп-
пы значимо меньше спускались в чистую клетку, 
чем на 10-е ПС (Chi2=10,58; p= 0,001) и на 16-е ПС 
(Chi2=12,01; p= 0,0005) (рис. 1, Б). Мыши груп-
пы «Выкармливание S100B» на 13-е ПС реже спу-
скались с платформы чем на 10-е ПС (Chi2=9,82; 
p= 0,0017), на 14-е ПС число спусков значимо уве-
личилось в сравнении с 13-ми ПС (Chi2=5,35; 
p= 0,02). У животных групп «Вынашивание S100B» 
и «S100B» значимого снижения способности к спу-
ску в течение периода тестирования не обнаруже-
но. Межгрупповое сравнение показало, что жи-
вотные группы «S100B» значимо чаще спускались 
в чистую клетку в сравнении с контролем на 13-е – 
17-е ПС и группой «Выкармливание S100B» на 13-е 
ПС (рис. 1, Б). Мыши группы «Вынашивание S100B» 
чаще спускались в чистую клетку в сравнении с жи-
вотными контрольной группы на 13–15-е ПС и груп-
пой «Выкармливание S100B» на 13–14 ПС (рис. 1, Б). 
У мышей группы «Выкармливание S100B» значи-
мых различий в тестах спуска в домашнюю и чистую 
клетки в сравнении с контрольной группой не было.

Результаты этого теста показали, что пренаталь-
ное воздействие АТ нарушало формирование «пове-
дения страха» в детском возрасте. У мышей контроль-
ной группы усиление «страха перед обрывом» на при-
поднятой платформе возникало на 13-е – 15-е ПС, что 
соответствовало норме [14]. У мышей, которые подвер-
гались воздействию АТ к S100B до рождения, «страх 
перед обрывом» не формировался, и животные про-
должали преодолевать его и спускаться с платформы 
в «домашнюю» или «чистую» клетки. Снижение стра-
ха не исключало повышенной исследовательской ак-
тивности, связанной со стремлением изучать неизвест-
ную область внизу под обрывом.
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В Y-образном лабиринте изучалась пространствен-
ная ориентация мышей, функционирование у них рабо-
чей памяти, исследовательская активность на 13-е -14-е 
ПС. При первом помещении в лабиринт животные ори-
ентировались и выбирали направление движения преи-
мущественно в отсек с «домашним запахом». Ошибоч-
ный выбор чистого отсека перед заходом в домашний 
рукав указывал на сложности в пространственной ори-
ентации или стремлении исследовать незнакомые (без 
домашнего запаха) области в лабиринте. У большинства 
животных во всех группах способность ориентировать-
ся в лабиринте была сформирована на 13-е ПС. На 14-е 
ПС при первом помещении в лабиринт животные груп-
пы «S100B» значимое хуже находили домашний отсек 
в сравнении с контролем. Количество животных, со-

вершающих ошибки в лабиринте на 14-е ПС, было зна-
чимо больше у мышей группы «Вынашивание S100B» 
и «S100B» в сравнении с контролем (табл. 2).

При 2-м и 3-м помещении мышей в Y-образный 
лабиринт после смены стороны размещения «домаш-
них опилок» на противоположную, изучалась способ-
ность мышей ориентироваться в пространстве с уча-
стием рабочей памяти, а также исследовательская ак-
тивность. Оценивали безошибочный выбор домашнего 
отсека или ошибку выбора. Ошибка выбора указы-
вала на ориентацию по памяти в направлении рас-
положения «домашних опилок» при предыдущем те-
стировании (чистого отсека в момент исследования). 
Исследовательскую активность оценивали по посе-
щению животными чистого отсека после захода в до-

Рис. 1. Спуск мышей с приподнятой платформы в домашнюю (А) и чистую (Б) клетки.

Число спускающихся животных (в % ± доверительный интервал); n – количество животных в группе; * – p<0,05 относительно контрольной груп-
пы; + – p<0,05 относительно группы «Выкармливание S100B» (по Фишеру, критерий Chi2).

Fig. 1. Descending mice from an elevated platform into a home cage (A) and a clean cage (B). 

Data are presented as percentage of descending animals ± confidence interval; n is the number of animals in the group; * – p<0.05 relative to the con-
trol group; + – p<0.05 relative to the group “S100B Feeding “ (according to Fisher, Chi2 criterion).
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машний. Представлены результаты тестирования мы-
шей при 3-м помещении в лабиринт. Анализировалось 
поведение только тех животных, которые были обу-
чены находить домашний отсек при предыдущем по-
сещении лабиринта. Статистически значимых разли-
чий в выборе домашнего отсека и выборе чистого от-
сека (ориентация по памяти) между животными всех 
групп на 13-е–14-е ПС не выявлено Животные группы 
«S100B» за период тестирования после посещения до-
машнего отсека чаще заходили в чистый отсек в срав-
нении с контрольными (табл. 2).

Исследованием незнакомой области при 1-м по-
мещении в Y-образный лабиринт, а также посещение 
чистого рукава после захода в домашний рукав при 3-м 
помещении в лабиринт являлись показателями повы-
шенной исследовательской активности. Наибольшую 
исследовательскую активность при 1-м и 3-м посеще-
нии лабиринта проявляли мыши с сочетанным воз-
действием АТ к S100B до и после рождения. У мышей 

только с пренатальным влиянием АТ повышенная ис-
следовательская активность возникала при 1-м посе-
щении лабиринта (табл. 2).

Влияние иммунизации мышей на формирование по-
ведения в ювенильном периоде. Результаты тестирова-
ния мышей в возрасте 5-6 нед (ювенильный период) 
представлены только для самцов из-за формирования 
полового диморфизма в поведении в этом возрасте.

Поведение мышей в ОП оценивали двумя ме-
тодами: поминутно (в работе приведены результаты 
для 1-, 5- и 10-й минутами) и целиком за весь период те-
стирования в течение 10 мин. Исследование поведения 
животных сразу после помещения в ОП позволяло оце-
нить реакцию животных на в новую анксиогенную об-
становку. В 1-ю мин исследования мыши группы «Вы-
кармливание S100B» реагировали на новую обстановку 
повышенной двигательной активностью (рис. 2, А-В).
За 1-ю мин эти животные проходили большую общую 
дистанцию и большую дистанцию в центре поля при бо-

Таблица 2/Table 2

Поведение мышей в Y-образном лабиринте в гнездовом периоде

Behavior of mice in a Y- maze in the nesting period

Группа
Group

1-й проход в Y-лабиринте
Pass 1 in the Y-maze

3-й проход в Y-лабиринте, только обученные животные
Pass 3 in the Y-maze, only trained animals

Выбор домаш-
него отсека, %
Choice of home 
compartment, %

Ошибка выбора до-
машнего отсека, %
Error in selecting the 

home compartment, %

Выбор домашне-
го отсека, %

Choice of home 
compartment, %

Ошибка выбора до-
машнего отсека, %
Error in selecting the 

home compartment, %

Выбор чистого отсе-
ка после домашнего, 

%
Choice of clean 

compartment after 
home, %

13-е ПС (13 postnatal day)
Контроль 75±16 18±14 59±21 32±19 4±4
Выкармливание S100B / 
FeedingS100B

81±17 19±17 62±21 19±17 5±5

Вынашивание S100B / 
Carrying S100B α

71±18 17±15 70±19 26±18 9±9

S100B 73±17 23±16 75±17 21±16 19±17
14-е ПС  (14 postnatal day)

Контроль
Control

91±9 7±7 61±15 37±15 2±2

Выкармливание S100B / 
Feeding
S100B

87±27 10±10 75±25 25±25 0±0

Вынашивание S100B / 
Carrying S100B α

71±24 29±24 * 79±21 20±20 14±14

S100B 53±24 * 41±23 * 81±19 19±19 25±21 *

Примечание. Данные представлены в процентах ± доверительный интервал; * – p<0,05 относительно контрольной группы (по Фишеру, 
критерий Chi2).
Note. The data are presented as a percentage ± confidence interval; * – p<0.05 relative to the control group (according to Fischer, Chi2 criterion).
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лее высокой средней скорости в сравнении с животными 
контрольной группы, группами «Вынашивание S100B» 
и «S100B», а также собственными показателями на 5-й 
и 10-й мин. Вертикальная активность у мышей всех групп 
в 1-ю мин в ОП была ниже, чем в последующие перио-
ды. Межгрупповых различий в вертикальной активно-
сти мышей не выявлено (рис. 2, Г).

Результаты тестирования мышей в ОП в тече-
ние 10 мин представлены в таблице 3. У самцов мы-
шей, рожденных от иммунизированных самок (груп-
па «Вынашивание S100B» и группа «S100B»), отме-
чено увеличение общей дистанции передвижения на 
площадке и более активное поведение в центральном 
квадрате в сравнении с контролем. Выявленное уве-

личение продолжительности пребывания, частоты по-
сещения и большей дистанции в центре ОП являлись 
признаками снижения тревожности и усиления пове-
дения, связанного с риском [15]. Увеличение общей 
дистанции было связано с повышенной исследователь-
ской активностью [16]. Различий в количестве стоек на 
периферии между экспериментальными и контроль-
ной группами не было. При этом мыши групп «Вына-
шивание S100B» и «S100B» проявляли большую иссле-
довательскую активность, которая характеризовалась 
увеличением числа стоек, в сравнении с поведением 
животные группы «Выкармливание S100B». У мышей 
группы «Выкармливание S100B» по всем исследуемым 
параметрам поведения значимых различий с животны-

Рис. 2. Поведение самцов мышей в возрасте 5 нед в ОП за 1-, 5- и 10-ю минуты.

 A – Общая дистанция в ОП, Б – дистанция в центре, В – средняя скорость передвижения в ОП, Г – стойки на периферии. Данные представлены 
как среднее арифметическое ± стандартная ошибка среднего; n – количество животных в группе; * – p<0,05 относительно значений в контроль-
ной группе за 1-ю мин, # – p<0,05 относительно значений группы «Вынашивание S100B» за 1-ю мин, & – p<0,05 относительно значений группы 
«S100B» за 1-ю мин, α –p<0,05 относительно собственных значений за 5-ю и 10-ю мин, β – p<0,05 относительно собственных значений за 5-ю мин 
(ANOVA-2, Duncan’s тест).

Fig. 2. Behavior of male mice at the age of 5 weeks in OF for the 1-st, 5-th, 10-th minutes.

 (A) is the total distance in the OF, (Б)  is the distance in the center, (В) is the average speed of movement in the OF, (Г) is the rears on the periphery. The 
data is presented as an arithmetic mean ± standard error of the mean; n is the number of animals in the group; * – p<0.05 relative to the values in the 
control group for the first minute, # – p<0.05 relative to the values of the group “Bearing S100B” for the first minute, & – P<0.05 relative to the values of 
the group “S100B” for the first minute, α – p <0.05 relative to the eigenvalues for the fifth and tenth minutes, β – p<0.05 relative to the eigenvalues for 
the fifth minute (ANOVA-2, Duncan’s test).
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ми контрольной группы не было. В сравнении с жи-
вотными групп «Вынашивание S100B» и «S100B» мы-
ши группы «Выкармливание S100B» реже посещали 
и меньше времени находились в центральном квадрате.

Исследование поведения животных в тесте под-
вешивания за хвост в подростковом возрасте показа-
ло, что мыши групп «Вынашивание S100B» и «S100B» 
меньше времени боролись, пытаясь избежать опасно-
го положения. Время смыкания задних конечностей 
у животных этих групп было продолжительнее, чем 
у животных контрольной группы и группы «Выкарм-
ливание S100B» (табл. 4). Такое увеличение периода 
иммобилизации считается показателем отчаяния [17].

В тесте ПКЛ животные групп «Вынашивание 
S100B» и «S100B» больше времени проводили в откры-
тых рукавах и в центральной части лабиринта в срав-
нении с контролем и группой «Выкармливание S100B» 
(табл. 5). Увеличение времени в открытых рукавах яв-
ляется показателем меньшей тревожности, а нахожде-
ние в центральной части лабиринта указывает на слож-
ности в принятии решения по выбору направления ис-
следования лабиринта [18].

Влияние иммунизации мышей на содержание бел-
ка S100B в крови и молоке. Концентрация белка S100B 
в молоке иммунизированных животных была значи-
мо ниже, чем в молоке самок контрольной группы. 
Межгрупповых различий по содержанию белка S100B 
в крови не обнаружено. У одной из трех самок кон-
трольной группы содержание белка в сыворотке кро-
ви составляло 1,5 пг/мл. В крови иммунизированных 
самок белок S100B выявлен не был (табл. 6).

Обсуждение

Результаты проведенного исследования позволи-
ли выявить различия пренатального и постнатально-
го воздействия материнских антител к белку S100B на 
развитие и поведение потомства в гнездовом и под-
ростковом периодах.

Иммунизация самок мышей белком S100B вызы-
вала значительное увеличение уровня АТ к этому бел-
ку в крови животных через 10 сут после введения ан-
тигена. Ссадка животных проводилась на следующий 
день после последней иммунизации, поэтому наибо-
лее выраженный иммунный ответ совпадал с периодом 

Таблица 3/Table 3

Поведение в открытом поле у самцов мышей в возрасте 5 недель за 10 мин теста

Behavior in the open field for 10 minutes of the test in male mice at the age of 5 weeks

Параметры тестирования поведения
Behavior testing parameters

Группы / Group

Контроль / 
Control

Выкармливание S100B /  
Feeding
S100B

Вынашивание S100B /
 Carrying
S100B α

S100B

n=24 n=15 n=11 n=10

Общая  дистанция, м
Total distance, m 72,7±2,7 76,4±3,9 85,0±2,7 * 84,0±3,1 *

Дистанция в центе, м
Distance in center, m 10,6±1,0 11,4±1,1 14,6±0,7 * 14,1±0,7 *

Заходы в центр
Entries in the center 45,7±3,6 49,7±6,4 70,2±4,9 * + 61,2±3,0 * +

Время в центре, с
Time in the center, s 30,4±2,8 30,4±10,1 44,9±5,4 * + 51,2±4,4 * +

Средняя скорость на всей площадке, см/с
Average speed over the whole site, cm/s 0,11±0,01 0,11±0,01 0,12±0,01 0,11±0,01

Число стоек на периферии
Number of racks in the periphery 20,3±2,9 17,4±2,3 29,4±3,8 + 30,7,0±7,5 +

Примечание. Данные представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка; пол тестируемых животных – самцы, n – коли-
чество животных в группе; * – p<0,05 относительно контрольной группы; + – p<0,05 относительно группы «Выкармливание S100B», & – 
p<0,05 относительно группы «S100B» (ANOVA-2, Duncan’s тест).
Note. The data are presented as arithmetic mean ± standard error of the mean; the sex of the tested animals is male, n is the number of animals in 
the group; * – p<0.05 relative to the control group; + – p<0.05 relative to the “Feeding S100B” group, & –p<0.05 relative to the “S100B” group 
(ANOVA-2, Duncan’s test).
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активного материнско-фетального переноса АТ на 12-
15,5 ЭС и периодом формирования нервной системы 
детенышей [10]. Дефицит S100B в молоке являлся по-
казателем действия АТ к S100B у иммунизированных 
самок после родов. Передача АТ к S100B потомству 
с молоком рассматривается как основной фактор, ко-
торый приводил к дефициту S100B у детенышей по-
сле рождения. Снижение белка S100B в молоке мышей 
могло оказывать дополнительное действие на созрева-
ние мозга их потомства. Предполагается, что у людей 
белок S100B в материнском молоке может оказывать 
нейротрофическое действие и важен для созревания 
мозга ребенка [19].

Основная гипотеза эффектов иммунизации АТ 
к S100B на формирование поведения мышей связана 
с нарушениями в развитии 5-HT системы мозга, вызван-
ной изменением модулирующего действия S100B [4].

Причинами нарушения формирования страха 
у мышей при спуске с приподнятой платформы мог-
ли быть отставание в созревании адренокортикального 
ответа, развитие которого связано с функционирова-
нием 5-HT системы [20] и недоразвитие лимбо-корти-
кальные связей (цепей тревожности) [21], обеспечи-
вающих 5-HT передачу между префронтальной ко-
рой, гиппокампом, миндалиной, энториальной корой 
и, как следствие, нарушением обработки анксиоген-
ных стимулов. Известно, что в норме у грызунов эти 
связи, а также гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовая система начинают функционировать в воз-
расте 2 нед [14]. Нарушение взаимодействия между 
миндалиной, латеральной энториальной корой и вен-
тральным гиппокампом у геторозиготных нокаутов 
Ahi1 вызывало снижение тревожности и страха в ОП, 
ПКЛ [22]. Напротив, гиперсвязность в лобно-лимби-

Таблица 5/Table 5

Поведение самцов мышей в возрасте 5 недель в приподнятом крестообразном лабиринте

Behavior of male mice at the age of 5 weeks in the elevated plus maze

Параметры поведения

Группы Group

Контроль, Control Выкармливание S100B
 Feeding S100B

Вынашивание S100B
Carrying S100B α S100B, самцы

n=36 n=15 n=17 n=25

Время в центре, с,
Time in center, c

85,4±8,0 98,9±11,4 128±8 * + 115±7 * +

Время в открытом рукаве, с
Time in an open sleeve, c

61,2±4,1 64,0±8,1 94,2±6,8 * + 93,8±8,1 * +

Примечание. Данные представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка ; пол тестируемых животных – самцы, n – ко-
личество животных в группе; * –p<0,05 относительно контрольной группы; + – p<0,05 относительно группы «Выкармливание S100B» 
(ANOVA, Duncan’s тест).
Note. The data are presented as arithmetic mean ± standard error of the mean; the sex of the tested animals is male, n is the number of animals in the 
group; * – p<0.05 relative to the control group; + – p<0.05 relative to the “Feeding S100B” group (ANOVA, Duncan’s test).

Таблица 6/Table 6

 Концентрация белка S100B в крови и молоке самок на 9-е сутки после рождения потомства

The concentration of S100B protein in the blood and milk of females on the 9th day offspring birth

Группа
Group

Концентрация S100B пг/мл
S100B concentration pg/ml

Кровь  / Blood Молоко / Milk

Контрольная, n=3
Control, n=3

0,5±0,5 235±43,3

S100B, n=3 0±0 13,3±13,3 *

Примечание. Данные представлены как среднее арифметическое ± стандартная ошибка среднего; n – количество животных в группе;  
* –  p<0,05 относительно контрольной группы (Kruskal-Wallis ANOVA тест).
Note. The data are presented as arithmetic mean ± standard error of the mean; n is the number of animals in the group; * –  p<0.05 relative to the 
control group (Kruskal-Wallis ANOVA test).
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ческих цепях являлась причиной повышенной трево-
жности у мышей [23].

Исследование животных в тесте удерживания 
за хвост в подростковом возрасте выявило депрессив-
ное поведение у мышей, связанное с воздействием АТ 
к S100B до рождения. Одной из причин такого депрес-
сивного поведения могло быть снижение активности 
серотонинергической системы [24]. Известно, что се-
лективные ингибиторы обратного захвата серотони-
на (СИОЗС), которые препятствуют выведению 5-HT 
из синаптической щели, используются как препараты 
первой линии при лечении депрессии. Эффективность 
такой терапии зависит от уровня экспрессии ауторе-
цептора 5-HT1A [25] и связана с влиянием S100B [26]. 
Предполагается, что увеличение экспрессии S100B при 
использовании СИОЗС стимулирует восстановление 
нейропластической функции серотонинергической си-
стемы и улучшает поведение при депрессии [26].

В подростковом возрасте мыши с пренатальным 
воздействием АТ к S100B, которые ранее показывали 
сниженный страх и большую исследовательскую ак-
тивность, сохраняли анксиолитический фенотип при 
тестировании в ОП и ПКЛ. Взаимосвязь уровня трево-
жности, исследовательского поведения, избытка белка 
S100B и нарушения формирования 5-HT иннервации 
была показана в исследованиях на трансгенных живот-
ных [27]. Повышение экспрессии 5-HT у грызунов вы-
зывало поведение, связанное с тревогой в ПКЛ в раз-
личные периоды онтогенеза. И наоборот, гипофунк-
ция 5-HT системы в вентральном гиппокампе в раннем 
периоде развития приводило к снижению поведения, 
связанного с тревогой [28].

Обобщающий анализ влияния активности 5-HT 
системы, включая рецепторы 5-HT1A на тревожность 
и депрессию в различных экспериментальных моде-
лях (нокауты, супрессия, сверхэкспрессия, мутация 
генов 5-HT системы) был проведен Альбертом с кол-
легами [29]. Авторами была создана модель, которая 
постулирует, что поведенческий фенотип изменяет-
ся по мере увеличения активности 5-HT от нулевого 
(депрессивный/агрессивный, нетревожный) до низ-
кого (тревожный/депрессивный) и высокого (трево-
жный, недепрессивный). В нашем исследовании пре-
натальное воздействие АТ к S100B вызывало форми-
рование депрессивного, нетревожного фенотипа, что 
согласуется с поведением нокаутных по 5-HT живот-
ных в представленной модели.

Исследование поведения животных сразу после 
помещения в ОП позволило оценить реакцию живот-
ных на новую анксиогенную обстановку. У животных 
с постнатальным воздействием АТ наблюдалось гипе-

рактивное поведение в первую минуту в ОП. Нормаль-
ное исследовательское поведение и поведение оценки 
риска у этих животных было нарушено и заменялось 
высокоскоростным перемещением по всей площадке, 
включая центральный квадрат. Взаимосвязь между воз-
никновением гиперактивного расстройства и сниже-
нием уровня S100B у детей была установлена в клини-
ческих исследованиях [30]. Изучение причин возник-
новения гиперактивного расстройства показали, что 
наряду с норадреналином и дофамином в механизм на-
рушения вовлечен также 5-НТ [31]. Недостаток 5-НТ 
в период развития нервной системы вызывает струк-
турные и функциональные реорганизации таламокор-
тикальных афферентов и внутрикорковых связей и свя-
зан с гиперактивными нарушениями поведения [32].

Результаты проведенного исследования дополнили 
данные о роли белка S100B в развитии функций нервной 
системы в онтогенезе животных. Экспериментальное 
моделирование дефицита S100B у мышей за счет воз-
действия материнских АТ вызывало нарушения в фор-
мировании поведения животных, характер которых за-
висел от сроков воздействия АТ. Депрессивный, нетре-
вожный фенотип в гнездовом и ювенильном периодах 
развития был связан с дефицитом S100B до рождения. 
Воздействие АТ к S100B после рождения вызывало раз-
витие гиперактивности в незнакомой обстановке в под-
ростковом возрасте. Полученные результаты важны для 
понимания развития адаптации к условиям окружаю-
щей среды в онтогенезе. Будущие исследования, кото-
рые позволят оценить влияние АТ к S100B на созрева-
ние 5-HT системы и формирование поведения в раннем 
онтогенезе, помогут охарактеризовать взаимодействия 
белка S100B и системы 5-HT в период развития мозга.
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Определение уровней аутоантител к нейрорецепторам у детей 
больных сахарным диабетом 1-го типа

1ФГБОУ ВО «Ставропольский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
355017, Ставрополь, Россия, ул. Мира, д. 310;

2ГБУЗ ГК «Детская городская клиническая больница им. Г.К. Филиппского», 
355002, Ставрополь, Россия, ул. Пономарева, д. 5

Цель исследования – сравнительный анализ уровней аутоантител (ААТ) к дофаминовым и NMDA рецепторам, а также к 
белку S-100B у детей с сахарным диабетом (СД) 1-го типа на этапе терапевтической ремиссии.
Методика. Исследована сыворотка крови 42 детей в возрасте от 4 до 17 лет (20 мальчиков и 22 девочки). Из них у 21 
ребёнка был диагностирован СД 1-го типа (инсулинозависимый) в стадии терапевтической ремиссии (1-я группа). В группу 
«условно здоровых детей» были включены дети без СД (21 ребенок) (2-я группа). ААТ к дофаминовым и NMDA рецепторам 
и белку S-100B, определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа.
Результаты. Средние показатели исследуемых ААТ были выше у больных с СД 1-го типа, по сравнению с «условно здо-
ровыми детьми». Средние значения ААТ к NMDA рецепторам в 1-й группе составили 31,70±6,07 Ед/мл, во 2-й – 3,30±0,89 
Ед/мл (р=0,0021). Средние значения уровня ААТ к дофаминовым рецепторам второго типа, были значимо выше (р=0,0082) 
у пациентов с СД по сравнению с «условно здоровыми детьми» (49,47±2,31 и 4,73±0,12 Ед/мл соответственно). Средние 
значения ААТ к белку S-100В, были также значимо выше (р=0,0045) у детей 1-й группы (36,84±3,54 Ед/мл), при сравне-
нии со 2-й (6,39±0,15 Ед/мл). Выявлена зависимость уровня ААТ от длительности заболевания – при длительности забо-
левания более 5 лет, средние значения ААТ были существенно выше. Более высокие показатели ААТ к NMDA рецепто-
рам у больных с СД 1-го типа, могут указывать на активацию глутаматергической системы, а повышенный уровень ААТ 
к дофаминовым рецепторам – на активацию дофаминергической системы. Высокие средние показатели ААТ к белку 
S-100В, могут свидетельствовать о повреждении мозговой ткани при СД 1-го типа в детском возрасте на фоне процес-
сов эксайтотоксичности. 
Заключение. Выявленные нарушения свидетельствуют о поражении центральной нервной системы у детей с СД 1-го типа, 
при этом отмечается тенденция к росту уровня исследуемых ААТ по мере прогрессирования заболевания.
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Aim: to compare concentrations of autoantibodies (AAB) to dopamine and NMDA receptors and to the S-100 protein in children 
with diabetes mellitus (DM) in therapeutic remission.
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Methods. Blood serum from 42 children aged 4 to 17 years (20 boys and 22 girls) was tested. 21 of these children had been diag-
nosed with type 1 DM (insulin-dependent) and were in therapeutic remission. The group of “apparently healthy children” consisted 
of children without DM (21 children). AAB to dopamine and NMDA receptors and to the S-100B protein were measured by ELISA.
Results. Mean AAB concentrations were higher in patients with type 1 DM compared with the “apparently healthy children”. The 
concentration of AAB to NMDA receptors was 31.70±6.07 U/mL in group 1 and 3.30±0.89 U/mL in group 2 (p=0.0021). The con-
centration of AAB to type 2 dopamine receptors (DAR2) was significantly higher (p=0.0082) in patients with DM than in “appar-
ently healthy children”: 49.47±2.31 U/mL in the study group and 4.73±0.12 U/mL in the reference group. The concentration of 
AAB to the S-100B protein was significantly higher (p=0.0045) in children of group 1 (36.84±3.54 U/mL) compared with group 2 
(6.39±0.15 U/mL). The difference between concentrations of AABs depended on the disease duration: AAB concentrations were 
significantly higher in patients with a DM history longer than 5 years.
Conclusion. The increase in AAB to NMDA receptors in patients with type 1 DM may indicate the activation of the glutamater-
gic system while the increase in AAB to dopamine receptors indicates the activation of the dopaminergic system. The increased 
concentrations of AAB to the S-100B protein may indicate damage to brain tissue in children with type 1 DM due to excitotox-
icity. The observed abnormalities evidence a damage to the central nervous system in children with type 1 DM with a tendency 
towards increases in the studied AABs with the progression of the disease.
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Введение

 Сахарный диабет (СД) 1-го типа и связанные 
с этим заболеванием осложнения – одна из актуаль-
ных проблем современной эндокринологии [1]. Од-
ним из основных, но редко диагностируемых ослож-
нений при СД 1-го типа является поражение централь-
ной нервной системы (ЦНС) [2]. Поскольку детский 
возраст – это период серьезных изменений в развитии 
ЦНС, нарушения метаболизма глюкозы в этот «чув-
ствительный» период развития могут иметь негатив-
ные последствия для развития головного мозга ребенка 
и формирования мозговой дисфункции [3]. К основ-
ным патофизиологическим механизмам повреждения 
головного мозга на фоне СД можно отнести окисли-
тельный и нитратный стресс, воспалительные реакции, 
хроническую гипергликемию, нарушение процессов 
аутофагии и дисфункцию нейространсмиттеров [4].

Также предполагается, что хроническая гипергли-
кемия может приводить к индуцированной глутама-

том эксайтотоксичности (в том числе и за счет актива-
ции NMDA рецепторов), – патологическому процес-
су, приводящему к деградации и последующей гибели 
нейронов головного мозга [5]. С другой стороны, обна-
ружение циркулирующих аутоантител (ААТ) к струк-
турам островков поджелудочной железы позволило 
внедрить скрининг ААТ для клинической диагности-
ки СД 1-го типа и выявления лиц, подверженных ри-
ску данного заболевания [6]. Однако, выявление спец-
ифических ААТ в качестве маркеров осложнения СД, 
в том числе при поражении ЦНС, является нерешен-
ной задачей при диагностике данного осложнения, 
исследований в этом направлении практически нет. 
Показано, что повышение уровня нейроспецифиче-
ских белков в крови указывает на повреждение тка-
ни головного мозга и позволяет дать прижизненную 
оценку состояния ЦНС [7]. Известно, что пациенты 
с неудовлетворительными показателями углеводно-
го обмена на фоне СД 1-го типа имеют повышенное 
содержание нейроспецифических белков (глиальный 
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фибриллярный кислый белок S100B, а также основ-
ной белок миелина – индикатор повреждения олиго-
дендроцитов), указывающих на косвенные признаки 
повреждения головного мозга [8]. Ранее нами было по-
казано, что у детей с СД 1-го типа на фоне диабетиче-
ского кетоацидоза (ДКА) и отека головного мозга вы-
явлены высокие показатели ААТ к белку S100B [9]. 
В связи с этим представлялось перспективным изуче-
ние уровня ААТ в сыворотке крови у детей с СД 1-го 
типа к некоторым нейрорецепторам: NMDA (NR2A) 
и дофаминовым (DR2) рецепторам и к белку S-100B, 
для оценки выраженности эксайтотоксичности и по-
вреждения головного мозга. 

Цель исследования – анализ уровня сывороточ-
ных ААТ к дофаминовым и NMDA рецепторам, а так-
же к белку S-100B у детей с СД 1-го типа на этапе те-
рапевтической ремиссии.

Методика
В открытое сравнительное исследование были 

включены 42 ребёнка в возрасте от 4 до 17 лет, сред-
ний возраст 11,7±0,96 лет (здесь и далее по тексту: 
M±m, где M - среднее арифметическое, m – ошиб-
ка средней), из них 20 мальчиков (47,6%) и 22 девоч-
ки (42,4%). 21 ребёнок с СД 1-го типа: 10 мальчиков 
и 11 девочек, средний возраст 13,01±0,72 лет - со-
ставили группу исследования (1-я группа), осталь-
ные 21 ребенок составили группу сравнения (2-
я группа), 10 мальчиков и 11 девочек, средний воз-
раст 10,01±0,32 лет, не страдающих СД 1-го типа. 
Средняя длительность заболевания у детей с СД 1-го 
типа составила 9,6±0,36 лет. Родители (или их закон-
ные представители) всех детей давали информирован-
ное согласие на участие детей в исследовании. На дан-
ное исследование было получено одобрение со сторо-
ны локального этического комитета Ставропольского 
Государственного Медицинского Университета. Все 
исследования выполнялись по международным пра-
вилам работы с биоматериалом людей.

Критерии включения детей в группу исследования:
Диагноз СД 1-го типа, подтвержденный клини-

ко-лабораторными данными.
Длительность заболевания не менее 1 года.
Возраст пациентов от 4 до 17 лет.
Стадия ремиссии по СД 1-го типа.
Критерии исключения детей из группы исследо-

вания:
Возраст детей менее 4 лет.
Наличие других сопутствующих хронических за-

болеваний.
Декомпенсация по СД с явлениями дисгликемии 

и ДКА.

Отказ со стороны родителей или их законных пред-
ставителей от участия детей в исследовании.

Критерии включения детей в группу сравнения:
Отсутствие сопутствующих хронических сомати-

ческих и эндокринных (в том числе СД) заболеваний.
Возраст детей от 4 до 17 лет.
Критерии исключения детей из группы сравнения:
Возраст детей менее 4 лет.
Отказ со стороны родителей или их законных пред-

ставителей от участия детей в исследовании. 
Все дети группы исследования, были в плановом 

порядке госпитализированы в эндокринологическое 
отделение Ставропольской городской клинической 
больницы им. Г. К. Филиппского с диагнозом «Са-
харный диабет 1-го типа. Хроническое течение. Ста-
дия ремиссии», для коррекции доз инсулиносодержа-
щих препаратов. Группу сравнения («условно здоро-
вые дети») составили дети, госпитализированные на 
плановое малое оперативное вмешательство в хирур-
гическое отделение (грыжесечение). Забор венозной 
крови для определения уровня ААТ в группе исследо-
вания и в контрольной группе, проводился однократ-
но в утренние часы (9:00), при плановом поступлении 
пациентов в больницу. 

Количественное определение уровня ААТ в сыво-
ротке крови детей проводили методом твердофазного 
иммуноферментного анализа (ИФА). Методика опре-
деления уровня ААТ (IgG) к NMDA рецепторам (субъ-
единица NR2A), к дофаминовым рецепторам второго 
типа (DR2), и к белку S-100В основывалась на имму-
нологической реакции между ААТ в сыворотке крови 
пациентов и человеческими рекомбинантными анти-
генами (производство Cloud-Clone Corp, США) в ИФА 
тест-системах. Полученные результаты фиксировали 
с помощью фотометра вертикального сканирования 
«Лазурит» (США), с длиной волны 450 нм. Результа-
ты выражалили в Ед/мл.

Статистический анализ результатов измерений про-
водился с применением прикладных программ STA-
TISTICA 10.0. (StatSoftInc., США). Количественные 
признаки описывались с помощью среднего арифме-
тического и ошибки средней, медианы и квартилей. 
С помощью критериев Шапиро–Уилка и Колмогоро-
ва–Смирнова оценивали нормальность распределения. 
При несоответствии показателей нормальному распре-
делению применяли U-критерий Манна–Уитни. Разли-
чия между группами считались значимыми при р<0,05.

Результаты

Как показывает проведенный анализ, средние 
показатели ААТ были статистически значимо выше 
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у больных с СД 1-го типа, по сравнению с «условно 
здоровыми детьми» (табл. 1). Минимальное значение 
уровня ААТ к NMDA рецепторам в 1-й группе соста-
вило 7,08 Ед/мл, максимальное – 98,48 Ед/мл, во 2-й 
группе – 3,05 Ед/мл и 43,14 Ед/мл соответственно, 
р=0,0021). Диагностируемые нами высокие уровни 
ААТ к NMDA рецепторам могут указывать на измене-
ние активности глутаматергической системы у детей 
с СД 1-го типа, что, в свою очередь, позволяет пред-
полагать наличие эксайтотоксичности.

Средние значения ААТ к DR2, так же были значи-
мо выше (р=0,0082) у детей с СД по сравнению с «ус-
ловно здоровыми детьми» (табл. 1). Минимальное 
значение – 1,42 Ед/мл, максимальное – 119,46 Ед/мл 
в группе исследования и соответственно 1,03 Ед/мл, 
и 86,3 Ед/мл – в группе сравнения. Высокие показа-
тели ААТ к дофаминовым рецепторам позволяют ду-
мать, что у детей больных СД изменяется также актив-
ность дофаминергической системы.

Средние значения ААТ к белку S-100В, также бы-
ли существенно выше (р=0,0045) у детей 1-й группы. 
Так, у пациентов с СД 1-го типа минимальное значе-
ние уровня ААТ к белку S-100В составило 1,42 Ед/мл, 
максимальное 19,34 Ед/мл, у «условно здоровых детей» 
– 42 Ед/мл и 76,81 Ед/мл соответственно. Высокие 
средние показатели ААТ к белку S-100В, могут свиде-
тельствовать о повреждении мозговой ткани, возмож-
но вследствие равивающейся эксайтотоксичности при 
СД 1-го типа у детей.

На втором этапе исследования пациенты 
с СД 1-го типа (21 ребенок), были разделены на две 
подгруппы в зависимости от длительности забо-
левания. В I подгруппу были отнесены 10 пациен-
тов, у которых длительность заболевания составила 
от 1 года до 5 лет, средняя длительность (U-крите-

рий Манна–Уитни) – 2 [ 1-4] лет, во II подгруппу –  
11 пациентов с длительностью заболевания свы-
ше 5 лет (средняя длительность 7 [6-9] лет). В ходе 
исследования были выявлены статистически зна-
чимые различия в средних значениях ААТ, в зави-
симости от длительности заболевания. Так, уро-
вень аутоантител к NMDA и DR2 рецепторам у детей 
с длительностью СД 1-го типа свыше 5 лет, а также 
средние показатели ААТ к белку S-100В были зна-
чимо выше, по сравнению с пациентами с меньшей 
длительностью заболевания (табл. 2).

Обсуждение

 Таким образом, можно сделать вывод, что c уве-
личением длительности заболевания СД 1-го типа, па-
раллельно происходит увеличение содержания ААТ 
к NMDA (субъединица NR2A) и дофаминовым рецеп-
торам, а также к белку s100В. Диагностируемое нами 
повышение ААТ к NMDA и дофаминовым рецепто-
рам, может говорить о том, что при СД в детском воз-
расте, происходит нарастание активности дофами-
нергической и глутаматергической системы. Это, как 
полагают, может вызывать повреждение нейронов го-
ловного мозга и приводить к когнитивному дефициту 
[10]. Кроме этого, полученные нами данные подтвер-
ждают результаты предыдущих исследований, в кото-
рых было показано повышение уровня сывороточных 
ААТ к NMDA и дофаминовым рецепторам, а также 
ААТ к белку S-100В на фоне ДКА в детском возрасте 
[9; 11]. Не исключено, что обнаруженные нами высо-
кие титры ААТ к нейромедиаторам и нейроспецифи-
ческому белку S-100В являются следствием прогресси-
рующего повреждения головного мозга на фоне хро-
нического течения СД 1-го типа в детском возрасте. 

Таблица 1/Table 1

Содержание ААТ к мозговым рецепторам и белку S-100В в сыворотке крови у детей с СД1 и «условно здоровых детей», (M±m)

The content of auto-antibodies to brain receptors and protein S-100B in the blood serum in children with diabetes mellitus and  
«conditionally healthy children», (M±m) 

 Показатели
Indicats

ААТ к NMDA рецепторам/A-AT  
to NMDA receptors (Ед/мл, U/ml)

ААТ к DAR2 рецепторам/A-AT to 
DAR2   receptors (Ед/мл, U/ml)

ААТ к белку S100B
A-AT to protein S100B (Ед/мл, U/ml)

Группа исследования
Study group 
(n=21)

31,70±6,07* 49,47±2,31* 36,84±3,54*

Группа сравнения
Comparison group
(n=21)

3,30±0,89 4,73±0,12 6,39±0,15

Примечание. * – p<0,01 статистически значимые различия между больными и здоровыми детьми. 
Note. * – p<0,01 statistically significant differences between sick and healthy children.
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Следовательно, ААТ к NR2A, DR2 и к белку S-100В, 
могут являться косвенными признаками повреждения 
мозговой ткани на фоне течения СД 1-го типа в дет-
ском возрасте.

Заключение

 Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что у детей с СД 1-го типа в состоянии ремиссии, 
имеется статистически значимое увеличение концен-
трации в крови ААТ к мозговым рецепторам (NR2A 
и DR2), а также к белку S-100В. При этом отмечается 
тенденция к росту уровня ААТ по ходу прогрессиро-
вания заболевания. Обнаруженное нами повышение 
концентрации ААТ к NMDA и дофаминовым рецеп-
торам, может свидетельствовать об активации глутама-
тергической и дофаминергической систем, как прояв-
ления оксидативного стресса и эксайтоксичности [12] 
на фоне хронического течения СД в детском возрасте. 
Увеличение уровня ААТ к рецепторам белка S-100В, 
может быть маркером повреждения головного мозга 
[13]. Таким образом, выявленные нарушения свиде-
тельствуют о поражении ЦНС у детей с СД 1-го типа, 
в основе которого могут лежать процессы оксидатив-
ного стресса и эксайтоксичности. 
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Сухопарова Е.П.1, Зиновьев Е.В.2, Князева Е.С.2

Прогностическая значимость элементного состава волос  
для оценки риска развития послеоперационных раневых 
осложнений

1ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова», 
197022, Санкт-Петербург, Россия,  ул. Льва Толстого, д. 6-8;

2ГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт скорой помощи им. И. И. Джанелидзе», 
196128, Санкт-Петербург, Россия,  ул. Будапештская, д. 3,  Россия

Введение. Снижение уровня микро- и макроэлементов является одним из факторов увеличения сроков заживления 
послеоперационных  ран,  поскольку это препятствует пролиферации фибробластов, синтезу коллагена и эпителизации.
Цель – оценить прогностическую значимость элементного состава волос для оценки риска осложненного и замедленного 
течения раневого процесса после хирургического вмешательства.
Методика. В исследование включено 49 женщин в возрасте 30-60 лет (46,98±7,10 лет) с избыточной массой тела, которым 
выполнены плановые хирургические вмешательства по эстетическим показаниям, направленные на коррекцию контуров 
тела, в ожоговом отделении с пластической хирургией ФГБУ ВЦЭРМ им. А.М. Никифорова МЧС России. Всем пациенткам 
проведен спектральный анализ волос на микро- и макроэлементы.
Результаты. У пациенток с замедленным и осложненным заживлением ран выявлены значимые сдвиги в элементном 
составе волос. Высокую  прогностическую значимость в отношении риска замедления раневого процесса и развития дли-
тельно незаживающих ран  имеют снижение уровней лития (Li < 0,04), германия (Ge < 0,07), бора (B < 1,11) и йода (I<0,06) 
с уровнями абсолютного риска более 58,1%.
Заключение. Пациентам с запланированным хирургическим вмешательством необходим тщательный мониторинг содер-
жания макро- и микроэлементов с целью выявления их дефицита и своевременной коррекции лечебной тактики, что позво-
лит уменьшить риск неблагоприятного течения раневого процесса. Доступным и неинвазивным методом изучения эле-
ментного состава организма является спектральный анализ волос.
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анализ волос  

Для цитирования: Сухопарова Е.П., Зиновьев Е.В., Князева Е.С. Прогностическая значимость элементного состава волос 
для оценки риска развития послеоперационных раневых осложнений. Патологическая физиология и эксперименталь-
ная терапия. 2022; 66(4): 67-72.
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.67-72

Участие авторов: подготовка иллюстративного материала, написание текста, сбор и обработка материала, концепция и дизайн 
исследования – Сухопарова Е.П.; редактирование, концепция исследования – Зиновьев Е.В.; статистическая обработка материала – 
Князева Е.С. Утверждение окончательного варианта статьи, ответственность за целостность всех частей статьи – все соавторы.
Для корреспонденции:  Сухопарова Елена Петровна, e-mail: suhoparova.e@gmail.com
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Поступила 30.05.2022
Принята к печати 27.10.2022
Опубликована 15.12.2022



68

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.67-72

Оригинальная статья

Sukhoparova E.P.1, Zinovjev E.V.2, Knyazeva E.S.2

Prognostic significance of the elemental composition of hair for assessing the risk of postoperative 
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Introduction. Decreased concentrations of micro- and macroelements are one of the factors for delayed postoperative wound 
healing since this factor prevents fibroblast proliferation, collagen synthesis, and epithelization. The aim of this study was to eval-
uate the prognostic significance of the elemental composition of hair to assess the risk of complicated and delayed postopera-
tive wound healing.
Methods. The study included 49 overweight women aged 30-60 years (46.98±7.10 years) who underwent elective surgical inter-
ventions for aesthetic indications aimed at correcting body contours in the department of burns and plastic surgery of the Niki-
forov Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, EMERCOM of Russia. Spectral analysis of hair for micro- and macro-
elements was performed for all patients.
Results. In patients with delayed and complicated wound healing, significant shifts in the elemental composition of hair were 
revealed. Reduced levels of lithium (Li <0.04), germanium (Ge <0.07), boron (B <1.11), and iodine (I <0.06) with levels of abso-
lute risk over 58.1% showed a high prognostic significance with respect of the risk for delayed healing and development of per-
sistent wounds.
Conclusion. Patients scheduled for a surgical intervention need thorough monitoring of the content of macro- and microele-
ments for identification of their deficiency and timely correction of the therapeutic tactics, which will reduce the risk of an unfa-
vorable course of the wound process. An affordable and non-invasive method for studying the elemental composition of the body 
is the spectral analysis of hair.
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Введение

 Заживление ран происходит за счет каскада по-
следовательных взаимосвязанных молекулярных 
и клеточных событий [1]. Различные местные и си-
стемные факторы, в том числе  инфекция, хрониче-
ское воспаление, пониженное содержание биоэле-
ментов и плохая перфузия краев раны   могут оказы-
вать негативное влияние на процесс заживления [2]. 
Элементный состав волос отражает состояние обме-
на биоэлементов в организме человека за длительный 
промежуток времени [3, 4]. Развитие воспалительной 
реакции, окислительного стресса и гиперметаболи-
ческого состояния в процессе заживления хирурги-

ческих ран, среди прочего, приводят к отклонениям 
в содержании основных микро- и макроэлементов, 
что, в свою очередь, может привести к более частым 
инфекционным осложнениям или нарушениям в про-
цессах заживления ран [5].

Спектральный анализ химического состава волос 
является современным неинвазивным методом ин-
тегральной оценки минерального обмена в организ-
ме  за продолжительный период времении и позволя-
ет оценивать содержание микро- и макроэлементов 
в организме. Определение элементного состава волос 
можно использовать для клинической и донозологи-
ческой диагностики заболеваний, а также как вспомо-
гательный инструмент при выборе тактики системно-
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го лечения пациентов с нарушениями течения ранево-
го процесса.

Цель исследования – оценка прогностической зна-
чимости элементного состава волос при определении 
степени риска развития осложнений течения раневого 
процесса после хирургического вмешательства.

Методика

 В исследование включены 49 женщин 
от 30 до 60 лет  с индексом массы тела более 25 кг/м2 
(31,64±5,04 кг/м2) и окружностью талии более 80 см. 
Все пациентки добровольно подписывали форму ин-
формированного согласия на анонимное участие в ис-
следовании. Исследование  одобрено  локальным эти-
ческим комитетом.  Все исследования выполнялись 
по международным правилам работы с биоматериа-
лом людей. Пациенткам в  ожоговом отделении с пла-
стической хирургией ФГБУ ВЦЭРМ им. А.М. Ни-
кифорова МЧС России в период с 2019 по 2020 гг. 
выполнены плановые хирургические вмешатель-
ства по эстетическим показаниям, направленные на 
коррекцию контуров тела − подтяжка молочных же-
лез, уменьшение молочных желез, абдоминопласти-
ка.  Длительность наблюдения в послеоперацион-
ном периоде составила 6 мес. Пациентки были раз-
делены на 3 группы в зависимости от особенностей 
течения раневого процесса: 1-я группа – осложнен-
ный раневой процесс (n=21, 42,86%); 2-я группа – 
замедленный раневой процесс (n=16, 32,65%); 3-я 
группа – стандартно протекающий  раневой процесс 
(n=12, 24,49%).

Отбор волос, подготовку и анализ проб осущест-
вляли согласно утвержденным методикам. Элемент-
ный анализ волос исследовали  методом атомно-аб-
сорбционной спектрометрии на поверенных прибо-
рах «Spectr 240 FS» и «Spectr 280 Z» с предварительной 
минерализацией проб в микроволновой системе  
«MDS-2000».

Статистическая обработка данных выполнена 
с использованием пакетов прикладных программ 
Statistica 10 и SAS JMP 11. Для описания количе-
ственных данных использовали среднее арифмети-
ческое значение (М) и стандартное отклонение(δ). 
Качественные характеристики показателей выраже-
ны абсолютными (n) и относительными величинами 
(%). В отношении количественных переменных про-
веряли нормальность распределения, использовали 
χ2-критерий Пирсона, t-критерий Стьюдента, кри-
терий многочисленных сравнений. Различия меж-
ду группами считали значимыми при р<0,05. В слу-
чае, когда  выборки из переменных не подчинялись 

нормальному закону распределения, использовали 
непараметрические методы: U-критерий Манна-У-
итни, Н-критерий Краскела-Уоллеса, медианный 
тест. Для оценки прогностической значимости не-
скольких независимых факторов в отношении не-
благоприятного заживления раны в послеопераци-
онном периоде использовали метод множественно-
го регрессионного анализа.

Результаты

По данным спектрального анализа состава волос 
в категории «Микроэлементы» выявленысттистически 
значимые сравненияые отличия  между группами па-
циенток по двум показателям:  для показателя  литий 
«Li» во 2-й  группе  по сравнению с 1-й группой− 0,05 
± 0,05мг/кг против 0,03 ± 0,03мг/кг, соответствен-
но (p=0,025), а также для показателя германий «Ge» 
во 2-й группе по отношению к 1-й− 0,08±0,01мг/кг  
против 0,07±0,02мг/кг, соответственно (p=0,014).От-
носительно содержания макроэлементов статистиче-
ски значимых отличий в исследуемых группах полу-
чено не было.

С помощью статистического однофакторного про-
гнозирования развития раневых осложнений в после-
операционном периоде были выделены 20 ключевых 
прогнозных факторов (таблица).

Из таблицы видно, что  11 факторов (элементов) 
статистически значимо повышают риск развития не-
благоприятного исхода заживления раны − от 35,7% 
до 100,0%.

Наиболее значимыми факторами высокого риска 
осложненного и замедленного течения раневого про-
цесса являются Ag≥0,28 (уровень риска 100,0%), Si 
<62,30 (уровень риска 100,0%) и I<0,06 (уровень ри-
ска 87,5%). Меньшее влияние оказывают статистиче-
ски значимые факторы Ba<4,41, B<1,11 и Cd≥0,03, ко-
торые повышают уровень риска послеоперационных 
осложнений с 52,6% до 60,0%.

Результаты проведенного однофакторного анали-
за для группы показателей «Микро- и макроэлементы» 
свидетельствуют, что ключевыми статистически зна-
чимыми факторами риска развития замедления ране-
вого процесса в послеоперационном периоде и разви-
тия длительно незаживающих ран  являются  снижение 
уровня лития, снижение уровня германия,  снижение 
уровня бора  и снижение уровня йода с уровнями аб-
солютного риска более 58,1% (рисунок).

