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Актуальность. При исследованиях внутриклеточного сигналинга и межнейрональной передачи сигнала в мозге в норме 

и при патологии все большее применение находят трансгенные животные, экспрессирующие в нейронах флуоресцент-

ный Са2+-сенсор. Вместе с тем, пока недостаточно исследовано, насколько изменения кальциевого гомеостаза в интакт-

ном мозге соотносятся с гораздо более подробно изученными изменениями этого важнейшего параметра в нейроглиаль-

ных культурах, служащих модельными системами живого мозга. 

Целью работы было на модели ишемического инсульта выяснить в какой степени изменения внутриклеточной концентра-

ции Са2+ ([Ca2+]) в мозге трансгенной мыши, измеренные с помощью флуоресцентного белкового сенсора GCaMP6f, соот-

носятся с изменениями [Ca2+] в первичных нейроглиальных культурах из кортекса этих животных.

Методы. Методом широкопольной оптической нейровизуализации (ШОН) измерены изменения концентрации свобод-

ного Са2+ в цитозоле нейронов ([Ca2+]
c
) головного мозга мышей. Измерения проводили перед и после фотоиндуцирован-

ного инсульта в сенсомоторной зоне коры. Изменения [Ca2+]
c
 отслеживали по флуоресценции GCaMP6f, экспрессируемого 

в нейронах кортекса. На первичных нейроглиальных культурах из коры головного мозга мышей той же линии проверено 

влияние эксайтотоксических доз глутамата (Glu) на [Ca2+]
c
 и на изменения средней концентрации свободного Са2+ в цито- 

и нуклеоплазме ([Ca2+]
i
). Измерения [Ca2+]

i
 выполнены методом флуоресцентной микроскопии с использованием синтети-

ческих Са2+- индикаторов Fura-2 и Fura-FF. В культивируемых нейронах дополнительно к измерениям кальциевого гоме-

остаза выполнены измерения внутриклеточного рН (pH
i
), митохондриального потенциала (ΔΨm) и эндогенной флуорес-

ценции NADH.

Результаты. Фотоиндуцированная ишемия вызывает сильный рост [Ca2+]
c
 в зоне облучения ~1,1 мм2 (n=9). В течение суток 

область высокой [Ca2+]
c
 расширяется до ~6 мм2, но к 7-м сут практически возвращается к размерам необратимого повреж-

дения. В нейроглиальных культурах из коры головного мозга мышей этой же линии кинетика изменений [Ca2+]
c
, индуциро-

ванных Glu, напоминает кинетику [Ca2+]
i
, однако [Ca2+]

c
 имеет значительно меньшую амплитуду при развитии отсроченной 

кальциевой дисрегуляции (ОКД). Сопоставление изменений [Ca2+] и pH
i
 показывает, что различия могут быть обусловлены 

тушением флуоресценции GCaMP6f при закислении цитозоля в результате эксайтотоксического действия Glu. 

Заключение. Сопоставление сигналов экспрессируемого нейронами Са2+-сенсора GCaMP6f в мозге и синтетических 

Са2+-индикаторов в первичных нейроглиальных культурах, полученных из животных той же линии, показывает, что фено-

мен ОКД, впервые обнаруженный в культурах, вероятно, реализуется и в нейронах целого мозга при инсульте. Вместе с 

тем, необходимо учитывать, что относительные изменения [Ca2+]
c
 на разных стадиях развития ишемического поврежде-

ния и последующего восстановления мозга после фотоиндуцированного инсульта, могут быть искажены за счет влияния 

pH
i
 на флуоресценцию белкового сенсора.

Ключевые слова: широкопольная оптическая нейровизуализация; ишемия мозга; глутамат; нейротоксичность; 

кальций; GCaMP6f; фототромбоз
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Glutamate and ischemia-induced changes in ion homeostasis in the neuronal culture and cerebral 
cortex of mice expressing Ca2+-sensor GCаMP6f 

1National Medical Research Center for Children’s Health of the Russian Ministry of Health, 

Lomonosovsky prospect, 2, bldg. 1, Moscow, 119991, Russian Federation; 
2Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, 

Leninskie Gory, 1, bldg.12,  Moscow, 119234, Russian Federation;
3Institute of General Pathology and Pathophysiology, 

Baltyskaya st., 8, Moscow, 125315, Russian Federation;
4Department of General Biology and Physiology, Kalmyk State University named after B.B. Gorodovikov,
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Relevance. In studies of brain intracellular and intercellular signaling in normal and pathological conditions, transgenic animals 

expressing a fluorescent Ca2+ sensor in neurons are increasingly used. Calcium homeostasis was studied in detail in primary neu-

roglial cultures, which serve as model systems of the living brain. But how change in calcium homeostasis during ischemic con-

ditions in the intact brain correlate with experiments on cell cultures has been poorly studied so far.

The aim of this work was to compare ischemia-driven changes in the intracellular concentration of Ca2+ ([Ca2+]) in vivo and in vitro: 

in the brain of transgenic mice, using the GCaMP6f fluorescent protein sensor, and in the neuroglial cell culture, obtained from 

the cortex of these animals.

Methods. Changes in the cytosolic concentration of free Ca2+ ([Ca2+]
c
) in the neurons was measured by wide-field optical imag-

ing (WFOI). Measurements were taken before and after photothrombotic stroke performed in the sensorimotor cortex. Changes 

in [Ca2+]
c
 were monitored by the fluorescence of GCaMP6f expressed in cortical neurons. In primary neuroglial cultures from the 

cerebral cortex glutamate (Glu) in excitotoxic doses was used to model ischemic injury. Measurements of averaged Ca2+ concen-

tration in the cyto- and nucleoplasm ([Ca2+]
i
) were carried out by fluorescence microscopy using synthetic Ca2+ indicators Fura-2 

and Fura-FF. In addition, measurements of intracellular pH (pH
i
) and mitochondrial potential (ΔΨm) were carried out in vitro.

Results. Photothrombotic stroke caused a strong increase in [Ca2+]
c
 in the illuminated zone ~1.1 mm2 (n=9). During the 24 hours, the 

area with high [Ca2+]
c
 expands to ~6 mm2, but by the 7th day it almost returns to the size of the primary damage. In neuroglial cul-

tures from the cerebral cortex of the same mice strain, the [Ca2+]
c
 kinetics measured by GCaMP6f resembles the [Ca2+]

i
 kinetics, but 

[Ca2+]
c
 has a significantly lower amplitude during the development of delayed calcium deregulation (DCD). Comparison of changes 

in [Ca2+]
i
 and pH

i
 shows that the differences may be due to the quenching of GCaMP6f fluorescence due to cytosol acidification as a 

result of the excitotoxic Glu action.

Conclusion. Comparison of measurements by the genetically-encoded GCaMP6f Ca2+ sensor in vivo and by the synthetic Ca2+ indica-

tors in primary neuroglial cultures shows that the DCD phenomenon, first discovered in cultures, is probably realized in intact brain neu-

rons in stroke. It should be taken into account that the relative changes in [Ca2+]
c
 can be distorted due to the effect of pH

i
 on the fluores-

cence of the protein sensor at different stages of ischemia development and subsequent brain recovery after a photothrombotic stroke.

Keywords: wide-field optical imaging; brain ischemia; glutamate; neurotoxicity; calcium; GCaMP6f; photothrombosis
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Введение

При ишемии мозга и инсульте вокруг зоны необра-
тимого поражения возникает переходная область, пенум-
бра, в которой отмечена повышенная концентрация ос-
новного возбуждающего нейромедиатора центральной 
нервной системы – глутамата (Glu). Избыточная стиму-
ляция глутаматом рецепторов в пенумбре считается ли-
дирующим фактором гибели нейронов [1]. Исследования 
первичных культур нейронов из различных отделов мозга 
показали, что Glu вызывает гиперактивацию ионотроп-
ных рецепторов, в результате которой происходит пере-
грузка нейронов ионами кальция, ведущая к дисфункции 
митохондрий, энергетическому коллапсу, оксидативно-
му стрессу и ряду других процессов, кульминацией ко-
торых является гибель нейронов [2–4]. Другим важней-
шим фактором, по мнению некоторых исследователей, 
является формирование областей избыточной концен-
трации ионов K+ и метаболический стресс вследствие 
распространяющейся кортикальной депрессии [1]. По-
этому актуальным является комплексное исследование 
нарушений метаболизма и ионного гомеостаза нейронов 
в моделях in vivo и in vitro с использованием трансгенных 
животных (мышей) и первичных нейрональных культур 
из мозга, в условиях, имитирующих патофизиологиче-
ские состояния центральной нервной системы.

Трансгенные животные, в клетках которых экс-
прессируются флуоресцентные белковые сенсоры, по-

зволяющие отслеживать изменения внутриклеточно-
го гомеостаза, становятся все более важной моделью 
для изучения фундаментальных процессов в живом ор-
ганизме [5, 6]. Чтобы полученные данные были мак-
симально приближены к тому, что происходит в ор-
ганизме людей, используются трансгенные млеко-
питающие, чаще всего лабораторные линии мышей 
[7–9]. Наиболее популярный пример такого подхо-
да – это исследования изменений внутриклеточных 
концентраций свободного Са2+ ([Ca2+]), который слу-
жит универсальным вторичным мессенджером во всех 
типах эукариотических клеток. Вместе с тем, измене-
ния [Ca2+] в интактном организме могут происходить 
под влиянием нескольких факторов, каждый из кото-
рых трудно контролировать. Поэтому культуры кле-
ток, полученные из трансгенного организма и содер-
жащие флуоресцентный белковый сенсор, являются 
полезной моделью для проверки ответа на контроли-
руемые воздействия.

В настоящей работе были использованы 
трансгенные мыши, экспрессирующие в нейро-
нах белковый сенсор ионов кальция GCaMP6f. Ис-
следование выполнено с использованием мульти-
волновой системы широкопольной оптической ней-
ровизуализации (ШОН) флуоресцентных сигналов 
коры головного мозга живой мыши. Параллель-
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но в первичных нейроглиальных культурах из коры 
головного мозга этой же линии мышей проведены 
мультиволновые измерения методом флуоресцент-
ной микроскопии средней концентрации свободно-
го Са2+ в цито- и нуклеоплазме ([Ca2+]

i
), а также ми-

тохондриального потенциала и уровня эндогенного  
NADH. Показано, что в нейроглиальной культуре из-
менения [Ca2+]

i
 и изменения [Ca2+] в цитозоле ([Ca2+]

c
),  

индуцированные нейротоксическим действием Glu, 
согласуются. Вместе с тем, на разных стадиях разви-
тия ишемии и последующего восстановления мозга 
после фотоиндуцированного инсульта, [Ca2+]

c
 может 

быть занижена за счет влияния цитозольного pH на 
флуоресценцию белкового сенсора. 

Методика

Эксперименты с животными. В экспериментах бы-
ла использована линия трансгенных мышей C57BL/6J-
Tg(Thy1-GCaMP6f)GP5.17Dkim/J (JAX stock #025393), 
экспрессирующих в нейронах флуоресцентный сенсор 
Ca2+ GCaMP6f [10]. Мышей содержали в стандартных 
условиях (22 °С, 12-часовой цикл день/ночь) с неогра-
ниченным доступом к воде и пище. В эксперименте ис-
пользовали животных обоих полов.

Эксперименты проводились с учетом рекомен-
даций директивы № 2010/63/EU Европейского Пар-
ламента и Совета Европейского Союза от 22.09.2010 
по охране животных, используемых в научных целях. 
Протокол исследований был одобрен локальными эти-
ческими комитетами ФГБНУ «НИИОПП» (№05-06/12 
от 14.12.2017) и ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» (про-
токол заседания №1 от 30.01.2018).

Подготовка животных к ШОН. Мышам в возрас-
те 4-6 нед была проведена операция по истончению ко-
стей черепа и установке краниального окна для даль-
нейшего наблюдения активности коры больших полу-
шарий методом ШОН. Использовали протокол, как 
в статье [11] с небольшими изменениями. Вкратце, 
с дорзальной поверхности головы снимали скальп, уда-
ляли соединительные ткани. Затем, используя скорост-
ную микродрель 78001 (RWD, Китай), алмазную фре-
зу №803165524040 (HDFREZA, Россия) и силикон-ал-
мазные полиры №803104243524030, №803104243514030, 
№803104243504030 (Acurata, Германия), удаляли верх-
ние слои черепных костей до достижения прозрачности. 
Диаметр краниального окна составлял примерно 10 мм. 
В процессе полировки череп непрерывно орошали хо-
лодным физраствором. Подготовленные кости покрыва-
ли цианакриатным клеем LOCTITE 401 (Henkel, Герма-
ния) и слоем двух прозрачных полимеров SN BC и SN-
TC-01 (Brigitte Bottier, Россия), затвердевающих под 

воздействием USB-LED-лампы мощностью 3W (Sol-
omeya, Великобритания) в течение 30 с. К голове мыши 
при помощи цианакрилатного клея LOCTITE 401 и сто-
матологической пластмассы Villacryl S V2 (Zhermack, 
Польша) крепили титановый холдер для фиксации 
животного в установке для ШОН. Холдер представлял 
из себя ободок по форме краниального окна с 4 высту-
пающими пластинами для крепления в штативе. В ка-
честве анестезии во время проведения операции была 
использована интраперитониальная инъекция смеси 
Золетила 100 (Virbac Sante Animale, Франция) и Кси-
лы (Interchemie werken De Adelaar B.V., Эстония) в до-
зах 100 и 8 мг/кг соответственно. После операции жи-
вотными подкожно вводили смесь Кетонала (8.5 мг/кг)  
и антибиотика Марбобел (8 мг/кг) 1 раз в сут в тече-
ние 4 дней.

Через неделю после операции животных постепен-
но приучали к съемкам в установке ШОН в бодрству-
ющем состоянии. Приучение включало 3 этапа в те-
чение 6 дней c интервалом в 2 дня: 1-й этап – 30-ми-
нутная адаптация к комнате с установкой ШОН, 
исследование платформы и приучение к фиксации го-
ловы в руках экспериментатора; 2-й этап – трехкратная 
фиксация мыши в установке не более чем на 1 мин, 3-й 
этап – 5-минутная фиксация мыши с включением све-
тодиодов.

Установка для широкопольной оптической нейрови-

зуализации (ШОН). Флуоресценцию GCaMP6f возбу-
ждали, используя светодиод с длиной волны 470 нм 
(BLS-LCS-0470-14-22, Mightex, США). Излучение 
светодиода направляли к образцу через светофильтр 
ET470/24m (Chroma, США) и комбинированный све-
тоделитель (LCS-BC25-0495, Mightex, США), свето-
вод (Mightex, США), широкополосный светофильтр 
ET470/40x, (Chroma, США), светоделитель T495lpxr 
(Chroma, США) и фокусировали на коре головного 
мозга с помощью 4х-эпиобъектива (P/N OBJ-MAO-04, 
Mightex, США). Испускаемый GCaMP6f свет регистри-
ровали в конфигурации прямого микроскопа, исполь-
зуя светофильтр ET525/50m (Chroma, США). 

Частота регистрации кадров составила 20 Гц. Сиг-
нал детектировали скоростной высокочувствительной 
камерой (CXE-B013-U, Mightex, США).

Для получения изображений голову мыши закре-
пляли под объективом микроскопа, фиксируя хол-
дер в штативе. Свобода передвижения бодрствующе-
му животному обеспечивалась с помощью левитиру-
ющей на воздушной подушке платформы (Neurotar, 
Финляндия).

Моделирование инсульта. Через 2 нед после опе-
рации животных случайным образом, но с учетом ра-
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венства полов, распределили на 2 группы: «Контроль» 
и «Фототромбоз». Мышам из группы «Фототромбоз» 
(n = 9) проводили моделирование инсульта мето-
дом фотоиндуцированной ишемии (ФИ) [12]. Фото-
сенсибилизатор Бенгальский розовый (БР, 20 мг/кг)  
(Sigma-Aldrich®, Германия) вводили в правую или 
левую яремную вену через катетер, установленный 
за 2 дня до индукции инсульта. Локальный тромбоз 
получали при помощи облучения в течение 10 мин ла-
зером (λ = 532 нм) с диаметром пучка 2 мм и мощно-
стью 10 мВт. Лазер включали через 5 мин после введе-
ния БР. Центр лазерного пучка фокусировали относи-
тельно брегмы в сенсомоторной области коры левого 
полушария (AP = -1; ML = -2). С животными из груп-
пы «Контроль» (n = 9) проводили те же манипуляции, 
кроме введения БР. С целью минимизации влияния 
наркоза, фототромбоз индуцировали бодрствующим 
животным, закрепленным в установке для ШОН. Реги-
страцию изображений коры мозга проводили за 2 дня 
до ФИ и через 3 мин (в течение последующих 7,3 мин) 
после окончания индукции ишемии. Регистрацию изо-
бражений повторяли спустя 1 и 7 сут после ФИ.

Гистологическое окрашивание. На 20-е сут после 
фотоиндуцированного инсульта, животных усыпляли, 
используя эфир. Далее проводили транскардиальную 
перфузию 4% парафармальдегидом (Sigma-Aldrich®, 
Германия). Извлекали головной мозг и фиксировали 
образцы в 10% формалине в фосфатно-солевом буфе-
ре (Биовитрум, Россия).

Срезы толщиной 35 мкм нарезали при помощи ви-
братома Leica vt1200s (Leica, Германия). Срезы нано-
сили на покрытые желатином и квасцами (Sigma-Al-
drich®, Германия) покровные стекла и высушивали 
при комнатной температуре. Через сутки проводили 
окрашивание по Нисслю, используя краситель кре-
зиловый фиолетовый (Servicebio, Китай). Окрашен-
ные срезы заключали под покровные стекла, исполь-
зуя в качестве среды для заключения Канадский баль-
зам (Panreac, Испания).

Приготовление нейроглиальных культур.  Нейрог-
лиальные культуры получали из коры головного моз-
га новорожденных мышей (Р0-Р2) линии C57BL/6J-
Tg(Thy1-GCaMP6f)GP5.17Dkim/J (JAX stock #025393) 
по стандартной методике [13,14]. Нейрональная спец-
ифичность синтеза флуоресцентного белкового сенсо-
ра GCaMP6f обеспечивалась нейрон-специфичным 
промотором Thy-1; один из родителей был гемизи-
готен, второй дикого типа. Вкратце, мышей анесте-
зировали, декапитировали, кору выделяли и отделя-
ли от мозговых оболочек. Извлеченные ткани промы-
вали раствором Хенкса, не содержащим Са2+ и Mg2+, 

измельчали скальпелем, инкубировали в растворе 
папаина (12 мин, 37 °С) и диссоциировали в свежей 
MEM. Однородную суспензию дважды центрифуги-
ровали (200 g, 5 мин, 4 °С). Осадок ресуспендировали 
до концентрации 106 клеток/мл в нейробазальной среде 
(NBM, Gibco, США) с добавлением сапплимента B-27 
и пенициллина/стрептомицина. Аликвоты клеточной 
суспензии (250 мкл) переносили в лунки 35 мм чашек 
Петри, дном которых служили покровные стекла, при-
крепленные к лункам с внешней стороны (MatTeck, 
США). Клетки хранили в СО

2
-инкубаторе при 37 °C, 

в атмосфере 95% воздуха, 5% CO
2
 и относительной 

влажности 100%. Через 2-3 дня в среду добавляли ци-
тозинарабинозид (Ara C, 5 мкМ) для предотвраще-
ния пролиферации глиальных клеток. Клетки снаб-
жали питательными веществами, заменяя 1/3 среды 
на свежую, через каждые 3-4 суток. Культуры исполь-
зовали в экспериментах через 14-16 дней после посева  
(14-16 days in vitro, DIV). 

Все использованные реактивы производства Sig-
ma-Aldrich® (Германия), если не указано иное.

Флуоресцентно-микроскопические измерения. Флуо-
ресцентно-микроскопические измерения выполне-
ны, как описано в [15, 16] на 2 установках. Одна систе-
ма анализа изображений была на основе микроскопа 
Olympus IX-71 (Япония), оснащенного системой ос-
вещения образца Lambda 10-2 (Sutter Instruments Co, 
США), CCD-камерой CoolSNAP HQ2 (Photometrics, 
США), управляемой через компьютерную программу 
MetaFluor (Universal Imaging Corp., США). Другая си-
стема состояла из инвертированного микроскопа Nikon 
Ti2 Eclipse (Япония), оснащенного объективами 20x/
NA=0.75 и 40x/NA=1.30 Oil. Возбуждающее излучение 
создавалось светодиодными устройствами pE-340fura 
и pE-300ultra (CoolLED, Англия). Излучаемый и про-
ходящий свет шёл через эмиссионные фильтры, встро-
енные в колесо перед sCMOS камерой Prime BSI Ex-
press (Teledyne Photometrics, США). Вся система управ-
лялась через программу Nikon NIS-Elements (Япония).

Генотипирования новорожденных не проводи-
ли, объединяя клетки коры мозга 4 мышат. По этой 
причине количество нейронов, синтезировавших 
GCaMP6f и имевших зеленую флуоресценцию (воз-
буждение 485 нм, регистрация 525 нм), было различ-
ным в культурах, приготовленных из разных пометов 
(4 серии по 2 эксперимента в каждой; 20 мышат от 4 са-
мок, 4 независимые посадки). Доля культивируемых 
нейронов, экспрессировавших GCaMP6f колебалась 
в поле наблюдения от 2 до 20%.

Эндогенная флуоресценция клеток, обусловленная 
NADH, а также флуоресценция синтетических флуо-
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мии. От 3-й к 10-й мин область высокой флуоресцен-
ции расширялась у всех мышей группы (1,14 ± 0,34 мм2 
и 1,34 ± 0,33 мм2 соответственно, ср. ар. ± ст. ош. ср., 
p = 0.02, n = 9, двухфакторный дисперсионный анализ 
для связанных выборок с поправкой Тукей). Расшире-
ние области высокой флуоресценции обусловлено, ве-
роятно, увеличением количества нейронов со стабиль-
но высокой [Ca2+]

c
.

Значительный рост (в среднем, до 6,03 ± 0,82 мм2, p 
= 0.0002) площади высокой флуоресценции GCaMP6f 
происходил через 1 сут после ФИ. Затем развивал-
ся противоположный эффект уменьшения площади 
и к 7-м сут она снижалась до почти исходной вели-
чины (1,69 ± 0,19 мм2, p = 0.0015). Можно предполо-
жить, что на  1-е сут после ФИ большая часть нейро-
нов (в среднем, 15% площади дорзальной проекции 
левого полушария) имела стабильно высокую [Ca2+]

c
.  

Притом большая часть этих клеток восстанавливала 
низкую [Ca2+]

c
 к 7-м сут после ФИ (рис. 1, Г), а также 

функциональный статус, о чем свидетельствует возоб-
новление спонтанных флуктуаций [Ca2+]

c
 в данных об-

ластях (данные не показаны).
В группе «Контроль» средний уровень флуоресцен-

ции и амплитуда его флуктуаций (средняя амплиту-
да 2,2±1,8%, ср.ар. ± ст.откл., макс. = 9,6%, расчет от-
носительно среднего уровня ΔF/Fo*100%, n = 9) не из-
менялись после ложной ФИ.

Описанные динамические измерения площади по-
верхности поражения (поверхность с высокой интен-
сивностью флуоресценции) не позволяют однознач-
но оценить размер зоны некроза, поэтому ее размеры 
были дополнительно определены гистологически. Ди-
аметр области некроза на дорзальной проекции кор-
текса и на фронтальном срезе мозга должен совпа-
дать, поэтому именно этот параметр был сопостав-
лен (рис. 1, Б). Зоной некроза считали очаг совместно 
с глиальным рубцом. Как видно из рисунка, ближе все-
го к значениям, полученным классическим гистологи-
ческим методом, лежат величины, полученные мето-
дом ШОН на 3-й мин после ФИ, между этими данны-
ми корреляция высокая (r = 0,70, p = 0,035, корреляция 
Пирсона).

У 5/9 мышей в период 3-10 мин после окончания 
облучения лазером (13-20 мин после начала фотоин-
дукции ишемии) была зарегистрирована распространя-
ющаяся кортикальная деполяризация (РКД). Притом 
у 1 мыши это была первичная РКД, поскольку до ее на-
чала флуоресценция во всем полушарии была на сред-
нем уровне, а после окончания волны деполяризации 
сформировался очаг яркой флуоресценции. Как не-
давно показано H.T. Zhao с коллегами [18], количество 

ресцентных Са2+ индикаторов Fura-2 и Fura-FF, белко-
вого Са2+ сенсора GCaMP6f, рН-чувствительного ин-
дикатора BCECF, митохондриального потенциал-чув-
ствительного зонда TMRM имеют хорошо разделенные 
спектры возбуждения и испускания флуоресценции. 
Благодаря этому мы смогли выполнить одновремен-
ные измерения сразу двух или трех из перечисленных 
выше параметров в одних и тех же клетках. 

TMRM, а также ацетоксиметиловые эфиры Fu-
ra-2, Fura-FF и BCECF приобретены у ThermoFisher 
(США). Нагрузку клеток ацетоксиметиловыми эфи-
рами указанных Са2+- и рН-индикаторов проводили 
как описано ранее [15, 16].

Обработка результатов и статистический анализ. 

Анализ изображений мозга животных осуществляли 
с помощью программы с открытым исходным кодом 
для анализа и обработки изображений ImageJ (National 
Institutes of Health, США). Статистический анализ дан-
ных проводили в программе GraphPad Prizm (GraphPad 
Software, США).

Результаты

Широкопольная нейровизуализация мозга мыши. 

Площадь пораженной поверхности мозга является важ-
ным показателем степени тяжести повреждения. Ре-
зультаты измерения размера области, подвергшейся 
ишемии, представлены на рисунке 1. Преимуществом 
ШОН является возможность прижизненной оцен-
ки повреждения в динамике (в данном эксперимен-
те измерения проводили через 3 мин, 10 мин, 1 день 
и 7 дней после окончания облучения лазером). По-
скольку подобных измерений методом ШОН, насколь-
ко нам известно, ранее не проводили, была выполнена 
валидация данного метода как способа оценки размера 
зоны некроза. Для этого результаты обсчета снимков 
ШОН были сопоставлены с классическим методом – 
окрашиванием гистологических срезов по Нисслю [17].

У здоровых животных интенсивность флуоресцен-
ции GCaMP6f довольно равномерна по поверхности 
коры больших полушарий (рис. 1, Г). При анализе ви-
деозаписей ШОН перед фотоиндукцией ишемии вид-
ны спонтанные флуктуации флуоресценции, соответ-
ствующие увеличению или снижению концентрации 
свободного кальция в цитоплазме ([Ca2+]

c
) группы ней-

ронов. На первых минутах после фотоиндуцирован-
ной ишемии (ФИ) в группе «Фототромбоз» наблюда-
лось резкое (более, чем на 200%, по сравнению с ис-
ходным) увеличение уровня флуоресценции сенсора 
в центре области, в которой был индуцирован тром-
боз сосудов (рис. 1, А, Г), что свидетельствует о входе 
большого количества ионов Ca2+ в клетки очага ише-
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Рис. 1. Определение размера области ишемии в мозге мыши. (А) Площадь области с высокой интенсивностью флуоресценции GCaMP6f на сним-

ках ШОН (n=9, ср. арифм., двухфакторный дисперсионный анализ для связанных выборок с поправкой Тукей); (Б) Сопоставление диаметра об-

ласти инсульта, определенного по ШОН, с диаметром инсульта, определенного по гистологическим срезам (корреляция Пирсона); (В) Репре-

зентативное изображение среза мозга, окрашенного по Нисслю. (Г) Репрезентативные флуоресцентные изображения поверхности коры боль-

ших полушарий, полученные методом ШОН для одной мыши; изображения представлены без обработки. Измерения методом ШОН проводили 

на бодрствующих подвижных мышах. Увеличение интенсивности флуоресценции GCaMP6f-сенсора соответствует увеличению концентрации 

кальция в цитозоле нейронов. Съемку ШОН проводили при возбуждении 470 нм, регистрация флуоресценции 525±25 нм. Фотоиндукцию ише-

мии проводили лазером 532 нм (10 мВт, 10 мин, диаметр светового пучка 2 мм); Бенгальский розовый (20 мг/кг) вводили в/в.

Fig. 1. Ischemic area size measurements in the mouse brain. (A) The square of the region with high intensity of GCaMP6f fluorescence in the WFOI im-

ages (n=9, Mean, Two-Way ANOVA with Tukey); (Б) Comparison of the stroke diameter, determined by WFOI, with the stroke diameter, determined by 

histological sections (Pearson’s correlation); (В) Representative image of a Nissl-stained brain section. (Г) Representative fluorescent images of the cere-

bral cortex surface, obtained by WFOI for one mouse; images are presented without processing. Measurements by WFOI were carried out on awake 

moving mice. An increase in the GCaMP6f fluorescence corresponds to an increase in the cytosolic calcium concentration. WFOI images were obtained 

at excitation 470 nm, registration of fluorescence 520±20 nm. Photothrombotic stroke modeling was performed with a 532 nm laser (10 mW, 10 min, 

the light beam diameter 2 mm); Rose Bengal (20 mg/kg) was administered intravenously. 

А Б

В

Г
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волн РКД индивидуально для каждого животного, по-
этому нельзя точно знать, какой по счету была зареги-
стрированная РКД у других животных. Характеристи-
ка волн не отличается от описанных [18] и заключается 
в том, что массовая деполяризация нейронов, детек-
тируемая по увеличению флуоресценции GCaMP6f, 
распространяется по ишемизированному полушарию 

от очага ишемии, с последующим периодом депрессии 
– снижением активности нейронов в полушарии отно-
сительно исходного уровня [19, 20]. Ширина фронта 
и временные характеристики могут различаться меж-
ду различными РКД (рис. 2), что согласуется с  данны-
ми литературы [18]. Также отмечено, что протекание 
РКД способствует скачкообразному расширению об-

Рис. 2. Распространяющаяся кортикальная деполяризация (РКД) через 3-10 мин после фотоиндукции ишемии. Представлены репрезентатив-

ные изображения, полученные от 2 мышей, отображающие 2 различных сценария протекания РКД. (А) Первичная РКД с широким фронтом; (Б) 

Не первичная РКД с узким фронтом (изменений в очаге ишемии нет, т.к. там исходно высокая флуоресценция). Представлены (последователь-

но): репрезентативные необработанные изображения на различных временных промежутках записи (длина отрезка 6 мм); ΔF/Fo*100% на раз-

личных этапах нарастания и спада РКД (профиль интенсивности построен вдоль прямой, прочерченной на изображениях мозга); площадь под 

кривой ΔF/Fo*100% в течение всей записи. На графиках представлены изменения флуоресценции GCaMP6f относительно исходного уровня 

(принят за 0%).

Fig. 2. Cortical spreading depolarization (CSD) recorded 3-10 min after photothrombotic stroke. Representative images from two mice are shown, illus-

trating two different CSDs scenarios. (A) Wide primary CSD; (Б) Narrow non-primary CSD (there are no changes in the ischemic core, since it initially has 

high fluorescence). Presented (consequentially): raw images at various recording time intervals (segment length 6 mm); ΔF/Fo*100% at various stages 

of CSD rise and fall (intensity profile plotted along a straight line drawn on brain images); area under the curve ΔF/Fo*100%  during the entire record-

ing. The graphs show the changes in GCaMP6f fluorescence relative to the initial level (taken as 0%).

А

Б
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ласти с повышенной [Ca2+]
c
, тогда как в другие отрез-

ки времени расширение области повышенной [Ca2+]
c
 

происходит равномерно.
Измерения внутриклеточных концентраций кальция, 

митохондриального потенциала и рН в нейроглиальных 

культурах. В использованной линии трансгенных мы-
шей Са2+-сенсор GCaMP6f не имеет адресной пептид-
ной последовательности для доставки в какой-либо 
внутриклеточный компартмент и после синтеза на ри-
босомах должен оставаться в цитозоле. Анализ изобра-
жений подтверждает, что флуоресценция GCaMP6f 
сосредоточена в цитозоле и не обнаруживается в ядре 
(рис. 3, А). Примерно такое же распределение в клет-
ке демонстрирует митохондриальный зонд TMRM, по-
скольку митохондрии в ядре отсутствуют. Очевидно, 
размер молекулы GCaMP6f (Мол. масса около 51 кДа) 
[21] превышает размер ядерной поры и без адресной 
метки сенсор не может попасть в ядро, и поэтому из-
менения сигнала GCaMP6f отражают изменения кон-
центрации Са2+ в цитозоле ([Ca2+]

c
). Это наблюдение 

важно в связи с тем, что синтетические Са2+-индикато-
ры, в том числе, использованные в данной работе Fu-
ra-2 или Fura-FF, имеют малый размер (около 1 кДа), 
легко проникают в ядро и их сигналы отражают изме-
нения концентрации Ca2+, усредненные по цито- и ну-
клеоплазме ([Ca2+]

i
). 

Основная часть клеток, экспрессировавших 
GCaMP6f, имела в невозбужденном состоянии (пе-
ред добавлением Glu) стабильно низкую концентра-

цию Са2+, регистрируемую как по флуоресценции бел-
кового сенсора, так и с помощью синтетических каль-
циевых индикаторов Fura-FF и Fura-2. Добавление 
глутамата (Glu, 10 мкМ, глицин 10 мкМ, безмагние-
вый буфер) вызывало транзиторный скачок сигнала 
обоих типов индикаторов Са2+, вслед за которым сле-
довал вторичный подъем [Ca2+]

i
 (отсроченная кальци-

евая дизрегуляция, ОКД), четко регистрируемый с по-
мощью Fura- FF (рис. 4, А) и Fura-2 (не показано). Сиг-
налы GCaMP6f показали только начало вторичного 
подъема [Ca2+]

c
 (рис. 4, Б). Амплитуда этого подъема 

в большинстве клеток не превышала первоначальный 
скачок [Ca2+]

c
 в момент добавления Glu.

Митохондриальный потенциал начинает резко 
падать в тот момент, когда в нейронах развивается 
ОКД [22]. В данном эксперименте это отчетливо видно 
из сопоставления графиков на рисунке 4, В (сплошная 
красная кривая и зеленая пунктирная) и хорошо со-
гласуется с опубликованными ранее данными [22, 23].

Изменения сигналов Fura-FF и TMRM в клетках, 
не экспрессировавших GCaMP6f, имели такой же ха-
рактер, как и представленные на рисунке 4 (данные 
не показаны).

Ранее было показано, что воздействие токсических 
доз глутамата сопровождается закислением внутрикле-
точной среды [24]. Все флуоресцентные белки умень-
шают свечение при падении рН ниже определенного 
порога, характерного для каждого сенсора [25]. Экс-
прессия флуоресцентного белкового рН-сенсора YFP 

Рис. 3. Изображения первичной нейроглиальной культуры из кортекса мозга трансгенных мышей, экспрессирующих флуоресцентный белко-

вый Ca2+-сенсор GCaMP6f и окрашенных потенциал-чувствительным митохондриальным зондом TMRM. Стрелка указывает на нейрон, а также 

служит масштабной мерой (длина стрелки соответствует 20 мкм). Флуоресценцию GCaMP6f (А, зеленое изображение) возбуждали при 485 нм 

и регистрировали при 525 нм; флуоресценцию TMRM (Б, красное изображение); возбуждали при 565 нм регистрировали при >=610 нм). Воз-

раст культуры 14 дней. Объектив 40х/NA=1.35, Oil.

Fig. 3. Images of primary neuroglial culture from the brain cortex of transgenic mice expressing the fluorescent protein Ca2+ sensor GCaMP6f and stained 

with the voltage-sensitive mitochondrial dye TMRM. The arrow points to the neuron and also serves as a scale measure (the length of the arrow is 20 

µm). GCaMP6f fluorescence (A, green image) was excited at 485 nm and recorded at 525 nm; TMRM fluorescence (Б, red image); excited at 565 nm re-

corded at >=610 nm). Culture was 14 days in vitro (DIV). Lens 40x/NA=1.35, Oil.

А Б



14

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.5-20

Оригинальная статья

в 2 представительных нейронах, которые отличались ха-
рактером изменений [Ca2+]

i
  в ответ на добавление Glu 

(10 мкМ, 5 мин). Обращает внимание, что после удале-
ния Glu, восстановление низкой [Ca2+]

i
 происходит бы-

стрее по сравнению с pH
i
. Этот эффект объясняется тем, 

что митохондрии эффективно захватывают Ca2+ из ци-
тозоля. На это указывает резкое увеличение [Ca2+]

i
 при 

добавлении протонофора FCCP (1 мкМ) в бескальци-
евом буфере (рис. 5). Несмотря на яркое отличие в Са2+ 
сигналинге, изменения pH

i
 в обоих нейронах очень по-

хожи. Это, вероятно, связано с тем, что восстановление 
исходного pH

i
 сопряжено с трансмембранным градиен-

том концентрации Na+, который (градиент) остается не-

Рис. 4. Изменения средней по клетке внутриклеточной 

концентрации свободного Ca2+ ([Ca2+]
i
), в цитозоле  

([Ca2+]
c
) и трансмембранного потенциала митохондрий 

(ΔΨm) в нейронах первичной нейроглиальной культуры 

из кортекса мозга мыши. Возраст культуры 13  сут. Приве-

дены графики для 2 представительных нейронов  

(ROI 33, ROI 38), экспрессировавших GCaMP6f, в одном из 

которых (ROI 33) за время действия глутамата (Glu,  

10 мкМ) развилась отсроченная кальциевая дизрегуляция 

(ОКД), а во втором ОКД не состоялась (ROI 38). Относитель-

ные измерения [Ca2+]
i
 выполнены с помощью (А) синтети-

ческого флуоресцентного индикатора Fura-FF (возбужде-

ние 340 и 380 нм, регистрация 525 нм) и (Б) эндогенного 

Ca2+-сенсора GCaMP6f (возбуждение 485 нм, регистрация 

525 нм); (В) измерения ΔΨm выполнены с использовани-

ем флуоресцентного зонда TMRM (возбуждение 565 нм, 

регистрация ≥610 нм). Снижение флуоресценции TMRM 

соответствует падению ΔΨm в результате вытекания  

TMRM из клетки [22]. Значения Ca2+ в покоящихся нейро-

нах приняты за 0; максимальные сигналы Fura-FF и 

GCaMP6f приняты за 1, достигнуты добавлением Ca2+-

ионофора иономицина (Iono, 1 мкМ, [Ca2+] в буфере 5 мМ). 

Изменения ΔΨm нормированы относительно исходных 

значений в покоящихся нейронах.

Fig. 4. Average intracellular concentration of free  

Ca2+ ([Ca2+]
i
) dynamics, changes in the cytosolic calcium 

([Ca2+]
c
) and transmembrane potential of mitochondria 

(ΔΨm) in neurons of the primary neuroglial culture from 

the mouse cortex. 13 DIV. Graphs are shown for two repre-

sentative neurons (ROI 33, ROI 38) expressing GCaMP6f, in 

one of which (ROI 33) delayed calcium dysregulation (DCD) 

developed during the action of glutamate (Glu,  

10 μM), and in the second one, DCD did not take place (ROI 

38). Relative measurements of [Ca2+]
i
 were performed us-

ing (A) synthetic fluorescent indicator Fura-FF (excitation 

340 and 380 nm, emission 525 nm) and (Б) endogenous 

Ca2+ sensor GCaMP6f (excitation 485 nm, emission 525 nm); 

(B) ΔΨm measurements were made using a TMRM fluores-

cent probe (excitation 565 nm, emission ≥610 nm). A de-

crease in TMRM fluorescence corresponds to a decrease in 

ΔΨm as a result of TMRM leakage from the cell [22]. Ca2+ 

values in resting neurons are taken as 0; the maximum sig-

nals of Fura-FF and GCaMP6f were taken as 1, achieved by 

adding the Ca2+ ionophore ionomycin (Iono, 1 μM, [Ca2+] = 

5 mM, in buffer solution). Changes in ΔΨm shown as rela-

tive to the initial values in resting neurons.

А

Б

В

в цитозоле культивируемых нейронов позволила по-
казать, что при нейротоксическом действии глутамата 
рН цитозоля (pHc) опускается ниже 6 [15, 26, 27], при-
чем закисление цитозоля прекращалось после разви-
тия ОКД до стадии высокого [Ca2+]

i
 плато. Значение рК 

для структурных аналогов GCaMP6f находится вбли-
зи рН 7,1 [21] и поэтому следует ожидать тушения его 
флуоресценции при действии Glu.

Мы проверили, как изменяется рН в культурах ней-
ронов, полученных из коры головного мозга трансген-
ных мышей с генетически-кодируемым GCaMP6f. 
На рис. 5 представлены изменения [Ca2+]

i
 и внутрикле-

точного рН (среднее рН в цито- и нуклеоплазме, pH
i
) 
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большим после удаления Glu, даже если восстановле-
ние низкой [Ca2+]

i
 уже произошло [16].

Таким образом, данные измерений pH
i
 (рис. 5) под-

тверждают предположение, что пониженное значение 
[Ca2+]

c
 в период ОКД может быть вызвано рН-чувстви-

тельностью GCaMP6f к закислению цитозоля. 
Неожиданной особенностью культуры клеток из ко-

ры головного мозга трансгенных мышей оказалось спо-
собность нейронов к спонтанным изменениям ΔΨm, 
синхронным с изменениями [Ca2+]

c
, зарегистрирован-

ными с помощью GCaMP6f. Пример таких синхрон-
ных изменений показан на рис. 6, А. Доля таких клеток 
составляла ~10% (8 клеток из 78, 2 выделения из 8 жи-
вотных с разницей в 1 нед). Эти изменения относятся 
именно к цитозолю поскольку GCaMP6f, как уже отме-
чалось, не имеет адресной пептидной последовательно-
сти и не может попадать во внутриклеточные органеллы. 
Кроме того, в покоящихся нейронах GCaMP6f не мо-

жет пассивно диффундировать в ядро, вероятно, пото-
му что этого не позволяют размеры ядерных пор (рис. 3).

Сопоставление сигналов зонда TMRM и кальци-
евого сенсора GCaMP6f показало, что быстрые тран-
зиторные флуктуации флуоресценции TMRM совпа-
дают по продолжительности c падениями концентра-
ции Са2+ в цитозоле (рис. 6, верхние графики). Учитывая 
высокую аффинность GCaMP6f по отношению к Са2+ 
(K

d
 в диапазоне 100-300 нМ; [21]), а также то, что в по-

коящихся нейронах [Ca2+]
i
 не превышает 100 нМ [28], 

транзиторные изменения [Ca2+]
c
 составляют не более 

нескольких десятков наномолей/литр. Очевидно, этого 
количества Са2+ достаточно для активации дыхатель-
ной цепи, но недостаточно для сильной деполяриза-
ции внутренней митохондриальной мембраны. Вто-
рой вариант реализуется при поступления большого 
количества Са2+ в матрикс митохондрий, которое про-
исходит при нейротоксическом действии Glu (рис. 4). 

Рис. 5. Изменения [Ca2+]
i
  и внутриклеточного рН (рН

i
) 

в первичной нейроглиальной культуре из мозга мы-

ши. Показаны [Ca2+]
i
 и рН

i
 сигналы 2 представитель-

ных клеток, в одной из которых Glu не вызвал разви-

тия отсроченной кальциевой дизрегуляции (А), во 

второй ОКД развилась через 2 мин после добавле-

ния Glu (Б). Изменения [Ca2+]
i
 (синяя сплошная линия) 

представлены левой шкалой ординат, изменения pH
i
 

(зеленая точечная линия) – правой шкалой. Концен-

трация Glu 10 мкМ (10 мкМ глицина, безмагниевый 

буфер); удаление Glu и добавление протонофора  

FCCP (1 мкМ) проводили в бескальциевом буфере  

(2 мМ Mg2+). Внутриклеточные сигналы низкоаффин-

ного Са2+-индикатора Fura-FF регистрировали как 

указано на рисунке 2. Для записи сигналов флуорес-

центного рН-индикатора BCECF использовали воз-

буждение на 440 и 485 нм, регистрация на 525 нм. Ка-

либровку максимального сигнала Fura-FF осущест-

вляли, добавляя иономицин (см. рис. 2). Калибров-

ку сигналов рН-индикатора BCECF не проводили, од-

нако см. [15]. Возраст культуры 14 сут.

Fig. 5. Changes in [Ca2+]
i
 and intracellular pH (pH

i
) in pri-

mary neuroglial culture from mouse brain (14 DIV). 

Changes in [Ca2+]
i
 (solid blue line) are represented by the 

left ordinate axis, pH
i
 changes (green dotted line) are 

represented by the right ordinate axis. Adding of Glu  

10 µM (10 µM glycine, magnesium-free buffer), remo val 

of Glu, and adding of protonophore FCCP (1 µM) were 

performed in calcium-free buffer (2 mM Mg2+). Intracel-

lular signals of the low-affinity Ca2+ indicator Fura-FF 

were recorded as indicated for Fura-2 in Fig.2. To record 

the signals of the fluorescent pH indicator BCECF, the 

conditions indicated in Fig. 1 for GCaMP6f were used. 

Calibration of the maximum Fura-FF signal was per-

formed by adding ionomycin (see Fig. 2). Calibration of 

the signals of the pH indicator BCECF was not per-

formed, however, see [15].

А

Б



16

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.5-20

Оригинальная статья

Для увеличения ΔΨm требуется ускорение работы 
ферментов дыхательной цепи и, соответственно, уси-
ленного потребления их субстратов, в первую очередь 
NADH, субстрата комплекса I [29]. Поэтому одновре-
менно с измерениями [Ca2+]

c
 и ΔΨm были выполне-

ны измерения уровня внутриклеточного NADH, око-
ло 70% которого заключено в митохондриях [30]. Со-
поставление сигналов зонда TMRM с изменениями 
эндогенной флуоресценции, обусловленной NADH 
показало, что скачки гиперполяризации (кратковре-
менного роста ΔΨm) совпадают с падениями флуорес-
ценции NADH (рис. 6, нижняя панель). Такие измене-
ния NADH согласуются с каноническими представ-
лениями о том, что для увеличения ΔΨm необходимо 
ускорение работы ферментов дыхательной цепи мито-
хондрий и, соответственно, увеличение потребления 
NADH комплексом I. Если бы скачкообразные уве-
личения ΔΨm были связаны с быстрыми временны-
ми уменьшениями ионной проницаемости внутренней 
мембраны митохондрий, то в этом случае следовало 

ожидать сокращения потребления NADH комплексом 
I и, соответственно, роста флуоресценции NADH. Од-
нако имеет место противоположный феномен и, сле-
довательно, более вероятной причиной скачкообраз-
ных транзиторных увеличений ΔΨm является крат-
ковременный рост скорости дыхания.

Чтобы уточнить изменениями какого из параме-
тров, [Ca2+]

с
 или рН обусловлены спонтанные флук-

туации флуоресценции GCaMP6f, первичную нейро-
глиаль ную культуру из мозга мышей, экспрессирую-
щих этот кальциевый сенсор, окрасили синтетическим 
кальциевым индикатором Fura-2. Fura-2 является вы-
соко аффинным индикатором и имеет константу дис-
социации комплекса с Са2+ K

d
=224 нМ [31], что со-

ответствует аффинности комплексов GCaMP-белков 
с Са2+ (K

d
 = 100-400 нМ) [32, 33]. Сопоставление сигна-

лов GCaMP6f и Fura-2 показало, что ни в одной клет-
ке, продемонстрировавшей изменения флуоресцен-
ции GCaMP6f, не происходило изменений рэйшио-
метрического сигнала Fura-2 (данные не показаны). 

Рис. 6. Изменения трансмембранного потенциала внутренней мем-

браны митохондрий (ΔΨm), концентрации Са2+ в цитозоле ([Ca2+]
c
 ) и 

уровня эндогенного NADH в первичной нейроглиальной культуре из 

мозга трансгенной мыши. Изменения [Ca2+]
c
 (А, зеленая кривая, левая 

шкала ординат) регистрировали, как сказано в подписи к рисунку 4. 

Изменения ΔΨm регистрировали с помощью TMRM (правые шкалы ор-

динат), как описано на рисунке 4. Снижение флуоресценции TMRM в 

данном протоколе соответствует увеличению ΔΨm (см. в тексте). Из-

менения уровня NADH (Б, синяя кривая, левая шкала ординат) изме-

ряли по интенсивности эндогенной флуоресценции, возбуждаемой 

при 360 нм и регистрируемой при 450 нм. Концентрацию TMRM (20 нМ) 

во всех буферных растворах подбирали таким образом, чтобы при уве-

личении ΔΨm и захвате зонда митохондриями происходило концен-

трационно-зависимое самотушение флуоресценции TMRM в матрик-

се митохондрий [22].

Fig. 6. Changes in the transmembrane potential of the mitochondrial in-

ner membrane (ΔΨm), Ca2+ concentration in the cytosol ([Ca2+]
c
) and en-

dogenous NADH level in the primary neuroglial culture from the brain of 

a transgenic mouse. Changes in [Ca2+]
c
 (upper panel, green curve, left or-

dinate scale) were recorded as indicated in the caption to Fig.4. Changes 

in ΔΨm were recorded using TMRM (right ordinate scales) as described in 

Fig. 4. The decrease in TMRM fluorescence in this protocol corresponds to 

an increase in ΔΨm (see text). Changes in the level of NADH (lower panel, 

blue curve, left ordinate) were measured by the intensity of endogenous 

fluorescence excited at 360 nm and recorded at 450 nm. The concentra-

tion of TMRM (20 nM) in all buffer solution was chosen so that with an in-

crease in ΔΨm and capture of the probe by mitochondria, concentra-

tion-dependent self-quenching of TMRM fluorescence in the mitochondri-

al matrix occurred [22].

А

Б
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Из этого следует, что синхронные осцилляции ΔΨm 
и [Ca2+]

c
 вызваны, по крайней мере отчасти, колеба-

ниями рН цитозоля.

Обсуждение

При ишемии и инсульте мозга ключевая роль Glu, 
длительное действие которого приводит к чрезмер-
ной активация глутаматных рецепторов ионотропно-
го типа и последующему дисбалансу ионного гомео-
стаза, прежде всего Са2+, нарушению функций мито-
хондрий, энергетическому коллапсу, окислительному 
стрессу и, в итоге, к гибели нейронов, не вызывают со-
мнения [2, 4, 34, 35]. Вместе с тем, появились данные, 
полученные на нейрональных культурах [36], и при ис-
следованиях живого мозга, что в развитии глутаматной 
нейротоксичности критичны нарушения гомеостаза 
не только Са2+, но и одновалентных ионов Na+ и K+ 

[1, 33]). В этой связи представляются важными иссле-
дования Са2+ гомеостаза на живом мозге трансгенных 
животных, экспрессирующих флуоресцентный сенсор 
ионов кальция GCaMP6f параллельно с исследования-
ми нейроглиальных культурах, полученных из живот-
ных той же линии. 

В данной работе методом широкопольной опти-
ческой нейровизуализации (ШОН) выполнены из-
мерения изменений [Ca2+]

c
 дорзальной поверхности 

коры больших полушарий у мышей, экспрессирую-
щих GCaMP6f и подвергнутых фотоиндуцированной 
ишемии (ФИ) в участке сенсомоторной коры. Скач-
кообразное расширение области с повышенной [Ca2+]

c
  

после завершения распространяющейся кортикаль-
ной деполяризации (РКД) подтверждает участие РКД 
в эскалации ишемического повреждения (рис. 2). Вклад 
глутамата, K+, Na+, воспалительных процессов и дру-
гих причин в формирование области устойчивого по-
вышения [Ca2+]

c 
через 1 сут после ФИ не может быть 

определен в данном дизайне исследования.
Динамика флуоресценции GCaMP6f показала, что 

сенсор сохраняется даже в очаге поражения в течение 
не менее недели. Хотя GCaMP6f синтезируется под 
нейрон-специфичным Thy-1 промотором, нельзя ис-
ключить того, что в какой-то степени сенсор экспрес-
сируется или поглощается после гибели нейронов дру-
гими клетками, выжившими в очаге поражения или 
хотя бы сохранившими целостность клеточной мем-
браны. Поэтому даже при полной гибели нейронов 
в очаге некроза сохраняется флуоресценция GCaMP6f. 
Было обнаружено, что максимальный рост [Ca2+]

c
 при-

ходится на 1-е сут после ФИ и, спустя 1 нед, восстанав-
ливается в пенумбре (но не в очаге некроза) до уров-
ня, предшествующего ФИ (рис. 1, А, Г). Диаметр очага 

поражения, вычисленный на основании изображений 
ШОН статистически значимо коррелировал с диаме-
тром зоны некроза, определенным классическим окра-
шиванием срезов мозга. Притом на 3 мин записи ШОН 
корреляция была высокой, а у 6/9 мышей значения, 
вычисленные двумя различными методами, практиче-
ски совпали (рис. 1, Б, В). Это позволяет считать, что 
ШОН можно адекватно применять для определения 
размеров некротического очага при ФИ. 

Конструктивные особенности оптической систе-
мы ШОН, позволяют наблюдать изменения в боль-
шом поле зрения, но с малым пространственным раз-
решением [9, 37]. Поэтому изменения интенсивности 
флуоресценции в каждом пикселе изображения пред-
ставляют собой суммарные изменения [Ca2+]

c
 в груп-

пе нейронов, чьи индивидуальные ответы объединены 
общими сигналами в каждом пикселе. Поэтому нельзя 
утверждать, что на 1 д. ФИ высокую [Ca2+]

c
 имели все 

нейроны в области яркой флуоресценции. Это может 
объяснить, почему в большей части данной области 
к 7 д. ФИ произошел возврат [Ca2+]

c
 c к уровню, пред-

шествующему ФИ (рис. 1, 2). Стоит отметить, что раз-
мер области поражения по ШОН на 7 д превышал раз-
меры некротического очага, определенного гистоло-
гически. Это может быть обусловлено тем, что часть 
нейронов пенумбры, дающих вклад в общий сигнал 
пикселя, восстановила [Ca2+]

c
 до исходного уровня, 

а другая часть нейронов сохранила высокую [Ca2+]
c
, со-

ответствующую максимальному подъему на 1-е сут по-
сле ФИ. Степень возврата к исходному уровню и дина-
мика этого процесса, определяется, в этом случае, со-
отношением нейронов, которые смогли удержать или 
восстановить низкую [Ca2+]

c
.

Основанием для такой интерпретации дан-
ных ШОН служат результаты, полученные методом 
эпифлуоресцентной микроскопии на нейроглиальных 
культурах, приготовленных из той же линии трансген-
ных мышей. В популяции клеток в поле наблюдения 
микроскопа, доля экспрессировавших GCaMP6f со-
ставляла ~20% (см. раздел «Методика»). Примерно 
в половине этих клеток развивался вторичный подъем 
[Ca2+]

c
, тогда как в остальных клетках, экспрессировав-

ших GCaMP6f, ОКД не возникала (рис. 4).

При анализе изменений [Ca2+]
c
  следует учесть 

рН-чувствительность флуоресценции белковых сен-
соров [25], включая белки, аналогичные GCaMP6f 
[21]. На рис. 5 видно, что одна из клеток смогла удер-
жать относительно низкий уровень [Ca2+]

i
 в течение 

действия Glu (рис. 5, А), тогда как в другой произо-
шло развитие ОКД через 2 мин после добавления Glu 
(рис. 5, Б). Обращает внимание то, что изменения 
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pH
i
 во время действия Glu в обоих нейронах очень 

похожи. Это объясняется тем, что восстановление 
pH

i
 осуществляет Na+/H+-обменник плазматической 

мембраны [38, 39], для работы которого требуется 
восстановление градиента концентрации Na+ через 
плазматическую мембрану и электрического транс-
мембранного потенциала плазмалеммы. Оба эти па-
раметра зависят от эффективности переноса ионов 
натрия и калия Na/K-АТФазой плазмалеммы, на ра-
боту которой затрачивается почти половина синте-
зируемого нейронами АТФ [15, 16]. Восстановле-
ние трансмембранного градиента концентрации Na+ 
и потенциала плазмалеммы происходит значитель-
но медленнее, чем восстановление [Ca2+]

i
 (рис. 5) из-

за гораздо больших затрат АТФ Na/K-АТФазой, чем 
Са2+-АТФазой, которая способна функционировать 
при [АТФ] = 0,01-0,1 мМ [40]. Поэтому, вероятно, pH

i
 

сохраняется на низком уровне (концентрация прото-
нов в цитоплазме остается высокой) дольше, чем вы-
сокая [Ca2+]

i
.

Заслуживает упоминания то, что на 7-е сут по-
сле ФИ происходит не только восстановление фи-
зиологической [Ca2+]

c
 в большей части нейронов 

в пенумбре, но и восстановление функционально-
го статуса клеток, о чем свидетельствует возобнов-
ление спонтанных флуктуаций [Ca2+]

c
. Спонтанные 

флуктуации [Ca2+]
c
 были обнаружены также при-

мерно в 10% культивируемых нейронов, имевших 
GCaMP6f (рис. 6). Примечательно, что эти осцил-
ляции прекращались после добавления экзогенного 
Glu (10 мкМ). Необходимо подчеркнуть, что осцил-
ляции [Ca2+]

c
 происходили синхронно с изменения-

ми митохондриального потенциала (ΔΨm). В отсут-
ствие Glu и, соответственно, низкой ионной прово-
димости плазмалеммы, потенциал плазматической 
мембраны постоянен (около -60 мВ) и вытекания 
TMRM не происходит [22, 23]. В этих условиях сни-
жение флуоресценции TMRM соответствуют увели-
чению ΔΨm (рис. 6, А).

Природа флуктуаций [Ca2+]
c
 в коре головного 

мозга, обнаруженных методом ШОН и спонтанных 
флуктуаций [Ca2+]

i
 в нейроглиальной культуре, ед-

ва ли одинаковая, однако позволяет предположить, 
что флуктуации [Ca2+]

c
 в коре мозга могут зависеть 

от функциональной активности митохондрий [4].
Поскольку поддержание ΔΨm определяется эф-

фективностью работы цикла трикарбоновых кислот, 
прежде всего, количеством производимого NADH 
в матриксе митохондрий, мы проверили изменения 
уровня этого динуклеотида, регистрируя его флуо-
ресценцию (рис. 6, Б). Оказалось, что флуоресцен-

ция NADH колеблется синхронно, но в противофазе 
с изменениями ΔΨm (падение флуоресценции TMRM  
на рис. 6 соответствует росту ΔΨm). Такие измене-
ния NADH согласуются с каноническими представ-
лениями о том, что для увеличения ΔΨm необходимо 
ускорение работы ферментов дыхательной цепи ми-
тохондрий рост скорости дыхания и, соответственно, 
увеличение потребления NADH комплексом I дыха-
тельной цепи. 

Эти данные показывают, что для поддержания ко-
лебаний [Ca2+]

c
 важна не только концентрация Glu, 

но и локализация действия этого нейротрансмиттера 
[20, 33]. Участие митохондрий также необходимо для 
поддержания осцилляций [Ca2+]

c
 [4].

Заключение

Регистрация активности коры головного мозга ме-
тодом ШОН позволила количественно охарактеризо-
вать динамику развития распространяющейся корти-
кальной деполяризации после фотоиндуцированно-
го инсульта, детектировать in vivo некротическое ядро 
и зону пенумбры, а также наблюдать процесс восста-
новления [Ca2+]

c
 в части коры больших полушарий 

у трансгенных мышей, экспрессирующих в нейронах 
GCaMP6f. Сочетание ШОН с использованием первич-
ных нейроглиальных культур из коры головного мозга 
мышей той же линии позволило более корректно ин-
терпретировать данные, полученные для живого моз-
га, в частности, учитывать рН-зависимость сигналов 
GCaMP6f. Обнаружено, что ~10% популяции культи-
вируемых нейронов имеют спонтанные флуктуации 
[Ca2+]

c
, ΔΨm и [NADH], которые прекращаются при 

добавлении Glu.
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Введение. Актуальной проблемой современной андрологии является выявление этиологических факторов мужского бес-

плодия. Одной из его причин являются мутации митохондриальной ДНК (мтДНК) сперматозоидов, приводящие к наруше-

нию их энергообеспечения и подвижности. Митохондриальный геном подвержен частым мутациям и высокому полимор-

физму в связи с особенностями его строения, расположения, а также из-за отсутствия рекомбинативной изменчивости, 

поскольку наследуется строго по материнской линии. Указанные особенности сопровождаются накоплением в спермато-

зоидах однонуклеотидных полиморфизмов в мтДНК (mtSNP). Цель исследования – выявление мутаций в гене митохон-

дриального цитохрома В (MT-CYB) у бесплодных мужчин с астенотератозооспермией (89 пациентов) и олигоастенотера-

тозооспермией (65 пациентов). 

Методика. Группа сравнения состояла из 164 фертильных мужчин. Для выделения тотальной геномной ДНК, включающей 

мтДНК, использовали мини-набор ДНК QIAamp Micro Kit. Определение и анализ генотипов полиморфных локусов в гене 

MT-CYB проводили методом дискриминации аллелей TaqMan. Для верификации мутаций в гене MT-CYB, фрагмент гена секве-

нировали методом Сэнгера на автоматическом ДНК-анализаторе Applied Biosystems Sanger Sequencing 3500 Genetic Analyzer. 

Результаты. В гене MT-CYB не выявлено однонуклеотидных полиморфизмов rs28357373 (замена тимина на цитозин в пози-

ции 15629), следовательно, эта мутация не характерна для данной популяции пациентов и не влияет на развитие муж-

ского бесплодия в регионе их проживания. Замена аденина на гуанин в позиции 15218, приводящая к миссенс-мутации 

p.Thr158Ala, также не проявила себя в качестве причины мужского бесплодия. Статистически значимые результаты были 

получены при анализе полиморфного варианта rs527236194 (замена триплета ССТ на ССС в позиции 15784). У пациентов с 

астенотератозооспермией указанная мутация встречалась значительно чаще (наиболее вероятно, что такой эффект обу-

словлен изменением экспрессии генов при смещении кодонов). 

Заключение. Таким образом, требуется проведение специального исследования по выявлению роли локуса rs527236194 

гена MT-CYB в возникновении мужского бесплодия, а также возможности его использования в качестве биомаркера забо-

левания.  
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Introduction. A relevant issue of modern andrology is the identification of etiological factors of male infertility. One cause of male 

infertility is mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in spermatozoa that impair their energy supply and motility. The mitochon-

drial genome is subject to frequent mutations and high polymorphism due to peculiarities of its structure and location, as well 

as its lack of recombination variability due to its mode of inheritance being strictly through the maternal line. These features are 

accompanied by the accumulation in spermatozoa of single-nucleotide polymorphisms in mtDNA.

The aim was to identify mutations in the mitochondrial cytochrome B (MT-CYB) gene in infertile men with asthenoteratozoosper-

mia or oligoastenoteratozoospermia. 

Methods. The study included 89 male patients with asthenoteratozoospermia and 65 patients with oligoastenoteratozoospermia. 

The comparison group consisted of 164 fertile men. The total genomic DNA, including mtDNA, was isolated with a DNA NAQIAamp 

Micro Kit. The genotypes of polymorphic loci in the MT-CYB gene were determined and analyzed by the TaqMan allele discrimina-

tion method. To verify mutations of the MT-CYB gene, the gene fragment was sequenced by the Sanger method on an automatic 

DNA analyzer, the Applied Biosystems® Sanger Sequencing 3500 Series Genetic Analyzer. 
Results. No single nucleotide polymorphisms rs28357373 (replacement of thymine with cytosine at position 15629) were detected 

in the MT-CYB gene. Therefore, this mutation is not characteristic of this patient population, and it does not contribute to the 

development of male infertility. Replacement of adenine with guanine at position 15218, leading to the missense mutation of 

p.Thr158Ala, also did not manifest itself as a cause of male infertility. Significant results were obtained by analyzing the polymor-

phic variant rs527236194, i.e., replacement of the CST triplet with CCC in position 15784. In patients with asthenoteratozoosper-

mia, this mutation was much more common. Most likely, this was due to a change in gene expression with codon displacement. 

Conclusion. A special study is required to identify the role of the locus rs527236194 of the MT-CYB gene in the occurrence of male 

infertility, as well as a possibility of using it as a biomarker of the disease.
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cytochrome B; mutations
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Введение

Бесплодие – это форма патологии, которая харак-
теризуется отсутствием беременности после 12 меся-
цев незащищенных половых актов. До 15% супруже-
ских пар в мире бесплодны. Половина этих случаев 
обусловлена мужским фактором, включая дефекты 
морфологии и подвижности сперматозоидов [1, 2]. 
Двигательная активность сперматозоидов играет важ-
нейшую роль в мужской фертильности. Движение 
к месту оплодотворения и естественное оплодотво-
рение обеспечивается макроэргическими соедине-
ниями, которые синтезируются главным образом ми-
тохондриями сперматозоидов [3, 4]. В гаметах мито-
хондрии располагаются по периферии их жгутика, 
поскольку аппарат микротрубочек, из которых со-
стоит жгутик сперматозоида, наиболее энергозатра-
тен. Митохондрия представляет собой органеллу, ко-
торая имеет собственный геном, кодирующий 13 бел-
ков, с различными внехромосомными кольцевыми 
и двухцепочечными молекулами ДНК. Митохондри-
альная ДНК (мтДНК) наследуется по материнской 
линии и обладает уникальным механизмом субкле-
точной транскрипции и репликации [5].

Характерной чертой митохондриального генома 
является большая скорость накопления мутаций и вы-
сокий полиморфизм. Эти особенности мтДНК объяс-
няются отсутствием в органелле защитных гистонов 
и механизмов репарации ДНК, что увеличивает ошиб-
ки ее репликации, а также, учитывая близость мтДНК 
к комплексам дыхательной цепи, патогенным воздей-
ствием активных форм кислорода (АФК) [6, 7]. Мно-
гие митохондриальные однонуклеотидные полимор-
физмы (mtSNP) закрепились в различных популяци-
ях в ходе эволюции человека [8]. Из-за исключительно 
материнского наследования мтДНК и того факта, что 
геном митохондрий не рекомбинирует, их SNP нака-
пливаются и совместно передаются потомкам по ма-
теринской линии [9]. 

Мутации мтДНК, как свидетельствуют результа-
ты более ранних работ, связаны с нарушением энер-
гообеспечения сперматозоидов, что может приводить 
к различным формам их патологии, в том числе к асте-
нозооспермии, олигозооспермии и тератозооспермии. 
Функциональная активность митохондрий тесно со-
пряжена с активацией акрозина, способностью к акро-
сомальной реакции и целостностью хроматина. В на-
стоящее время опубликовано большое количество ра-
бот, посвященных роли мтДНК в развитии мужского 
бесплодия, но данные о роли мутаций в гене митохон-
дриального цитохрома В (MT-CYB) при мужском бес-
плодии единичны [10–13]. Мутации гена сопровожда-
ются различными нарушениями, особенно в комплек-
се III, что может прерывать процесс продукции АТФ. 

Цель исследования – выявление мутаций в гене 
MT-CYB у бесплодных мужчин с астенотератозооспер-
мией и олигоастенотератоспермией. 

Методика

В группу обследуемых вошли мужчины в возрас-
те 24-45 лет. Все пациенты были осмотрены и прокон-
сультированы урологами и андрологами клиники «Се-
мья» (г. Уфа). Сбор анамнестических данных включал 
возраст обследованных, клинические данные, нали-
чие варикоцеле, генетической патологии и хрониче-
ских заболеваний в анамнезе. Образцы спермы были 
собраны в соответствии с требованиями Руководства 
ВОЗ (2010). Фертильные мужчины, принимавшие уча-
стие в исследовании, были здоровыми донорами спер-
мы репродуктивного возраста (25-46 лет).

В группе фертильных мужчин (n=164) индивиды 
имели нормальные показатели спермограммы (кон-
центрация сперматозоидов не менее 15×106/мл, об-
щая подвижность ≥ 40%, прогрессивная подвижность: 
≥ 32%, нормальная морфология: ≥ 4%). Группа субфер-
тильных мужчин была представлена 154 пациентами 
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с астенотератозооспермией (N=89) и олигоастеноте-
ратоспермией (n=65). Критериями аномалии спермы 
служили: концентрация сперматозоидов менее 15×106/
мл или менее 39×106 во всем объеме, прогрессивная 
подвижность (сумма категории A+B) <32%, <4% нор-
мальных форм по КSNPрюгеру.

Исследование проводилось в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации и одобрено локаль-
ным этическим комитетом университета. Все участ-
ники подписали форму информированного согласия. 
Исследования выполнялись по международным пра-
вилам работы с биоматериалом людей.

Тотальную геномную ДНК, содержащую и мито-
хондриальную ДНК, выделяли из спермы с помощью 
набора реагентов для выделения малых количеств ДНК 
QIAamp DNA Micro Kit. Концентрация и чистота вы-
деленной ДНК оценивалась путем измерения оптиче-
ской плотности с использованием спектрофотометра 
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Определение 
генотипов полиморфных локусов в гене митохондри-
ального цитохрома В осуществлялось с помощью ме-
тода дискриминации аллелей TaqMan. Анализ аллель-
ной дискриминации проводили с использованием при-
бора CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad). 
Результаты каждой аллельной дискриминации были 
проанализированы с использованием программного 
обеспечения CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(BioRad).

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием программного обе-
спечения MS Excel (Microsoft). При попарном срав-
нении частот мутаций в группах больных и здоровых 
лиц использовался критерий χ2 (P) для таблиц сопря-
женности 2×2 с поправкой Йейтcа на непрерывность. 
Силу ассоциаций оценивали в значениях показателя 
соотношения шансов odds ratio (OR).

Для подтверждения мутаций в гене митохондри-
ального цитохрома В проводили секвенирование гена 
методом Сэнгера на автоматическом ДНК-анализато-
ре (Life Technologies) в Институте биохимии и генети-
ки УФИЦ РАН. Реакцию секвенирования проводили 
с набором флюоресцентно меченых ddNTP (Big Dye 
Terminators v.3.1 RR kit) по протоколу производителя 
(Life Technologies). После этого выполнялось сравне-
ние последовательностей ДНК обследованных инди-
видов с референтной последовательностью митохон-
дриального генома человека.