Наличие одного из данных ключевых факторов по-
вышает риск замедления процессов репарации и фор-
мирования хронических, длительно незаживающих ран 
более чем в 3 раза.
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Ключевые факторы, влияющие на развитие осложнений в послеоперационном периоде

 Key factors influencing the development of complications in the postoperative period  

Фактор
Factor

Развитие осложнений в послеоперационном 
периоде (абсолютный риск, %)

Development of complications in the postoperative 
period (absolute risk, %

Изменение риска
(95% ДИ)

Change in risk
(95% CI)
(95% CI)

Относительный риск
Relative risk

(95% confidence 
interval

Значимость, p

Фактор: Нет
There is no factor

Фактор: Есть
There is a factor

Li < 0,04 4 (19,05%) 17 (60,71%) 41,67
(17,0; 66,4)%

3,19
(1,26; 8,08) 0,004*

Ge < 0,07 7 (25,00%) 14 (66,67%) 41,67
(15,9; 67,4)%

2,67
(1,31; 5,42) 0,004*

B < 1,11 3 (16,67%) 18 (58,06%) 41,40
 (16,9; 65,9)%

3,48
(1,19; 10,21) 0,005*

I < 0,06 14 (34,15%) 7 (87,50%) 53,35
(26,2; 80,5)%

2,56
(1,56; 4,22) 0,005*

Ba < 4,41 1 (9,09%) 20 (52,63%) 43,54
(20,3; 66,8)%

5,79
(0,87; 38,44) 0,010*

Cu < 6,58 15 (35,71%) 6 (85,71%) 50,00
(20,3; 79,7)%

2,4
(1,45; 3,98) 0,013*

Rb ≥ 0,03 6 (85,71%) 15 (35,71%) -50,00
(-79,7; -20,3)%

0,42
(0,25; 0,69) 0,013*

Ag ≥ 0,28 17 (37,78%) 4 (100,00%) 62,22
(48,1; 76,4)%

2,65
(1,82; 3,85) 0,016*

Si < 62,30 17 (37,78%) 4 (100,00%) 62,22
(48,1; 76,4)%

2,65
(1,82; 3,85) 0,016*

Cd ≥ 0,03 9 (31,03%) 12 (60,00%) 28,97
(1,7; 56,3)%

1,93
(1,01; 3,70) 0,044*

Na ≥ 675,80 15 (36,59%) 6 (75,00%) 38,41
(5,0; 71,8)%

2,05
(1,16; 3,62) 0,045*

Ti < 0,68 14 (35,90%) 7 (70,00%) 34,10
(2,0; 66,2)%

1,95
(1,09; 3,50) 0,052

K ≥ 74,93 5 (26,32%) 16 (53,33%) 27,02
(0,4; 53,7)%

2,03
(0,89; 4,62) 0,063

Co < 0,03 6 (28,57%) 15 (53,57%) 25,00
(-1,7; 51,7)%

1,88
(0,88; 4,01) 0,080

As < 0,01 3 (23,08%) 18 (50,00%) 26,92
(-1,2; 55,1)%

2,17
(0,76; 6,16) 0,093

Mn < 3,63 2 (20,00%) 19 (48,72%) 28,72
(-0,6; 58,1)%

2,44
(0,68; 8,77) 0,102

Sr ≥ 10,44 12 (35,29%) 9 (60,00%) 24,71
(-4,8; 54,2)%

1,7
(0,92; 3,14) 0,107

Sn < 0,41 13 (36,11%) 8 (61,54%) 25,43
(-5,3; 56,2)%

1,7
(0,92; 3,14) 0,112

Ni ≥ 0,73 14 (36,84%) 7 (63,64%) 26,79
(-5,5; 59,1)%

1,73
(0,94; 3,18) 0,114

Mo < 0,03 8 (32,00%) 13 (54,17%) 22,17
(-4,9; 49,2)%

1,69
(0,86; 3,34) 0,117

Примечание. * − статистически значимые отличия.
Note. * − statistically significant differences.
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Обсуждение

Несмотря на пристальный интерес медицинско-
го хирургического сообщества к различным аспектам 
раневого процесса и определенные успехи в области 
лечения послеоперационных ран, некоторые вопро-
сы по- прежнему остаются не решенными [6]. Ослож-
ненное и длительное заживление ран  является одной 
из наиболее актуальных научных и практических про-
блем современной хирургии, особенно у пациентов 
с избыточной массой тела и ожирением [7]. Известно, 
что ожирение как один из компонентов метаболиче-
ского синдрома ухудшает процесс заживления ран [8]. 

Физиологические течение раневого процесса со-
провождается фазовым изменением строения ее струк-
турных элементов − эпидермиса, дермы и гиподермы, 
зависит от реактивности тканей и клеток в их составе 
[1]. Процесс заживления ран хорошо изучен и вклю-
чает фазу воспаления, пролиферативную фазу, а так-
же фазу организации рубца и эпителизации. На про-
цесс заживления раны влияет множество различных 
факторов, в том числе содержание микро- и макроэ-
лементов. Снижение уровня микроэлементов приво-
дит к удлинению сроков заживления послеоперацион-
ных  ран,  препятствуя пролиферации фибробластов, 
синтезу коллагена и эпителизации [9,10]. В настоящем 
исследовании показано существенное влияние содер-
жания ряда микро- и макроэлементов на процесс за-
живления хирургических ран у больных с повышен-
ным ИМТ. В другой работе, выполненной С.А. То-
чило и соавт. (2020), выявлены значимые отклонения 
уровня макро- и микроэлементов у пациентов после 

абдоминальных хирургических вмешательств, имею-
щих  в послеоперационном периоде серьезные жиз-
неугрожающие осложнения в виде сепсиса и синдро-
ма полиорганной недостаточности [11].

Поиск причины длительно незаживающих хирур-
гических ран является важной задачей хирурга. Пер-
спективным решением  этой проблемы является изуче-
ние элементного  состава волос, позволяющее выявить 
сдвиги  в обмене макро- и микроэлементов и своевре-
менно провести их коррекцию.

Заключение

У пациенток, имеющих  избыточную массу тела, 
с осложненным и замедленным течением раневого 
процесса выявлены значимые отклонения в содержа-
нии микроэлементов.  Высокую  прогностическую зна-
чимость в отношении риска замедления раневого про-
цесса и развития длительно незаживающих ран  име-
ют снижение уровней лития (Li < 0,04), германия (Ge 
< 0,07), бора (B < 1,11) и йода (I < 0,06) с уровнями аб-
солютного риска более 58,1%. Пациентам с  заплани-
рованным хирургическим вмешательством необходим 
тщательный мониторинг содержания макро- и микро-
элементов с целью выявления их дефицита.

Литература 
(п.п. 1−10 см. References)

11.	 Точило С.А., Марочков А.В., Ливинская В.А. Динамика макро- 
и микроэлементов у пациентов с синдромом полиорганной не-
достаточности в абдоминальной хирургии. Хирургия. Восточная 
Европа. 2020; 9(4): 425-38. https://doi.org/10.34883/PI.2020.9.4.024

Оценки рисков развития осложненного и замедленного раневого процесса по ключевым факторам: «Li < 0,04», «Ge < 0,07», «B < 1,11» и «I < 0,06».

 Risk estimates of complicated and delayed wound development by key factors: «Li < 0.04», «Ge < 0.07», «B < 1.11», and «I < 0.06».



72

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.67-72

Оригинальная статья

References
1.	 Han G., Ceilley R. Chronic Wound Healing: A Review of Current 

Management and Treatments. Adv Ther. 2017; 34(3): 599-610.https://
doi.org/10.1007/s12325-017-0478-y

2.	 Wang P.H., Huang B.S., Horng H.C., Yeh C.C., Chen Y.J. 
Wound healing. J Chin Med Assoc. 2018; 81(2): 94-101. https://doi.
org/10.1016/j.jcma.2017.11.002

3.	 Derakhshandeh H., Kashaf S.S., Aghabaglou F., Ghanavati I.O., 
Tamayol A. Smart Bandages: The Future of Wound Care. Trends 
Biotechnol. 2018; 36(12): 1259-74.  https://doi.org/10.1016/j.
tibtech.2018.07.007

4.	 Bi H., Li H., Zhang C., Mao Y., Nie F., Xing Y., et al. Stromal vascular 
fraction promotes migration of fibroblasts and angiogenesis through regu-
lation of extracellular matrix in the skin wound healing process. Stem Cell 
Res Ther. 2019; 10(1): 302. https://doi.org/10.1186/s13287-019-1415-6

5.	 Rech M., To L., Tovbin A., Smoot T., Mlynarek M. Heavy met-
al in the intensive care unit: a review of current literature on 
trace element supplementation in critically ill patients. Nutr Clin 
Pract. 2014; 29(1): 78-89. doi: 10.1177/0884533613515724

6.	 Sandy-Hodgetts K. Surgical wound complications: a 21st century 
problem? J Wound Care. 2019; 28(10): 645. https://doi.org/10.12968/
jowc.2019.28.10.645

7.	 Hirt P.A., Castillo D.E., Yosipovitch G., Keri J.E. Skin changes in 
the obese patient. J Am Acad Dermatol. 2019; 81(5): 1037-57. https://
doi.org/10.1016/j.jaad.2018.12.070 

8.	 Chen S.J., Yen C.H., Huang Y.C., Lee B.J., Hsia S., Lin P.T., et al. 
Factors affecting wound healing. J Dent Res. 2010; 89(3): 219-29. 
https://doi.org/10.1177/0022034509359125

9.	 Kavalukas S.L., Barbul A. Nutrition and wound healing: an up-
date. Plast Reconstr Surg. 2011; 127, Suppl 1: 38-43. https://doi.
org/10.1097/PRS.0b013e318201256c

10.	 Medlin S. Nutrition for wound healing. Br J Nurs. 2012; 21(12): 11-
5. https://doi.org/10.12968/bjon.2012.21.Sup12.S11

11.	 Tochilo S.A., Marochkov A.V., Livinskaya V.A. Dynamics of mac-
ro- and microelementsin patients with multiple organ dysfunc-
tion syndrome in abdominal surgery. Khirurgiya. Vostochnaya Ev-
ropa. 2020; 9(4): 425-38. (in Russian). https://doi.org/10.34883/
PI.2020.9.4.024

Сведения об авторах:
Сухопарова Елена Петровна, канд. мед. наук,  ФГБОУ ВО «Первый СПГМУ им. акад.  И.П. Павлова»;
Зиновьев Евгений Владимирович, доктор мед. наук, проф., ГБУ СПБ НИИ СП им. И.И. Джанелидзе;
 Князева Екатерина Сергеевна,  ординатор, каф. пластической хирургии ГБУ СПБ НИИ СП им. И.И. Джанелидзе.



ISSN 0031-2991 73

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(4)  
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.73-78

© Коллектив авторов, 2022
УДК 616-092.9

Крюков И.А.1,2, Ершов А.В. 2,3, Лобанов А.В.4, Гребенчиков О.А.2

Влияние продолжительности экспозиции ксенона на объем 
ишемического повреждения головного мозга в эксперименте
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Введение. Разработка новых подходов к терапии и профилактике острого ишемического повреждения центральной нерв-
ной системы остается актуальной задачей в связи с ростом частоты инсультов и черепно-мозговых травм в популяции. 
Цель исследования – оценка влияния ингаляции ксенона 0,5 МАК на объем поражения и отек головного мозга при экс-
периментальном инсульте для изучения возможностей его применения в комплексе лечебных мероприятий. 
Методика. Исследование было выполнено на 70 крысах путем моделирования фокальной ишемии-реперфузии по методу 
Лонга и последующей ингаляции ксенона 0,5 МАК в течение 30, 60 и 120 мин. Для оценки степени поражения головного 
мозга использованы магнитно-резонансная томография и метод сканирования срезов головного мозга, окрашенных 
2,3,5-трифенилтетразолия хлоридом. 
Результаты. По данным томографии экспозиция ксенона 0,5 МАК в течение 30 мин приводила к уменьшению объема очага 
ишемического инсульта на 17% (р=0,07) и уменьшению объема перифокального отека головного мозга на 15% (р=0,065) 
по сравнению с контрольной группой, экспозиция в течение 60 мин – на 27% (р=0,03) и 25% (р=0,025), в течение 120 мин –  
на 30,6% (р=0,045) и 30,6% (р=0,045) соответственно. Результаты, полученные при помощи окрашивания трифенилтетраз-
олием хлоридом, подтвердили уменьшение объема ишемического инсульта под влиянием ксенона 0,5 МАК при увеличе-
нии длительности экспозиции. 
Заключение. На основании выполненных исследований сделано заключение о нейропротекторном эффекте ксенона 0,5 
МАК при экспозиции 60 мин, что создает предпосылки для дальнейшего его изучения в клинической практике. Увеличе-
ние времени экспозиции до 120 мин не усиливает нейропротекторные свойства ксенона. 

Ключевые слова: ксенон; ишемическое повреждение; головной мозг
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The development of new approaches to treatment and prevention of acute ischemic damage to the central nervous system remains 
relevant due to the increasing incidence of stroke and traumatic brain injury in the population. The aim of this study was to eval-
uate the effect of the duration of xenon 0.5 MAC inhalation on the volume of lesion and cerebral edema in experimental stroke. 
Methods. The study was performed on 70 rats by modeling focal ischemia-reperfusion by the Long method with subsequent 
inhalation of xenon 0,5 MAC for 30. 60 or 120 minutes. Magnetic resonance imaging and scanning of brain sections stained with 
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) were used to assess the degree of brain damage. 
Results. According to the tomography data, the 30-min exposure to xenon 0.5 MAC decreased the volume of the ischemic stroke 
focus by 17% (p=0.07) and the volume of perifocal cerebral edema (p=0.065) by 15% compared to the control group; a 60-min 
exposure induced decreases by 27 (p=0.03) and 25% (p=0.025); and a 120-min exposure induced decreases by 30.6% (p=0.045) 
and 30.6% (p=0.045), respectively. The results obtained with the TTS staining demonstrated a decrease in ischemic stroke pro-
duced by the xenon 0.5.MAC exposure of increased duration. 
Conclusion. The study showed a neuroprotective effect of a 60-min exposure to xenon 0.5 MAC, which makes it promising for 
further study in clinical practice. Increasing the exposure time to 120 min does not enhance the neuroprotective effect of xenon.

Keywords: xenon; ischemic damage; brain

For citation: Krukov I.A., Ershov A.V., Lobanov A.V., Grebenchikov O.A. The effect of xenon exposure duration on the volume 
of ischemic brain injury in experiment. Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and 
Experimental Therapy, Russian Journal). 2022; 66(4): 73-78. (in Russian)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.73-78

Author’s contribution: research concept and design – Grebenchikov O.A., Ershov A.V.; collection and processing of material – Krukov I.A.; 
preparation of illustrative material – Grebenchikov O.A., Krukov I.A.; statistical processing – Lobanov A.V., Krukov I.A.; text writing – Krukov 
I.A., Grebenchikov O.A.; editing – Krukov I.A., Lobanov A.V., Ershov A.V., Grebenchikov O.A. Approval of the final version of the article, 
responsibility for the integrity of all parts of the article –all authors.
For correspondence: Ivan A. Krukov, anesthesiologist–resuscitator of the intensive care unit, Dmitry Rogachev National Medical Research 
Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Ministry of Health of Russia, 1 Samory Mashela St., Moscow, 117198, Russian 
Federation, е-mail: ia.kriukov@yandex.ru

Information about the authors: 
Krukov I. A., https://orcid.org/0000-0003-3121-2981
Lobanov A.V., https://orcid.org/0000-0002-5159-3227
Ershov A.V., https://orcid.org/0000-0001-5758-8552
Grebenchikov O.A., https://orcid.org/0000-0001-9045-6017
Financing. The work was carried out with the financial support of the Federal Scientific and Clinical Center for Resuscitation and 
Rehabilitation on the topic of research and development “Anesthetic neuroprotection by xenon and sevoflurane in severe brain injuries. 
Clinical and experimental study” (No. 0427-2019-0035).
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Received 27.05.2022
Accepted 27.10.2022
Published 15.12.2022

Введение

Проблема инсульта имеет высокую медико-со-
циальную значимость, что обусловлено его широким 
распространением во всех странах мира. В Россий-
ской Федерации заболеваемость инсультом входит 
в число лидеров среди всех видов сердечно-сосу-
дистых заболеваний, а смертность занимает одно 

из первых мест в зависимости от региона. К кон-
цу 1-го года после перенесенного инсульта умира-
ет 50% заболевших, а через 7 лет – почти 80% па-
циентов. Прогнозируется увеличение абсолютного 
числа инсультов в ближайшие годы на 11% в свя-
зи со старением населения [1, 2]. Кроме инсульта 
ишемическое повреждение мозга характерно для че-
репно-мозговых травм, частота которых возрастает 
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с каждым годом из-за влияния техногенных факто-
ров и затрагивает, прежде всего, лиц трудоспособно-
го возраста [3]. Все вышеизложенное обусловлива-
ет необходимость более детальной разработки новых 
подходов к терапии и профилактике острого ише-
мического повреждения центральной нервной си-
стемы. На сегодняшний день ни один нейропротек-
торный препарат, испытанный в мультифокальных 
клинических исследованиях, не доказал свою абсо-
лютную эффективность, в связи с чем поиск новых 
подходов к терапии ишемических повреждений го-
ловного мозга остается актуальной задачей медици-
ны. Согласно большому количеству недавних иссле-
дований, выраженными нейропротекторными свой-
ствами обладает ингаляционный анестетик ксенон 
[4–8]. Установлено, что ксенон обладает противо-
воспалительным эффектом, его воздействие на зо-
ну перифокального воспаления и ограничение избы-
точного воспаления в этой зоне является значимым 
фактором в защите мозга [9]. Дэвид Х.Н. с соавто-
рами установили, что ксенон обладает нейропротек-
торным эффектом в концентрации 50 об.%  за счет 
ингибирования активности тканевого плазминогена 
[10]. На наш взгляд, необходимо изучить нейропро-
текторный эффект субанестетической дозы ксенона 
(0,5 МАК) при различных экспозициях. 

Цель исследования – оценка влияния ингаляции 
ксенона 0,5 МАК при различной длительности экс-
позиции на объем поражения и выраженность оте-
ка головного мозга при экспериментальном инсульте. 

Методика

Эксперимент выполнен на 70 SPF крысах самцах 
массой 300-350 г. Проведение работ осуществлялось 
в соответствии с приказом Минздрава России №199 
от 1 апреля 2016 года «Об утверждении правил надле-
жащей лабораторной практики» и в соответствии с ре-
гламентом декларации ЕС от 2010 г. об использовании 
лабораторных животных в нучных целях. Протокол ис-
следования одобрен этической комиссией Института. 
Фокальную ишемию моделировали по методу Лонга 
с незначительными модификациями. В качестве ане-
стезии использовали 12% раствор хлоралгидрата (300 
мг/кг) внутрибрюшинно. Операционную область на 
поверхности шеи обрабатывали 0,05% раствором хлор-
гексидина. Проводили срединный разрез, с правой сто-
роны общую сонную артерию пережимали сосудистой 
клипсой, на внутреннюю сонную артерию накладыва-
ли лигатуру из викрила, внешнюю сонную артерию пе-
ререзали сосудистыми ножницами на расстоянии 3-5 
мм от бифуркации. Через отрезок внешней сонной ар-

терии на глубину внутренней сонной артерии (19-21 
мм, до перекрытия средней мозговой артерии) вводили 
нейлоновую нить диаметром 0,25 мм, покрытую сили-
коном и смоченную в растворе гепарина и фиксирова-
ли к внутренней сонной артерии сосудистой клипсой. 
Кровоток перекрывали на 60 мин, после извлечения 
нити из сосуда, кровоснабжение в бассейне средней 
мозговой артерии восстанавливалось. Культю внеш-
ней сонной артерии коагулировали электрокаутером 
до полной герметичности и снимали все клипсы. Сре-
динный разрез шеи зашивали викрилом № 4 и обраба-
тывали 5% раствором бриллиантового зеленого. Сразу 
после извлечения нити животных помещали в герме-
тичную камеру. Группе «контроль» подавалась кисло-
родно-воздушная смесь, группе «исследования» – ксе-
нон 0,5 МАК. Ложнооперированным животным (n=10) 
проводили те же процедуры, но без введения силико-
новой нити. Объем ишемического инсульта у нарко-
тизированных животных оценивали по стандартному 
протоколу через 24 ч на томографе с индукцией маг-
нитного поля 7 Тесла и градиентной системой 105 мТ-
л/м (BioSpec 70/30, Bruker) в течение 25 мин. На 7-е сут 
после моделирования ишемии животных декапитиро-
вали, мозг промывали физиологическим раствором, 
с помощью специальной формы готовили корональ-
ные срезы толщиной 2 мм, которые окрашивали 1%-
м раствором 2,3,5-трифенилтетразолий хлорида (ТТС, 
«Sigma») на ФСБ pH 7,4 в течение 10 мин при 37 ˚С 
и фиксировали в растворе 10% формалина в 0,1 М 
ФСБ. Затем срезы сканировали с обеих сторон на ска-
нере hp scanjet 4500 c. Анализ цифровых изображе-
ний проводили с помощью свободно распространя-
емой программы анализа медицинских изображений 
«ImageJ» (NIH, Бетесда, США). Неокрашенные ТТС 
участки принимали за некротические зоны. Площадь 
повреждения обводили вручную. Объем ишемическо-
го инфаркта определяли по формуле: 

Vинфаркта=∑A*d, где ∑A-сумма площадей всех 
МР-срезов, d-ширина срезов. 

Объем отека мозга определяли по формуле: 
Vотека мозга=((Sип-Sкп)/Sкп)*100, где: 
Sип – площадь ипсилатерального полушария;
Sкп – площадь контралатерального полушария.
Исследование было проведено с использованием 

оборудования ЦКП «Прикладная Генетика» МФТИ. 
(Соглашение № 075-15-2021-684). 

Для статистического анализа использовали про-
грамму Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.). Средние значения 
представлены как медиана (нижний квартиль; верхний 
квартиль). Межгрупповые различия показателей оце-
нивали по U-критерия Уитни–Манна, статистически 
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значимыми считали показатели при р<0,05. Корреля-
ционный анализ проводили с расчетом коэффициен-
та корреляции Спирмена. 

Результаты

По данным магнитно-резонансной томографии 
(МРТ) наибольший размер очага ишемического по-
вреждения выявлен у животных группы контроля, 
в группе ложнооперированных животных призна-
ки ишемического повреждения мозга отсутствовали. 
После экспозиции ксенона 0,5 МАК в течение 30 мин 
объём очага ишемического инсульта уменьшился 
на 17% (р=0,07), в течение 60 мин – на 27% (р=0,03), 
в течение 120 мин – на 30,6% (р=0,045) по сравне-
нию с контрольными показателями. Ингаляция ксе-
нона в течение 60 мин позволила сократить очаг 
ишемического повреждения на 12,3% (р=0,23), 
а в течение 120 мин – на 16,7% (р=0,071) по срав-
нению с экспозицией 30 мин (таблица). Различия 
в объеме ишемического повреждения при экспози-
ции 60 и 120 мин составили 5,1% (р=0,65). Установ-
лена обратная корреляционная связь слабой степе-
ни между временем экспозиции и объемом инсульта 
(R=-0,22, р=0,014).

Объем перифокального отека по данным магнит-
но-резонансной томографии МРТ после экспози-
ции ксенона 0,5 МАК в течение 30 мин уменьшился 
на 15% (р=0,065), в течение 60 мин – на 25% (р=0,025), 
в течение 120 мин – на 24% (р=0,03) по сравнению 
с контрольными показателями. Ингаляция ксено-
на в течение 60 мин позволила сократить очаг ише-
мического повреждения на 16,1% (р=0,08), а в тече-
ние 120 мин – на 17,6% (р=0,069) по сравнению с экс-
позицией 30 мин. Различия в объеме перифокального 
отека при экспозиции 60 и 120 мин составили 1,8% 
(р=0,98). Установлена обратная корреляционная связь 
слабой степени между временем экспозиции ксено-
на 0,5 МАК и объемом перифокального отека (R=-
0,17, р=0,038).

По данным ТТС-метода также не выявлено ише-
мического повреждения в группе ложноопериро-
ванных животных, а наибольший очаг отмечал-
ся в контрольной группе. Объем очага ишемиче-
ского инсульта после экспозиции ксенона 0,5 МАК 
в течение 30 мин уменьшился на 5% (р=0,7), в тече-
ние 60 мин – на 20% (р=0,04), в течение 120 мин – 
на 24% (р=0,009). Ингаляция ксенона в течение 60 мин 
позволила сократить очаг ишемического поврежде-

Таблица/Table

 Оценка объема ишемического инсульта и перифокального отека при экспозиции ксенона 0,5 МАК различной продолжительности 
(Ме (LQ; HQ]))

Assessment of ischemic stroke and perifocal edema volume at xenon 0,5 MAC exposure of different duration (Me (LQ; HQ])

Показатели
Indicators

Группа животных 
Animal group

Время экспозиции 30 мин / 
Exposure time 30 min

Время экспозиции 60 мин / 
Exposure time 60 min

Время экспозиции 120 мин / 
Exposure time 120 min

Контроль 
(n=10)
control

Ксенон
(n=10) 
xenon

Контроль 
(n=10)
control

Ксенон 
(n=10)
xenon

Контроль
(n=10)
control

Ксенон
(n=10)
xenon

Объем очага ишемического инсульта 
по данным МРТ, мм³ / The volume of 
the ischemic stroke focus according  
to MRI, mm³.

245,0 (186,0; 
271,0)

203,0 (178,0; 
245,0)

243,5 (179,0; 
269,0)

178,0 (158,0; 
205,0)*

241,5 (170,0; 
267,0)

169,0 (151,0; 
191,0)*

Объем перифокального отека по дан-
ным МРТ, мм3 / Volume of perifocal 
edema by MRI, mm3

117,0 (100,5; 
128,0)

99,5 (79,0; 
118,0)

111,0 (101,5; 
121,0)

83,5 (71,0; 
91,0)*

108,0 (99,5; 
120,0)

82,0 (73,0; 
92,0)*

Объем очага  ишемического инсульта 
по данным ТТС-метода, мм³ / The 
volume of the ischemic stroke focus ac-
cording to the TTS method is mm³

188,0 (165,5; 
235,0)

179,0 (158,0; 
240,0)

203,0 (185,5; 
225,0)

162,0 (151,0; 
213,0)*

207,5 (180,5; 
227,0)

158,0 (141,0; 
198,0)*

Примечание. Данные представлены как медиана (нижний квартиль; верхний квартиль), * – наличие статистически значимых различий 
по сравнению с группой контроля, р<0,05, критерий Манна–Уитни.
Note. The data is presented as median (lower quartile; upper quartile), * – presence of statistically significant differences compared to the control group, 
p < 0.05, Mann–Whitney test.
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ния на 9,5% (р=0,79), а в течение 120 мин – на 11,7% 
(р=0,61) по сравнению с экспозицией 30 мин. Разли-
чия в объеме ишемического повреждения при экспо-
зиции 60 и 120 мин составили 2,5% (р=0,8). Установ-
лена обратная корреляционная связь слабой степени 
между временем экспозиции и объемом инсульта (R=-
0,20, р=0,025).

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования показали, что экспозиция ксенона 0,5 МАК 
в течении 30 мин в группе исследования практически 
не влияла на уменьшение объема очага ишемическо-
го инсульта и объема перифокального отека головно-
го мозга. Увеличение экспозиции до 60 мин способ-
ствовало статистически значимому снижению объема 
перифокального отека головного мозга и очага ише-
мического инсульта в среднем на четверть по данным 
двух методов исследования. Дальнейшее увеличение 
времени экспозиции до 120 мин не оказывало суще-
ственного влияния на объем ишемического поврежде-
ния головного мозга.

Обсуждение

Нейропротективные свойства подразумевают под 
собой способность предотвращать гибель нервных 
клеток за счет изменения в патогенетической цепи 
реакций, приводящих к нарушению функций и воз-
можной смерти. Защитные свойства ксенона осно-
вываются на его способности ингибировать NMDA-
рецепторы [5, 8] и tPA-индуцированный тромболизис 
[11], сохранять калиевые каналы [11, 12], инактиви-
ровать (фосфорилировать) фермент гликоген-синта-
зу киназу и увеличивать активность ферментов анти-
оксидантной защиты (гемоксигеназы, супероксид-
дисмутазы, каталазы) [13, 14], снижать экспрессию 
провоспалительных генов, оказывая противовоспали-
тельный эффект [6, 9].

Отрицательное влияние ксенона на показатели ин-
тракраниальной системы не установлено, показано, 
что он не повышает внутричерепное давление, не из-
меняет объем крови и мозговой кровоток, не стимули-
рует эпилептогенность [4, 15]. Не выявлено токсично-
сти и тератогенности ксенона, а также существенно-
го влияния на сердечный и церебральный метаболизм 
[4, 16, 17]. Рядом исследователей показано кардио-
протективное действие ксенона при миокардиальной 
ишемии, а также снижение ренального повреждения 
в модели ишемически-реперфузионного поврежде-
ния почки [18–20]. Установлено защитное действие 
ксенона в субанестетических дозировках при инга-
ляции до и после возникновения ишемии головного 
мозга [21–23].

Заключение

 Показано, что для реализации нейропротектор-
ных свойств ксенона в дозе 0,5 МАК при моделируе-
мом ишемическом инсульте длительность ингаляции 
не должна быть менее 60 мин. Увеличение времени 
экспозиции до 120 мин не усиливает нейропротек-
торный эффект ксенона. Поиск фармакологических 
средств защиты мозга, которые были бы эффективны 
и безопасны, а также просты и удобны для использо-
вания в клинической практике – важная задача для ис-
следователей. Однако экстаполяция результатов, по-
лученных экспериментальным путем, в клиническую 
практику требует осторожности и дальнейшего углу-
бленного изучения. 
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Влияние гипоксических тренировок на уровень метаболизма 
дофамина в структурах мозга крыс 

1ГБУЗ «Областной психоневрологический диспансер», 
456304, Челябинская область, Миасс, Гвардейская ул., д. 2;

2ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, 
117997, Москва, ул. Островитянова, д. 1;

3ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет (национальный исследовательский университет)», 
454080, Челябинская область, Челябинск, просп. им. В.И. Ленина, д. 76

Введение. Повышенная тревожность относится к числу наиболее часто встречаемых симптомов посттравматического 
стрессового расстройства (ПТСР). Роль DA в развитии тревожного поведения до конца не ясна, однако есть данные свиде-
тельствующие о его значимой роли в патогенезе тревожных расстройств. Цель работы – исследование влияния гипокси-
ческих тренировок на уровень метаболизма дофамина в структурах мозга крыс. 
Методика. Исследование выполнено на 34 половозрелых самцах крыс Вистар, разделенных на 4 группы («Контроль», 
«ПТСР», «АПГ (адаптация к периодической гипоксии)», «ПТСР+АПГ»). В качестве модели экспериментального ПТСР была 
использована модифицированная модель хронического предаторного стресса. Состояние тревожности животных оцени-
вали при помощи теста «приподнятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ), расчитывали индекс тревожности (ИТ). Концен-
трацию дофамина и его метаболитов (диоксифенилуксусной кислоты (ДОФУК/DOPAC) и гомованилиновой кислоты (ГВК/
HVA) определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Результаты. При исследовании влияния адаптации к периодической гипоксии на обмен дофамина и его метаболитов 
установлено снижение данных показателей в коре головного мозга, гиппокампе и гипоталамусе стрессированных живот-
ных. В среднем мозге хроническое стрессовое воздействие не привело к изменению уровня дофамина и его метаболи-
тов по сравнению с контролем. При этом гипоксические тренировки сопровождались снижением индекса тревожности. 
Заключение. Представленные данные позволяют рассматривать адаптацию к гипоксии как эффективный способ коррек-
ции посттравматического стрессового расстройства в церебральных структурах. 
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Increased anxiety is one of the most common symptoms of post-traumatic stress disorder (PTSD). Although the role of DA in the 
development of anxiety behavior has not been fully identified, some data evidence its significant contribution to the pathogene-
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sis of anxiety disorders through the mesolimbic, mesocortical, and nigrostriatal systems. The aim of this research is to investigate 
the effect of hypoxic training on the level of dopamine metabolism in the brain structures of rats. 
Methods. The study was performed on 34 sexually mature male Wistar rats divided into 4 groups (control, PTSD, adaptation to 
intermittent hypoxia (AIH), PTSD + AIH). The chronic predator stress model was used as a model of experimental PTSD. The ele-
vated plus maze (EPM) test was used to assess the anxiety index (AI) of the rats. DA and its metabolites (dihydroxyphenylacetic 
acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA) were measured using high performance liquid chromatography. 
Results. The study of the effect of adaptation to intermittent hypoxia on the metabolism of dopamine and its metabolites showed 
the decrease of indices in the cerebral cortex, hippocampus, and hypothalamus of animals exposed to stress. In the midbrain, 
chronic stress exposure did not lead to changes in the levels of dopamine and its metabolites compared to controls. At the same 
time, hypoxic training was accompanied by an anxiety index decrease. Conclusion. The presented data allow us to consider adap-
tation to hypoxia as an effective way to correct post-traumatic stress disorder in the cerebral structures.
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Введение 

Дофамин (ДA) – нейромедиатор, участвующий 
в процессах мотивации [1], вознаграждения [2], обуче-
ния и памяти [2, 3], зависимости [4, 5], желания, дви-
жения, памяти страха и регуляции тревоги [2, 6]. По-
вышенная тревожность относится к числу наиболее 
частых симптомов посттравматического стрессового 
расстройства (ПТСР) [7]. Оценка тревожности име-
ет большое значение для определения устойчивости 
животных к ПТСР в экспериментальных моделях [8]. 

Несмотря на то, что на сегодняшний день роль ДА 
в развитии тревожного поведения до конца не ясна, су-
ществует ряд данных, свидетельствующих о его значи-
тельном вкладе, (опосредованном мезолимбической, 
мезокортикальной и нигростриарной системами), в па-
тогенез тревожных расстройств [9– 11].

Адаптация к периодической гипоксии (АПГ) явля-
ется широко используемым нефармакологическим ме-
тодом терапии и профилактики ряда заболеваний [12], 
обладающим кардио-, нейро- и вазопротекторный эф-
фектами. Так, в некоторых моделях неврологических 

расстройств была продемонстрирована способность 
адаптации к гипобарической периодической гипоксии 
усиливать нейрогенез и экспрессию нейротрофических 
факторов, ограничивать оксидативный стресс, повы-
шать толерантность мозга к гипоксии [13]. Однако ис-
пользование АПГ в клинической практике все еще яв-
ляется эмпирическим, и механизмы действия, обеспе-
чивающие эффективность АПГ, изучены недостаточно.

Цель работы – исследование влияния адаптация 
к периодической гипоксии на обмен дофамина и его 
метаболитов в церебральных структурах животных 
с посттравматическим стрессовым расстройством. 

Методика

Исследование выполнено в осеннее-зимний период 
на 34 половозрелых самцах крыс Вистар, содержавших-
ся в отдельных клетках не более, чем по 9 особей в ка-
ждой. Все экспериментальные процедуры проводили 
в соответствии с регламентом декларации ЕС от 2010 г. 
об использовании лабораторных животных. Исследоа-
ние одобрено этической комиссией университета. 
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Было сформировано 4 группы животных: 1-я груп-
па «КОНТРОЛЬ» – интактные животные, 2-я группа 
«ПТСР» – крысы, у которых моделировали ПТСР, 3-я 
группа «АПГ» – животные, подвергнутые адаптации 
к периодической гипобарической гипоксии, 4-я груп-
па «ПТСР+АПГ» – животные, у которых моделирова-
ли ПТСР, а затем подвергали АПГ. В качестве модели 
экспериментального ПТСР была использована моди-
фицироанная модель предаторного стресса Hagit Cohen 
и соавторов [14], в которой было изменено количество 
сеансов «запаха хищника» (кошачьей мочи) с одного 
до 10 раз. Животные подвергались стрессу ежедневно 
в течение 10 мин [15]. Мочевые метки взрослого до-
машнего кота предъявлялись животным группы «ПТ-
СР» и «ПТСР+АПГ» в чашках Петри накрытых меди-
цинской марлей. Животным из групп «КОНТРОЛЬ» 
и «АПГ» предъявляли чашку Петри с питьевой водой. 

Адаптации к гипобарической гипоксии под-
вергались крысы из групп «АПГ» и «ПТСР+АПГ». 
Крыс помещали в гипобарическую барокамеру в те-
чение 14 сут [16]. В группе «ПТСР+АПГ» гипоксиче-
ские тренировки начинали на следующие сутки после 
завершения 10-суточного предаторного стресса, в груп-
пе «АПГ» – на следующие сутки после 10-суточного 
предъявения чашки Петри с питьевой водой. В 1-е сут 
крыс подвергали воздействию «высоты» 1 000 м (баро-
метрическое давление 680 мм рт. ст., парциальное дав-
ление O2 140 мм рт. ст.) в течение 30 минут; на 2-е сут –  
2 000 м (барометрическое давление 600 мм рт. ст.; пар-
циальное давление O2 125 мм рт. ст.) в течение 1 ч; 
на 3-и сут – 3 000 м (барометрическое давление 530 мм 
рт. ст.; парциальное давление O2 110 мм рт. ст.) в тече-
ние 1,5 ч; на 4-е сут – 4 000 м (барометрическое дав-
ление 460 мм рт. ст.; парциальное давление O2 98 мм 
рт. ст.) в течение 2 ч; на 5-е сут – 4 000 м в течение 3 ч 
и с 6-го по 14-е сутки – 4 000 м за 4 ч. Скорость «подъ-
ема» на расчетную высоту не превышала 15 м/с.

Поведенческие реакции животных исследовали 
в конце эксперимента при помощи теста «приподня-
тый крестообразный лабиринт» (ПКЛ). Индекс трево-
жности (ИТ), определяющий наличие тревожных рас-
стройств, вычисляли по формуле [8]: 

Концентрацию ДА и его метаболитов (диокси-
фенилуксусной кислоты (ДОФУК) и гомованили-
новой кислоты (ГВК) определяли методом высоко-

эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Образцы ткани головного мозга гомогенизирова-
ли в 0,1М хлорной кислоте и центрифугировали 
при 10000g и +4 0С в течение 30 мин. Супернатант от-
бирали и фильтровали через шприцевой фильтр с раз-
мером пор 0,2 мкм (Whatman, США). На анализ бра-
ли 20 мкл образца. Анализ проводили в изократиче-
ских условиях с использованием обращённо-фазовой 
колонки (длина алкильной цепи C18) с последующей 
электрохимической детекцией. Электрохимическая 
детекция осуществлялась стеклоуглеродным электро-
дом при +700 мВ. Количество ДА, ДОФУК и ГВК в об-
разце выражали в пг/мг ткани.

Статистическая обработка результатов проводилась 
с помощью однофакторного дисперсионного анализа 
(оne-way ANOVA) с использованием post-hoc критерия 
Tukey для сравнения значимости различий между груп-
пами. Предварительная проверка выборки на нормаль-
ность распределения проводилась с помощью критерия 
Шапиро-Уилка. Изучение взаимосвязей проводили пу-
тем расчета коэффициента корреляции по Спирмену 
(rs) при критическом уровне р=0,05.

Результаты 

Анализ показателей приподнятого крестообразно-
го лабиринта (ПКЛ) после воздействия на животных 
предаторным стрессом выявил снижение уровня тре-
вожности, вызванный экспериментальным ПТСР, ко-
торый оценивался по индексу тревожности (ИТ). По-
лученные данные статистически значимо различались 
между исследуемыми группами. У животных группы 
«ПТСР» ИТ был повышен на 13 % по сравнению с жи-
вотными контрольной группы (р<0,0001). Хотя сам 
по себе курс АПГ не оказал существенного влияния 
на значение ИТ (р=0,9), в группе «ПТСР+АПГ» его 
величина снизилась на 6% относительно группы «ПТ-
СР» (р=0,01) и не отличалась от контрольных значений 
(р=0,06). Снижение ИТ было связано с уменьшением 
времени пребывания в темных и увеличением времени 
нахождения в светлых рукавах ПКЛ, а также с увеличе-
нием количества заходов в светлые рукава лабиринта. 

При исследовании обмена ДА в коре головного 
мозга выявлены различия между исследуемыми груп-
пами по уровню ДА, ДОФУК и ГВК (табл. 1). У жи-
вотных группы «ПТСР» отмечено повышение концен-
трации ДА на 24% по сравнению с контролем (р=0,03). 
В группе «АПГ» относительно группы «ПТСР» уро-
вень ДА был снижен в 1,4 раза (р=0,001). У животных 
групп «ПТСР+АПГ» и «АПГ» концентрация ДА стати-
стически не отличалась от контрольной группы (р=0,7 
и р=0,5, соответственно). 
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Концентрация ДОФУК в неокортексе была сни-
жена у животных группы «АПГ» относительно кон-
трольной группы в 1,5 раза (р = 0,03) и в 1,8 раз отно-
сительно группы «ПТСР» (р = 0,001). Также в группе 
«АПГ» концентрация ГВК также снижалась в 1,4 раза 
по сравнению с животными группы «ПТСР» (р = 0,01). 
У животных группы «ПТСР+АПГ» концентрация ДО-
ФУК и ГВК достоверно не отличались от контрольной 
группы (р = 0,6 и р = 0,8, соответственно). 

В гиппокампе животных обнаружены различия 
между исследуемыми группами по уровню ДА, ДО-
ФУК и ГВК (табл. 1). В группе «ПТСР» выявлено сни-
жение уровня ДА в 1,7 раз (р = 0,02) и ГВК в 2 раза 
(р = 0,0002) п*ри одновременном повышении содер-
жания ДОФУК почти на 70 % (р = 0,02) по сравнению 
с контролем. При сравнении животных группы «АПГ» 
с контролем установлено снижение уровня ДА в 1,8 раз 
(р = 0,009) при статистически недостоверном измене-
нии концентрации ДОФУК и ГВК (р = 0,6 и р = 0,1, 
соответственно). При сравнении группы «АПГ» с груп-
пой «ПТСР» обнаружены более низкие значения ДО-
ФУК (р = 0,0007) и более высокие ГВК (р = 0,03). Курс 
АПГ привел к нормализации уровня нейромедиаторов 
и их метаболитов в гиппокампе стрессированных жи-

вотных. Это выражалось в снижении уровня ДОФУК 
в группе «ПТСР+АПГ» по сравнению с группой «ПТ-
СР» (р = 0,0005), тогда как уровень ГВК в этой груп-
пе был ниже, чем в контроле (р = 0,003), но выше, чем 
в группе «ПТСР». 

При изучении обмена ДА в гипоталамусе выявле-
ны статистически значимые различия между исследо-
ванными группами (табл. 2). У животных групп «ПТ-
СР» и «АПГ» отмечено 1,5-кратное снижение концен-
трации ДА относительно контрольной группы (р = 0,01 
и р = 0,006, соответственно). 

Курс гипоксических тренировок у животных груп-
пы «ПТСР+АПГ» привел к повышению уровня ДА 
относительно групп «ПТСР» (р = 0,002) и «АПГ» (р 
= 0,0008), что свидетельствует о нормализации содер-
жания ДА в гипоталамусе у стрессированных живот-
ных. Концентрации ДОФУК и ГВК статистически зна-
чимо не различались между группами.

Исследование моноаминов-нейротрансмиттеров 
в таламусе выявило наличие статистически значимых 
различий по уровню ДА и ГВК (табл. 2). Курс адапта-
ции к АПГ снижал уровень ДА у нестрессированных 
животных по сравнению с контролем (р = 0,04), с жи-
вотными групп «ПТСР» (р = 0,007) и «ПТСР+АПГ»  

Таблица 1/Table 1 

Влияние адаптации к периодической гипоксии на содержание дофамина и его метаболитов в структурах конечного мозга живот-
ных при экспериментальном посттравматическом стрессовом расстройстве

Effec adaptation to intermittent hypoxia on level of the dopamine and its metabolites in the structures of the telencephalon (terminal brain) 
of animals in experimental post-traumatic stress disorder 

Отдел мозга
Brain section Неокортекс / Neocortex Гиппокамп /Hippocampus

Группа /  
Показатель

Groups / indicators

ДА,  
пг/мг ткани

DА,  
pg/mg tissue

ДОФУК,  
пг/мг ткани

DOPAC, pg/mg tissue

ГВК, пг/мг ткани
HVA,pg/mg tissue

ДА,  
пг/мг ткани

DА,  
pg/mg tissue

ДОФУК,  
пг/мг ткани

DOPAC, pg/mg 
tissue

ГВК,  
пг/мг ткани

HVA,  
pg/mg tissue

Контроль
Control

603,0± 35,8 17,3± 1,3 14,0± 0,9 517,1± 27,8 251,4± 25,2 185,7± 8,7

ПТСР
PTSD

749,9±52,9 1 20,3± 1,9 16,2± 1,6 316,9±65,9 1 420,7± 54,8 1 88,3± 16,2 1

АПГ
AIH

536,8±27,9 2 10,9± 1,4 1 2 11,5± 0,6 2 294,4± 40,31 183,3±38,782 140,0±13,0 2

ПТСР+АПГ
PTSD+AIH

653,2± 6,9 14,4± 1,9 12,6± 0,8 348,9± 24,5 178,0± 20,4 2 113,3±11,1 1

Примечание. ДА – дофамин, ДОФУК – диоксифенилуксусная кислота, ГВК – гомованилиновая кислота. ПТСР – крысы, у которых моделиро-
вали ПТСР, АПГ – животные, подвергнутые адаптации к периодической гипобарической гипоксии, ПТСР+АПГ – животные, у которых модели-
ровали ПТСР, а затем подвергали АПГ. 1 – значимые отличия от группы «Контроль», р<0.05; 2 – значимые отличия от группы «ПТСР», р<0.05.
Notes. DА – dopamine, DOPAC – dioxyphenylacetic acid, HVA – homovanillic acid. PTSD -- a rat model of PTSD, AIH – animals exposed to the adapta-
tion to intermittent hypoxia, PTSD+AIH – animals model of PTSD with subsequent exposition to AIH.
1 – statistically significant differences from the group «Controls», р<0.05; 2 – statistically significant differences from the group «PTSD»,  р<0.05.
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(р = 0,03). Уменьшение концентрации ГВК (р = 0,007) 
у животных группы «ПТСР» связано со снижением об-
мена ДА. Курс АПГ значимо повышал уровень ГВК 
у стрессированных животных (р = 0,002), приводя его 
к нормальным значениям. 

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о вовлечении коры головного мозга, гиппокампа, 
гипоталамуса и таламуса в антистрессорные механиз-
мы адаптации животных к гипобарической периоди-
ческой гипоксии.

При анализе содержания ДА в среднем мозге также 
выявлены различия (табл. 2). У животных групп «АПГ» 
и «ПТСР+АПГ» обнаружено повышение уровня ДА 
в 1,1 раза относительно группы «Контроль» (р = 0,02 
и р = 0,04, соответственно). Поскольку само по се-
бе стрессовое воздействие не привело к статистиче-
ски значимым изменениям ДА в среднем мозге, мож-
но предположить, что его повышение в этих группах 
является эффектом курса АПГ. При исследовании ме-
таболитов ДА различия не обнаружены. Следователь-
но, можно предположить, что метаболиты ДА средне-

го мозга не участвуют в механизмах реализации трево-
жной симптоматики при ПТСР.

Обсуждение 

Представленные в настоящем исследовании резуль-
таты анализа дофаминового обмена в коре головно-
го мозга показали повышение концентрации самого 
нейромедиатора в группе стрессированных животных 
по сравнению с контролем. Полученные данные мо-
гут свидетельствовать об активации мезопрефронталь-
ных дофаминергических нейронов в ответ на действие 
психического стрессора и повышенной скорости вы-
броса ДА по сравнению с другими дофаминергически-
ми проекциями среднего мозга [17]. Эти нейроны пре-
имущественно активируются стрессовыми факторами 
и характеризуются сниженной плотностью или отсут-
ствием специфических ауторецепторов, способствую-
щих регуляции дофаминергической нейротрансмиссии. 
Согласно литературным данным мезопрефронтальные 
дофаминергические нейроны участвуют в адаптации 
животных в ситуациях, связанных со стрессом [18, 19].

Таблица 2/Table 2 

Влияние гипоксического посткондиционирования на содержание дофамина и его метаболитов в стволовых структурах головного 
мозга животных при экспериментальном посттравматическом стрессовом расстройстве

The hypoxic postconditioning effect on level of the dopamine and its metabolites in the brain stem structures of animals in experimental 
post-traumatic stress disorder

Отдел мозга 
Brain section

Гипоталамус
Hypothalamus 

Таламус
Thalamus 

Средний мозг
Midbrain 

Группа /  
Показатель

ДА, пг/мг 
ткани

DА, pg/
mg tissue

ДОФУК, 
пг/мг ткани
DOPAC, pg/

mg tissue

ГВК, пг/
мг ткани
HVA,pg/
mg tissue

ДА, пг/мг 
ткани

DА, pg/
mg tissue

ДОФУК, 
пг/мг ткани

DOPAC, 
pg/mg  
tissue

ГВК, 
пг/мг 
ткани

HVA,pg/
mg tissu

ДА, пг/
мг ткани
DА, pg/
mg tissue

ДА, пг/мг 
ткани

DА, pg/mg 
tissue

ГВК, пг/
мг ткани
HVA,pg/
mg tissue

Контроль
Control

457,9± 
19,7

191,9± 18,5 127,8± 
9,7

1354,9 
±105,7

855,1± 
148,7

232,6± 
29,7

131,5± 
5,4

4,1±
2,8

1,0±
1,0

ПТСР
PTSD

313,4± 
39,3 1

246,6± 81,9 111,9± 
4,5

1448,9 
±133,3

1007,2 
±79,6

105,7± 
5,9 1

133,7± 
5,3

5,3±
2,2

2,1±
1,4

АПГ
AIH 

305,1± 
33,1 1

182,3± 19,6 129,8± 
14,8

1032,0± 
85,7 1,2

804,0± 80,4 186,8± 
28,9

149,6± 
6,1 1, 2

1,4±
1,4

1,1±
1,1

ПТСР+АПГ
PTSD + AIH 

505,1± 
27,6 2,3

221,8± 15,8 128,1± 
9,4

1354,2±
102,8 3

936,9± 48,3 242,9± 
21,6 2

146,8± 
4,8 1

2,0±
1,4

0,8±
0,8

Примечание. DА – дофамин, DOPAC – диоксифенилуксусная кислота, HVA – гомованилиновая кислота. ПТСР – крысы, у которых моде-
лировали ПТСР, АПГ – животные, подвергнутые адаптации к периодической гипобарической гипоксии, ПТСР+АПГ – животные, у ко-
торых моделировали ПТСР, а затем подвергали АПГ. 
1 – статистически значимые отличия от группы «Контроль», р<0.05; 2 – статистически значимые отличия от группы «ПТСР», р<0.05; 3 – 
статистически значимые отличия от группы «АПГ»,  р<0.05
Notes. DА – dopamine, DOPAC – dioxyphenylacetic acid, HVA – homovanillic acid. PTSD – a rat model of PTSD, AIH – animals exposed to the 
adaptation to intermittent hypoxia, PTSD+AIH – animals model of PTSD with subsequent exposition to AIH.
1 – statistically significant differences from the group «Controls», р<0.05; 2 – statistically significant differences from the group «PTSD»,  р<0.05; 3 –  
statistically significant differences from the group AIH,  р<0.05.
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ция способна сдерживать активность ряда нейроэн-
докринных ядер гипоталамуса, что приводит к сниже-
нию активности рилизинг-факторов и тропных гормо-
нов гипофиза [24, 25].

В среднем мозге хроническое стрессовое воздей-
ствие не привело к изменению уровня ДА и его мета-
болитов по сравнению с контролем. Гипоксические 
тренировки повысили уровень ДА как у интактных, так 
и стрессированных животных, не изменяя при этом его 
метаболизм. Вероятно, усиление дофаминовой ней-
ротрансмиссии в среднем мозге у животных группы 
«ПТСР+АПГ» позволило нивелировать регион-спец-
ифические изменения, вызванные хроническим пси-
хоэмоциональным воздействием, приводящим к деза-
даптивному поведению и другим последствиям стресса. 

Выводы:

1. При экспериментальном ПТСР в коре головно-
го мозга, гиппокампе и гипоталамусе стрессированных 
животных снижен обмен дофамина и его метаболитов.

2. В среднем мозге хроническое стрессовое воз-
действие не приводит к изменению метаболизма до-
фамина.

3. Нейропротекторное действие АПГ при экспе-
риментальном ПТСР выражается в снижении индек-
са тревожности. 

4. Адаптация к периодической гипоксии норма-
лизует уровни дофамина и его метаболитов в структу-
рах головного мозга животных, подвергнутых стрес-
сорному воздействию, что позволяет ее рассматривать 
как эффективный способ коррекции последствий по-
сттравматического стрессового расстройства в цере-
бральных структурах.
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Введение. Выявление биохимических критериев диагностики ранних симптомов переутомления особенно актуально 
для спортсменов юношеского возраста. Однако, в комплекс биохимических показателей, регистрируемых в рамках этап-
ного комплексного обследования, и в программу углубленных медицинских обследований спортсменов  сборных команд 
России не включены маркеры, отражающие напряжение адаптационных возможностей организма. Цель работы – оценка 
преимуществ применения расширенного биохимического профиля спортсмена сверхвысокой квалификации при прогно-
зировании стойкого снижения его работоспособности. 
Методика. Объектом исследования являлся спортсмен сборной команды России по лыжным гонкам (18 лет, 175.5 см, 68.2 кг, 
стаж 6 лет). Спортсмен прошел функциональное тестирование на беговом тредбане h/p/cosmos venus 200/100r с регистра-
цией уровня потребления кислорода с использованием системы эргоспирометрии MetaMax 3B. Гематологический анализ 
цельной крови проводили на автоматизированном гематологическом анализаторе XN-1000. Анализ образцов сыворотки 
для определения АСТ, АЛТ, КФК, КФК-MB, глюкозы, общего белка, мочевины, триглицеридов и железа проводили на биохи-
мическом анализаторе cobas c 311, определение β-CrossLaps, P1NP, N-MID фрагмента остеокальцина, NT-proBNP и миогло-
бина – на анализаторе cobas е 411. Концентрацию лактата в капиллярной крови измеряли на полуавтоматическом фото-
метре BTS-350 с использованием коммерческого набора реагентов. Количественное определение эндогенных стероидных 
гормонов и жирорастворимых витаминов в сыворотке и нейромедиаторов в плазме осуществляли методом СВЭЖХ-МС/МС. 
Результаты. Регистрируемые в рамках этапного комплексного обследования,  спортсменов сборной команды России по 
лыжным гонкам стандартные биохимические маркеры не выходили за границы референсных интервалов. Однако, у обсле-
дуемого спортсмена были зафиксированы высокие концентрации P1NP и β-CrossLaps, сопровождавшиеся низким содер-
жанием N-MID фрагмента остеокальцина и метаболита витамина D. Кроме того, уровень NT-proBNP у лыжника превышал 
границы референсного интервала. 
Заключение. Биохимический профиль спортсмена ультравысокой квалификации  при проведении этапного комплекс-
ного обследования, спортсменов, занимающихся видами спорта на выносливость, не полностью отражает адаптацион-
ные процессы, происходящие под воздействием физического стимула. Дополнительный контроль за состоянием ЦНС, 
ОДА и  сердечно- сосудистой системы позволяет не только оценить текущее функциональное состояние организма, но и 
открывает возможности прогнозирования угрозы срыва адаптации и определения вероятного механизма возникнове-
ния состояния стойкого утомления.

Ключевые слова: элитный спортсмен; биохимический профиль; адаптация, утомление; функциональное состояние; 
снижение работоспособности
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Introduction. Identification of biochemical parameters to diagnose early symptoms of fatigue is especially important for youth 
athletes. However, markers for the strain of adaptive capabilities, specifically those involved in the regulation of the central ner-
vous system (CNS), cardiovascular system (CVS), and bone tissue metabolism, are not included into the number of the markers 
that are recorded as a part of the stepwise complex examination (SCE) or the program of comprehensive medical examination 
of Russian national teams. These programs are designed for determining an expanded panel of biochemical parameters. Aim. 
To evaluate advantages of an expanded biochemical panel in predicting a persistent performance slowdown of an elite athlete. 
Methods. The subject of this study was a member of the Russian junior national cross-country skiing team (age, 18 years; height, 
175.5 cm, body weight, 68.2 kg; 6 years in professional sports). As a part of this study, the athlete was tested on a h/p/cosmos venus 
200/100r running treadmill with recording the oxygen consumption with a MetaMax 3B spirometer. Hematological tests were 
performed on a XN-1000 automated hematological analyzer. Serum concentrations of ALT, AST, CK, CK-MB, glucose, total protein, 
urea, triglycerides, and iron were measured on cobas c 311. Concentrations of β-CrossLaps, P1NP, N-MID fragment of osteocal-
cin, NT-proBNP, and myoglobin were measured using a cobas e 411 immunochemical analyzer. Lactate concentration in capillary 
blood was measured on a BTS-350 semi-automatic photometer with a respective reagent kit. Serum concentrations of endoge-
nous steroid hormones, fat-soluble vitamins, and plasma concentrations of neurotransmitters were measured by UPLC-MS/MS. 
Results. The concentrations of standard biochemical markers measured as a part of SCE for athletes of the Russian national 
cross-country skiing team were within the sport-specific reference range. However, this athlete had high concentrations of P1NP, 
β-CrossLaps and NT-proBNP, and low concentrations of the N-MID fragment of osteocalcin and vitamin D. 
Conclusions. The biochemical profile of the ultrahigh-qualification athlete during the complete physical examination is not suf-
ficient to reflect the adaptive processes induced by a physical stimulus. Additional monitoring of the state of CNS, CVS and the 
locomotor system together with biochemical tests during the training process would not only provide assessment of the cur-
rent functional state but also predict threatening maladaptation and help identifying a possible mechanism of steady fatigue.
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Введение

Подготовка лыжника высокого класса представ-
ляет собой многолетний процесс, условно разделен-
ный на периоды и этапы. Каждый этап многолетней 

подготовки отличается специфичностью содержания 
и формой организации физических нагрузок, обеспе-
чивая сложное системное воздействие на физическое 
состояние и здоровье спортсменов [1]. Начиная с эта-
па специализированной базовой подготовки трени-
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Оригинальная статья

ровочный процесс ориентирован на создание избира-
тельной морфофункциональной специализации систем 
организма спортсмена в соответствии с требованиями 
лыжных гонок. В то же время, в возрасте 17–18 лет еще 
продолжаются ростовые процессы, сопровождающиеся 
психосоматическими и гормональными перестройка-
ми организма [2]. Следовательно, создается ситуация, 
когда на этапе специализированной базовой подготов-
ки процесс естественного онтогенеза начинает активно 
взаимодействовать с искусственным (тренировочным) 
процессом, стимулирующим соматическое и функци-
ональное развитие организма в направлении требова-
ний лыжного спорта. В случае, если характер акцентов 
тренирующих воздействий не совпадает с естественны-
ми возрастными процессами изменения физическо-
го потенциала спортсмена и его текущей готовностью 
к восприятию тренирующей информации определен-
ного типа, возникает угроза истощения адаптацион-
ных ресурсов в нагружаемых системах организма и воз-
растает риск развития переутомления и перенапряже-
ния организма [3].

Патогенные аспекты перенапряжения до сих пор 
недостаточно четко определены и не отличаются от тех, 
которые характеризуют перетренированность. Сниже-
ние работоспособности, преждевременная усталость 
и усиление мышечных болей у спортсменов могут сви-
детельствовать как о перенапряжении, так и о пере-
тренированности, с той разницей, что в первом слу-
чае для восстановления требуется несколько дней или 
недель, а во втором, в виду тяжелого патологическо-
го состояния, на это уходят месяцы [4]. Отличитель-
ными чертами перетренированности являются неспо-
собность спортсмена выдерживать интенсивные физи-
ческие нагрузки и снижение работоспособности даже 
в условиях существенного снижения силы тренирую-
щих воздействий.

Для диагностики утомления используется ком-
плекс методов, в том числе и биохимический монито-
ринг. Применяемая практика биохимических обсле-
дований спортсменов юношеского возраста и спор-
тсменов сборной команды России по лыжным гонкам 
и биатлону направлена на оценку общепринятых мар-
керов, отражающих уровень адаптационных резервов 
организма спортсмена [5]. Однако ни в программу 
этапного комплексного обследования (ЭКО), ни даже 
в программу углубленных медицинских обследований 

спортсменов сборных команд России, в рамках кото-
рой определяют расширенную панель биохимических 
показателей1, не включены маркеры, отражающие на-
пряжение адаптационных возможностей организма, 
в частности, вовлеченные в регуляцию ЦНС и сердеч-
но-сосудистой (ССС) систем, метаболизма костной 
ткани. Таким образом, прогнозирование переутомле-
ния  является актуальной задачей, особенно для спор-
тсменов юношеского возраста, поскольку их организм  
находится в зоне повышенного риска. Комплексный 
подход к оценке взаимосвязи физиологических си-
стем в процессе адаптации к физическим нагрузкам 
для своевременного выявления факторов, лимитиру-
ющих физическую деятельность, поможет не только 
достичь высоких результатов в спорте, но и сохранить 
здоровье юного спортсмена.

Цель работы – оценка преимуществ использова-
ния расширенного биохимического профиля спор-
тсмена сверхвысокой квалификации при прогнози-
ровании стойкого снижения его работоспособности.

Методика

 Все исследования выполнялись по международ-
ным правилам работы с биоматериалом людей. Ис-
следование  одобрено этическим комитетом ФГБУ 
ФНЦ ВНИИФК. В нашем наблюдении участвовал 
спортсмен сборной команды России по лыжным 
гонкам (18 лет, 175.5 см, 68.2 кг, стаж 6 лет), под-
писавший информированное согласие на участие 
в обследовании. Спортсмен жаловался на быструю 
утомляемость и низкую работоспособность, сохраня-
ющуюся несколько последних месяцев. Он утверж-
дал, что увеличение периода отдыха между высоко-
интенсивными нагрузками в рамках недельного ми-
кроцикла не приводило к восстановлению уровня 
физических кондиций.

Для оценки уровня и выявления возможных при-
чин спада работоспособности спортсмену было пред-
ложено пройти функциональное тестирование на бе-
говом тредбане h/p/cosmos venus 200/100r (h/p/cosmos 
sports & medical gmbh, Германия) с регистрацией уров-
ня потребления кислорода на мощности аэробного 
(АэП) и анаэробного (ПАНО) порогов с использовани-
ем системы эргоспирометрии MetaMax 3B (Cortex, Гер-
мания). Начальная скорость полотна тредбана в сту-
пенчатом тесте составляла 6 км/ч в течение 2 мин, 

1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 23 октября 2020 г. №1144н «Об утверждении порядка организации оказания медицинской по-
мощи лицам, занимающимся физической культурой и спортом (в том числе при подготовке и проведении физкультурных и спортивных меро-
приятий), включая порядок медицинского осмотра лиц, желающих пройти спортивную подготовку, заниматься физической культурой и спор-
том в организациях и (или) выполнить нормативы испытаний (тестов) Всероссийского физкультурно-спортивного комплекса "Готов к труду и 
обороне" (ГТО)" и форм медицинских заключений о допуске к участию физкультурных и спортивных мероприятиях».
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затем каждую последующую минуту повышалась 
на 0.5 км/ч при неизменном угле наклона (10 град.) 
до достижения спортсменом уровня ПАНО. До, во вре-
мя (3 и 9 мин) и после (3, 7 и 10 мин восстановления) 
ступенчатого теста у спортсмена проводили забор ка-
пиллярной крови для определения текущего уровня 
лактата. До и после ступенчатого теста (5 мин восста-
новления) оценивали функциональное состояние и ве-
гетативную ортостатическую устойчивость ССС спор-
тсмена методом электрокардиографии (ЭКГ) с исполь-
зованием 12-кального электрокардиографа Cardisuny 
C300 (Fukuda Denshi, Япония).

До проведения функционального тестирования 
(после 12-часового голодания и 24-часового отсутствия 
тренировок) у спортсмена проводился забор крови 
из локтевой вены в вакуумные пробирки (Greiner Bio 
One, Австрия), содержащие: антикоагулянт К3-ЭДТА 
для гематологического исследования цельной крови, 
активатор свертывания и гель-сепаратор для биохими-
ческого анализа сыворотки, антикоагулянт лития ге-
парин для исследования плазмы, фторид натрия и ок-
салат калия для определения концентрации лактата. 
Образцы тщательно перемешивали, инкубировали при 
комнатной температуре в течение 30 мин, после чего 
центрифугировали согласно рекомендациям произво-
дителя вакуумных пробирок.

Гематологический анализ цельной крови про-
водили с использованием автоматизированного ге-
матологического анализатора XN-1000 с технологи-
ей флуоресцентной проточной цитометрии (Sysmex, 
Япония). Анализ образцов сыворотки для определе-
ния активностей АСТ, АЛТ, КФК и концентраций 
КФК-MB, глюкозы, общего белка, мочевины, триг-
лицеридов и железа проводили на автоматическом 
биохимическом анализаторе cobas c 311 (Roche/Hi-
tachi, Япония) с использованием коммерческих на-
боров (Roche, Германия). Количественное опреде-
ление маркеров метаболизма костной ткани (С-кон-
цевой телопептид коллагена I типа (β-CrossLaps), 
N-терминальный пропептид проколлагена I типа 
(P1NP), N-MID фрагмент остеокальцина) и повреж-
дения сердечной мышцы (N-концевой полипептид 
натрийуретического гормона (NT-proBNP), мио-
глобин) в сыворотке выполняли на автоматическом 
иммунохимическом анализаторе cobas е 411 (Roche, 
Германия) с использованием коммерческих наборов 
(Roche, Германия). Концентрацию лактата в капил-
лярной крови измеряли на полуавтоматическом фо-
тометре BTS-350 (BioSystems S.A., Испания) с ис-
пользованием коммерческого набора (АО «Витал 
Девелопмент Корпорэйшн», Россия).

Для определения концентраций эндогенных стеро-
идных гормонов и жирорастворимых витаминов в сы-
воротке и нейромедиаторов в плазме использовали ме-
тод высокоэффективной жидкостной хроматографии 
в сочетании с тандемной масс-спектрометрией. Ана-
лиз выполняли на сверхбыстром жидкостном хрома-
то-масс-спектрометре с тройным квадруполем и внеш-
ним источником электрораспылительной ионизации 
с нагреваемым потоком при атмосферном давлении 
LCMS-8060 (Shimadzu, Япония).

Результаты

 Показатели потребления кислорода на мощности 
АэП и ПАНО у лыжника составили 56 и 68 мл/кг/мин, 
частота сердечных сокращений (ЧСС) для АэП и ПА-
НО – 156 и 182 уд./мин соответственно. Биохимиче-
ский профиль спортсменов сборной команды России 
по лыжным гонкам, предусмотренный программой 
ЭКО, включает следующие показатели: гемоглобин, 
гематокрит, тестостерон, кортизол, мочевина, общий 
белок, АЛТ, АСТ, КФК, железо, глюкоза, триглицери-
ды, лактат (рис. 1). Данная программа была расшире-
на за счет включения маркеров активации ЦНС, ме-
таболизма костной ткани и кардиомаркеров (рис. 2). 

Обсуждение

 Показатели потребления кислорода на мощности 
АэП и ПАНО у лыжника указывают на достаточно вы-
сокий уровень аэробных возможностей как медленных, 
так и быстрых мышечных волокон. Показатели ЧСС 
для АэП и ПАНО не выходили за границы нормальных 
для данного спортсмена значений, отклонения от ин-
дивидуальных пульсовых коридоров под нагрузкой от-
сутствовали. В характеристикахЭКГ, полученных перед 
функциональным тестированием, также не обнаруже-
но  отклонений в работе сердечной мышцы, однако по-
сле ступенчатого теста были выявлены признаки ран-
ней реполяризации задней стенки миокарда.

Биохимические маркеры были нами распределе-
ны по функциональным системам организма. Реги-
стрируемые в рамках проведения ЭКО спортсменов 
сборной команды России по лыжным гонкам марке-
ры энергообеспечения, кислородтранспортной систе-
мы и гормонального гомеостаза не выходили за гра-
ницы референсных интервалов, установленных нами 
для данного вида спорта, что может служить критери-
ем адекватности реакций организма спортсмена на на-
грузки (рис. 1). Активности КФК, АЛТ, АСТ и расчет-
ный коэффициент де Ритиса, широко используемые 
для оценки механического повреждения клеток скелет-
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Рис. 1. Биохимический профиль обследуемого спортсмена, регистрируемый в рамках этапного комплексного обследования спортсменов сбор-
ной команды России по лыжным гонкам. АЛТ – аланинаминотрансфераза; АСТ – аспартатаминотрансфераза; КФК – креатинфосфокиназа; О2 – 
кислород.

Fig. 1. Biochemical profile, registered for the tested subject during complete physical examination for the athletes of the Russian national cross-coun-
try team. ALT – alanine transaminase (EC 2.6.1.2); AST – aspartate transaminase (EC 2.6.1.1); CK – creatine phosphokinase (EC 2.7.3.2).

ных мышц и особенностей метаболической адаптации 
под воздействием физического стимула, параметры 
глубины воздействия, динамика процесса восстанов-
ления, а также адаптационный  потенциал и уровень 
тренированности спортсмена не выявили признаков 
повреждения  скелетных мышц и клеток печени лыж-
ника под воздействием механического или метаболи-
ческого стресса.

Концентрация мочевины превышала верхнюю гра-
ницу референсного диапазона, что может указывать на 
состояние утомления. Вместе с тем, высокое содер-
жание общего белка свидетельствует о том, что повы-
шенный уровень мочевины, скорее всего, вызван упо-
треблением спортсменом пищи, содержащей большое 
количество белка, и различных форм протеинсодер-
жащих продуктов. Таким образом, полученные пе-
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ред функциональным тестированием ЭКГ, результа-
ты функциональной диагностики и биохимический 
профиль с регистрацией показателей, включенных 
в плановое этапное комплексное обследование сбор-
ной команды России по лыжным гонкам, не выяви-
ли каких-либо нарушений/напряжений в мышечной 
и метаболической адаптации у данного спортсмена, 
а также причин быстрой утомляемости и низкой ра-
ботоспособности.

Хорошо известно, что главенствующую роль в раз-
витии утомления играет ЦНС. Концентрации нейро-
медиаторов (адреналин, норадреналин, дофамин, се-
ротонин) рассматривали как предикторы активации 
симпатоадреналовой, серотонинергической и дофа-
минергической систем организма спортсмена в ответ 

на нагрузки, предшествующие функциональному те-
стированию. С позиции «гипотезы центрального утом-
ления», основанной на взаимосвязи между серотони-
ном и дофамином [6], у спортсмена наблюдали низ-
кую дофаминергическую активность на фоне высокой 
серотонинергической. Это может являться причиной 
возникновения утомления, приводящего к снижению 
физической работоспособности и сопровождаться ко-
лебаниями настроения, самочувствия, желания трени-
роваться и завышением субъективного восприятия тя-
жести нагрузки.

Как правило к 18 годам достигается баланс ремоде-
лирования кости, то есть стабилизация остеорезорбтив-
ных и остеосинтетических механизмов. У обследуемого 
спортсмена высокие концентрации P1NP и β-CrossLaps 

Рис. 2. Панель биомаркеров, предлагаемая нами для расширения биохимического профиля спортсменов, регистрируемого в рамках этапно-
го комплексного обследования спортсменов сборной команды России по лыжным гонкам. КФК-МВ – сердечная изоформа креатинфосфокина-
зы; ЦНС – центральная нервная система; NT-proBNP – N-концевой полипептид натрийуретического гормона; P1NP – N-терминальный пропептид 
проколлагена I типа; β-CrossLaps – С-концевой телопептид коллагена I типа; 25(ОН)D – 25-гидроксивитамин D. 

Fig. 2. A panel of biomarkers to expand the biochemical profile of athletes collected during complete physical examination for the athletes of the Rus-
sian national cross-country team. CK-MB – cardiac creatine phosphokinase isoform; CNS – central nervous system; NT-proBNP – N-terminal prohormone 
of brain natriuretic peptide; P1NP – N-terminal propeptide of type I procollagen; β-CrossLaps – C-terminal telopeptide of type I collagen; 25(ОН)D – 
25-hydroxyvitamin D.
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сопровождались низким содержанием N-MID фрагмен-
та остеокальцина, что свидетельствует о высоком уровне 
процесса ремоделирования костной ткани. Повышен-
ное содержание β-CrossLaps является индикатором дли-
тельного воздействия нагрузок высокой интенсивности 
и несоответствия их общему уровню физической под-
готовленности спортсмена, что может привести к хро-
ническому перенапряжению или микротравмам, нару-
шающим структуру и функцию тканей.

Концентрация биологически активной формы ви-
тамина D – 25(ОН)D у спортсмена была в 2 раза ниже 
нижней границы референтного диапазона (30–100 нг/
мл) [7]. Известно, что витамин D влияет на секрецию 
гормонов, регуляцию экспрессии генов,  функциони-
рование нервной, иммунной, эндокринной, сердеч-
но-сосудистой и мышечной систем, включая синтез 
митохондриальных белков в мышечных клетках че-
ловека за счет ингибирования образования активных 
форм кислорода и митохондриальной дисфункции 
[8, 9]. Кроме того, истощение витамина D может при-
вести к гипериннервации и ноцицептивной гиперчув-
ствительности в глубоких мышечных тканях и потере 
равновесия без влияния на мышечную силу, которые 
во время выполнения физических упражнений могут 
вызывать ложное появление миалгии. На основании 
этого мы можем предположить, что снижение рабо-
тоспособности у лыжника может быть также связано 
с выявленным у него дефицитом витамина D.

У спортсменов, занимающихся видами спорта на 
выносливость, гипертрофия миокарда обычно развива-
ется как за счет расширения его полостей, так и за счет 
утолщения стенок [10]. Высокоинтенсивные нагрузки 
представляют особую опасность для сердца юных спор-
тсменов в возрасте 14–18 лет, когда прирост объема 
миокарда существенно опережает увеличение диаметра 
аорты, при этом за счет возрастного увеличения дли-
ны тела сосуды вытягиваются и сужаются. Кроме то-
го, скорость роста сердечных клапанов уступает скоро-
сти изменения размера миокарда, что приводит к асин-
хронности работы сосочковых мышц сердца [11, 12]. 
При такой «незрелости» кардиореспираторной систе-
мы сердце юных спортсменов испытывает повышен-
ное напряжение при выполнении физических упраж-
нений и особенно при работе в циклических высоко-
скоростных двигательных режимах.

Концентрация изоформы КФК-МВ, которую ча-
сто используют в качестве маркера повреждения кар-
диомиоцитов, не выходила за рамки референсных 
значений. Содержание белка саркоплазмы скелет-
ных и сердечной мышц – миоглобина, считающего-
ся в клинической практике наиболее информативным 

маркером мышечного повреждения и используемого 
для ранней диагностики острых коронарных синдро-
мов, у спортсмена не отклонялось от нормы. На наш 
взгляд, в спортивной медицине использовать миогло-
бин в качестве маркера оценки адаптационных про-
цессов сердца к предлагаемым нагрузкам нецелесоо-
бразно, поскольку к его высвобождению и попаданию 
в кровоток приводит лизис клеток миокарда и/или ске-
летных мышц, и при отсутствии осложнений его уро-
вень возвращается к физиологическим значениям в те-
чение 24 ч. В тоже время концентрация секретируемого 
в ответ на стресс кардиомиоцитов NT-proBNP у лыж-
ника была выше верхней границы референсного ин-
тервала, что указывает на растяжение стенки левого 
желудочка и наличие угрозы срыва адаптации сердца 
спортсмена к предлагаемым нагрузкам.

Заключение

Важным фактором планирования тренировочного 
процесса и оценки результатов соревновательной де-
ятельности является контроль функционального со-
стояния спортсмена. Биохимический профиль спор-
тсмена, получаемый при проведении ЭКО спортсме-
нов, занимающихся видами спорта на выносливость, 
не полностью отражает состояние адаптационных про-
цессов, происходящих при воздействии физическо-
го стимула. Дополнительный контроль за состоянием 
ЦНС, ОДА и ССС с традиционной биохимической ди-
агностикой в условиях тренировочного процесса по-
зволяет оценить текущее функциональное состояние 
организма, и открывает новые возможности прогнози-
рования угрозы срыва адаптации и установления веро-
ятного механизма возникновения устойчивого состо-
яния утомления. Подход на основе выявления новых 
факторов, лимитирующих физическую деятельность, 
позволит спортивным врачам и тренеру использовать 
адекватные средства коррекции тренировочного про-
цесса и разработать соответствующие средства восста-
новления для обеспечения максимального сохранения 
функционального потенциала спортсмена и повыше-
ния эффективности тренировочной деятельности и ре-
зультативности соревновательной деятельности в про-
фессиональном спорте.
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Введение. Статья посвящена решению задачи количественной оценки взаимодействия двух неблагоприятных факто-
ров – гипоксического и температурного, при их сочетанном действии на организм лабораторных животных. Исследовали 
эффекты нормобарической и гемической гипоксии, воздействия высоких и низких температур. Цель работы – количе-
ственная оценка взаимодействия гипоксии и температурных факторов при их сочетанном действии на организм лабора-
торных животных. 
Методика. Состояние нормобарической гипоксии моделировали с использованием мембранного гипоксикатора. Уста-
новка обеспечивала плавную регулировку концентрации кислорода от 2 до 10% в гипоксической газовой смеси. Гипер-
термию моделировали путем термостатического поддержания температуры воздуха +40 °С и влажности 30-60%. Гипотер-
мия формировалась в условиях воздушного охлаждения (в холодовой камере при температуре воздуха 5±1 °С и влажно-
сти 75-80%). Для оценки функционального состояния проводили тестирование физической работоспособности методом 
вынужденного плавания с грузом 5% от массы тела в воде различной температуры. Оценка взаимодействия факторов про-
водилась методом двухфакторного дисперсионного анализа с тремя уровнями выраженности каждого фактора. 
Результаты. Установлено, что гипоксический и тепловой фактор оказывают влияние независимо друг от друга, при пре-
валировании воздействия гипоксии. Взаимодействие между факторами cинергидное  умеренное по выраженности, про-
текает по типу дополняющего эффекта, и может служить основой развития синдрома взаимного отягощения. Воздушная 
гипотермия слабо влияет на переносимость гипоксического воздействия, влияние иммерсионной гипотермии проявля-
ется более существенно. 
Заключение. Критическое ухудшение функционального состояния при действии гипоксии и экстремальных температур  
сопряжено с активацией гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы, интенсификацией катаболизма белков, 
жиров и углеводов, развитием вторичной тканевой гипоксии и формированием митохондриальных дисфункций. Наибо-
лее вероятным механизмом развития синдрома взаимного отягощения при сочетанном воздействии гипоксии и гипертер-
мии является нарушение генерации АТФ в процессе фосфорилирующего митохондриального окисления, который явля-
ется общим звеном патогенеза различных экстремальных состояний.
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Introduction. The article focuses on quantitative assessment of the interaction of two unfavorable factors, hypoxia and tempera-
ture, during their combined effect on the body of laboratory animals. The effects of normobaric and hemic hypoxia and of high 
and low temperatures were studied. The aim of the study was to quantify the interaction between hypoxia and temperature fac-
tors during their combined effect on the body of laboratory animals. 
Methods. Normobaric hypoxia was produced in a membrane hypoxicator. The oxygen concentration in the hypoxic gas mixture 
was smoothly adjustable from 2 to 10%. Hyperthermia was modeled by thermostatic maintenance of the air temperature at +40°C 
and the humidity at 30-60%. Hypothermia was produced in a cold chamber at the air temperature of 5±1°C and the air humid-
ity of 75-80%. Physical performance was tested using forced swimming with a load of 5% of body weight at various water tem-
peratures. The interaction of the factors was assessed by a two-factor analysis of variance for three levels of severity of each factor. 
Results. The hypoxic and thermal factors exerted independent effects, with hypoxia effects prevailing. The factor interaction was 
synergistic, moderately severe, complementary, and could underlie the mutual aggravation syndrome. Air hypothermia had a 
slight effect on the tolerance to hypoxic exposure; the effect of immersion hypothermia was more pronounced.
Conclusion. The critical impairment of the functional state under the action of hypoxia and extreme temperature is associated 
with the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal system, intensification of protein, lipid and carbohydrate catabolism, 
development of secondary tissue hypoxia, and the formation of mitochondrial dysfunction. The most likely mechanism for the 
development of mutual aggravation syndrome under the combined action of hypoxia and hyperthermia is impairment of ATP 
generation in the process of phosphorylating mitochondrial oxidation, which is a common stage in the pathogenesis of various 
extreme conditions.
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Введение

Расширение сферы профессиональной деятельно-
сти человека закономерно вызывает повышение актуаль-
ности исследований, связанных с оценкой и прогнози-
рованием динамики функционального состояния и ра-
ботоспособности, повышения устойчивости организма 
к различным экстремальным воздействиям. Деятель-
ность многих контингентов людей осуществляется в ус-
ловиях возрастания интенсивности и продолжительно-
сти воздействия неблагоприятных факторов среды, в чис-
ле которых изменение парциального давления кислорода 
во вдыхаемом воздухе, воздействие высоких или низких 
температур. Выполнение в этих условиях задач профес-
сиональной деятельности, особенно связанных с физи-
ческими и нервно-эмоциональными нагрузками, может 
приводить к предельному напряжению и срыву компен-
саторно-приспособительных механизмов с развитием 
экстремальных и критических состояний [1]. Необходи-
мо учитывать также то, что на организм человека могут 
одновременно воздействовать не изолированные фак-
торы, а их комплекс, суммарный эффект которых в зна-
чительной мере определяется характером их взаимо-
действия, наиболее частым и наименее благоприятным 
из которых является синдром взаимного отягощения. 

В условиях горно-пустынной местности типич-
ным будет комплексное воздействие факторов гипер-
термии и умеренной гипоксии [2], полярники в Антар-
ктиде на горной станции «Восток» встречаются с од-
новременным воздействием гипотермии и умеренной 
гипоксии [3]. Комплексное воздействие высотной ги-
поксии и низких температур отмечается у альпини-
стов и военнослужащих горных подразделений, дей-
ствующих на высотах более 3,5 км над уровнем моря, 
при разгерметизации кабин самолетов и дирижаблей 
в полете. Спасатели, работающие в очаге стихийных 
бедствий и техногенных катастроф в изолирующем 
снаряжении, подвергаются не только воздействию эн-
догенной гипертермии и действию измененной газо-
вой среды, но и гипоксии физической нагрузки. Ком-
плексное воздействие гипертермии, гипоксии, гипер-
капнии будет отмечаться в очагах пожаров, в том числе  
при пожарах в гермообъектах (надводных, подводных 
и подземных объектах). 

Все вышеуказанное подчеркивает необходимость 
разработки методов оценки комплексного действия 
различных экстремальных факторов на организм че-
ловека и моделирования такого воздействия на лабо-
раторных животных в ходе доклинической оценки эф-
фективности различных методов и средств коррекции 
функционального состояния.

 Цель исследования – количественная оценка вза-
имодействия гипоксии и температурных факторов при 
их сочетанном воздействии на организм лаборатор-
ных животных.

Методика

Для оценки возможного влияния гипертермии на 
переносимость гипоксии использованы 2 модели: нор-
мобарическая гипоксия при повышении температуры 
гипоксической газовой смеси, и вынужденное плава-
ние в воде высокой температуры на фоне гемической 
гипоксии.

Основным критерием устойчивости к нормоба-
рической гипоксии является достижение животными 
порога переносимости, проявлением которого явля-
ется боковое положение, появление агонального ды-
хания. При этом фиксируется то минимальное содер-
жание кислорода в гипоксической газовой среде, ко-
торое соответствует порогу переносимости гипоксии.

В ходе исследования в отдельных сериях последо-
вательно решались следующие частные задачи (табл. 1).

Наиболее общим показателем функционального 
состояния может быть способность к осуществлению 
целесообразной деятельности – работоспособность. 
Для грызунов маркерным видом работоспособности 
является физическая. Именно этот показатель был ис-
пользован в исследовании для оценки функциональ-
ного состояния организма животных.

Таким образом, организация исследования по-
зволяла на уровне конечных точек переносимо-
сти экстремальных воздействий (время жизни, ле-
тальность, время выполнения физической нагрузки 
до отказа) оценить комплексное воздействие экс-
тремальных факторов. Протокол исследования был 
одобрен биоэтической комиссией Военно-медицин-
ской академии.

Животные, их содержание, порядок обращения. Ис-
следование проводилось на белых беспородных мы-
шах-самцах массой 18-21 г и крысах-самцах мас-
сой 180-220 г, полученных из питомника лабораторных 
животных «Рапполово» (Ленинградская обл.) и про-
шедших 14-дневный карантин. Содержание и обраще-
ние с животными в эксперименте соответствовали тре-
бованиям приказа МЗ РФ от 01.04.2016 г № 199н «Об 
утверждении правил надлежащей лабораторной прак-
тики». Животные содержались в вентилируемых клет-
ках при температуре воздуха 20-22 оС, относительной 
влажности 40-60%, световом режиме 12:12. Исполь-
зовался полнорационный корм ПК-120 (ООО «Лабо-
раторкорм») при свободном доступе к водопроводной 
питьевой воде.
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Перед началом исследования животные, отвечаю-
щие критериям включения в эксперимент, были рас-
пределены на группы с помощью метода блочной ран-
домизации. Животные не соответствующие критериям, 
были исключены из исследования в течение карантина.

После завершения эксперимента животные выво-
дились из исследования в соответствии с утвержден-
ным Протоколом. Биоматериал утилизировался в соот-
ветствии с Ветеринарно-санитарными правилами сбо-
ра, утилизации и уничтожения биологических отходов, 
(в ред. Приказа Минсельхоза РФ от 16.08.2007 N 400). 

Моделирование экстремальных воздействий на ла-
бораторных животных. Нормобарическая гипоксия 
создавалась с использованием мембранного гипок-
сикатора БИО-НОВА-2004 производства компании 
БИО-НОВА (Москва), адаптированного для работы 
с грызунами. Установка обеспечивает плавную регули-
ровку концентрации кислорода от 2 до 10% в гипокси-
ческой газовой смеси (ГГС). Производительность ГГС 
- не менее 5 л/мин. Процентное содержание кислорода 
в ГГС, подаваемой животным, регулируется и устанав-
ливается с помощью газоанализатора, который встроен 

в установку. Ранее было установлено, что гибель лабо-
раторных животных наблюдается при содержании кис-
лорода в ГГС от 5,5% у неустойчивых к гипоксии жи-
вотных до 3,4% для животных с индивидуально повы-
шенным уровнем устойчивости к гипоксии [4].

В серии 1 в камере гипоксикатора поддерживалась 
температура воздуха 20, 30 или 40 увЯоС (контрольная 
и экспериментальная группы, соответственно). В се-
риях 2-5 использована гемическая гипоксия. В основе 
острой гемической гипоксии лежит уменьшение кисло-
родной емкости крови. Оно вызывается или изменени-
ем свойств гемоглобина (например, превращением ге-
моглобина в карбоксигемоглобин или метгемоглобин), 
или уменьшением количества гемоглобина (кровопуска-
ние). В стандартной модели метгемоглобинемии кры-
сам вводят внутрибрюшинно (мышам подкожно) на-
трия нитрит (200-300 мг/кг,), предварительно растворив 
его в воде очищенной. Допускается подкожное введе-
ние раствора NaNO2. Учитывается продолжительность 
жизни животных. При внутрибрюшинном пути введе-
ния 100%-ная гибель животного наступает через 13-17 
мин, при подкожном пути введения – через 27-30 мин.

Таблица 1/Table 1 

Серии исследования и решаемые в них задачи

Series of research and tasks solved in them

№ серии/
Series No.

Решаемая задача/
Problem being solved

Используемые методики/
Methods used

Вид животных/
Animal species

Кол-во животных/
Number of animals

1
Исследование влияния гипертер-
мии на переносимость гипоксии/
Investigation of the effect of hyper-

thermia on hypoxia tolerance

Нормобарическая гипоксия на фоне 
гипертермии/

Normobaric hypoxia against  
the background of hyperthermia

мыши/
mice 45

2

Вынужденное плавание в горячей воде 
на фоне гемической гипоксии

Forced swimming in hot water against the 
background of hemic hypoxia

крысы/
rats 30

4

Исследование влияния гипоксии 
на переносимость гипертермии/

Investigation of the effect of hypoxia 
on hyperthermia tolerance

Вынужденное плавание в горячей воде 
на фоне гемической гипоксии/

Forced swimming in hot water against the 
background of hemic hypoxia

крысы/
rats 60

5

Исследование влияния гипоксии 
на переносимость гипотермии/

Investigation of the effect of hypoxia 
on hypothermia tolerance

Вынужденное плавание в холодной во-
де на фоне гемической гипоксии/ 

Forced swimming in cold water against the 
background of hemic hypoxia

крысы/
rats 30

6
Влияние гипотермии на переноси-

мость гипоксии/ Effect of 
hypothermia on hypoxia tolerance

Гемическая гипоксия в условиях  
охлаждения/ Hemic hypoxia under cold 

conditions

мыши/
mice 60

Итого животных/
Total animals

мыши/
mice 105

крысы/
rats 120
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При необходимости моделирования легкой степе-
ни (метгемоглобин крови 18-20%) гемической гипок-
сии животным внутрибрюшинно вводят нитрит на-
трия (NaNO2, 3 мг/100 г), для моделирования средней 
степени гипоксии (метгемоглобин крови 35-36%) ис-
пользуется введение нитрита натрия в дозе 5 мг/100 г 
массы тела [5]. В сериях исследования 2-4 формирова-
лась легкая степень метгемоглобинемии (доза нитрита 
натрия 30 мг/кг массы). В серии 5 использовалась ле-
тальная доза нитрита натрия – 300 мг/кг.

Моделирование гипертермии. В серии 1 гипертер-
мия создавалась путем термостатического поддержа-
ния температуры воздуха в блоке содержания живот-
ных нормобарического гипоксикатора «БиоНова» +40 
оС и влажности 30-60%.

В сериях исследований 2-3 оценивалась способ-
ность животных поддерживать уровень физической 
работоспособности в условиях гипертермии. 

Моделирование гипотермии. В серии 4 гипотермия 
формировалась в тесте предельного плавания в де-
сатурированной воде с температурой 10-12 оС с гру-
зом 5% от массы тела в соответствии с ранее описанной 
методикой [6]. Воздействие гипотермии в серии 5 фор-
мировалось в условиях воздушного охлаждения (поме-
щением животных в прозрачных клетках в холодовую 
камеру, поддерживающую температуру воздуха 5±1 оС 
при влажности воздуха 75-80%). 

Для оценки функционального состояния организ-
ма животных было проведено тестирование их фи-
зической работоспособности методом вынужденно-
го плавания с грузом 5% от массы тела в воде разной 
температуры, методика проведения и интерпретация 
результатов которого представлена в работах [7, 8].

Статистическая обработка результатов 
исследования

Полученные экспериментальные материалы бы-
ли сведены в аналитическую базу данных в процессо-
ре электронных таблиц Excel и обрабатывались с помо-
щью пакета прикладных программ «Анализ данных». 
Статистическая значимость различий между группа-
ми оценивалась для параметрических показателей ме-
тодом ANOVA, для непараметрических (время жизни) 
– по критерию Вилкоксона-Мана-Уитни. Для оценки 
значимости контролируемых факторов и их взаимо-
действия использовались процедуры однофакторно-
го и двухфакторного дисперсионного анализа.

Результаты исследования

Для оценки влияния гипертермии в камере гипок-
сикатора устанавливалась термостатируемое устрой-
ство нагрева воздуха. В разных экспериментах этой се-
рии поддерживались следующие условия температу-
ры воздуха: +20 оС (термокомфортные условия), +30о 

С (умеренное тепловое воздействие) и +40 оС (выражен-
ное тепловое воздействие). Влажность воздуха при этом 
не регулировалась и соответствовала естественным зна-
чениям атмосферного воздуха. Результаты данной серии 
исследований представлены на рис. 1 и табл. 2.

Анализ рис. 1 показывает, что гипертермия зако-
номерно снижает переносимость острой гипоксии. 
Умеренное тепловой воздействие (температура +30 оС, 
теплоощущение тепло) в основном снижает уровень 
устойчивости к гипоксии у низко- и среднеустойчи-
вых животных. При этом средний уровень гипоксиче-
ской устойчивости снижается умеренно, на 10% (коэф-
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Рис. 1. Частотная кривая распределения гибели животных в зависимости от содержания кислорода в гипоксической газовой смеси для раз-
ных уровней теплового состояния.

Fig. 1. Frequency distribution curve of animal death depending on the oxygen content in the hypoxic gas mixture for different levels of the thermal 
state.
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фициент детерминации D=0,22, р=0,009). Более ин-
тенсивное тепловое воздействие (температура +40 оС, 
теплоощущение жарко) включает уже все подгруппы 
высотной устойчивости, в том числе и высокой. Сред-
ний уровень гипоксической устойчивости снижается 
на 15% (коэффициент детерминации D=0,46, р=4*10-5). 
Однофакторный дисперсионный анализ (табл. 2) вли-
яния теплового воздействия на уровень устойчивости 
к гипоксии показал умеренную степень такого влия-
ния. Им может быть объяснено 35% вариации значе-
ний критической концентрации кислорода, а 65% свя-
заны с иными, в том числе не контролируемыми фак-
торами.

В серии 2 исследований использована гемическая 
гипоксия легкой степени, вызванная введением жи-
вотным нитрита натрия в дозе 30 мг/кг. Температур-
ное воздействие создавалось погружением животно-
го в воду с комфортной (+20оС), теплой (+30оС) или 
горячей (+40оС) водой. Для оценки функционально-
го состояния использован тест вынужденного плава-

ния с грузом 5% от массы тела. Результаты исследова-
ния отражены на рис. 2 и табл. 3.

Анализ рис. 2 показывает, что работоспособность 
животных с гемической гипоксией существенно зави-
сит от уровня дополнительного теплового воздействия, 
с которым может быть связано 77% общей вариации 
времени плавания с грузом. Это влияние высокодосто-
верно (р=2*10-9). Результаты однофакторного диспер-
сионного анализа влияния теплового воздействия на 
работоспособность животных в условиях гемической 
гипоксии представлены в табл. 3.

Таким образом, у животных с легкой степенью ге-
мической гипоксии умеренное тепловое воздействие 
примерно на треть ухудшает функциональное состоя-
ние, а при более интенсивном тепловом воздействии 
такое снижение  трехкратно.

Для оценки влияния гипоксии на переносимость 
гипертермии использована модель плавания животных 
с грузом 5% от массы тела в воде с повышенной темпе-
ратурой (+40 оС). При этом для оценки влияния гипок-

Таблица 2/Table 2

Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния температурного воздействия на устойчивость животных  
к гипоксической гипоксии

The results of one-way analysis of variance of the effect of temperature exposure on the resistance of animals to hypoxic hypoxia

Центроиды групп
(критическая концентрация кислорода, %)/

Group Centroids
(critical oxygen concentration, %)

F-критерий/
F-criterion

Коэффициент детерминации, 
D=/

Determination coefficient, D=

Достоверность, p=/
Reliability, p=

комфорт/
comfort + 30 оС +40 оС

4,35 4,81 5,13 11,1 0,35 0,00014

100% 111% 118%
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Рис. 2. Физическая работоспособность животных с гемической гипоксией при разном уровне теплового воздействия.

Fig. 2. Physical performance of animals with hemic hypoxia at different levels of thermal exposure.
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сии животным моделировали гемическую гипоксию 
с легкой и умеренной степенью метгемоглобинемии. 
Результаты этой серии  представлены на рис. 3 и табл. 4.

Анализ рис. 3 показывает, что гемическая гипоксия 
негативно сказывается на возможности животных под-
держивать свою работоспособность в условиях тепло-
вого воздействия. Даже слабый уровень ментгемогло-
бинемии (нитрит  натрия, 30 мг/кг), резко снижает 
тепловую устойчивость, а более интенсивное гипок-
сическое воздействие становится критичным для жи-
вотных, так как 50% из них показали практически пол-
ное отсутствие работоспособности в условиях иммер-
сионной гипертермии (время плавания менее 1 мин), 
еще 40% показали крайне низкую работоспособность 
(время плавания от 1 до 2 мин), и только у 10% жи-
вотных демонстрировали низкую работоспособность 
в условиях эксперимента. Результаты однофакторно-
го дисперсионного анализа влияния фактора гипок-
сии на функциональное состояние животных в услови-
ях иммерсионной гипертермии представлена в табл. 4.

Влиянием гемической гипоксии может быть объяс-
нен 71% всей вариации показателя времени плавания 
животных в условиях комплексного воздействия гипок-
сии и гипертермии. Даже легкая степень метгемоглоби-
немии в два раза снижает способность животных к фи-
зической работе, а умеренная степень гемической ги-
поксии приводит к снижению этого показателя в 7 раз.

Для проведения исследования влияния гипоксии 
на переносимость гипотермии выбрана модель вы-
нужденного плавания животного с грузом 5% от мас-
сы тела в воде низкой температуры (10-12 оС) на фо-
не предварительного введения нитрита натрия  в до-
зе 30 мг/кг (легкая гемическая гипоксия) или 50 мг/кг 
(умеренная гемическая гипоксия). Результаты иссле-
дования отражены на рис. 4.

Анализ рис. 4 показывает, что гипоксия, вызванная 
введением метгемоглобинобразователя, существенно 
влияет на работоспособность лабораторных животных 
в условиях гипотермии. Причем, при формировании 
легкой степени гемической гипоксии, ее действие пре-

Таблица 3/Table 3

Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния температурного воздействия на функциональное состояние  
животных с умеренной гемической гипоксией

The results of a one-way ANOVA analysis of the effect of temperature exposure on the functional state of animals with moderate hemic  
hypoxia

Центроиды групп (время плавания, мин)/
Group Centroids (swimming time, min) F-критерий/

F-criterion

Коэффициент  
детерминации, D=/

Determination  
coefficient, D=

Достоверность, p=/
Reliability, p=

комфорт + 30оС +40оС

6,6 4,1 2,0 45,7 0,77 2*10-9

100% 62% 30%
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Рис. 3. Влияние уровня гемической гипоксии на функциональное состояние организма животных в тесте вынужденного плавания с грузом 5% 
от массы тела в воде с температурой +40о С.

Fig. 3. Influence of the level of hemic hypoxia on the functional state of the organism of animals in the test of forced swimming with a load of 5% of 
body weight in water with a temperature of +40 °C.
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имущественно будет проявляться на животных с низкой 
и средней устойчивостью к иммерсионной гипотермии, 
но практически не будет затрагивать животных с высо-
кой степенью холодовой резистентности. Умеренная же 
степень гемической гипоксии будет существенно влиять 
на всех животных, вне зависимости от исходного уровня 
резистентности к гипотермии. Результаты однофактор-
ного дисперсионного анализа представлены в табл. 5.

В целом, фактор гипоксии существенно ухудшал пе-
реносимость животными иммерсионной гипотермии, 
снижая их физическую работоспособность в этих ус-
ловиях. На влияние гемической гипоксии может быть 
отнесено 79% всей вариативности времени плавания 
животных в ходе данного исследования. Легкая сте-
пень гипоксии снижает работоспособность животных 
на 15% (р=0,017), ее влияние ограничивается 28% вари-

Таблица 4/ Table 4

Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния умеренной гемической гипоксией на переносимость температурного  
воздействия (+40 оС)

The results of a one-way ANOVA analysis of the effect of moderate hemic hypoxia on the tolerance of temperature exposure (+40 °C)

Центроиды групп (время плавания, мин)/
Group Centroids (swimming time, min) F-критерий/

F-criterion

Коэффициент  
детерминации, D=/

Determination coefficient, 
D=

Достоверность, p=/
Reliability, p=Без гипоксии/

Without hypoxia
Легкая гипоксия/

Mild hypoxia
Умеренная гипоксия/

Moderate hypoxia

4,2 2,0 0,6 31,7 0,71 8*10-8

100% 48% 14%
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Рис. 4. Влияние гемической гипоксии на функциональное состояние животных в условиях иммерсионной гипотермии.

Fig. 4. Influence of hemic hypoxia on the functional state of animals under immersion hypothermia.

Таблица 5/Table 5

Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния гемической гипоксии на функциональное состояние животных в ус-
ловиях иммерсионной гипотермии

The results of a one-way ANOVA analysis of the effect of hemic hypoxia on the functional state of animals under immersion hypothermia

Центроиды групп (время плавания, мин)/
Group Centroids (swimming time, min) F-критерий/

F-criterion

Коэффициент детерминации, 
D=/

Determination coefficient, D=

Достоверность, 
p=/

Reliability, p=Без гипоксии/
Without hypoxia

Легкая гипоксия/
Mild hypoxia

Умеренная гипоксия/
Moderate hypoxia

16,4 14,0 8,0 51,4 0,79 6*10-10

100% 85% 49%
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ативности признака. Под влиянием умеренной гемиче-
ской гипоксии  (нитрита натрия,  50 мг/кг) работоспо-
собность животных снижается в 2 раза (р=5*10-10), вли-
яние этого фактора объясняет 89% всей вариативности 
времени плавания животных. Сопоставление резуль-
татов, полученных при разных уровнях гемической ги-
поксии, показывает, что более оптимальной моделью 
комплексного воздействия гипоксии и гипотермии бу-
дет создание у животных умеренной степени гемиче-
ской гипоксии (50 мг/кг нитрита натрия).

Поскольку в серии исследований по оценке влияния 
гипотермии на переносимость животными гипоксии 
не предполагалось воздействие на животных физических 
нагрузок, то была использована модель оценки устой-
чивости к гипоксии по времени жизни животных по-
сле введения летальной дозы нитрита натрия 300 мг/кг.  
Для формирования состояния гипотермии животные 
после введения им метгемоглобинобразователя по-
мещались в прозрачных клетках в холодовую камеру 

для животных (ILKA, США) в которой создавались 
для разных групп животных 3 режима: ложный режим 
(контроль), умеренное холодовое воздействие (тем-
пература воздуха +10 оС) – экспериментальная груп-
па 1, выраженное холодовое воздействие (температура 
воздуха 0-2 оС) – экспериментальная группа 2. Влаж-
ность воздуха не регулировалась и соответствовала 
естественным значениям, характерным для атмосфер-
ного воздуха соответствующей температуры. В каждой 
группе было по 20 животных (мыши-самцы). Резуль-
таты исследований этой серии представлены на рис. 5.

Анализ рис. 5 показывает, что воздушная гипотер-
мия практически не оказывает влияния на переноси-
мость гемической гипоксии, несколько снижая долю 
высокоустойчивых и сокращая время жизни наиме-
нее устойчивых животных. Однофакторный диспер-
сионный анализ (табл. 6) показал, что холодовое воз-
действие не оказывает заметного влияниея на время 
жизни животных при формировании у них гемической 

Рис. 5. Влияние воздушной гипотермии на переносимость гемической гипоксии.