Результаты 

Нами проведен анализ 3 обнаруженных мутаций 
в гене митохондриального цитохрома В у пациентов 

с бесплодием и у здоровых мужчин с нормальными по-
казателями спермы. Результаты приведены в таблице.

Замена тимина на цитозин в позиции 15629, при-
водящая к синонимичной мутации Leu295=, не обна-
ружена ни в группе пациентов с мужским бесплодием, 
ни в группе фертильных мужчин. Исходя из получен-
ных нами результатов, можно заключить, что указан-
ная мутация является очень редкой и не вносит зна-
чимого вклада в развитие мужского бесплодия в реги-
оне Башкортостана.

Замена аденина на гуанин в позиции 15218, при-
водящая к миссенс-мутации p.Thr158Ala, обнаружена 
с низкой частотой как у пациентов с мужским беспло-
дием (3% у пациентов с олигоастенотератоспермией 
и 3,3% – с астенотератозооспермией), так и в группе 
сравнения (2,6%). Статистический анализ не выявил 
значимых различий в частоте мутаций между пациен-
тами и здоровыми индивидами (p>0,05). 

Полиморфный вариант rs527236194 показал ста-
тистически значимую разницу между пациента-
ми с астенотератозооспермией и фертильной груп-
пой индивидов (p=0,04). Вариант rs527236194 
обусловливает замену триплета [CCT] на [CCC] в по-
зиции 15784 и приводит к синонимичной замене про-
лина в позиции 346 белка. Несмотря на то, что такой 
вариант не изменяет структуру белка, он может играть 
регуляторную роль и, по мнению отдельных авторов, 
смещение кодонов может быть механизмом, контро-
лирующим уровень экспрессии генов [13].

Полиморфный вариант Т15784С мтДНК является 
определяющей нуклеотидной заменой для целого ряда 
гаплогрупп, таких как L1c2a, Z, N1b2, W3a, V13, H65, 
T2c1d2, F3b1, B2b3a, U2e1b1 [8]. Благодаря этому воз-
можна идентификация указанного варианта у народов, 
которые изучались ранее в рамках популяционно-ге-
нетических исследований. Гаплогруппа Z является од-
ной из наиболее распространённых мтДНК в Сибири, 
с максимальными частотами выше 10% встречается 
в популяциях юкагир (27,3%), алтайцев (15,4%), эве-
нов (15,2%), удмуртов (15,2%), хакасов (13%), ительме-
нов (12,8%), ногайцев (12%) и коряков (11,6%) [14, 15]. 
В Волго-Уральском регионе вариант Т15784С мтДНК 
встречается как минимум в составе гаплогрупп Z, V13, 
N1b2 и составляет не менее 8,6% в популяции чува-
шей, 7,1% – казанских татар, 6,4% – марийцев, 5,5% – 
коми, 3% – бесермян и 2% в популяции пермских баш-
кир. Среди бурзянских башкир, архангельских башкир 
и мордвы эти гаплогруппы, а с ними и вариант Т15784С 
мтДНК, ранее не был выявлен [16].

Изменения в митохондриальной ДНК могут вы-
зывать заболевания через различные механизмы, 
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включая нарушения процессов окислительного фос-
форилирования (OXPHOS). Такие мутации могут 
вызывать различные формы патологии: от незна-
чительных клинических проявлений до угрожаю-
щих жизни нарушений митохондриальных функций 
[17]. Молекулы мтДНК спермы человека особенно 
чувствительны к окислительному стрессу и склон-
ны к мутациям, которые, как было показано други-
ми авторами, играют важную роль в возникновении 
мужского бесплодия [18, 19]. Хорошо известно, что 
одной из основных функций мтДНК является ини-
циация синтеза АТФ в сперматозоидах в процессе 
OXPHOS посредством кодирования белковых субъ-
единиц дыхательной цепи. Процесс OXPHOS обе-
спечивает также генерацию АФК и индуцированные 
ими повреждения структуры ДНК. Образующиеся 
во время сперматогенеза аномалии митохондриаль-
ной ДНК могут увеличить вероятность гиперпродук-
ции свободных радикалов, которые нарушают диф-
ференцировку и функции сперматозоидов. Кроме 
того, подвижность сперматозоидов в большой ме-
ре зависит от уровня АТФ. Следовательно, вариа-
ции мтДНК сперматозоидов приводят к синтезу де-
фектных белков [20]. 

В настоящем исследовании выполнен ана-
лиз 3 полиморфных вариантов в гене митохондри-
ального цитохрома B и выявлена ассоциация вариан-

та rs527236194 с риском развития мужского беспло-
дия. Ранее E. Talebi и соавт. [21] идентифицировали 
несколько сложных перестроек (делеций) в мтДНК 
дефектных сперматозоидов. Эти данные позволили 
установить ассоциации между распространенной де-
лецией 4977 п.н. и патоспермией. При этом страти-
фицированный анализ по фенотипу бесплодия по-
казал значительную связь между этой аномалией 
и повышенным риском астенозооспермии, олигоа-
стенотератозооспермии и астенотератозооспермии. 
Напротив, Y. Zhang и соавт. указывают на то, что 
некоторые замены, например, C3398T мтДНК, ас-
социированы с низким риском развития астенозо-
оспермии [22].

В более ранних исследованиях было показано, что 
мутация мтДНК A3243G и крупномасштабные деле-
ции мтДНК связаны с астенозооспермией [23]. Кро-
ме того, у субфертильных мужчин различные мута-
ции мтДНК могут происходить в течение жизни. Та-
кие мутации достигают высоких частот в отдельных 
клетках-предшественниках сперматозоидов, что при-
водит к нарушению подвижности сперматозоидов 
и бесплодию.

I. Mughal и соавт., проанализировав фрагмент ге-
на длиной 8,7 т.п.н. с помощью ПЦР, выявили в нем 
множество делеций [24], частота которых была на-
много выше у пациентов с бесплодием, чем у фер-

Частота распределения изученных вариантов мтДНК фертильных и бесплодных мужчин

Frequency of distribution of the studied mtDNA variants of fertile and infertile men 

SNP

Изменения  
последовательности 

мтДНК  
(изменения в белке)/

Changes in mtDNA  
sequence (changes  

in protein)

Гено-
типы/ 
Geno- 
types

Пациенты с олигоастено-
тератоспермией/Patients 

with  oligoasthenotera- 
tozoospermia

Пациенты  
с астенотерато-
зооспермией/

Patients with asthenotera-
tozoospermia

Фертильные 
мужчины/
Fertile Men

P-value
(OR, 95%CI)

N % N % N %

rs28357373 T15629C (Leu295=) CC

CT

TT

0
0

65

0
0

100

0
0 

89

0
0

100

0
0

164

0
0

100

p>0,05

rs527236194 T15784C (p.Pro346=) CC

CT

TT

6
0

59

9
0
91

12
0 

77

13,5
0

86,5

10
0

154

6,1
0

93,9

p=0,04*
(OR=2,4; 

95%CI=0,99-5,8)

rs2853506 A15218G
(p.Thr158Ala)

GG

AG

AA

2
0

63

3
0

97

3
0

86

3,3
0

96,7

4
0

160

2,4
0

97,6

p>0,05

Примечание. * – сравнение фертильных и бесплодных мужчин с астенотератозооспермией.
SNP – Single Nucleotide Polymorphism (однонуклеотидный полиморфизм). Leu – лейцин, Pro – пролин, Thr – треонин, Ala – аланин.  
C – цитозин, Т – тимин, G – гуанин, А – аденин.
Note.* – Comparison of fertile and infertile men with asthenotherazoospermia.
SNP – Single Nucleotide Polymorphism. Leu – leucine, Pro – proline, Thr – threonine, Ala — alanine. C – cytosine, T – thymine, G – guanine, 
A — adenine.
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тильных мужчин. При сравнении различных под-
типов бесплодия было продемонстрировано, что 
наибольшая частота делеций мтДНК наблюдалась 
при олигоастенотератозооспермии. Статистиче-
ский анализ группы случаев и контролей показал 
значительную связь делеции 8,7 т.п.н. с бесплоди-
ем (p=0,031), наиболее выраженную при олигоасте-
нотератозооспермии (p=0,019). Две другие делеции 
мтДНК – 4977 и 7599 п.н. также ассоциированы с па-
тоспермией и могут быть генетическими факторами 
риска мужского бесплодия [21].

Заключение

В заключение можно констатировать, что к мито-
хондриальным маркерам мужского бесплодия отно-
сится 3 типа генетических нарушений: 1) увеличение 
количества копий мтДНК в сперматозоидах; 2) протя-
женные делеции мтДНК (в несколько тысяч п.н.); 3) си-
нонимичные и несинонимичные mtSNP по типу об-
наруженного нами варианта rs527236194 при астено-
тератозооспермии. Первые два типа аномалий мтДНК 
сравнительно хорошо изучены и характеризуются тес-
ной связью со снижением оплодотворяющей способ-
ности гамет и вероятности успешной беременности 
у пар в общей популяции [25, 26]. Вместе с тем, в по-
следнее время появились работы с альтернативной точ-
кой зрения, т.е. единого мнения по этому вопросу по-
ка достичь не удалось [27]. 

Таким образом, многочисленные данные указы-
вают на существенную роль мтДНК в развитии па-
тоспермии. Сложная природа мужского бесплодия 
и противоречивые результаты научных изысканий 
требуют более масштабных проспективных иссле-
дований для подтверждения роли мутаций мтДНК 
в развитии этой формы патологии. Учитывая, что 
частоты генотипов/аллелей полиморфных вариантов 
и мутаций генов различаются в различных этниче-
ских группах, необходимы дополнительные поиски 
доказательств ассоциации полиморфного вариан-
та rs527236194 с риском развития мужского беспло-
дия. Подтверждение полученных данных на боль-
ших выборках пациентов позволит решить вопрос 
о целесообразности применения указанного локу-
са в качестве биомаркера риска развития этой фор-
мы патологии. Перспективным направлением при-
менения массива омиксных данных является также 
их использование для коррекции нарушений гаме-
тогенеза и процесса оплодотворения, ассоциирован-
ных с мтДНК, благодаря появлению и быстрому раз-
витию технологии редактировании митохондриаль-
ного генома [28].
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Клинические, нейрофизиологические и лабораторные 
особенности дисфункциональных вегетативных расстройств  
у лиц молодого и среднего возраста

ФГБНУ «Научный центр неврологии», 

125367, Москва, Россия, Волоколамское шоссе, д. 80

Введение. Проблема дисфункциональных вегетативных расстройств (ДВР), этиология и патогенез которых во многом не 

ясен, имеет большое клиническое значение и привлекает к себе внимание как клиницистов-неврологов, так и патофизи-

ологов работающих в области нейропатологии. Цель исследования – изучение клинических, нейрофизиологических и 

патогенетических особенностей ДВР у лиц молодого и среднего возраста. 

Методика. В исследование включено 46 пациентов в возрасте от 18 до 59 лет с ДВР и редкими паническими атаками. Кон-

трольную группу составили 20 здоровых лиц. Анализировали клинические проявления тревоги и депрессии, выраженность 

вегетативных нарушений, оценивали степень когнитивных расстройств. Для оценки показателей вегетативной устойчиво-

сти пациентов использовали метод кожно-симпатических вызванных потенциалов (КСВП). На анализаторе Immulite 2000 

(США) методом иммунохемилюминисценции определяли уровень инсулиноподобного фактора роста-1 (ИФР-1), актив-

ность тиреотропного гормона (ТТГ) и пролактина в венозной крови. 

Результаты. У всех пациентов с ДВР выявлены астенический синдром, нарушения сна и эмоциональная неустойчивость. 

Вегетативные нарушения у пациентов с ДВР были представлены повышенной потливостью, метеозависимостью, плохой 

переносимостью высоких и низких температур. По данным КСВП у пациентов с ДВР в 57,8% случаев выявлено преоблада-

ние симпатического компонента, в 31,1% – парасимпатического типа реакций, в 11,1% случаев отмечался смешанный тип 

вегетативных реакций. В возрастной группе 18-35 лет отмечено усиление симпатического ответа, тогда как среди пациен-

тов 36-59 лет распространенность симпатического и парасимпатического компонентов была одинаковой (42,1%). У паци-

ентов с ДВР отмечено повышение уровней ИФР-1 и пролактина. 

Заключение. Проведенное исследование показало большую распространенность и вариабельность клинических сим-

птомов у пациентов с ДВР. Полученные результаты подтверждают актуальность дальнейшего изучения ДВР у пациентов 

разных возрастных групп и с различными типами вегетативных реакций.
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aged adults
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Introduction. The problem of dysfunctional vegetative disorders (DVD), the etiology and pathogenesis of which are largely 

unclear, is of great clinical importance and attracts the attention of both neurological clinicians and pathophysiologists working 

in the field of neuropathology.

Aim. To study clinical, neurophysiological, neuropsychological, and laboratory features of AD in young and middle-aged individuals.

Mthods. The study included 46 AD patients aged 18 to 59 years with rare anxiety attacks. The control group included 20 healthy 

individuals. Clinical symptoms, autonomic disorders, cognitive disorders, anxiety, and depression were evaluated. The method 

of dermal-sympathetic evoked potentials (DSEP) was used for evaluation of the autonomic resistance. Laboratory tests included 

measurements of blood insulin-like growth factor 1 (IGF-1), thyroid-stimulating hormone (TSH), and prolactin by chemilumines-

cence immunoassay with an Immulite 2000 Immunoassay System (USA). 

Results. All AD patients had headache, asthenic syndrome, sleep disorders, and emotional lability. Autonomic disorders included 

hyperhidrosis, meteosensitivity, and low tolerance of high and low temperatures. According to the DSEP study, 57.8% of AD 

patients showed a predominance of sympathetic reactions, 31.1% showed a predominance of parasympathetic reactions, and 

11.1% showed a mixed type of autonomic reactions. Increased sympathetic responses were observed in patients aged 18-35 

years whereas in patients aged 36-59 years, the prevalence of sympathetic and parasympathetic responses was similar (42.1%). 

AD patients had increased levels of IGF-1 and prolactin.

Conclusion. The study shows a high prevalence and variability of clinical symptoms in AD patients. These results confirmed the 

relevance of further studying AD in different age groups of patients with various types of autonomic reactions.
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Введение

Проблема дисфункциональных вегетативных рас-
стройств (ДВР) имеет большое клиническое значе-
ние и привлекает к себе внимание как неврологов, так 
и врачей других специальностей. Распространенность 
ДВР среди лиц молодого и среднего возраста состав-
ляет от 9 до 38%, при этом обращаемость к невроло-
гам (до 30%) значимо выше, чем к специалистам об-
щей медицинской практики (до 12%) [1]. 

Жалобы, которые являются причиной обращения 
к неврологу, не всегда могут быть объяснены органи-
ческой патологией. Такие случаи обычно классифици-

руют как функциональные расстройства, что нередко 
ведет к прекращению диагностического поиска и пас-
сивной терапевтической тактике. Вместе с тем высо-
кая распространенность ДВР и их влияние на мотива-
цию к работе, профессиональную деятельность, каче-
ство жизни в целом и повышенную подверженность 
соматическим заболеваниям делают актуальным изу-
чение этой проблемы. Клиническая картина ДВР зави-
сит от преморбидных особенностей изменения лично-
сти, продолжительности заболевания, возраста и пола 
пациента. ДВР характеризуются полиморфностью кли-
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нических проявлений, которые могут включать в себя 
головокружение, болевой синдром разных локализа-
ций, тахикардию, избыточную потливость, ухудшение 
памяти и концентрации внимания, снижение толе-
рантности к физическим нагрузкам, общую слабость, 
понижение фона настроения, нарушение сна, чувство 
тревоги, панические атаки [2]. Преморбидные особен-
ности личности на высоте заболевания приобретают 
то выраженные психастенические черты, то обострен-
ные свойства сенситивности, то тревожной мнитель-
ности. Психогенные нарушения могут долгое время 
оставаться как бы в тени в связи с включением нейро-
гуморальных компенсаторных механизмов и деком-
пенсируются при воздействии дополнительных пси-
хических и физических факторов. В связи с этим об-
следование и лечение пациентов с симптомами ДВР 
является длительным и трудоемким, что приводит к су-
щественным затратам системы здравоохранения [3].

С учетом многообразия симптомов полагают, что 
патофизиологические процессы, лежащие в основе 
ДВР сложны и отражают вклад в формирование забо-
левания целого ряда как соматических, так и психоло-
гических факторов, среди которых особого внимания 
требует изучение особенностей вегетативной и нейро-
эндокринной регуляции функций [4]. При исследова-
нии ДВР важно определить функциональное состояние 
вегетативной нервной системы. Принципы исследова-
ния должны быть основаны на клинико-эксперимен-
тальном подходе, сущность которого составляют функ-
ционально-динамические исследования тонуса, веге-
тативной реактивности, вегетативного обеспечения 
деятельности. Вегетативный тонус и реактивность да-
ют представления о гомеостатических возможностях 
организма, вегетативное обеспечение деятельности – 
об адаптивных механизмах [1]. Как показали клини-
ко-нейрофизиологические исследования, деятельность 
симпатической и парасимпатической систем органи-
зована синергически и соответствует принципу «кача-
ющегося равновесия», т.е. повышение тонуса в одной 
системе индуцирует возрастание в другой. При этом 
исходно повышенный тонус в одной системе влечет 
за собой значительное отклонение в другой, что выво-
дит постоянно существующие колебания вегетативно-
го гомеостаза в область повышенной лабильности [2].

Результаты нейрофизиологических исследований 
при ДВР весьма противоречивы: выявляются как по-
вышенные, так и сниженные показатели вегетативно-
го тонуса. Тем не менее эти данные указывают на из-
мененную вегетативную возбудимость или реактив-
ность. Полагают, что в некоторых случаях при ДВР 
существенную роль играет не столько симпатикото-

ния, сколько недостаточность парасимпатической си-
стемы [1,2,4]. В работах BS. McEwen (2000 г.), B. Ban-
delow c соавт. (2003 г.) было показано, что повышен-
ный уровень кортизола и пролактина является одним 
из возможных нейроэндокринных механизмов разви-
тия панических атак и отражением напряженной ра-
боты вегетативной нервной системы [5,6]. Также по-
лучены данные, что избыточный уровень пролактина 
может свидетельствовать, в частности, о несостоятель-
ности дофаминергической системы и дисфункции ней-
роэндокринной системы регуляции в целом [7]. В ис-
следовании M. Kikuchi c соавт. (2005 г.) изучалась вза-
имосвязь между паническими атаками и функцией 
щитовидной железы. Было выявлено, что у пациен-
тов с высоким уровнем тревоги отмечался повышен-
ный уровень тиреотропного гормона [8]. 

Несмотря на более чем вековой период изучения 
ДВР, остаются дискутабельными вопросы диагности-
ческих методов, позволяющих объективно подходить 
к оценке функций вегетативной нервной системы, нет 
единого взгляда на патогенез ДВР. 

Цель исследования – изучение клинических, ней-
рофизиологических и лабораторных особенностей ДВР 
у лиц молодого и среднего возраста.

Методика

Работа выполнена по международным правилам 
работы с биоматериалом людей. Все проводимые ме-
роприятия соответствовали этическим стандартам, 
разработанным на основе Хельсинкской декларации 
всемирной ассоциации «Этические принципы прове-
дения научных медицинских исследований с участи-
ем человека» с поправками 2008 г. и «Правилами кли-
нической практики в Российской Федерации». Ис-
следование одобрено этическим комитетом Научного 
центра неврологии – протокол № 11/4-19 от 20.11.19. 

В исследование включено 46 пациентов в возрасте 
от 18 до 59 лет, которые наблюдались в ФГБНУ НЦН 
и имели проявления вегетативной дисфункции с ред-
кими паническими атаками. Из исследования исклю-
чались пациенты с соматическими и психическими за-
болеваниями. В качестве контрольной группы в иссле-
дование включили 20 здоровых лиц, возраст которых 
находился в том же диапазоне.

После подписания информированного согласия 
пациенты были осмотрены неврологом. Оценивали 
наличие и характеристики головной боли, расстройств 
сна и настроения, астении и дезадаптации, тремора, 
чувствительных, вестибулярных, атактических, пира-
мидных, когнитивных и вегетососудистых симптомов, 
пароксизмальных состояний. Пациенты также запол-
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няли международные стандартизованные опросники. 
Для оценки вегетативной дисфункции использовали 
Анкету вегетативных изменений А.М. Вейна (диапа-
зон от 0 до 15 баллов, оценка <15 баллов – изменения 
отсутствуют). Скрининг когнитивных нарушений про-
водили с помощью Монреальской шкалы (MoCA; диа-
пазон от 0 до 30 баллов, оценка ≥26 баллов – наруше-
ния отсутствуют). Для выявления тревоги и депрессии 
применяли Госпитальную шкалу тревоги и депрессии 
(HADS, в каждой из субшкал тревоги (Т) и депрессии 
(D) диапазон от 0 до 21 баллов, оценка ≤7 баллов – на-
рушения отсутствуют).

Для оценки показателей вегетативной устойчиво-
сти пациентов обследовали методом кожно-симпати-
ческих вызванных потенциалов (КСВП). Оценива-
ли следующие параметры: порог реакции, латентный 
период (начало ответа), амплитуду ответов, связанных 
с парасимпатической и симпатической системой (А1 
и А2, соответственно), соотношение амплитуд отрица-
тельных и положительных компонентов ответа (преоб-
ладание симпатической или парасимпатической веге-
тативной регуляции), габитуацию (привыкание).

Лабораторные исследования включали определе-
ние инсулиноподобного фактора роста-1 (ИФР-1), ти-
реотропного гормона (ТТГ) и пролактина в венозной 
крови методом иммунохемилюминисценции на ана-
лизаторе Immulite 2000 (США).

Статистическую обработку проводили с примене-
нием программного пакета SPSS Statistics версии 23.0 
(IBM, США). Нулевую гипотезу отвергали при уровне 
значимости р <0,05. Нормальность распределения ко-
личественных переменных проверяли методом постро-
ения частотных гистограмм. Поскольку в большинстве 
случаев распределение не соответствовало нормаль-
ному, при описании количественных переменных ис-
пользовали медиану и квартили [Q1,Q3]. Описание ка-
чественных переменных проводили с использованием 
частоты и доли (в процентах). В рамках исследования 
даные пациентов с ДВР сравнили со здоровыми ли-
цами. Также проводили анализ внутри группы с ДВР, 
сопоставляя показатели пациентов разных возрастных 
категорий и с различными типами вегетативных реак-
ций по данным КВСП. Количественные переменные 
сравнивали с помощью U-критерия Манна-Уитни или 
критерия Краскела-Уоллиса. Качественные перемен-
ные сравнивали с помощью критерия χ2 Пирсона или 
точного критерия Фишера. 

Результаты

Социально-демографические характеристики. Воз-
раст пациентов с ДВР составил 34 [28;50] лет. Этот 

показатель имел бимодальное распределение. Со-
отношение полов в группе с ДВР оказалось равным 
(м:ж = 1:1,1). Контрольная группа была сопоставима 
по возрасту и полу с основной (возраст 34 [28; 42] лет,  
м:ж = 1: 1). 

Клинические характеристики. Распространенность 
вегетативных нарушений и типичных симптомов пред-
ставлена в таблице 1. 

У всех пациентов с ДВР отмечалась головная боль. 
Чаще всего пациенты описывали давящий характер го-
ловной боли (39,1%). В большинстве случаев боль была 
двусторонней (84,8%), локализовалась в теменно-заты-
лочной или лобно-височной областях (34,8% и 32,6% 
соответственно) и сопровождалась болезненностью пе-
рикраниальных мышц (69,6%). Приступы головной бо-
ли возникали от 2 раз в месяц до 7 раз в неделю. Наи-
более часто их провоцировали стресс и физическое 
перенапряжение. Среди здоровых лиц контрольной 
группы головная боль отмечалась значительно реже 
(20,0%). Частота приступов головной боли у них соста-
вила 0,8 [0,5; 1,0] в неделю против 2,0 [1,0; 3,0] в груп-
пе пациентов с ДВР (р=0,009). 

У всех пациентов с ДВР выявлены астенические 
состояния, нарушения сна и настроения. Астениче-
ский синдром характеризовался слабостью, утомля-
емостью и снижением толерантности к физическим 
нагрузкам. Нарушения сна проявлялись трудностя-
ми засыпания, ранними пробуждениями в сочетании 
с поверхностным сном, кошмарными сновидениями, 
большая часть пациентов из этой группы также сооб-
щили о позднем засыпании. Просыпаясь, пациенты 
испытывали чувство разбитости, вялости, снижение 
трудоспособности, ухудшалось запоминание и внима-
ние. Все пациенты с ДВР жаловались на чувство тре-
воги, у большинства из них также отмечались эмоци-
ональная неустойчивость, снижение настроения и его 
колебания в течение суток. Нередко это сопровожда-
лось проявлениями дезадаптации: ощущением неспо-
собности справляться с проблемами и строить планы, 
затруднением выполнения повседневных обязанно-
стей. В контрольной группе некоторые участники так-
же отмечали тревожность, утомляемость и нарушения 
сна. Тем не менее, эти симптомы наблюдались значи-
мо реже, чем у пациентов с ДВР. Также здоровые лица 
имели большую продолжительность сна и реже просы-
пались по ночам (табл. 1). 

У подавляющего большинства пациентов с ДВР 
выявлены когнитивные нарушения: замедленность 
мышления и снижение памяти. Почти у половины 
из них обнаружены атактические симптомы: неустой-
чивость в позе Ромберга и трудности выполнения ко-
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Таблица 1. Распространенность вегетативных и неврологических нарушений у пациентов с дисфункциональными вегетативными 
расстройствами

Table 1. Prevalence of autonomic and neurological symptoms in patients with autonomic dysfunction

Тип нарушений
Type of violations

Основная группа/ 
Main group

(11 птn = 46)

Контрольная группа/
Control group

(n = 20)
р

Пароксизмальные состояния/Paroxysmal states 46 (100,0%) 0 <0,001

• панические атаки/panic attacks 46 (100,0%) 0 <0,001

• симпатоадреналовые кризы/sympathoadrenal crises 14(30,4%) 0 0,006

• вагоинсулярные кризы/vagoinsular crises 9 (19,6%) 0 0,048

Частота панических атак в месяц/Frequency of panic attacks per month 3,0 [2,0; 3,0] 0 >0,05

Синдром вегетососудистой дистонии/Vegeto-vascular dystonia syndrome 45 (97,8%) 0 <0,001

• непереносимость духоты/жары|/stuffy hot intolerance 37 (80,4%) 0 <0,001

• потливость /sweating 37 (80,4%) 0 <0,001

• метеозависимость/meteorological dependence 34 (73,9%) 0 <0,001

• непереносимость холода/cold intolerance 16 (34,8%) 0 0,001

Цефалгический синдром/Cephalgic syndrome 46 (100,0%) 4 (20,0%) <0,001

• частота приступов боли в неделю/ frequency of pain attacks per week 2,0 [1,0; 3,0] 0,8 [0,5; 1,0] 0,009

• интенсивность боли по ВАШ/ pain intensity according to the VAS 6,0 [5,0; 7,0] 4,5 [4,0; 5,0] >0,05

Инсомнический синдром/insomnia syndrome, 46 (100,0%) 5 (25,0%) <0,001

• пробуждения в течение ночи/awakening during the night, 46 (100,0%) 5 (25,0%) <0,001

• засыпание в полночь и позже/falling asleep at midnight or later, 31 (67,4%) 5 (25,0%) 0,003

Число пробуждений за ночь/ number of awakenings per night 2,0 [2,0; 2,0] 0,0 [0,0; 0,5] <0,001

Продолжительность сна (часов)/ sleep duration (hours) 6,0 [6,0; 7,0] 8,0 [7,0; 8,0] <0,001

Астенический синдром/ Asthenic syndrome 46 (100,0%) 5 (25,0%) <0,001

• общая слабость/ general weakness 46 (100,0%) 0 <0,001

• утомляемость/ fatigue 45 (97,8%) 5 (25,0%) <0,001

• снижение толерантности к физическим нагрузкам/decreased tolerance to 
physical exertion

45 (97,8%) 0 <0,001

Тревожно-депрессивный синдром/Anxiety-depression syndrome 46 (100,0%) 4 (20,0%) <0,001

• чувство тревоги/anxiety 46 (100,0%) 4 (20,0%) <0,001

• эмоциональная неустойчивость/  emotional instability 43 (93,5%) 0 <0,001

• колебания настроения в течение суток/ Mood swings during the day 40 (87,0%) 0 <0,001

• снижение настроения/ decreased mood 31 (67,4%) 0 <0,001

Дезадаптационный синдром/Disapnotation syndrome 33 (71,7%) 0 <0,001

• ощущение неспособности справиться с проблемами/ feeling of inability to 
cope with problems

27 (58,7%) 0 <0,001

• ощущение неспособности строить планы/feeling of inability to make plans 24 (52,2%) 0 <0,001

• затруднения исполнения рутинных обязанностей/difficulty in performing 
routine duties

15 (32,6%) 0 0,003

Когнитивные нарушения/Cognitive disorders, 42 (91,3%) 0 <0,001

• замедленность мышления/ slowed thinking 42 (91,3%) 0 <0,001

• снижение памяти/ decreased memory 31 (67,4%) 0 <0,001

Продолжение табл. 1 см. на стр. 33.
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ординаторных проб. У пациентов с ДВР наблюдалось 
повышение сухожильных и периостальных рефлек-
сов, отмечалась анизорефлексия и у 4,3% – асимме-
трия носогубных складок. Почти две трети пациентов 
с ДВР жаловались на вестибулярные расстройства: го-
ловокружение и ощущение шума в голове. Среди дру-
гих нарушений в этой группе отмечались тремор век 
и пальцев рук, парестезии, синдром беспокойных ног. 
У  пациентов с ДВР выявлены жалобы на колющую 
боль в области сердца (кардиалгии) и плохую перено-
симость душных помещений. В контрольной группе 
когнитивных, атактических, пирамидных, вестибу-
лярных, сенсомоторных нарушений выявлено не было.

Вегетососудистые нарушения у пациентов с ДВР 
были представлены повышенной потливостью, метео-
зависимостью, плохой переносимостью высоких и низ-
ких температур.  У всех пациентов из этой группы отме-
чались пароксизмальные состояния: панические атаки, 
симпатоадреналовые и вагоинсулярные кризы. Паниче-
ские эпизоды возникали от 1 раза в 2 мес до 5 раз в ме-
сяц. Здоровые лица не сообщали о вегетососудистых 
симптомах и пароксизмальных состояниях (табл. 1). 

Длительность симптомов у пациентов с ДВР 
не превышала 5 лет (у 87% случаев составляла ме-
нее 2 лет). Подавляющее большинство пациентов 
из этой группы (87%) сообщали о нарастании симпто-

матики, при этом 58,7% отмечали смену ведущего сим-
птома. Три четверти пациентов (73,9%) характеризова-
ли тяжесть симптоматики как умеренную, 26,1% – как 
выраженную. В 76,1% случаев пациенты с ДВР сооб-
щали о применении различных лекарственных препа-
ратов для облегчения симптомов, однако устойчивый 
эффект не достигался. 

Кожно-симпатические вызванные потенциалы. По-
казатели КСВП приведены в таблице 2. 

В группе пациентов с ДВР отмечено значимое по-
вышение порога реакции по сравнению со здоровыми 
лицами. Также у пациентов с ДВР выявлены патоло-
гические изменения габитуации.

Начало ответа и амплитуда вегетативных компо-
нентов (как парасимпатического, так и симпатическо-
го) значимо не различались между группами (табл. 2).

В группе с ДВР у одного пациента определение ти-
па реакции вегетативной нервной системы (ВНС) ока-
залось невозможным в связи с низкими амплитудами 
ответов. У 57,8% пациентов выявлен симпатический 
тип реакции ВНС или смешанный с преобладанием 
симпатического. В 31,1% случаев обнаружен парасим-
патический тип реакции или смешанный с преоблада-
нием парасимпатического. У 11,1% пациентов отме-
чался смешанный тип реакции без преобладания ка-
кого-либо компонента. 

Тип нарушений
Type of violations

Основная группа/ 
Main group

(11 птn = 46)

Контрольная группа/
Control group

(n = 20)
р

Атактический синдром/Atactic syndrome 21 (45,7%) 0 <0,001

• неустойчивость в пробе Ромберга/1,  Romberg’s pose failure 19 (41,3%) 0 0,001

• дискоординация при выполнении координаторных проб/ discoordination 
during coordination tests

17 (37,0%) 0 0,001

Пирамидный синдром/ Pyramid syndrome, 31 (67,4%) 0 <0,001

• повышение сухожильных и периостальных рефлексов/increased tendon and 
periosteal reflexes

28 (60,9%) 0 <0,001

• анизорефлексия/anisoreflexia 7 (15,2%) 0 >0,05

Вестибулярный синдром/Vestibular syndrome 33 (71,7%) 0 <0,001

• шум в голове /noise in the head, 30 (65,2%) 0 <0,001

• головокружение / dizziness 28 (60,9%) 0 <0,001

Тремор пальцев рук/век/|Tremory of the fingers, eyelids 40 (87,0%) 0 <0,001

Нарушения чувствительности
(онемение, парестезии)/ sensitivity disorder (numbness,paresthesia)

34 (73,9%) 0 <0,001

Симптом беспокойных ног/ restless legs symptom 17 (37,0%) 0 0,001

Кардиалгии/ Сardialgia 33 (71,7%) 0 <0,001

Примечание. Для качественных показателей: частота (доля); для количественных: медиана [Q1; Q3]. ВАШ – визуально-аналоговая шкала.
Note. For qualitative indicators: frequency (proportion); for quantitative: median [Q1; Q3]. VAS is a visual analogue scale.
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Международные стандартизованные опросни-

ки. У всех пациентов с ДВР общий балл Анкеты ве-
гетативных изменений превышал пороговые значе-
ния – 23,0 [19,0; 27,0] баллов, тогда как в контрольной 
группе этот показатель находился в пределах нормаль-
ных значений 12,0 [10,5; 13,0]; р<0,001. Общий балл 
по шкале MoCA у пациентов с ДВР и у здоровых лиц 
соответствовал нормальным показателям – не ни-
же 26 баллов (диапазон в основной и контрольной 
группе 26 – 29 и 28 – 30 баллов соответственно). 

У  з д о р о в ы х  л и ц  у р о в е н ь  д е п р е с с и и 
и тревоги по шкале HADS не выходил за преде-
лы нормальных значений (HADS-Т – 6,0 [5,0; 6,0] 
и HADS-D – 4,0 [3,0; 4,5] баллов). При ДВР в неко-
торых случаях выявлена субклинически выраженная 
депрессия (HADS-D – 4,0 [3,0; 4,5]) и во всех случа-
ях – субклинически/клинически выраженная тревога 
(HADS-Т – 11,0 [10,0; 12,0] баллов).

Лабораторные характеристики. Результаты лабора-
торных исследований приведены в таблице 3. 

Как видно из данных таблицы у пациентов с ДВР от-
мечался статистически значимо более высокий уровень 
инсулиноподобного фактора роста-1. Обращало вни-
мание почти двукратное повышение уровня пролакти-
на. Уровень тиреотропного гормона у пациентов с ДВР 
в среднем статистически значимо не отличался от тако-
вого группы здоровых лиц (табл. 3). Однако сравнение 
величин этого показателя в разных возрастных подгруп-
пах показало существенное его увеличение в подгруп-
пе более старшего возраста, что может быть отражением 
возрастного снижения функции щитовидной железы.