Fig. 5. Effect of air hypothermia on the tolerance of hemic hypoxia.
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Таблица 6/Table 6

Результаты однофакторного дисперсионного анализа влияния воздушной гипотермии на время жизни животных в условиях  
летальной гемической гипоксии

The results of one-way analysis of variance of the effect of air hypothermia on the life time of animals under conditions of lethal hemic  
hypoxia

Центроиды групп (время жизни, мин)/
Group centroids (lifetime, min) F-критерий/

F-criterion
Коэффициент детерминации, D=/

Determination coefficient, D=
Достоверность, p=/

Reliability, p=комфорт/
comfort

прохладно/
chilly

холодно/
cold

17,1 15,5 13,8 2,2 0,07 0,12

100% 90% 80%
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гипоксии (нитрит натрия 50 мг/кг). Коэффициент де-
терминации модели D=0,07 (р=0,12).

При легкой степени охлаждения степень такого 
влияния составляет только 2% (р=0,36), при этом сред-
нее время жизни в условиях гемической гипоксии сни-
жается на 10% по сравнению с уровнем теплового ком-
форта. Более интенсивное холодовое воздействие (тем-
пература воздуха 0-2 оС) оказывает несколько более 
выраженное влияние (10%), достигающее уровня ста-
тистической значимости (р=0,04), при этом среднее 
время жизни в условиях гемической гипоксии снижа-
ется на 20% по сравнению с уровнем теплового ком-
форта.

Для выявления феномена взаимного отягощения 
при одновременном воздействии двух неблагоприят-
ных факторов необходимо количественно оценить вза-
имодействие двух факторов, что требует проведения 
двухфакторного дисперсионного анализа. Для его про-
ведения пригодны результаты серий с моделировани-
ем гемической гипоксии (фактор А) и теплового воз-
действия (фактор В), при этом тестируемый показа-
тель функционального состояния животных – время 
вынужденного плавания животных с грузом 5% от мас-
сы тела в воде заданной температуры.

Каждый из анализируемых факторов имеет 
по 3 градации (отсутствие фактора, легкое воздействие, 
умеренное воздействие). Результаты двухфакторно-
го дисперсионного анализа взаимодействия гипок-
сии и теплового воздействия представлены в табл. 7.

Оба фактора (гемическая гипоксия и тепловое воз-
действие) оказывают независимо друг от друга выра-
женное негативное влияние на функциональное состо-
яние животных, проявляющееся снижением времени 
вынужденного плавания животных с грузом 5% от мас-

сы тела. Причем фактор гемической гипоксии играет 
более значимую роль, с ним связано 48% общей вари-
ации анализируемого показателя. Влияние обоих фак-
торов проявляется однонаправленно, что позволяет 
предполагать возможность развития синдрома взаим-
ного отягощения. Между двумя экстремальными фак-
торами при одновременном комплексном действии 
установлено статистически значимое, но умеренное 
по силе взаимодействие, обеспечивающее 5% вариа-
тивности показателя времени плавания. На долю не-
контролируемых (случайных) факторов, в том числе 
– разного уровня физической работоспособности жи-
вотного, приходится 12% общей вариативности анали-
зируемого показателя.

Для уточнения характера взаимодействия между 
факторами был рассчитан Индекс аддитивности, рав-
ный отношению эффекта совместного влияния факто-
ров к сумме их эффектов по отдельности. Количествен-
но расчет эффектов (снижение времени плавания) вы-
полнялся исходя из значений матрицы центроидов 
экспериментальных групп (табл. 3, 4). При этом эф-
фект фактора А будет равен 0,71, эффект фактора В бу-
дет равен 0,62, эффект совместного действия факторов 
будет равен 0,95, сумма эффектов факторов при одно-
временном действии будет равна 1,33. Следователь-
но, значение Индекса аддитивности будет равно 0,71. 
Это позволяет считать, что взаимодействие факторов 
гемической гипоксии и теплового воздействия носит 
синергичный (однонаправленный) характер по типу 
дополняющего действия (сильнее, чем самый силь-
ный из факторов, но меньше, чем их сумма). Выявлен-
ные особенности взаимодействия двух экстремальных 
факторов позволяют охарактеризовать его как синдром 
взаимного отягощения.

Таблица 7/Table 7

Основные показатели двухфакторного дисперсионного анализа взаимодействия гипоксии и теплового воздействия в модели  
плавания животных с грузом в воде разной температуры на фоне гемической гипоксии

The main indicators of a two-way analysis of variance of the interaction of hypoxia and thermal exposure in the model of swimming  
of animals with a load in water of different temperatures against the background of hemic hypoxia

Факторы модели/
Model factors

Коэффициент детерминации, D=/
Determination coefficient, D=

F-критерий/
F-criterion

Достоверность, p=/
Reliability, p=

Фактор А (гемическая гипоксия)/
Factor A (hemic hypoxia) 0,48 162,9 4*10-29

Фактор В (тепловое воздействие)/
Factor B (thermal effect) 0,34 118,1 9*10-25

Взаимодействие А*В/
A*B interaction 0,05 8,9 5*10-6

Неконтролируемые факторы/
Uncontrollable factors 0,12
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Оригинальная статья

Обсуждение

Для экстремальных воздействий характерно разви-
тие как специфических комплексов проявлений, свя-
занных со спецификой исследуемого воздействия, так 
и неспецифических проявлений. Очевидным представ-
ляется предположение, что взаимодействие двух раз-
ных, не связанных патогенетически друг с другом экс-
тремальных факторов, может проходить только в зоне 
неспецифических проявлений. Основными патогене-
тическими механизмами развития экстремальных со-
стояний являются ослабление реактивности и функ-
циональных резервов нейроэндокринной системы, 
развитие энергетического дисбаланса с нарастанием 
проявлений анаэробного катаболизма и вовлечением 
в реакцию пластических ресурсов организма, актива-
ция процессов ПОЛ истощение потенциала АОС с ла-
билизацией клеточных мембран, прогрессирующие 
изменения структурно-функциональных взаимоот-
ношений в системе сохранения антигенно-структур-
ного гомеостаза [9].

Критическое ухудшение функционального состо-
яния при гипоксии и экстремальных температурных 
воздействий физических факторов сопряжено с акти-
вацией гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы, интенсификацией катаболизма белков, жи-
ров и углеводов, развитием вторичной тканевой ги-
поксии и формированием митохондриальных дис-
функций, играющих важную роль в снижении устой-
чивости организма к гипертермии и переносимости 
интенсивных физических нагрузок [10]. Существен-
ную роль в этом процессе будут играть изменения фи-
зико-химических свойств липидного компонента мем-
бран и нарушение липид-белковых взаимодействий, 
изменение кинетических характеристик ферментов, 
связанных с термодинамическими процессами при на-
гревании или охлаждении организма [11]. 

Физическая нагрузка в условиях гипертермии со-
провождается терморегуляторной нагрузкой, которая 
опосредует проблемы с сердечно-сосудистой систе-
мой и влияет на функцию головного мозга, увеличи-
вает легочную вентиляцию и изменяет мышечный ме-
таболизм; все это потенциально может способствовать 
утомлению и ухудшить способность поддерживать эф-
фективную физическую деятельность. На центральное 
утомление, по-видимому, влияет нейротрансмиттер-
ная активность дофаминергической системы, сигна-
лы от терморецепторов, возникающие в связи с по-
вышенными температурам тела, мышц и кожи, и ин-
тенсивная афферентная обратная связь от усиленной 
легочной вентиляции и стресса сердечно-сосудистой 

системы. Стабильность и метаболические изменения 
в скелетных мышцах, вероятно, являются важными 
факторами для афферентной обратной связи, опосре-
дующей утомление, вызванное гипоксией и гипертер-
мией, во время упражнений субмаксимальной интен-
сивности [12].

Наиболее вероятным механизмом развития син-
дрома взаимного отягощения при комплексном воз-
действии гипоксии и гипертермии является наруше-
ние генерации АТФ в процессе фосфорилирующего 
митохондриального окисления, который является об-
щим звеном патогенеза различных экстремальных со-
стояний [1,13]. Возникающие под влиянием гипоксии 
изменения реактивности организма и его резистентно-
сти к другим экстремальным воздействиям формиру-
ют физиологическую основу для развития синдрома 
взаимного отягощения, проявляющегося снижением 
как переносимости воздействий, так и функциональ-
ного состояния организма, характеризуемого его ра-
ботоспособностью [14,15].

Известно, что в ответ на холодовой стресс в орга-
низме развивается комплекс защитных реакций, свя-
занных с экспрессией генов клеточного ответа [16], 
обеспечивающих включение в организме нескольких 
путей. К ним относятся активация выработки разобща-
ющих окисление и фосфорилирование белков [17,18], 
а также HIF-1α-зависимое переключение обмена в ус-
ловиях гипоксии на сукцинатные пути [19].

Полученные нами экспериментальные данные 
о взаимодействии гипоксического и температурного 
фактора, их совместном влиянии на физическую ра-
ботоспособность хорошо согласуются с известными 
литературными данными.

Заключение

Взаимодействие двух экстремальных факторов при 
комплексном воздействии может быть оценено по ме-
тодологии двухфакторного дисперсионного анализа 
с количественной оценкой характера взаимодействия 
по Индексу аддитивности.

Гемическая гипоксия является адекватной моде-
лью для использования в исследованиях с комплекс-
ным воздействием различных экстремальных факто-
ров. Оптимальным может быть моделирование гипок-
сии легкой степени, вызванной введением нитрита 
натрия в дозе 30 мг/кг или умеренной гипоксии (до-
за 50 мг/кг), если анализируемые экстремальные фак-
торы характеризуются низким уровнем взаимодей-
ствия.

Гипертермия оказывает умеренное модифицирую-
щее воздействие на переносимость нормобарической 
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гипоксии, снижая порог гипоксической устойчивости 
животных. Коэффициент детерминации такого воздей-
ствия равен 35%. Оптимальным для выявления эффек-
та является пребывание животных в гипоксической га-
зовой среде с температурой воздуха +40 оС. 

Иммерсионная гипертермия является более выра-
женным экстремальным воздействием, чем воздуш-
ная (коэффициент ее влияния на уровень устойчиво-
сти животных к гипоксии D=0,77), что делает ее более 
подходящей для исследований с комплексным воздей-
ствием экстремальных факторов.

Гемическая гипоксия существенно сказывается не-
гативным образом на возможность животных поддер-
живать свою работоспособность в условиях теплово-
го воздействия. Даже слабый уровень метгемоглоби-
немии (нитрита натрия 30 мг/кг), снижает тепловую 
устойчивость животных в 2 раза. Более интенсивное 
гипоксическое воздействие становится критическим 
для животных, так как 50% из них показали практиче-
ски полное отсутствие работоспособности в условиях 
иммерсионной гипертермии, а средний уровень вре-
мени плавания снижается в 7 раз.

Гемическая гипоксия легкой степени в услови-
ях иммерсионной гипотермии оказывает преимуще-
ственное влияние на животных с низким и средним 
уровнем холодовой устойчивости. Более оптимальны 
для исследований с комплексным действием гипоксии 
и гипотермии является режим умеренного метгемогло-
бинобразования  (нитрит натрия 50 мг/кг).

Воздушная гипотермия слабо влияет на устойчи-
вость животных к гемической гипоксии, вызванной 
введением нитрита натрия в дозе 50 мг/кг. Степень 
такого влияния была равна 7% вариативности време-
ни жизни животных и не достигала уровня статисти-
ческой достоверности (р=0,12).

Для исследований с оценкой комплексного влия-
ния экстремальных физических факторов в качестве 
оптимальной может рассматриваться модель с им-
мерсионной гипертермией (температура воды +40 
оС) на фоне действия легкой степени гемической ги-
поксии (нитрит натрия 30 мг/кг) при анализируемом 
показателе «время вынужденного плавания с гру-
зом 5% от массы тела).

При комплексном воздействии гемическая гипок-
сия и тепловое воздействие оказывают существенное 
негативное влияние на функциональное состояние 
животных, снижая время выполнения физической на-
грузки животными практически в 20 раз. Исследуемые 
факторы в основном воздействуют на животных неза-
висимо, при ведущей роли гемической гипоксии. Од-
нако между ними выявлен умеренный по выраженно-

сти синдром взаимного отягощения (для взаимодей-
ствия факторов D=0.05, p=5*10-6). 

Взаимодействие между гипоксическим фактором 
и тепловым носит синергидый (однонаправленный) 
характер, что позволяет оценить его как синдром вза-
имного отягощения, и протекает по дополняющему 
типу взаимодействия (суммарное воздействие слабее 
суммы эффектов по отдельности).
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Цель работы – измерение уровня экспрессии проапоптозных сигнальных белков Bad, Bax, Bak, Bim, Bid, 14-3-3, а также кас-
пазы-2 и каспазы-9, в клетках кожи и подкожно-жировой ткани, выделенных из операционного материала при операции 
по коррекции контуров лица. Методика. Из операционного материала в самом начале операции (контрольные образцы), 
а также после её завершения (опытные образцы), были выделены образцы кожи и подкожной клетчатки, из который были 
изолированы жизнеспособные клетки. Эти клетки обрабатывали антителами к сигнальным молекулам апоптоза и затем 
анализировали на проточном цитометре FACSCalibur по программе SimulSet. 
Результаты. По сравнению с контрольными образцами, не подвергавшимися ишемии, клетки кожи, выделенные по завер-
шению операции, подвергались действию ишемии / реперфузии, то есть в них оказались активированы сигналы апоптоза, 
ассоциированного с митохондриями, на что указывает повышение экспрессии проапоптозных белков и их фосфорилиро-
ванных форм. Уровень экспрессии этих белков был проанализирован с позиций возраста пациенток. Было установлено, 
что в возрастной группе старше 50 лет все показатели статистически значимо превышали норму, а также соответствую-
щие показатели пациенток более молодого возраста. 
Заключение. Полученные данные указывают на активацию сигнальных путей апоптоза, ассоциированного с митохондри-
ями, в клетках кожи и подкожно-жировой ткани, выделенных из операционного материала при коррекции контуров лица, 
а также на усугубление процесса апоптоза по мере старения организма пациента. 
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The aim of this work was to measure the expression of proapoptotic signaling proteins, Bad, Bax, Bak, Bim, Bid, and 14-3-3, as well 
as caspase-2 and caspase-9, in skin cells and subcutaneous adipose tissue isolated from tissues collected during face lifting surgery. 
Methods. Skin and subcutaneous tissue samples were isolated at the very beginning of the operation and after its completion; 
then viable cells were isolated from the samples. The cells were stained with antibodies to apoptosis signaling molecules and 
analyzed with a FACSCalibur flow cytometer using SimulSet software. Statistical analysis was performed with BIOSTAT software. 
Results. Skin cells isolated at the end of the operation were more severely damaged compared with control samples (cells isolated 
at the very beginning of the operation and not subjected to ischemia). In the cells obtained after the surgery, effects of ischemia/
reperfusion were observed. The cells isolated after the face lifting surgery contained activated apoptotic signals associated with 
mitochondria, as indicated by increased expression of proapoptotic proteins and their phosphorylated forms. The proapoptotic 
protein expression was analyzed based on the patients’ age. It was found that in the group older than 50 years, all indexes 
significantly exceeded both the normal range and respective values in younger female patients. 
Conclusion. The study results showed activation of proapoptotic signaling pathways associated with mitochondria in skin cells 
and subcutaneous adipose tissue isolated during face lifting surgery along with aggravation of apoptosis as the patient ages.
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Введение

В хирургической практике актуальна проблема ише-
мии/реперфузии (I/R), что связано с гибелью клеток 
и развитием полиорганной недостаточности при вос-
становлении кровотока в тканях обескровленых в те-
чение длительного периода во время операции. Имен-
но восстановление кровотока обусловливает развитие 
негативных процессов в клетках не только в зоне опе-
ративного вмешательства, но и в других органах и тка-

нях. Изучению особенностей I/R и молекулярных со-
бытий, связанных с I/R при операции по коррекции 
контуров лица посвящена данная работа. Известно, 
что основную долю негативных эффектов, связанных 
с I/R, вносят митохондрии. Окислительный стресс яв-
ляется тригером апоптоза, связанного с митохондрия-
ми [1, 2]. Нарушение функциональной активности ми-
тохондрий, снижение мембранного потенциала мито-
хондрий, приводит к повышению уровня реактивных 
форм кислорода в клетке [3], а также нарушению сиг-
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налов, связанных с кальцием. Следует отметить, что 
с кальциевыми сигналами ассоциированы антиапоп-
тозные белки Bcl-2 и Bcl-xL [4]. 

В регуляции апоптоза, связанного с митохондри-
ями, участвуют как проапоптозные белки, так и ан-
тиапоптозные, большинство из них принадлежат се-
мейству белков Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), которые 
регулируют пермеабилизацию внешней мембраны ми-
тохондрий, формирование пор и выход некоторых про-
апоптозных белков в экстраклеточный матрикс (ЕСМ) 
[5]. Проапоптозные мультидоменные белки Bax и Bak 
семейства Bcl-2 участвуют в пермеабилизации внеш-
ней мембраны митохондрий при митохондриальном 
типе апоптоза. Белок Вах формирует олигомеры и в та-
ком виде перемещается из цитозоля к мембране ми-
тохондрий, взаимодействует с белками, формирую-
щими поры во внешней мембране митохондрий, что 
приводит к выходу ряда белков, в том числе цитохро-
ма с, в цитозоль и активации каспазы-9. Вне апоптоза 
белки Bax и Bak предотвращают активацию програм-
мы старения клеток [6].

В семейство Bcl-2, группу “BH3 domain-only”, вхо-
дят проапоптозные белки Bad, Bid, Bim/Bod, Bik, Hrk, 
Noxa, имеющие домен BH3, но не имеющие домена 
BH1 или домена BH2. Белок Bad вызывает диссоциа-
цию комплекса белков Bax с Bcl-2 или Bcl-xL. При ак-
тивации факторов, способствующих выживанию клет-
ки, белок Bad фосфорилируется у человека по Ser75 (у 
мышей по Ser112 и Ser136). Это обусловливает связы-
вание белка Bad с белками 14-3-3, что препятствует ас-
социации Bad с Bcl-2 или Bcl-xL. Необходимо отме-
тить, что, в отличие от опухолевых клеток, в нормаль-
ных клетках кожи проапоптозные стимулы вызывают 
активации белка Bad, которая не приводит к переме-
щению белка Вах из цитозоля и не вызывает диссо-
циации комплекса белков Вах /Bcl-2. Более того, ак-
тивация Bad в нормальных фибробластах блокирует 
апоптоз [7]. 

Белок Bid локализуется в цитозоле в виде неактив-
ного предшественника, он может взаимодействовать 
как с Bcl-2, так и с Bax. При активации Fas рецептора 
и проведении сигнала апоптоза Bid он расщепляется 
каспазой-8 по Asp60 с формированием tBid, который 
перемещается к внешней мембране митохондрий. tBID 
вызывает конформационные изменения белка Bak (по-
следний является членом семейства Bcl-2 и локализует-
ся на внешней мембране митохондрий), что приводит 
к формированию каналов в мембране митохондрий. 
Далее это приводит к выходу цитохрома c, формиро-
ванию комплекса с Apaf-1 и каспазой-9 и активации 
последней. При воспалении в расщеплении белка Bid 

также участвует каспаза-1, что сопрягает сигнальные 
пути апоптоза и воспаления [8].  

Белок Bim играет ключевую роль в апоптозе лим-
фоцитов, он имеет три изоформы, образуемые при 
альтернативном сплайсинге – Bim(EL), Bim(L), and 
Bim(S), последняя является наиболее цитотоксичной 
формой. Активность изоформ Bim(EL) и Bim(L) при 
апоптозе регулируется путем их фосфорилирования. 
Bim может взаимодействовать с белками Bcl-2, Bcl-xL, 
Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1, BHRF-1. При стрессе при актива-
ции сигналов, связанных с JNK1 и ERK 1/2, Bim фос-
форилируется по Ser69 и диссоциирует из комплекса 
с динеином, перемещается к внешней мембране ми-
тохондрий и регулирует формирование пор, обуслов-
ливающих выход проапоптозных белков в ЕСМ [9]. 

Особый интерес представляет семейство бел-
ков 14-3-3, которые регулируют множество межбел-
ковых взаимодействий в клетке. При активации сигна-
лов апоптоза белок Bad взаимодействует с белком 14-
3-3 в зависимости от урвня его фосфорилирования: 
нефосфорилированный Bad не связывается с 14-3-3 
и может перемещаться к митохондриям, где активи-
рует сигналы апоптоза, тогда как фосфорилирован-
ная форма Bad связана с белком 14-3-3, образует ста-
бильный комплекс и препятствует сигналам апоптоза 
[10]. Кроме того, белки семейства 14-3-3 регулируют 
кальций-зависимые калиевые каналы при стрессе [11]. 

К сигнальным белкам апоптоза можно отнести 
и каспазы, но эти протеазы выполняют не только сиг-
нальную роль, но, прежде всего, структурную, так как 
именно они расщепляют компоненты клетки и способ-
ствуют формированию апоптозных телец. Для сигна-
лов апоптоза, связанных с митохондриями, наиболее 
важны каспаза-2 и каспаза-9, которые активируются 
при выходе проапоптозных белков в ЕСМ при откры-
тии пор во внешней мембране митохондрий [12, 13]. 

Цель работы – измерение экспрессии проапоптоз-
ных сигнальных белков Bad, Bax, Bak, Bim, Bid, 14-3-3, 
а также каспазы-2 и каспазы-9, в клетках кожи и под-
кожно-жировой ткани, выделенных из операционного 
материала при операции по коррекции контуров лица. 

Методика

В работе использован биологический матери-
ал 124 женщин (21 – 64 лет), которым в Клинике 
пластической и эстетической хирургии «Фрау Кли-
ник 1» (Москва) были проведены операции по кор-
рекции контура лица (лифтинг), все операции были 
выполнены по единому протоколу. Пациентки были 
разделены на группы по возрасту, все подписывали 
утвержденную Ученым Советом ФГБНУ «НИИОПП» 
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и одобренную Дирекцией клиники форму информиро-
ванного согласия на участие в исследовании, а также 
разрешение на анонимное использование биологи-
ческого материала пациенток. Протокол исследова-
ния одобрен Этическими Комиссиями ФГБНУ «НИ-
ИОПП» и клиники. Работа проведена согласно Хель-
синской Декларации по соблюдению прав человека. 
Все исследования выполнялись по международным 
правилам работы с биоматериалом людей. 

Критерии исключения пациенток из исследования: 
острые бактериальные и вирусные инфекции, сахар-
ный диабет, системные, аллергические, воспалитель-
ные или онкологические заболевания, беременность 
или приём противозачаточных препаратов. 

При проведении операции по коррекции лица сра-
зу после фиксации сосудов подкожной клетчатки бы-
ли выделены фрагменты кожи и подкожной клетчатки 
используемые в качестве контроля отсутствия ишемии 
(контрольные образцы). После проведения операции 
лифтинга лица и снятия зажимов с сосудов также бы-
ли выделены кусочки кожи и подкожной клетчатки 
(экспериментальные образцы) для исследования эф-
фекта ишемии/реперфузии. Таким образом, для каж-
дого экспериментального образца существовал свой 
внутренний контроль. Размер каждого из выделенных 
фрагментов составлял 2х1х0,5см. Образцы промыва-
ли в стерильном фосфатном буфере (PBS, Phosphate 
Buffered Saline, Sigma) и переносили в стерильную про-
бирку со средой RPMI-1640 (Flow) с 15% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (ЭТС) (Flow) и оставляли 
при температуре +4 0С до окончания операции. Клет-
ки из образцов тканей были выделены по методике 
[14], клетки получали при воздействии коллагеназы II 
(Sigma-Aldrich) в конечной концентрации [0,5мг/мл]  
при +37 0С и 5% СО2 в течение 40 мин  при непре-
рывном мягком перемешивании на шейкере. Затем 
к клеткам добавляли ЭДТА (10 mM) и лизирующий 
буфер для эритроцитов (Becton Dickinson, США). 
Суспензию клеток отмывали дважды в полной сре-
де RPMI-1640 с 10 мМ буфера Hepes (Sigma), 2 мМ 
L-глютамина (Sigma) и 15% ЭТС (Flow) с центрифуги-
рованием 10 мин при 200 g и 25 0С. К осадку добавля-
ли полную среду RPMI-1640 + 15% ЭТС, инкубирова-
ли при 37 0С и 5% СО2 2 ч для восстановления клеток. 
Процент живых клеток определяли по окраске три-
пановым синим при световой микроскопии (обычно 
>95% всех клеток) [14]. 

Клетки обрабатывали моноклональными антитела-
ми (mAb) к белкам Bax, Bad, Bak, BID, Bim и их фосфо-
рилированным формам (P) (Cell Signaling Technologies, 
СШАA), а также антителами к каспазе-2 и каспазе-9, ко-

торые проводят сигналы апоптоза от митохондрий. Клет-
ки отмывали в PBS, доводили до концентрации 0,5×106 
клеток в 50 мкл, добавляли 20 мкл mAb, инкубировали 
при +4 °С 40 мин. Если антитела не были напрямую ме-
ченными флуоресцеинами, то в качестве вторых антител 
использовали изотип-специфические F(ab)2 фрагменты 
иммуноглобулинов (Ig), меченные флуоресцентными 
красителями. Клетки трижды отмывали, осадок фикси-
ровали в 4%-м параформальдегиде на PBS. 

Окрашенные клетки анализировали на проточном 
цитометре FACSCalibur (Becton Dickinson, США) по про-
грамме SimulSet. Первичный анализ клеток проводили 
при прямом и боковом просвечивании лазером в систе-
ме координат на каналах FSC-А/SSC-А (Forward Scate 
Cells & Side Scate Cells). В каждом образце анализирова-
лось 10 тысяч событий на гейт одной популяции клеток, 
который устанавливали автоматически по программе 
или по экспрессии соответствующего маркера. Интен-
сивность флуоресценции mAb, меченных FITC, опре-
деляли на канале FL1 при длине волны 530±5 нм, флуо-
ресценцию фикоэритрина (РЕ) измеряли на канале FL2 
(585±5 нм). Интенсивность флуоресценции приводили 
к внутреннему стандарту. В качестве негативного кон-
троля регистрировали флуоресценцию F(ab)2 фрагментов 
изотип-специфических Ig, меченных соответствующим 
красителем без первичных mAb. Далее анализировали ги-
стограмму, соответствующую распределению клеток на 
канале, по которой определяли процентное содержание 
антиген-положительных клеток и интенсивность флуо-
ресценции (mean) в условных единицах, отражающую от-
носительную плотность антигена на поверхности клетки 
или уровень включения флуоресцентной метки в клетку.

 Исследование проведено с использованием обо-
рудования ЦКП «Прикладная Генетика» МФТИ. (Со-
глашение № 075-15-2021-684).

 Статистическую обработку результатов проводи-
ли по программе БИОСТАТ, Сравнение между двумя 
группами выполняли по критерию Стьюдента, дан-
ные представлены как M±m. Для анализа групп с ма-
лой выборкой использовали метод непараметрического 
анализа Ньюмена-Кейлса, при котором статистически 
значимые различия между группами даны как p<0,05. 

Результаты исследования

В наших предыдущих работах мы показали, что про-
цент спонтанного апоптоза в клетках кожи, выделенных 
из операционного материала при лифтинге лица, наи-
более выражен в эпителиальных клетках кожи [14, 15]. 
Однако статистически значимо более высокий уровень 
апоптоза, индуцированного клеточно-проникающим 
С2-церамидом, указывает на активацию сигнальных 
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путей апоптоза во всех типах клеток кожи и подкож-
но-жировой ткани по завершении операции по коррек-
ции контуров лица [14]. То есть при этих обстоятель-
ствах мы имеем дело с эффектом ишемии/реперфузии 
(I/R). Известно, что при I/R обязательно задейство-
ваны митохондрии, в которых генерируется высокий 
уровень перекисей и свободных радикалов, что явля-
ется активатором сигнальных путей апоптоза, сопря-
женных с митохондриями [3]. В связи с этим в данной 
работе поставлена задача определения уровня экспрес-
сии сигнальных белков, ассоциированных с митохон-
дриальным типом апоптоза, в клетках кожи, выделен-
ных при операции лифтинга лица. В данном исследо-
вании контролем служили клетки, выделенные от того 
же пациента, но в самом начале операции, когда не бы-
ло эффекта ишемии тканей (см. раздел «Методика»). 

Данные по экспрессии сигнальных белков, ассо-
циированных с митохондриальным типом апоптоза, 
в клетках, выделенных из операционного материала 
при лифтинге лица, представлены в табл. 1. 

В нашем исследовании белок Bad не был изменен 
после операции лифтинга лица по сравнению с кон-
тролем (табл. 1). Это согласуется с работами, в кото-
рых показано, что в нормальных клетках кожи акти-
вация белка Bad не сопряжена с развитием апоптоза 
[7]. В связи с полученными данными мы далее не из-
учали белок Bad. 

Белок Bid, как и Bad, входит в группу “BH3 do-
main-only” семейства Bcl-2, ему принадлежит важная 
роль в проведении сигналов от рецепторов апоптоза, 

так как при расщеплении каспазой-8 он превращает-
ся в укороченный tBID, который при перемещении 
к митохондриям вызывает изменения белка Вах и от-
крытию пор во внешней мембране митохондрий [8]. 
В нашей работе экспрессия белка Bid значимо была 
повышена после завершения операции по изменению 
контуров лица, что указывает на вовлечение не толь-
ко митохондрий, но и рецепторов апоптоза в эффекте 
гибели клеток при I/R (табл. 1). 

Проапоптозные белки Bax и Bak взаимодействует 
с белками, образующими поры во внешней мембране 
митохондрий, что приводит к выходу в ЕСМ цитохро-
ма с и активации каспазы-9 [6]. В нашей работе пока-
зано статистически значимое повышение экспрессии 
белков Bax и Bak (табл. 1) в клетках, выделенных после 
операции лифтинга лица, что указывает на роль этих 
белков в гибели клеток кожи. 

Уровни экспрессии каспазы-2 и каспазы-9 значи-
мо были повышены (p<0,05) по сравнению с контроль-
ными показателями (табл. 1). Что касается белков 14-
3-3, то в проведении сигналов апоптоза принимают 
участие только некоторые формы из этого семейства, 
но антитела, которые мы использовали, показывают 
суммарный уровень всех белков 14-3-3 в клетке. Поэ-
тому вычленить те формы, которые имеют отношение 
к апоптозу, не представляется возможным. Тем не ме-
нее, общий уровень белка 14-3-3 был статистически 
значимо (p<0,05) повышен в клетках, подвергшихся 
ишемии / реперфузии, по сравнению с контрольны-
ми клетками (табл. 1). 

Таблица 1/ Table 1

Измерение экспрессии сигнальных белков апоптоза митохондрий в клетках кожи при ишемии / реперфузии при операции лифтин-
га лица (по данным проточной цитометрии)

Measuring the expression of mitochondrial apoptosis signaling proteins in skin cells during ischemia/reperfusion during facelift surgery  
(by flow cytometry)

Сигнальные белки 
Signaling proteins   

Контроль
(n = 124)
Control

Ишемия / реперфузия
(n = 124)

Ischemia / reperfusion
p< 0,05 #

Bad, mean* 59 ± 3 62 ± 4
Bid, mean 48 ± 4 72 ± 4 +
Bak, mean 121 ± 3 169 ± 5 +
Bax, mean 132 ± 4 176 ± 6 +
Bim, mean 72 ± 5 98 ± 4 +
14-3-3, mean 151 ± 6 196 ± 5 +
Каспаза-2 / Caspasa -2 mean 218 ± 5 278 ± 3 +
Каспаза-9 /  Caspasa -9 mean 232 ± 7 294 ± 4 +

Примечание. *mean – интенсивность флуоресценции (в условных единицах), 
# p<0,05 статистическая значимость по сравнению с контролем. 
Note. *mean - fluorescence intensity (in conventional units), 
# p<0.05 statistical significance compared to control.
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Чтобы определить активацию сигнальных путей 
апоптоза, ассоциированных с митохондриями, мы из-
мерили уровень экспрессии фосфорилированных (P) 
белков, для этого клетки, выделенные из операцион-
ного материала, окрашивали антителами к (P)-Bak, 
(P)-Bim, (P)-Bax. Вместо фосфорилированной формы 
(P)-Bid мы исследовали tBid, так как именно эта уко-

роченная форма участвует в передаче сигналов апоп-
тоза (табл. 2). Полученные данные указывают на повы-
шение активности сигналов апоптоза в клетках после 
ишемии по сравнению с контролем (p<0,05). 

Далее мы сравнили показатели экспрессии сиг-
нальных белков в зависимости от возраста пациенток 
(табл. 3). Во-первых, для всех исследованных белков 

Таблица 3/ Table 3

Измерение экспрессии сигнальных белков апоптоза митохондрий в клетках кожи при ишемии / реперфузии (I/R) при операции  
лифтинга лица в зависимости от возраста пациенток (по данным проточной цитометрии)

Measuring the expression of mitochondrial apoptosis signaling proteins in skin cells during ischemia/reperfusion (I/R) during facelift 
surgery depending on the age of the patients (according to flow cytometry)

Сигнальные белки 
Signaling proteins 

Группы пациенток / Patient groups

I. 32 – 40 лет / years (n = 24) II. 41 – 50 лет / 41 – 50 years  (n = 36) III. 41 – 64 года / 41 – 64 years n = 64

Контроль I/R Контроль I/R Контроль I/R

Bax, mean* 112 ± 5 156 ± 4# 119 ± 4 171 ± 5# 128 ± 4 192 ± 4#

Bak, mean 105 ± 3 144 ± 3# 111 ± 5 159 ± 4# 119 ± 7 180 ± 6#

Bid, mean 39 ± 2 64 ± 5# 43 ± 5 76 ± 3# 49 ± 4 82 ± 4#

Bim, mean 66 ± 5 94 ± 6# 70 ± 5 109 ± 5# 75 ± 5 115 ± 7#

14-3-3, mean 143 ± 2 187 ± 4# 149 ± 6 203 ± 5# 155 ± 4 217 ± 6#

Каспаза-2 /  
Caspasa-2, mean

204 ± 6 267 ± 5# 209 ± 5 279 ± 5# 223 ± 7 294 ± 5#

Каспаза-9 /  
Caspasa-9, mean

221 ± 4 275 ± 4# 229 ± 4 288 ± 4# 237 ± 5 299 ± 6#

Примечание. *mean – интенсивность флуоресценции (в условных единицах), 
# p<0,05  статистическая значимость  по сравнению с контролем. 
Note. *mean – fluorescence intensity (in conventional units), 
# p<0.05 statistical significance compared to control. 

Таблица 2/ Table 2 

Определение активации сигнальных путей апоптоза митохондрий в клетках кожи при ишемии / реперфузии при операции  
лифтинга лица (по данным проточной цитометрии)

Determination of mitochondrial apoptosis signaling pathway activation in skin cells during ischemia/reperfusion during facelift surgery  
(by flow cytometry)

Сигнальные белки 
Signaling proteins

Контроль
(n = 124)
Control

Ишемия / реперфузия
(n = 124)

 Ischemia / reperfusion
p< 0,05 #

** (P)-Bax, mean* 82 ± 3 112 ± 3 +

(P)-Bak, mean 97 ± 5 134 ± 4 +

(P)-Bim, mean 109 ± 2 141 ± 5 +

(P)-14-3-3, mean 173 ± 5 206 ± 4 +

tBid, mean 62 ± 3 135 ± 6 +

Примечание. *mean – интенсивность флуоресценции (в условных единицах), 
**(P) – фосфорилированные белки, 
# p<0,05 статистическая значимость по сравнению с контролем. 
Note. *mean – fluorescence intensity (in conventional units), 
**(P) – phosphorylated proteins, 
# p<0.05 statistical significance compared to control. 
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установлено значимое повышение показателей в клет-
ках, подвергшихся ишемии, по сравнению с контролем 
(p<0,05). При сравнении экспрессии сигнальных бел-
ков между группами разного возраста было показано, 
что для белков Вах и Bak не выявлено различий в кон-
трольных группах разного возраста, но статистически 
значимо повышена экспрессия в группе старше 50 лет 
по сравнению с пациентками до 40 лет (p<0,05) для 
клеток, подвергшихся I/R. Для белка Bim существен-
ных различий не обнаружено, для Bid выявлены ста-
тистически значимые различия для клеток после I/R 
у лиц старше 50 лет по сравнению с пациентками 
до 40 лет (p<0,05). Для суммарного пула белков 14-3-3 
установлены значимые различия (p<0,05) по экспрес-
сии в группе пациенток старше 50 лет по сравнению 
с группой моложе 40 лет. Экспрессия каспазы-2 и кас
пазы-9 также статистически значимо (p<0,05) была по-
вышена у лиц старше 50 лет по сравнению с лицами 
моложе 40 лет в клетках после ишемии/реперфузии. 

Некоторые гистограммы, соответствующие экс-
прессии сигнальных белков в лимфоцитах кожи при-
ведены для примера на рисунке. 

Заключение

В данной работе мы проанализировали уровни 
экспрессии белков Bad, Bak, Bax, Bim, Bid и его уко-

роченную форму tBid, а также суммарный пул бел-
ков 14-3-3 и каспаз-2 и -9 в клетках, выделенных 
из операционного материала при коррекции конту-
ров лица. Контролем служили клетки, которые бы-
ли изолированы из тканей в самом начале операции 
при отсутствии ишемии. За исключением белка Bad, 
все остальные сигнальные белки были существенно 
повышены в клетках после ишемии, связанной с на-
рушением кровотока во время операции. Это указы-
вает на наличие эффекта ишемии/реперфузии и со-
путствующем апоптозе в клетках, выделенных после 
завершения операции. Тип апоптоза установлен как 
митохондриальный, так как исследуемые белки про-
водят сигналы апоптоза, ассоциированные с мито-
хондриями. При сравнении уровней экспрессии из-
учаемых белков в клетках, изолированных от паци-
ентов разного возраста, установлено статистически 
значимое (p<0,05) отличие для возрастной группы 
старше 50 лет по сравнению с группой пациенток мо-
ложе 40 лет. Это говорит о необходимости проведе-
ния дополнительных терапевтических вмешательств 
перед операцией лифтинга лица для коррекции ми-
тохондриальных нарушений и связанных с ними не-
гативных последствий для клеток. Для этого можно 
использовать клеточные энергетики, что является 
предметом отдельной статьи. 

Примеры гистограмм, отражающие экспрессию сигнальных белков апоптоза в гейте лимфоцитов у пациенток разных возрастных групп (дан-
ные проточной цитометрии). 

Окрашенные пики (I) отражают уровень экспрессии соответствующего белка в клетках пациенток моложе 30 лет. (II) – экспрессия соответству-
ющего белка у лиц в возрасте 30 – 40 лет. (III) – экспрессия соответствующего белка у лиц в возрасте старше 50 лет.

Examples of histograms showing the expression of apoptosis signaling proteins in the lymphocyte gait in patients of different age groups (flow cytometry 
data). 

Stained peaks (I) reflect the expression level of the corresponding protein in the cells of patients younger than 30 years old. (II) – expression of the 
corresponding protein in individuals aged 30-40 years. (III) – expression of the corresponding protein in individuals aged over 50 years.
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Выводы

1. Эффект ишемии/реперфузии и связанная с ним 
активация апоптоза регистрируется в клетках, выде-
ленных из кожи и подкожно-жировой ткани по завер-
шении операции лифтинга лица. Экспрессия сигналь-
ных белков указывает на активацию митохондриаль-
ного типа апоптоза в этих клетках. 

2. Сравнение клеток, выделенных из операционно-
го материала пациенток разных возрастных групп ука-
зывает на статистически значимое (p<0,05) повышение 
уровней экспрессии сигнальных белков митохондри-
ального типа апоптоза в клетках пациенток в возрас-
те старше 50 лет по сравнению с пациентками моло-
же 40 лет, что указывает на более тяжелые последствия 
ишемии/реперфузии для лиц старшего возраста при 
операции лифтинга лица. 
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Введение. Пострезекционная печеночная недостаточность является наиболее серьезным осложнением обширных резек-
ций печени. Одним из направлений поиска диагностических и прогностических критериев тяжести печеночной недоста-
точности может стать исследование влияния обширной резекции печени на морфофункциональное состояние селезенки.
Цель исследования – оценка показателей полного электрического сопротивления селезенки в условиях обширной резек-
ции печени.
Методика. Исследование выполнено на 20 белых крысах  Вистар массой 180–230 г. Обширную резекцию печени (ОРП) 
моделировали путем удаления 70% органа. До операции, непосредственно сразу после ОРП, а также на 3-и и 14-е сут 
после нее выполняли инвазивную биоимпедансометрию печени и селезенки. Селезенка подвергалась гистологическому 
исследованию. 
Результаты. Сразу после обширной резекции печени показатели электрического импеданса  печени и селезенки стати-
стически значимо уменьшались на частоте 2 кГц по сравнению с исходными значениями. На 3-и сут после оперативного 
вмешательства электрический импеданс паренхимы печени на частоте измерения 2 кГц достигал максимальных за весь 
период наблюдения значений, при этом импеданс паренхимы селезенки не увеличивался по сравнению с показателем до 
проведения обширной резекции печени. На 14-е сут  наблюдения электрический импеданс паренхимы печени статисти-
чески значимо снижался относительно значений, полученных на 3-сут, и соответствовал показателям до обширной резек-
ции печени. Импеданс селезенки был статистически значимо меньше значений до операции. По данным гистологического 
исследования на 14-е сут после операции наблюдались признаки малокровия красной пульпы и обеднения белой пульпы. 
Заключение. В условиях изменения внутриорганного кровотока сразу после проведения обширной резекции печени 
регистрировалось снижение значений импеданса селезенки. На 14-е сут после операции наблюдалось снижение пока-
зателей импеданса селезенки на фоне малокровия красной пульпы и обеднения белой пульпы, по данным гистологиче-
ского исследования.

Ключевые слова: обширная резекция печени; морфофункциональный анализ селезенки; инвазивная 
биоимпедансометрия

Для цитирования: Леонов С.Д., Родин А.В., Панченков Д.Н. Биоимпедансный анализ селезенки после обширной резек-
ции печени в эксперименте. Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4): 115-121.
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.115-121

Участие авторов: концепция и дизайн исследования – Леонов С.Д., Панченков Д.Н.; сбор и обработка материала – Леонов С.Д., 
Родин А.В.; подготовка иллюстративного материала – Леонов С.Д., Родин А.В.; статистическая обработка материала – Леонов С.Д., 
Родин А.В.; написание текста – Леонов С.Д., Родин А.В.; редактирование – Панченков Д.Н., Леонов С.Д. Утверждение окончательного 
варианта статьи, ответственность за целостность всех частей статьи  – все соавторы. 
Для корреспонденции: Леонов Сергей Дмитриевич, e-mail: leonov-serg@yandex.ru
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 

Поступила 11.04.2022
Принята к печати 27.10.2022
Оубликована 15.12.2022



116

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.115-121

Оригинальная статья

Leonov S.D.1, Rodin A.V.2, Panchenkov D.N.3

Bioimpedance analysis of the spleen after experimental extended liver resection
1Skobelkin Science and Practice Center for Laser Medicine of the Federal Biomdical Agency, 
Studencheskaya St. 40, Moscow, 121165, Russian Federation; 

2Smolensk State Medical University, 
Krupskoy St. 28, Smolensk, 214019, Russian Federation;

3Evdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry, 
Delegatskaya St. 20, Bldg. 1, Moscow, 127473, Russian Federation 

Background. Post-resection liver failure is considered the most serious complication of extended liver resections. One of possi-
ble directions in the search for diagnostic and prognostic criteria of liver failure severity is studying the effect of extended liver 
resection on morphology and function of the spleen.
Aim. To evaluate parameters of full electrical resistance of the spleen following extended liver resection.
Materials and methods. The study was performed on 20 Wistar rats weighing 180–230 g. Extended liver resection was modeled 
by removing 70% of the organ. Prior to the surgery, immediately after the surgery, and on postoperative days 3 and 14, invasive 
bioimpedancemetry of the liver and spleen was performed.
Results. Following extended liver resection, biophysical parameters of the liver and spleen parenchyma were characterized by 
a significant decrease in the impedance at a frequency of 2 kHz compared to normal background values obtained immediately 
after the removal of a part of the liver. On the 3rd day after surgery, the liver parenchyma impedance at a measurement frequency 
of 2 kHz reached a maximum for the entire observation period while the spleen parenchyma impedance did not increase com-
pared to the respective values before extensive liver resection. On the 14th day of follow-up, the liver parenchyma impedance 
was significantly decreased compared to the values obtained on the 3rd day and corresponded to the preoperative values. The 
spleen impedance was significantly lower than the preoperative values. Histological study performed on the 14th postoperative 
day showed signs of depletion of the red and white pulp.
Conclusions. The decrease in the spleen impedance observed immediately after extended liver resection was associated with 
intensified parenchymal blood flow. The decrease in the spleen impedance observed on the 14th day was associated with deple-
tion of the red and white pulp as shown by histological examination. 
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Введение

Обширная резекция печени (ОРП) является «зо-
лотым стандартом» в лечении пациентов с первичны-
ми или метастатическими опухолями печени, однако 
ее выполнение сопровождается риском развития пе-
ченочной недостаточности. При этом пострезекци-
онная печеночная недостаточность считается наибо-

лее серьезным осложнением обширных резекций пе-
чени, которое формирует основную долю летальных 
исходов после операции [1, 2], поэтому в хирургиче-
ской гепатологии крайне важна клиническая оценка 
функциональной активности оставшейся после резек-
ции части печени [3, 4]. 

Изучение патогенетических аспектов развития пе-
ченочной недостаточности после ОРП – важнейшая 
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задача, решение которой позволит разработать новые 
методы инструментальной диагностики пострезекци-
онных осложнений и расширит критерии для прогно-
за исхода оперативного вмешательства. Одним из на-
правлений поиска диагностических и прогностических 
критериев тяжести печеночной недостаточности мо-
жет стать исследование влияния ОРП на морфофунк-
циональное состояние селезенки. Причем, потенци-
ально перспективным методом морфофункциональ-
ной оценки селезенки является измерение полного 
электрического сопротивления органа, или биоимпе-
дансометрия (БИМ), которая показала высокую ди-
агностическую ценность при различных патологиче-
ских процессах [5–7].

В исследовании G. Petrovai и соавторы показано, 
что у пациентов после гепатэктомии через 1 мес по-
сле оперативного вмешательства наблюдалась гипер-
трофия селезенки, степень выраженности которой 
напрямую зависела от объема резекции. Чем больше 
объем резекции печени, тем более выражена гипер-
трофия селезенки [8]. Эти данные подтверждает ра-
бота N. Hai Nam и соавторов, которые наблюдали ги-
пертрофию селезенки через 3 года после обширной ре-
зекции печени [9]. 

Показано, что увеличение объема селезенки по-
сле 6 мес  химиотерапии у пациентов с метастазами 
колоректального рака является независимым предик-
тором основных послеоперационных осложнений по-
сле обширной резекцией печени [10]. Все эти данные 
подтверждают влияние обширной резекции печени на 
состояние селезенки. 

Цель исследования – оценка показателя полного 
электрического сопротивления селезенки в условиях 
обширной резекции печени.

Методика

Исследование выполнено на 20 крысах  Вистар 
массой 180–230 г. возрастом от 6 до 12 месяцев. Жи-
вотных содержали в условиях, соответствующих нор-
мативам ГОСТа «Содержание экспериментальных жи-
вотных в питомниках НИИ». При выполнении экс-
периментов выполнялись требования национального 
руководства и руководства учреждения, где поводи-
лась научно-исследовательская работа, по содержа-
нию и использованию лабораторных животных, в со-
ответствии с «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных».

Обширную резекцию печени осуществляли под 
эфирным наркозом. Производили срединную лапа-
ротомию, извлекали правую долю печени и проводи-
ли биоимпедансометрию (БИМ) печени, затем в рану 

выводили селезенку и также измеряли электрический 
импеданс биполярными электродами с ограничителем. 
Далее выполняли резекцию печени для чего последо-
вательно перевязывали срединную и левую боковую 
доли печени с последующим отсечением. 

После ОРП повторно измеряли импеданс правой 
доли печени и селезенки. Достигали гемостаз и уши-
вали послеоперационную рану. На 3-и и 14-е сут по-
сле операции производили релапаротомию с последу-
ющей БИМ паренхимы печени и селезенки. Селезенку 
подвергали гистологическому исследованию.

Импедансометрию производили инвазивным ме-
тодом с помощью оригинального устройства для изме-
рения электрического импеданса биологических тка-
ней BIM-II (патент РФ 2366360, патент РФ 2318435). 
В случае нашего исследования, выбор инвазивной тех-
нологии связан с перспективой именно интраопераци-
онного применения данного метода в хирургической 
гепатологии. Также инвазивную биоимпедансоме-
трию можно проводить параллельно с тонкоиголь-
ной биопсией печени и селезенки до и после прове-
дения оперативного вмешательства. Электроды вво-
дили в ткань на всю толщину, так чтобы их активные 
части находились в паренхиме. Измерения осущест-
вляли в 3 различных зонах на частотах 2 кГц и 20 кГц 
с последующим расчетом на каждой частоте средних 
значений импеданса. Также были рассчитаны коэф-
фициенты дисперсии электрического импеданса (D), 
как отношение величины электрического импедан-
са, измеренного на низкой частоте (Zнч), к величи-
не электрического импеданса, измеренного на высо-
кой частоте (Zвч). 

Для более наглядной иллюстрации изменений 
электрического импеданса паренхимы печени отно-
сительно показателей селезенки производили расчет 
печеночно-селезеночного индекса (ПСИ), который 
вычисляли, как отношение электрического импедан-
са паренхимы печени к электрическому импедансу па-
ренхимы селезенки у одного и того же животного в со-
ответствующий период наблюдения, в пределах одной 
частот. В настоящее время активно разрабатываются 
и внедряются в клиническую практику приборы, по-
зволяющие неинвазивно определять, параметры элек-
трического импеданса биологических тканей [11]. 

Статистический анализ полученных результатов 
проводили с помощью методов вариационной ста-
тистики, используя непараметрические критерии 
(критерии Манна-Уитни и Колмогорова-Смирнова). 
Для оценки статистической значимости использова-
лась общепринятая в медицине величина р<0,05, при 
которой различия признавались  значимыми.
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Результаты и обсуждение

 Электрический импеданс печени и селезенки 
представлен в табл. 1. Как видно из данных таблицы 
электрический импеданс селезенки перед ОРП ста-
тистически значимо не отличался от показателей ин-
тактной   печени.

Сразу после обширной резекции печени исследу-
емый показатель в обоих органах статистически зна-
чимо уменьшался (p<0,05) на частоте 2 кГц по сравне-
нию с исходными значениями (табл.1).

На 3-и сут после оперативного вмешательства 
электрический импеданс паренхимы печени на часто-
те измерения 2 кГц достигал максимальных значений 
за весь период наблюдения, при этом импеданс парен-
химы селезенки не увеличивался по сравнению с пока-
зателем непосредственно после ОРП . Электрический 
импеданс паренхимы печени при этом был статисти-
чески значимо выше импеданса селезенки. Регистра-
ция максимальных показателей электрического импе-
данса печени, вероятно, связана с развитием жировой 
дистрофии печени после ОРП [11]. 

На 14-е сут наблюдения электрический импеданс 
паренхимы печени статистически значимо снижался  
относительно значений на 3-и сут, и соответствовал по-
казателям до ОРП. Импеданс селезенки  был статисти-
чески значимо меньше значений до ОРП. На протяже-
нии всего периода наблюдения показатели БИМ были 
максимально информативны на частоте 2 кГц (табл. 1).

При обширной резекции печени в процессе опе-
ративного вмешательства производилось значительное 
удаление паренхимы, что возможно приводило к крат-
ковременному изменению гемодинамики в бассейне 
чревного ствола в направлении усиления интенсив-
ности кровотока. Этим можно объяснить уменьшение 
показателей электрического импеданса печени и се-
лезенки в первые минуты после ОРП. При сравнении 
значений электрического импеданса печени и селе-
зенки сразу после ОРП статистически значимых раз-
личий выявлено не было, что говорит об однотипных 
патофизиологических процессах в этих органах. Пред-
положения об изменении гемодинамики косвенно 
подтверждает работа Mellert F. и соавт., где было экс-
периментально доказано снижение электрического 
импеданса при реперфузии ишемизированного орга-
на [12]. А в работе Venugopal D. и соавт. четко показа-
на зависимость электрического импеданса от артери-
ального давления. Чем оно выше, тем ниже импеданс 
исследуемой ткани [13].

Показатели печеночно-селезеночного индекса 
в процессе наблюдения у экспериментальных живот-
ных на частоте 20 кГц находились в пределах едини-
цы с небольшими статистически незначимыми откло-
нениями. 

На частоте измерения электрического импеданса 
равной 2 кГц на 3-сут фиксировалось статистически 
значимое повышение медианы ПСИ до 1,32 связан-
ное с увеличением абсолютных значений импеданса 

Таблица 1/Table 1

Электрический импеданс паренхимы печени и селезенки у экспериментальных животных

Electrical impedance of liver parenchyma and spleen in experimental rats

Срок наблюдения /  
Observation period n

Электрический импеданс, кОм, Ме (min; max) / Electrical impedance, kΩ, Ме (min; max)

Печень / Liver Селезенка / Spleen

2 кГц / 2 kHz 20 кГц / 20 kHz 2 кГц / 2 kHz 20 кГц / 20 kHz

До ОРП / Before ELR 14 2,48
(2,16; 3,30)

1,43
(1,13; 2,0)

2,42
(1,75; 2,82)

1,55
(1,29; 1,88)

Непосредственно после ОРП / 
Just after ELR

14 2,04*
(1,22; 2,67)

1,36
(0,7; 1,78)

2,1*
(1,79; 2,51)

1,42
(1,22; 1,78)

3-и сутки после ОРП /
3 days after ELR

12 2,88*′^
(1,96; 3,84)

1,32
(1,21; 2,05)

2,12*^
(1,63; 2,61)

1,37
(1,1; 1,78)

14-е сутки после ОРП /  
14 days after ELR

7 2,5
(1,81; 2,85)

1,3
(1,11; 1,76)

2,15*
(1,94; 2,99)

1,41
(1,18; 1,78)

Примечание / Note. * –  p<0,05 по сравнению с показателями до ОРП в пределах одной частоты
* – p<0,05 in comparison with indices before ELR on the same frequency
′ – p<0,05 по сравнению с показателями непосредственно после ОРП в пределах одной частоты
′ –  p<0,05 in comparison with indices just after ELR on the same frequency
^ – p<0,05 между показателями печени и селезенки в пределах одного срока наблюдения и частоты измерения
^ – p<0,05 between impedance values of the liver and spleen on the same frequency and observation period
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паренхимы печени крыс, относительно показателей 
полного электрического сопротивления ткани селе-
зенки (табл. 2).

При анализе печеночного коэффициента диспер-
сии D2кГц/20кГц (табл. 3) наблюдалось статистически зна-
чимое его увеличение на 3-и сут эксперимента отно-
сительно показателей до резекции  и непосредствен-
но после резекции.

Величина коэффициента D зависит от строения 
и функционального состояния биологической тка-
ни. Причем, чем он выше, тем интенсивнее обмен ве-
ществ в исследуемом органе [14]. По-видимому, по-
вышение коэффициента дисперсии D2кГц/20кГц печени 
после ОРП на 3-и сут эксперимента связано с актив-

ным процессом ее внутриклеточной регенерации, что 
сопровождалось интенсивным обменом веществ и по-
вышенной функциональной активностью гепатоцитов.

Коэффициент дисперсии D2кГц/20кГц, селезенки ста-
тистически значимо не изменялся на всем протяже-
нии эксперимента. Коэффициент дисперсии паренхи-
мы печени при сравнении с показателями селезенки 
находился на более высоком уровне на 3-и сут наблю-
дения, что подтверждается общеизвестными данны-
ми о повышенной функциональной нагрузке печени 
по сравнению с селезенкой. 

Морфологические изменения в селезенке были 
наиболее выражены на 14-е сут после ОРП. Во многих 
наблюдениях рисунок органа был стерт за счет обилия 

Таблица 2/Table 2

Печеночно-селезеночный индекс электрического импеданса экспериментальных животных

Hepato-splenic electrical impedance index in experimental rats

Срок наблюдения /  
Observation period n

Печеночно-селезеночный индекс, Ме (min; max) /  
Hepato-splenic electrical impedance index, Ме (min; max)

2 кГц / 2 kHz 20 кГц / 20 kHz

До ОРП /
Before ELR 15 1,02

(0,81; 1,28)
0,95

(0,65; 1,4)

Непосредственно после ОРП /
Just after ELR 13 1,01

(0,82; 1,2)
0,92

(0,8; 1,33)

3-и сутки после ОРП /
3 days after ELR 12 1,32*

(1,11; 1,58)
1,06

(0,69; 1,45)

14-е сутки после ОРП /
14 days after ELR 7 1,17

(0,73; 1,38)
0,91

(0,77; 1,25)

Примечание. * – p<0,05 по сравнению с данными до ОРП, непосредственно после ОРП и на 14 сутки в пределах одной частоты.
Note. * – p<0,05 in comparison with indices before ELR, just after ELR and on the 14 day after ELR on the same frequency.

Таблица 3/Table 3

Таблица 3. Коэффициент дисперсии электрического импеданса печени и селезенки экспериментальных животных

Table 3. Dispersion coefficient of the electrical impedance of the liver and spleen of experimental rats

Срок наблюдения /  
Observation period n

Коэффициент дисперсии электрического импеданса, Ме (min; max) /  
Dispersion coefficient of the electrical impedance, Ме (min; max)

Печень / Liver Селезенка / Spleen

До ОРП /
Before ELR 15 1,76

(1,42; 2,03)
1,52

(1,27; 1,89)

Непосредственно после ОРП /
Just after ELR 13 1,5

(1,39; 1,81)
1,51

(1,13; 1,84)

3-и сутки после ОРП /
3 days after ELR 12 1,96*′

(1,58; 2,46)
1,54′

(1,28; 1,78)

14 -e сутки после ОРП /
14 days after ELR 7 1,77

(1,62; 2,14)
1,54

(1,36; 1,82)

Прмечание / Note. * – p<0,05 по сравнению с показателями до и после ОРП в пределах одной частоты.
* – p<0,05 in comparison with indices before and after ELR on the same frequency.
′ –  p<0,05 между показателями печени и селезенки в пределах одного срока наблюдения.
′ – p<0,05 between impedance values of the liver and spleen on the same frequency and observation period.
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гемопоэтических клеток, минимизации фракции эри-
троцитов в красной пульпе и скудности элементов бе-
лой пульпы. Синусы красной пульпы в основном были 
заполнены крупными макрофагами и клетками грану-
лоцитарного ряда. Эритроцитов, лимфоцитов и плаз-
моцитов наблюдалось относительно мало.

В ряде наблюдений красная пульпа состояла из си-
нусоидных капилляров с небольшим количеством эри-
троцитов и селезеночных тяжей (тяжей Бильрота) со-
держащих преимущественно макрофаги, лимфоци-
ты, плазмоциты. 

Белая пульпа в большинстве случаев была пред-
ставлена единичными мелкими лимфоидными узел-
ками, в которых практически отсутствовали светлые 
центры и были слабо выражены периартериальная, 
мантийная и маргинальные зоны. Периартериальные 
лимфатические влагалища содержали небольшое ко-
личество лимфоцитов. В ряде наблюдений белая пуль-
па была относительно сохранна с часто расположенны-
ми лимфатическими узелками. В синусах и пульпарных 
тяжах красной пульпы преобладали макрофаги. Обра-
щало на себя внимание заметное количество крупных 
многоядерных клеток типа мегакариоцитов и наличие 
синусового гистиоцитоза. 

Заключение

 В условиях моделирования экспериментальной 
обширной резекции печени показатели электриче-
ского импеданса селезенки были максимально ин-
формативны на частоте 2 кГц. Величина показателей 
биоимпедансометрии селезенки зависела от морфо-
логической структуры и функции органа. В услови-
ях изменения внутриорганного кровотока, что про-
исходит сразу после проведения обширной резек-
ции печени, регистрировалось снижение значений 
импеданса. На 14-е сут после операции сохранялись 
пониженные показатели импеданса на фоне мало-
кровия красной пульпы и обеднения белой пульпы, 
по данным гистологического исследования. Инва-
зивный интраоперационный биоимпедансный ана-
лиз может найти свое дальнейшее применение при 
открытых и лапароскопических вмешательствах на 
печени, так как при этом можно обеспечить надеж-
ный гемостаз. Не стоит исключать и возможность 
применения инвазивной биоимпедансометрии в хо-
де тонкоигольной пункционной биопсии печени 
и селезенки.

Исследование электрического импеданса пече-
ни и селезенки в условии обширной резекции печени 
в перспективе может позволить разработать дополни-
тельные прогностические критерии тяжести постре-

зекционной печеночной недостаточности и оценки 
функционального резерва печени.
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Особенности кинетики мочевины в организме  
при хроническом воспалительном поражении печени 

ТОГБУЗ «Тамбовская ЦРБ», 392524, Россия, 
Тамбовская обл., Тамбовский р-н, с. Покрово-Пригородное, ул Полевая, д 4;
ФГБОУ ВО «Воронежский государственный медицинский университет им. Н.Н. Бурденко», 
39400, Воронеж, ул. Студенческая, д. 1

Введение. Участие эндогенного антиоксиданта мочевины в регуляции многих физиологических процессов и биохими-
ческих реакций объясняет научный и практический интерес изучения её кинетики в больном организма, особенно при 
нарушении мочевинсинтетической функции печени. Цель работы – изучение кинетики мочевины в организме при хрони-
ческом воспалительном поражении печени. 
Методика. Опыты выполнены на 96 белых крысах (самках) массой 180-220 г. Хроническое воспалительное поражение 
печени вызывали подкожным введением 50% раствора тетрахлорметана (ССl4) на оливковом масле 0,1 мл/100 г массы 
тела, через день, 65 сут с двумя двухнедельными перерывами между 6-й и 7-й, 13-й и 14-й инъекциями. Исследования про-
водили в последние сутки введения гепатотоксина, на 3-и, 7-е и 14-е сут после его отмены. Объектами исследования слу-
жили: щитовидная железа, лёгкие, сердце, печень, желудок, двенадцатиперстная кишка, толстая кишка, селезёнка и почки 
а также биологические жидкости: кровь (аорта, v. Femoralis, v. hepatica, v. porta, v. renalis), желчь и моча. Содержание моче-
вины определяли диацетилмоноксимовым методом. В гомогенате и цитозольной фракции печени исследовали активность 
аргиназы по скорости образования мочевины. 
Результаты. При хроническом ССl4-гепатите нарушается образование мочевины гепатоцитами в результате снижения актив-
ности в них аргиназы, которая не восстанавливается к 14-м сут после отмены CCl4. Это сопровождается снижением концен-
трации мочевины в поражённой печени, на фоне увеличения её содержания в протекающей через неё крови. Последнее 
связано с активацией «портальных», «лёгочных», «почечных» и «висцеральных» механизмов, направленных на увеличение 
концентрации мочевины в артериальной крови, крови v. porta и v. renalis. В результате содержание мочевины в артериаль-
ной крови животных с хроническим CCl4-гепатитом, несмотря на нарушение мочевинсинтетической функции гепатоцитов, 
превышает норму. Одновременно изменяется кинетика мочевины как в самом организме, так и в отдельных его органах. 
Заключение. Стремление организма предотвратить снижение концентрации мочевины в крови при нарушении мочевин-
синтетической функции печени, вызванной длительным действием CCl4, указывает на важную роль мочевины в саноген-
ных реакциях, которые запускаются в организме при хроническом ССl4-гепатите.
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The kinetics of urea in the body in chronic inflammatory liver disease
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The participation of the endogenous antioxidant, urea, in the regulation of many physiological processes and biochemical reac-
tions explains the scientific and practical interest in studying its kinetics during illness, especially when the urea-producing func-
tion of the liver is disturbed. The aim of this work was to study the kinetics of urea in chronic inflammatory liver damage. 
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Methods. Experiments were performed on 96 white female rats weighing 180-220 g. Chronic inflammatory liver disease was 
induced by subcutaneous administration of a 50% CCl4 solution in olive oil, 0.1 ml/100 g body weight, every other day, for 65 
days with two two-week breaks between the 6th and 7th, 13th and 14th injections to reduce mortality. The material was collected 
for study on the 65th day (the last day) of CCl4 administration and on the 3rd, 7th, and 14th days after stopping CCl4. The following 
materials were studied: tissues of visceral organs (thyroid gland, lungs, heart, liver, stomach, duodenum, colon, spleen, kidneys); 
biological fluids: blood (aorta and femoral, hepatic, portal, and renal veins), bile, and urine. The urea content was determined by 
the diacetyl monoxime method. The activity of arginase in the homogenate and the cytosolic fraction of the liver were evaluated 
by the urea formation rate. 
Results. In chronic CCl4 hepatitis, the formation of urea by hepatocytes was disrupted as a result of a decrease in their arginase 
activity, which did not recover by the 14th day after stopping CCl4 withdrawal. This was accompanied by a decrease in the concen-
tration of urea in the affected liver and an increase in its content in the blood flowing through the liver. This was due to the acti-
vation of portal, pulmonary, renal, and visceral mechanisms aimed at increasing the concentration of urea in arterial blood and in 
portal and renal venous blood. As a result, the urea content in the arterial blood of rats with chronic CCl4 hepatitis was elevated, 
despite the disruption of the urea-synthetic function of hepatocytes. At the same time, the kinetics of urea changed in both the 
whole body and in individual organs. 
Conclusion. The ability of the body to prevent a decrease in the concentration of blood urea during disruption of the urea-pro-
ducing function of the liver, as caused by the prolonged action of CCl4, indicates the important role of urea in sanogenic reactions 
that are triggered during chronic CCl4-hepatitis.
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Введение

 Экспериментальными исследованиями установ-
лено, что нарушение мочевинсинтетической функции 
гепатоцитов при резекции печени [1], вызывая сниже-
ние концентрации мочевины в крови печёночных вен, 
не приводит к аналогичным изменениям содержания 
метаболита в артериальной крови [2]. Это достигает-
ся, благодаря запуску ряда механизмов, направлен-
ных на компенсацию нарушения мочевинсинтетиче-
ской функции гепатоцитов [3]. Однако возникает во-
прос, являются ли выявленные изменения кинетики 
мочевины в оперированном организме специфически-
ми, или они наблюдаются при других патологических 
состояниях, затрагивающих образование мочевины 
в печени. Интерес к этому продиктован полифункци-
ональностью данного эндогенного метаболита, кото-
рый является не только эндогенным антиоксидантом 
[4], но может выступать в роли регулятора активно-
сти ферментов [5], гепарина [6], а также стабилизато-

ра лизосомальных мембран в условиях патологии [7]. 
Всё это имеет важное значение при диффузном пора-
жении печени, которое сопровождается истощением 
антиоксидантной системы гепатоцитов на фоне акти-
вации перекисного окисления липидов [8].

Цель исследования – изучение в эксперименте ки-
нетики мочевины в организме при хроническом вос-
палительном поражении печени, вызванном длитель-
ным введением тетрахлорметана.

Методика

 Исследования проводились в лаборатории кафе-
дры нормальной физиологии (зав.- проф. В.Н. Яков-
лев) Воронежской государственной медицинской ака-
демии им. Н.Н. Бурденко на 96 беспородных белых 
крысах (самки) массой 180-220 г. Хронический ге-
патит воспроизводили по методике Д.С. Саркисова 
и Л.С. Рубецкого [9] подкожным введением 50% рас-
твора тетрахлорметана (CCl4) на оливковом масле  
(0,1 мл/100г массы тела). Инъекции в течение 65 сут 
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делали через сутки с двумя двухнедельными перерыва-
ми (для снижения летальности) между 6-й – 7-й и 13-
й – 14-й инъекциями. Работа с экспериментальными 
животными проводились в соответствии с регламен-
том декларации ЕС от 22 сентября 2010 г. об использо-
вании лабораторных животных в научных целях. Ис-
следование одобрено Этической комиссией Воронеж-
ского государственного медицинского университета. 
Выведение животных из опыта осуществляли декапи-
тацией на фоне этаминалового наркоза (40 мг этами-
нала-натрия/кг массы тела). 

Животные были разделены на 5 серий опытов. 1 се-
рия – интактные животные (норма); 2 серия- живот-
ные, исследованные на 65-е (последние) сутки введе-
ния CCl4 (конец затравки); 3-я, 4-я и 5-я серии – жи-
вотные с хроническим CCl4-гепатитом, исследованные, 
соответственно, на 3-и, 7-е и 14-е сут отмены CCl4. 
Объектами исследования служили: щитовидная же-
леза, лёгкие, сердце, левая и средняя доли печени, се-
лезёнка, желудок, двенадцатиперстная кишка (ДПК), 
толстая кишка, почки, артериальная кровь (аорта), ве-
нозная кровь (v. porta, v. hepatica, v. renalis, v. femoralis), 
желчь и моча. Забор крови осуществляли у наркоти-
зированных животных предварительно гепаринизиро-
ванными инсулиновыми шприцами в следующей по-
следовательности: v. femoralis- v. hepatica- v. Porta – v. 
renalis- aorta. Кровь v. hepatica получали из междолево-
го печёночного синуса по разработанной нами мето-
дике [10]. В дальнейшем рассчитывали артерио-вено-
зную разницу по мочевине между артериальной кро-
вью и кровью бедренной вены (fАВРм), печёночных 
вен (hАВРм), кровью почечной вены (rАВРм). Рассчи-
тывали артерио-портальную разницу (АПРм) – меж-
ду артериальной кровью и кровью v. porta и порто-ве-
нозную разницу (ПВРм) – между кровью v. porta и v. 
hepatica. После забора крови из сосудов производили 
перфузию органов охлаждённым 0,145М раствором 
КСl. Животных декапитировали под этаминаловым 
наркозом (40 мг этаминала-Na/кг массы). Отмытые 
от крови органы извлекали, замораживали в жидком 
азоте и растирали в порошок, который использова-
ли для приготовления 10% гомогената в 60% растворе 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Гомогенат экстра-
гировали на холоду в течение 30 мин, центрифугиро-
вали при 900 g в течение 10 мин. Для получения мочи, 
животного помещали на 2-4 ч в клетку-пенал, а в про-
бирки, предназначенные для этой цели, предваритель-
но вносили 0,1 мл 60% раствора ТХУ для подавления 
уреазной активности мочи. Пробу мочи для определе-
ния мочевины разводили в 100 раз, что учитывали при 
расчёте полученного показателя. Содержание свобод-

ной мочевины в крови, тканях, желчи и моче опреде-
ляли диацетилмоноксимовым методом [11] с исполь-
зованием набора реактивов фирмы «ЛАХЕМА». В тка-
ни содержание мочевины выражали в ммоль/кг сырой 
ткани, в биологических жидкостях (кровь, желчь, мо-
ча) – в ммоль/л. Для определения активности аргина-
зы в гепатоцитах (гомогенат и цитозольная фракция), 
проводилась ретроградная перфузия печени охлаж-
денным 0,145 М раствором КСl. Цитозольная фрак-
ция гепатоцитов выделялась методом дифференциаль-
ного центрифугирования [12]. Активность аргиназы 
определяли по количеству отщепляющейся мочеви-
ны [13] и выражали в нмоль/мг белка/с. Содержание 
белка в гомогенате и цитозольной фракции определя-
ли по методу Лоури [14]. 

Статистический анализ проводился с помощью 
персонального компьютера с использованием про-
грамм «Staistica 5.5» и «Microsoft Exel XP». Результаты 
обработаны статистически с учётом t-критерия Стью-
дента и применением коэффициента Ньюмана–Кей-
лса для множественных сравнений [15]. Различия в се-
риях опытов считали значимыми при р<0,05.

Результаты 

 Как видно из табл. 1, у здоровых крыс концен-
трация мочевины в крови v. hepatica превышала ана-
логичный показатель в крови артерии и v. porta, соот-
ветственно, на 25% и 58%. Поэтому величины hАВРм 
и ПВРм становились отрицательными. Это указыва-
ет на инкрецию у здоровых крыс мочевины из пече-
ни в кровоток. В желчи холедоха (табл. 1) концентра-
ция мочевины значимо не отличалась от аналогично-
го показателя в крови v. porta, но была значимо ниже, 
чем в артериальной крови и крови v. hepatica, соответ-
ственно, на 19% и 35%. Полученные результаты позво-
ляют предположить, что в крови v. hepatica здоровых 
крыс пул мочевины, синтезированный гепатоцитами 
в цикле Кребса-Хенселяйта преобладает над пулом мо-
чевины, поступившей к печени с артериальной и пор-
тальной кровью. При этом основным «поставщиком» 
мочевины в печень является портальная кровь, на что 
указывает значимая отрицательная корреляция (r=-
0,84; p<0,05), выявленная у здоровых крыс, между со-
держанием мочевины в желчи и стенке двенадцатипер-
стной кишки (ДПК), где обнаружена активность арги-
назы [16]. Между тем, по сравнению с артериальной 
кровью, содержание мочевины в крови v. porta у здо-
ровых крыс было снижено на 21% (p<0,05). В резуль-
тате АПРм имела положительную величину, указывая 
на секрецию «артериальной» мочевины в просвет же-
лудочно-кишечного тракта.
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 Как видно из табл. 1, у здоровых животных содер-
жание мочевины в артериальной крови на 23% превы-
шало аналогичный показатель в крови v. renalis, делая 
положительной величину rАВРм. Концентрация мо-
чевины в моче в 10 раз превышала аналогичный по-
казатель в артериальной крови (табл. 1). У здоровых 
крыс выявлена положительная корреляция (r=0,88; 
p<0,05) между содержанием мочевины в артериаль-
ной крови и почечной ткани и отрицательная корре-
ляция (r=-0,82; p<0,05) между содержанием мочеви-
ны в ткани почек и стенке ДПК. Последнее указывает 
на определённую связь мочевинвыделительной функ-
цией почек и образования мочевины в данном отде-
ле тонкого кишечника. Статистически значимых раз-
личий между содержанием мочевины в артериальной 
крови и крови v.femoralis у здоровых животных не об-
наружено (табл. 1).

Как видно из табл. 2, у здоровых крыс отсутству-
ет значимое различие между концентрациями моче-
вины в ткани лёгких, сердца и исследуемыми долями 
печени; в стенке толстой кишки её содержание было 

значимо ниже аналогичного показателя в стенках же-
лудка и ДПК, соответственно, на 20% и 18%. Содер-
жание мочевины в селезёнке, где обнаружена аргиназа 
[17], значимо не отличалось от аналогичного показате-
ля исследуемых органов желудочно-кишечного трак-
та (табл. 2), но выявлена положительная корреляция 
(r=0,82; p<0,05) между её концентрациями в селезён-
ке и стенке толстой кишки. Минимальная концентра-
ция мочевины обнаружена в ткани щитовидной желе-
зы, максимальная в почечной ткани (табл. 2).

Как показали исследования, на 65-е сутки раз-
вития хронического ССl4-гепатита (конец затравки) 
активность гАЗ в ЛДП и СДП снижалась, соответ-
ственно, на 34% и 37% (рис. А), а цАЗ, соответственно, 
на 37% и 58% (рис. Б); концентрация мочевины в ЛДП 
и СДП снижалась, соответственно, на 41% и 37%  
(табл. 2). Это указывает на торможение образования 
мочевины в гепатоцитах. Несмотря на это, содержа-
ние мочевины в крови v. hepatica превышало норму 
на 50% (табл. 1). Как показал анализ полученных ре-
зультатов, это достигается следующими механизма-

Таблица 1/Table 1

Содержание мочевины (ммоль/л) в биологических жидкостях при  хроническом CCl4- гепатите (M± m)

Urea content (mmol/l) in biological fluids in chronic CCl4- hepatitis (M± m)

Объект исследования
The object of the study

Норма norm
 n=10

Конец затравки
End of seed

n=10

Сутки после отмены CCl4
Days after cancellation of CCl4

3-и
n=10

7-е
n=10

14-е
n=10

Arterial blood 3,40 ± 0,12 7,11 ±0,31* 6,17 ± 0,31* 4,17 ±0,18*▲ 5,40 ± 0,22*▲

Blood v. hep. 4,25 ± 0,30 6,38± 0,33* 5,63 ± 0,24* 3,81 ±0,12▲ 5,31± 0,46*

Blood v. porta 2,70 ± 0,11 7,41±0,39* 5,33 ±0,44*▲ 4,49 ±0,19*▲ 6,07 ± 0,31*▲

Blood v. ren. 2,63 ± 0,19 7,86 ±0,35* 6,42 ±0,23*▲ 3,94 ±0,11*▲ 6,05 ± 0,19*▲

Blood v. fem. 3,51 ± 0,15 6,15 ±0,21* 7,05 ± 0,19* 4,17 ±0,18*▲ 5,45 ± 0,22*▲

Bile 2,78±0,10 5,19 ±0,29* 4,16 ±0,26*▲ 3,82 ±0,25*▲ 3,39 ± 0,51▲

Urine 28,6 ± 4,12 48,6 ± 4,38* 56,4±5,4* 46,4± 3,18* 40,0±3,15*

fАВРm нд 0,96 ± 0,33 -0,82 ±0,31  нд (nr) нд (nr)

hАВРm -0,83 ± 0,11 0,82 ±0,11 нд (nr) нд (nr) нд (nr)

ПВРm -1,22 ± 0,38 1,5 ±0,25 нд (nr) 0,68 ± 0,09 1,21 ± 0,27 

АПРm 0,74 ± 0,14 нд (nr) нд (nr) нд (nr) -0,90 ± 0,09

rАВРm 0,77±0,08 -0,75±0,11 нд (nr) нд (nr) -1,32 ± 0,37

Примечание. *p<0,05 значимость различий по сравнению  с нормой; ▲p<0,05 –  по сравнению  с концом затравки. fАВРм, hАВР и rАВРм – 
соответственно бедренная, печёночная и почечная артерио-венозные разницы по мочевине, ПВРм – порто-венозная разница по мочеви-
не, АПРм – артерио-портальная разница по мочевине, нд – различия  статистически не значимы, n – число животных по сериям опытов. 
Note.*(p<0.05) significance of differences compared to the norm; *(p<0.05) the reliability of differences compared to the end of the seed. fAVDm, hA-
VD and rAVRm- respectively femoral, hepatic and renal arterio-venous differences in urea, PVDm- porto-venous difference in urea, APDm – arte-
rio-portal difference in urea, nr –  differences are not statistically significantthe, n – number of animals by series of experiments.
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ми. Во-первых, за счёт увеличения поступления к пе-
чени «портальной» мочевины, на что указывает уве-
личение её концентрации в крови v. porta на 174%. 
Во-вторых, за счёт увеличения поступления к печени 
мочевины с артериальной кровью, где она превышала 
норму на 118% (табл. 2). В пользу этого говорят поло-
жительные корреляции между концентрацией моче-
вины в крови v. hepatica и аналогичным показателем 
в крови v. porta (r=0,72; p<0,05) и артериальной кро-
ви (r=0,94; p<0,05), обнаруженные на 65-е сут разви-
тия ССl4-гепатита.

 В свою очередь, формирование в конце затрав-
ки положительных hАВРм и ПВРм (табл. 1), указы-
вает на ретенцию в поражённой печени мочевины, 
поступающей как с артериальной, так и портальной 
кровью. Однако, этого оказалось недостаточно для 
нормализации содержания мочевины в исследуемых 
долях печени на 65-е сут введения CCl4. На наш взгляд 
здесь несколько причин. Во-первых, нарушения печё-
ночного кровотока [18], что создаёт условия для вну-
трипечёночного шунтирования крови. Во-вторых, 
переход мочевины из свободного в связанное с бел-
ками и липопротеидами состояние. Данный фено-
мен является одним из механизмов адаптации клет-
ки к действию повреждающего фактора [7]. В-тре-

тьих, активацией на 65-е сут развития хронического 
CCl4-гепатита печёночно-кишечной циркуляции мо-
чевины, за счёт сброса части «артериальной» мочеви-
ны в желчные капилляры. Не случайно, увеличение 
на 65-е сут введения ССl4 концентрация мочевины 
в желчи на 87% по сравнению с нормой, сопровожда-
лось снижением её на 30% по сравнению с кровью v. 
porta (табл. 1). 

Увеличение содержания мочевины в артериальной 
крови на 65-е сут развития хронического CCl4-гепатита 
служило одной из причин увеличения её концентра-
ции в стенках желудка, ДПК и толстой кишки, соот-
ветственно, 65%, 47% и 84% по сравнению с нормой  
(табл. 2). На это указывает, выявленная в конце затрав-
ки, положительная корреляция между концентрацией 
мочевины в артериальной крови и аналогичным пока-
зателем в стенках желудка (r=0,91; p<0,05) и толстой 
кишки (r=0,72; p<0,05). А положительная корреляция 
между содержанием мочевины в стенке ДПК с анало-
гичным показателем в стенках желудка (r=0,94; p<0,05) 
и толстой кишки (r=0,79; p<0,05), указывает на син-
хронность накопления мочевины в тканях этих орга-
нов в условиях её повышенного поступления к ним 
с артериальной кровью. С другой стороны, несоот-
ветствие прироста содержания мочевины в стенках 

Таблица 2/Table 2

Содержание мочевины (ммоль/кг сырой ткани) в висцеральных органах при хроническом тетрахлорметановом гепатите (M± m)

Urea content (mmol/kg raw tissue) in visceral organs in chronic tetrachloromethane hepatitis (M± m)

Объект исследования
The object of the study

Норма norm
 n=10

Конец затравки
End of seed

n=10

Сутки после отмены CCl4
Days after cancellation CCl4

3-и
n=10

7-е
n=10

14-е
n=10

Thyroid
gland

2,79 ± 0,15 4,01 ±0,22* 4,65 ± 0,39* 5,40 ±0,19*▲ 5,46 ± 0,28*▲

Lungs 2,91 ± 0,20 5,72 ± 0,4* 5,47 ± 0,34* 6,34 ± 0,35* 6,07 ± 0,46*

Heart 3,47 ± 0,1 5,30±0,31* 5,79 ± 0,46* 4.87 ± 0,15* 6,20 ± 0,48*

LLL (ЛДП) 4,83 ± 0,14 2,86 ±0,14* 3,86 ±0,21*▲ 3,30 ± 0,18* 3,41 ± 0,19*

MLL (СДП) 4,64 ± 0,16 2,94 ±0,14* 3,46 ± 0,29* 3,31 ± 0,23* 3,56 ± 0,22*

Stomach 3,7 ± 0,26 5,06 ±0,23* 5,76 ± 0,34* 4,63 ± 0,18* 6,01 ± 0,43*

Duodenum 3,68 ±0,19 5,42 ±0,35* 5,94 ± 0,4* 5,13 ±0,14* 6,58 ± 0,42*

The colon 3,03 ± 0,20 5,57 ±0,35* 6,28 ± 0,51* 3,90 ± 0,16▲ 6,32 ± 0,42*

Spleen 3,31±0,16 3,96 ±0,23 5,19 ±0,37*▲ 2,95 ± 0,08 5,93 ± 0,51*▲

Kidney 14,2 ±1,01 9,79 ±0,59* 13,4 ± 0,47▲ 12,0 ± 0,36▲ 14,0 ± 1,36▲

Примечание. ЛДП-левая доля печени, СДП – средняя доля печени, *(p<0,05) значимость различий по сравнению  с нормой; ▲(p<0,05) – 
по сравнению  с концом затравки, n- число животных по сериям опытов.
Note. LLL-the left lobe of the liver, MLL- the middle lobe of the liver, *p<0.05 the reliability of differences compared with the norm; (p<0.05) the re-
liability of differences compared with the end of the seed, n – number of animals by series of experiments.
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желудка и толстой кишки по сравнению со стенкой 
ДПК, в конце затравки, позволяет говорить о послед-
ней как «главном» поставщике мочевины в порталь-
ный кровоток. Не случайно, на 65-е сут введения CCl4 
выявлена положительная (r=0,79; p<0,05) корреляция 

между содержанием мочевины в стенке ДПК и в кро-
ви v. hepatica.

Повышение содержания мочевины в артериаль-
ной крови на 65-е сут развития хронического ССl4-ге-
патита (табл. 1) не вызывало значимого изменения её 

Рисунок. Активность аргиназы в гомогенате (гАЗ) и цитозольной (цАЗ) фракции гепатоцитов левой (А) и средней (Б) долей печени крыс при хро-
ническом CCl4-гепатите. КЗ-конец затравки, *p<0,05 – значимость различий по сравнению с нормой. В скобках число животных по сериям опытов

Figure. Arginase activity in the homogenate (hAS) and cytosolic (cAS) fractions of hepatocytes of the left (A) and middle (B) lobes of the rat liver in chron-
ic CCl4 hepatitis. ES-end of seed, *p<0.05 – the reliability of differences compared to the norm. Number of animals by series of experiments in parentheses.

А

Б
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концентрации в селезёнке (табл. 2). Но при этом об-
наружена положительная корреляция содержания мо-
чевины в спленоцитах с аналогичным показателем 
в крови v. porta (r=0,77; p<0,05) и v. hepatica (r=0,75; 
p<0,05). Можно предположить, что в конце затрав-
ки ССl4 поглощение спленоцитами мочевины из ар-
териальной крови сопровождается повышенным об-
разованием данного метаболита селезёночными ма-
крофагами с дальнейшей его инкрецией в портальный 
кровоток. Тем более, установлена стимуляция их арги-
назной активности при поражении печени [17]. Нель-
зя исключить, что данный процесс сопряжён с нако-
плением мочевины в стенке толстой кишки, на что 
может указывать положительная корреляция (r=0,98; 
p<0,05) между содержанием мочевины в этих органах, 
выявленная в данный период.

Обнаружение на 65-е сут развития хронического 
ССl4-гепатита положительной корреляции между со-
держанием мочевины в почечной ткани и аналогичным 
показателем в крови v. hepatica (r=0,74; p<0,05) и арте-
риальной крови (r=0,82; p<0,05) сопровождалось сни-
жением на 31% концентрации мочевины в почечной 
ткани (табл. 2) и увеличением на 198% концентрации 
мочевины в крови v.renalis с формированием отрица-
тельной rАПРм (табл. 1). Причиной этого следует рас-
сматривать гипоперфузию коркового слоя почек в ре-
зультате вазоконстрикции приносящих артериол, кото-
рое имеет место при хроническом поражении печени. 
В результате происходит «сброс» части непрофиль-
тровавшейся артериальной крови через внутрипочеч-
ные артерио-венозные шунты в центральный кровоток 
[20]. В свою очередь, увеличение концентрации моче-
вины в протекающей через почки крови будет приво-
дить к уменьшению, характерного для нормы, гради-
ента мочевины между первичной мочой и почечным 
интерстицием. Как следствие, будет снижаться реаб-
сорбция мочевины в почечных канальцах. Это объ-
ясняет, обнаруженное нами на 65-е сут развития хро-
нического CCl4- гепатита повышение на 70% концен-
трации мочевины в моче. А появление в этот период 
положительной корреляции (r=0,89; p<0,05) между 
концентрациями мочевины в почках и в ткани желуд-
ка указывает на вовлечение последнего в механизмы 
регуляции кинетики мочевины в организме.

Как видно из табл. 2, на 65-е сут развития хрониче-
ского ССl4-гепатита прирост концентрации мочевины 
в тканях щитовидной железы и сердца составил, соот-
ветственно, 45% и 53%, что было в 2 раза меньше ана-
логичных изменений в артериальной крови (табл. 1). 
Такое несоответствие может быть объяснено только 
переходом «артериальной» мочевины в указанных ор-

ганах в связанное (с белками и липопротеидами) состо-
яние. Что касается лёгких, то к концу затравки прирост 
содержания мочевины в них составил 97% (табл. 2), 
тогда как в крови v.hepatica и v.femoralis , впадающих, 
как известно, в нижнюю полую вену, доставляющую 
кровь к лёгким, соответственно, 50% и 75% (табл. 1). 
Поскольку в лёгких обнаружена аргиназа [16], то мож-
но предположить стимуляцию в этот период исследо-
вания образования мочевины лёгочными макрофагами 
с её дальнейшей инкрецией в кровоток и поступлением 
«лёгочной» мочевины в том числе и в тироциты. На это 
указывает положительная корреляция (r=0,82; p<0,05) 
между содержанием мочевины в лёгких и щитовидной 
железе, выявленная на 65-е сут развития ССl4-гепати-
та. В свою очередь, увеличение концентрации мочеви-
ны в артериальной крови на 65-е сут детерминирова-
ло её увеличение в крови v. femoralis, однако появление 
в этот период наблюдений положительной fАВРм (та-
бл. 1) указывает на частичную ретенцию «артериаль-
ной» мочевины в мышечной ткани.

Прекращение введения гепатотоксина не приво-
дило к нормализации как активности гАЗ и цАЗ в ис-
следуемых долях печени (рисунок), так и содержания 
в них мочевины (табл. 2) к 14-м сут восстановительно-
го периода. Это свидетельствует о стойком нарушении 
мочевинсинтетической функции гепатоцитов при хро-
ническом ССl4-гепатите. В крови v.hepatica содержание 
мочевины значимо снижалось до нормы по сравнению 
с концом затравки только на 7-е сут, тогда как на 3-и 
и 14-е сут после отмены CCl4 превышали норму, со-
ответственно, на 32% и 25% (табл. 1). Между тем, со-
держание мочевины в артериальной крови на 3-и, 7-е 
и 14-е сут после отмены CCl4 превышало норму, со-
ответственно, на 81%, 23% и 59%, но при этом hАВ-
Рм из положительной в конце затравки, становилась 
не значимой, оставаясь таковой в течение 14 сут после 
отмены CCl4 (табл. 1). Сохранение на 3-и сут после от-
мены ССl4 положительной корреляции (r=0,81; p<0,05) 
между содержанием мочевины в артериальной крови 
и крови v. hepatica указывает на значимую роль «арте-
риальной» мочевины в стабилизации содержания мо-
чевины в крови v. hepatica в ранние сроки после отмены 
гепатотоксина при сохранении нарушения мочевин-
синтетической функции гепатоцитов. В крови v.porta 
содержание мочевины в указанные выше сроки пре-
восходило норму, соответственно, на 97%, 66% и 124%, 
при этом ПВРм, не будучи значимой на 3-и сут, сно-
ва становилась положительной на 7-е, увеличиваясь 
на 14-е сут после отмены CCl4 (табл. 1). Это указывает 
на усиление к этому сроку ретенции в печени мочеви-
ны, поступающей с кровью v. porta (табл. 1). Однако, 
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этого было недостаточно для нормализации содержа-
ния данного метаболита в исследуемых долях пече-
ни после отмены гепатотоксина (табл.2). Отмена ССl4 
приводила к снижению до нормы к 14-м сут восстано-
вительного периода концентрации мочевины в желчи. 
Нельзя исключить, что снижение к этому сроку посту-
пления желчи в желчные капилляры направлено на со-
хранение её повышенного содержания в оттекающей 
от печени крови на фоне сохранения нарушения мо-
чивинсинтетической функции гепатоцитов. 

Как видно из табл. 1, отмена гепатотоксина при-
водила к формированию на 14-е сут после отмены 
ССl4 отрицательной АПРм, которая сопровождалась 
появлением положительной корреляции между кон-
центрацией мочевины в артериальной крови и кро-
ви v. porta (r=0,83; p<0,05). По сравнению с нормой, 
на 3-и, 7-е и 14-е сут после отмены ССl4 концентра-
ция мочевины оставалась повышенной в желудке, со-
ответственно, на 56%, 25% и 62%; в ДПК – соответ-
ственно, на 61%, 39% 79% (табл. 2). На 3-и и 14-е сут 
после отмены CCl4 концентрация мочевины превы-
шала норму в стенке толстой кишки, соответствен-
но, на 107% и 109%; в селезёнке, соответственно, 
на 56% и 79% (табл. 2). При этом на 7-е сут исследо-
вания появлялась положительная корреляция между 
содержанием мочевины в стенке желудка и аналогич-
ным показателем в артериальной крови (r=0,87; p<0,05) 
и крови v. porta (r=0,79; p<0,05). Последняя сохраня-
лась к 14-м сут после отмены CCl4 (r=0,85; p<0,05), ког-
да появлялась положительная корреляция между со-
держанием мочевины в стенке ДПК и стенке желудка 
(r=0,79; p<0,05). На 7-е сут после отмены CCl4 выяв-
лена положительная корреляция между содержанием 
мочевины в стенке толстой кишки и желчи (r=0,85; 
p<0,05). На 14-е сут восстанавливалась характерная 
для нормы положительная корреляция между содер-
жанием мочевины в стенке толстой кишки и селезён-
ке (r=0,81; p<0,05) и появлялась положительная корре-
ляция между содержанием мочевины в артериальной 
крови и ткани селезёнки (r=0,78; p<0,05). 

Анализ полученных, результатов позволяет гово-
рить о том, что после отмены гепатотоксина одним 
из «поставщиков» мочевины в портальный кровоток 
является толстый кишечник, вероятно за счёт сниже-
ния поступления в его просвет «артериальной» моче-
вины. При этом сохраняется повышенное образова-
ние мочевины в стенке тонкого кишечника, где обна-
ружен полный набор ферментов орнитинового цикла 
[19], с инкрецией в портальный кровоток. Неслучай-
но, после отмены CCl4, имеет место несоответствие 
прироста содержания мочевины в стенке ДПК с ана-

логичными изменения её концентрации в стенках же-
лудка, толстой кишки (табл. 2) и в артериальной крови 
(табл. 1). Несоответствие прироста содержания моче-
вины в ткани селезёнки по сравнению с артериальной 
кровью на 14-е сут после отмены токсина указывает на 
вовлечение данного органа в насыщение крови ворот-
ной вены мочевиной.

Как видно из табл. 2, на 3-и, 7-е и 14-е сут после 
отмены CCl4, содержание мочевины превышало норму 
в лёгких соответственно, 89%, 119% и 109%; в сердеч-
ной мышце, соответственно, на 55%, 40% и 77% (та-
бл. 2). Сопоставление указанных показателей с дина-
микой прироста содержания мочевины в артериаль-
ной крови после отмены токсина (табл. 1) позволяет 
говорить о сохранении повышенного образования мо-
чевины в лёгких и сердце в течение 14 сут после от-
мены гепатотоксина. На это, в частности, указыва-
ет положительная корреляция (r=0,85; p<0,05) между 
содержанием мочевины в лёгочной ткани и артериаль-
ной крови, выявленная на 14-е сут восстановительно-
го периода.

Как видно из табл. 2, содержание мочеви-
ны в ткани щитовидной железы превышало норму 
на 3-и, 7-е и 14-е сут после отмены CCl4 , соответствен-
но, на 67%, 94% и 96%; (табл. 2). При этом сопоставле-
ние прироста содержания мочевины в ткани щитовид-
ной железы и артериальной крови, позволяет говорить 
о накоплении «артериальной» мочевины тироцитами 
на 7-е и 14-е сут восстановительного периода. В свою 
очередь, отрицательные корреляции между содержани-
ем мочевины в щитовидной железе с аналогичным по-
казателем в почечной ткани (r=-0,90; p<0,05) и в кро-
ви v.hepatica (r=-0,94;p<0,05), выявленные на 7-е сутки 
после отмены CCl4 позволяют говорить о формирова-
нии определённой связи накопления мочевины тиро-
цитами в указанный период наблюдений с её посту-
плением в кровь из печени и почек больных животных.

Прекращение воздействия гепатотоксина на крыс 
нормализовало концентрацию мочевины в почечной 
ткани, которая не изменялась к 14-м сут восстанови-
тельного периода (табл. 2). Между тем, в крови v.rena-
lis она значимо снижалась относительно конца затрав-
ки, но оставалась выше нормы на 3-и,7-е и 14- сут по-
сле отмены CCl4, соответственно, на 144%, 50% и 130%  
(табл. 1). В результате rАВРм на 3-и и 7-е сут была ста-
тистически не значимой, а на 14-е сутки после отме-
ны CCl4 снова становилась отрицательной величиной  
(табл. 1). При этом на 3-и сут восстанавливалась, ха-
рактерная для нормы, положительная корреляция меж-
ду содержанием мочевины в артериальной крови и кро-
ви v. renalis (r=0,83; p<0,05), на 7-е сут после отмены 
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CCl4 появлялись отрицательная корреляционная зави-
симость между содержанием мочевины в крови v.rena-
lis и в ткани толстой кишки (r=-0,82; p<0,05), а также 
положительная корреляция между содержанием мо-
чевины в крови v. renalis и v. hepatica (r=0,81; p<0,05), 
которая сохранялась (r=0,75; p<0,05) на 14-е сут вос-
становительного периода. В этот срок выявлена поло-
жительная корреляция между содержанием мочеви-
ны в почечной ткани и стенке толстой кишки (r=0,93; 
p<0,05) и между содержанием мочевины в крови v.re-
nalis и желчи (r=0,90; p<0,05). В моче содержание мо-
чевины, существенно не отличаясь от конца затравки, 
превышало норму на 3-и, 7-е и 14-е сут после отмены 
CCl4 соответственно, на 97%, 62% и 40% (табл. 1). Со-
поставление полученных результатов показывает, что 
прекращение ведения CCl4, приводит к постепенному 
снижению повышенной экскреции мочевины с мочой. 
Однако полной нормализации не происходит. Во-пер-
вых, из-за повышенного поступления мочевины с арте-
риальной кровью (табл. 1). Во-вторых, увеличения се-
креции в почечные канальцы мочевины, образованной 
в их клетках при участи почечной аргиназы [16]. На это 
указывает несоответствие динамики прироста содер-
жания мочевины в протекающей через почки крови, её 
содержанию в почечной ткани и моче. При этом следу-
ет признать и сохранение к 14-м сут восстановительно-
го периода внутрипочечного шунтирования артериаль-
ной крови, наблюдаемого при хронических гепатитах 
[20], что создает условия для формирования отрица-
тельной rАВР на 14-е сут после отмены CCl4.

Как видно из табл. 1, на 3-и, 7-е и 14-е сут после 
отмены ССl4 концентрация мочевины крови v.femoralis 
превышала норму, соответственно, на 97%, 20% и 55%. 
При этом на 3-и сут после отмены ССl4 ретенция «арте-
риальной» мочевины в мышечной ткани, обнаружен-
ная в конце затравки, сменялась повышенной инкре-
цией мочевины из неё обратно в кровоток, что приво-
дило к формированию отрицательной fАВРм (табл. 1). 
К 7-м сут восстановительного периода данный процесс 
прекращался и fАВРм становилась недостоверной, как 
в норме (табл. 1).

Таким образом, стойкое нарушение образования 
мочевины в гепатоцитах при хроническом воспали-
тельном поражении печени не приводит к развитию 
дефицита мочевины в крови. Наоборот её концентра-
ция возрастает и сохраняется повышенной на протя-
жение 14 сут восстановительного периода. В основе 
данного биологического феномена лежит активация 
внепечёночных механизмов, направленных на ком-
пенсацию нарушения образования мочевины в гепато-
цитах. Условно их можно разделить на «портальные», 

«лёгочные», «почечные» и «висцеральные». Порталь-
ные механизмы компенсации связаны с увеличением 
содержания мочевины в крови воротной вены, кото-
рое достигается избирательным снижением секреции 
«артериальной» мочевины в просвет органов желудоч-
но-кишечного тракта, увеличением образования моче-
вины в стенке тонкого кишечника с дальнейшей ин-
крецией в портальный кровоток, а также активацией 
печёночно-кишечного кругооборота мочевины. Лёгоч-
ные механизмы компенсации заключаются в актива-
ции образования мочевины в лёгочной ткани с даль-
нейшей её инкрецией в оттекающую от лёгких кровь. 
Почечные механизмы компенсации характеризуют-
ся увеличением содержания мочевины в оттекающей 
от почек крови, которое может достигаться как увели-
чением реабсорбции мочевины в почках, так и инкре-
цией в кровоток мочевины, образованной клетками 
почечных канальцев. При этом повышенное выделе-
ние мочевины с мочой сохраняется. Висцеральные ме-
ханизмы компенсации обусловлены избирательными 
изменениями проницаемости для мочевины гистоге-
матического барьера органов и тканей. При этом воз-
можны как ретенционная задержка мочевины в тка-
ни, так и изменение её диффузии в клетки из крови, 
равно как переход из свободного в связанное состоя-
ние и наоборот.

 Стремление организма предотвратить снижение 
концентрации мочевины в крови при нарушении мо-
чевинсинтетической функции печени, вызванной дли-
тельным действием CCl4, указывает на важную роль 
мочевины в саногенных реакциях, которые запускают-
ся в организме при хроническом ССl4-гепатите.
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Влияние лимфостимулирующего пептида на динамику 
летальности при экспериментальном инфаркте миокарда
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Актуальность проблемы определяется сохранением высокой смертности  и инвалидизации населения страны и  за рубе-
жом от сердечно-сосудистых заболеваний, среди которых инфаркт миокарда (ИМ) занимает первое место.
Цель – оценка влияния лимфостимулирующего пептида на динамику летальности при экспериментальном инфаркте  
миокарда. 
Методика. Экспериментально изучали роль в патогенезе ИМ активации лимфотока в микрососудах с помощью лимфости-
муляторов прямого действия  пептидной природы. Эксперименты выполнены на 44 белых беспородных крысах самцах, 
наркотизированных внутримышечным введением 8% раствора хлоралгидрата (0,6 г/кг массы). Моделировали ИМ мето-
дом Селье в модификации Когана. Опиоидный пептид   (структурная формула Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Glu) вводили живот-
ным внутрибрюшинно за 15 мин до и через 15 мин после моделирования ИМ. Лимфостимулирующую активность пептида 
изучали на кровеносных и лимфатических микрососудах брыжейки тонкой кишки крысы. В работе использовали фото-
съемку,  осуществляли морфологическое исследование макро- и микропрепаратов сердца. 
Результаты. Использование лимфостимулирующего пептида с лечебной целью снижала летальность животных на 18% 
по сравнению с контролем.
Заключение. Положительный лечебный эффект пептида Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Glu на выживаемость животных при ИМ 
позволяет рассматривать лимфатическую систему как резерв нашего организма, направленный на  восстановление кро-
вообращения.
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The effect of lymphostimulating peptide on the dynamics of mortality in experimental myocardial 
infarction

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

The relevance of this issue is determined by steadily high mortality and disability of the population in Russia and worldwide due 
to cardiovascular diseases, among which myocardial infarction (MI) is on the first place among the causes of death. Aim. To eval-
uate the effect of direct-action peptide-type lymph-stimulators on the mortality from MI. 
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Methods. The study was performed on 44 mongrel white male rats anesthetized with 8% chloral hydrate, i.v. MI was modeled by 
the Selye method in the Kogan modification. The opioid peptide was administered to animals intraperitoneally 15 minutes before 
and 15 minutes after the simulation. The lymph-stimulating activity of the peptide was studied on mesenterial blood and lymphatic 
microvessels of the rat small intestine. Morphological examination of macro- and micro-preparations of the heart was performed. 
Results. The therapeutic use of the lymph-stimulating peptide reduced the mortality of animals by 18% compared with the control.
Conclusion. The beneficial effect of the peptide Tyr-D-Ala-eeeGly-Phe-Leu-Glu on the MI mortality suggests that the lymph system 
can be considered as a reserve designed for the recovery of circulation.
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Введение

Актуальность проблемы определяется сохранени-
ем высокой смертности  и инвалидизации населения 
страны и  за рубежом от сердечно-сосудистых заболе-
ваний  (1-е место  в ряду других причин смертности), 
среди которых инфаркт миокарда занимает первое ме-
сто. Несмотря на  многочисленные лекарственные пре-
параты, применяемые при ИМ, самой высокой эффек-
тивностью остается хирургическое лечение (аортоко-
ронарное шунтирование, транслюминальная балонная 
ангиопластика и др. методы). 