Анализ данных основной группы с учетом типа 

реакции ВНС (по данным КСВП)

Сравнение подгрупп с учетом типа реакции ВНС 
приведено в таблице 4. 

Таблица 2. Показатели кожно-симпатических вызванных потенциалов у пациентов с дисфункциональными вегетативными  
расстройствами 

Table 2. Indicators of dermal-sympathetic evoked potentials in patients with autonomic dysfunction

Показатель/Indicators
Основная группа/Main group

(n = 46)

Контрольная груп-
па/Control group

(n = 20)
р

Порог  реакции, мА/  Reaction threshold, mA 5,0 [4,0; 5,5] 4,0 [3,9; 4,1] 0,001

Латентный период, с/ Latent period, sec 1,40 [1,21; 1,54] 1,40 [1,36; 1,40] >0,05

Амплитуда парасимпатического компонента (А1), мВ/
Amplitude of parvsympathetic component (A1),mV

0,46 [0,18; 0,90] 0,56 [0,52; 0,58] >0,05

Амплитуда симпатического компонента (А2), мВ/ 
Amplitude of sympathetic component (A2), mV

1,55 [0,50; 3,20] 1,38 [0,98; 1,70] >0,05

А1/А2 0,32 [0,18; 0,67] 0,42 [0,31; 0,51] >0,05

Габитуация, отклонение от нормы/Gabituration, deviation 
from normal

15 (32,6%) - 0,003

Примечание. Для количественных показателей: медиана [Q1; Q3]; для качественных: частота (доля).
Note. For quantitative indicators: median [Q1; Q3]; for quality: frequency (proportion).

Таблица 3. Лабораторные показатели у пациентов с дисфункциональными вегетативными расстройствами

Table 3. Laboratory parameters in patients with autonomic dysfunction

Показатель/Indicators
Основная группа/Main group

(n = 46)
Контрольная группа /Control 

group (n = 20)
р

Инсулиноподобный фактор роста-1, нг/мл/ 
Insulin-like growth factor-1, ng/ml

74,75 [72,30; 78,60] 71,65 [70,60; 72,35] <0,001

Пролактин, мкМЕ/мл/Prolactin, μMe/m 364,0 [270,0; 484,0] 192,5 [159,0; 212,5] <0,001

Тиреотропный гормон (мкМе/мл) / Thyrotropic 
hormone (μMe/ml)

1,78 [1,15; 2,15] 1,70 [1,42; 1,95] >0,05

Примечание. Для количественных показателей: медиана [Q1; Q3].
Note. For quantitative indicators: median [Q1; Q3].
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Таблица 4. Характеристика пациентов с дисфункциональными вегетативными расстройствами в зависимости от типа реакций веге-
тативной нервной системы

Table 4. Characteristics of patients with autonomic dysfunction depending on the type of reactions of the autonomic nervous system

Показатель / Indicators

Подгруппа с преоблада-
нием симпатического 
компонента/Subgroup 

with predominant 
sympathetic component  

(n = 26)

Подгруппа без преобладания 
тонуса симпатической

или парасимпатической си-
стемы/The subgroup without 
predominant sympathetic or

parasympathetic system (n = 5)

Подгруппа с преобладани-
ем парасимпатического  
компонента / Subgroup  

with predominance  
of the parasympathetic  

component
 (n = 14)

р

Возраст (лет)/Age (years) 31,5 [26,0; 44,0] 55,0 [31,0; 57,0] 46,0 [23,0; 50,0] >0,05

Доля лиц мужского пола/Proportion 
of males

14 (53,8%) 2 (40,0%) 6 (42,9%) >0,05

Повышение сухожильных  
рефлексов/Increasing tendon reflexes

20 (76,9%) 3 (60,0%) 4 (28,6%) 0,010

Тремор пальцев / 
Tremors of the fingers

25 (96,2%) 4 (80,0%) 8 (57,1%) 0,006

Тремор век/Eyelid tremor 25 (96,2%) 3 (60,0%) 9 (64,3%) 0,008

Порог реакции, мА/ Response  
threshold, mA

4,0 [4,0; 5,0] 6,0 [5,0; 6,0] 5,0 [4,0; 5,5] 0,048

Латентный период, с/Latency  
period, sec

1,37 [1,20; 1,50] 1,30 [0,30; 1,31] 1,48 [1,42; 1,70] 0,035

Амплитуда парасимпатического 
компонента (А1), мВ/Amplitude of 
parvsympathetic component (A1),mV

0,54 [0,30; 1,05] 0,26 [0,06; 0,30] 0,68 [0,16; 0,90] >0,05

Амплитуда симпатического  
компонента (А2), мВ/ Amplitude  
of sympathetic component (A2), mV

2,54 [1,50; 5,00] 0,85 [0,01; 1,10] 0,83 [0,20; 1,60] 0,002

 А1/А2 0,23 [0,13; 0,43] 0,31 [0,16; 0,35] 0,69 [0,38; 0,86] 0,004

Габитуация: отклонение от нормы/, 
Gabituation deviation from normal

6 (23,1%) 3 (60,0%) 6 (42,9%) >0,05

Примечание. Для качественных показателей: частота (доля); для количественных: медиана [Q1;Q3].
Note. For qualitative indicators: frequency (proportion); for quantitative: median [Q1;Q3].

 Подгруппы не имели значимых различий по демо-
графическим показателям, давности возникновения, 
распространенности, характеристикам и динамике 
большинства оцениваемых клинических симптомов. 
Однако у пациентов с преобладанием симпатическо-
го ответа чаще отмечались повышение сухожильных 
и периостальных рефлексов, тремор век и пальцев рук.

Подгруппы различались по порогу реакции, латент-
ному периоду, амплитуде симпатических компонентов. 
Различия по амплитуде парасимпатических компонен-
тов и частоте обнаружения патологических изменений 
габитуации не были статистически значимыми. 

Анализ основной группы с учетом возрастной кате-

гории. В связи с бимодальным распределением воз-
раста пациентов в основной группе проведено сравне-
ние показателей пациентов разных возрастных катего-

рий: 18-35 лет и 36-59 лет. Возрастная граница между 
подгруппами выбрана эмпирически. Результаты срав-
нения приведены в таблице 5.

Подгруппы не имели статистически значимых раз-
личий по полу. Длительность симптомов и их субъек-
тивная оценка также не различались между подгруп-
пами. Однако пациенты в возрасте 36-59 лет чаще от-
мечали нарастание симптоматики и смену ведущего 
симптома. У пациентов в возрасте 36-59 лет чаще от-
мечались затруднения при выполнении координатор-
ных проб, неустойчивость в позе Ромберга и снижение 
памяти. У пациентов в возрасте 18-35 лет более часто 
выявлялось повышение сухожильных и периостальных 
рефлексов. Кроме того, они чаще жаловались на нару-
шения сна и расстройства чувствительности, а голов-
ная боль у них была более интенсивной.
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Анализ результатов КСВП не выявил значимых 
различий между подгруппами, за исключением по-
рога реакции (у пациентов в возрасте 36-59 лет порог 
реакции оказался выше). Распределение различных 
типов реакции ВНС внутри подгрупп также не име-
ло различий. Тем не менее, среди пациентов 18-35 
лет лиц преобладание симпатического ответа отме-
чалось чаще, чем преобладание парасимпатического 
ответа (69,2% против 23,1%), тогда как среди пациен-
тов 36-59 лет распространенность этих вариантов бы-
ла равной (42,1%).

Статистически значимых различий между подгруп-
пами по результатам опросников и исследуемым лабо-
раторным показателям выявлено не было, за исклю-
чением уровня ТТГ (в группе 36-59 лет уровень ТТГ 
оказался выше).

Обсуждение

У пациентов в возрасте 36-59 лет с ДВР отмечался 
более высокий уровень систолического артериально-
го давления, а также чаще выявлялись дискоордина-

ция при выполнении координаторных проб, неустой-
чивость в позе Ромберга, снижение памяти, нараста-
ние симптоматики и смена ведущего симптома. 

У пациентов в возрасте 18-35 лет с ДВР чаще обна-
руживалось повышение сухожильных и периостальных 
рефлексов. Кроме того, они чаще жаловались на ин-
тенсивную головную боль, нарушения сна и расстрой-
ства чувствительности.

В результате анализа результатов КСВП было выяв-
лено, что в группе 18-35 лет пациентов с преобладанием 
симпатического ответа было больше, чем с преоблада-
нием парасимпатического ответа (69,2% против 23,1%), 
тогда как среди пациентов 36-59 лет распространен-
ность этих вегетативных компонентов была одинаковой 
(42,1%). Можно предположить, что исходная парасим-
патическая недостаточность у пациентов молодого воз-
раста с ДВР может определять больший дефицит вагаль-
ной активности при ингибирующих супрасегментарных 
влияниях во время стрессовых ситуаций, что будет про-
являться усиленными симпатическими сердечно-сосу-
дистыми реакциями. Этот дефект в вегетативном кон-

Таблица 5. Характеристика пациентов с дисфункциональными вегетативными расстройствами в зависимости от возрастной категории

Table 5. Characteristics of patients with autonomic dysfunction depending on the age category

Показатель / Indicators
Подгруппа в возрасте

18-35 лет /Subgroup aged
18-35 years old  (n=27)

Подгруппа в возрасте
36-59 лет /Subgroup aged
36-59 years old (n = 19)

р

Доля лиц мужского пола/Proportion of males 16 (59,3%) 6 (31,6%) >0,05

Систолическое артериальное давление (мм рт. ст.)/Systolic blood 
pressure (mm Hg)

120,0 [110,0; 125,0] 130,0 [120,0; 135,0] 0,002

Нарастание симптомов/Increase in symptoms 21 (77,8%) 19 (100,0%) 0,034

Смена ведущего симптома/Change in leading symptom 12 (44,4%) 15 (78,9%) 0,033

Неустойчивость в пробе Ромберга/Instability in the Romberg test 6 (22,2%) 13 (68,4%) 0,003

Дискоординация при выполнении координаторных проб/Dis-
coordination when performing coordination tests

5 (18,5%) 12 (63,2%) 0,004

Снижение памяти/Decreased memory 14 (51,9%) 17 (89,5%) 0,010

Повышение сухожильных рефлексов/Increased tendon reflexes 21 (77,8%) 7 (36,8%) 0,007

Нарушения чувствительности (онемение, парестезии)/ 
sensitivity disorder (numbness,paresthesia)

23 (85,2%) 11 (57,9%) 0,049

Засыпание в полночь /Falling asleep at midnight 22 (81,5%) 9 (47,4%) 0,025

Частота ночных пробуждений/Frequency of night awakenings 2,0 [2,0; 2,0] 2,0 [2,0; 3,0] 0,023

Интенсивность головной боли по ВАШ/Headache intensity 
according to  VAS

6,0 [5,0; 7,0] 5,0 [4,0; 6,0] 0,006

Порог реакции, мА / Response threshold, mA 5,0 [4,0; 5,0] 5,0 [4,0; 6,0] 0,028

Тиреотропный гормон мкМе/мл /Thyroid hormone μMe/ml 1,60 [0,85; 2,06] 2,10 [1,60; 2,57] 0,016

Примечание. Для качественных показателей: частота (доля); для количественных: медиана [Q1; Q3]. ВАШ – визуально-аналоговая шкала. 
Note. For qualitative indicators: frequency (proportion); for quantitative: median [Q1; Q3]. 
VAS is a visual analogue scale. 
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троле может быть одним из факторов, предрасполага-
ющих к срыву симпатико-парасимпатического баланса 
и формированию патологических пароксизмальных 
симпатических реакций при дополнительных актива-
ционных нагрузках при ДВР.

Проведенные ранее исследования убедительно по-
казывают, что ДВР чаще возникают на фоне симпа-
тикотонии [1, 5, 9]. Большинство авторов решающую 
роль в возникновении вегетативных кризов отводят 
предшествующему повышению симпатического то-
нуса. Значительные отклонения вегетативного тону-
са в сторону симпатикотонии характерны для эмоци-
ональных расстройств [2, 4].

В ранее проведенных исследованиях отмечена взаи-
мосвязь между тревогой и развитием артериальной гипер-
тонии, в том числе повышенной вариабельности артери-
ального давления, отражающей вегетативную дисфунк-
цию и снижение чувствительности барорефлекса [9]. 

Снижение когнитивных функций препятствует 
формированию адаптационных когнитивно-пове-
денческих механизмов, что может обуславливать по-
вышенный уровень тревожности, дезаптационный 
синдром и более высокую частоту пароксизмальных 
состояний в основной группе. Относительно взаи-
мосвязи неврозоподобных расстройств и когнитив-
ных нарушений есть данные о влиянии тревоги на 
когнитивную гибкость у пожилых людей с уменьше-
нием скорости обработки и воспроизводимости ин-
формации [10]. 

T. Corrêa Rangel и соавт. (2022 г.) показали взаи-
мосвязь между тревогой, головной болью, бессонни-
цей и интернет-зависимостью у студентов универси-
тета [11, 12]. Ускоренный темп жизни и информаци-
онные перегрузки, являясь стрессовыми факторами, 
способствуют развитию неврозоподобных расстройств 
у лиц молодого возраста, и как следствие, их частым 
проявлениям – головной боли и инсомническим на-
рушениям. В условиях хронического стресса адаптаци-
онные механизмы организма снижаются и нарушает-
ся взаимодействие нейротрансмиттерных систем [13]. 
Некоторые авторы подчеркивают сложный патофизио-
логический механизм регуляции болевой чувствитель-
ности, в которой особое место отводится психологи-
ческой сфере человека. Хронический стресс, тревога, 
депрессия, личностные особенности со склонностью 
к катастрофизации и непереносимостью фрустрации 
негативно влияют на баланс ноцицептивной и анти-
ноцептивной систем, формируя тем самым «дисфунк-
циональный» характер хронической боли [14]. В ре-
зультате боль сама становится патогенным фактором, 
способствуя не только развитию и усугублению име-

ющихся психоэмоциональных нарушений, но и сни-
жению качества жизни в целом [15].

Повышение уровня пролактина при ДВР явля-
ется одним из возможных патофизиологически важ-
ных нейроэндокринных механизмов развития па-
нических атак и отражением напряженной работы 
вегетативной нервной системы [5, 6]. Избыточный 
уровень пролактина может также свидетельствовать 
о несостоятельности дофаминергической системы 
и дисфункции нейроэндокринной системы регуля-
ции в целом [7]. При изучении взаимосвязи между 
паническими атаками и функцией щитовидной же-
лезы [8] было выявлено  что у пациентов с высоким 
уровнем тревоги отмечался повышенный уровень 
тиреотропного гормона. Нами значимая разница 
в уровне тиреотропного гормона у пациентов ДВР 
была выявлена только в возрастном аспекте, что мо-
жет быть отражением возрастного снижения функ-
ции щитовидной железы.

Заключение

Исследование показало большую распространен-
ность и вариабельность клинических и нейрофизио-
логических симптомов у пациентов с ДВР. Получен-
ные результаты подтверждают актуальность дальней-
шего изучения ДВР у пациентов разных возрастных 
групп и с различными типами вегетативных реак-
ций. Обнаруженные у пациентов с ДВР гормональ-
ные изменения представляют интерес для дальней-
шего изучения в плане понимания патогенетических 
основ симптоматики дисфункциональных вегетатив-
ных расстройств.
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Эффективность курсового применения 
пальмитоилэтаноламида и трансплантации мезенхимальных 
стволовых клеток при экспериментальной периферической 
нейропатической боли

ГНУ «Институт физиологии Национальной академии наук Беларуси», 

220072, Минск, Республика Беларусь, ул. Академическая, д. 28 

Цель исследования – изучение влияния курсового внутрибрюшинного введения пальмитоилэтаноламида (РЕА, 1 мг/кг) 

в комбинации с однократным внутримышечным введением мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (МСК ЖТ, 

1х106 клеток/кг) на ноцицептивные реакции крыс и морфологию мягких тканей задней лапы крыс с периферической ней-

ропатией (НП), вызванной перерезкой и иссечением участка седалищного нерва.

Методика. Исследование выполнено на 28 крысах-самцах стока Wistar. В соответствии с дизайном исследования, осуще-

ствили моделирование: 1) НП без лечения; 2) НП с однократной трансплантацией МСК ЖТ; 3) НП с однократной локальной 

трансплантацией МСК ЖТ и курсовым приемом РЕА. Проведены измерения порога ноцицептивной реакции (ПНР) на меха-

нический стимул, латентного периода ноцицептивной реакции (ЛПНР) на термический стимул на протяжении 28 сут  еже-

недельно и на 60-е сут.  На 21-е сут после моделирования НП охарактеризована гистоструктура мягких тканей и сосуди-

сто-нервного пучка задних лап крыс с периферической нейропатией на фоне трансплантации МСК ЖТ отдельно и в соче-

тании с курсовым приемом РЕА 

Результаты.  Однократное введение МСК ЖТ приводило к увеличению ПНР и ЛПНР крыс с НП до исходных значений к 

21-м сут  после операции, подавляло воспаление периневральных тканей и способствовало неоваскуляризации сосуди-

сто-нервного пучка в области аксотомии седалищного нерва. Курсовое внутрибрюшинное введение РЕА на фоне транс-

плантации МСК приводило к увеличению ПНР начиная с 1-й инъекции РЕА, но вместе с тем не приводило к восстановле-

нию исходной ноцицептивной чувствительности на механический и термический стимулы на протяжении исследования, 

а также отменяло противовоспалительный эффект МСК ЖТ.

Заключение. Курсовое применение РЕА при однократной трансплантации МСК ЖТ подавляло антиноцицептивное действие 

стволовых клеток, а также приводило к отмене их противовоспалительных эффектов в зоне иссечения седалищного нерва.

Ключевые слова: нейропатическая боль; мезенхимальные стволовые клетки; ноцицептивная чувствительность; 
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Yerofeyeva A.-M.V., Antipova O.A., Zhavoronok I.P., Rjabceva S.N., Molchanova A.Y.

Effectiveness of a course treatment with palmitoylethanolamide and transplantation  
of mesenchymal stem cells in experimental peripheral neuropathic pain

Institute of Physiology of the National Academy of Sciences of Belarus, 

Akademicheskaya St. 28, Minsk 220072, Republic of Belarus 

Aim. To study the effect of repeated intraperitoneal administration of palmitoylethanolamide (PEA, 1 mg/kg) in combination with 

a single intramuscular injection of adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs, 1×106 cells/kg) on nociceptive reactions and 

morphological changes in tissues of the hind legs of rats with peripheral neuropathic pain (PNP) due to sciatic nerve transection. 

Methods. The study was conducted on 28 Wistar male rats. The study design included modeling of NP without treatment; NP with 

a single transplantation of ADMSCs; and NP with a single local transplantation of ADMSCs and a course treatment with PEA. The 

mechanical withdrawal threshold (MWT) and the thermal withdrawal latency (TWL) were measured weekly for 28 days and on 

day 60. On day 21 of experiment, the histological structure of soft tissues and neurovascular bundle of the hind paws of NP rats 

was assessed after transplantation of ADMSCs alone and in combination with the PEA course treatment.

Results. A single administration of ADMSCs increased the MWT and TWL in rats with PNP to the baseline values of postoperative 

day 21, inhibited inflammation of perineural tissues, and improved neovascularization of the vascular bundle in the sciatic axo-

tomy area. A course of PEA intraperitoneal injections in combination with the ADMSCs transplantation increased MWT after the 

first PEA injection but did not result in recovery of the nociceptive sensitivity to mechanical and thermal stimuli throughout the 

study, and also abolished the anti-inflammatory effect of ADMSCs.

Conclusion. A combination of repeated PEA injections and ADMSCs reduced the antinociceptive effect of stem cells and abol-

ished their anti-inflammatory effect in the area of sciatic nerve resection.
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Введение

 Нейропатическая боль, вызванная повреждением 
периферических нервов, проявляется хроническим бо-
левым синдромом, который зачастую приводит к сни-
жению дееспособности и инвалидности [1]. На сегод-
няшний день наблюдается неуклонный рост распро-
странённости данной патологии, связанный в первую 

очередь с ростом заболеваемости сахарным диабетом, 
увеличением выживаемости пациентов после курса 
химиотерапии, а также старением населения [1, 2]. 
Подбор эффективной  терапии нейропатической бо-
ли осложнен не только разнообразием ее этиологии, 
но и побочными эффектами применяемых в клинике 
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стандартных схем фармакотерапии, включающих при-
ем противосудорожных средств, трициклических ан-
тидепрессантов или даже опиоидов, что сопровожда-
ется побочным действием на ЦНС и может приводить 
к формированию зависимости [2]. 

Применение мезенхимальных стволовых клеток 
жировой ткани (МСК ЖТ) для купирования перифе-
рической нейропатической боли перспективно так 
как: с одной стороны, доказаны их противовоспали-
тельные, иммуномодулирующие и протекторные свой-
ства [3, 4] и способность ослаблять болевые ощущения 
при периферической нейропатии на длительное время 
без психотропных побочных эффектов [5, 6], а с дру-
гой – относительно прост процесс выделения этих кле-
ток по сравнению с МСК из других источников. Ме-
ханизмы антиноцицептивного действия МСК ЖТ на 
сегодняшний день недостаточно изучены. Считается, 
что они реализуются в основном за счет паракринных 
факторов, секретируемых стволовыми клетками. К ос-
новным биологически активным молекулам, секрети-
руемым МСК ЖТ и связанным с их  обезболивающим 
и нейропротекторным действием, относят тканевой 
ингибитор металлопротеиназы-2, а также ряд факторов 
роста и цитокинов: трансформирующий фактор роста 
β (TGF-β), фактор роста гепатоцитов-1 (HGF-1), ин-
дуцируемый геном 6 фактор некроза опухолей (TSG-6) 
и интерлейкин-10 (IL-10) [7]. Кроме того, имеющиеся 
в научной литературе данные позволяют предполагать 
участие сигнальных липидных молекул в реализации 
анальгетического эффекта МСК ЖТ. В частности, при 
культивировании МСК человека обнаружены высокие 
концентрации эндогенных каннабиноидов 2-арахидо-
ноилглицерола (2-AG), анандамида (АЕА) и его конге-
нера пальмитоилэтаноламида (РЕА) [8]. Среди них – 
РЕА, известный своими противовоспалительными, 
анальгезирующими и нейропротекторными свойства-
ми. Он не вызывает психотропных либо каких-либо 
иных побочных эффектов [9], способен при курсовом 
приеме эффективно купировать болевые ощущения 
при периферической нейропатии, что подтвержде-
но как экспериментально [10, 11], так и в клиниче-
ской практике [9, 11, 12]. Обезболивающие эффекты 
PEА реализуются непосредственно через рецепторы 
PPAR-α и GPR55 и опосредовано (посредством эф-
фекта «свиты») на рецепторы CB

1
, CB

2
 и TRPV1 [9, 13-

15]. Он подавляет воспаление, ингибируя активацию 
микроглии, астроцитов и тучных клеток и выделение 
таких медиаторов воспаления и алгогенов, как фактор 
некроза опухоли-α и другие провоспалительные цито-
кины, фактор роста нервов, циклооксигеназа-2, и ин-
дуцибельная синтаза оксида азота [9, 16]. При хрони-

ческих воспалительных состояниях это позволяет РЕА 
оказывать протекторное действие на морфологию пе-
риферических нервов, уменьшать эндоневральный 
отек и макрофагальную инфильтрацию [16]. Предпо-
ложительно применение РЕА в комбинации с транс-
плантацией МСК ЖТ могло бы оказать более эффек-
тивное антиноцицептивное и репаративное действие 
при периферической нейропатической боли, чем ис-
пользование только МСК. 

Цель исследования – изучение влияния курсового 
введения РЕА после локальной трансплантации МСК 
ЖТ на ноцицептивную чувствительность и морфологи-
ческие изменения седалищного нерва и периневраль-
ных тканей  при экспериментальной посттравматиче-
ской нейропатии (НП)  у крыс.

Методика

Серии экспериментов выполнены на крысах-сам-
цах стока Wistar (n=28) с исходной массой 200-220 г. 
Животных содержали в помещении вивария Инсти-
тута физиологии НАН Беларуси со свободным досту-
пом к воде и пище и циклом день/ночь 12/12 ч. Ме-
тодом рандомизации животных разделили на груп-
пы: 1-я группа – модель периферической нейропатии 
(НП) без лечения (n=10); 2-я – НП с однократной ло-
кальной трансплантацией МСК ЖТ в дозе 1×106 кле-
ток/кг (n=10); 3-я группа – НП с однократной ло-
кальной трансплантацией МСК ЖТ в дозе 1×106 кле-
ток/кг  и курсовым приемом РЕА в дозе 1 мг/кг (n=8). 
Все манипуляции с экспериментальными животны-
ми выполнены с соблюдением биоэтических принци-
пов, изложенных в Хельсинкской  декларации Меж-
дународной Медицинской Ассоциации «О гуманном 
отношении к животным». Протоколы исследования 
одобрены комиссией по биоэтике при Институте фи-
зиологии НАН Беларуси.

Моделирование НП осуществляли методом аксо-
томии седалищного нерва по ранее изложенной мето-
дике [5]. Хирургические манипуляции проводили под 
общим наркозом: тиопентал натрия (ОАО «Синтез», 
Россия) в дозе 20 мг/кг, внутривенно и местным обе-
зболиванием (лидокаина гидрохлорид, ОАО «Бори-
совский завод медицинских препаратов», Беларусь) 
в дозе 100 мкл, внутримышечно). После хирургиче-
ского вмешательства животные находились под визу-
альным контролем в индивидуальных клетках до вы-
хода из наркотического сна.

Аллогенную трансплантацию МСК ЖТ в до-
зе 1×106 клеток/кг выполняли крысам с НП на 7-е сут 
после операции. Суспензию клеток, разведенную в сте-
рильном физиологическом растворе, вводили внутри-
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мышечно в область аксотомии четырьмя инъекциями 
по воображаемому циферблату на 3, 6, 9 и 12 ч. Пред-
варительное выделение МСК ЖТ из жировой ткани 
интактных крыс, а также их культивирование выпол-
няли согласно ранее описанной методике [5]. 

Внутрибрюшинное введение РЕА (Sigma Aldrich, 
Германия) соответствующей группе животных в до-
зе 1 мг/кг осуществляли через 1 ч после трансплан-
тации клеток, и далее ежедневно в течение 7 сут. РЕА 
предварительно растворяли в смеси из Tween 80 (Sigma, 
США), 96 % этанола и апирогенного физиологическо-
го раствора (соотношение 1:1:8). 

Оценку ноцицептивных реакций на механический 
стимул проводили с помощью теста «Рэндалла-Се-
литто», предполагающего определение порога ноци-
цептивной реакции (ПНР). Ноцицептивную чувстви-
тельность на тепловой стимул оценивали тестом «Го-
рячая пластина», определяющим латентный период 
ноцицептивной реакции (ЛПНР) [17]. Измерения про-
водили до моделирования НП, а также на 7, 14, 21, 28 
и 60-е сут исследования. На 21-е сут после моделиро-
вания НП у экспериментальных групп после эвтана-
зии проведен забор области хирургического вмеша-
тельства в зоне аксотомии седалищного нерва для по-
следующего гистологического исследования. После 
фиксации в 10 % забуференном формалине и обезво-
живания, фрагменты тканей заливали в парафиновые 
блоки и изготавливали срезы толщиной 3-4 мкм. По-
лученные препараты окрашивали гематоксилин-эо-
зином по стандартной методике. Микрофотографи-
рование участков области аксотомии (кожа фасции, 
поверхностные и глубокие мышцы, сосудисто-нерв-
ные пучки) осуществляли  при увеличении 40 и 100. 

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программы STATISTICA 10 (Statsoft Inc., 
США). Графическую обработку данных осуществля-
ли с помощью пакета OriginPro 2021 (OriginLab Corp.). 
Для оценки значимых различий применяли дисперси-
онный анализ повторных измерений (repeated-measures 
ANOVA) с последующими апостериорными сравнени-
ями по методу наименьшей значимой разности. Разли-
чия принимали за статистически значимые при p<0,05.

Результаты

Индукция НП у крыс методом аксотомии седа-
лищного нерва приводила к снижению ПНР ипсила-
теральной конечности к 7-м сут после операции на 35,5 
% (с 136,0±1,9 г до 87,7±2,0 г, p<0,001), а также к сни-
жению ЛПНР на 34,3 % (с 18,1±0,6 с до 11,9±0,4 с, 

р<0,001). Механическая и термическая гипералгезии 
сохранялись в группе НП без лечения до конца иссле-

дования (рис. 1, а, 1, б). Однократное локальное вве-
дение МСК ЖТ в дозе 1×106 клеток/кг способствова-
ло полному восстановлению исходных значений ПНР 
к 14-м сут после введения клеток и данный эффект на-
блюдали до конца эксперимента (р>0,05) (рис. 1, а). 
Аналогичная тенденция наблюдалась и при оценке 
ЛПНР (рис. 1, б) [5]. 

Внутрибрюшинное введение РЕА в дозе 1 мг/кг 
с последующей трансплантацией МСК ЖТ приводило 
к увеличению ПНР ипсилатеральной конечности че-
рез 30 мин после инъекции клеток на 10,5 % (с 95,2±1,0 
г до 105,2±1,4 г, р<0,05). К 11-м суткам отмечен даль-
нейший рост ПНР - на 24,7 % по сравнению со зна-
чениями на 7-е сут до введения PEA (до 118,7±2,5, 
p<0,05). Данная тенденция сохранялась по 60-е сут 
включительно (рис. 1, а). При исследовании ноци-
цептивной чувствительности на термический стимул, 
к 8-м сут после моделирования НП отмечено увеличе-
ние ЛПНР до исходного уровня (p>0,05 по сравнению 
со значением до моделирования НП). С 11-х сут иссле-
дования наблюдали усиление термической гипералге-
зии, аналогичной НП без лечения (p>0,05 по сравне-
нию с НП без лечения) (рис. 1, б). Тенденция к увели-
чению ЛПНР в данной группе отмечена лишь к 60-м 
сут исследования. 

Гистологическое исследование зоны аксотомии се-
далищного нерва без лечения на 21-е сут после трав-
мы нерва показало наличие неравномерно выражен-
ного фиброза поверхностной и межмышечной фас-
ций, атрофических изменений мышц, воспалительной 
инфильтрации в области постоперационного рубца 
и дистальных участков седалищного нерва (рис. 2, a; 

рис. 3, а) [5]. 
После однократного внутримышечного введения 

исследуемой дозы МСК ЖТ крысам с НП, наблюда-
ли отсутствие воспалительной инфильтрации и значи-
тельно менее выраженный фиброз зоны хирургическо-
го вмешательства, а также минимальные дистрофиче-
ские изменения мышц и интенсивный неоангиогенез 
в сосудисто-нервном пучке (рис. 2, б; рис. 3, б) [5]. 

При курсовом внутрибрюшинном введении РЕА 
после однократной локальной трансплантации МСК 
ЖТ в зоне аксотомии седалищного нерва крыс наблю-
дали наличие отека подкожно-жировой клетчатки, 
дермы и межмышечной фасции, слабовыраженный 
фиброз поверхностной фасции с диффузной скудной 
лимфоцитарной инфильтрацией с примесью нейтро-
филов, наряду с выраженным фиброзом межмышеч-
ной фасции с аналогичной воспалительной инфиль-
трацией (рис. 2, в). Очаги неравномерной атрофии 
отмечены у поверхностных и глубоких мышц на фо-
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ные методы лечения нейропатической боли не всегда 
успешны и могут сопровождаться серьезными побоч-
ными эффектами. В этой связи поиск альтернативных 
подходов к купированию нейропатической боли остает-
ся по прежнему актуальным. В ряде исследований было 
показано, что трансплантация МСК снижает прогрес-
сирование боли при моделировании нейропатии раз-
личного происхождения. В различных моделях нейро-
патической боли МСК вводили как непосредственно 
в очаг поражения, так и системно в кровоток [11, 18]. 
Например, внутривенная инъекция МСК костного моз-
га уменьшала механическую аллодинию и термическую 
гипералгезию в моделях хронического лигирования се-
далищного нерва [18] и подглазничного нерва [19] у гры-
зунов, а также в моделях частичного повреждения нерва 
[20]. Внутримышечная инъекция МСК уменьшала ме-
ханическую аллодинию и боль, вызванную холодом, 
в модели диабета, индуцированного стрептозотоцином 
[21], а также в модели орофациальной боли, вызванной 
перевязкой подглазничного нерва [19]. Внутригангли-
онарные и интратекальные инъекции МСК ослабляли 
механическую аллодинию и термическую гипералгезию 
при лигировании периферического нерва у крыс [22].

не умеренной гиперплазии глубоких мышц, фокусы 
межмышечного липоматоза, а также пролиферация 
клеток перимизия (рис. 2, в). В сосудисто-нервном 
пучке обнаружен выраженный фиброз эпи- и пери-
неврия, отек периневрия и слабо выраженная воспа-
лительная инфильтрация, а в нервных стволах – нео-
васкуляризация и пролиферация шванновских клеток 
(рис. 3, в). Глубокие ветви седалищного нерва задней 
лапы крысы характеризовались отеком нервных ство-
лов в сосудисто-нервном пучке (рис. 3, в). В целом, 
при сочетании однократного введения МСК ЖТ в до-
зе 1 млн клеток с курсовым введением РЕА наблюда-
лись признаки активного воспалительного процес-
са в сочетании с активацией и пролиферацией кле-
ток перимизия, фибробластов, шванновских клеток 
по сравнению с группой животных, которым транс-
плантировали только МСК ЖТ.

Обсуждение 

 Нейропатическая боль — это стойкая боль, вызван-
ная повреждением нерва, которая может длиться от не-
скольких месяцев до нескольких лет, даже после того, 
как первичное повреждение ткани зажило. Современ-

Рис. 1. Изменения порога ноцицептивной реакции (ПНР) ипсилатеральной конечности (а) и латентного периода ноцицептивной реакции  

(ЛПНР) (б) крыс после моделирования нейропатии (НП), однократного введения мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (МСК ЖТ) 

(отмечено стрелкой) и курсовым внутрибрюшинным введением пальмитоилэтаноламида (РЕА); * – р<0,05 по сравнению со значением до мо-

делирования НП; # – р<0,05 по сравнению с НП без лечения.

Fig. 1. Changes in withdrawal threshold (WT) of ipsilateral hind paw (a) and  thermal withdrawal latency (TWL) (b) in rats with neuropathic pain model 

(NP) after single injection of adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSC) and course intraperitoneal injections with palmitoylethanolamide (PEA) 

* – р<0.05 compared to the baseline values; # – р<0.05 compared to NP without treatment.
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вляло воспалительную инфильтрацию и прогрессиро-
вание фиброза в зоне повреждения, а также способ-
ствовало снижению степени атрофии мышечных воло-
кон по сравнению с контрольной группой животных. 