После открытия в 1975 г первых опиоидных 
пептидов (энкефалины) в мозге млекопитающих [1, 2]  
и человека было обнаружено лимфостимулирующее 
действие лейэнкефалина на лимфатические микро-
сосуды (ЛМ) брыжейки тонкой кишки крысы [3]. 
В дальнейшем было доказано наличие опиоидергиче-
ской регуляции лимфатической микроциркуляции [4] 
и появилась возможность использования регуляции 
активности ЛМ в эксперименте. Лейэнкефалин и его 
тирозинсодержащие аналоги, агонисты дельта-опиат-
ных рецепторов (ОР) активировали сократительную 
активность стенки и клапанов ЛМ, увеличивали ско-
рость лимфотока на 300%, а универсальный блокатор 
ОР – налоксон блокировал последующий лимфости-
мулирующий эффект лейэнкефалина. В дальнейшем 

была показана высокая эффективность стимуляции 
лимфотока при различных видах патологии, сопрово-
ждающихся ишемией, воспалением1, при ультрафи-
олетовом воспалении кожи [5]), остром отеке легких 
[6], а также при операциях на кишечнике [7], . Во всех 
случаях активация лимфотока и сократительной ак-
тивности (СА) стенки и клапанов ЛМ сопровожда-
лась восстановлением микрогемоциркуляции, мор-
фо-функционального состояния тканей, увеличени-
ем или 100% выживаемостью животных.

Поскольку сердце имеет 3 густые сети лимфати-
ческих сосудов: снаружи – под эпикардом, изнутри – 
под эндокардом и в миокарде представляло интерес 
использование активации лимфотока с лечебной це-
лью при ИМ. Богатая лимфатическая система серд-
ца с хорошо развитой системой анастомозов подска-
зывает важность этой структуры в жизнедеятельности 
миокарда. Однако, после открытия первых опиоид-
ных пептидов в лаборатории синтеза пептидов ВКНЦ 
АМН СССР, руководимой профессором М.И. Тито-
вым и позже канд. химич. наук Ж.Д. Беспаловой ста-
ло возможным исследование этих пептидов в экспе-
риментальной медицине. 

Цель работы – экспериментальное изучение ро-
ли активации лимфотока с помощью лимфостиму-
лирующих пептидов прямого действия при инфар-
кте миокарда

1Хугаева В.К. «Опиоидергическая регуляция микролимфоциркуляции в норме и при ишемии». Автореферат диссертации докт. мед. наук. 1993; 
М., 48 с.
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Методика 

Эксперименты выполнены на 44 беспородных кры-
сах–самцах различного возраста, массой 200 – 300 г. 
Все работы проводились в соответствии с регламен-
том декларации   ЕС от 22 сентября 2010 г. об исполь-
зовании лабораторных животных в научных целях. Ис-
следование одобрено Этической комиссией института.  
Животных наркотизировали внутримышечным введе-
нием 8% раствора хлоралгидрата (из расчета 0,6 г/кг),  

разведенного в 0,9 % растворе NaCl. Моделирование 
ИМ осуществляли методом Селье в модификации Ко-
гана [8]. ИМ у животных воспроизводили путем пере-
вязки ветви левой коронарной артерии (рис. 1).

В качестве антисептиков перед и после операции 
обрабатывали кожу 96% спиртом и 5% раствором йода. 
У наркотизированного животного в грудной клетке (пе-
редняя стенка левая сторона в 4-5 межреберье) после 
освобождения межреберья от мышц и фасций делали 
разрез, через который выводили наружу сердце. Под ле-
вым ушком предсердия перевязывали ветвь левой коро-
нарной артерии и быстро возвращали сердце в грудную 
полость. Вся манипуляция продолжалась 20 с. Разрез ко-
жи зашивали, перед последним швом в рану вводили ан-
тибиотик цефазолин. Тестирование опиоидных пепти-
дов на способность активировать лимфоток и СА ЛМ 
проводили на брыжейке тонкой кишки крысы по обще-
принятой методике [9].  Наиболее активный из иссле-
дованных пептидов использовали при ИМ. Опиоидный 
пептид агонист дельта опиатных рецепторов вводил-
ся животным в дозе 40.0 мкг/кг внутрибрюшинно в 1.0 
мл 0.9% раствора хлорида натрия за 15 мин до модели-
рования ИМ (режим профилактики) или через 15 мин 
после моделирования ИМ (режим лечения).

В работе использовали фотосъемку макро- и ми-
кропрепаратов и  гистологические методы изучения 
сердца. (рис. 2)

Результаты и обсуждение

В условиях биомикроскопии исследовали целую 
группу пептидов аналогов лейэнкефалина и даларгина 
агонистов дельта ОР, содержащих тирозин, поскольку, 
аминокислота тирозин обладает слабым, но длитель-

Рис. 1. Ветви левой коронарной артерии после инъекции раствора 
красителя.

Fig. 1. Branches of the left coronary artery after injection of a dye solution.

Рис. 2. Левый  желудочек  сердца крысы.  Слева – контроль, справа – светлая зона инфаркта миокарда.

Fig. 2. Left ventricle of the rat heart.  Left – control, right – light myocardial infarction zone.
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ным лимфостимулирующим действием (30-60 мин). 
Наиболее активным лимфостимулятором был пептид 
со структурной формулой Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Glu. 
В таблице 1 представлены данные по влиянию пепти-
да на моторику стенки и клапанов лимфатических ми-
крососудов,  ткани брыжейки тонкой кишки крысы. 
Скорость лимфотока увеличивалась до максималь-
ного значения, которое характеризовалось непрерыв-
ностью с кратковременными паузами, не превыша-
ющими 1 с. Используемый пептид выделялся среди 
изученных наиболее интенсивным влиянием на лим-
фоток, хотя частота сокращения его могла быть мень-
ше по сравнению с другими пептидами.

В таблице 2 представлены  данные по летальности 
и выживаемости животных в динамике ИМ (во время 
операции, после операции в течение 1 ч, 1 сут, 30 сут). 
В качестве контроля использовали животных с ИМ, 
который моделировали без стимуляции лимфотока.

При ИМ во время операции и в течение 1-го ч по-
сле операции наблюдалась одинаковая летальность 
животных. Животные, прожившие 1 сут  и 30 сут , как 
правило, выживали,  дальнейшее наблюдение за ни-
ми в течение 2-3 мес не сопровождалось их гибелью. 

Использование пептида  перед  операцией (профи-
лактический эффект) способствовало увеличению ле-
тальности животных как во время операции, так и в те-
чение 1-го часа после операции. Дальнейшее течение 
было аналогично контрольному. В этой группе отме-
чалась минимальная выживаемость животных.

В третьей группе животных пептид использовали 
после оперции (лечебный эффект), при этом отмечалась 
минимальная летальность во время операции и в тече-
ние 1 ч после операции. Общая летальность во все пе-
риоды наблюдения также была минимальной, соот-
ветственно имела место максимальная выживаемость.

Необходимо отметить, что летальность во время 
операции и в течение 1-го ч наблюдалась во всех груп-

пах. В последующем ни одно животное не погибало, 
т.е. все 44 животных подчинялись этой динамике ле-
тальности. Анализ подобной реакции позволяет сде-
лать вывод о критическом времени, которым являет-
ся 1-й ч после операции.

Возникает вопрос о причине отрицательного вли-
яния на выживаемость при  профилактическом вве-
дении пептида. Необходимо учитывать следующие 
факторы: 

1) Опиоидные пептиды эффективны только при 
экстремальных состояниях и при однократном приме-
нении. Использование опиоидных пептидов в контроле 
или при средней степени тяжести патологии бывает ма-
ло эффективно или, напротив, вызывает повреждение 
более значительное, по сравнению с контролем.  При-
мером может служить работа, в которой введение пепти-
да при ишемии мозга разной степени тяжести (легкая, 
средней тяжести или тяжелая по величине снижения ар-
териального давления) давало положительный эффект 
у животных  только при тяжелой степени ишемии мозга. 
При ишемии легкой формы, из которой животное вы-
ходило самостоятельно без лечения, наблюдались слу-
чаи летального исхода под влиянием пептида. У живот-
ных с патологией средней тяжести животные хотя и по-
гибали, но в меньшей степени [10]. 

2) В нашем эксперименте пептид вводился после 
погружения животного в состояние наркоза, который 
продолжался до 1 ч , а вводился    пептид за 15 мин 
до операции. Эффективность пептидов зависит от со-
четания с другими веществами, в данном случае с при-
меняемым снотворным препаратом. Оба средства дей-
ствуют на одни и те же ОР, что изменяет активность 
этих препаратов. Проиходится нагрузка на одни и те 
же ОР: вначале снотворного препарата, потом пепти-
да. В другой нашей работе было показано значительное 
увеличение (в 10 раз!) продолжительности сна после 
приема нембутала при предварительном за 1 сут вве-

Таблица 1/ Table 1 

Влияние пептида на моторику стенки и клапанов лимфатических микрососудов, расположенных около жировой ткани брыжейки 
тонкой кишки крысы

The effect of the peptide on the motility of the wall and valves of lymphatic microvessels located near the adipose tissue of the mesentery of 
the rat small intestine

Объект исследования Кол-во животных,
( ед)

Латентный период,
(мин)

Макс. частота сокращения  
за 1 мин

Длительность периода  
сокращения, (мин)

Стенка ЛМ 10 0,1±0,01    * 10 ±1,24* 29,0±6,68*

Клапан ЛМ 10 0,13±0,01 9,0±1,12 23,0±0,55

Примечание. * – р<0,05.
Note. * – р<0,05. 
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дении опиоидного пептида  [11]. Одновременное вве-
дение пептида с нембуталом пролонгировало длитель-
ность сна с каждым повторным применением пептида.

Успешное использование пептида после экстре-
мальных состояниях, одной из причин  которых была 
операция, свидетельствует о его высокой эффектив-
ности, поскольку выживаемость животных по срав-
нению с контролем увеличивалась на 18%. Такой ре-
зультат позволяет  надеяться на дальнейшее использо-
вание лимфостимулирующих пептидов в клинической 
практике.

Заключение

Положительный лечебный эффект пептида на вы-
живаемость при ИМ позволяет рассматривать лимфати-
ческую систему как резерв нашего организма, направ-
ленный на  восстановление кровообращения. Лимфа-
тическая система обладает 10 важнейшими функциями, 
среди которых в данном случае проявила себя дезин-
токсикационная функция, связанная со стимуляцией 
лимфообращения. Стимуляция лимфотока активирует 
иммунную функцию организма за счет увеличенного 
выброса лимфоцитов и лимфопептидов из лимфатиче-
ских узлов, что также оказывает существенное влияние 
на регенераторные процессы организма, что доказано 
в работах, посвященных изучению  размеров зоны не-
кроза при ИМ при воздействии энкефалинов [12, 13].

Развитие осложнений и летальность больных после 
первоначального улучшения гемодинамики при ИМ 

позволяет предположить нарушение лимфоциркуля-
ции в миокарде, препятствующее нормальному отто-
ку продуктов распада из зоны некроза, что приводит 
к увеличению площади инфаркта в миокарде. Таким 
образом, стимуляция лимфотока могла бы предотвра-
тить развитие осложнений, прогрессирование наруше-
ний микроциркуляции и летальный исход.

Литература 
(п.п. 1; 2; 8 см. References)

3.	 Хугаева В.К., Сучков В.В. Влияние энкефалина на микроцир-
куляторное русло. Бюлл. ВКНЦ АМН СССР. 1980; 1: 92-6.

4.	 Хугаева В.К. Влияние даларгина на микрогемо- и микролим-
фоциркуляцию. Бюлл. ВКНЦ АМН СССР. 1988; 3: 300-2.

5.	 Ардасенов А.В., Хугаева В.К., Беспалова Ж.Д. Роль лимфости-
мулирующих пептидов в восстановлении микрогемоциркуля-
ции кожи и подкожной жировой клетчатки при воспалении. 
Бюллетень НЦССХ им. А.Н. Бакулева РАМН.  I съезд лимфологов 
России. 22-23 мая 2003.

6.	 Хугаева В.К., Султанов Д.В. Лимфостимулирующая активность 
препаратов, применяемых при патологии легких. Бюлл. экспер. 
биол. и мед. 2012; 153(4): 427-9.

7.	 Коваленко А.А., Хугаева В.К. Экспериментальное обоснова-
ние применения синтетического пептида в комплексном хи-
рургическом лечении острой кишечной непроходимости. Па-
тогенез. 2018; 16(4): 138-40.

9.	 Чернух А.М., Александров П.Н., Алексеев О.В. Микроциркуля-
ция. М.; Медицина, 1984.

10.	 Хугаева В.К., Беспалова Ж.Д. Различное влияние аналога 
лей-энкефалина на динамику мозгового кровотока при ише-
мии мозга различной степени тяжести. Бюлл. экспер. биол. 
и мед. 1988; 106(11): 516-9.

Таблица 2/ Table 2

Влияние пептида на динамику летальности крыс при инфаркте миокарда

Effect of the peptide on the lethality dynamics of rats in myocardial infarction

Модель патологии
Pathology model

Общее кол-во животных/
Total number of animals Летальность / Lethality Выживаемость

Survival rate

ед
units %

1 2 3 4 5
ед

units %ед
units % ед

units % ед
units % ед

units % ед
units %

Инфаркт миокарда (ИМ)
myocardial infarction

22 100 6 27 6 27 - - - - 12 54 10 46

Пептид+ИМ
Peptide +myocardial 
infarction

11 100 5 46 4 36 - - - - 9 82 2 18

ИМ+Пептид
Myocardial infarction 
+peptide

11 100 1 9 3 27 - - - - 4 36 7 64

Примечание. Летальность во время операции (1); после операции: в течение 1 часа (2); 1 суток (3); 30 суток (4); общее количество погиб-
ших животных (5), « - » отсутствие погибших животных.
Note. Lethality during surgery (1); after surgery: within 1 hour (2); 1 day (3); 30 days (4); total number of dead animals (5), « - « no dead animals.
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Лупанова И.А., Ферубко Е.В., Курманова Е.Н., Шишканов Д.В., Сайбель О.Л.

Изучение гепатопротекторной активности топинамбура травы 
экстракта сухого на модели токсического гепатита у крыс

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений», 
117216, Россия, Москва, ул. Грина, д. 7, стр. 1

Введение. Для выполнения программы по импортозамещению лекарственных препаратов перспективным направлением 
является создание оригинальных отечественных гепатопротективных средств. Топинамбур (Helianthus tuberosus L.) семей-
ства Астровые (Asteraceae) - перспективный род растения для детального изучения с целью создания на его основе совре-
менных лекарственных средств для лечения заболеваний печени. Цель работы - изучение влияния сухого экстракта травы 
топинамбура на состояние печени крыс в условиях экспериментального токсического гепатита. 
Методика. В отделе экспериментальной фармакологии ФГБНУ ВИЛАР проведено фармакологическое изучение топи-
намбура травы экстракта сухого. Содержание суммы фенольных соединений в пересчете на хлорогеновую кислоту в экс-
тракте составляет 5,13±0,44 %.  Исследовано влияние экстракта на состояние печени крыс в условиях эксперименталь-
ного токсического гепатита. В работе использовали 50 белых нелинейных крыс самцов массой  200-240 г. Экстракт вво-
дили  животным внутрижелудочно в дозах 100 мг/кг и 500 мг/кг в течение 5 сут, препаратом сравнения был Силимар в 
дозе 100 мг/кг. Экспериментальный гепатит у крыс вызывали однократным введением подкожно 50% масляного раствора 
тетрахлорметана в объеме 0,4 мл на 100 г, через 1 ч после последнего введения исследуемых веществ. Через 48 ч после вве-
дения тетрахлорметана брали кровь из хвостовой вены крыс, получали сыворотку и проводили её биохимический анализ. 
Затем крыс подвергали эвтаназии в СО2 камере, извлекали печень для проведения  патогистологического исследования. 
Результаты. Введение экстракта травы топинамбура в дозе 500 мг/кг и препарата сравнения Силимар в дозе 100 мг/кг сни-
жало токсическое действие тетрахлорметана на печень лабораторных животных, что подтверждено результатами биохими-
ческого исследования сыворотки крови подопытных животных и при гистологическом исследовании их печени. Внутриже-
лудочное введение крысам экстракта топинамбура в дозе 100 мг/кг приводило к незначительному снижению активности 
ферментов-маркеров функционального состояния и не влияло на морфологическую структуру печени опытных животных. 
Заключение. Сухой экстракт травы топинамбура в дозе 500 мг/кг обладает гепатопротекторным действием и является 
перспективным объектом для дальнейшего углубленного фармакологического изучения. 

Ключевые слова: гепатопротекторная активность; модель тетрахлорметанового гепатита; трава топинамбура; 
Helianthus tuberosus L 
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Lupanova I.A., Ferubko E.V., Kurmanova E.N., Shishkanov D.V., Saybel O.L.

Hepatoprotective activity of the Helianthus tuberosus L. extract in carbon tetrachloride-induced liver 
damage in rats

All-Russia Research Institute of Medicinal and Aromatic Plants, 
Grina St. 7, Bldg. 1, Moscow 117216, Russian Federation

Introduction. Some bioactive substances (e.g., flavonoids, phenolic acids, sesquiterpenes, polysaccharides, and amino acids) in 
Helianthus tuberosus L. leaves have antibacterial, anti-inflammatory, and antioxidant activity. These active ingredients may pro-
vide effective alternatives to imported hepatoprotective medicines. Aim of the study was to assess the hepatoprotective activity 
of extracts of the Helianthus tuberosus L. dried herb in male rats with carbon tetrachloride intoxication. 
Methods. The composition of Helianthus tuberosus L. herb dry extract includes hydroxycinnamic acids and flavonoids. The pre-
dominant phenolic compound is chlorogenic acid. The hepatoprotective activity of the H. tuberosus extract doses of 100 and 500 
mg/kg body weight was compared in carbon tetrachloride-treated rats. The rats were divided into five groups with ten animals in 
each. The first group consisted of intact animals; the second group received carbon tetrachloride, the third and the fourth groups 
received the H. tuberosus extract at a dose of 100 or 500 mg/kg plus carbon tetrachloride (TCM). The fifth group received Silymar® 
as a comparator drug. 48 hours after the TCM administration, serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase 
(AST), and alkaline phosphatase (ALP) activities and total bilirubin concentration were measured. Pathomorphology of rat liver 
was studied by histological methods using section staining with hematoxylin and eosin. 
Results. Prior H. tuberosus extract administration reduced the toxic TCM effect on liver cells in experimental toxic hepatitis. In ani-
mals treated with H. tuberosus at a dose of 500 mg/kg body weight, the ALT activity was decreased by 31 %, the AST activity by 
20%, the alkaline phosphatase activity by 19%, and the total bilirubin concentration by 16% as compared with the respective vari-
ables in the Silymar® group of animals that were not treated with the extract. The histological study showed that the H. tuberosus 
extract administration to animals at a dose of 500 mg/kg reduced dystrophic changes in hepatocytes. 
Conclusion. The H. tuberosus extract at a dose of 500 mg/kg has a pronounced hepatoprotective effect and it is promising for 
further pharmacological study for developing hepatoprotective drugs.
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Введение 

Для выполнения программы по импортозаме-
щению лекарственных препаратов перспективным 
направлением является создание оригинальных от-
ечественных гепатопротективных средств, которые 
могли бы конкурировать с зарубежными препарата-
ми, в настоящее время представляющими большую 
часть Российского фармацевтического рынка [1,2]. 

Интерес в качестве гепатопротекторов представля-
ют средства растительного происхождения, к досто-
инствам которых относят сочетание комплекса био-
логически активных веществ, что определяет ши-
рокий спектр фармакологического воздействия, 
возможность потенцировать эффект на фоне низкой 
токсичности и длительного применения [3]. В этом 
плане интерес представляет топинамбур (Helianthus 
tuberosum L.) семейства Астровые (Asteraceae) –  
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перспективное растение для детального изучения с це-
лью создания на его основе современных лекарствен-
ных средств. Разнообразный состав БАВ топинамбу-
ра обуславливает фармакологическое действие раз-
личных средств, получаемых из клубней и надземной 
части данного растения. Биологически активные веще-
ства, содержащиеся в клубнях и надземной части рас-
тения (стебли, листья и цветки) активно используются 
в животноводстве [4]. Из литературных данных извест-
но, что инулин, содержащийся в клубнях, стимулиру-
ет рост Bifidobacteria и Lactobacillus, за счет чего регу-
лируется микрофлора кишечника и улучшается имму-
нитет [5, 6]. Кроме того, надземная часть топинамбура 
содержит ряд биологически активных веществ, таких 
как флавоноиды, фенольные кислоты, терпеноиды 
и некоторые аминокислоты, которые проявляют ан-
тиоксидантную, противовоспалительную, противо-
опухолевую и антибактериальную активность [7, 8]. 
Стоит отметить, что содержание основных биологи-
чески активных веществ в траве топинамбура сильно 
различается и зависит от сорта, фазы роста и времени 
язаготовки [9].

В то же время в источниках литературы   нет сведе-
ний о гепатопротекторной активности экстрактов над-
земной части топинамбура обыкновенного. Цель ис-
следования – изучение влияния сухого экстракта тра-
вы топинамбура на состояние печени крыс в условиях 
экспериментального токсического гепатита. 

Методика

Сухой экстракт получен из травы топинамбу-
ра, заготовленного в фазу конца вегетации растения 
в Московской и Тверской областях в 2018-2021 гг. 
Способ получения экстракта включает стадию экс-
тракции сырья 70%-м спиртом, концентрирования 
полученных извлечений, очистку от липофильных 
соединений и сушку. Содержание суммы феноль-
ных соединений в пересчете на хлорогеновую кис-
лоту в экстракте составляет 5,13±0,44 %. В результате 
проведенных исследований методом ВЭЖХ-УФ-МС/
МС было установлено, что фенольный комплекс тра-
вы топинамбура представлен вторичными метаболи-
тами, относящимися к гидроксикоричным кислотам 
и флавоноидам. Доминирующими веществами явля-
ются хлорогеновая, изохлорогеновая А и  изохлоро-
геновая С кислоты [10].

При проведении эксперимента использовали бе-
лых нелинейных крыс-самцов массой 200-240 г в ко-
личестве 50 особей. Исследования выполняли соглас-
но Правилам лабораторной практики в Российской Фе-
дерации и «Руководству по проведению доклинических 

исследований лекарственных средств» (2012 г.). Живот-
ных содержали в виварии ФГБНУ ВИЛАР на стандарт-
ном рационе. Исследования одобрены биоэтической ко-
миссией ФГБНУ ВИЛАР, протокол №62 от 01.12. 2021.

 Опытные животные были разделены на 5 групп 
по 10 особей в каждой: 1-я  группа интактные, 2-я – 
контрольные, получавшие на протяжении 5 сут вну-
трижелудочно очищенную  воду в  объеме эквива-
лентном исследуемым веществам. 3-я и 4-я группы 
– опытные, которые получали исследуемое вещество 
(сухой экстракт травы топинамбура внутрижелудоч-
но в дозах 100 мг/кг и 500 мг/кг соответственно) на 
протяжении 5 сут., 5-я группа животных на протяже-
нии 5 сут получала внутрижелудочно препарат срав-
нения – субстанцию Силимара в дозе 100 мг/кг, су-
спендированную в 1% крахмальном геле. Через 1 ч 
после завершающего введения исследуемых веществ 
у животных всех опытных групп (за исключением ин-
тактной) моделировали  токсический тетрахлорме-
тановый гепатит однократным введением подкож-
но 50%-го масляного раствора тетрахлорметана в объ-
еме 0,4 мл на 100 г. 

Через 48 ч после введения тетрахлормета-
на из хвостовой вены крыс брали для исследова-
ния кровь; биохимический анализ сыворотки кро-
ви проводили на анализаторе биохимическом «Dirui 
CS-T240». В сыворотке крови определяли активность 
ферментов-маркеров функционального состояния 
гепатоцитов: аланинаминотрансферазы (АЛТ), ас-
партатаминотрансферазы (АСТ), экскреционного 
фермента маркера холестаза –  щелочной фосфата-
зы (ЩФ), а также содержание общего билирубина 
и холестерина 

После завершения всех манипуляций крыс под-
вергали эвтаназии в СО2 камере и извлекали печень.  
Для оценки морфологических изменений печень жи-
вотных фиксировали в 10%-ном забуференном ней-
тральном формалине с последующей стандартной 
спиртовой проводкой и заливкой в парафин по обще-
принятой методике. Из парафиновых блоков готовили 
срезы толщиной 4-6 мкм, окрашивали их гематоксили-
ном и эозином. Структурные изменения печени   оце-
нивали  с помощью микроскопа «Axio LAB.A1» с циф-
ровой камерой «AxioCam ERc5s» с программным обе-
спечением для анализа изображений (Axio Vision SE64 
Rel.4.8.3 и ZEN 2012). 

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью пакета “Statistica 13”, значимость различий 
между группами оценивали по критерию U Манна-У-
итни. Различия между анализируемыми показателями 
считали статистически значимыми при  p≤ 0,05.
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Результаты и обсуждение

Результаты изучения влияния сухого экстракта тра-
вы топинамбура на активность маркеров морфофунк-
ционального состояния гепатоцитов в сыворотке кро-
ви крыс представлены в таблице.

Введение опытным животным тетрахлорметана 
вызвало выраженные изменения активности индика-
торных ферментов цитолитического синдрома (АЛТ, 
АСТ), экскреционного фермента маркера холеста-
за  щелочной фосфатазы, уровней общего билируби-
на и холестерина. Наблюдалось  статистически значи-
мое увеличение активности этих ферментов-маркеров 
функционального состояния печени.

Внутрижелудочное введение крысам экстракта то-
пинамбура в дозе 100 мг/кг приводило к незначитель-
ному снижению активности ферментов-маркеров , 
в то время как введение экстракта в дозе 500 мг/кг су-
щественно снижало: активность АЛТ на 31 %, АСТ 
на 20 %, щелочной фосфатазы на 19 %, содержание об-
щего билирубина 16%, холестерина на 38 %.  Препарат 
сравнения Силимар в дозе 100 мг/кг также оказывал 
выраженное гепатопротекторное действие, снижая ак-
тивность «печеночных» ферментов: АЛТ на 31 %, АСТ 
на 25 %, ЩФ на 20 %, содержание общего билирубина 
на 15 %, общего холестерина на 34 %.

Гепатопротекторная активность экстракта была 
подтверждена и при гистологическом исследовании 
печени крыс.  Оценивая морфологическую структуру 
печени опытных животных, можно сделать заключе-

ние, что тетрахлорметан проявлял выраженное гепато-
токсическое действие, вызывая изменения  гепатоци-
тов по типу вакуольной и жировой  дистрофии.  Введе-
ние топинамбура травы экстракта сухого в дозе 500 мг/
кг и препарата сравнения Силимар® в дозе 100 мг/кг су-
щественно снижало токсическое действие тетрахлор-
метана на печень лабораторных животных.

Установленная в опытах in vivo гепатопротектор-
ная активность экстракта может быть обусловлена вхо-
дящим в ее состав комплексом фенольных соедине-
ний. Согласно данным литературы гепатопротектор-
ное действие многих лекарственных средств связано 
с их антиоксидантной и противовоспалительной ак-
тивностью [11].

Так, Wang и соавт. (2017) в экспериментах in vivo 
показали, что добавление флавоноидов из травы то-
пинамбура (45 мг/кг сухого вещества) в рацион овец 
значительно увеличивало антиоксидантный потен-
циал сыворотки крови и печени. Кроме того, актив-
ность ферментов: супероксиддисмутазы в сыворот-
ке крови, печени и селезенке, активность каталазы 
и глутатионпероксидазы в сыворотке крови и селе-
зенке также  повышались, при этом содержание ма-
лонового диальдегида в сыворотке крови и печени 
было снижено [12]. 

Доминирующими компонентами экстракта травы 
топинамбура являются гидроксикоричные кислоты, 
и хлорогеновая кислота, преобладающая в нём, воз-
можно, вносит значительный вклад в его гепатопро-
текторную активность. Venditti и соавт. (2015) пред-

Таблица/ Table 

Влияние сухого экстракта травы топинамбура на активность маркеров морфофункционального состояния гепатоцитов в сыворот-
ке крови крыс при CCl4 гепатите

Effect of dry extract of topinambur herb on the activity of markers of morphofunctional state of hepatocytes in the blood serum of rats with 
CCl4 hepatitis

Группа животных 
Animal Group

n=10

Холестерин, ммоль/л
Cholesterol, mmol/l

Билирубин, общ. 
мкмоль/л

Bilirubin, total μmol/l

ЩФ, Е/л
Alkaline 

phosphatase u/l

АЛТ, Е/л
ALT, u/l

АСТ, Е/л
ACT, u/l

Интактные
Intact

1,72±0,15 2,12±0,03 400,0±6,97 54,03±0,81 94,14±6,51

Контроль
Control

0,99±0,02 2,89±0,57 582,6±19,27 113,51±7,75 173,17±2,10

Топинамбур 
Topinambur 100 мг/кг (mg/kg)

1,02±0,04* 2,86±0,01* 573,8±3,60* 109,05±1,14* 165,20±2.42*

Топинамбур
Topinambur 500 мг/кг (mg/kg)

1,37±0,02* 2,44±0,02* 474,1±5,11* 78,33±2,16* 138,00±0,52*

Силимар 
Silimar 100 мг/кг (mg/kg)

1,33±0,01* 2,47±0,08* 469,1±6,60* 79,11±2,13* 130,28±1,12*

Примечание. * р≤0,05 – различия статистически значимы по сравнению с контролем
Note. *  р<0.05 – differences are statistically significant compared to the control
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положили один из механизмов действия хлорогеновой 
кислоты, заключающийся в том, что она «поглощает» 
активные формы кислорода, образующиеся при дие-
те с высоким содержанием жиров, подавляя воспале-
ние, что приводит к снижению резистентности к ин-
сулину, накоплению жира и увеличению массы тела, 
в то время как ингибирование рецептора, активируе-
мого пролифератором пероксисом (PPARγ), предот-
вращает развитие стеатоза печени [13].

Заключение

 Таким образом, топинамбура травы экстракт су-
хой в дозе 500 мг/кг обладает гепатопротекторным дей-
ствием, ослабляя повреждающее действие тетрахлор-
метана, что подтверждено биохимическими и гистоло-
гическим  исследованиями, и является перспективным 
объектом для дальнейшего углубленного фармаколо-
гического изучения.

Данная работа проведена согласно плану науч-
но-исследовательской работы ФГБНУ ВИЛАР по те-
ме: «Направленный скрининг, оценка фармакологи-
ческой активности и безопасности биологически ак-
тивных веществ и фармацевтических композиций на 
их основе» (FGUU-2022-0010).
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Роль длинных некодирующих РНК и ДНК-метилирования  
в патогенезе рака яичников

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 
125315, Москва, Россия, Балтийская ул., д. 8; 

2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, 
115552, Москва, Россия, Каширское шоссе, д. 23 

Рак яичников (РЯ) представляет собой группу агрессивных гетерогенных злокачественных опухолей, характеризующихся 
быстрой прогрессией, низким диагностическим потенциалом, высокой частотой неблагоприятных исходов и высоким 
потенциалом метастазирования. В обзоре авторы концентрируют внимание на одном из основных регуляторов клеточ-
ных процессов, приводящем к образованию опухолей, а именно на длинных некодирующих РНК (днРНК). Известно, что они 
участвуют в регуляции экспрессии генов на транскрипционном, посттранскрипционном, трансляционном и посттранс-
ляционном уровнях, оказывая влияние на такие фундаментальные биологические процессы, как дифференцировка, про-
лиферация, дозовая компенсация генов, ремоделирование хроматина, геномный импринтинг, альтернативный сплайсинг 
пре-мРНК и другие. Они могут выступать как в роли онкогенов, так и в роли генов-супрессоров опухолей. Многочислен-
ные данные показывают, что днРНК вовлечены в патогенез рака яичников, а их аберрантное метилирование представ-
ляет один из эпигенетических механизмов регуляции их собственной экспрессии. Цель обзора  изучение вклада днРНК 
и ДНК-метилирования в процессы онкогенеза рака яичников и их потенциала в качестве биомаркеров. Особое внимание 
уделено применению экзосомальных днРНК в неинвазивной диагностике рака яичников.
Методика. Проведен анализ литературы по международным базам Scopus, Web of science по ключевым словам: рак яични-
ков, длинные некодирующие РНК, ДНК-метилирование.  В соответствии с целью обзора предложены и утверждены части, 
раскрывающие потенциал нкРНК в патогенезе РЯ. 
Заключение. Изучение свойств днРНК и ДНК-метилирования – путь к улучшению прогноза заболевания, общей выжива-
емости и качества жизни пациенток с РЯ, к появлению принципиально новых биомаркеров для ранней диагностики,  раз-
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Background. Ovarian cancer (OC) is a group of aggressive heterogeneous malignant neoplasms characterized by rapid progres-
sion, low diagnostic potential, high incidence of adverse outcomes, and high potential for metastasis. The present review focuses 
on one of the main regulators of cell processes that lead to the formation of tumors, namely, long non-coding RNAs (lncRNAs). It 
is known that they are involved in the regulation of gene expression at the transcriptional, post-transcriptional, translational, and 
post-translational levels, thereby influencing fundamental biological processes, such as differentiation, proliferation, dose com-
pensation of genes, chromatin remodeling, genomic imprinting, alternative pre-mRNA splicing, and others. lncRNAs can act both 
as oncogenes and as tumor suppressor genes. Multiple reports show that lncRNAs are involved in the pathogenesis of OC, and 
their aberrant methylation is one of the most important epigenetic mechanisms for regulation of their own expression. 
The aim of this review is to address the contribution of IncRNAs and DNA methylation to the oncogenesis of OC and the lncRNA 
potential as biomarkers. Special attention is paid to the use of exosomal lncRNAs in non-invasive diagnostics of OC.
Methods. The search for literature was performed in the Scopus and Web of Science databases using the following keywords: 
ovarian cancer, long non-coding RNAs, DNA methylation. In accordance with the objectives of the review, the parts that addressed 
the role of IncRNAs in the pathogenesis of OC were proposed and approved. All articles used in the review were obtained from 
open sources.
Conclusion. Studying IncRNA properties and DNA methylation will improve the prognosis, overall survival, and quality of life of 
patients with OC. Such studies will help developing fundamentally new biomarkers, targeted therapy and personalized treat-
ment of this socially significant disease.
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Введение

Во всем мире проблема заболеваемости и смерт-
ности, связанная с онкологическими заболеваниями, 
на протяжении многих лет занимает лидирующие по-

зиции. Ежегодно от рака умирают более 9,5 млн чело-
век в мире. Следует отметить, что на заболевания ра-
ком яичников (РЯ) приходится более 225 тысяч новых 
случаев злокачественных новообразований яичников 
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ежегодно и порядка 140 тысяч из них заканчиваются 
неблагоприятным исходом [1]. РЯ представляет собой 
группу крайне агрессивных опухолей, характеризую-
щуюся большой частотой неблагоприятных исходов, 
поэтому РЯ остаётся наиболее прогностически небла-
гоприятным раком женских половых органов во всём 
мире [2]. Также важно подчеркнуть, что хотя в со-
временном обществе прикладываются значительные 
усилия по улучшению методов диагностики, лечения 
и увеличению общей выживаемости (ОВ) пациентов, 
РЯ остается угрозой для жизни женщин из-за лекар-
ственной устойчивости, отличительных особенностей 
каждого подтипа РЯ и отсутствия четких симптомов на 
ранних стадиях [3]. Таким образом, по-прежнему не-
обходимо осуществлять поиск новых эффективных ди-
агностических и прогностических маркеров для скри-
нинга больных РЯ, а также определение эффективных 
маркеров ответа на лечение.

Опухоли яичников подразделяются в зависимости 
от их гистологического типа: герминогенные, опухо-
ли стромы полового тяжа и эпителиальные (собствен-
но рак) [3]. Важными характеристиками рака яични-
ков, определяющими агрессивность заболевания яв-
ляются повышенная сложность ранней диагностики, 
быстрый рост, раннее имплантационное метастазиро-
вание по серозным оболочкам малого таза и брюшной 
полости. К этому также можно добавить неудовлетво-
рительные результаты лечения наиболее распростра-
ненных форм рака. Следует отметить, что РЯ, также 
как, и многие другие виды рака, представляет собой за-
болевание многофакторного генеза, в основе которо-
го лежат нарушения разнообразных молекулярно-ге-
нетических механизмов, включая эпигенетические. 
Эти нарушения оказывают критическое воздействие 
на работу многих регуляторных и защитных систем 
клетки [4]. Стоит подчеркнуть, что эпигенетические 
механизмы регуляции генов не затрагивают нуклео-
тидную последовательность ДНК и вовлечены в ре-
гуляцию экспрессии генов на разных уровнях – от ге-
номно-транскрипционного до посттранскрипционно-
го и пост-трансляционного. 

На сегодняшний день, благодаря развитию техно-
логии полногеномного секвенирования удалось по-
нять, что гены, кодирующие белки, составляют лишь 
около 2% генома человека, а подавляющая часть гено-
ма (до 70–90%), которую принимали за т.н. «тёмную 
материю», активно транскрибируется в виде некоди-
рующих РНК (нкРНК) [5]. Различают несколько клас-
сов некодирующих РНК, среди которых наибольший 
интерес и, возможно, значимость играют 2 больших 
класса. К первому относят короткие некодирующие 

РНК (20-30 пар оснований) – микроРНК (миРНК), 
участвующие в регуляции экспрессии до половины 
известных генов на пост-транскрипционном уровне. 
Другую большую группу некодирующих РНК состав-
ляют длинные нкРНК (днРНК), длина которых превы-
шает 200 пар оснований. Показано, что днРНК регули-
руют экспрессию мРНК белок кодирующих генов как 
путем конкурентного связывания с миРНК, так и не-
посредственно взаимодействуя с мРНК [6].  

В перспективе исследования закономерностей ме-
ханизмов экспрессии и метилирования днРНК лежит 
потенциальная возможность различать нормальную 
и опухолевую ткань, определять стадию РЯ, оценивать 
прогноз развития опухоли, а также эффективность ле-
чения. Всё это делает днРНК возможными биомарке-
рами, применимыми в клинической практике как при 
диагностике и прогнозе заболевания, так и в качестве 
терапевтической мишени. 

Аберрантное метилирование. Роль метилирования 
ДНК в патогенезе РЯ. Многофакторная природа рака 
обусловлена не только изменением структуры генома 
или факторами внешней среды, но и нарушением про-
цессов, осуществляющих контроль за выполнением ал-
горитмов клеточной стабильности генома. Выделяют 
три основных механизма – ремоделирование хромати-
на, модификация гистонов и метилирование ДНК [7]. 
В данной главе будут рассмотрены особенности абер-
рантного метилирования ДНК в целом, а также роль 
метилирования в патогенезе рака яичников. 

Следует отметить, что профиль метилирования 
ДНК в достаточной мере пластичен и зависит от мно-
жества факторов и процессов, таких как старение, об-
раз жизни, а также разнообразных патологических про-
цессов [8, 9]. Изменение статуса и уровня метилиро-
вания генов системных процессов организма может 
существенно изменить клеточный гомеостаз, что, в ко-
нечном итоге, может стать причиной развития ново-
образований. В частности, седативные процессы, вы-
званные старением организма, усиливают механизм 
глобального деметилирования, процесса, при котором 
контроль за экспрессией многих протоонкогенов силь-
но ослабевает. С другой стороны, усиливается и про-
цесс метилирования генов супрессоров опухолевого 
роста в конкретных тканях. Эти два разнонаправлен-
ных процесса вносят существенный вклад в разбалан-
сировку системных процессов клеточной стабильно-
сти, что сказывается на нарушении взаимодействия 
генов в генных сетях. Подобные глобальные измене-
ния являются основой образования опухолей разных 
локализаций, в том числе и РЯ [8]. На рис. 1 приве-
дены примеры влияния метилирования ДНК на уро-
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вень экспрессии генов миРНК и генов, кодирующих 
белки, причем как онкогенных, так и опухоль-супрес-
сорных при РЯ.

В нормальной ткани механизм метилирования 
ДНК это процесс эпигенетической регуляции 
экспрессии генов, не приводящий к изменению самой 
структуры гена, но блокирующий его транскрипцию. 
Следует отметить, что данный механизм не одноро-
ден и включает несколько вариантов. В данном обзо-
ре мы рассматриваем вариант CpG-метилирования, 
который характеризуется присоединением метиль-
ной группы к остаткам цитозина в паре цитозин-гуа-
нин (CG), с образованием 5-метилцитозина. В межген-
ных областях и в участках тандемных повторов генома 
человека CpG-области встречаются редко и, в основ-
ном, подвергаются метилированию. В случае гипоме-
тилирования таких участков может развиваться геном-
ная нестабильность и потеря генного импринтинга, 
что в конечном итоге приводит к возникновению не-
опластических клеток [10]. С другой стороны, наибо-
лее CpG-богатые участки генома – это промоторные 
области генов, которые часто плотно упакованы и об-
разуют так называемые CpG-островки. В нормальной 
клетке эти участки, по большей части, не подвергают-
ся метилированию, чтобы обеспечить транскрипцию 
генов. Аберрантное гиперметилирование этих CpG-о-
стровков может подавлять экспрессию генов, которые 
имеют решающее значение для гомеостаза клеток, це-
лостности ДНК или стабильности генома, что приво-
дит к развитию и прогрессии рака [11].

В нормальной клетке процесс метилирования ДНК 
осуществляется с участием генов семейства ДНК-ме-
тилтрансфераз (DNMTs), а именно DNMT1, DNMT2, 
DNMT3a, DNMT3b и DNMTL. Фермент DNMT1, ко-

дируемый одноимённым геном, обеспечивает со-
хранность метилирования геномной ДНК во вре-
мя репликации клеток, с помощью повторения на 
вновь синтезированной цепи паттерна метилирова-
ния CpG-динуклеотидов матричной цепи. В то же вре-
мя остальные члены семейства DNMT, в основном 
DNMT3a и DNMT3b, отвечают за запуск метилиро-
вания ДНК de novo, то есть прежде неметилированных 
последовательностей ДНК [12].

Следует отметить, что по вопросу взаимодействия 
генов семейства DNMT с другими генами и их взаим-
ного влияния на изменение экспрессии и/или мети-
лирования, приводящего к развитию РЯ за послед-
ние 10 лет в базе NCBI на 26 апреля 2022 г., найде-
на всего 31 печатная работа (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/; поисковый запрос: ovarian AND cancer AND 
(methylation OR expression) AND dnmt).  Среди данных 
работ нет результатов прямого влияния взаимодейству-
ющих генов на нарушение экспрессии генов семейства 
DNMT, гиперметилирование которых, в свою оче-
редь, необратимо приводило бы к развитию РЯ. Од-
нако, в случае сочетанной делеции в генах DNMT1 
и DNMT3b, приводящей к их инактивации, значи-
тельно снижался уровень метилирования ДНК в срав-
нении с ситуацией, когда был «выключен» лишь один 
из этих двух генов [12]. 

С другой стороны, в ряде исследований отмечено, 
что аберрантное метилирование является важным фак-
тором развития РЯ. В частности, в крупном исследо-
вании при анализе генома с помощью секвенирования 
нового поколения, выявлено 2 взаимодействующих на-
бора генов, для одного из которых показано снижение 
экспрессии при их гиперметилировании, а для друго-
го набора картина была обратная [13]. Следует отме-

Рис. 1. Роль метилирования в регуляции экспрессии генов и миРНК при РЯ.

Fig. 1.  The role of methylation in the regulation of gene and miRNA expression in OC.(ovarian cancer).
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тить, что несмотря на общие закономерности в пато-
генезе многих опухолей, в том числе и РЯ, определя-
ющая роль отводится метилированию как механизму 
инактивации генов супрессоров и/или активации про-
тоонкогенов. В клинической практике без молекуляр-
но-генетического анализа в современном мире прак-
тически невозможно определить триггеры инициации 
рака. Поэтому определение метилирования может по-
мочь в точности постановки диагноза, включая опре-
деление не только типа опухоли и её гистологическо-
го подтипа, но также показатели прогрессии опухо-
ли согласно современной классификации, что будет 
определять и тактику, и стратегию лечения конкрет-
ного пациента.

Большинство исследований посвящено изучению 
роли метилирования в регуляции экспрессии отдель-
ных групп генов, участвующих в патогенезе разных 
видов рака, в том числе и РЯ. К ним относятся белок-
кодирующие гены, гены миРНК и гены длинных не-
кодирующих РНК. В частности, в одном из исследо-
ваний отмечается прямая корреляция гиперметили-
рования днРНК MEG3 с её пониженной экспрессией 
в опухолях РЯ. В то же время в гистологически нор-
мальной парной ткани от тех же пациентов наблюда-
лась обратная картина [14]. В этой работе также отме-
чается вклад некоторых других днРНК в патогенез РЯ. 
Так показано, что уровень экспрессии днРНК GAS5 
в опухоли яичника был значительно снижен в сравне-
нии с таковым в гистологически неизменённой парной 
ткани яичника. Кроме того, для данного гена выявле-
на корреляция с метастазированием. Дополнительно 
отмечалось, что при трансфекции нормально работа-
ющего GAS5 в клетки РЯ запускался каскад процес-
сов, приводящих к митохондриальному пути апопто-
за за счёт усиления экспрессии генов белков Bax, Bak 
и каспаз 9/3. 

Практический интерес представляет работа ис-
следовательской группы из Китая. Учёным удалось 
подтвердить, что гиперметилирование генов NCALD 
и LAMA3 оказалось связано не только с неблагоприят-
ным прогнозом у пациентов с серозным подтипом РЯ, 
но и с устойчивостью к химиотерапии [15].

Таким образом, на сегодняшний день результаты 
о роли аберрантного метилирования в патогенезе РЯ 
остаются противоречивыми и требуются дополнитель-
ные исследования, которые могли бы прояснить зако-
номерности механизма аберрантного метилирования 
в патогенезе РЯ.

Класс длинных некодирующих РНК. Их классифи-
кация и функции. Все метаболические процессы в нор-
мальной клетке контролируются сложной и многосту-

пенчатой системой генных взаимодействий, где каж-
дый элемент отвечает за свой процесс. В этой сложной 
системе взаимодействий выделяют 2 группы элемен-
тов. К одной относят гены, кодирующие белки, к дру-
гой – гены, не дающие белкового продукта. Таким об-
разом, можно выделить производственные гены и ре-
гуляторные. Класс регуляторных генов насчитывает 
значительное количество подклассов, из которых наи-
больший интерес представляют два: миРНК и днР-
НК [16, 17]. Основным критерием различия миРНК 
от днРНК условно считается их длина: длинные (при-
мерно от 200 до десятков тысяч нуклеотидов) и корот-
кие (20-35 нуклеотидов) [18]. Следует отметить, что 
для миРНК установлена ключевая роль в пост-транс-
крипционной регуляции экспрессии генов. Несмо-
тря на незначительное регуляторное воздействие (од-
на миРНК изменяет экспрессию гена-мишени не бо-
лее, чем в 2-2.5 раза), ученые возложили на них роль 
“главных регуляторов” сигнальных каскадов в клет-
ке. Считается, что миРНК контролируют экспрессию 
около 50% белок-кодирующих генов (БКГ) и вовле-
чены в регуляцию многих жизненно важных процес-
сов клеточной активности: пролиферацию, диффе-
ренцировку, апоптоз, адгезию, эпителиально-мезен-
химальный переход (ЭМП) и метастазирование, что 
подтверждается исследованиями опухолей различно-
го происхождения, включая РЯ [19]. В последние го-
ды актуальными стали процессы регуляции самих миР-
НК, в частности влияние метилирования их промото-
ров на экспрессию генов миРНК, а также роль недавно 
открытых длинных нкРНК (lncRNA, днРНК) и цирку-
лирующих нкРНК [20, 21]. С применением техноло-
гии секвенирования нового поколения (NGS) выясни-
лось, что большая часть генома представлена днРНК,  
а их количество превышает 100 тысяч. Это больше, 
чем сумма всех известных БКГ и миРНК [22]. Извест-
но, что молекулы днРНК не кодируют белки, так как 
они не имеют открытой рамки считывания достаточ-
ной длины. Как правило, эволюционная сохранность 
всей последовательности днРНК значительно мень-
ше, чем у генов, кодирующих белки, но выше, чем 
у не транскрибируемых областей генома. Более того, 
структура промоторных областей генов днРНК такая 
же, как и в генах кодирующих белки, и направленная 
ими экспрессия днРНК является высокоспецифич-
ной для тканей [23].

Молекулы днРНК имеют длину более 200 основа-
ний, подвергаются транскрипции РНК-полимеразой 
II и полиаденилированию на 5` и 3` концах, соответ-
ственно [23]. Последовательности, кодирующие днР-
НК, могут быть расположены в межгенных областях, 
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в интронах или частично перекрывающихся экзонах 
как на прямой, так и на обратной цепях ДНК. На ос-
новании этого принципа их можно разделить на 5 под-
классов: смысловые, антисмысловые, двунаправлен-
ные, межгенные и интронные (рис. 2). 

ДнРНК участвуют в самых разных процессах: 
от модификации гистонов и ремоделирования хрома-
тина до регуляции транскрипционных и посттранс-
крипционных процессов (рис. 3). Они могут быть эн-
хансерами, «губками», которые связывают несколь-
ко миРНК, или даже предшественниками некоторых 
миРНК [20]. Аномальная экспрессия днРНК, в част-
ности онкогенных днРНК, приводит к нарушениям 
в клеточных сигнальных каскадах, которые могут сти-
мулировать пролиферацию клеток и способствовать 
прогрессии опухоли и метастазированию. Таким обра-
зом, днРНК по праву можно считать эпигенетически-
ми модификаторами и регуляторами. В частности, ин-
тересными представляются данные о функциональном 
значении днРНК HOTAIR. Наиболее изученная днР-
НК HOTAIR была первой днРНК, для которой показа-
но её взаимодействие с белками, регулирующими ди-
намические обратимые изменения в активации хро-
матина. Для данной днРНК показано большое число 
взаимодействий с генами различных путей при онко-
логии [14].

Следует отметить, что для всех генов днРНК так-
же как, и для генов миРНК, а также мРНК справед-
ливо разделение всех генов на гены, провоцирующие 
развитие опухоли (протоонкогены) и гены, подавля-
ющие такое развитие (гены-супрессоры опухолевого 
роста). Следующие главы посвящены анализу днРНК 
с точки зрения именно такого принципа разделения.

Длинные нкРНК, проявляющие свойства онкогенов 
при раке яичников. Анализ многих исследований выя-
вил увеличение экспрессии ряда днРНК в клеточных 
линиях и опухолевых тканях РЯ – онкогенные днР-
НК, задействованные в процессах миграции, инвазии, 
ЭМП и метастазирования [14]. Наибольший интерес 
представляют исследования, в которых ряд днРНК 
был изучен в составе так называемой оси днРНК/миР-
НК/мРНК, где описаны днРНК как регуляторы этих 
осей и это взаимодействие при нарушении даже одно-
го элемента оси стало критическим фактором развития 
РЯ [24, 25]. В частности, ниже рассмотрены примеры 
днРНК, проявляющих онкогенные свойства, а также 
их участие в инициации и прогрессии РЯ.

В ряде исследований отмечается онкогенная роль 
днРНК CCAT1 (Colon Cancer-Associated Transcript-1). 
Показано, что, эта днРНК, как типичный протоонко-
ген, гиперэкспрессируется в тканях и клеточных лини-

ях РЯ. Результат показал, что уровень гиперэкспрессии 
CCAT1 коррелировал со стадией опухолевого процес-
са, гистологическим статусом опухоли, метастазирова-
нием в лимфатические узлы и более короткой выжива-
емостью и определялся как независимый прогности-
ческий фактор [26]. Повышенная экспрессия CCAT1 
способствовала миграции и инвазии клеток, стимули-
ровала ЭМП, а также снижала экспрессию Е-кадгери-
на (эпителиальный маркер) и повышала экспрессию 
виментина и N-кадгерина (мезенхимальные маркеры) 
[27]. С помощью ряда методов, в частности, трансфек-
ции, вестерн-блоттинга и люциферазного метода, было 
показано, что в качестве мишеней днРНК CCAT1 вы-
ступают миРНК miR-152 и miR-130b [26]. Кроме того, 
таким же образом было показано, что мишенями miR-
152 являются мРНК генов ADAM17 и WNT1, а miR-130b 
– транскрипционные факторы STAT1 и ZEB1. Участки 
связывания миРНК miR-152 и miR-130b были иден-
тифицированы в 3`-UTR вышеперечисленных генов, 
а также в днРНК CCAT1 [26]. Таким образом, в дан-
ной работе были идентифицированы 4 пути: CCAT1/
miR-152/ADAM17 (WNT1) и CCAT1/miR-130b/STAT3 
(ZEB1). Последующие исследования подтвердили уча-
стие днРНК CCAT1 в эпителиально-мезенхимальном 
переходе (ЭМП), миграции, инвазии, метастазиро-
вании, и ее связь с тяжелыми стадиями опухолевого 
процесса и плохой выживаемостью [27, 28]. Было под-
тверждено прямое взаимодействие CCAT1 и/или TG-

Рис. 2. Классификация днРНК. Светло-серым обозначены белок-коди-
рующие гены, черным – гены днРНК.

Fig. 2. Classification of dnRNAs. Protein-coding genes are shown in light 
gray, and lncRNA genes are shown in black.
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FB1 с миРНК miR-490-3p [29], а также между CCAT1, 
miR-454 и BIRC5 [28]. В этих работах показано также, 
что днРНК CCAT1 оказывает подавляющее действие на 
химиорезистентность к цисплатину in vitro и in vivo [28]. 

Другой интересной днРНК является HOTAIR 
(HOX transcript antisense intergenic RNA), которая ко-
дируется геном, расположенным в кластере генов ho-
meobox C на хромосоме 12 и имеет длину 2,2 тысяч пар 
нуклеотидов. Было показано, что экспрессия HOTAIR 
повышается в клеточных линиях РЯ, а ее подавле-
ние ингибирует пролиферацию, миграцию и инвазию 
в клеточной линии SKOV3 [30]. В этом же исследова-
нии с помощью биоинформатического анализа бы-

ла предсказана связь между днРНК HOTAIR и мРНК 
гена MAPK1, через конкурентное связывание с miR-
1, miR-214-3p и miR-330-5p, и эта связь была выявле-
на с применением различных методов, включая qRT-
PCR и вестерн-блоттинг и подтверждена с примене-
нием прямого люциферазного метода. Было показано, 
что подавление экспрессии HOTAIR увеличивает экс-
прессию miR-1, miR-214-3p или miR-330-5p, а так-
же ингибирует пролиферацию, миграцию и инвазию 
в клетках SKOV3 [30]. В дальнейшем были получены 
убедительные данные, доказывающие онкогенный ха-
рактер днРНК HOTAIR, и были выявлены новые пути, 
через которые эта днРНК способствует пролиферации, 

Рис. 3. Механизмы и функции днРНК.

Fig. 3. Mechanisms and functions of lncRNA.
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миграции и инвазии клеток РЯ. Новая ось HOTAIR/
miR-214(miR-217)/PIK3R3 также была валидирована 
с использованием комплекса методов, включая двой-
ную люциферазную тест-систему [31]. Ещё в одном 
исследовании было изучено влияние HOTAIR на про-
грессию и метастазирование клеток РЯ с использова-
нием анализа экспрессии и двойной люциферазной 
тест-системы и найдена новая ось HOTAIR/miR-373/
RAB22A [32]. При анализе прогрессии и метастазиро-
вания РЯ была выявлена ещё одна ось, HOTAIR/miR-
206/CCND1 (CCND2), которая доказывает важную ре-
гуляторную роль днРНК HOTAIR при РЯ [33]. Мно-
гочисленные примеры влияния днРНК HOTAIR на 
уровень экспрессии ряда онкогенных белков при по-
средничестве миРНК приведены на рис. 4.

При исследовании закономерностей в процессе 
пластичной реверсии ЭМП-МЭП была обнаружена 
ось HOTAIR/miR-200c/SNAI1, участвующая, как вы-
яснилось, в инвазии РЯ. Данная ось была продемон-
стрирована с использованием генной конструкции на 
основе лентивируса и миРНК miR-200c с применением 
не только уже частично упоминавшихся ранее методов, 
но и ряда других [34]. Интересными представляются 
результаты исследования, в котором выявлена корре-
ляция между супрессорной miR-138-5p, которая экс-
прессируется только в яичниках, и днРНК HOTAIR, 
которая подавляет экспрессию данной миРНК. Отме-

тим, что днРНК HOTAIR действует как губка для miR-
138-5p и конкурирует за связывание с 3’-нетранслиру-
емыми областями (3′-untranslated region, 3′-UTR) генов 
EZH2 и SIRT1, что было подтверждено с использовани-
ем двойной люциферазной тест-системы [35]. Кроме 
того, с использованием цисплатин-резистентных кле-
точных линий РЯ было показано, что гиперэкспрессия 
HOTAIR снижает химиочувствительность клеток РЯ 
к цисплатину через оси HOTAIR/miR-138-5p/EZH2 
и HOTAIR/miR-138-5p/SIRT1 [35].

Крайне перспективными представляются результа-
ты исследования механизма образования сферических 
кластеров стволовыми клетками опухоли. Данный ме-
ханизм является адаптивным и позволяет клеткам опу-
холи избегать апоптоза. По результатам исследования 
выяснилось участие днРНК HOTAIR в этом процес-
се. Было обнаружено увеличение экспрессии HOTAIR 
в клетках РЯ. На клеточных линиях, соответствующих 
стволовым клеткам опухоли, с помощью подавления 
экспрессии данной днРНК удалось снизить злокаче-
ственный потенциал опухолевых клеток, нарушить ме-
ханизм образования сферических кластеров, а также 
уменьшить устойчивость к цисплатину. Была выявле-
на и соответствующая ось HOTAIR/miR-206/TBX3, ко-
торая была подтверждена с помощью современных ме-
тодов исследования. Данная находка может стать важ-
ным шагом к повышению эффективности лечения РЯ 

Рис. 4. Примеры путей регулируемых днРНК HOTAIR. Тупые стрелки указывают на ингибирование экспрессии миРНК или гена (белка).

Fig. 4. Examples of HOTAIR regulated lncRNA pathways. Blunt arrows indicate inhibition of miRNA or gene (protein) expression.
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при условии дополнительных данных о других осях по-
добного рода и пониманию всего механизма развития 
опухоли яичников [36]. 

Ещё одной днРНК, которую мы рассмотрим 
в данном разделе, будет днРНК MALAT1 (Metastasis 
Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1). Во многих 
исследованиях отмечается участие этой днРНК в пато-
генезе различных видов рака, в том числе РЯ [37]. Было 
проведено исследование механизма ухода от апоптоза 
клетками РЯ. В результате исследования была обнару-
жена и подтверждена с помощью современных методов 
ось MALAT1/miR-506/PPP1R13L(iASPP) [38]. С помо-
щью двойного люциферазного теста удалось устано-
вить множественные сайты связывания миРНК miR-
506 с днРНК MALAT1 и с 3`-нетранслируемой обла-
стью гена iASPP/PPP1R13L. Благодаря этому удалось 
установить, что после повреждения ДНК ген iASPP по-
зволил клеткам уйти от апоптоза, а также выявилось, 
что MALAT1 усиливал этот процесс и позволил стиму-
лировать синтез ДНК в клетках РЯ через ось MALAT1/
miR-506/iASPP [38]. Таким образом, можно говорить 
о конвергентном действии двух генов, что позволяет 
более ясно представлять механизм ухода от апоптоза 
клетками опухоли.

При исследовании адаптивных возможностей кле-
точных линий РЯ, было показано, что гиперэкспрес-
сия днРНК MALAT1 усиливала жизнеспособность, 
миграцию и инвазию клеточных линий РЯ и была свя-
зана с метастазированием и низкой общей выживаемо-
стью [39]. Исследование показало, что MALAT1 осу-
ществляет свою негативную регуляцию через прямое 
связывание с miR-200c, что было подтверждено с по-
мощью люциферазного анализа [39]. 

Еще одна ось, которая также участвует в стимуля-
ции пролиферации, миграции и росте ксенотрансплан-
тата РЯ, показана в работе Tao F. и соавт. [40]. Это ось 
MALAT1/miR-211/PHF19, которая была валидирована 
с помощью двойной люциферазной тест-системы и ве-
стерн-блоттинга. Показано прямое связывание миРНК 
miR-211 с MALAT1 и с мРНК гена PHF19. При этом 
подтверждено, что МАLАТ1 может связывать и инги-
бировать miR-211, тем самым повышать экспрессию 
PHF19, что усиливает прогрессию РЯ [40].

Следует также отметить отрицательную корреля-
цию между уровнем экспрессии MALAT1 и miR-503-
5p в клетках РЯ, прямое связывание которых было под-
тверждено с помощью двойной люциферазной тест-си-
стемы и РНК-pull-down анализа [41]. Показано, что 
гиперэкспрессия MALAT1 связана с активацией белков 
p-JAK и p-STAT3 через оси MALAT1/miR-503-5p/JAK 
и MALAT1/miR-503-5p/STAT3, что приводит к пода-

влению апоптоза и высокой пролиферативной актив-
ности клеток РЯ [41].

Онкосупрессорные днРНК и роль метилирования в их 
инактивации. ДнРНК, подобно миРНК и генам, коди-
рующим белки, могут проявлять как опухоль стимули-
рующий, так и опухоль ингибирующий эффект в клет-
ках РЯ. Большинство супрессорных днРНК участвуют 
в сдерживании и подавлении прогрессии РЯ, мигра-
ции, инвазии, ЭМП и метастазирования. Супрессор-
ные днРНК подавляют экспрессию и функциональную 
активность онкогенных миРНК, с которыми они не-
посредственно связываются, что в дальнейшем при-
водит к повышению уровня мРНК-мишени гена-су-
прессора и кодируемого им белка.

Противоречивым механизмом действия обладает 
днРНК MEG3. По данным различных работ это может 
быть связано с двойственным поведением этой днРНК 
или с различием экспериментальных подходов. Так, 
было показано, что днРНК MEG3 гиперэкспрессиру-
ется в клетках РЯ [42]. В этой работе путь MEG3/miR-
421/PDGFRA был валидирован с помощью метода ана-
лиза люциферазных репортеров. Предполагается, что 
высокая экспрессия MEG3 индуцирует пролифера-
цию опухолевых клеток, инвазию, метастазирование 
и ангиогенез через этот путь. Предложен антибиотик 
анизомицин в качестве ингибитора влияния MEG3 
и PDGFRA на ангиогенез и прогрессию РЯ [42]. На-
против, недавно показано снижение экспрессии MEG3 
в клеточных линиях и тканях РЯ, и способность MEG3 
уменьшать миграцию и инвазию опухоли [43]. Супрес-
сорная функция MEG3, реализуемая взаимодействи-
ем с онкогенной miR-205-5p, была подтверждена с по-
мощью анализа люциферазного репортера [43]. На ос-
новании данных об ингибировании экспрессии мРНК 
гена PTEN, являющегося мишенью miR-205-5p, [44] 
и последних данных из работы Tao P. и соавт. [43], 
мы можем предположить, что MEG3 участвует в ин-
гибировании роста, миграции и инвазии клеток опу-
холи, а также в развитии апоптоза в клетках РЯ через 
путь MEG3/miR-205-5p/PTEN.

Эпигенетическое подавление генов-супрессоров 
опухолей путем метилирования в настоящее время вы-
зывает все больший интерес применительно к иссле-
дованиям рака. Как было описано выше, в опухолевых 
клетках РЯ наблюдается снижение или полное отсут-
ствие экспрессии днРНК MEG3. Причем, снижение 
экспрессии коррелирует со стадией заболевания. Бы-
ло показано, что промоторная область гена MEG3 бы-
ла гиперметилирована в более чем 60% клинических 
образцов и в 100% клеточных линий РЯ. Использо-
вание деметилирующего агента 5-аза-2’-дезоксици-
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тидина приводило к деметилированию этой области 
в клеточных линиях, причем с увеличением дозы эф-
фективность реакции увеличивалась. Это может го-
ворить о том, что гиперметилирование промоторной 
области MEG3 отрицательно коррелирует с экспрес-
сией днРНК MEG3 при РЯ. Исследования на других 
видах онкологии доказывают, что пониженная регуля-
ция или потеря экспрессии днРНК MEG3 согласует-
ся с аномальным метилированием промотора MEG3 
при различных типах рака, в частности менингиомах 
и нейробластомах. Напротив, MEG3 экспрессируется 
во многих нормальных тканях человека, промоторные 
области CpG-островков которых не подвергаются ги-
перметилированию. Эти исследования показывают, 
что инактивация гена MEG3 и снижение экспрессии 
днРНК MEG3 в этих опухолях частично являются ре-
зультатом подавления промоторной области гена MEG3 
путем гиперметилирования [45].

Особое внимание обращает на себя днРНК 
ZNF667-AS1, ген которой расположен в области хро-
мосомы 19q13.43. Молекулярная функция ZNF667-AS1 
остается мало изученной, однако ZNF667-AS1 преиму-
щественно экспрессируется в цитоплазме клетки и мо-
жет участвовать в регуляции трансляции белка посред-
ством взаимодействия с РНК-связывающими белками. 
Показано [46] , что инактивация ZNF667-AS1 происхо-
дит еще до злокачественной трансформации клетки, на 
этапе ее иммортализации, в результате метилирования 
ее промотора (рис. 5). Это было подкреплено способно-
стью ингибитора ДНК-метилтрансферазы, 5-аза-2-де-
зоксицитидина, реактивировать экспрессию ZNF667-
AS1 [46]. ZNF667-AS1 была исследована в образцах 

пациентов с РЯ с использованием нескольких моле-
кулярных методов [47]. В работе Chen X. и соавт. было 
показано, что экспрессия днРНК ZNF667-AS1 сниже-
на, а miR-21 повышена в опухолевых тканях по срав-
нению с соседними здоровыми тканями пациентов 
с РЯ [48]. Похожие изменения в уровне экспрессии 
ZNF667-AS1 наблюдались у пациентов с раком молоч-
ной железы, толстой кишки, раком желудка и увеаль-
ной меланомы [49-52]. Эти исследования показывают, 
что гиперметилирование промотора может быть одним 
из механизмов, приводящих к подавлению ZNF667-
AS1 при раке и может рассматриваться в качестве по-
тенциального диагностического маркера. 

Длинные нкРНК и их практическое применение. 
На сегодняшний день стандартное лечение прогрес-
сирующего РЯ включает циторедуктивную хирургию 
и химиотерапию препаратами платины (цисплатин 
или карбоплатин) и таксанами (паклитакселом). Од-
нако лечение ограничено в основном формировани-
ем резистентности к химиотерапии [53]. Кроме того, 
почти 30% пациентов с РЯ проявляют внутреннюю хи-
миорезистентность и имеют плохой прогноз [54]. По-
этому для преодоления этой проблемы требуется бо-
лее подробное изучение основных механизмов хими-
орезистентности.

Экспериментальные результаты показали, что та-
кие факторы, как снижение внутриклеточной концен-
трации препарата, активация или инактивация цис-
платина антиоксидантными системами, повышение 
способности к репарации ДНК и дефекты в сигналь-
ных путях способствуют резистентности к цисплатину 
при РЯ [55, 56]. Исследования показали, что днРНК 

Рис. 5. Роль онко-супрессорной гиперметилированной днРНК MORT (ZNF667-AS1) при раке яичников. 

Fig. 5. Role of onco-suppressor hypermethylated lncRNA MORT (ZNF667-AS1) in ovarian cancer.
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могут регулировать клеточный ответ на повреждение 
ДНК, включая реакцию на введение препаратов пла-
тины, на посттранскрипционном уровне [57]. Таким 
образом, днРНК могут играть важную роль в устой-
чивости к цисплатину.

Новым интересным открытием для неинвазивной 
диагностики рака стали экзосомальные днРНК, кото-
рые могут действовать как мессенджеры при межкле-
точных взаимодействиях [58]. Экзосомы представля-
ют собой внеклеточные везикулы диаметром 40-100 
нм с двухслойной липидной структурой. Процесс об-
разования экзосом в основном зависит от эндоцитоза 
клеточной мембраны для образования эндосом. Экзо-
сомы содержат большое количество нуклеиновых кис-
лот (ДНК и РНК, включая мРНК, миРНК и днРНК), 
белков и липидов, и тем самым воздействуют на клет-
ки-реципиенты, перенося эти вещества [59]. Эти вне-
клеточные пузырьки встречаются в различных жид-
костях организма, включая кровь, слезу, мочу, слюну, 
молоко кормящей женщины, асцит и т.д. [60]. Рако-
вые клетки выделяют больше экзосом, чем нормаль-
ные клетки, и биологическая информация о раке мо-
жет быть получена непосредственно путем анализа 
экзосом, полученных из опухоли [61]. Экзосомы уча-
ствуют в критических процессах развития рака, вклю-
чая рост опухоли, метастазирование, лекарственную 
устойчивость и микроокружение опухоли [61]. Экзо-
сомальные днРНК по-разному экспрессируются при 
многих видах рака, в том числе и при раке яичников, 
что позволяет предположить, что они могут таким об-
разом показывать физиологический и патологический 
статус их родительских клеток [62]. Более того, в не-
скольких исследованиях сообщалось о существенных 
различиях в профиле экспрессии экзосомальных днР-
НК у здоровых людей и онкологических больных [62], 
а также среди онкологических больных на разных ста-
диях заболевания [63]. 

Обнаружить экзосомальные днРНК можно с по-
мощью «жидкой» биопсии. По сравнению с тради-
ционной биопсией она широко используется в каче-
стве неинвазивной диагностики и технологии моле-
кулярного фенотипирования для выявления ранних 
стадий рака. Жидкая биопсия также была предложе-
на для определения динамики опухоли и может пре-
доставить диагностическую и прогностическую ин-
формацию до лечения, во время лечения и во время 
прогрессирования [64, 65]. Как известно, идеальный 
биомаркер рака должен соответствовать следующим 
критериям: идентифицировать подтип рака, стадию 
заболевания, наиболее эффективную терапию и про-
гнозировать/обнаруживать рецидивы опухоли. Кроме 

того, он должен быть обнаружен неинвазивным ме-
тодом, применимым в клинической практике. Благо-
даря своей специфичности днРНК, обнаруживаемые 
в жидкостях организма, потенциально могут соответ-
ствовать этим ожиданиям.

Взаимосвязь между экзосомальной днРНК и про-
грессированием раковых заболеваний, а также выде-
ление экзосом из жидких биопсий делают полученные 
из экзосом днРНК отличными кандидатами в каче-
стве потенциальных диагностических и прогностиче-
ских биомаркеров различных видов рака, в том числе 
и РЯ [63, 65, 66].

Заключение

Рак яичников развивается бессимптомно вплоть 
до поздних стадий и характеризуется обширным мета-
стазированием, химиорезистентностью и плохим про-
гнозом. Метастазирование при РЯ преимущественно 
перитонеальное, с образованием асцита, и его главной 
особенностью является отсутствие барьера между пер-
вичной опухолью и брюшной полостью. Важную роль 
в метастазировании РЯ играет ЭМП-переход от не-
подвижной поляризованной эпителиальной клетки, 
связанной с окружающей средой, к подвижной клет-
ке с мезенхимальной морфологией.

Роль миРНК как “главного регулятора” сигналь-
ных каскадов в клетке широко известна, в том числе 
и при РЯ. Однако недавнее открытие около 100 тысяч 
молекул днРНК, обладающих различными, но, в пер-
вую очередь, регуляторными функциями, привлекло 
внимание исследователей, и число соответствующих 
публикаций резко возросло.

Механизм действия днРНК как эндогенных РНК, 
конкурирующих с мРНК белок-кодирующих генов 
за связывание с миРНК, получил широкое признание 
как один из ключевых в опухолях с различной локали-
зацией, включая РЯ.

Помимо механизма конкурентного связывания 
миРНК, широко распространены альтернативные ме-
ханизмы прямого воздействия днРНК на мРНК или 
белок. Более того, некоторые днРНК (MALAT1 и др.), 
действуют в обоих режимах: с и без посредничества 
миРНК, но при этом регулируют различные мишени. 

Неоднозначность действия миРНК хорошо извест-
на — в зависимости от клеточного контекста они могут 
проявлять как онкогенные, так и супрессорные свой-
ства. Двойственность поведения обнаруживается и для 
некоторых днРНК.

Значительная часть днРНК влияет на ключевые 
пути метастазирования РЯ и эпителиально-мезенхи-
мальный переход. Более того, как онкосупрессорные, 
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так и онкогенные днРНК влияют почти на весь на-
бор ключевых путей, имеющихся в клетке. Кроме то-
го, белки, на экспрессию которых прямо или косвенно 
влияют днРНК, также связаны сразу со многими сиг-
нальными путями. При этом днРНК могут быть пре-
дикторами прогноза выживаемости и/или факторами 
ответа на терапию у пациентов с РЯ. 

Имеется множество примеров участия ДНК-мети-
лирования в регуляции генов кодирующих и некодиру-
ющих белки, включая миРНК и днРНК, что отражает-
ся на протекании процессов в развитии и прогрессии 
РЯ. Более того, ДНК-метилирование представляется 
перспективным биомаркером для диагностики и про-
гноза ответа на терапию РЯ.

Пересечения взаимодействий днРНК и миРНК 
с мРНК БКГ и с процессами эпигенетической регу-
ляции их генов посредством ДНК-метилирования со-
ставляют многослойные регуляторные сети, выясне-
ние которых критичная задача современной биологии. 

Изучение свойств днРНК и ДНК-метилирования 
– источник улучшения прогноза, общей выживаемо-
сти и качества жизни пациенток с РЯ, источник прин-
ципиально новых биомаркеров, а также путь к таргет-
ной терапии и персонализированному лечению этого 
социально значимого заболевания. Отмечена перспек-
тивность экзосомальных днРНК, выделенных из жид-
ких биопсий.
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Роль белка сиртуина-3 в лечении фиброза печени
1ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
620028, Екатеринбург, Россия, ул. Репина, д. 3;
2ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий»,  
620026, Екатеринбург, Россия, ул. Карла Маркса, д. 22а 

Представлен обзор  по НАД+-зависимой деацетилазе сиртуин-3 (SIRT3) – белке, обладающем антиоксидантной способно-
стью, высокой метаболической активностью и потенциальной  возможностью его использовании при лечении фиброза 
печени. Приводятся  сведения о структуре, локализации и  молекулярных мишенях SIRT3, обсуждаются  механизмы воз-
действия SIRT3 на фиброз печени.  В частности  SIRT3  рассматривается как потенциальная терапевтическая мишень  при 
лечении фиброза печени, однако данный аспект требует более детального изучения. В обзоре рассмотрены также меха-
низмы нарушений в органах при подавлении активности SIRT3. Показана возможность приостановления развития фиброза 
и в других органах, таких как почки, легкие, сердце путем снижения уровня АФК и  увеличения активности антиоксидант-
ных ферментов через  SIRT3-зависимые   молекулярные пути.

Ключевые слова: сиртуины; SIRT3; фиброз печени; супероксиддисмутаза; TGF-β; АФК
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The role of the Sirtuin 3 protein in the treatment of liver fibrosis
1Ural State Medical University, 
ul. Repina 3, Ekaterinburg, 620028, Russian Federation;

2Institute of Medical Cell Technologies, 
ul. K. Marksa 22a, Ekaterinburg, 620026,  Russian Federation

Abstract. The article presents a review of reports on NAD+-dependent deacetylase, Sirtuin-3 (SIRT3), as a protein with antioxidant 
capability, high metabolic activity, and a potential use in the treatment of liver fibrosis. Information about the SIRT3 structure, local-
ization, molecular targets, and mechanisms of the action on liver fibrosis is provided. In the absence of effective treatment, con-
tinuous progression of liver fibrosis disturbs the normal structure and function of the liver, which can eventually lead to the devel-
opment of cirrhosis. The mortality from cirrhosis as the terminal liver fibrosis ranks the 9th worldwide among all causes of death 
and the 6th among people of the most active working age. It has been demonstrated that oxidative stress caused by imbalanced 
formation and elimination of reactive oxygen species (ROS) is a trigger mechanism for hepatic fibrogenesis. Increased activity of 
certain antioxidant enzymes can suppress oxidative stress and, thus, delay the development of liver fibrosis. Studies have shown 
that the SIRT3 deficiency increases ROS and aggravates liver damage, while the SIRT3 activation contributes to attenuation of liver 
fibrosis. It was reported that SIRT3 may be a potential therapeutic target in the treatment of liver fibrosis, although this requires 
more detailed study. This review addresses the mechanisms of disorders in organs associated with the impaired SIRT3 activity. A 
possibility is shown to stop the development of fibrosis also in other organs, such as the kidneys, lungs, and heart, by limiting ROS 
and activating the antioxidant enzymes through SIRT3-dependent molecular pathways.
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Список сокращений:
НАД+ – Никотинамидадениндинуклеотид
SIRT3 – Сиртуин 3
АФК – активные формы кислорода
CAT – каталаза 
MnSOD2 – супероксиддисмутаза 2 
GPx – глутатионпероксидаза 
PGC-1α – γ-коактиватор-1α, активируемый про-

лифератором пероксисом 
АДФ – Аденозиндифосфат
АТФ – Аденозинтрифосфат
AceCS2 – Ацетил-КоА-синтаза 2 
IDH2 – изоцитратдегидрогеназа 

НАДФН – Никотинамидадениндинуклеотидфосфат
GSH – Глутатион восстановленный 
GSSG – Глутатион окисленный
GSK3β – киназу-3β гликогенсинтазы 
MPTP – митохондриальная Ca2+-зависимая пора 
MDA – малонового диальдегида 
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов
TGF-β1 – трансформирующий фактор роста β1
GR – Глутатионредуктаза
 GPx – Глутатионпреоксидаза
CCl4 – четыреххлористый углерод
NMN – никотинамидмононуклеотид 
Α-SMA – α-гладкомышечный актин

Введение

Сиртуины (silencer information regulator) – семей-
ство белков, которые стали в последние десятилетия 
объектом изучения многих ученых в связи с их важной 
ролью в контроле клеточного цикла, метаболических 
процессах, митохондриальном гомеостазе, старении. 
Эти белки вырабатываются повсеместно, но больше 
всего в органах и тканях с высокой метаболической ак-
тивностью. Белки сиртуины имеют различную внутри-
клеточную локализацию. SIRT 1,6,7 млекопитающих 
находятся в ядре, SIRT 2 – преимущественно в цито-
плазме, SIRT 3,4,5 – в митохондриях.  Сиртуины могут 
действовать как АДФ-рибозилтрансферазы или белко-
вые деацетилазы, ферментативная активность которых 
зависит от никотинамидадениндинуклеотида (НAД+), 
что определяет их роль в клеточных метаболических 
процессах [1-3]. Их активация происходит при низ-
коэнергетических состояниях либо при определен-
ных стрессах, когда в клетке увеличивается соотноше-
ние НАД+/НАДН и снижается уровень никотинамида, 

а также при воздействии эндогенных белков, участву-
ющих в трансдукции и транскрипции сигналов, и ря-
да микроРНК [1].  Что касается данной статьи, то она 
направлена на изучение структуры, функции, молеку-
лярных мишеней SIRT3, его роли при патологии пече-
ни. Изменения ацетилирования, которые регулирует 
SIRT3, нужны для поддержания функции митохондрий 
в различных тканях. Митохондрии играют важнейшую 
роль в синтезе энергии, метаболизме, апоптозе и вну-
триклеточной передаче сигналов [3,4]. Из всех 7 видов 
сиртуинов только SIRT3 регулирует синтез клеткой 
ферментов, обладающих антиоксидантным действием: 
каталазы (CAT), супероксиддисмутазы 2 (MnSOD2), 
глутатионпероксидазы (Gpx) [3,5].  В ряде работ были 
использованы нокаутные по SIRT3 мыши для оцен-
ки метаболических функции [1, 2, 5, 6]. При этом бы-
ло выявлено, что в клетках этих мышей был повышен 
уровень АФК и нарушено клеточное дыхание. Нокау-
тированные мыши были склонны к развитию ожире-
ния, резистентны к инсулину, склонны к прогресси-
рованию хронических повреждении печени. Учитывая 
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увеличение количества заболеваний печени, в послед-
нее десятилетие появляется все больше работ, посвя-
щенных фармакологической активации SIRT3 при фи-
брозе и других хронических повреждениях печени [7]. 
В данной работе обобщены данные, демонстрирующие 
антиоксидантные свойства SIRT3 при фиброзе печени 
с акцентом на молекулярные механизмы. В статье рас-
смотрены общие вопросы строения, локализации, мо-
лекулярные мишени SIRT3, а также процессы, возни-
кающие в организме, при ингибировании этого белка.  

Локализация SIRT3 в тканях и клетках млекопи-
тающих. У млекопитающих белок SIRT3 экспресси-
руется во многих тканях. В исследованиях, проведен-
ных на мышах, выявили, что больше всего SIRT3 со-
держится в печени, головном мозге, бурой жировой 
ткани, сердце, мышцах и почках, в меньшей степени 
в легких, яичниках и селезенке [3].

 Считается, что SIRT3 локализован внутри клет-
ки в митохондриальном матриксе и  активируется по-
сле расщепления его сигнальной последовательности 
[1, 3, 8]. Однако другие исследования [1, 9] ставят под 
сомнение исключительно митохондриальную локали-
зацию SIRT3. Эти различия возникают из-за того, что 
SIRT3 как у мышей, так и у людей имеет две изофор-
мы – короткую и полную. Ряд исследователей сообща-
ют, что полная форма SIRT3 находится только в мито-
хондриях [10], другие – что в сердце данная изоформа 
может быть расположена в ядре, митохондриях и ци-
топлазме [9]. Короткая форма, которая теряет 142 кон-
цевых остатка NH2, присутствует как в митохондриях, 
так и в ядре, цитоплазме [9]. Однако в исследовании 
Cooper H.M. и др. проводили клонирование различ-
ных экспрессионных конструкций SIRT3, при опре-
делении субклеточной локализации SIRT3 методами 
иммунофлуоресценции, вестерн-блоттинга и внутри-
клеточного фракционирования SIRT3 не был обнару-
жен в ядре, поэтому можно утверждать, что SIRT3 ло-
кализован в митохондриях [11].

Роль SIRT3 в митохондриальном биогене. SIRT3 рас-
положен во внутренней мембране митохондрий вме-
сте с цепью переноса электронов [12] и играет важную 
роль в регуляции функции митохондрий [13]. Мито-
хондрии являются высокодинамичными органеллами 
и проходят постоянные циклы деления и слияния, ко-
торые зависят от наличия питательных веществ в клет-
ке [14]. При недостатке питания происходит слияние 
митохондрий, которое опосредуется динамин-1-по-
добный белком, и увеличивается выработка АТФ, при 
избытке же, наоборот, митохондрии делятся, что ве-
дет к снижению потребления кислорода и продукции 
АТФ. Таким образом, эти 2 процесса поддерживают го-

меостаз в митохондриях. При индукции SIRT3 при го-
лодании или стрессе, активируется процесс слияния, 
и подавляется деление митохондрий [10]. Эндогенный 
регулятор SIRT3 – рецептор γ-коактиватор-1α, активи-
руемый пролифератором пероксисом (PGC-1α), уча-
ствует в адаптивном термогенезе в скелетных мышцах 
и буром жире, глюконеогенезе в печени, митохондри-
альном биогенезе, а также является мощным регуля-
тором метаболизма АФК [12]. Сверхэкспрессия PGC-
1α в клетках скелетных мышц приводит к увеличению 
расхода энергии и биогенеза митохондрий. В исследо-
вании  X. Kong и др. [12] была оценена роль PGC-1α 
в отношении влияния SIRT3 на биогенез митохондрий. 
Сверхэкспрессия SIRT3 приводила к увеличению со-
держания митохондриальной ДНК в клетке в 1,7 раза, 
в то время как нокаут эндогенного SIRT3 не изменял 
содержание базальной митохондриальной ДНК. Кро-
ме того, нокдаун эндогенного mSIRT3 снижал индуци-
рованную PGC-1α митохондриальный биогенеза. Это 
демонстрирует важную роль SIRT3 в биогенезе мито-
хондрий. У SIRT3-нокаутных мышей происходит гипе-
рацетилирование митохондриального белка и сниже-
ние базальных уровней АТФ в различных тканях [15].

Молекулярные мишени SIRT3. Осуществляя мета-
болические процессы, SIRT3 регулирует выработку 
многих митохондриальных белков путем обратимо-
го деацетилирования. Первой идентифицированной 
мишенью белка SIRT3 является Ацетил-КоА-синта-
за 2 (AceCS2) –  фермент, который является катали-
затором процесса образования Ацетил-КоА из ацета-
та [16]. Ацетил-КоА в свою очередь является одним 
из главных регуляторов биосинтеза жирных кислот 
и холестерина. Также SIRT3 активирует MnSOD2, сни-
жая, таким образом, митохондриальный супероксид. 
MnSOD2 –  это первичный митохондриальный анти-
оксидантный фермент, который преобразует 2 О•-2 
в H2O2, далее превращающуюся в воду под действием 
фермента каталазы. SIRT3 непосредственно деацети-
лирует MnSOD2 в митохондриях, значительно увели-
чивая его способность улавливать АФК [17]. SIRT3 
также деацетилирует изоцитратдегидрогеназу (IDH2), 
повышая ее активность. Увеличение активности IDH2 
за счет SIRT3-опосредованного деацетилирования по-
вышает уровень НАДФН, что, в свою очередь, может 
увеличивать активность глутатионредуктазы для вос-
становления GSH из GSSG [10].  В печени, как и в дру-
гих органах, SIRT3 может увеличивать клиренс АФК 
для защиты от окислительного повреждения путем 
влияния на MnSOD2 и CAT за счет деацетилирования 
и активации   FOXO3a [18]. Кроме деацетилирования, 
SIRT3 также регулирует фосфорилирование CDK1, по-
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вышая тем самым активность MnSOD2 через CDK1-
опосредованное фосфорилирование [19]. SIRT3 регу-
лирует передачу сигналов ERK-CREB для активиро-
вации BNIP3, тем самым увеличивая митотическую 
устойчивость к неалкогольной жировой болезни пече-
ни, регулируемую BNIP3 [20]. Также SIRT3, ингибируя 
повреждение митохондрий и апоптоз за счет деацети-
лирования и снижения активности Ku70, восстанавли-
вает гепатоциты и снижает выраженность фиброза [21]. 
Получены данные, свидетельствующие, что SIRT3 де-
ацетилируя киназу-3β гликогенсинтазы (GSK3β), уве-
личивает ферментативную активность данной киназы 
и, таким образом, блокирует способность таких факто-
ров, как Smad3, c-Jun и β-катенин стимулировать фи-
броз [22]. На клеточной линии EJ-p53 было показано, 
что SIRT3 ингибирует активность p53, тем самым при-
водя к замедлению роста и старения [23].

Появляется все больше данных о том, что митохон-
дриальная Ca2+-зависимая пора (mPTP) способству-
ет митохондриальной дисфункции с возрастом. Рез-
кий запуск mPTP приводит к апоптозу, а медленное 
открытие способствует набуханию митохондрий, депо-
ляризации мембраны и разрушению дефектных мито-

хондрий путем аутофагии. SIRT3 деацетилирует регу-
ляторный компонент mPTP, циклофилин D (CypD), 
способствуя предотвращению нарушений функций 
митохондрий [24].  Также SIRT3 деацетилирует такие 
ключевые метаболические ферменты, как сукцинатде-
гидрогеназа [25], пируватдегидрогеназа и глутаматде-
гидрогеназа [3]. Интересно, что SIRT3 способен деа-
цетилировать свою субъединицу E1α, увеличивая соб-
ственную ферментативную активность [26] (рис.1).

Подавление активности SIRT3 в органах и его по-
следствия. Дефицит SIRT3 вызывает повышение уров-
ня АФК и геномную нестабильность, что приводит 
к митохондриальной дисфункции, которая в свою оче-
редь способствует нарушению работы различных орга-
нов [5, 27, 28]. В исследовании Tyagi A. и др. были изу-
чены эффекты гиперацетилирования митохондриаль-
ного белка головного мозга у мышей с нокаутом SIRT3, 
содержащихся на западной диете. Было выявлено, что 
дефицит SIRT3 у мышей приводит к митохондриаль-
ной дисфункции, вызывает снижение регуляции не-
скольких метаболических путей, включая окисление 
жирных кислот, окислительное фосфорилирование 
и цикл трикарбоновых кислот. 

Рис. 1. Молекулярные мишени SIRT3.

Fig. 1. Molecular targets of SIRT3.
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В головном мозге наблюдались гипертрофия ми-
кроглии и повышение уровня IL-1β, которые являют-
ся маркерами нейроинфекции [29]. S. Yang  и др. изу-
чали возможное участие SIRT3 в заживлении диабети-
ческих ран. Мышам дикого типа и SIRT3-нокаутным 
мышам вводили стрептозотоцин, в исследованиях in vi-
tro фибробласты кожи мыши подвергали воздействию 
глюкозы [30]. По полученным данным дефицит SIRT3 
снижал скорость заживления, ухудшал кровоснабже-
ние и экспрессию VEGF. Также был повышен уровень 
супероксида, малонового диальдегида (MDA), снижена 
общая антиоксидантная способность, активность Mn-
SOD2 [30]. У SIRT3-нокаутных мышей была обнаруже-
на сверхэкспрессия протеинкиназы 3 и каспазы 3 как 
in vitro, так и in vivo. В целом, недостаток SIRT3 замед-
ляет заживление кожных ран при диабете, это может 
быть связано с митохондриальной дисфункцией, уси-
лением окислительного стресса и некроптоза. 

В следующем исследовании было показано, что де-
фицит SIRT3 способствует прогрессированию индуци-
рованного ангиотензином II почечного фиброза, что 
сопровождается усиленным синтезом коллагена I [31]. 
У SIRT3-нокаутных мышей увеличивалось количество 
почечных перицитов, в которых обнаружилось повы-
шение продукции TGF-β1, с дальнейшей их диффе-
ренцировкой в фибробласты. Нехватка SIRT3 способ-
ствовала увеличению образования АФК, производных 
НАДФН-оксидазы после введения ангиотензина II [31]. 

В работе, посвященной лечению фиброза печени, 
вызванного окислительным стрессом, было выявлено, 
что истощение SIRT3 ослабляло стимулирующий эф-
фект Витаферина А на активность CAT, глутатионре-
дуктазы (GR), GPx и MnSOD2 как в активированных 
звездчатых клетках печени Ито (in vitro), так и при фи-
брозе печени [5]. У SIRT3-нокаутных мышей, получав-
ших диету с высоким содержанием жиров, происходит 
накопление триглицеридов в печени, что подтвержда-
ется увеличением экспрессии интегрального мембран-
ного белка CD36 и рецепторов липопротеинов низкой 
плотности (VLDLR) в печеночных клетках посред-
ством Nrf2-зависимого механизма [32]. 

Роль SIRT3 при ионизирующем излучении бы-
ла изучена LoBianco F.V. и др. [33]. В данном иссле-
довании десятимесячные самцы мышей SIRT3−/− 
и SIRT3+/+  подвергались облучению печени в до-
зе 24 Гр. Было обнаружено значительное увеличение 
экспрессии мРНК TGF-β, IL-1β и IL-6, а также мар-
керов фиброза - проколлагена 1, α-SMA у мышей 
SIRT3−/−, что свидетельствует о стойкой воспали-
тельной реакции и непрерывном прогрессировании 
повреждения печени через 6 мес в отсутствие SIRT3.

Недостаток SIRT3 приводит к ацетилированию 
и инактивации многих митохондриальных белков, ко-
торые имеют решающее значение для целостности ми-
тохондрий [6]. У SIRT3-нокаутных мышей может раз-
виваться спонтанный фиброз и в легких в результате 
повышенного ацетилирования GSK3β, что приводит 
к усилению синтеза TGF-β1 [22]. Cheng Y. и др. бы-
ло обнаружено, что OGG1 -8-оксогуанин-ДНК-гли-
козилаза 1, фермент репарации ДНК, является мише-
нью деацетилирования SIRT3, что играет важную роль 
в восстановлении повреждения митохондриальной 
ДНК (мтДНК) [34]. Таким образом, истощение SIRT3 
в альвеолярных эпителиальных клетках увеличивает 
ацетилирование остатков OGG1 – K338 и K341, тем 
самым снижая активность ферментов эксцизионной 
репарации мтДНК, способствуя повреждению и апоп-
тозу альвелярных эпителиоцитов [27].

Представляет интерес двойственное влияние SIRT3 
на развитие рака. SIRT3 может выступать как в роли 
промотора, так и в роли супрессора опухоли в зависи-
мости от типа клетки и опухоли, а также наличия раз-
личных стимулов стресса или гибели клеток [1]. 

Механизмы SIRT3-зависимого влияния на фиброз пече-
ни. Несмотря на то, что восприимчивость тканей к фи-
брозу различна, можно отметить общие характеристики 
в развитии этого процесса на клеточном и молекуляр-
ном уровнях, которые включают дегенерацию клеток, 
лейкоцитарную инфильтрацию, пролиферацию клеток 
с фибробластоподобным действием. Одним из основ-
ных факторов, способствующих фиброзу тканей, явля-
ется активация передачи сигналов трансформирующего 
фактора роста (TGF).  TGF-семейство состоит из 3 ли-
гандов: TGF-1, -2 и -3, которые синтезируются в каче-
стве неактивных предшественников. Активированный 
TGF связывается с мембранными рецепторами и запу-
скает серию зависимых от фосфорилирования сигналь-
ных каскадов, которые завершаются активацией семей-
ства транскрипционных факторов Smad (рис. 2) [35]. Эти 
факторы регулируют экспрессию генов, которые приво-
дят к трансформации перисинусоидальных клеток пече-
ни Ито в миофибробласты и индукции фиброза [5, 35].  
Одной из сигнальных киназ, которая препятствует 
передаче сигналов TGF, является GSK3β. GSK3β –  
это серин/треонинкиназа, которая регулирует широ-
кий спектр клеточных функций [6]. Деацетилирование 
и активация GSK3β с помощью SIRT3 снижает экспрес-
сию генов фиброза в печени [6, 22].  Эта модификация 
увеличивает ферментативную активность киназы и, та-
ким образом, блокирует способность таких факторов 
как Smad3 и c-Jun β-катенин стимулировать экспрес-
сию фиброзных генов [22]. 
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    Окислительный стресс, вызванный дисбалан-
сом между образованием и удалением АФК, кото-
рые усиливают выработку лейкоцитами провоспали-
тельных цитокинов, является триггером фиброгене-
за печени.  АФК индуцируют фиброз печени через 
AKT-mTOR и ERK1/2 сигнальные пути, в то время как 
SIRT3 уменьшает фиброз печени путем удаления АФК, 
воздействуя прямым путем через MnSOD2, а также 
косвенным путем через IDH2 [36]. Деацетилирование 
FOXO3 также снижает уровень клеточных АФК за счет 
усиления активности антиоксидантных ферментов 
MnSOD2 и CAT, что также способствует уменьшению 
фиброза печени [37]. При фиброзе печени снижается 
выработка AMPK и карнитинпальмитоилтрансфера-
зы 1A (CPT-1A), способствуя активации липогенеза 
и снижения окисления жирных кислот.  SIRT3 увели-
чивает экспрессию AMPK, которая ингибирует синтез 
жирных кислот, стимулируя окисление жирных кис-
лот путем повышения экспрессии CPT-1A [38]. SIRT3 
может связываться и деацетилировать преобразователь 
сигнала и активатор транскрипции 3 (STAT3) для ин-
гибирования регулируемого STAT3-NFATc2 фибро-
за печени [39].

 SIRT3 как терапевтическая мишень при фиброзе пе-
чени. Дисфункция SIRT3, являющегося основным ре-
гулятором митохондриального метаболизма и энер-
гетики, тесно связана с возникновением и развитием 
различных заболеваний. Активация SIRT3 является 
эффективным способом лечения многих заболеваний 
[33]. Один из наиболее важных терапевтических под-
ходов нацелен на увеличение митохондриального уров-

ня НАД+ или других активаторов SIRT3. Рацион, со-
стоящий из таких продуктов питания, как мясо, мо-
лочные продукты, яйца, орехи и другие, обеспечивает 
достаточное поступление триптофана и ниацина, ко-
торые стимулирует биосинтез НАД+ de novo, стиму-
лируя тем самым активацию сиртуинов [40]. 

Другим способом усиления синтеза НАД+ являет-
ся «Путь спасения НАД+»: никотинамидфосфорибо-
зилтрансфераза (NAMPT) превращает никотинамид 
(NAM) в никотинамидмононуклеотид (NMN) для био-
синтеза НАД + в клетках млекопитающих. Таким об-
разом, добавление NMN или увеличение экспрессии 
повышают уровень НАД+ [41]. 

Никотинамид рибозид, являющийся предшествен-
ником НАД+ можно применять в качестве пищевой 
добавки для поддержания высокого соотношения 
НАД+/НАДH [42]. Экзогенный НАД+ также исполь-
зуется для ослабления фиброза печени. В настоящее 
время еще нет данных об агонисте SIRT3, но есть ряд 
положительных модуляторов, продемонстрировавших 
благоприятные терапевтические эффекты [4]. К тому 
же большинство этих соединений получают из нату-
ральных веществ. Хонокиол (2-(4-гидрокси-3-проп-
2-2-енилфенил)-4-проп-2-енилфенол) является одним 
из наиболее изученных активаторов SIRT3 и представ-
ляет собой натуральный лигнан, полученный из коры 
магнолии [43]. В предыдущих исследованиях было по-
казано, что Хонокиол оказывает противовоспалитель-
ное, антиоксидантное, антибактериальное, противо-
опухолевое и нейропротекторное действие [43, 44]. 
Имеются данные о том, что антифибротические эф-

Рис. 2. Основные механизмы влияния SIRT3 при фиброзе печени.

Fig. 2. The main mechanisms of the effect of SIRT3 in liver fibrosis.
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фекты Хонокиола у крыс с фиброзом печени связаны 
с подавлением путей передачи сигналов TGF-β/Smad 
и MAPK [23]. Таким же образом Хонокиол тормозит 
развитие фиброза почек [44]. 

Силибин – еще один активатор SIRT3, обладает ге-
патопротекторным, антиоксидантным, иммуномодули-
рующим действием [45]. Более того, известно, что си-
либин препятствует превращению перисинусоидальных 
клеток печени Ито в миофибробласты, предотвращая 
отложение коллагена и развитие фиброза печени [46]. 
Применение куркумина при фиброзе печени,  вызван-
ном перевязкой желчного протока у крыс,  снижало по-
вреждение печени [2]. В ряде исследований подтверди-
ли, что он обладает антиоксидантным, противовоспали-
тельным и противораковым действиями [45, 47]. Исходя 
из данных работ, можно заключить, что куркумин мо-
жет увеличивать активность SIRT3, индуцируя AMPK 
и повышая уровень НАД+. Также было показано, что 
лечение куркумином повышало экспрессию MnSOD 
и IDH2 в фиброзной печени [2, 45]. 

Совсем недавно было проведено исследование, в ко-
тором было выявлено, что Витаферин А – стероидный 
лактон, полученный из травяного растения Withania 
somnifera, оказывает мощное антифибротическое дей-
ствие SIRT3-зависимым путем [5]. У SIRT3-нокаутных 
мышей стимулирующий эффект Витаферина А на ак-
тивность CAT, GR, GPx, HO-1 и MnSOD был суще-
ственно ниже  как в активированных клетках печени 
Ито, так и в фиброзной печени, что дает возможность 
предположить, что SIRT3 опосредует окислительный 
стресс в основном за счет повышения активности ми-
тохондриальных антиоксидантных ферментов. 

Есть сведения, что кофеин увеличивал превраще-
ние АДФ в АТФ и активировал путь цАМФ/CREB/
SIRT3/AMPK/ACC в печени, снижая фиброзирова-
ние печени [48]. Целастрол – пентациклический трите-
пен, поучаемый из Tripterygium Wilfordi и обладающий 
мощным противовоспалительным действием, подавлял 
воспаление в печени крыс и секрецию воспалительных 
факторов in vitro, тормозя прогрессирование фибро-
за печени [49]. Данный эффект Целастрола обуслов-
лен снижением активности воспаления путем переда-
чи сигналов AMPK-SIRT3 как в перисинусоидальных 
клетках печени Ито, так и в фиброзной печени [49].