Все больше данных свидетельствует о том, что клю-
чевую роль в возникновении и поддержании хрони-
ческой боли (в том числе и нейропатической) играет 
воспаление в периферической и центральной нервной 
системе (ПНС и ЦНС). Характерные признаки ней-
ровоспаления при хронических болевых состояниях 
включают инфильтрацию иммунных клеток в ПНС 
(например, седалищный нерв и ганглии задних ко-
решков), активацию микроглии и астроцитов в ЦНС, 
и секрецию провоспалительных цитокинов и хемоки-

В нашей относительно недавней статье  мы проде-
монстрировали долгосрочное анальгезирующее дей-
ствие однократной трансплантации МСК ЖТ в зону 
повреждения нерва [5]. Внутримышечное введение 
МСК ЖТ в дозе 1х106 клеток/кг облегчало симптомы 
ранней и поздней нейропатической боли, включая ме-
ханическую аллодинию и термическую гипералгезию, 
в течение нескольких месяцев на модели травматиче-
ского повреждения седалищного нерва у крыс. Анало-
гичное по эффективности и продолжительности ан-
тиноцицептивное действие МСК ЖТ было воспро-
изведено и в представленном исследовании (рис. 1). 
Более того, гистологическое исследование показало, 
что введение МСК ЖТ в наших экспериментах пода-

Рис. 2. Морфологические изменения мягких тканей задней лапы крыс на 21-е сутки после моделирования нейропатии без лечения (а), с алло-

генной трансплантацией мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (МСК ЖТ) (б) и в сочетании с курсовым внутрибрюшинным введе-

нием пальмитоилэтаноламида (РЕА) (в); гистоструктура мягких тканей задней лапы интактных крыс (г). Красная стрелка – воспалительная ин-

фильтрация и фиброз; синяя стрелка – атрофия мышц, черная стрелка – гипертрофия мышц. Окраска гематоксилином и эозином, ув. 40.

Fig. 2. Morphological changes in rat hind paw tissues on 21st day after modeling of neuropathic pain (a), with allogenic transplantation of adipose-de-

rived mesenchymal stem cells (ADMSCs) (b) and combined with course intraperitoneal injections with palmitoylethanolamide (PEA) (c); histostructure 

of intact rat hind paw tissues (d). Red arrow – inflammatory infiltration and fibrosis; blue arrow – muscle atrophy; black arrow – muscle hypertrophy. He-

matoxylin and eosin stain, magnification 40.
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нов [7, 9]. Как уже было упомянуто выше, механизмы 
анальгетического действия МСК изучены не до конца. 
Вместе с тем принято считать, что антиноцицептивные 
эффекты стволовых клеток прежде всего обусловле-
ны паракринным действием секретируемых ими био-
логически активных молекул. Именно продукцией 
и выделением таких иммуномодуляторных или про-
тивовоспалительных субстанций как TGF-β, IL-10, 
HGF-1 и др. может быть обусловлено обезболиваю-
щее и нейропротекторное действие МСК ЖТ. Нако-
пленные данные свидетельствуют о том, что TGF-β1 
ингибирует вызванную повреждением нерва актива-
цию и пролиферацию клеток микроглии и астроци-
тов, а также снижает экспрессию и секрецию воспа-
лительных цитокинов [7]. HGF-1 представляет собой 

паракринный фактор клеточного роста, подвижности 
и морфогенеза, с активацией которого связан ряд ре-
генеративных процессов. Подобно другим ростовым 
факторам, участвующим в репарации тканей, HGF-1 
проявляет иммуномодулирующую активность [7]. Его 
роль в уменьшении хронической боли была признана, 
и способность стволовых клеток к секреции субстан-
ции также доказана [22]. 

С другой стороны, повреждение нервной ткани или 
воспаление может сопровождаться активацией обра-
зованиях эндогенных липидных сигнальных молекул, 
функционирование которых направлено на поддержа-
ние гомеостаза и оказание протекторных эффектов. 
Одной из таких молекул является РЕА. Этот предста-
витель семейства N-ацилэтаноламинов жирных кис-

Рис. 3. Морфологические изменения сосудисто-нервного пучка мягких тканей задней лапы крыс на 21-е сут  после моделирования нейропа-

тии (НП) (а), c аллогенной трансплантацией мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (МСК ЖТ) (б) и в сочетании с курсовым внутри-

брюшинным введением пальмитоилэтаноламида (РЕА) (в); гистоструктура мягких тканей задней лапы интактных крыс (г). Красная стрелка – ди-

миелинизация и разволокнение нервного ствола; синяя стрелка – неоангиогенез; черная стрелка – фиброз. Окраска гематоксилином и эози-

ном, ув. 40.

Fig. 3. Morphological changes in rat hind paw neurovascular bundle on 21st day after modeling of neuropathic pain (a), with allogenic transplantation 

of adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs) (b) and combined with course intraperitoneal injections with palmitoylethanolamide (PEA) (c); 

histostructure of intact rat hind paw tissues (d). Red arrow – demyelination and nerve tearing; blue arrow – neoangiogenesis; black arrow – fibrosis. He-

matoxylin and eosin stain, magnification 40.
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лот является аутакоидом и вырабатывается “по тре-
бованию” во всех тканях в качестве защитной реак-
ции на травму, воспаление и боль. [9, 23]. Однако при 
затянувшемся синдроме боли или хроническом вос-
палении может развиться «истощение» PEA. [23]. Эк-
зогенное введение данного липида может в таких слу-
чаях служить восполнению его эндогенного уровня, 
восстанавливая его защитное, противовоспалитель-
ное и обезболивающее действие. Воздействуя прямо 
или опосредовано на различные мишени как на мем-
бране клетки, так и внутри нее, РЕА, способен пре-
дотвращать дегрануляцию тучных клеток, а также, по-
добно МСК, модулировать выделение про- и противо-
воспалительных цитокинов и активность микроглии 
и астроцитов [9, 24]. 

На основании приведенных выше сведений ли-
тературы в совокупности с данными собственных ис-
следований авторы статьи предположили, что комби-
нированное применение МСК ЖТ и РЕА приведет 
к синергетическому повышению эффективности их ан-
тиноцицептивного и репаративного действия. Послед-
нее, как ожидалось, будет выражаться в существенном 
сокращении сроков развития как репаративных из-
менений в периневральных тканях, так и проявления 
обезболивающего эффекта по сравнению с действием 
только МСК, а также в еще большем повышении зна-
чений ПНР и ЛПНР. Проведенные исследования по-
казали, что действительно у животных, получавших 
инъекции МСК в комбинации с курсовым введением 
РЕА, было отмечено быстрое начало антиноцицептив-
ного эффекта при экспериментальном исследовании 
(рис. 1, а, 1, б). Однако в дальнейшем (после прекра-
щения инъекций РЕА) эффективность анальгетическо-
го действия МСК ЖТ, напротив,   снизилась по срав-
нению с таковой у животных, получивших лечение 
только стволовыми клетками (рис. 1, а, 1, б). Данные 
тестов на ноцицептивные реакции согласовываются 
с результатами гистологического исследования  седа-
лищного нерва и периневральных тканей крыс разных 
групп У животных, получивших МСК ЖТ в комбина-
ции с РЕА состояние тканей в зоне аксотомии харак-
теризовалось наличием признаков активного воспале-
ния, тогда как при введении только МСК ЖТ воспали-
тельные проявления были минимальными.

С одной стороны, отсутствие синергизма однократ-
ной трансплантации МСК ЖТ и курсового введения 
РЕА при их комбинации говорит о том, что малове-
роятно исследуемый аутакоид вовлечен в реализацию 
анальгетического действия стволовых клеток в каче-
стве одного из важных звеньев. С другой стороны, от-
сутствие подтверждения гипотезы о потенцировании 

анальгетического и репаративного эффектов, и более 
того, практически антагонизм двух факторов, по от-
дельности обладающих выраженным антиноцицептив-
ными и репаративными свойствами, требует отдельно-
го изучения и объяснения. 

Заключение

 Полученные данные свидетельствуют о том, что 
сочетание курсового введения РЕА с однократной 
трансплантацией МСК ЖТ приводило не только к ос-
лаблению антиноцицептивного эффекта, но и к отме-
не противовоспалительного действия стволовых кле-
ток. Трансплантация МСК ЖТ в комбинации с РЕА 
не только не превышала по эффективности как анти-
ноцицептивное так и репаративное действие МСК ЖТ, 
но и приводила к ее снижению. Для объяснения анта-
гонистического взаимодействия РЕА с МСК ЖТ при 
трансплантации в область повреждения нервной тка-
ни необходимы дальнейшие исследования. 
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Цель исследования – изучение влияния микроРНК mir162a на жизнеспособность опухолевых клеток линии остеосар-

комы SAOS-2. 

Методика. Исследования выполнены на клеточной линии SAOS-2. Была произведена трансфекция микроРНК mir162a в 

дозе 90 пмоль. Через 24, 48 и 72 ч после трансфекции методом флуоресцентной микроскопии производился подсчет жиз-

неспособных клеток, клеток в состоянии некроза и апоптоза, а также оценивался уровень аутофагии. 

Результаты. Трансфекция клеток SAOS-2 микроРНК mir162a через 24, 48, 72 ч приводила к снижению доли жизнеспособ-

ных клеток, увеличению доли клеток с признаками апоптоза и некроза по  сравнению с контрольными образцами. Через 

24 ч с момента трансфекции процент жизнеспособных клеток в опытных образцах был ниже чем в контрольных на 29,3%, 

через 48 ч – на 33,9%, через 72 ч – на 47,4%. Трансфекция SAOS-2 микроРНК mir162a приводила к четырехкратному сни-

жению активности аутофагии. 

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о наличии у микроРНК mir162a терапевтического потенциала в 

качестве средства патогенетической терапии злокачественных опухолевых заболеваний. 
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Aim. To study the effect of mir162a microRNA on the viability of SAOS-2 osteosarcoma tumor cells. 

Methods. The study was performed on SAOS-2 cell culture. The mir162a microRNA was transfected at a dose of 90 pmol. At 24, 

48, 72 hours, viable, apoptotic, and necrotic cells were counted by fluorescence microscopy in the transfected cell culture. Also, 

the level of cell autophagy was evaluated.
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Results. The transfection of SAOS-2 with mir162a decreased the proportion of viable cells and increased the proportion of apop-

totic and necrotic cells at 24-72 hours after the procedure. Compared to the negative control, the proportion of viable cells in the 

mir162a-transfected SAOS-2 samples was decreased by 29.3%, 33.9%, 47.4% at 24, 48, and 72 hours, respectively. The transfec-

tion caused a 75% decrease in the autophagy level.  

Conclusion. The results suggest that mir162a microRNA has a therapeutic potential for the pathogenetic therapy of malignant 

neoplasms. 
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Введение

МикроРНК – это эволюционно консерватив-
ные малые некодирующие молекулы РНК дли-
ной 18 – 25 нуклеотидов, обнаруженные у растений, 
животных и некоторых вирусов, принимающие участие 
в транскрипционной и посттранскрипционной регу-
ляции экспрессии генов путем РНК-интерференции. 
Благодаря уникальным биохимическим и биофизиче-
ским свойствам связанного с микроРНК каталитиче-
ского белкового комплекса RISC (РНК-индуцируемый 
комплекс нокдауна гена), данные молекулы осущест-
вляют эпигенетическую регуляцию экспрессии пораз-
ительно большого количества регуляторных мишеней, 
в том числе у человека [1]. 

Имеются данные, что микроРНК может осущест-
влять экзонный нокдаун эволюционно консерва-
тивных генов. В частности, было доказано, что ми-
кроРНК растений mir162a подавляет экспрессию 
amTOR (mTOR  у человека) у пчелы медоносной 
(Apis mellifera) при алиментарном потреблении пыль-
цы, таким образом, останавливая половое созрева-

ние и влияя на определение пчелиной касты как «ра-
бочую» [2].

MTOR – это механическая мишень рапамицина. 
Является важным регулятором множества неврологиче-
ских и иммунных процессов. Передача сигналов mTOR 
вовлечена в процесс старения и инициацию развития 
многих видов онкологических заболеваний.

Учитывая ключевую роль mTOR в росте и метаболиз-
ме клеток, вполне предсказуемо существование связи меж-
ду активностью пути mTOR и патологическими процесса-
ми, включая неопластические. Активация передачи сиг-
налов mTOR участвует в формировании злокачественных 
новообразований [3]. Передача сигналов mTOR активи-
руется в условиях нарушения регуляции пролифертивных 
процессов [4]. Изучение способов подавления экспрессии 
mTOR с помощью микроРНК может иметь большое зна-
чение для терапии онкологических заболеваний. 

Цель исследования –  изучение влияния микроР-
НК mir162a на жизнеспособность опухолевых клеток 
линии остеосаркомы SAOS-2.
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Методика

Культивирование клеточной линии.  В качестве 
экспериментальной культуры были выбраны клетки 
остеосаркомы SAOS-2, так как имеются подтверж-
денные данные о том, что в данной клеточной культу-
ре стабильно наблюдается повышенный уровень экс-
прессии гена-мишени mTOR [5]. 

Культивирование проводили в культуральных 
флаконах Т-25 (TPP, Switzerland) в среде, содержа-
щей 88% DMEM, 10% FBS, 0,01% L-глутамина, 0,01% 
раствора пенициллина и стрептомицина (1:1), в CO

2
 

инкубаторе (Thermo Scientific 8000, USA) 5% CO
2
, 

при 37 °C. Выполнялся регулярный пересев клеток 
при достижении 80-100% конфлуэнтности по следу-
ющей методике: удалялась среда, после трехкратно-
го промывания раствором Хенкса без кальция и маг-
ния, во флакон вносили 1 мл 0,25% раствора трипси-
на с ЭДТА, после чего раствор сразу удалялся. Клетки 
помещали в CO

2
 инкубатор на 3 мин. Затем во флакон 

вносили 3 мл свежей среды с 15% содержанием FBS. 
Проводился визуальный контроль отхождения клеток 
от покрытия флакона с помощью светового инверти-
рованного микроскопа (UNICO IV950, USA). Клеточ-
ная суспензия отбиралась в пробирку и центрифуги-
ровалась со скоростью 1600 rpm в течение 3 мин. Су-
пернатант удаляли. Осадок ресуспендировали в 12 мл 
свежей среды (10% FBS), после чего переносили кле-
точную суспензию в новый культуральный флакон. 

Трансфекция образцов клеточной линии остео-

саркомы SAOS-2. Была синтезирована антисмыс-
ловая микроРНК mir162a последовательно-
сти: 5’ucgauaaaccucugcauccag3’ с соответствующей 
ей комплементарной смысловой последовательно-
стью (ДНК-синтез, Москва). Положительный кон-
троль трансфекции представлял собой смесь микроР-
НК с аналогичными последовательностями, меченных 
FAM  (флуоресцеин, 450/520 нм).

Для проведения эксперимента вносили клеточ-
ную суспензию в стандартные 6-луночные планшеты 
с указанной выше средой, после чего планшеты ин-
кубировали в СО

2
-инкубаторе до достижения 60-80% 

конфлуэнтности. 
Образцы культуры клеток были разделены на 

опытную группу (маркировки «24», «48», «72»), груп-
пу контроля трансфекции (маркировки «Negative 24», 
«Negative 48», «Negative 72») и группу контроля транс-
фектанта (маркировки «Transfectant Control 24», 
«Transfectant Control 48», «Transfectant Control 72»). 

Для проведения трансфекции готовили реакци-
онную смесь, содержащую 750 мкл среды Opti-MEM 

и 45 мкл трансфектанта Lipofectamine RNAiMAX, 
(Invitrogen, USA). Согласно протоколу производите-
ля, использовали 9 мкл трансфектанта на 1 лунку 6-лу-
ночного планшета, за исключением реакционной сме-
си для отрицательного контроля, в которой должно ис-
пользоваться 3 мкл трансфектанта на 1 лунку.

Приготовленную реакционную смесь разливали 
по 150 мкл в 5 пробирок (рис. 1). После чего в пробир-
ку 1 вносили 10 мкл (90 пмоль) положительного кон-
троля трансфекции (микроРНК, меченая флуоресцент-
ной меткой FAM), разбавленного в 140 мкл среды Opti-
MEM. В пробирки 2,3 и 4 вносили по 10 мкл mir162a 
(90 пмоль), разбавленного в 140 мкл Opti-MEM. В про-
бирку 5 в качестве сравнительного контроля вноси-
ли 10 мкл реагента Silencer Select Negative Control 
No. 2 siRNA (Invitrogen, USA) (30 пмоль неспецифи-
ческих микроРНК, не имеющих в человеческих клет-
ках генов-мишеней), разбавленного в 140 мкл Opti-
MEM. Все пробирки инкубировали 5 мин при ком-
натной температуре (Lipofectamine RNAiMAX protocol, 
Invitrogen, Protocol pub. No MAN0007825 Rev. 1.0) [6].

Далее в лунки с образцами клеток, маркирован-
ные «Positive», «24», «48», «72» вносили по 250 мкл сме-
си из пробирок 1, 2, 3 и  4, соответственно. По 100 мкл 
содержимого пробирки 5 внесли в три лунки с мар-
кировкой «Negative 24», «Negative 48», «Negative 72». 
В три лунки с маркировкой  «Transfectant Control 24», 
«Transfectant Control 48», «Transfectant Control 72» вно-
сили по 250 мкл Opti-MEM с целью контроля токсич-
ности трансфектанта (рис. 1).

После процедуры трансфекции клетки культиви-
ровали в течение 24, 48, 72 ч в CO

2
-инкубаторе 5% CO

2
, 

при 37 оC. 
Положительный контроль трансфекции. Положи-

тельный контроль трансфекции производили с помо-
щью люминесцентного микроскопа MCX 300 Orchid 
HBO (Micros, Austria). Через 24 ч после процедуры го-
товили клеточную суспензию по методике пересева 
клеток, указанной в пункте «Культивирование кле-
точной линии» (за исключением того, что клетки ресу-
спендировали в холодном растворе PBS). Далее 10 мкл 
клеточной суспензии наносили на предметное стекло, 
высушивали и фиксировали метанолом. Полученный 
препарат в течение 10 мин обрабатывали DAPI (диа-
пазон 340/425 нм) для визуализации ядер. Через 24 ч 
в диапазоне 340/425 нм визуализировали ядра клеток, 
в диапазоне 450/520 нм  регистрировали люминес-
ценцию меченой FAM микроРНК в липидных нано-
гранулах в цитоплазме клеток, что свидетельствовало 
о проникновении mir162a в клетки. Предварительно 
был проведен отрицательный контроль – при люми-
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несцентной микроскопии клеток без DAPI – аутолю-
минесценции не было обнаружено. 

Анализ показателей некроза, апоптоза, жизнеспо-

собности клеток. Клетки для приготовления микро-
скопических препаратов промывали раствором солей 
Хенкса без кальция и магния, после чего заливали 1 мл 
холодного раствора Версена. Далее клетки аккуратно 
«отскребали» от поверхности лунок цитологическим 
скребком  (так как добавление раствора трипсина мо-
жет приводить к нарушению целостности мембран 
исследуемых клеток и, соответственно, к искажению 
результатов анализа). Отделенные клетки в холодном 
растворе Версена отбирали в пробирку типа Эппен-
дорф, центрифугировали при 300g 5 мин, после чего 
удаляли супернатант.

Для выявления клеток с индуцированным апоп-
тозом, некрозом, жизнеспособных клеток исполь-
зовали набор Apoptosis/Necrosis Assay Kit (blue, 
red, green) (Abcam, UK). Была приготовлена ре-
акционная смесь согласно протоколу производи-
теля (Ab176750 Apoptosis/Necrosis Detection Kit 
(blue, red, green) protocol, Abcam, Version 2c Last 
Updated 12 December 2018) [8], в которой ресуспен-
дировали образец клеток и инкубировали 60 мин при 
комнатной температуре. После чего 10 мкл суспен-
зии с окрашенными клетками переносили на пред-
метное стекло, высушивали и фиксировали мета-
нолом. 

После испарения метанола препараты микроскопи-
ровали в каналах FITC (диапазон 450/520 нм) для анали-

Рис. 1. Схема приготовления реакционных смесей для трансфекции.

Fig. 1. Scheme of preparation of reaction mixtures for transfection.

Рис. 2. Схема трансфекции экспериментальной микроРНК mir162a в культуру клеток SAOS-2.

Fig. 2. Scheme of transfection of experimental mir162a microRNA into SAOS-2 cell culture.
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за Apopxin Green Indicator (клетки с индуцированным 
апоптозом), TRITC (диапазон 630/660 нм) для анали-
за  200X 7-AAD (клетки с индуцированным некрозом) 
и Violet (диапазон 340/425 нм) для анализа  Cyto Calcein 
Violet 450 (жизнеспособные клетки). В 10 полях зрения 
(одинаковые 10 полей для всех трех длин волн), меняя 
светофильтр, подсчитывали количество клеток с индуци-
рованным апоптозом, некрозом и жизнеспособных кле-
ток (микроскоп MCX 300 Orchid HBO, Micros, Austria).

Анализ показателя индуцированной аутофагии. Пре-
параты клеток для оценки аутофагии получали таким 
же способом как для оценки апоптоза, некроза, жиз-
неспособности . Для выявления клеток с индуциро-
ванной аутофагией был использован набор Autophagy 
Assay Kit (Merck, Germany), содержащий MAK-138 со-
гласно протоколу производителя с 30-минутной инку-
бацией (MAK138 Autophagy Assay Kit Technical bulletin, 
Sigma-Aldrich, Merck, Germany, last updated 2020) [9]. 
С помощью микроскопа MCX 300 Orchid HBO (Micros, 
Austria) в 10 полях зрения подсчитывали количество 
клеток с индуцированной аутофагией в канале Violet 
(диапазон 340/425 нм) и общее количество клеток 
в проходящем свете.

Методы статистического анализа. Для сравнения 
доли клеток с индуцированным апоптозом, некрозом, 

жизнеспособных клеток, клеток с индуцированной ау-
тофагией в опытных и контрольных образцах рассчи-
тывали двусторонний критерий Фишера в свободно 
распространяемой программе WinPepi 11.65. Различия 
считали статистически значимыми при уровне α=0,05.

Результаты 

Через 24 ч после трансфекции в диапозоне  450/520 
нм регистрировали люминесценцию липидных нано-
гранул с меченой FAM микроРНК в цитоплазме кле-
ток, что свидетельствовало об успешной трансфекции 
образцов клеток.

Визуализация клеток представлена на рис. 3.  

Для опытных и контрольных образцов (контроль 
трансфекции и контроль трансфектанта) SAOS-2 под-
считывали количество клеток с индуцированным апоп-
тозом, некрозом и жизнеспособных клеток в 10 полях 
зрения для каждого образца перед трансфекцией и че-
рез 24, 48, 72 ч. Далее в каждом исследуемом образце 
рассчитывали долю клеток с индуцированным апопто-
зом, некрозом и жизнеспособных клеток от их обще-
го количества в наблюдаемых полях зрения (рис. 4, 5). 

Непосредственно перед трансфекцией отмечали 
одинаковый процент жизнеспособных клеток, кле-
ток с индуцированным апоптозом и некрозом в опыт-
ном образце и образце культуры клеток SAOS-2, 
трансфицированных Silencer Select Negative Control 
No. 2. Через 24, 48 и 72 ч после трансфекции фиксиро-
вали значимо меньшую долю жизнеспособных клеток 
в опытных образцах. Уже через 24 ч с момента транс-
фекции доля жизнеспособных клеток была на 29,3% 
ниже чем в контрольном образце (p<0.001), через 48ч– 
на 33,9% (p<0.001), через 72ч – на 47,7% (p<0.001). Со-
ответственно, в трансфицированных mir162a образцах 
увеличивались доли клеток с индуцированным апоп-
тозом и некрозом.  Соответственно, в трансфициро-
ванных mir162a образцах увеличивались доли клеток 
с индуцированным апоптозом и некрозом. Через 24 ч  
отмечали на 16,5% большую долю клеток с апоптозом, 
через 48 ч – на 13% большую долю клеток с апоптозом 
и на 20,8% большую долю клеток с некрозом, через 72 ч 
– на 40,8% большую долю клеток с некрозом (все раз-
личия статистически значимы, p<0,05). 

Учитывая разные количества микроРНК 
и липофектамина, использованные при трансфекции 
mir162a и Silencer Select Negative Control No. 2, был 
проведен дополнительный контроль токсичности 
трансфектанта. В качестве данного контроля (кон-
троля трансфектанта) использовали образцы кле-
ток в среде Opti-MEM свободные от липофектамина 

Рис. 3. Люминесценция липидных наногранул с меченой FAM  

микроРНК в цитоплазме трансфицированных клеток (a, b, c, d) (ув.1000, 

диапазон 450/520 нм).

Fig. 3.  Luminescence of lipid nanogranules with FAM-labeled microRNA 

in the cytoplasm of transfected cells (a, b, c, d) (1000 magnification, 450/520 

nm range). 
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и экспериментальных микроРНК. Отсутствие значи-
мых различий по показателям жизнеспособности кле-
ток в образцах SAOS-2, трансфицированных Silencer 
Select Negative Control No. 2 (контроль трансфек-
ции) и в образцах SAOS-2 без трансфекции (контроль 
трансфектанта) свидетельствует об отсутствии влия-
ния трансфектанта Lipofectamine RNAiMAX и реаген-
та Silencer Select Negative Control No. 2 на жизнеспо-
собность исследуемых клеток.

Для оценки индуцированной аутофагии в опытных 
и контрольных образцах SAOS-2 аналогичным образом 
рассчитывали количество и процент клеток в 10 полях 

зрения для каждого образца перед трансфекцией и че-
рез 24, 48, 72 часа после (рис. 6, a).

Непосредственно перед трансфекцией и через 24 ч 
от момента процедуры фиксировали сопоставимые про-
центы клеток с индуцированной аутофагией в опыт-
ных и контрольных образцах. Через 48 и 72 ч доля кле-
ток с индуцированной аутофагией в образцах SAOS-2, 
трансфицированных mir162a, была значимо ниже та-
ковой в контрольных образцах. Так, через 72 ч  в опыт-
ном образце регистрировали четырехкратно меньший 
процент клеток с индуцированной аутофагией (76% 
против 19% в образце группы контроля трансфекции).

Рис. 4. Показатели индуцированного апоптоза (a), некроза (b) и жизнеспособности (c) в образцах культуры клеток SAOS-2, трансфицированных 

mir162a и Silencer Select Negative Control No. 2. * Различия статистически значимы при p<0.05, ** Различия значимы при p<0.001.

Fig. 4. Induced apoptosis (a), necrosis (b), and viability (c) indices in SAOS-2 cell culture samples transfected with mir162a and Silencer Select Negative 

Control No. 2. * Differences are statistically significant at p<0.05, ** Differences are significant at p<0.001.

Рис. 5. Показатели индуцированного апоптоза (a), некроза (b) и жизнеспособности (c) в образцах культуры клеток SAOS-2, без трансфекции и 

трансфицированных Silencer Select Negative Control No. 2. 

Fig. 5. Induced apoptosis (a), necrosis (b), and viability (c) indices in SAOS-2 cell culture samples without transfection and transfected with Silencer Se-

lect Negative Control No. 2
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Отсутствие значимых различий по показателям ин-
дуцированной аутофагии в образцах SAOS-2, трансфи-
цированных Silencer Select Negative Control No. 2 (кон-
троль трансфекции) и в образцах SAOS-2 без транс-
фекции (контроль трансфектанта) свидетельствовало 
об отсутствии влияния трансфектанта Lipofectamine 
RNAiMAX и реагента Silencer Select Negative Control 
No. 2 на уровень индуцированной аутофагии в иссле-
дуемых клетках (рис. 6, b).

Обсуждение

Полученные результаты могут быть связаны с ро-
лью mTOR в пролиферации опухолевых клеток. В част-
ности, ингибирование mTOR с помощью микроРНК 
mir162a приводит к снижению синтеза ДНК, снижает 
пролиферацию и подавляет пластический обмен, спо-
собствуя инициации апоптоза [7]. 

Статистически значимое снижение жизнеспособ-
ности трансфицированных клеток на третьи сутки мо-
жет свидетельствовать о значительном нокдауне ге-
на-мишени mTOR. 

Зарегистрированное снижение уровня аутофагии 
опухолевых клеток SAOS-2 в течение 48-72 ч после 
трансфекции mir162a может свидетельствовать о по-
давлении mTOR зависимой аутофагии. Учитывая воз-
можную роль mTOR-зависимой аутофагии в актива-
ции пролиферации опухолевых клеток [10], снижение 
аутофагии в результате трансфекции mir162a может 
являться одним из механизмов, приводящих к гибели 
опухолевых клеток.

Увеличение числа клеток с индуцированным не-
крозом на фоне пропорционального снижения количе-
ства апоптизированных клеток через 48-72 ч с момента 
трансфекции может быть связано с особенностью ра-
боты тест-системы. Краситель 7-AAD, используемый 
для визуализации клеток с индуцированным некрозом, 
обнаруживает клетки связываясь с ДНК при повыше-
нии проницаемости клеточной мембраны. Следова-
тельно, данный реактив детектирует и некротизиро-
ванные клетки, и клетки с индуцированным апопто-
зом по прошествии достаточного периода времени для 
нарушения целостности клеточных мембран [8]. 

Исследование онкосупрессорных микроРНК в ди-
агностике и лечении остеосаркомы имеет большое 
прикладное значение. Ранее, при остеосаркоме ис-
следователями изучались онкосупрессорные свой-
ства микроРНК mir-410, мишенью которой является 
ген TRIM44 в клетках остеосаркомы; mir-410 пода-
вляла пролиферацию, миграцию и инвазию опухо-
левых клеток, что было выяснено методом иммуно-
гистохимии [11].

Другие исследователи отмечали ингибирование 
экспрессии гена HMGB1 в клетках остеосаркомы ме-
тодом проточной цитометрии, что приводило к сни-
жению их пролиферации [12]. Имеются сведения 
об ингибировании пролиферации и инвазии клеток 
остеосаркомы путем нокдауна гена ZEB2 микроР-
НК mir-101 [13]. Однако использование микроРНК 
растительного происхождения в качестве средств па-
тогенетической терапии остеосаркомы ранее не рас-

Рис. 6. Доля клеток с индуцированной аутофагией в образцах культуры клеток SAOS-2, трансфицированных mir162a и Silencer Select Negative 

Control No. 2. (a), без трансфекции и трансфицированных Silencer Select Negative Control No. 2. (b); ** – различия статистически значимы, p<0.001.

Fig. 6. Proportion of cells with induced autophagy in SAOS-2 cell culture samples transfected with mir162a and Silencer Select Negative Control No. 2. 

(a), without transfection and transfected with Silencer Select Negative Control no. 2. (b); ** – differences are statistically significant, p<0.001.
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сматривалось. Таким образом, в исследовании были 
впервые описаны онкосупрессорные свойства рас-
тительной микроРНК mir162a в клетках остеосар-
комы SAOS-2.

Выводы

Трансфекция микроРНК mir162a образцов клеток 
остеосаркомы SAOS-2 приводила к статистически зна-
чимому снижению жизнеспособности клеток по срав-
нению с контрольными образцами через 24, 48 и 72 ч. 

Полученные результаты свидетельствуют о нали-
чии у микроРНК mir162a терапевтического потенциа-
ла в качестве средства патогенетической терапии зло-
качественных опухолевых заболеваний.
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Четверяков А.В., Цепелев В.Л.

Концентрация ко-ингибирующих иммунных контрольных 
точек и их лигандов в крови у пациентов с опухолью толстой 
кишки

ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России, 

672000, Чита, Россия, Горького ул., д. 39а

Введение. Опухолевые клетки способны модулировать иммунный ответ используя ко-ингибирующие иммунные контроль-

ные точки, что позволяет им «ускользать» от иммунного надзора. Цель – определение уровня ко-ингибирующих иммун-

ных контрольных точек (CTLA-4, TIM-3, LAG-3, PD-1) и их лигандов (B7-2, Galectin-9, PD-L1) в сыворотке крови у пациентов 

с опухолью толстой кишки. 

Методика. Под наблюдением находились 44 больных с колоректальным раком, 25 – с доброкачественной опухолью тол-

стой кишки и 25 – контрольная группа (пациенты, которым выполняли пластику колостомы, сформированной ранее по 

поводу травмы толстой кишки). Уровень ко-ингибирующих иммунных контрольных точек (CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3) и 

их лигандов (B7-2, Galectin-9, PD-L1) определяли в крови методом проточной цитофлуометрии на анализаторе CytoFlex 

LX (Beckman Coulter, США), используя набор для мультиплексного анализа LEGENDplex™ HU (Immune Checkpoint, США). 

Результаты.  Установлено, что у больных с раком толстой кишки в крови уровень ко-ингибирующих иммунных контроль-

ных точек (TIM-3, CTLA-4, LAG-3)  выше, чем в  группе контроля. Уровень белка TIM-3 увеличивается в 11,7 раза (p<0,001), 

CTLA-4 – в 2,77 раза (p<0,001),  LAG-3 – в 2,42 раза (p=0,02). Также у пациентов с колоректальным раком концентрация TIM-3 

превышала аналогичный показатель больных с доброкачественной опухолью толстой кишки в 7,1 раза (p<0,001), LAG-3 в 

2,4 (p=0,01) раза. У больных со злокачественным новообразованием толстой кишки уровень лиганда TIM-3 (Galectin-9) пре-

вышал показатель группы контроля в 33,3 раза (p<0,001), а лиганда CTLA-4 (B7-2) – в 2,51 раза (p=0,002). 

Заключение. Увеличение уровня CTLA-4, TIM-3, LAG-3 и их лигандов – B7-2 и Galectin-9 свидетельствует об участии данных 

ко-ингибирующих молекул в патогенезе колоректального рака. Установлена диагностическая значимость исследования 

уровня CTLA-4 и его лиганда B7-2 в выявлении онкологической патологии.  
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Chetveryakov A.V.,  Tsepelev V.L.

Concentration of co-inhibiting immune checkpoints and their ligands in blood of patients  
with colon tumor

Chita State Medical Academy, 

Gorky St. 39a, Chita, 672000, Russian Federation 

Tumor cells can modulate the immune response using co-inhibiting immune checkpoints, which allows them to “escape” from 

immunity. The aim of this study was to measure concentrations of co-inhibiting immune checkpoints (CTLA-4, TIM-3, LAG-3, PD-1) 

and their ligands (B7-2, Galectin-9, PD-L1) in blood serum of patients with colon tumor. 
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Methods. The study included 44 patients with colorectal cancer, 25 patients with benign colon tumors, and 25 patients of the 

control group (patients after plastic surgery for colostomy that had been formed earlier due to colon injury). Blood concentra-

tions of co-inhibiting immune checkpoints (CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3) and their ligands (B7-2, Galectin-9, PD-L1) were mea-

sured by flow cytofluorometry with a CytoFlex LX analyzer (Beckman Coulter, USA) using a LEGENDplex ™ HU multiplex analysis 

kit (Immune Checkpoint, USA). 

Results. In patients with colon cancer, the serum concentrations of co-inhibiting immune checkpoints (TIM-3, CTLA-4, LAG-3) were 

higher than in the control group. The level of TIM-3 protein increased by 11.7 times (p<0.001), CTLA-4 by 2.77 times (p<0.001), and 

LAG-3 by 2.42 times (p=0.02). Also, in patients with colorectal cancer, the concentration of TIM-3 exceeded the value in patients 

with benign colon tumor by 7.1 times (p<0.001) and LAG-3 by 2.4 (p=0.01) times. In patients with malignant colon neoplasm, 

the level of TIM-3 ligand (Galectin-9) was higher than in the control group by 33.3 times (p<0.001) and the level of CTLA-4 ligand 

(B7-2) by 2.51 times (p=0.002). 

Conclusion. The increases in CTLA-4, TIM-3, LAG-3, and their ligands B7-2 and Galectin-9 indicate the participation of these co-in-

hibiting molecules in the pathogenesis of colorectal cancer. When analyzing the data, we identified parameters that may be essen-

tial in a diagnostic model for determining the probability of oncological pathology.

Keywords: colorectal cancer; immune checkpoints; TIM-3; CTLA-4; LAG-3
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Введение

Колоректальный рак (КРР) является одной из ве-
дущих причин смертности у онкологических больных 
во всем мире [1, 2]. Несмотря на комплексное лечение 
КРР, прогноз для жизни пациентов остается неблаго-
приятным [3]. Для улучшения показателей выживае-
мости ведется изучение новых видов лечения, в осо-
бенности иммунотерапии [4]. Основным направле-
нием последнего является блокирование иммунных 
контрольных точек [5]. Иммунные контрольные точ-
ки (immune control points, ИКТ) являются регулято-
рами иммунного ответа, предотвращают развитие ги-
перреактивности иммунной системы и повреждение 
собственных тканевых структур [6]. Злокачественные 
клетки используют ИКТ для «ускользания» от им-
мунного надзора, что способствует росту и развитию 
рака [7]. Основными ко-ингибирующими ИКТ, по-
средством которых опухоль угнетает иммунный ответ, 
являются белки TIM-3, CTLA-4, LAG-3, PD-1. Цито-
токсический Т-лимфоцитарно-ассоциированный бе-

лок (Cytotoxic T-lymphocyte associated protein-4, CT-
LA-4, CD152) – это трансмембранный гликопротеин, 
который экспрессируется преимущественно на поверх-
ности CD4+ и CD8+ T-клеток.  Лигандами для CTLA-4 
является B7-1 (CD80) и B7-2 (CD86) [8]. Белок запро-
граммированной клеточной гибели (Programmed cell 
death-1, PD-1, CD279) мембранный рецептор, его роль 
заключается в регулировании T-клеточного ответа пу-
тем угнетения эффекторных функций Т-лимфоцитов 
(цитотоксичность, секреция цитокинов) и их пролифе-
рации [9]. Для реализации своих функций PD-1 взаи-
модействует со своими лигандами PD-L1 (Programmed 
cell death ligand 1, B7-H1, CD274) и PD-L2 (Programmed 
cell death ligand 2, B7-DC, CD273) [9]. Белок TIM-3 
(T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) является 
трансмембранным белком I типа, функция которо-
го заключается в снижении иммунного ответа путем 
истощения CD8+T-лимфоцитов. Основным лигандом 
TIM-3 является Galectin-9 [10]. Ген активации лимфо-
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цитов-3 (Lymphocyte-activation gene 3, LAG-3, CD223) 
– это мембранный белок суперсемейства иммуногло-
булинов. Основная функция LAG-3 заключается в по-
давлении активности Т-лимфоцитов и снижении се-
креции цитокинов [11]. Для взаимодействия с этими 
ко-ингибирующими молекулами опухоль способна 
продуцировать их лиганды на своей поверхности. Вы-
сокий уровень белка CTLA-4, TIM-3, PD-1 и LAG-3 
отмечался в ткани опухоли у пациентов с раком легко-
го, щитовидной железы, желудка, молочной железы, 
при меланоме и других локализациях [12, 13, 14]. В сы-
воротке крови также отмечается высокая концентра-
ция растворимой формы ко-ингибирующих ИКТ при 
злокачественных новообразованиях различной лока-
лизации [11]. В исследовании Ghorbaninezhad (2022) 
у больных с раком молочной железы, отмечалось уве-
личение уровня CTLA-4 в сыворотке крови в 7 раз 
в сравнении с контрольной группой. В ткани опухоли 
исследуемый белок также превышал показатели груп-
пы контроля [8].

Целью нашего исследования стало изучение уровня 
ко-ингибирующих иммунных контрольных точек (CT-
LA-4, TIM-3, LAG-3, PD-1) и их лигандов (B7-2, Ga-
lectin-9, PD-L1) в сыворотке крови у пациентов с до-
брокачественными и злокачественными новообразо-
ваниями толстого кишечника.

Методика

Под наблюдением находилось 44 больных с коло-
ректальным раком, 25 – с доброкачественной опухо-
лью толстой кишки, 25 – контрольная группа (паци-
енты, которым выполняли пластику колостомы, сфор-
мированной ранее по поводу травмы толстой кишки). 
При гистологическом исследовании у пациентов с ко-
лоректальным раком в 39 случаях (88,6%) ткань опу-
холи была представлена умереннодифференцирован-
ной аденокарциномой (G2). В 3-х случаях (6,8%) – 
высокодифференцированной аденокарциномой (G1). 
В 2-х случаях (4,6%) – низкодифференцированной 
аденокарциномой (G3). У 6 пациентов диагностиро-
вана I стадия процесса, у 24 – II стадия, у 8 – III ста-
дия и у 6 – IV стадия. 

Все больные были обследованы в соответствии 
с клиническими рекомендациями общероссийского 
национального союза «Ассоциация онкологов Рос-
сии» для пациентов со злокачественными новообразо-
вания ободочной кишки и ректосигмоидного отдела. 
В каждом случае получено информированное добро-
вольное согласие пациента. Исследование выполне-
но согласно требованиям комиссии по этике ФГБОУ 
ВО Читинской государственной медицинской акаде-

мии Минздрава России, а также в соответствии с тре-
бованиями Хельсинкской декларации всемирной ме-
дицинской ассоциации (2013). Критерии включения 
в исследование: согласие пациента на участие в ис-
следовании, наличие опухоли толстого кишечника.  
Критерии исключения: пациенты с положительным 
ВИЧ-статусом; аутоиммунными заболеваниями; ви-
русными и бактериальными инфекциями; больные, 
проходившие курс химиотерапевтического или лу-
чевого лечения перед оперативным пособием. Уро-
вень растворимой формы исследуемых иммунных кон-
трольных точек (CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3) и их 
лигандов (B7-2, Galectin-9, PD-L1) определяли в сы-
воротке крови.  Забор осуществляли в утренние ча-
сы, за два часа до выполнения оперативного пособия. 
Концентрацию исследуемых ИКТ в крови определя-
ли методом проточной цитофлуометрии на анализато-
ре CytoFlex LX (Beckman Coulter, США), используя на-
бор для мультиплексного анализа LEGENDplex™ HU 
(Immune Checkpoint, США).

При проведении статистического анализа руко-
водствовались принципами Международного комите-
та редакторов медицинских журналов (ICMJE) и реко-
мендациями «Статистический анализ и методы публи-
куемой литературе» (SAMPL) [15, 16]. Номинальные 
данные описывали с указанием абсолютных и отно-
сительных значений. Сравнение номинальных дан-
ных исследования проводили при помощи критерия 
χ2 Пирсона [15]. Нормальность распределения коли-
чественных признаков при численности исследуемых 
групп менее 50 человек оценивали с помощью крите-
рия Шапиро-Уилка. Ранговый анализ вариаций про-
водили по Краскелу–Уоллису (H). Затем, при наличии 
статистически значимых различий, с учетом поправки 
Бонферрони, проводили попарное сравнение с помо-
щью критерия Манна–Уитни (U) [16]. Диагностиче-
ская модель была построена путем бинарной логисти-
ческой регрессии. Для установления ценности указан-
ной модели использовался ROC-анализ, что позволило 
оценить чувствительность, специфичность и точность 
модели. Статистическую обработку результатов иссле-
дования осуществляли с помощью пакета программ 
IBM SPSS Statistics Version 25.0 (International Business 
Machines Corporation, США). Статистическую обра-
ботку результатов исследования осуществляли с помо-
щью пакета программ IBM SPSS Statistics Version 25.0 
(International Business Machines Corporation, США). 

Результаты 

Установлено, что у больных с раком толстой кишки 
в сыворотке крови уровень TIM-3 увеличивается в 11,7 
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раза в сравнении с группой контроля (U=23,0, p<0,001),  
белка CTLA-4 – в 2,7 раза (U=119,0, p<0,001), LAG-3 
– в 2,4 раза (U=273,5, p=0,02). Достоверных изменений 
уровня PD-1 в сыворотке крови у больных с колорек-
тальным раком выявлено не было. У пациентов с КРР 
по сравнению с группой больных доброкачественными 
новообразованиями толстого кишечника концентрация 
TIM-3 была выше в 7,1 раза (U=59,0, p<0,001), LAG-3  
– в 2,4 раза (U=266,0, p=0,01).  Достоверных различий 
уровня CTLA-4 больных со злокачественными и до-
брокачественными новообразованиями толстой киш-
ки не обнаружено (табл. 1).

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что уровень лиганда TIM-3 (Galectin-9) 
в сыворотке крови у пациентов с КРР превышал 
данный показатель группы контроля в 33,3 раза 

(U=0,0, p<0,001), лиганда CTLA-4 (B7-2) – в 2,5 раза 
(U=302,5, p=0,002). Концентрация Galectin-9 у паци-
ентов с КРР по отношению к группе больных добро-
качественной опухолью толстой кишки была выше 
в 4,4 раза (U=46,0, p<0,001). Уровень B7-2 в сыворот-
ке крови у больных со злокачественными и доброка-
чественными новообразованиями толстого кишеч-
ника статистически значимых различий не имеет. 
В отношении лиганда PD-L1 между исследуемыми 
группами статистически значимых различий выяв-
лено не было (табл. 2).

Установлена заметная корреляционная связь меж-
ду уровнем белка CTLA-4 и лигандом B7-2 в сыво-
ротке крови (ρ=0,57, p<0,01).  Концентрация TIM-3 
сыворотки крови коррелирует с уровнем его лиганда   
Galectin-9 в сыворотке крови (ρ=0,68, p<0,001).

Таблица 1. Уровень ко-ингибирующих иммунных контрольных точек в сыворотке крови у больных с опухолью толстой кишки

Table 1. Сo-inhibiting immune control points level in the blood serum of patients with colon tumor

Концентрация  
в сыворотке крови 

(пг/мл)/Serum 
concentration  

(pg/ml)

Группы исследуемых пациентов/Study patient groups

Тестовая статистика/Test statistics  
df=2  

Контрольная группа/
control group

n=25

Доброкачественная 
опухоль/Benign 

tumor,  
n=25

Колоректальный рак/
Colorectal cancer, 

n=44

CTLA-4
4,88

[4,38; 6,22]
10,48

[10,30; 14,50]
13,50

[13,07; 20,80]
H=34,26 p<0,001

TIM-3 58,0
[55,8; 72,8]

95,6
[88,3; 164,2]

677,1
[663,8; 854,1]

H=61,94
p<0,001

PD-1 10,9
[10,6;13,0]

18,0
[17,6;23,5]

20,5
[18,6;27,4]

H=5,52
p=0,06

LAG-3 15,0
[14,5; 20,8]

15,2
[15,1; 23,4]

36,3
[35,1; 49,7]

H=9,3
p=0,009

Таблица 2. Уровень лигандов ко-ингибирующих иммунных контрольных точек в сыворотке крови у пациентов с опухолью толстой 
кишки

Table 2. Ligands of co-inhibiting immune control points level in the blood serum of patients with colon tumor

Концентрация  
в сыворотке крови  

(пг/мл)/Serum 
concentrations (pg/ml)

Группы исследуемых пациентов/Study patient groups
Тестовая статистика/ 

Test statistics
df=2

Контрольная группа//
control group

n=25

Доброкачественная опухоль/
Benign tumor

n=25

Колоректальный рак/
Colorectal cancer, 

n=44

B7-2
33,00

[30,08;40,11]
79,00

[78,68; 97,46]
82,93

[76,70; 113,26]
H=23,08 p<0,001

Galectin-9
1789,1

[1742,6; 2091,9]
13527,1

[12988,3; 14902,9]
59528,6

[55839,2; 66722,0]
H=75,88
p<0,001

PD-L1 23,2
[22,1;27,5]

25,9
[24,1;33,7]

27,9
[27,5;40,1]

H=0,17
p=0,92
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При анализе данных определены параметры, ко-
торые могут иметь значимость в структуре диагности-
ческой модели для определения вероятности наличия 
онкологической патологии (табл. 3). 

На основании этих параметров получено уравне-
ние вида:

                             
1

K= –––––––––––––––––––––   ,

       1+e3,25−0,42*CTLA4сыв−0,03*B7–2сыв

где: CTLA-4сыв – уровень белка CTLA-4 
в сыворотке крови; B7-2сыв – уровень B7-2 в сыворотке 

крови; 3,25 – константа уровня логистической 
регрессии; 0,42 и 0,03 – нестандартизированные 
коэффициенты B, e-экспонента ~ 2,72. 

При значении коэффициента K≥0,59 диагностиру-
ется развитие онкологической патологии толстого ки-
шечника. Для группы контроля данный показатель (К) 
составляет 0,40 [0,36; 0,50], для пациентов с онкологи-
ческой патологией – 0,86 [0,82; 0,87]. В группе контро-
ля K≥0,59 встречалось в  20% случаев (5/25), у больных 
онкологической патологии – в 94,2% (65/69) случаев 
(x2=53,14, df=1, p<0,001.Чувствительность данного за-
ключения составляет 0,94, специфичность - 0,80, точ-
ность – 0,90 (AUC= 0,88 [95% CI 0,79-0,97], p<0,001).

Оценка информативности разработанной модели 
представлена на рисунке.

Описанный способ можно использовать у паци-
ентов для определения вероятности наличия онколо-
гической патологии толстого кишечника. Для упро-
щения способа при использовании в клинической 
практике разработана программа для операционной си-
стемы Windows в среде разработки Object Pascal (Borland 
Delphi). Набор действий создается в специальном режи-
ме работы пользовательского окна, в котором пользо-
ватель получает доступ к вводу данных об уровне в сы-
воротке крови цитотоксического Т-лимфоцитарно-ас-
социированного белка 4 (CTLA-4, пг/мл) и его лиганда 
В7-2 (В7-2, пг/мл) у пациентов с жалобами на функци-
ональные расстройства кишечника. Программа носит 
прикладной характер, обеспечивает возможность опре-
деления вероятности онкологической патологии тол-
стого кишечника, что позволяет выделить группу риска 
и оптимизировать тактику их обследования и лечения.

Обсуждение

Нами установлено, что в сыворотке крови у паци-
ентов с колоректальным раком наблюдается увели-
чение уровня ко-ингибирующих контрольных точек 
(TIM-3, LAG-3, CTLA-4) и их лигандов (B7-2, Galec-

Таблица 3. Значимость параметров CTLA-4 и B7.2 в структуре диагностической модели

Table 3. Significance of CTLA-4 and B7.2 parameters in the structure of the diagnostic model

Параметр/Parameter B
Среднеквадра-

тичная ошибка/
Quare Error

Вальд
Степень  
свободы

ErrorSquare df

Значимость
Significance, p

Exp (B) 95% DI для Exp B

CTLA-4 сыворотки 
крови/of blood serum

0,42 0,132 9,98 1 0,002 1,52 1,17-1,96

B7-2 сыворотки крови/
of blood serum

0,03 0,013 3,78 1 0,05 1,03 1,01-1,05

Константа/Constanta -3,25 0,968 11,28 1 0,001 0,04

Оценка информативности разработанной модели путем ROC-анализа.

Evaluation of the informativeness of the developed model by ROC analysis.
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tin-9). Кроме того, были установлены корреляционные 
связи между исследуемыми молекулами в сыворотке 
крови и ткани опухоли. Стоит отметить, что увеличе-
ние концентрации TIM-3, LAG-3 и Galectin-9 отмеча-
лось у больных с доброкачественной опухолью толстой 
кишки. Увеличение уровня ко-ингибирующих иммун-
ных контрольных точек в сыворотке крови у пациентов 
с КРР свидетельствует о развитии системного сниже-
ния иммунного ответа, что способствует росту и раз-
витию злокачественного новообразования. Наиболее 
вероятная причина повышения концентрации раство-
римых форм контрольных точек иммунитета в крово-
токе, является миграция из опухолевого микроокру-
жения, а также с поверхности различных иммунных 
клеток. Мы полагаем, что исследуемые ИКТ являются 
важнейшим звеном канцерогенеза при колоректальном 
раке.  Иммунные контрольные точки реализуют свои 
эффекты посредством регуляторных Т-клеток (Treg), 
которые выполняют функцию ингибиторов иммунно-
го ответа [17]. В настоящее время доказано, что LAG-3 
способствует дифференцировке регуляторных Т-кле-
ток (Treg), а белок CTLA-4 повышает функциональную 
активность последних [18, 19]. Белок CTLA-4 блокиру-
ет активацию антигенпрезентирующих клеток (АПК), 
макрофагов и дендритных клеток, а также нарушает 
пролиферацию цитотоксических T-лимфоцитов (cy-
totoxic T-cell, CTL), которые играют основную роль 
в сдерживании роста и развития опухоли [18]. Следу-
ет уделить внимание факту высокой экспрессии LAG-
3 на различных опухоль-инфильтрирующих лимфоци-
тах (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs).  Роль LAG-3 
в патогенезе развития злокачественного новообразова-
ния обусловлена взаимодействием вышеуказанной мо-
лекулы с MHC-II, подавлением сигнала TCR, что при-
водит к нарушению пролиферации T-клеток и секре-
ции цитокинов.  Высокая экспрессия LAG-3 на TILs 
обнаружена при меланоме, раке молочной железы, ко-
лоректальном раке, особенно в случаях агрессивного 
течения процесса, раннего метастазирования и отсут-
ствия периода ремиссии заболевания [20]. 

Особое внимание следует уделить CD8+T-клеткам, 
которые в свою очередь включают в себя популяцию ци-
тотоксических лимфоцитов. Цитотоксические лимфоци-
ты участвуют в уничтожении клеток-мишеней, которы-
ми являются клетки рака. Выявлена статистически зна-
чимая корреляция экспрессии TIM-3 на CD4+T-клетках 
с клинико-морфологическими особенностями опухоли 
(стадия, размер опухоли, лимфогенное и гематогенное 
метастазирование) [21]. Повышенная экспрессия TIM-3 
на иммунных клетках отмечалась при раке лёгкого, щи-
товидной железы, молочной железы, эндометрия и раке 

других локализаций [21, 22]. Мембранный белок TIM-3 
регулирует иммунный ответ и играет прямую роль в па-
тогенезе роста и прогрессирования злокачественного но-
вообразования [21]. Молекула TIM-3 взаимодействует со 
своим лигандом (Galectin-9), который находится на по-
верхности опухолевых клеток, что приводит к снижению 
продукции цитокинов и истощению Т-клеток [21]. Роль 
исследуемых ИКТ в механизмах «ускользания» злокаче-
ственных клеток от иммунного надзора при колоректаль-
ном раке заслуживает дальнейшего изучения.

Результаты наших исследований уровня ко-инги-
бирующих ИКТ у больных с колоректальным раком 
могут стать основанием для применения комбиниро-
ванной таргетной терапии направленной на блокиро-
вание соответствующих ИКТ моноклональными анти-
телами. В настоящее время особое внимание уделяется 
изучению двойного блокирования ко-ингибирующих 
контрольных точек, например, LAG-3/TIM-3 [23]. Эф-
фективность такого способа заключается в предупреж-
дении развития устойчивости опухолевой клетки и по-
иску другого патогенного пути для ингибирования им-
мунного ответа. 

Полученные нами данные в отношении белка CT-
LA-4 и его лиганда B7-2 позволили создать диагности-
ческую модель в виде программы для операционной 
системы Windows. Программа обеспечивает возмож-
ность ввода значений белка CTLA-4 и B7-2 в сыворот-
ке крови, на основании этого происходит определение 
вероятности онкологической патологии толстого ки-
шечника, что позволяет выделить группу риска и оп-
тимизировать тактику обследования и лечения паци-
ентов [URL: https://new.fips.ru/ofpstorage/Doc/PrEVM/
RUNWPR/000/002/022/613/721/2022613721-00001/doc-
ument.pdf]. 

Заключение

Увеличение уровня CTLA-4, TIM-3, LAG-3 и их 
лигандов – B7-2 и Galectin-9 свидетельствует об уча-
стии данных ко-ингибирующих молекул в патогенезе 
колоректального рака. Установлена диагностическая 
значимость исследования уровня CTLA-4 и его лиган-
да в выявлении онкологической патологии.  
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Данилова Г.A., Александров В.Г., Александрова Н.П.

Влияние внутривенного введения провоспалительного 
цитокина ИЛ-1β на хеморецепторный контроль дыхания

ФГБУН «Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН», 

199034, Санкт-Петербург, Россия, наб. Макарова, д. 6

Введение. Интерлейкин-1бета (ИЛ-1β) играет ведущую роль в индуцировании цитокинового шторма, являясь ключевым 

цитокином управляющим развитием провоспалительной активности при повреждении легких. Цель исследования – изу-

чение механизмов влияния ИЛ-1β на хеморецепторный контроль дыхания. 

Методика. Исследование проведено на 32 наркотизированных трахеостомированных спонтанно дышащих крысах. Регистра-

ция параметров внешнего дыхания производилась пневмотахографическим методом. Для оценки вентиляционной реакции 

на гипоксию использовался метод возвратного дыхания. Для оценки влияния ИЛ-1β на хеморецепторный контроль дыха-

ния производилось сравнительное исследование вентиляционного ответа на гипоксию при повышении содержания ИЛ-1β 

в циркуляторном русле и при сочетанном действии ИЛ-1β и диклофенака – ингибитора циклооксигеназной активности. 

Результаты. Показано, что внутривенное введение ИЛ-1β вызывает статистически значимое снижение вентиляцион-

ного ответа на гипоксическую стимуляцию, ослабляя тем самым компенсаторные возможности системы внешнего дыха-

ния. Ингибирование циклооксигеназной активности устраняет влияние ИЛ-1β на гипоксический вентиляционный ответ. 

Заключение. Полученные данные позволяют предполагать, что активация циклооксигеназных путей может быть одним 

из основных механизмов влияния провоспалительных цитокинов на рефлекторный контроль дыхания.

Ключевые слова: цитокины; интерлейкин-1бета; гипоксия; вентиляция легких; хеморефлекторная регуляция дыхания 
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Danilova G.A., Aleksandrov V.G., Aleksandrova N.P.

Effect of intravenous administration of the proinflammatory cytokine IL-1β on the chemoreceptor 
control of respiration

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, 

Naberezhnaya Makarova 6, St. Petersburg, 199034, Russian Federation

Interleukin-1 beta (IL-1β) plays a leading role in inducing cytokine storm, since it is the key cytokine that is responsible for the 

development of the proinflammatory activity in lung injury. Aim. To study the mechanisms of the effect of IL-1β on the chemo-

receptor control of respiration. To achieve that, the ventilatory response to hypoxia in the presence of increased blood concen-

tration of IL-1β was compared with the hypoxic response in the presence of a combination of IL-1β and diclofenac, an inhibitor 

of cyclooxygenase activity. 

Methods. The study was performed on 32 anesthetized and tracheostomized, spontaneously breathing rats. Respiratory param-

eters were recorded with a pneumotachograph. To assess the hypoxic ventilatory response, the rebreathing technique was used. 

Results. The intravenous administration of IL-1β induced a significant decrease in the ventilatory response to hypoxic stimula-

tion, thereby weakening the compensatory capabilities of the respiratory system. The inhibition of the cyclooxygenase activity 

abolished the effect of IL-1β on the hypoxic ventilatory response. 
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Conclusion. The study suggests that the activation of the cyclooxygenase pathways is one of the main mechanisms of the effect 

of proinflammatory cytokines on the reflex control of breathing.
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Введение

В настоящее время в связи возникновением и ши-
роким распространением коронавирусной инфекции 
COVID-19 особую актуальность приобретает исследо-
вание молекулярных механизмов влияния гиперцито-
кинемии, так называемого «цитокинового шторма», на 
физиологические функции организма. Именно с раз-
витием цитокинового шторма связаны осложнения 
и летальные случаи этого заболевания [1, 2]. В разви-
тии цитокинового шторма принимают участие цитоки-
ны различных семейств: интерлейкины (ИЛ), интерфе-
роны, хемокины, колонии стимулирующие факторы, 
факторы некроза опухоли (ФНО) [3]. Важно выявить 
роль каждого из них для разработки таргетной терапии 
цитокинового шторма. В настоящее время в качестве 
ключевого провоспалительного цитокина, играющего 
ведущую роль в индуцировании цитокинового штор-
ма рассматривается ИЛ-1β [1, 4, 5].

Цитокиновый шторм имеет широкий спектр не-
благоприятных последствий, среди которых наиболее 
тяжелым является острый респираторный дистресс 
синдром (ОРДС) [2, 6]. В его основе лежит эндотели-
альная дисфункция, диффузное и экссудативное по-
вреждение альвеол, вследствие которых резко ухуд-
шается диффузионная способность легких и оксиге-
нация крови, развивается гипоксемия и дыхательная 
недостаточность [7–9]. Однако, имеющиеся на сегод-
няшний день данные позволяют предполагать, что вли-
яние гиперцитокинемии на систему внешнего дыхания 

не ограничивается только морфологическими повреж-
дениями легочных структур, но затрагивает также ней-
рональные, рефлекторные механизмы регуляции ды-
хания, в которой важная роль принадлежит перифе-
рической хеморецепции. Известно, что повышение 
системного уровня провоспалительных цитокинов вы-
зывает морфологические изменения каротидных те-
лец – периферических артериальных хеморецепторов, 
участвующих в реализации гипоксического хемореф-
лекса. Установлено, что гломусные клетки каротид-
ных тел экспрессируют рецепторы цитокинов ФНО-α 
(TNF-R1 и TNF-R2) и ИЛ-1β (типа I) [10, 11]. Поэто-
му логично предположить, что повышение системно-
го уровня этих цитокинов будет влиять на гипоксиче-
ский хеморефлекс, обеспечивающий компенсаторное 
увеличение вентиляции легких в ответ на снижение на-
пряжения кислорода в артериальной крови. 

Влияние цитокинов на физиологические функ-
ции может быть опосредовано несколькими путями: 
высвобождением простагландинов, норадреналина, 
рилизинг-фактора, кортикотропина и оксида азота 
[12, 13]. В отношении влияния цитокинов на перифе-
рическую хеморецепцию наиболее вероятным меха-
низмом является активации циклооксигеназных пу-
тей, способствующая усилению синтеза простаглан-
динов (PG). Еще в 1974 году было показано, что PGE2 
при введении в сонную артерию вызывает дозозависи-
мое снижение активности каротидных хеморецепто-
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ров [14]. Тогда как ацетилсалициловая кислота, инги-
бирующая циклооксигеназную активность, усиливает 
разряды синусного нерва, передающего афферентную 
информацию от каротидных тел в дыхательный центр 
ствола мозга [15]. Вместе с тем, на сегодняшний день 
по-прежнему имеется очень мало данных о возможной 
модулирующей роли мессенджеров циклооксигеназы 
в процессе каротидной хеморецепции. 

Цель исследования – изучение влияния повышен-
ного системного уровня ИЛ-1β на вентиляционную 
чувствительность к изменению газового состава кро-
ви и выявление в этом процессе роли циклооксигеназ-
ных механизмов. Для этого производилось сравнитель-
ное исследование вентиляционного ответа на гипок-
сию в обычных условиях, при повышении содержания 
ИЛ-1β в циркуляторном русле и при сочетанном дей-
ствии ИЛ-1β и диклофенака, ингибитора циклоокси-
геназной активности. 

Методика

Исследование выполнено на 32 наркотизирован-
ных трахеостомированных спонтанно дышащих кры-
сах самцах линии Wistar массой 270±20 г (ЦКП Био-
коллекция ИФ РАН). Все животные находились под 
общей анестезией (уретан, 1400 мг/кг интраперито-
неально). При работе с животными соблюдались все 
этические стандарты, соответствующие принципам 
Базельской декларации и требованиям Комиссии 
по контролю над содержанием и использованием ла-
бораторных животных при Институте физиологии им. 
И.П. Павлова РАН. 

Для регистрации скорости инспираторного потока 
(Vинсп), частоты дыхательных движений (ЧД) и дыха-
тельного объема (ДО) использовалась пневмотахогра-
фическая методика. К трахеостомической канюле под-
ключалась пневмометрическая трубка MLT–1L (AD 
Instruments, Австралия), соединенная с пневмотахо-
графом. Минутный объем дыхания (МОД) рассчиты-
вали, как произведение дыхательного объема на часто-
ту дыхания. Парциальное давление кислорода и угле-
кислого газа в конечной порции выдыхаемого воздуха 
(PEТO

2
 и PEТO

2
) измерялось с помощью респиратор-

ного газоанализатора (Gemini, США).
Животные были разделены на 4 группы, по 8 жи-

вотных в каждой группе. Животным 1-й группы в хво-
стовую вену вводили рекомбинантный человеческий 
ИЛ-1β (1,5 мкг/кг, ФГУП ГосНИИ ОЧБ ФМБА). Жи-
вотным 2-й группы за 20 мин до введения ИЛ-1β про-
изводилось внутрибрюшинное введение диклофен-
ка, ингибитора циклооксигеназ (1 мг/кг, Hemofarm). 
В 3-й группе вводили только диклофенак для выявле-

ния возможного собственного респираторного эффек-
та диклофенака. Животным 4-й группы вводили вну-
тривенно 0,25 мл физиологического раствора.

Вентиляционную реакцию на гипоксический сти-
мул исследовали классическим методом возвратного 
дыхания, адаптированным нами к использованию на 
мелких лабораторных животных. Дыхание производи-
лось в замкнутом контуре, заполненном азотно-гипок-
сической газовой смесью (15% О

2
 в азоте). Содержа-

ние СО
2
 в дыхательной смеси не увеличивалось за счет 

его удаления с помощью адсорбента из выдыхаемого 
воздуха, поступающего в мешок (объем 50 мл) для воз-
вратного дыхания. При дыхании из мешка происхо-
дило постепенное снижение О

2
 в дыхательной смеси, 

что приводило к усилению стимуляции перифериче-
ских хеморецепторов и увеличению легочной вентиля-
ции. Продолжительность проведения пробы с воз-
вратным дыханием составляла 4 мин. Гипоксический 
вентиляционный ответ оценивался до введения пре-
паратов, а затем на 20-й, 40-й, 60-й и 90-й мин после 
их введения.

Для статистической обработки эксперимен-
тальных данных использовался программный пакет 
STATISTICA 7.0. Все значения представлены как сред-
нее ± стандартная ошибка. Для проверки нормаль-
ности распределения данных применялись критерии 
Колмогорова-Смирнова и Шапиро-Уилка. Значения 
до и после введения препаратов оценивали с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA). 
Статистически значимыми считали различия при 
p<0,05.

Результаты 

Установлено, что внутривенное введение ИЛ-1β 
оказывает активирующее влияние на систему внеш-
него дыхания, вызывая увеличение средней скорости 
инспираторного потока, дыхательного объема и ми-
нутного объема дыхания (табл.). 

Максимальные изменения в величине этих пара-
метров наблюдались через 40 мин после введения ИЛ-
1β. Существенного увеличения частоты дыхательных 
движений не наблюдалось, хотя отмечалась тенден-
ция к ее повышению. При проведении 2 контрольных 
серий экспериментов, с введением физиологического 
раствора и диклофенака, не было выявлено статисти-
чески значимых изменений дыхательных параметров. 

Анализ вентиляционного ответа на гипоксию вы-
явил значительное изменение чувствительности ды-
хательной системы к гипоксической стимуляции при 
внутривенном введении ИЛ-1β. Было показано, что 
после введения ИЛ-1β уменьшается угол наклона ли-
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ний тренда, усредняющих вентиляционные ответы на 
гипоксическое воздействие (рис. 1, А, B, C). Как и сле-
довало ожидать, при возвратном дыхании гипоксиче-
ской газовой смесью по мере уменьшения парциаль-
ного давления О

2
 в крови наблюдалось увеличение 

Vинс и МОД как до введения ИЛ-1β, так и после его 
введения. Однако после введения ИЛ-1β линии трен-
да становились более пологими, гипоксический при-
рост вентиляционных параметров замедлялся, что сви-

детельствовало о снижении вентиляционной чувстви-
тельности к гипоксии.

Проведение количественных расчетов показало 
статистически значимое снижение вентиляционно-
го ответа на гипоксическую стимуляцию на фоне дей-
ствия ИЛ-1β. Вентиляционная чувствительность к ги-
поксии также статистически значимо снижалась че-
рез 20 мин действия ИЛ-1β и не восстанавливалась 
даже через 90 мин после его введения. Максималь-

Рис. 1. Вентиляционные ответы на гипоксию в группе с введением ИЛ-1β без предварительного введения диклофенака (A–C) и после предва-

рительного введения диклофенака (D–F). Сплошная линия – ответ на гипоксию до введения ИЛ-1β, штриховая линия – ответ на гипоксию по-

сле введения ИЛ-1β. R
2
 – коэффициент аппроксимации. По оси ординат – величина регистрируемого параметра; по оси абсцисс – содержание 

кислорода в конечной порции выдыхаемого воздуха.

Fig 1. A representative ventilatory responses to hypoxia in the IL-1β administration group without diclofenac pretreatment (A–C) and after diclofenac 

pretreatment (D–F). The response to hypoxia before the administration of IL-1β (solid line), the response to hypoxia after the administration of IL-1β 

(dashed line). R
2
 is the approximation coefficient. The ordinate axis is the value of the registered parameter; the abscissa axis is the oxygen content in 

the final portion of exhaled air.
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Таблица. Влияние физиологического раствора, диклофенака и ИЛ-1β на параметры дыхания

Table. Effect of saline, diclofenac and IL-1β on respiratory parameters

Показатели
Indicats

Физиологический раствор
Saline
(n = 8)

Диклофенак 
Diclofenac

(n = 8)

ИЛ-1β
IL-1β
(n = 8)

фон 
baseline

40 мин
40 min

фон 
baseline

40 мин
40 min

фон 
baseline

40 мин
40 min

Минутный объем дыхания (мл·мин-1)
Minute ventilation (ml·min-1)

100±5,2 97± 4,0 110±8.2 117±6.5 117±10,6 143±12,8*

Дыхательный объем (мл)
Tidal volume (ml)

1,0± 0,02 0,9± 0,05 1.1±0.05 1.12±0.05 1,0±0,08 1,4±0,07*

Частота дыхания (цикл·мин-1) 
Respiratory rate (breath·min-1)

107±2 105±4,1 105±7,1 107±6,0 113±7,2 106±9,0

Скорость инспираторного
потока (мл·с-1)
Inspiratory flow (ml·s-1)

3,8±0,29 3,9±0,17 3.8±0.30 4.1±0,36 3,8±0,18 4,3*±0.28

Примечание. Значения параметров представлены как m ± SEM. *- p ≤ 0,05 в сравнении с фоном.
Note. Data are presented as M ±SEM. *p < 0.05 significant differences vs. baseline.