       В исследовании Y. Wang  и др. [50] было обнару-
жено, что γ-мангостин – один из основных ксантонов 
мангостина, снижает трансформацию  перисинусоидаль-
ных клеток печени Ито (LX-2) человека в миофибробла-
сты, а также препятствует у мышей,  прогрессированию 
фиброза печени вызванного четыреххлористым углеро-
дом (CCl4). γ-Мангостин уменьшал экспрессию колла-

гена I и α-гладкомышечного актина (α-SMA) в клетках 
LX-2 дозозависимым путем. Кроме того, γ-man ингиби-
ровал активность NAD(Р)H-оксидазы путем активации 
SIRT3, что приводило к снижению внутриклеточного 
окислительного стресса в клетках LX-2. У мышей с фи-
брозом печени γ-man усиливал экспрессию SIRT3 и сни-
жал экспрессию белка 1-й группы высокой подвижности 
хроматина (HMGB1), что приводило к уменьшению на-
копления коллагена I и α-SMA в печени [50]. 

   Важным аспектом в регулировании экспрессии 
SIRT3 являются физическая активность и ограничение 
калорийности пищи [51]. Уровень НАД+ значитель-
но увеличивался при голодании, что способствовало 
активации SIRT3. Экспрессия мРНК SIRT3 увеличи-
валась в печени, скелетных мышцах и жировой ткани 
мышей содержащихся на на диете с 30% ограничением 
калорийности. Известно, что при старении экспрессия 
SIRT3 снижается [25]. Метаболический стресс, вызван-
ный физическими упражнениями, способствует увели-
чению соотношения НАД+/НАДН, которое обеспечи-
вает повышенный уровень субстрата для SIRT3 [51]. 

Заключение

Накопление научных данных постепенно раскры-
вает биологические функции SIRT3, что создает пред-
посылки его использования в медицине.  Исследова-
ния, проведенные в последние десятилетия, показа-
ли, что роль SIRT3 при многих заболеваниях связана 
с эффектом снижения уровня АФК. SIRT3 активиру-
ет свои субстраты, такие как супероксиддисмутаза, 
изоцитратдегидрогеназа, пируватдегидрогеназа пу-
тем деацетилирования, инактивируя тем самым из-
быток АФК.  Ингибирование окислительного стресса 
помогает контролировать также и прогрессирование 
фиброза печени. SIRT3 регулируя цикл трикарбоно-
вых кислот, окислительное фосфорилирование, ме-
таболизм жирных кислот и аминокислот обеспечива-
ет поддержание гомеостаза митохондрий, что в итоге 
способствует повышению жизнеспособности клеток. 
Таким образом, SIRT3 был предложен как многообе-
щающая мишень при многих заболеваниях человека, 
а ряд низкомолекулярных соединений, нацеленных на 
SIRT3, продемонстрировал терапевтические эффекты 
при фиброзе печени.
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Пробиота (микрофлора кишечника) – важный фактор возникновения, развития, лечения, реабилитации, формирования 
близких и отдаленных последствий инсульта. Поэтому можно и нужно использовать эти знания для профилактики и лече-
ния этой распространенной и тяжелой, часто смертельной болезни. Важной медицинской характеристикой пробиоты 
является способность создавать короткоцепочечные жирные кислоты (short-chain fatty acids -SCFA) – энергетический суб-
страт для мозга и мышц, а также для «второго мозга» – колоноцитов. Для них они не только энергетический субстрат, но 
и стимулятор пролиферации. Флора, потребляющая SCFA препятствует колонизации кишечника патогенами, например, 
шигеллами и сальмонеллами, блокирует их адгезию к эпителию, стимулирует рост некоторых полезных анаэробных бак-
терий. Главный фактор пользы вегетарианской и веганской диеты – благоприятная пробиота.
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Probiotics (intestinal microflora) are an important factor in the occurrence, development, treatment, rehabilitation, and forma-
tion of immediate and long-term consequences of stroke. Therefore, this knowledge can and should be used to prevent and treat 
this common and severe, often fatal, disease. An important medical characteristic of probiotics is the ability to create short-chain 
fatty acids (SCFAs), an energy substrate for the brain and muscles, as well as for the “second brain”, colonocytes. For them, SCFAs 
are not only an energy substrate, but also a proliferation inducer. The SCFA-consuming flora prevents colonization of the intes-
tine by pathogens, such as shigella and salmonella, blocks the pathogen adhesion to the epithelium, and stimulates the growth 
of some beneficial anaerobic bacteria. A major benefit of vegetarian and vegan diets is favorable probiotics.
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«Все болезни начинаются в кишках»
(Древняя догадка, приписываемая Гиппократу)

Пробиота (микрофлора кишечника) – важный 
фактор возникновения, развития, лечения, реаби-
литации, формирования близких и отдаленных по-
следствий инсульта [1]. Проинсультные и противо-
инсультные эффекты пробиоты – это частные случаи 
всеобъемлющей связи человека со средой обитания, 
природой и взаимозависимости: человек – природа. 
Среда не только нас окружает, но и находится внутри, 
в частности в виде пробиоты и более частной частно-
сти – бактерий, образующих короткоцепочечные (не 
более 5 атомов углерода) жирные кислоты (short-chain-
fattyacids -SCFA) – питательные вещества для колоно-
цитов. Всего SCFA 3 с двумя, тремя, и четырьмя угле-
родными атомами, соответственно: ацетат, пропионат 
и бутират. Однако в литературе термин бутират ча-
сто используется как синоним всего комплекса SCFA.

Анаэробная ферментация непереваримых или пло-
хо переваримых полисахаридов (крахмалов, пищевых 
волокон) – главный по своему биологическому значе-
нию процесс в толстом кишечнике. Пропионат произ-
водят исключительно анаэробы семейства Clostridiales, 
а ацетат и бутират имеют более широкий перечень сво-
их продуцентов. SCFA влияют на барьерные и иммун-
ные функции слизистой и на великое множество из-
вестных и пока не известных процессов в организме. 
Все SCFA постоянно присутствуют в крови, стимули-
руют кровоток в толстой кишке, перистальтику тонкой 
кишки, влияют на поглощение воды и соли, на чувство 
насыщения. Вполне современное понимание медицин-
ского значения пробиоты И.И. Мечников изложил бо-
лее 100 лет назад: «Цель, преследуемая нами, есть пре-
вращение нашей кишечной флоры в флору благоде-
тельную для нашего здоровья»[2]. Образование SCFA 
– главный по своему биологическому значению резуль-
тат ферментативных процессов в толстом кишечнике. 
Внутривенное или интраперитонеальное введение бу-
тирата улучшает исходы травматических повреждений 
мозга [3]. Пробиота способна синтезировать большин-
ство встречающихся в мозге нейротрансмиттеров, в том 
числе: ГАМК, серотонин, дофамин, норадреналин [4].

Потенциал пробиоты обозначается уже таким фор-
мальным по сути, но впечатляющим по цифрам фак-
том. В кишечнике обитает несколько тысяч только из-
вестных видов бактерий, регулируемых тремя милли-
онами генов, что в 150 раз превышает человеческий 
геном.

Пероральное потребление пробиотиков, таких как 
Bifidobacterium spp., Akkermansia munichipilla и Faeca-
lis praunitzii, снижает содержание провоспалительных 
маркеров у пожилых людей и старых мышей. Эффект 
достигается ферментацией этими пробиотиками рези-
стентного крахмала и белков в толстой кишке, прояв-
ляется повышением содержания бутирата и улучше-
нием состава пробиоты кишечника. В совокупности 
пробиотики, резистентный крахмал и резистентные 
белки способствуют здоровому старению [5]. В китай-
ско–американском исследовании 427 пациентов с бо-
лезнью Альцгеймера (контроль – 378 здоровых людей) 
у больных обнаружили уменьшение общего разнообра-
зия пробиоты, увеличенное содержание Proteobacteria, 
Bifidobacterium и Phascolar [6]. В качестве причины ин-
валидности и смерти инсульту принадлежит второе ме-
сто в нисходящем по «убивающей» способности списке 
болезней современного человечества, – первое место 
за ишемической болезнью сердца. Во многих случаях 
за не смертельным в первые сутки инсульом, следует 
длящийся месяцы и годы, дорогостоящий, трудно-пе-
реживаемый в физическом, моральном, эмоциональ-
ном и материальном отношениях процесс реабилита-
ции. Умозрительно существенно улучшить ситуацию 
могли бы эндоваскулярные тромболизис и тромбэк-
томия, рекомендуемые для выполнения в ближай-
шие 8 ч после инсульта. Однако, практика показывает, 
что для 30-40% больных реканализация в такие сроки 
оказывается запоздалой, неэффективной, не восста-
навливающей циркуляцию, а порой усугубляющей не-
благоприятные изменения в пенумбре [7].

Важным патогенетическим фактором инсульта яв-
ляется активация процесса свертывания крови, агре-
гация кровяных пластинок и образование атероскле-
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ротической бляшки, способствующей как тромбиро-
ванию, так и разрыву сосуда.

Патологические изменения в зоне инсульта 
не ограничиваются недостаточностью кислорода, глю-
козы, других нормальных компонентов обмена, но ос-
ложняются появлением и увеличением содержания 
damage associated molecular patterns (DAMPs) – ис-
каженных «уродливых» молекул-результатов патоло-
гической циркуляции, гипоксии, гипервоспаления. 
DAMPs вызывают повреждения и гибель нейронов 
и глиоцитов, повреждают ГЭБ, эндокринную регуля-
цию, стимулируют воспаление [8]. Цитокины, хемоки-
ны, высвобождающиеся при повреждении, активиру-
ют резидентную микроглию пенумбры [9].

В последние годы появилось большое количество 
сведений, благодаря которым сложилось убеждение 
о важной роли кишечной флоры в патогенезе ин-
сульта [10]. При инсульте, как и без него, для пита-
ния организма, обеспечения его энерготрат, иммуни-
тета и функции мозга микрофлора кишечника имеет 
жизненно-важное значение. Нарушение циркуляции 
в мозге активирует иммунную систему кишечника, по-
вышает проницаемость кишечной стенки. Это, в свою 
очередь, приводит к эктопии провоспалительных кле-
ток, бактерий, попадающих в кровоток и в ткани го-
ловного мозга вместе с DAMPs через нарушенный ге-
матоэнцефалический барьер. Существенной составля-
ющей патогенеза ишемического инсульта – является 
активация, агрегация тромбоцитов и формирование 
атеросклеротической бляшки. Возможность образо-
вания/необразования бляшки в свою очередь зави-
сит от микрофлоры кишечника – пробиоты. Пробио-
та играет также важную роль в двухсторонней связи 
между центральной и кишечной нервными системами.

По-видимому, лучший способ бактериологической 
терапии инсульта, а также профилактики его возник-
новения и развития осложнений – создание питани-
ем и образом жизни благоприятной микрофлоры пи-
щеварительного тракта – пробиоты. Это 15.000 ~ 36.000 
видов бактерий, преимущественно (70-75%) Firmicutes 
и Bacteroides, а также археев, эукариотов, вирусов, бак-
териофагов. На состав пробиоты существенно влияют 
среда обитания, пищевой, трудовой, бытовой режимы, 
генетика хозяина. В качестве полезных для метаболиз-
ма и барьерной функции пробиотиков обычно указы-
вают Bifidobacterium и Lactobacillus. Нежелательны 
и вредны Salmonella и патогенные штаммы Escherichia 
coli. Неблагоприятное соотношение между полезны-
ми и вредными считается причиной многих болезней.

Расстройства микроэкосистемы кишечника, нару-
шающие в нём метаболизм и абсорбцию, могут быть 

риск-фактором инсульта. Энтеральная нервная систе-
ма «второй мозг» взаимодействует с центральной и ве-
гетативной нервными системами. «Второй мозг» осу-
ществляет двунаправленную регуляцию (перистальти-
ки, секреции, иммунологической защиты) комплекса: 
мозг-кишечник-флора “flora-gut-brain axis” в автоном-
ных отношениях с ЦНС. Кишечная флора способна, 
ферментируя компоненты пищи создавать множество 
разнообразных метаболитов, – в том числе регулято-
ров развития, пластичности, функций мозга, BDNF, си-
наптофизина и др. Интернейроны кишечника (их сот-
ни миллионов «второй мозг») контролируют его дина-
мику, секрецию, иммунологическую защиту и, конечно, 
связь с большим мозгом. Во взаимодействие вовлекают-
ся энтероэндокринные клетки эпителия, секретирующие 
пептидные гормоны, с влиянием на перистальтику и вос-
паление. Общепринятая точка зрения состоит в том, что 
нервная, иммунная и эндокринная системы используют 
блуждающий нерв в качестве основного средства свя-
зи, тем самым комплексно с большим мозгом участву-
ют в регуляции оси мозг-кишечник-микробиота. Ис-
пользование трансплантаций пробиотика (фекальную 
трансплантацию от здорового донора через зонд в желу-
док или двенадцатиперстную кишку, другие пути – через 
колоноскоп, капсулу или клизму) предлагается авторами 
для лечения многих болезней: фибромиалгии, синдрома 
хронической усталости, дистопии, болезни Паркинсо-
на, множественного склероза, ожирения, инсулин-ре-
зистентности, метаболического синдрома, аутизма [11]. 
«Вмешательство» инсульта в нервную регуляцию мно-
гих и разнообразных функций кишечного микробиома, 
называемое дисбиозом кишечника, нарушает нормаль-
ную двустороннюю передачу сигналов кишечник-мозг, 
а следовательно, и все управляемые этими сигналами 
процессы. Следствия: эндотоксемия, системное воспа-
ление, инфекция, неблагоприятное влияние на течение 
и исход инсульта. Сигналы от кишечника к мозгу опо-
средуются метаболитами микробного происхождения, 
такими как N-оксид триметиламин (TMAO), SCFA, ли-
пополисахаридами (LPS) и, наконец, «бактериальными 
компонентами» в виде живых бактерий. Последнее об-
стоятельство подсказывает, что восстановление здоро-
вой микробной экологии кишечника жизненноважно 
и за рамками проблемы успешной реабилитации после 
ишемического инсульта. Прекращение транслокации 
бактерий и токсинов в системный кровоток препятству-
ет развитию расстройств обмена и многих сердечно-со-
судистых и неврологических болезней.

Все 3 SCFA в физиологических концентрациях уве-
личивают скорость роста и число митозов в культуре 
нейральных прогениторных клеток человека [12]. Ки-
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шечная микробиота синтезирует несколько незаме-
нимых витаминов, группы В: В12, фолиевую кислоту, 
биотин, тиамин, рибофлавин, никотиновую кислоту, 
пиридоксин, пантотеновую кислоту, витамин К. Ми-
кробиотой синтезируются важнейшие медиаторы ЦНС 
– γ-аминомасляная кислота, серотонин.

Наши, далеко не исчерпывающие, упоминания 
о нейрорегуляциях кишечника оправдывают интерес 
к энтеральным аспектам риск-факторов и механиз-
мам патогенного и саногенного развития ишемическо-
го инсульта. Обращение к литературе показало, что со-
став микробиоты, а конкретно, малое содержание бути-
рат-продуцирующих видов увеличивает риск развития 
ишемического инсульта [13] и снижает успешность по-
следующей реабилитации [14]. Вызванные инсультом 
желудочно-кишечные нарушения неблагоприятно вли-
яют на неврологические результаты лечения пациентов, 
могут тормозить и даже блокировать процессы реаби-
литации, устранения неврологического дефицита, уве-
личить вероятность коморбидности и смертности. Кли-
нические и доклинические исследования, проведенные 
за последнее десятилетие, продемонстрировали убеди-
тельную корреляционную связь между дисбактериозом 
кишечника и развитием хорошо известных факторов ри-
ска инсульта, таких как дислипидемия; резистентность 
к инсулину; избыточный вес – ожирение; гипертони-
ческая болезнь; диабет 2-го типа; сердечно-сосудистые, 
цереброваскулярные и неврологические расстройства. 

Типичным различием микробиоты молодых и ста-
рых мышей является снижение продукции короткоце-
почечных жирных кислот – SCFA-главного источни-
ка энергии для колоноцитов у старых животных. Когда 
старые мыши после окклюзии средней мозговой арте-
рии получали фекальную трансплантацию от молодых 
мышей они восстанавливались быстрее, сравнительно 
с получавшими трансплантат от старых мышей [15]. 
Исследование доказало значительное влияние про-
биоты на постинсультную реабилитацию.

Ещё большую ценность для медицины имеют ре-
зультаты аналогичного по схеме американо-китай-
ского клинического исследования [16]. В нём участво-
вали 141 пациент в возрасте ≥60лет, без инсульта 
в прошлом, разделенные на группы высокого, сред-
него и низкого риска инсульта по набору известных 
риск-факторов инсульта и перенесенных заболева-
ний. Группа высокого риска отличалась от других двух 
групп повышенным содержанием оппортунистической 
флоры, скудным присутствием бутират-продуцентов. 
Содержание бутирата в фекалиях пациентов из груп-
пы высокого риска было снижено. Предыдущая рабо-
та касается важного в проблеме обстоятельства. 

Желудочно-кишечный тракт – самый большой 
(больше 70% по массе) орган иммунной системы. Из-
учение иммунологической составляющей проблемы 
затруднено неизбежным отсутствием результатов бак-
териологического и иммунологического обследования 
пациента перед инсультом. Не умаляя значения дан-
ных от людей с высоким риском, следует признать, 
что риск, даже высокий – всё-таки не инсульт. Для на-
дежной профилактики и лечения нужна большая точ-
ность. Возникший инсульт стабилизирует и усиливает 
местные и общие патологические изменения: наруша-
ет проницаемость эпителиального барьера кишечни-
ка (межклеточные контакты), перистальтическую под-
вижность, секрецию муцина бокаловидными клетка-
ми, снижает число этих клеток, усиливает воспаление. 
Развиваются энтерит, эндотоксемия, повышенная про-
ницаемость ГЭБ, нейровоспаление, возрастает продук-
ция ROS и реактивных форм азота – RNS. Повыша-
ется вероятность обострения или развития гипертони-
ческой болезни, диабета 2 типа, сердечно-сосудистых 
и неврологических расстройств [17]. Недавние иссле-
дования подтвердили положительную корреляцию 
между дисбиозом кишечника и тяжелым течением ин-
сульта. Патофизиологические механизмы, лежащие 
в основе дисбактериоза кишечника, вызванного ин-
сультом, включают недостаточность эпителиального 
барьера кишечника, нарушение моторики кишечни-
ка, изменение секреции слизи, потерю бокаловидных 
клеток, изменения местного иммунного гомеостаза, 
повышенный уровень ЛПС и воспаление кишечника, 
перемещение кишечных бактерий в кровоток и внеки-
шечные органы. Развивается эндотоксемия, и это со-
бытие приводит к обострению воспаления, разруше-
нию ГЭБ, усилению нейротоксичности, характеризу-
ющейся повышенной продукцией ROS, RNS (reactive 
nitrogen species), ЛПС, С-реактивного белка, проин-
фломаторных цитокинов, развитием нейровоспаления. 
За активацией микроглии следует инфильтрация пе-
риферических тканей иммунными клетками, особенно 
моноцитами, а также Т и В-лимфоцитами. Дисбакте-
риоз кишечника, как уже говорилось, часто сочетает-
ся с несколькими проинсультными факторами: гипер-
тоническая болезнь, ожирение, дислипидемия, мета-
болический синдром, СД2, атеросклероз. Следствием 
этого становится увеличение зоны инфаркта, числа 
погибших нейронов, синапсов, глиальных клеток, на-
растание дисфункции – тяжелое течение болезни с ве-
роятностью осложнений и повышенной смертности. 
В сравнении 140 случаев инсульта с 92 контролями об-
наружили у больных дисбиоз пропорциональный тяже-
сти инсульта, выражавшийся сниженным присутстви-
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ем SCFA продуцирующих бактерий и концентрации 
SCFA в кишечнике. Корректировка этих показателей 
не избавляла больных от последующего тяжелого те-
чения инсульта. Видимо лечение оказывалось запоз-
далым. Связь концентрации SCFA с состоянием боль-
ного настолько отчетливая, что авторы предлагают ис-
пользовать этот показатель для определения прогноза.

Есть описания клинических приемов, рекоменду-
емых для коррекции дисбиоза, путем разрыва пороч-
ного проморбидного круга. Для нашей темы наиболь-
ший интерес представляет трансплантация пробиоты, 
о которой уже упоминалось выше.

Полноценная микробиота защищает кишечник 
от колонизации экзогенными патогенами и препят-
ствует избыточному размножению эндогенных потен-
циально патогенных микробов – феномен, называемый 
колонизационной резистентностью[18]. Такое действие 
обеспечивается конкуренцией за нутриенты и простран-
ство, прямым ингибированием патогенов антимикроб-
ными веществами «оседлых штаммов», не благопри-
ятным для патогенов изменением среды. Снижение 
численности бутират-продуцирующих комменсалов 
увеличивает содержание кислорода в кишке и благо-
приятствует экспансии вирулентных сальмонелл. До-
статочность бутирата, напротив, стимулирует секрецию 
муцина бокаловидными клетками и поставляет энергию 
для создания плотных контактов эпителиоцитами. Вве-
денный орально или в портальную вену бутират суще-
ственно (на 50-70%) увеличивает продолжительность 
сна у мышей и снижает температуру тела. Подкожные 
или в/б инъекции не оказывают такого действия. Ви-
димо, сенсорный механизм основан на рецепторах рас-
положенных в печени или стенке воротной вены [19]. 
Sun с соавторами [20] кормили мышей в течение 2 не-
дель бактериями Clostridium butyricum. Затем вызыва-
ли 20-минутную ишемию мозга окклюзией общей сон-
ной артерии. После реперфузии выяснилось, что корм-
ление животных С. Butyricum увеличивало содержание 
бутирата в мозге, существенно уменьшало, вызванные 
временной ишемией, неврологический дефицит и де-
структивные изменения в гиппокампе, увеличивало ак-
тивность супероксидисмутазы. 

При стрептококковом менингите у крыс че-
рез 10 дней после заражения в контроле (введения 
физраствора) обнаружили нарушения памяти и сниже-
ние содержания BDNF и GDNF в гиппокампе. В опы-
те (введение бутирата) сохранялась память и уровень 
экспрессии BDNF и GDNF в гиппокампе [21].

Для здоровья человека вегетарианство и веганство 
(строже исключающее продукты животных) предпоч-
тительнее всеядности. Аргументов в пользу вегетари-

анства много. В нашей теме это развитие более раз-
нообразной и стабильной кишечной микрофлоры. 
В частности многочисленное присутствие представи-
телей рода Bacteroides, способных разлагать сложные 
растительные полисахариды, такие как крахмал, цел-
люлоза, пектины. Обильные в растительной пище по-
лифенолы способствуют размножению Bifidobacterium 
и Lactobacillus, обладающих противовоспалительным 
и кардиопротективным действием. Среди них есть ви-
ды – производители SCFA. Они (SCFA) нормализу-
ют воспалительную реакцию, восстанавливают ГЭБ, 
и, конечно, обеспечивают энергией все совершающи-
еся процессы [ 22].

Старость (старше 65 лет) неблагоприятно сказыва-
ется на составе и функциях микробиоты. Ухудшается 
пережевывание, качество и количество слюны. Замед-
ляется перистальтика, а следовательно, переваривание 
и абсорбция. Снижаются аппетит, концентрация пи-
щеварительных соков, соляной кислоты. Следствие: 
мальабсорбция и избыточная активность бактерий 
в тонкой кишке. Не способствует пищеварению и ча-
стый для такого возраста прием лекарств. Для старче-
ской микробиоты характерно снижение общего разно-
образия флоры и, что особенно плохо – производите-
лей SCFA и бутирата в особенности [23].

Преклинические и клинические исследования по-
следних лет показали прочную связь между кишеч-
ным дисбиозом и развитием риск-факторов инсуль-
та: дислипидемии, инсулин-резистентности, ожире-
ния, гипертонической болезни, диабета 2-го типа, 
сердечно-сосудистых и неврологических болезней, 
эндотоксемии, нейротоксичности, повышенного со-
держания ЛПС, увеличения продукции ROS, RNS. Эти 
риск-факторы могут быть и осложнениями инсульта. 

Патогенные проявления кишечного дисбиоза могут 
быть предотвращены фармакологическими и нефарма-
кологическими воздействиями, диетой [24] антибиоти-
ками, пробиотиками, пребиотиками и их комплексами 
– синбиотиками, трансплантациями фекалий [17]. Ис-
следования последних лет доказывают, что динамика 
микробиома поддается благоприятному для здоровья ре-
гулированию. Указанными воздействиями удается вос-
становить микрофлору кишечника, с высоким уровнем 
SCFA и бутирата в особенности. При ишемическом ин-
сульте обогащение пробиоты SCFA существенно сни-
жает проницаемость кишечной стенки и воспаление; 
уменьшает содержание патогенных бактерий (напри-
мер: Bacteroides, Klebsiella и Haemophilus) и увеличива-
ет популяцию благоприятных для пищеварения таксо-
нов, например: Lactobacillus, Butyricicoccus и Meganonas. 
Пробиота толстого кишечника синтезирует или сти-
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мулирует синтез нескольких нейротрансмиттеров, та-
ких как ацетилхолин, гамма-аминомасляная кислота, 
серотонин, мелатонин, N-ацетил серотонин, глутамат, 
допамин, норадреналин. Пробиота модулирует актива-
цию иммунной системы. Снижает содержание провос-
палительных цитокинов, что благоприятно сказывается 
на течении инсульта [25]. Такие изменения микробиома 
подавляют апоптоз нейронов и глиоцитов, препятству-
ют развитию оксидативного стресса, снижают вероят-
ность развития и объем инфаркта, масштаб неврологи-
ческих нарушений. Эти данные свидетельствуют о пер-
востепенном значении, медицинской перспективности 
в поддержании здоровья человека и в проблеме профи-
лактики и лечения инсульта, а именно связи: кишеч-
ник – микробиота – мозг. 
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Итоги работы lX Российской конференции по 
нейроиммунопатологии, посвященной 100-летию  
со дня рождения академика РАМН Г.Н. Крыжановского

10-11 ноября 2022 г. в Москве в Федеральном го-
сударственном бюджетном научном учреждении «На-
учно-исследовательский институт общей патологии 
и патофизиологии» (ФГБНУ «НИИОПП») состоя-
лась Девятая Российская конференция по нейроимму-
нопатологии с международным участием, посвящен-
ная 100-летию со дня рождения академика АМН СССР 
и РАМН Г.Н. Крыжановского. Конференция была ор-
ганизована Министерством науки и образования РФ, 
ФГБНУ «НИИОПП», Российской академией наук, от-
делением медицинских наук Российской академии на-
ук и Российским научным обществом патофизиологов.

Председатели конференции – академики РАН А.А. 
Кубатиев, Е.А., Корнева и член-корреспондент РАН 
С.Г. Морозов. В состав оргкомитета вошли академи-
ки РАН А.М. Дыгай, В.А. Черешнев, В.П. Чехонин, 
член-корреспондент РАН С.С. Перцов, профессор 
д.б.н. Г.В. Идова, профессор д.м.н. Т.П. Клюшник, 
профессор д.м.н И.Д. Столяров, д.б.н. Н.Б. Панкова, 
к.м.н. Е.Н. Кожевникова. Ответственный секретарь 
конференции д.м.н. Т.В. Давыдова.

Конференция была посвящена обсуждению по-
следних исследований молекулярно-клеточных и си-
стемных механизмов взаимодействия нервной и им-
мунной системы в норме и патологии, а также новых 
подходов к нейроиммунотерапии. В работе конферен-
ции приняли участие более 200 ученых из Москвы, 
Санкт-Петербурга, Новосибирска, Томска, Екатерин-
бурга, Петрозаводска и др., а также ученые из Азер-
байджана, Великобритании и Германии. На конфе-
ренции были представлены результаты исследований 
из 20 научных, лечебных и учебных учреждений России 
и 3 учреждений из зарубежных стран. Активно участво-
вали в работе конференции исследователи из следую-
щих учреждений России: ФГБНУ «Научно-исследова-
тельский институт общей патологии и патофизиоло-
гии» (Москва), ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт нормальной физиологии им. П.К.Анохи-
на» (Москва), ФГБНУ «Институт эксперименталь-

ной медицины» (Санкт-Петербург), ФГБНУ «Науч-
ный центр психического здоровья» (Москва), ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт фундаменталь-
ной и клинической иммунологии» (Новосибирск), 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ней-
ронаук и медицины» (Новосибирск), НИИ психи-
ческого здоровья, Томский национальный исследо-
вательский медицинский центр Российской акаде-
мии наук (Томск), ФГБУ «Санкт-Петербургский НИИ 
фтизиопульмонологии» Минздрава РФ (Санкт-Петер-
бург), Санкт-Петербургский государственный универ-
ситет (Санкт-Петербург), АННО ВО НИЦ «Санкт-Пе-
тербургский институт биорегуляции и геронтологии» 
(Санкт-Петербург), ФГБУН Институт эволюцион-
ной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН 
(Санкт-Петербург). Из зарубежных институтов уча-
ствовал Институт физиологии им. академика Абдул-
лы Гараева, НАН Азербайджана (Баку).

В работе конференции приняли участие 4 ака-
демика РАН, 2 члена-корреспондента РАН, 15 про-
фессоров, 25 докторов наук и 56 кандидатов наук 
и свыше 35 молодых ученых. На конференции бы-
ли заслушаны 7 пленарных докладов, 18 секционных 
и 17 стендовых докладов, подготовленных 150 авто-
рами. 

С докладом о жизни и деятельности академика 
АМН СССР, РАМН Г.Н. Крыжановского – выдаю-
щегося советского и российского патофизиолога – 
выступила доктор биологических наук Н.А. Крупина, 
которая является его ученицей и проработала с ним 
более 35 лет. Г.Н. Крыжановский руководил лабора-
торией общей патологии нервной системы до конца 
своей жизни. С 2013 г. по 2019 г. лабораторию возглав-
лял член-корреспондент РАН В.К. Решетняк, а в на-
стоящее время лабораторией заведует Н.А. Крупина. 

Новое направление в биомедицинской науке –   
нейроиммунопатология – было создано Г.Н. Крыжа-
новским, который стал директором института в 1983. г. 
По его инициативе в институте была организована 
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первая в стране лаборатория нейроиммунопатологии, 
а в структуре Научно-методического Совета по общей 
патологии РАМН была создана Проблемная комиссия 
по нейроиммунопатологии, в обязанности которой 
входила координация работы в направлении этой ме-
дико-биологической науки в масштабе страны. 

Пленарные доклады были посвящены узловым 
проблемам нейроиммунопатологии: С.Г. Морозов «Пе-
ринатальная нейроиммунопатология: от эксперимен-
та к клинике» (ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт общей патологии и патофизиологии», Мо-
сква), И.М. Кветной, Е.С. Миронова «Нейроимму-
ноэндокринология: интеграция знаний о сигнальных 
механизмах регуляции гомеостаза (ФГБУ «Санкт-Пе-
тербургский НИИ фтизиопульмонологии» Минздра-
ва РФ, Санкт-Петербург), И.Н. Абдурасулова «Ми-
кробиота кишечника как ключевой участник ней-
роиммунных взаимодействий» (ФГБНУ «Институт 
экспериментальной медицины», Санкт-Петербург), 
М.А. Грудень, R.D.E. Sewell «Аутоантитела к белку 
α-синуклеину, его амилоидогенным агрегатам в гу-
моральных механизмах иммунитета при болезни Пар-
кинсона и экспериментальном моделировании»  
(ФГБНУ «Научно-исследовательский институт нор-
мальной физиологии им. П.К. Анохина» Москва), 
Г.В. Идова и соавт. «Периферические иммуновоспа-
лительные механизмы болезни Паркинсона» (ФГБНУ  
«Научно-исследовательский институт нейронаук 
и медицины», Новосибирск), Т.В. Давыдова и соавт.  
«Антитела к глутамату как регуляторы мнестических 
функций ЦНС при нейродегенеративных повреждени-
ях и старении головного мозга» (ФГБНУ «Научно-ис-
следовательский институт общей патологии и патофи-
зиологии», Москва), С.А. Зозуля и соавт. «Предикция 
уровня постприступного социального функциониро-
вания детей на основе определения иммунологических 
показателей» (ФГБНУ «Научный центр психического 
здоровья», Москва).

В докладе члена-корреспондента РАН С.Г. Моро-
зова, посвященном новому направлению в нейроим-
мунопатологии –  перинатальной нейроиммунопато-
логии, были представлены данные о новых методах ди-
агностики и терапии перинатальных нарушений ЦНС. 
Показана взаимосвязь между отклонением содержания 
уровней материнских аутоантител во время беремен-
ности с выраженностью патологии нервной системы 
у новорождённых. Технологию «Нейро-тест», разрабо-
танную в совместных исследованиях с ФГБНУ «Науч-
ный центр психического здоровья», Москва (руково-
дитель – д.м.н., проф. Т.П. Клюшник) применяли для 
мониторинга терапии детей с тяжёлыми органически-

ми поражениями нервной системы. Эта технология по-
зволяет выявить степень активности нейроиммунного 
конфликта по целому ряду иммунологических показа-
телей. В клинических исследованиях с применением 
этой технологии были получены данные, позволившие 
сформулировать гипотезу о том, что повреждение ге-
мато-энцефалического барьера создает окно для про-
никновения в мозг крупных молекул. 

В докладе доктора медицинских наук, профессора 
И.М. Кветного и кандидата биологических наук Е.С. 
Мироновой была подчеркнута необходимость интегра-
ции знаний о сигнальных механизмах регуляции го-
меостаза в нейроимуноэндокринологии – еще одном 
направлении биомедицинских исследований, кото-
рое получило широкое признание в последнее время. 

Доктор медицинских наук Т.В. Давыдова и соавт. 
в своем докладе подчеркнули нейроиммунорегуля-
торную роль антител к глутамату в процессах памяти 
при нейродегенеративной патологии головного мозга 
и возрастных изменениях. Антитела к глутамату явля-
ются значимым компонентом иммунных механизмов 
ауторегуляции.

В докладе кандидата биологических наук И.Н. Аб-
дурасуловой была показана ключевая роль микробиоты 
кишечника как участника нейроиммунных взаимодей-
ствий. Высказано предположение о том, что микроб-
ное сообщество в кишечнике координирует коммуни-
кацию между иммунной, нервной и эндокринной си-
стемами, что необходимо для развития и поддержания 
гомеостаза организма хозяина.

Доклад кандидата химических наук М.А. Грудень 
был посвящён исследованиям роли аутоантител к бел-
ку α-синуклеину и его амилоидогенным агрегатам в гу-
моральных механизмах иммунитета при болезни Пар-
кинсона (БП) и экспериментальном моделировании 
этого расстройства. Показано, что иммуно-воспали-
тельно-амилоидный каскад, меняет конфигурацию 
функциональных систем  здорового организма. Био-
маркером БП может служить нарушение конформа-
ции белка α-синуклеина с последующим депонирова-
нием в тканях белковых агрегатов. Эти изменения ле-
жат в основе развития нейродегенеративного процесса 
при БП. Промежуточные формы белковых агрегатов 
(олигомеры) индуцируют гибель нервных и глиаль-
ных клеток по типу апоптоза, что определяет актуаль-
ность направления изучения механизмов иммуноло-
гической защиты мозга от токсических олигомерных 
белковых форм. 

Профессор Г.В. Идова и соавт. В своем докладе 
представили результаты изучения нейроиммунологи-
ческих механизмов БП. Приведен анализ экспрессии 
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TLP2 и TLR4 рецепторов на циркулирующих моноци-
тах, Т- и В-клетках, а также продукции цитокинов –  
IL-6, IL-10, IL-17, IL-4 у мышей линий A53T. Эти дан-
ные являются свидетельством того, что иммуновоспа-
лительные нарушения лежат в основе БП на доклини-
ческих стадиях её развития.

В секционном докладе, представленном доктор-
ом медицинских наук В.Г. Кучеряну и соавт., также 
было подчеркнуто, что важную роль в гибели нигро-
стриатных дофаминергических нейронов и, возможно, 
прогрессировании БП, наряду с олигомерной формой 
α-синуклеина, играет нейровоспаление, вызванное ак-
тивацией микроглии.

Поиск нейроиммунных маркеров социально зна-
чимых нейродегенеративных заболеваний является 
ключевой проблемой нейроиммунопатологии. Эти во-
просы были рассмотрены в ряде докладов.

Профессор Н.В. Скрипченко (ФГБУ «Детский  
научно-клинический центр инфекционных болезней 
ФМБА России», Санкт-Петербург) показала, что со-
временные технологии определения антител к ней-
рональным рецепторам и синаптическим белкам, ан-
тинейрональных аутоантител к внутриклеточным 
мембранным антигенам, а также aquaporin-4 и MOG 
позволяют установить дифференциальный диагноз 
и выбрать оптимальную терапевтическую тактику 
в случае заболеваний инфекционными, аутоиммун-
ными и паранеопластическими энцефалитами.

Кандидат биологических наук С.А. Зозуля и  
соавт. (ФГБНУ «Научный центр психического здоро-
вья», Москва) выявили связь между уровнем актива-

ции иммунной системы в приступе с психотической 
симптоматикой эндогенного генеза и уровнем пост-
приступного социального функционирования у де-
тей. 

Новые технологии нейроиммунотерапии были 
представлены в докладах доктора медицинских наук 
Е.В. Марковой и М.А. Княжевой, а также аспиранта 
Е.В. Серенко (ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт фундаментальной и клинической иммуноло-
гии», Новосибирск). Эти технологии основаны на мо-
дуляции in vitro иммунокомпетентных клеток – спле-
ноцитов мышей-доноров кофеином в случае экспери-
ментального депрессивно-подобного поведения или 
аминазином – в случае экспериментально-индуци-
рованной агрессии и дальнейшем введении модули-
рованных клеток мышам-реципиентам с соответству-
ющей патологией. Установлено, что такая обработка 
иммунокомпетентных клеток обладает положитель-
ным психонейроиммуномодулирующим эффектом, 
что открывает перспективы нейроиммунотерапии рас-
стройств психической сферы аутологичными иммун-
ными клетками с модулированной in vitro функцио-
нальной активностью.

В заключение следует отметить, что многие 
из представленных на конференции работ, выполня-
лись при активной поддержке фондов РНФ и РФФИ. 

Материалы конференции опубликованы в специ-
альном номере журнала «Патогенез», 2022; 20(3): 1-148.

Доктор мед. наук Т.В. Давыдова, 
 доктор мед. наук Н.А. Крупина      
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Новые рубежи изучения воспаления: 
от трансляционных исследований к клинике.  
(Информация о XV Всемирном конгрессе (WCI2022))

С 5 по 8 июня 2022 г. в Риме (Италия) прошел  
XV Всемирный конгресс «Новые рубежи изучения вос-
паления: от трансляционных исследований к клини-
ке» (WCI2022). Конгресс, собрал исследователей за-
нимающихся проблемами воспаления со всего ми-
ра. Были представлены самые последние достижения 
в области воспаления в фундаментальной науке и кли-
нической практике. Конгресс должен был состояться 
осенью 2021 года, но из-за пандемии COVID-19 сро-
ки были перенесены почти на год. Следует отметить, 
что после двух лет преимущественно онлайн обще-
ния возможность принять участие в конгрессе при-
влекла очень много исследователей из разных стран. 
Конгресс в очном формате собрал представителей бо-
лее чем 40 стран. Непосредственное участие в работе 
конгресса приняло более 500 исследователей, зани-
мающихся проблемами воспаления. Было проведе-
но 30 симпозиумов и прочитано ведущими специа-
листами 6 лекций, в рамках которых были освещены 
и обсуждались наиболее актуальные научные направ-
ления по изучению фундаментальных основ воспа-
ления и возможности их трансляции в клиническую 
практику. Ключевой целью WCI2022 было способство-
вать развитию научного взаимодействия между учены-
ми и клиницистами, для чего вся программа конгресса 
была построена так, чтобы не только обсудить послед-
ние инновационные достижения в области изучения 
генетических, молекулярных и клеточных механизмов 
воспаления, но и сосредоточиться на клинических ис-
следованиях по применению новых противовоспали-
тельных препаратов.

Конгресс открыла лекция Alberto Mantovani (Ита-
лия) «Воспаление, метанарратив от рака до COVID-19». 
В лекции были проведены параллели между развити-
ем воспаления, сопровождающего канцерогенез, и ха-
рактеристиками воспаления при COVID-19. Большое 
внимание уделялось изменениям иммунных реакций 
с особым акцентом на врожденный иммунный ответ, 
нейтрофильные внеклеточные ловушки, особенно-
сти гуморального и клеточного иммунитета. В лекции 
представлена информация о роли пластичности ней-
трофилов и макрофагов в прогрессировании опухоли, 

сравнение с изменениями при COVID-19. Затронуты 
вопросы предоставления инструментов для адаптации 
текущих стратегий иммунотерапии и формирования 
новых терапевтических стратегий, ориентированных 
на регуляцию миелоидных клеток.

Следует отметить интересную пленарную лекцию 
проф. Daniela Salvemini (США) «Ориентация на ней-
ровоспаление: новые терапевтические подходы при 
невропатической боли». В лекции представлены но-
вые данные о возможных мишенях для блокирования 
нейропатической боли. В частности, представлена ин-
формация об идентификации клеточных и молекуляр-
ных механизмов, задействованных осью S1PR1 при 
нейропатической боли, и использования S1PR1 в ка-
честве мишени для терапевтического вмешательства 
с помощью антагонистов S1PR1 как класса ненарко-
тических анальгетиков. Критическую роль, кроме того, 
в дезадаптивной нейропластичности боли играют сиг-
нальные молекулы, действующие на P2X3, P2X4, P2X7 
и P2Y12R, а их антагонисты уменьшают силу хрониче-
ской или воспалительной боли и, следовательно, моду-
ляция пуриновых рецепторов является многообещаю-
щим подходом для будущей терапии боли. 

Отдельные лекции были посвящены обсужде-
нию роли интерлейкина 23 «Интерлейкин 23: ключе-
вой цитокин при воспалительных заболеваниях» (А. 
Chiricozzi, M. Fantini, Италия) и возможности блоки-
рования ряда патогенетических путей при ревмато-
идном артрите «JAK_STAT как мишень при ревмато-
идном артрите: биологическая и клиническая значи-
мость» (G. Guggino, Италия).

На проведенных симпозиумах обсуждался широ-
кий спектр научных исследований и проблем в раз-
ных областях изучения воспаления. Проблемам ней-
ровоспаления были посвящены симпозиумы «Вовле-
чение микроглии в физиопатологию головного мозга: 
механизмы и стратегии инновационного терапевтиче-
ского вмешательства» и «Ось микробиота-кишка-ин-
фламмасома-мозг при нейродегенеративных заболева-
ниях». Кроме того, проблемы нейровоспаления обсуж-
дались на устной сессии «Нейровоспаление». На этих 
симпозиумах обсуждались роль иммунной системы 



176

ИНФОРМАЦИЯПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)
DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.175-177

(G. Cantarella, Италия), mTOR/S6K1 пути (S. Oddo, 
США), MED1/BDNF/TrkB пути (L.Luongo, Италия), 
PEPITEM пути (S. Hopkin, Великобритания) в разви-
тии различных заболеваний ЦНС. Были предложены 
некоторые целевые вещества, такие как синтетический 
агонист FPR2 (C. Cristiano, Италия), пентаборат пен-
тагидрат натрия (D. Guden, Турция), ингибитор актив-
ности киназы lrrk-2 (A. Filippone, Италия) для экспе-
риментального лечения нейровоспаления.

Ряд симпозиумов и устных сессий был посвящен 
изучению механизмов развития боли – одного из наи-
более ярких маркеров воспаления. В частности, на 
симпозиуме «Механизмы и лечение воспалительной 
боли» обсуждались возможности блокады PAR-4 для 
облегчения боли в суставах при посттравматическом 
остеоартрозе (J. McDougall, Канада) и роль протеоли-
тических путей как мишеней для лечения воспалитель-
ной боли (N. Vergnolle, Франция).

Отдельные симпозиумы были посвящены изуче-
нию новых механизмов и поиску мишеней для лече-
ния воспаления. Симпозиум «Генная и клеточная те-
рапия воспаления» был посвящен роли генетических 
и клеточных механизмов в развитии воспаления и воз-
можности применения генетической и клеточной те-
рапии. Особый интерес вызвал критический доклад 
«Генная терапия для лечения воспалительных забо-
леваний: реальность или мираж?» (A. Mortellaro, Ита-
лия), в которой обобщаются возможности и проблемы 
разработки генной терапии для лечения воспаления. 
Симпозиум «Ядерные рецепторы в контроле воспале-
ния» был посвящен изучению роли глюкокортикоид-
ного рецептора в контроле воспаления и метаболизма 
(C. Libert, Бельгия) и Glucocorticoid-Induced Leucine 
Zipper (GILZ) как новой противовоспалительной мо-
лекулы (S. Ronchetti, Италия).

 На симпозиуме «Новые идеи и новые терапев-
тические стратегии при воспалении» были представ-
лены доклады «Целевые мишени воспаления для 
снижения риска сердечно-сосудистых заболеваний: 
реальна ли клиническая перспектива?» (P. Maffia, 
Великобритания) и «Природные соединения как ре-
гуляторы метаболизма макрофагов» (A. Kiemer, Гер-
мания). Отдельный симпозиум был посвящен вопро-
сам исходов воспаления, на котором обсуждалась 
роль аденозина при сепсисе в качестве критическо-
го регулятора разрешения воспаления (H. Hasko, 
США), медиаторов пролиферации в контексте ви-
русной и бактериальной инфекции легких (M. Teixei-
ra, Бразилия), фармакология исходов воспаления как 
эффективный подход к лечению воспаления (M. Per-
retti, Великобритания).

Большое внимание уделялось взаимосвязи меж-
ду микробиотой и воспалением. В ходе симпозиума 
«Микробиота и воспаление: механизмы и возмож-
ные методы лечения» были рассмотрены вопросы ро-
ли биопленок в норме и при хроническом воспалении 
кишечника (Jean-Paul Motta, Франция) и возможно-
сти использования микробиоты в качестве вакцины 
против хронических воспалительных заболеваний (B. 
Chassaing, Франция). Симпозиум «Роль воспаления 
в канцерогенезе» вызвал особый интерес, что во мно-
гом связано с важной ролью воспаления, связанного 
с формированием опухоли. Доклады были посвящены 
повышению продукции H2S в опухолевых клетках (C. 
Szabo, Швейцария), транскрипционному контролю 
ассоциированных с опухолью макрофагов (R. Ostuni, 
Италия). На данном симпозиуме с докладом выступил 
представитель российского общества воспаления проф. 
А. Кубышкин, доклад которого был посвящен крити-
ческому обсуждению роли воспаления в прогрессиро-
вании рака и перспективам использования таргетной 
терапии воспаления при онкоатологии (A. Kubyshkin, 
Россия). Кроме того, на двух симпозиумах «Иммуно-
метаболизм и воспаление» (организованный Австра-
лийским обществом воспаления) и «Новый способ ре-
гуляции врожденного иммунитета» (организованный 
Обществом воспаления Японии) обсуждались роль 
и новые результаты изучения изменений в иммунной 
системе при воспалении.

На отдельных симпозиумах были проанализирова-
ны новые механизмы развития воспалительных забо-
леваний сосудов, системного воспаления при острых 
и хронических заболеваниях, гендерных особенностей 
воспаления, а также воспаления кишечника. Внима-
ние к клеточным механизмам воспаления было при-
влечено на симпозиуме «Достижения в биологии ней-
трофилов», где большое внимание было уделено изуче-
нию противовоспалительных функций нейтрофилов, 
основанных на образовании иммунных комплексов 
и их клиренса (S. Vermeren, Великобритания), и ме-
ханизмам функционирования внеклеточных ловушек 
(NETs) при воспалении (P. McDonald, Канада).

Разумеется, Конгресс не обошел стороной пробле-
му новой коронавирусной инфекции, которая обсуж-
далась на симпозиуме «Тромбовоспаление как форми-
рующийся ключевой фактор заболеваний, связанных 
с COVID-19». Доклады были посвящены роли тромбо-
цитов (B. Payrastre, Франция) и эндотелиальных клеток 
(D. Smadja, Франция) в развитии тромбовоспаления.

И конечно, всеобщее внимание привлекли сообще-
ния о новых терапевтических подходах и разработке но-
вых противовоспалительных препаратов. В рамках этих 
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докладов представлены материалы о разработке и при-
менении иммунокорректоров, ингибиторов киназ, раз-
личных стимуляторов и ингибиторов воспалительных 
путей, газотрансмиттеров, глюкокортикоидов, а также 
о возможностях трансляционной медицины во внедре-
нии новых методов лечения воспалительных реакций. 
Организаторы не обошли вниманием роль воспаления 
в регенеративной медицине и при использовании ство-
ловых клеток. Кроме симпозиумов и устных докладов, 
более 150 докладов было представлено в виде постеров.

Конгресс завершился пленарной лекцией прези-
дента Итальянского общества фармакологии Carlo 
Riccardi (Италия) «Глюкокортикоиды и воспаление», 
в которой он обобщил данные о молекулярных мише-
нях и медиаторах глюкокортикоидной функции в ре-
гуляции воспаления.

В рамках конгресса было присуждено несколько 
премий и наград за лучшие устные доклады и постеры.

На полях съезда состоялась встреча лидеров на-
циональных обществ воспаления, в которой приняли 

участие представители национальных обществ Ита-
лии, Франции, Канады, Японии, Бразилии и России. 
Были обсуждены актуальные вопросы дальнейшего 
развития общества, привлечения спонсоров, приема 
новых членов и ряд других организационных вопро-
сов. Проведение следующего конгресса намечено на  
21-24 июля 2024 года в Квебеке (Канада).

Наиболее интересные материалы, представленные 
на конгрессе, были опубликованы в журнале  PharmA-
dvances:  New frontiers in inflammation: from translation-
al research to clinic (PharmAdvances. 2022. Vol. 4 (spe-
cial issue), June.- doi: 10.36118/pharmadvances. 2022.38). 

Следует отметить, что многочисленные встречи 
и обсуждения в рамках конгресса позволили уста-
новить новые контакты, которые будут способство-
вать развитию научных исследований в области вос-
паления.

Доктор мед. наук, проф., А.В. Кубышкин,  
канд. мед. наук Е.П. Коваленко
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17 декабря 2022 г. исполняется 85 лет ученому с мировой известностью в области лазерной меди-
цины патофизиологу профессору Петрищеву Николаю Николаевичу. Его работы в области «Фото-
тераностики» и биофотоники широко известны в России и за рубежом. Вся жизнь Николая Нико-
лаевича связана с родным городом Ленинградом – Санкт-Петербургом. Здесь он родился, прошли 
его детские блокадные годы, здесь он окончил школу и 1-й Ленинградский медицинский инсти-
тут им. акад. И.П. Павлова. Вся его научная и педагогическая деятельность прошла в стенах 1 ЛМИ 
и ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. Здесь он стал профессором, заведующим кафедрой патофи-
зиологии, деканом лечебного факультета. Родина высоко оценила заслуги Н.Н.Петрищева. Он на-
гражден медалью «За трудовую доблесть» и другими наградами.  

Глубокоуважаемый, дорогой Николай Николаевич!

Российское научное общество патофизиологов, Санкт-Петербургское общество патофизиоло-
гов, журнал «Патологическая физиология и экспериментальная терапия», коллектив кафедры па-
тофизиологии ПСПбГМУ им. И.П. Павлова, Ваши коллеги и ученики от всего сердца поздравля-
ют Вас с славным юбилеем, искренне желают крепкого здоровья, неиссякаемой энергии, профес-
сионального и жизненного долголетия, новых творческих свершений и семейного благополучия. 