ное снижение вентиляционного ответа на гипоксию 
отмечалось на 40-й мин. При этом прирост МОД при 
уменьшении РETО

2
 на 1 мм рт. ст. снижался на 31%, 

прирост ДО – на 30% и Vинс – на 46% по сравнению 
с фоновыми величинами (рис. 2).

Внутривенное введение ИЛ-1β на фоне действия 
диклофенака, ингибитора циклооксигеназ, не вызы-
вало ослабления вентиляционного ответа на гипок-
сию: угол наклона линий тренда, характеризующий 
зависимость дыхательных параметров от величины 
гипоксической стимуляции, не изменялся после вве-
дения ИЛ-1β (рис. 1). На протяжении всего экспери-
мента не наблюдалось статистически значимого сни-
жения приростов МОД, ДО и Vинс относительно фо-
новых значений (рис. 2). Кроме того, были выявлены 
значимые различия в величине гипоксических при-
ростов вентиляционных параметров между разными 
экспериментальными группами: в группе с введением 
ИЛ-1β приросты были существенно ниже, чем в груп-
пе с введением ИЛ-1β на фоне действия диклофенака.

Обсуждение

В представленной работе выполненной на нарко-
тизированных крысах для выяснения влияния про-
воспалительных цитокинов на хеморефлекторный 
контроль дыхания использовался рекомбинантный 
человеческий ИЛ-1β. Эксперименты с различными 
вариантами рекомбинантных молекул интерлейки-
на 1 показали, что его введение в организм млекопита-
ющих приводит к развитию целого ряда биологических 
реакций, одной из которых является пирогенность. 
Пирогенный эффект считается одной из главных ха-
рактеристик ИЛ-1 [16]. В основополагающих экспе-

риментальных исследованиях in vivo девяностых годов 
неоднократно было показано, что интрацеребровен-

Рис. 2. Динамика вентиляционного ответа на гипоксию в группе с вну-

тривенным введением ИЛ-1β (сплошная линия) и в группе с сочетан-

ным введения ИЛ-1β и диклофенака (пунктирная линия). По оси орди-

нат – величина прироста МОД при снижении Р
ЕТ

О
2 
на 1 мм рт. ст., выра-

женная в процентах. За 100% принята величина данного параметра до 

введения ИЛ-1β. По оси абсцисс – время после внутривенного введе-

ния ИЛ-1β. Данные представлены как m ± SEM; Статистическая значи-

мость: *– р ≤ 0,05 – отличие показателя от исходного значения (до вве-

дения ИЛ-1β) внутри группы, # – р ≤ 0,05 – между группами. 

Fig. 2. Dynamics of the ventilatory responses to hypoxia in the group after 

the intravenous administration of IL-1β (solid line) and in the group with 

combined administration of IL-1β and diclofenac (dashed line). On the y-ax-

is – the increase in minute ventilation with a decrease in P
ET

O
2
 by 1 mm Hg., 

expressed as a percentage. The value of this parameter before the introduc-

tion of IL-1β was taken as 100%. The abscissa shows the time after intrave-

nous administration of IL-1β. Data are presented as m ± SEM. * – p ≤ 0.05, sig-

nificant difference from the initial value (before the introduction of IL-1β) 

within the group; # – p ≤ 0.05, significant differences between groups. 
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трикулярное, внутривенное, а также внутрибрюшин-
ное введение рекомбинантного человеческого ИЛ-1β 
крысам Вистар оказывает выраженный пирогенный 
эффект [17–19]. Кроме того, при введении человече-
ского ИЛ-1β крысам был зафиксирован и характер-
ный для данного цитокина анорексический эффект 
[19]. Данные факты говорят о наличии лиганд-рецеп-
торного взаимодействия и передаче сигнала при вза-
имодействии человеческого рекомбинантного ИЛ-
1β с рецепторами к ИЛ-1 крысы. На этом основании 
можно с значительной долей уверенности полагать, 
что и прочие биологические реакции, развивающие-
ся при введении человеческого рекомбинантного ИЛ-
1β в организм крыс Вистар, будут в значительной ме-
ре совпадать с реакциями, развивающимися при вве-
дении крысам крысиного варианта данного цитокина. 
Так, например, показано влияние рекомбинантного 
человеческого ИЛ-1β (ФГУП «ГосНИИ особо чистых 
биопрепаратов» ФМБА России, Санкт-Петербург), 
именно этот препарат использовался и в нашем иссле-
довании, на перекисное окисление липидов в эмоцио-
генных структурах головного мозга крыс [20], на про-
цесс заживления язвы желудка и кожных ран у крыс 
[21, 22]. Установлено, что ИЛ-1β крысы ортологи-
чен ИЛ-1β человека, у рецепторов ИЛ-1 мыши, кры-
сы и кролика продемонстрировано 77, 75 и 78% гомо-
логии последовательности с ИЛ-1 человека. Вероятно, 
этим объясняется и низкая видоспецифичность ИЛ-1. 
Исходя из всего вышеизложенного мы посчитали воз-
можным использование рекомбинантного человече-
ского ИЛ-1β в экспериментах на крысах.

Результаты, полученные в проведенном исследо-
вании, указывают на то, что внутривенное введение 
ИЛ-1β в условиях нормоксии оказывает активирую-
щее влияние на систему внешнего дыхания, увели-
чивая минутный объем дыхания, дыхательный объем 
и среднюю скорость инспираторного потока. В тоже 
время наблюдается ослабление гипоксического хемо-
рефлекса и снижение вентиляционной чувствитель-
ности к гипоксии, что свидетельствует об ухудшении 
компенсаторных возможностей системы внешнего ды-
хания. Ранее нами было установлено, что внутривен-
ное введение другого провоспалительного цитокина 
ФНО-α, близкого по своим свойствам к ИЛ-1β, ока-
зывает такое же влияние на функциональное состоя-
ние дыхательной системы [23].

Как известно, интегрированные вентиляционные 
ответы, которые регистрировались в нашем исследова-
нии, соответствуют ответам синусного нерва, иннерви-
рующего гломусные клетки каротидного тела, которые 
выполняют функцию артериальных хеморецепторов, 

реагирующих на изменение газового состава крови. 
Гломусные клетки являются первичными сенсорами, 
которые в ответ на гипоксию, гиперкапнию и ацидоз 
высвобождают медиаторы, воздействующие на нерв-
ные окончания и повышающие частоту разрядов си-
нусного нерва, что приводит к увеличению легочной 
вентиляции. Установлено, что внутрибрюшинное вве-
дение липополисахарида (LPS), приводящее к эндоген-
ному высвобождению провоспалительных цитокинов 
(ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6), вызывая увеличение частоты 
разрядов синусного нерва в фоне, в тоже время снижа-
ет его активность в ответ на острые возбуждающие (ги-
поксия, аноксия) или тормозные (гипероксия) стиму-
лы [24]. Эти данные позволяют предполагать, что обна-
руженный нами двойственный респираторный эффект 
ИЛ-1β связан с его влиянием на каротидные тела. Из-
вестно, что цитокины реализуют свои биологические 
эффекты посредством взаимодействия с мембранными 
рецепторами. Установлено, что гломусные клетки каро-
тидных тел конститутивно экспрессируют рецепторы 
ФНО-α и ИЛ-1β. Эти цитокины могут распознаваться 
своими мембранными рецепторами, расположенными 
в гломусных клетках и индуцировать высвобождение 
ими ингибирующего медиатора, такого как дофамин 
[24–26]. В результате хемосенсорная чувствительность 
каротидных тел будет снижена. Поскольку афферентные 
волокна, идущие от каротидных тел, достигают инспи-
раторных нейронов дорсальной респираторной группы, 
входящей в состав медуллярного дыхательного центра, 
можно ожидать, что повышенный уровень ИЛ-1β или 
ФНО-α в крови приведет к снижению чувствительности 
к гипоксии. Результаты нашего исследования подтвер-
ждают это предположение. Кроме того, циркулирующие 
цитокины могут влиять на периферическую артериаль-
ную хеморецепцию, вызывая морфологические измене-
ния каротидного тела, приводящие к снижению гипок-
сической хемочувствительности. У взрослых крыс вос-
палительная реакция, вызванная системным введением 
LPS вызывает инфильтрацию белых кровяных клеток 
внутри кровеносных сосудов и дезорганизует кластеры 
клеток первого типа. У новорожденных крыс разовая 
доза LPS данная на 2-й постнатальный день вызывает 
разрушение клеточной архитектуры внутри каротид-
ного тела. Через 48 ч в ультраструктуре каротидных тел 
отмечаются расширенные кровеносные сосуды, нере-
гулярная хроматиновая конденсация, разбухшие мито-
хондрии и комплекс Гольджи в клетках 1-го типа. Кле-
точные повреждения присутствуют в течении 7 сут по-
сле экспозиции LPS [11]. Основываясь на этих данных, 
мы предполагаем, что респираторные эффекты цитоки-
нов, обнаруженные в наших исследованиях, были свя-
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заны с влиянием повышенного уровня провоспалитель-
ных цитокинов в циркулирующей крови на хемосенсор-
ную активность каротидного тела.

Кроме того, проведенное исследование, а также 
результаты, полученные нами ранее [23] показали, 
что респираторные эффекты ключевых провоспали-
тельных цитокинов, ИЛ-1β и ФНО-α, опосредованы 
активацией циклооксигеназных путей: предваритель-
ное введение диклофенака устраняло влияние ФНО-α 
и ИЛ-1β на гипоксический вентиляционный ответ. 
Это позволяет предполагать, что ослабление венти-
ляционного ответа на гипоксию, вызванное действи-
ем цитокинов, может осуществляться через усиление 
синтеза простагландинов (PG), которые образуются 
в результате метаболизма арахидоновой кислоты при 
последовательном действии изоформ циклооксигена-
зы (COX-1 и COX-2). PG могут опосредовать действие 
воспалительных цитокинов на периферическую хемо-
рецепцию, участвуя в модуляции активности каротид-
ного тела и оказывая ингибирующее действие на арте-
риальные хеморецепторы [26]. Активация циклоокси-
геназных путей и синтез простагландинов может быть 
одним из основных механизмов влияния цитокинов 
на рефлекторный контроль дыхания и лежать в осно-
ве влияния воспаления на дыхательные хеморефлек-
сы, играя существенную роль в патогенезе цитокино-
вого шторма. 

Заключение 

Таким образом, проведенное нами исследование 
в совокупности с результатами, полученными в работах 
других авторов, позволяет предполагать, что острое по-
вышение уровня циркулирующих цитокинов, ослабля-
ет активность каротидных хеморецепторов, влияя тем 
самым на рефлекторные механизмы регуляции дыха-
ния, среди которых важное место занимает гипоксиче-
ский хеморефлекс. Взаимодействие цитокинов со сво-
ими рецепторами на гломусных клетках каротидного 
тела инициирует каскад событий, уменьшающих воз-
будимость этих клеток и активность синусного нерва. 
Как следствие снижается и вентиляционный ответ на 
гипоксию, что способствует ослаблению компенсатор-
ных возможностей системы внешнего дыхания. 

Литература 
(п.п. 1-6; 9-15; 17-19; 23-26 см. References)

7. Чучалин А.Г. Тяжелый острый респираторный синдром. Архив 

патологии. 2004; 3: 5–11.

8. Мороз В.В., Голубев А.М., Марченков Ю.В., Городовико-
ва Ю.А., Зорина Ю.Г., Лысенко Д.В. и др. Морфологические 
признаки острого повреждения легких различной этиоло-

гии (экспериментальное исследование). Общая реаниматоло-

гия. 2010; 6(3): 29-34. https://doi.org/10.15360/1813-9779-2010-
3-29

16. Симбирцев А.С. Интерлейкин-1: от эксперимента в клинику. 
Медицинская иммунология. 2001; 3(3): 431-8. 

20. Перцов С.С., Коплик Е.В., Калиниченко Л.С., Симбир-
цев А.С. Влияние интерлейкина-1β на перекисное окис-
ление липидов в эмоциогенных структурах головного моз-
га крыс при острой стрессорной нагрузке. Бюл. экспер. биол. 

мед. 2010. 150(7): 13-6.

21. Сазонова Т.А., Варюшина Е.А., Александров Г.В., Гудима Г.О., 
Симбирцев А.С. Перспективы использования рекомбинантно-
го интерлейкина-1β человека для лечения острых повреждений 
слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта у крыс. Рос-

сийский аллергологический журнал. 2012; 6: 70-1.

22. Варюшина Е.А., Анциферова М.А., Александров Г.В., Сазо-
нова Т.А., Гудима Г.О., Симбирцев А.С. Регуляторная роль 
интерлейкина-1 при местном воспаления и регенерации тка-
ней в модели кожной раны. Российский аллергологический жур-

нал. 2012; 6: 62-3.

References

1. Conti P., Caraffa A.I., Gallenga C.E., Ross R., Kritas S.K., Fry-
das I., et al. Coronavirus-19 (SARS-CoV-2) induces acute se-
vere lung inflammation via IL-1 causing cytokine storm in 
COVID-19: a promising inhibitory strategy. J. Biol. Regul. Homeost. 

Agents. 2020; 34(6): 1971-5. https://doi.org/10.23812/20-1-E

2. Lin S.-H., Zhao Y.-S., Zhou D.-X., Zhou F.-C., Xu F. Corona-
virus disease 2019 (COVID-19): cytokine storms, hyper-inflam-
matory phenotypes, and acute respiratory distress syndrome. 
Genes Dis. 2020; 7(4): 520-7. https://doi.org/10.1016/j.gen-
dis.2020.06.009

3. Tisoncik J.R., Korth M.J., Simmons C.P., Farrar J., Martin T.R., 
Katze M.G. Into the eye of the cytokine storm. Microbiol. Mol. Biol. 

Rev. 2012; 76(1): 16-32. https://doi.org/10.1128/MMBR.05015-11

4. Ferrara J.L., Abhyankar S., Gilliland D.G. Cytokine storm of graft-
versus-host disease: a critical effector role for interleukin-1. Trans-

plant. Proc. 1993; 25(Pt 2): 1216-7.

5. Pugin J., Ricou B., Steinberg K.P., Suter P.M., Martin T.R. Proin-
flammatory activity in bronchoalveolar lavage fluids from patients 
with ARDS, a prominent role for interleukin-1. Am. J. Respir. Crit. 

Care Med. 1996; 153: 1850-6.

6. Channappanavar R., Perlman S. Pathogenic human coronavirus 
infections: causes and consequences of cytokine storm and immu-
nopathology. Semin. Immunopathol. 2017; 39: 529-39. https://doi.
org/10.1007/s00281-017-0629-x

7. Chuchalin A.G. Severe acute respiratory syndrome. Arhiv pa-

tologii. 2004; 3: 5–11. (In Russian)

8. Moroz V.V., Golubev A.M., Marchenkov Y.V., Gorodovikova Y.A., 
Zorina Y.G., Lysenko D.V., et al. Morphological signs of acute lung 
injury of various etiologies (experimental study). Obshchaya-reani-

matologiya. 2010; 6(3): 29-34. https://doi.org/ 10.15360/1813-9779-
2010-3-29. (In Russian)

9. Dushianthan A., Grocott M., Postle A., Cusack R. Acute respi-
ratory distress syndrome and acute lung injury. Postgrad. Med. 

J. 2011; 87(1031): 612-22.

10. Lam S.Y., Tipoe G.L., Liong E.C., Fung M.L. Chronic hypoxia up-
regulates the expression and function of proinflammatory cytokines 



70

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.63-70

Оригинальная статья

in the rat carotid body. Histochem. Cell Biol. 2008; 130(3): 549–59. 
https://doi.org/10.1007/s00418-008-0437-4

11. Gauda E.B., McLemore G.L. Premature birth, homeostatic plas-
ticity and respiratory consequences of inflammation. Respir Physi-

ol Neurobiol. 2020; 274: 103337. https://doi.org/10.1016/j.re-
sp.2019.103337

12. Graff G.R., Gozal D. Cardiorespiratory responses to interleukin-1be-
ta in adult rats: role of nitric oxide, eicosanoids and glucocorticoids. 
Arch. Physiol. Biochem. 1999; 107(2): 97–112. 

13. Herlenius E. An inflammatory pathway to apnea and autonomic dys-
regulation. Respiratory Physiology and Neurobiology. 2011; 178: 449-
57. https://doi.org/10.1016/j.resp.2011.06.026

14. McQueen D.S. The effects of some prostaglandins on respiration in 
anaesthetized cats. Br J Pharmacol. 1974; 50(4): 559–68. https://doi.
org/10.1111/j.1476-5381.1974.tb08589.x

15. McQueen D.S., Ritchie I.M., Birrell G.J. Arterial chemoreceptor in-
volvement in salicylate-induced hyperventilation in rats. Br J Phar-

macol. 1989; 98(2): 413–24. https://doi.org/10.1111/j.1476-5381.1989.
tb12612.x

16. Simbirtsev A.S. Interleukin-1: from the experiment to the clinic. 
Meditsynskaya immunologiya. 2001; 3 (3): 431-8. (In Russian)

17. Dascombe M.J., Rothwell N.J., Sagay B.O., Stock M.J. Pyro-
genic and thermogenic effects of interleukin l beta in the rat. 
Am. J. Physiol. 1989; 256: E7-l1. https://doi.org/ 10.1152/ajpen-
do.1989.256.1.E7 

18. Morimoto A., Murakami N., Sakata Y., Watanabe T., Yamaguchi K. 
Functional and structural differences in febrile mechanism between 
rabbits and rats. Journal of Physiology. 1990; 427: 227-39. https://doi.
org/10.1113/jphysiol.1990.sp018169 

19. McCarthy H.D., Dryden S., Williams G. Interleukin-1 P-induced 
anorexia and pyrexia in rat: relationship to hypothalamic neuropep-

tide Y. Am. J. Physiol. 1995; 269: E852-E857. https://doi.org/10.1152/
ajpendo.1995.269.5.E852 

20. Pertsov S.S., Koplik E.V., Kalinichenko L.S., Simbirtsev A.S. In-
fluence of interleukin-1β on lipid peroxidation in the emotio-
genic brain structures of rats under acute stress. Byull. exper. biol. 

Med. 2010; 150(7): 13-6. (In Russian)

21. Sazonova T.A., Varyushina E.A., Aleksandrov G.V., Gudima G.O., 
Simbirtsev A.S. Prospects for the use of recombinant human inter-
leukin-1β for the treatment of acute lesions of the mucous membrane 
of the gastrointestinal tract in rats. Rossiyskiy allergologicheskiy zhur-

nal. 2012; 6: 70-1. (In Russian)

22. Varyushina E.A., Antsiferova M.A., Aleksandrov G.V., Sazono-
va T.A., Gudima G.O., Simbirtsev A.S. Regulatory role of inter-
leukin-1 in local inflammation and tissue regeneration in a skin 
wound model. Rossiyskiy allergologicheskiy zhurnal. 2012; 6: 62-
3. (In Russian)

23. Aleksandrova N.P., Klinnikova A.A., Danilova G.A. Cyclooxygenase 
and nitric oxide synthase pathways mediate the respiratory effects of 
TNF- α in rats. Respir. Physiol. Neurobiol. 2021; 284: 103567. https://
doi.org/10.1016/j.resp.2020.103567

24. Fernández R., González S., Rey S., Cortés P.P., Maisey K.R., Reyes 
E.P., et al. Lipopolysaccharide-induced carotid body inflammation 
in cats: functional manifestations, histopathology and involvement 
of tumour necrosis factor-alpha. Exp. Physiol. 2008; 93(7): 892–907. 
https://doi/10.1113/expphysiol.2008.041152 

25. Zhang X.J., Wang X., Xiong L.Z., Fan J, Duan X.L., Wang B.R. 
Up-regulation of IL-1 receptor type I and tyrosine hydroxylase in 
the rat carotid body following intraperitoneal injection of IL-1beta. 
Histochem Cell Biol. 2007; 128(6): 533–40.

26. Gómez-Niño A., Almaraz L., González C. In vitro activation of cy-
clooxygenase in the rabbit carotid body: effect of its blockade on [3H] 
catecholamine release. J Physiol. 1994; 476(2): 257-67.

Сведения об авторах:

Данилова Галина Анатольевна, канд. биол. наук, науч. сотр., лаб. физиологии дыхания ФГБУН ИФ РАН;
Александров Вячеслав Георгиевич, доктор биол. наук, проф., руководитель группы нейрофизиологии  
висцеральных систем ФГБУН ИФ РАН; 
Александрова Нина Павловна, доктор биол. наук, зав. лаб. физиологии дыхания ФГБУН ИФ РАН.



ISSN 0031-2991 71

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2023; 67(1)  

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.71-78

© Коллектив авторов, 2023

УДК 616-092

Гераськин И.В.1, Гераськин В.А.1, Гераськина Н.В.2

Влияние гемотрансфузий у новорожденных и детей грудного 
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В клинической практике гемотрансфузий используется переливание эритроцитов крови от взрослых доноров реципи-

ентам неонатального и младенческого периода развития с динамично изменяющимся уровнем фетального гемоглобина 

крови HbF (70-90%). Именно эта возрастная группа отличается уникальными физиологическими особенностями в быстро 

изменяющихся соотношениях гемоглобинов крови при росте и взрослении организма. Сохраняется ситуация неопреде-

ленности четких научных критериев изменчивости состава  гемоглобинов крови у пациентов неонатального периода, спо-

собности динамично-меняющейся структуры гемоглобинов новорожденных к обеспечению тканей кислородом.

Цель исследования – изучение влияния гемотрансфузий у новорожденных и детей грудного возраст на изменение состава 

и  сродство к кислороду физиологического гемоглобина.

Методика. Работа основана на результатах анализа клинических данных неонатологических отделений, отделений реа-

нимации и интенсивной терапии. Систематизированы 923 исследования показателей типов гемоглобинов крови, кислот-

но-щелочного баланса и газового состава крови у 256 пациентов. Проведено сравнение динамики показателей структуры 

гемоглобинов крови и сродства к кислороду у новорожденных детей и младенцев до и после переливания эритроцитсо-

держащих компонентов донорской крови в процессе лечения.

Результаты. При сравнении показателей фетального гемоглобина (HbF%) у новорожденных детей в зависимости от нали-

чия или отсутствия гемотрансфузий показано, что снижение уровня фетального гемоглобина от общего гемоглобина 

крови, более выраженно у пациентов, получавших трансфузии эритроцитов крови. Более значителен был уровень сни-

жения HbF% при переливаниях крови  у недоношенных детей (до 29,81% по сравнению с 17,83% в группе доношенных). 

Определены уровни парциального давления кислорода в крови у новорожденных, при которых достигается 50 %-я сату-

рация (Р50 mmHg) – по этому параметру оценивается сродство гемоглобина к кислороду. Полученные результаты свиде-

тельствуют о необходимости достижения большей величины парциального давления кислорода (pO
2
) для 50% насыще-

ния гемоглобина крови у новорожденных после проведения гемотрансфузий.

Заключение. В отличие от старших возрастных групп накопление и выделение кислорода в ответ на потребности тканей у детей 

первого года жизни зависит не только от количественных показателей общего гемоглобина крови, но также от состава и соот-

ношения типов. Снижение уровня фетального гемоглобина как физиологическое, так и при трансфузиях эритроцитов крови, 

сопровождается снижением сродства общего гемоглобина к кислороду у детей первого года жизни. Последнее обуславливает 

уменьшение способности к адресной доставке кислорода в участки тканей с наиболее выраженным ацидозом и гипоксией.

Ключевые слова: гемотрансфузии; фетальный гемоглобин; диссоциация оксигемоглобина; сродство гемоглобина к 
кислороду; неонатальный период
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Effect of hemotransfusions in newborns and infants on the composition and oxygen affinity  
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In the clinical practice of transfusions, red blood cells containing adult-type hemoglobin (HbA, 98-100%) are transfused from adult 

donors to neonatal and infant recipients with dynamically changing levels of fetal blood hemoglobin (HbF, 70-90%). It is this age 

group that is distinguished by unique physiological features of the rapidly changing ratios of blood hemoglobins with the growth 

and maturation of the body. The situation of uncertainty remains with respect of clear scientific criteria for the variability of the 

composition of  blood hemoglobins in neonatal patients, specifically, the ability of the dynamically changing hemoglobin struc-

ture of newborns to provide oxygen to tissues.

 Aim  was to physiological hemoglobin. determine the effect of blood transfusions on changes in the composition and functions 

of he moglobins in neonatal patients and infants.

Methods. The work was based on the analysis of clinical data from neonatology departments and intensive care units and sys-

tematized 923 studies of indicators of blood hemoglobin types, acid-base state. and blood gas composition in 256 patients. The 

dynamics of indicators of physiological hemoglobin and oxygen affinity were compared in newborns and infants before and after 

blood transfusion during treatment.

Results. Comparing the values of HbF % in newborns, depending on the use of hemotransfusions showed that a decrease in fetal 

hemoglobin proportion of total blood hemoglobin was more pronounced in patients receiving blood transfusions. A more sig-

nificant decrease in fetal hemoglobin during blood transfusions was observed in premature infants, up to 29.81% vs. 17.83% in 

the full-term group. The partial oxygen pressure in the blood of newborns, at which 50% saturation (P50 mmHg) is achieved was 

determined. This parameter is used to estimate the hemoglobin oxygen affinity. The study results indicate that a higher oxygen 

partial pressure (pO2) is required for 50% saturation of hemoglobin in the blood of newborns after hemotransfusion.

Conclusion. In contrast to older age groups, the accumulation and release of oxygen in response to the tissue demands in chil-

dren of the first year of life depend not only on the quantitative values of total blood hemoglobin, but also on its composition, 

the hemoglobin fraction ratio. A decrease in the proportion of fetal hemoglobin, both physiological and induced by blood trans-

fusion, is accompanied by a decrease in the total hemoglobin oxygen affinity in children of the first year of life. This reduces the 

capability for targeted oxygen delivery to tissue areas with the most pronounced acidosis and hypoxia.

Keywords: hemotransfusion; fetal hemoglobin; dissociation of oxyhemoglobin; hemoglobin oxygen affinity; neonatal period
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Введение

   К наиболее распространенным формам анемии 
у пациентов неонатального периода относится физи-
ологическая анемия новорожденных и анемия недо-
ношенных. Анемия в неонатальном периоде может 
быть обусловлена кровопотерей, уменьшением про-
дукции эритроцитов или усилением гемолиза. Зна-
чительная распространенность неонатальной анемии 
тяжелой степени в отделениях интенсивной терапии 
новорожденных обуславливает необходимость в пе-
реливании эритроцитов донорской крови пациентам 
[1]. Ни в какой иной период жизни пациента процесс 
принятия врачебного решение о переливании ком-
понентов крови не является таким сложным и ответ-
ственным, как в период новорожденности. Именно эта 
возрастная группа при росте и взрослении организма,  
отличается уникальными физиологическими осо-
бенностями состава гемоглобинов крови: фетального 
(HbF) и гемоглобина взрослого человека (HbA). Необ-
ходимо констатировать, что в существующей практике 
трансфузий, осуществляется переливание эритроцитов 
крови от взрослых доноров с содержанием гемоглоби-
на HbA (98-100%) реципиентам неонатального и мла-
денческого периода развития с динамично изменяю-
щимся уровнем гемоглобина HbF (70-90%). В отличие 
от взрослых у новорожденного ребенка способность 
эритроцитов связывать и выделять кислород в ткани 
зависит как от сродства гемоглобина к кислороду (p50), 
его концентрации, так и от количества HbF в составе 
общего гемоглобина крови – totHb [2].

При патологии неонатального периода регулятор-
ные факторы структуры гемоглобина крови мобильны, 
постоянно трансформируются и не всегда предсказуе-
мым образом. Потенциальное воздействие стремитель-
ных изменений соотношения фракций гемоглобинов 
крови при гемотрансфузиях, последующее влияние на 
сродство гемоглобина к кислороду и его доступность 
тканям пациентов периода новорожденности и мла-
денчества остаются малоизученными [3].

Если индивидуальные параметры состава и кисло-
родтранспортной функции гемоглобинов крови ново-
рожденного не могут быть установлены, возрастает ве-
роятность гемотрансфузии на основе лишь клинической 
картины и базовых лабораторных показателей крови: 
количества эритроцитов, общего гемоглобина, гемато-
крита. Изучение способности у каждого больного ребен-
ка к пропорциональному обеспечению кислородом от-
носительно потребности способствует рационализации 
принятия решения – когда и как переливать донорские 
трансфузионные среды с эритроцитами [4-5].

Цель исследования – изучение влияния гемотранс-
фузий у новорожденных и детей грудного возраста на 
изменение состава и на сродство к кислороду физио-
логического гемоглобина.

Методика

Проведено сравнение динамики показателей 
HbF% и p50 mmHg у новорожденных детей и младен-
цев до и после гемотрансфузий. Исследования осу-
ществлялись по принципу случайной выборки кли-
нических показателей пациентов в неонатологических 
отделениях и отделениях реанимации и интенсивной 
терапии [6].

В обследование включены клинические дан-
ные 256 пациентов педиатрического профиля, выпол-
нено 923 исследования показателей типов гемогло-
бинов крови. Возраст пациентов в группах составлял 
от 0 до 29 сут жизни что соответствовало неонаталь-
ному периоду развития. Кроме того, проведены ис-
следования динамики HbF% и p50 mmHg у пациентов 
в возрастном интервале от 29 до 60 сут жизни, входя-
щему в период младенческого возраста. У детей в воз-
расте первого года жизни, находящихся в критическом 
состоянии, трансфузия компонентов донорской кро-
ви содержащих эритроциты, проводилась при уровне 
гемоглобина менее 85 г/л. Объем проводимых транс-
фузий эритроцитарной массы у новорождённых детей 
определялся из расчета 1 мл/кг. Использовались ком-
поненты крови, содержащие эритроциты со сроком 
хранения не более 10 сут с момента заготовки. Приве-
денные данные – соответствуют требованиям Прика-
за Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации (Минздрав России) от 2 апреля 2013 г. N 183н г. 
Москва «Об утверждении правил клинического ис-
пользования донорской крови и (или) ее компонен-
тов». Протокол исследования был одобрен  локаль-
ным этическим комитетом университета.  Все иссле-
дования выполнялись по международным правилам 
работы с биоматериалом людей.

Отдельные исследования выполнены у пациен-
тов в возрастном интервале от 0 до 60 сут, так как это 
позволяло отследить динамику изменений в течение 
более продолжительного времени. Количество ис-
следований в выборках по показателю HbF % соста-
вило 811, а количество исследований в выборках по по-
казателю p50 mmHg – 768. Результаты получены при 
анализе данных историй болезней в педиатрических 
отделениях на этапах лечебно-диагностического про-
цесса (табл. 1). Распределение исследований типов ге-
моглобина у пациентов проводилось в соответствии 
с международной классификации болезней (МКБ-10): 
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отдельные состояния, возникающие в перинатальном 
периоде (P00-P96) – 467 исследований, врожденные 
аномалии, деформации и хромосомные нарушения 
(Q00-Q99) – 92 исследования, другие формы заболе-
ваний – 76 исследований. Сформировано распределе-
ние количества обследованных пациентов по крите-
риям доношенности: д – доношенные дети, н – недо-
ношенные дети. Учитывая выраженную зависимость 
регистрируемых показателей объемов и концентраций 
относительно массы тела и циркулирующей крови па-
циентов, в категории детей первого года жизни  выде-
лено 4 группы исследований (табл. 1) [7-8].

Фиксация возраста после рождения в сутках обу-
словлена высокими скоростными параметрами изме-
нений регистрируемых показателей. В качестве кри-
терия тяжести состояния использовали показатели 
выраженности гипоксии и объема врачебного вмеша-
тельства для достижения компенсации патологиче-
ского процесса. 

Исследования проведены при помощи анализатора 
оксиметрии и газов крови «Radiometеr ABL 800 basic». 
Осуществлен анализ показателей: уровня фетально-
го гемоглобина (HbF); концентрации взрослого ге-
моглобина (HbА); фракции метгемоглобина – MetHb. 
Для оценки сродства гемоглобина к кислороду р50, 
определялась величина парциального давление кисло-
рода (pO

2
) в крови.  Выборка результатов исследований 

осуществлялась в группах  по критерию не связанных 
совокупностей. Данное распределение исследований 
основано на сравнении показателей у различных ка-
тегорий пациентов: без гемотрансфузий и при прове-
дении гемотрансфузий.

Обработка результатов исследования проведена 
с помощью статистического анализа «Medstatistic» 
и прикладного пакета программ Microsoft Office 
Excel 2010 с использованием ресурса «Анализ дан-
ных». Для сравнения выборок использован параме-
трический t-критерий Стьюдента. Критическим уров-
нем статистической значимости различий (p) считали 

р <0,05. Средние значения (M) и стандартные откло-

нения (σ) определены данными вариационных рядов. 
Распределение признаков соответствует нормальному 
(распределение Гаусса) [9].

Результаты 

При анализе зависимости  исследуемых показате-
лей  от проведения гемотрансфузий обнаружено, что 
снижение доли фетального гемоглобина  (HbF)  в об-
щем количестве физиологического гемоглобина кро-
ви было статистически значимо  (p<0,05) более выра-
женным в группе новорожденных, получавших пере-
ливания эритроцитов крови (табл. 2). При увеличении 
временного интервала исследований с 0 до 60 сут жиз-
ни (n-410) сохранялась аналогичная тенденция – отме-
чалось снижение уровня HbF в группе пациентов (2), 
получавших гемотрансфузии (n-125) по отношению 
к показателям в группе (1) без проведения гемотранс-
фузий (n-285). Причем, разница между значениями 
HbF до и после гемотрансфузии возрастала до 25,4%; 
(табл. 2). Снижение содержания фетального гемогло-
бина в крови пациентов, получавших гемотрансфузии, 
в возрастном интервале от 29 до 60 сут жизни, по срав-
нению с группой без гемотрансфузий также было ста-
тистически значимым (р<0,01).

Результаты исследования динамики HbF у пациен-
тов неонатального периода по признаку доношенности 
и недоношенности свидетельствуют о более выражен-
ном  снижении уровня фетального гемоглобина при 
гемотрансфузиях у недоношенных пациентов. Если 
у доношенных детей в группах сравнения: (1) без гемо-
трансфузий и (2) на фоне гемотрансфузий, показатель 
снижения уровня фетального гемоглобина (Δ HbF) со-
ставил 17,83%, то у недоношенных детей аналогичный 
показатель  соответствовал 29,81%. Более значительное 
увеличение Δ HbF в группе с гемотрансфузиями у не-
доношенных детей  свидетельствует о более выражен-
ном изменении соотношения фракций физиологиче-
ских типов  гемоглобинов крови (табл. 3 ). 

Сродство гемоглобина к кислороду, определяе-
мое по величине значений p50, в клинической прак-

Таблица 1. Количество  исследований в выборках по группам, в зависимости от возраста пациентов

Table 1. The number of research results in samples by groups, depending on the age of patients

Количество исследований/Number of studies
HbF %

n
HbA

n

Исследования у новорожденных (возраст < 29 сут жизни) / Studies in newborns (age < 29 days of life) 299 292

Исследования у доношенных (возраст < 29 сут жизни) /Studies in term baby (age < 29 days of  life) 73 81

Исследования у недоношенных (возраст < 29 сут жизни) / Studies in premature baby((age < 29 days of  life) 376 324

Исследования у младенцев (возраст 29 - 60 сут жизни) /Studies in infants (age 29 days to 60 days of life) 63 71
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тике при исследовании крови, зачастую является не-
дооцененным параметром [10]. Выполнены сравне-
ния изменений уровней сродства гемоглобина крови 
к кислороду p50 mmHg в группах пациентов неан-

Таблица 2. Влияние гемотрансфузий на динамику уровней HbF % у детей (n-285)

Table 2. The effect of blood transfusions on the dynamics of HbF% levels in children (n-285)

Группы пациентов/patient groups
HbF %

Без гемотрансфузий (1) / no hemotransfusions Гемотрансфузии(2)/hemotransfusions-

Новорожденные (возраст < 29 сут жизни) /
newborns (age < 29 days of life)

72,63+2,6
n-120

57,76+3,2 *
n-179

Доношенные (возраст < 29 сут жизни/term 
baby (age < 29 days of life)

85,47+1,7
n-45

67,64+4,7 *
n-28

Недоношенные (возраст < 29 сут жизни)/
premature baby (age < 29 days of life)

74,69+3,2
n-119

44,88+3,0 *
n-257

Младенцы (возраст 29 - 60 сут жизни)/
infant (age 29-60 days)

61,47+7,6
n-19

41,95+3,6 *
n-44

Примечание. * – р<0,01, статистическая значимость различий с показателями контрольной группы (без гемотрансфузий)
Note. * –  р<0,01, statistical significance of differences with the control group (without hemotransfusions)

Таблица 3. Влияние гемотрансфузий на динамику  измнений показателей ∆ HbF % и ∆ p50 mmHg у новорожденных (n-285)

Table 3. The effect of blood transfusions on the dynamics of the values of ∆HbF % and ∆ P50 mmHg in newborns (n-285)

Группы пациентов / patient groups Δ HbF% Δ p50 mmHg

Новорожденные (возраст < 29 сут жизни)/newborns  (age < 29 days of life) 14,87 - 2,95

Доношенные (возраст < 29 сут жизни)/term baby (age < 29 days of life) 17,83 -3,87

Недоношенные (возраст < 29 сут жизни)/premature baby (age < 29 days of life) 29,81 -2,02

Новорожденные и младенцы (возраст 29 – 60 сут жизни) /Младенцы (возраст 29 
– 60 сут жизни)/infant (age 29-60 days)

19,52 -3,98

Примечание. Δ – показатель разности значений величин в группах сравнения до и после гемотрансфузий
Note. Δ – index of the difference between the values in the comparison groups before and after hemotransfusions.

Таблица 4. Влияние гемотрансфузий на динамику уровней сродства гемоглобина крови к кислороду p50 mmHg у детей (n-285)

Table 4. The effect of blood transfusions on the dynamics of blood hemoglobin affinity to oxygen p50 mmHg in children (n-285)

 Группы пациентов/patient groups
p50 mmHg

Без гемотрансфузий(1) Гемотрансфузии(2)

Новорожденные (возраст < 29 сут жизни)/newborns  (age < 29 days of life) 19,89+0,3
n-168

22,84+0,5*
n-124

Доношенные (возраст < 29 суток жизни)/term baby (age < 29 days of life) 19,29+0,5
n-61

23,16+1,1*
n-20

Недоношенные
(возраст < 29 сут жизни)/premature baby (age < 29 days of life)

21,52+0,4
n-159

23,54+0,6*
n-165

Младенцы (возраст 29 – 60 суток жизни) /infant (age 29-60 days) 22,67+0,5
n-14

26,65+1,0*
n-57

  
Примечание. * – р <0,05 – статистически значимое отличие показателей от значений в контрольной группе (пациенты без гемотрансфузий) 
Note. * – p <0.05 – statistically significant difference in indicators from the values in the control group (patients without blood transfusions) 

тологических отделений при гемотрансфузиях и без 
них (табл. 4).

Данные, выявленные при обследованиях 
пациен тов неонатального и младенческого периода 
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развития получавших гемотрансфузии, свидетель-
ствуют о формировании низких значений HbF % 
и возрастании величины p50. Причем, во всех груп-
пах исследования зафиксированы отрицательные 
значения Δ p50  (табл. 3), что свидетельствует о воз-
растании уровня p50 после проведения гемотранс-
фузий и необходимости большего парциального 
давления кислорода для 50% насыщения гемогло-
бина крови. Приходится констатировать, что сни-
жение уровня фракции HbF % определяет после-
дующее уменьшение сродства общего гемоглобина 
к кислороду и  ускоренное высвобождение его в тка-
нях. Если у взрослых и пациентов старших возраст-
ных групп ускорение и усиление высвобождения О

2
 

в тканях является ожидаемым конечным результатом 
проведенных гемотрансфузий, то у новорожденных 
и младенцев посттрансфузионная ситуация отлича-
ется  в значительной степени. 

У новорожденных детей и младенцев с момента 
рождения существует уникальное состояние гетеро-
генности структур гемоглобина крови. Физиологи-
чески в крови ребенка одновременно, в пропорциях 
зависящих от постнатального возраста, присутству-
ют 2 наиболее крупные фракции оксигемоглоби-
на – HbF+О

2
 и HbA+О

2
. Соответственно диссоциа-

ция общего оксигемоглобина у новорожденных детей 

и младенцев многоконтурная и зависит от динамики 
соотношений величин физиологических гемоглоби-
нов. Известно, что общий гемоглобин донора состо-
ит из фракции HbA  гемоглобина взрослого челове-
ка, способного диссоциировать при определенном 
сочетании: насыщения  О

2
%, напряжения кислоро-

да PO
2 

и показателя концентрации водородных ио-
нов ph (рис. 1). 

Как правило, в  источниках литературы, кривая 
диссоциации оксигемоглобина крови однокомпонент-
ная и обозначается как (НbО

2
) – так как в старших воз-

растных группах, структура оксигемоглобина крови од-
нородна и представлена фракцией HbA.

Преобладание HbF в составе структуры гемогло-
бинов у новорожденного обуславливает увеличение 
сродства гемоглобина к кислороду и способству-
ет доставке и высвобождению кислорода в участках 
тканевой гипоксии. По сравнению с гемоглобином 
пациентов старших возрастных групп и взрослых  бо-
лее высокое сродство фетального гемоглобина к кис-
лороду определяет его особенность диссоциировать 
в условиях более низких значений ph (рис. 2). Наибо-
лее значимы эти изменения для клеток и тканей па-
циентов неонатального периода, находящихся в со-
стоянии ишемии и гипоксии – головной мозг, серд-
це, почки, кишечник, железы внутренней секреции. 

Рис. 1. Кривые диссоциации оксигемоглобинов – HbF и HbA

Fig. 1. Oxyhemoglobin dissociation curves – HbF and HbA
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Существующая в настоящее время практика транс-
фузий эритроцитарной среды с гемоглобином HbА, 
от взрослого донора новорожденному реципиенту 
с высоким уровнем HbF в крови определяет разви-
тие последовательности причинно-следственных со-
бытий, связанных с трансформацией состава обще-
го гемоглобина крови [11].

В посттрансфузионном периоде зарегистрирова-
на отчетливая динамика снижения уровня фетально-
го гемоглобина в совокупности с обратной зависимо-
стью величин p50 (табл. 3). Причем, данная зависи-
мость зафиксирована во всех возрастных интервалах 
у обследованных пациентов   от рождения до младен-

ческого периода развития. При переливании эритро-
цитов крови взрослого донора в кровеносной системе 
ребенка реципиента возрастает объем циркулирующей 
крови на величину объема трансфузии, увеличивается 
содержание гемоглобина HbA и снижается концентра-
ция фетального гемоглобина. В ходе исследований, ре-
шено данные изменения концентрации фетального ге-
моглобина обозначить как «эффект разведения HbF».

Снижение уровня концентрации фетального ге-
моглобина в посттрансфузионном периоде способ-
ствует уменьшению способности оксигемоглобина, 
к адресной диссоциации в участках ткани с наиболее 
выраженным ацидозом и гипоксией (рис. 3).

Рис. 2. Структура обеспечения О
2
 гипоксической зоны повреждения у новорожденных до гемотрансфузии.

Fig. 2. The structure of the provision of O
2
 hypoxic damage zone in newborns before hemotransfusion.

Рис. 3. Структура обеспечения гипоксической зоны повреждения у новорожденных при гемотрансфузии.

Fig. 3. The structure of the hypoxic zone of damage in newborns during hemotransfusion.
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Заключение

Восстановление уровня общего гемоглобина при 
гемотрансфузии и, соответственно, повышение об-
щей способности транспортировки кислорода  не яв-
ляется единственным и всеобъемлющем критери-
ем компенсации нарушений критических функций 
крови. У новорожденных детей и младенцев фор-
мирование баланса кислорода в крови, его достав-
ки к тканям при патологии происходит в состоянии 
непрерывных изменений структуры физиологиче-
ских гемоглобинов, в отличии от стабильных значе-
ний состава гемоглобина у детей старшего возраста 
и взрослых пациентов. У новорожденных и младен-
цев снижение уровня фетального HbF % как фи-
зиологическое, так и при гемотрансфузиях, сопут-
ствующее понижение сродства общего гемоглобина 
к кислороду  определяют уменьшение способности 
к адресной доставке О

2
 в участки тканей с наиболее 

выраженным ацидозом и гипоксией. 
Показания к проведению гемотрансфузий в неон-

тологии должны быть детально обоснованы. Если су-
ществует возможность стабилизации состояния па-
циента без осуществления гемотрансфузии или от-
сутствует уверенность, что она принесет ему пользу, 
то от переливания эритроцитов крови целесообраз-
но воздержаться. 
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Цель исследования – оценка уровня активности γ-глутамилтранспептидазы в плазме крови крыс–при действии электро-

магнитного излучения дециметрового диапазона и проведение корреляционного анализа взаимосвязи активности этого 

фермента с основными показателями антиоксидантной защиты.

Методика. Эксперимент выполнен на крысах, которые находились под действием электромагнитного излучения дециме-

трового диапазона в течение 3 мес. В динамике исследования через 1, 2 и 3 мес в плазме крови спектрофотометрически 

определяли активность фермента γ-глутамилтранспептидазы. Проведен корреляционный анализ взаимосвязи активно-

сти γ-глутамилтранспептидазы и содержания восстановленного глутатиона, а также активности этого фермента и содер-

жания церулоплазмина в плазме крови.

Результаты. Длительное пребывание животных в условиях воздействия электромагнитного излучения дециметрового 

диапазона приводит к увеличению активности γ-глутамилтранспептидазы в плазме крови наряду с увеличением уровня 

церулоплазмина и глутатиона. Установлены тесные корреляционные связи активности γ-глутамилтранспептидазы с содер-

жанием восстановленного глутатиона в эритроцитах, а также активности этого фермента с содержанием церулоплазмина 

в плазме крови крыс. 

Заключение. Дана экспериментальная оценка влияния электромагнитного излучения на активность γ-глутамилтранспепти-

дазы в плазме крови крыс. Фермент γ-глутамилтранспептидаза, наряду с антиоксидантами глутатионом и церулоплазми-

ном, является мишенью для действия электромагнитного излучения. Электромагнитное излучение — один из возможных 

факторов формирования патологии сердечно-сосудистой системы.

Ключевые слова: γ-глутамилтранспептидаза; глутатион; церулоплазмин; электромагнитное излучение; инфаркт 
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The aim of the research was to measure the activity of γ-glutamyltranspeptidase in rat plasma under the action of decimeter-range 

electromagnetic radiation and to assess correlations between the enzyme activity and major indexes of the antioxidant defense.

Methods. Experiments were performed on rats exposed to electromagnetic radiation for 3 mos. The γ-glutamyltranspeptidase 

activity was measured in blood plasma spectrophotometrically at 1, 2, and 3 mos. Correlations were determined between the 

γ-glutamyltranspeptidase activity and the concentration of reduced glutathione and between the γ-glutamyltranspeptidase activ-

ity and the concentration of ceruloplasmin in plasma.

Results. The long-term exposure of animals to decimeter-range electromagnetic radiation resulted in increases in the γ-glutam-

yltranspeptidase activity and concentrations of ceruloplasmin and glutathione. Significant correlations were found between the 

γ-glutamyltranspeptidase activity and the red cell concentration of reduced glutathione and between the γ-glutamyltranspepti-

dase activity and ceruloplasmin concentration.

Conclusion. An experimental study of the effect of electromagnetic radiation on the activity of γ-glutamyltranspeptidase in rat 

plasma was performed. The enzyme γ-glutamyltranspeptidase along with glutathione and ceruloplasmin, are targets for the 

action of electromagnetic radiation. Electromagnetic radiation is a possible factor in the development of cardiovascular pathology.
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Введение

В настоящее время мобильные устройства явля-
ются неотъемлемой частью жизни современного че-
ловека. В период пандемии COVID-19 для большин-
ства групп населения потребность в использовании 
мобильных средств связи значительно возросла [1]. 
К воздействию электромагнитного излучения дети яв-
ляются особо уязвимой социальной группой, посколь-
ку состояние их здоровья и качество интеллектуаль-
ного развития определяет перспективы общества на 

поколения вперед [2]. Электромагнитное излучение 
(ЭМИ), генерируемое от мобильных телефонов, спо-
собно нарушать нормальное протекание биохимиче-
ских и физиологических процессов посредством из-
менения параметров электромагнитной системы го-
меостаза [3]. Длительное использование мобильных 
устройств способно оказывать влияние на работу про-
водящей системы сердца [4, 5]. При резонансе проис-
ходит совпадение частоты электромагнитных импуль-
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сов с частотой сердечного ритма [6]. Координирован-
ная работа всех отделов сердечно-сосудистой системы 
является важным критерием протекания метаболизма 
в различных органах и тканях, обеспечивая транспорт 
газов, питательных и биологически активных веществ, 
выведение токсических продуктов. Разобщение коор-
динированной работы различных отделов сердца при 
хроническом воздействии ЭМИ в долгосрочной пер-
спективе приводит к изменению параметров вариа-
бельности сердечного ритма, снижению артериального 
давления и частоты сердечных сокращений, замедле-
нию внутрижелудочковой проводимости с последу-
ющей гипертрофией и деструкцией кардиомиоцитов 
[4, 7, 8]. Особую опасность источники ЭМИ представ-
ляют для людей с кардиостимуляторами.

Сердечно-сосудистые заболевания -- ведущая при-
чина смертности населения в экономически развитых 
странах. Ишемическая болезнь сердца является наи-
более распространённой нозологической единицей 
в структуре заболеваемости сердечно-сосудистой си-
стемы [9]. Инфаркт миокарда занимает лидирующее 
место среди всех летальных исходов, обусловленных 
кардиологической патологией [9, 10]. В настоящее 
время инфаркт миокарда манифестирует в более ран-
нем возрасте без видимых факторов риска коронар-
ных катастроф [9]. Формирующееся электромагнит-
ное «загрязнение» может стать дополнительным фак-
тором риска развития болезней сердечно-сосудистой 
системы [11, 12].

Окислительный стресс является основой для фор-
мирования механизмов развития сердечно-сосудистых 
заболеваний атеросклеротического и ишемического 
генеза [13]. Развитие окислительного стресса в кар-
диомиоцитах сопровождается снижением параметров 
антиоксидантной защиты (АОЗ) и увеличением про-
дукции активных форм кислорода с последующим по-
вреждением эндотелия стенок сосудов [14, 15]. Дис-
функция эндотелия, нарушение систолической и ди-
астолической функции сердца при инфаркте миокарда 
ассоциирована с воспалительным процессом [16]. Ин-
тенсификация своднорадикального окисления являет-
ся пусковым механизмом в формировании воспали-
тельного ответа при сердечно-сосудистых заболевани-
ях. Нахождение живых клеток в условиях воздействия 
ЭМИ способствует усилению образования свободных 
радикалов [17], изменяет активность компонентов АОЗ 
[18, 19], способствует повреждению структуры клеточ-
ных мембран [20].

Установлено, что увеличение в плазме крови со-
держания белков острой фазы воспаления, активно-
сти γ-глутамилтранспептидазы (γ-ГТП) отражает те-

чение деструктивных и репаративных процессов при 
инфаркте миокарда, определяет общий ответ организ-
ма на развивающийся патологический процесс и могут 
быть использованы в диагностике и прогнозировании 
коронарных катастроф [10, 21].

Цель исследования – оценка в динамике активно-
сти γ-глутамилтранспептидазы при электромагнитном 
излучении дециметрового диапазона в плазме крови 
крыс и проведение корреляционного анализа взаимос-
вязи активности этого фермента с основными показа-
телями антиоксидантной защиты.

Методика

Биохимические исследования были проведены 
в лаборатории кафедры биохимии ФГБОУ ВО «ПГ-
МУ им. академика Е.А. Вагнера». На базе токсиколо-
гической лаборатории ФГБОУ ВО «ПГФА» проводили 
затравку и облучение животных, производили расчеты 
значений плотности потока электромагнитной энер-
гии. Экспериментальное исследование проведено в со-
ответствии с международными требованиями правил 
проведения работ на позвоночных животных, с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в дирек-
тивах Европейского сообщества (86/609/ECC) и Хель-
синской декларации. Работа одобрена локальным эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «ПГМУ им. академика 
Е.А. Вагнера» МЗ РФ (протокол №1 от 25 января 2022).

Исследование проведено на 50 белых нелиней-
ных самцах крыс массой 150-220 г, содержащихся на 
стандартном рационе вивария со свободным доступом 
к пище и воде. Животные были разделены на 4 группы 
и содержались в клетках, изготовленных из радиопро-
зрачного материала «Plexiglas». 1-я контрольная груп-
па включала 20 интактных крыс, которые находились 
в обычном режиме–вивария. Животные со 2-й по 4-ю 
группы были размещены в изолированном помещении 
и находились под воздействием электромагнитного 
излучения дециметрового диапазона: 2-я группа крыс 
(n=10)–в течение 1 мес, 3-я группа (n=10) – 2 мес, 4-я 
группа (n=10) – 3 мес. Спроектирована эксперимен-
тальная модель облучения животных со следующими 
характеристиками: несущая частота 1745 МГц, экспо-
зиция 170 мин/сут, средняя плотность потока электро-
магнитной энергии 67±5,0 мкВт/см2 [19]. Таким об-
разом, достигался предельно допустимый суточный 
уровень энергетических экспозиций с равномерным 
распределением в 200 мкВт/см2/ч для дециметрового 
диапазона частот. По завершении облучения животных 
выводили из эксперимента декапитацией под эфир-
ным наркозом. Активность γ-ГТП определяли по ме-
тоду [22], содержание церулоплазмина (ЦП) в плазме 
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крови по методу [23], уровень восстановленного глу-
татиона в эритроцитах по методу [24].

Корреляционный анализ проведен между активно-
стью γ-ГТП и содержанием основного антиоксиданта 
эритроцитов глутатиона, а также между активностью 
этого фермента и содержанием главного антиоксидан-
та плазмы крови церулоплазмина при ЭМИ дециме-
трового диапазона.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с применением методов вариационной статисти-
ки в программах Statistica 10.0 (StatSoft, USA) и Mic-
rosoftExcel. С помощью расчета критерия Шапиро–
Уилка определяли характер распределения данных. 
При наличии согласия с нормальным распределени-
ем количественных показателей в изучаемых груп-
пах рассчитывались средние величины (М), ошибка 
средних величин (m). Оценку статистической значи-
мости выявленных изменений проводили с помощью 
t-критерия. Различия между сравниваемыми группа-
ми считались–статистически значимыми при уровне 
значимости р<0,05. Степень тесноты корреляционной 
связи между исследуемыми параметрами определяли 
с помощью расчета линейного коэффициента корре-
ляции. Результат оценки значимости уравнения линей-
ной регрессии представлен коэффициентом детерми-
нации R2. Определение прочности связи между иссле-
дуемыми параметрами оценивали по шкале Чеддока.

Результаты

В плазме крови крыс контрольной группы актив-
ность γ-ГТП составила 16,72±0,74 ед/л (табл. 1). Воз-
действие ЭМИ дециметрового диапазона уже в те-
чение 1 мес–приводило к статистически значимым 
изменениям активности γ-ГТП в плазме крови живот-

ных. При нахождении в течение 2 мес в условиях воз-
действия ЭМИ активность фермента в плазме крови 
крыс – увеличивается в 2,3 раза, а через 3 мес в 4 раза 
по сравнению с контролем (табл. 1).

Главный антиоксидант эритроцитарных мембран – 
глутатион и основной антиоксидант плазмы крови – 
церулоплазмин являются мишенью для действия элек-
тромагнитного излучения дециметрового диапазона 
[19].

Представляло интерес провести корреляционный 
анализ между активностью γ-ГТП и содержанием ан-
тиоксидантов (глутатион, церулоплазмин) для опре-
деления степени тесноты связи исследуемых параме-
тров. При проведении корреляционного анализа вза-
имосвязи между активностью γ-ГТП в плазме крови 
и содержанием восстановленного глутатиона в эри-
троцитах интактной группы крыс была установлена 
высокая прочность связи (r=+0,93; R2=0,86) (табл. 2). 
При воздействии ЭМИ в течение 1, 2 и 3 мес коэффи-
циент детерминации (R2) находился уже в диапазоне 
от 0,80 до 0,95, что свидетельствует о высокой тесноте 
связи изученных параметров.

Необходимо отметить, что изменение активности 
γ-ГТП и уровня восстановленного глутатиона находят-
ся в отрицательной корреляционной зависимости, сви-
детельствующей о том, что увеличение одной перемен-
ной (γ-ГТП) ведет к закономерному уменьшению дру-
гой переменной (восстановленный глутатион) (табл. 2). 

В группе интактных животных соотношение 
γ-ГТП/глутатион составляет 1/7, против 1/11 в опыт-
ной группе (ЭМИ – 1 мес), 1/15,5 (ЭМИ – 2 мес), 1/23 
(ЭМИ – 3 мес). Γ-ГТП – мембраносвязанный фер-
мент, способствующий поддержанию физиологи-
ческих концентраций восстановленного глутатио-

Таблица 1. Активность γ-ГТП (ед/л) в плазме крови крыс при электромагнитном облучении дециметрового диапазона, (M±m)

Table 1. Gamma-glutamyltranspeptidase activity (IU/L) in the blood plasma of rats exposed to the decimeter-range electromagnetic  
radiation, (M±m)

Группы животных /Animal groups
γ-глутамилтранспептидаза

γ-glutamyltranspeptidase

Интактная группа / Intact group 16,72±0,74

Опытная группа / Experimental group

ЭМИ (1 мес) / EMR (1 months) 25,48±3,27*

ЭМИ (2 мес) / EMR (2 months) 38,56±2,82**

ЭМИ (3 мес) / EMR ( months) 65,67±1,64**

Примечание. ЭМИ – Электромагнитное излучение; * – статистически значимые различия (р<0,05) с группой интактных животных.** – 
статистически значимые различия (р<0,05) между группами.
Note. EMR – electromagnetic radiation; * p<0.05 – significant differences from control rats. 
** p<0.05 – significant differences between groups. 
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на. Расчет соотношения активности γ-ГТП в плазме 
и уровня восстановленного глутатиона в эритроцитах 
крови крыс в динамике через 1, 2 и 3 мес воздействия 
ЭМИ свидетельствует, что увеличение активности 
γ-ГТП происходит более интенсивно, чем увеличение 
уровня восстановленного глутатиона, что свидетель-
ствует о развитии дисбаланса в γ-глутамильном цикле.

Статистически значимые изменения содержания глу-
татиона в эритроцитах и церулоплазмина в плазме кро-
ви крыс наблюдаются лишь спустя 3 мес воздействия 
ЭМИ [19]. Результаты корреляционного анализа меж-
ду активностью γ-ГТП и содержанием ЦП при длитель-
ном действии ЭМИ представлены в табл. 3. В интакт-
ной группе животных теснота корреляционной связи 
между исследуемыми показателями – высокая, коэф-
фициент детерминации 0,60. Снижение коэффициента 
детерминации до 0,47 наблюдалось у крыс, находящих-
ся под действием ЭМИ в течение 1 мес. У крыс опытной 

группы, которые находились под действием ЭМИ в тече-
ние 2, либо 3 мес, коэффициент детерминации находил-
ся в диапазоне от 0,51 до 0,79, что свидетельствует о пре-
емственности исследуемой модели (табл. 3). 

В группе интактных животных соотношение 
γ-ГТП/ЦП составляет 15/1, против 10/1 в опытной 
группе (ЭМИ – 1 мес). Вместе с тем, расчет соотноше-
ния содержания γ-ГТП/ЦП спустя 2 мес воздействия 
ЭМИ составил 7/1, а через 3 мес – 4,5/1.

Таким образом, длительное пребывание крыс в ус-
ловиях воздействия ЭМИ приводит к статистически 
значимым однонаправленным изменениям активно-
сти γ-ГТП и содержания ЦП. При этом следует заме-
тить, что изменения активности γ-ГТП более значимы.

Обсуждение

Длительное нахождение животных под воздей-
ствием ЭМИ дециметрового диапазона сопровожда-

Таблица 2. Корреляционный анализ показателей активности γ-глутамилтранспептидазы (ед/л) в плазме и содержания глутатиона 
(мкмоль/г Hb) в эритроцитах периферической крови крыс при электромагнитном облучении

Table 2. Correlation analysis of γ-glutamyltranspeptidase activity (units/L) in plasma and glutathione content (μmol/g Hb) in peripheral 
blood erythrocytes of rats under electromagnetic radiation

Исследуемая группа 
Study group

а
0

а
1

r
xy

Теснота связи/ Tightness 
of communication

R2

 Интактная группа / Intact group +0,11 +4,20 +0,93 Высокая/High 0,86

Опытная группа / Experimental group

ЭМИ (1 мес)/EMR (1months ) -0,05 +3,60 -0,90 Высокая/High 0,80

ЭМИ (2 мес)/EMR (2 months) -0,06 +4,91 -0,97 Весьма высокая/Strong 0,95

ЭМИ (3 мес)/EMR(3 months) -0,05 +5,84 -0,95 Весьма высокая/Strong 0,89

Примечание. Перевод количественного значения (r
xy

) в качественное по шкале Чеддока: 0,1–0,3 – слабая, 0,3–0,5 – умеренная, 0,5–0,7 – 
заметная, 0,7–0,9 – высокая (тесная), 0,9–0,99 – весьма высокая (очень тесная).
Note. Converting of the quantitative value (r

xy
) into qualitative on the Cheddock scale: 0.1-0.3 – insignificant, 0.3-0.5 – moderate, 0.5-0.7 – perceable,  

0.7–0.9 – high (close), 0.9-0.99 – very high (very close).

Таблица 3. Корреляционный анализ показателей активности γ-глутамилтранспептидазы (ед/л) и церулоплазмина (мг/л) в плазме 
крови крыс при электромагнитном облучении

Table 3. Correlation analysis of γ-glutamyl transpeptidase activity ( UI/L) and ceruloplasmin (mg/L) in rat blood plasma during 
electromagnetic  radiation

Исследуемая группа
Animal group

а
0

а
1

r
xy

Теснота связи/
Tightness of 

communication
R2

Интактная группа / Intact group +13,01 +37,14 +0,77 Высокая/High 0,60

Опытная группа / Experimental group

ЭМИ (1 мес)/EMR(1months) +4,21 +150,53 +0,68 Заметная/Visible 0,47

ЭМИ (2 мес)/EMR(2 months) +4,00 +117,33 +0,72 Высокая/High 0,51

ЭМИ (3 мес)/EMR(3 months) +0,10 +37,37 +0,89 Высокая/High 0,79
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Оригинальная статья

ется статистически значимым увеличением в плазме 
крови активности γ-ГТП и содержания ЦП, в эритро-
цитах периферической крови уровня восстановленно-
го глутатиона. ЦП – белок острой фазы воспаления, 
осуществляющий транспорт двухвалентной меди в ор-
ганизме. Установленные корреляционные взаимосвя-
зи между уровнем γ-ГТП и ЦП имеют однонаправлен-
ный характер изменений, ассоциированный с ответной 
воспалительной реакций организма при длительном 
воздействии ЭМИ. При оценке соотношений между 
γ-ГТП и ЦП в эксперименте у крыс было показано, что 
при длительном воздействии ЭМИ увеличение актив-
ности γ-ГТП происходит более интенсивно по сравне-
нию с изменениями содержания в плазме крови ЦП. 
Одновременное увеличение сразу нескольких белков 
острой фазы воспаления, является неблагоприятным 
прогностическим фактором, многократно увеличива-
ющим вероятность возникновения катастроф сосуди-
стого генеза [25]. Увеличение содержания ЦП и актив-
ности γ-ГТП в плазме крови коррелирует с выражен-
ностью воспалительного процесса.

γ-ГТП является единственным экзоклеточным 
ферментом, лимитирующим процессы катаболизма 
и ресинтеза главного антиоксиданта эритроцитов – 
глутатиона [26]. Механизм синтеза глутатиона опре-
деляется высокой специфичностью γ-ГТП к гидроли-
тическому разрыву γ-глутамильной связи в молекуле 
глутатиона. γ-ГТП повышает доступность аминокис-
лот для ресинтеза глутатионав γ-глутамильном цикле. 
Известно, что система глутатиона является естествен-
ной цитопротекторной системой при острых интокси-
кациях [27]. Несмотря на значимое увеличение глута-
тиона, проницаемость эритроцитарных мембран в экс-
перименте у крыс при длительном воздействии ЭМИ 
достоверно увеличивается [20]. Проведение корреля-
ционного анализа между активностью γ-ГТП и содер-
жанием восстановленного глутатиона свидетельствует 
о том, что при действии ЭМИ изменения данных по-
казателей находятся в отрицательной корреляционной 
зависимости, а процессы катаболизма глутатиона пре-
обладают над процессами его ресинтеза. Длительное 
воздействие ЭМИ в течение 3 мес сопровождается ком-
пенсаторным увеличением на 20% содержания восста-
новленного глутатиона [20]. Статистически значимое 
увеличение проницаемости эритроцитарных мембран 
свидетельствует о том, что увеличение уровня восста-
новленного глутатиона не способно обеспечить необ-
ходимый уровень АОЗ клеточных мембран эритроци-
тов крыс от неблагоприятного воздействия ЭМИ [20].

γ-ГТП является мишенью для действия многих 
токсикантов [28]. Значимое увеличение активности 

γ-ГТП отмечается у лиц контактирующих с аммиаком 
и углеводородами, при острой алкогольной интокси-
кации, обострении хронического панкреатита, меха-
нической желтухе и холестазе [28], инфаркте миокарда 
и сердечной недостаточности [21]. Увеличение актив-
ности γ-ГТП рассматривается в качестве достоверно-
го маркера сердечно-сосудистых заболеваний ассо-
циированных с высоким кардиоваскулярным риском 
[21, 29, 30]. Показана ценность определения γ-ГТП 
в плазме крови для прогноза течения инфаркта ми-
окарда и появления его фатальных осложнений [30].

Инфаркт миокарда сопровождается системной 
и локальной воспалительной реакцией приводящей 
к повреждению эндотелиальных структур с последу-
ющим нарушением сердечного ритма [16]. В условиях 
хронического воздействия ЭМИ, нарушения в работе 
сердечно-сосудистой системы могут способствовать 
развитию ишемии приводящей к деструкции клеток 
миокарда [4, 7]. В случае продолжающейся деструк-
ции острофазные реактанты могут длительное время 
персистировать в организме. Вместе с тем, при воздей-
ствии ЭМИ в течение 3 мес содержание γ-ГТП и ЦП 
в плазме крови крыс увеличивается. Определение ак-
тивности γ-ГТП в плазме крови -- поздно реагирую-
щий маркер при инфаркте миокарда, который отража-
ет вовлечение в патологический процесс существенной 
миокардиальной массы с формированием постинфар-
ктной сердечной недостаточности [30]. Увеличение со-
держания ЦП в плазме крови и слюне может использо-
ваться в качестве дополнительного диагностического 
маркера при остром коронарном событии [25], гипер-
трофической кардиомиопатии и сердечной недоста-
точности [31]. Показано, что при инфаркте миокарда 
содержание ЦП увеличивается на 16% и на 22% при 
инфаркте миокарда, осложненном острой левожелу-
дочковой недостаточностью [32]. Вместе с тем, дли-
тельное нахождение крыс в условиях воздействия ЭМИ 
сопровождается увеличением более чем на 13% ЦП. 
Увеличение содержания ЦП рассматривается в каче-
стве независимого предиктора долгосрочной смерт-
ности у больных с сердечной недостаточностью [15]. 
Однонаправленный характер изменений активности 
γ-ГТП и содержания ЦП у крыс при длительном воз-
действии ЭМИ и у больных инфарктом миокарда, по-
зволяет рассматривать ЭМИ дециметрового диапазо-
на в качестве возможного фактора формирования бо-
лезней системы кровообращения.

Заключение

Дана экспериментальная оценка влияния элек-
тромагнитного излучения на активность γ-глутамил-
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транспептидазы в плазме крови крыс. Фермент γ-глу-
тамилтранспептидаза, наряду с антиоксидантами глу-
татионом и церулоплазмином, является мишенью для 
действия электромагнитного излучения. Электромаг-
нитное излучение – возможный фактор формирования 
патологии сердечно-сосудистой системы.
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Разработка и изучение влияния дермального гидрогеля  
с экстрактом кукурузы столбиков с рыльцами на процесс 
репарации скарифицированных ран в эксперименте

ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет Минздрава» России, 

350063, Краснодар, Россия, ул. им. Митрофана Седина, д. 4

Введение. Одним из наиболее перспективных способов терапии раневых поражений является использование коллагено-

вых гидрогелей. Добавление растительных БАВ кукурузы столбиков с рыльцами (КСР) может значительно повысить антиок-

сидантное, кровоостанавливающее и противовоспалительное действие коллагеновых гидрогелей. Цель работы – оценка 

цитотоксических и репаративных свойств поликомпонентного дермального гидрогеля (ДГ) с экстрактом КСР. 

Методика. Густой экстракт КСР получали вакуумфильтрационным экстрагированием кукурузы столбиков с рыльцами. Для 

получения ДГ образцы свиной дермы подвергали децеллюляризации 5% NaOH. Для оценки цитотоксичности использовали 

дермальные фибробласты DF-1 с последующим анализом жизнеспособности методом Live&Dead. Исследование эффек-

тивности использования ДГ с 2% экстрактом КСР проводили на самцах крыс  Вистар: группа 1-я – крысы без лечения (кон-

трольная группа),  2-я – крысы с лечением ДГ с экстрактом КСР (опытная группа),  3-я – крысы с лечением ДГ без экстракта 

КСР (группа сравнения). Крысам в области холки наносили скарифицированные раны 30х20х2 мм, после чего раны крыс 

группы 2-й и 3-й обрабатывали ДГ в течение 7 сут. Препараты образцов кожи крыс обрабатывали антителами к CD68, CD3 

или окрашивали гематоксилином и эозином. 

Результаты. ДГ и экстракт КСР в разведении 1:50 не проявляли токсических эффектов, поэтому данное разведение экс-

тракта КСР было выбрано для получения комбинированного ДГ с 2% экстрактом КСР. По результатам визуальной, гисто-

логической и иммуногистохимической оценки эффективности репарации в контрольной группе и группе сравнения на 

7-е сут эксперимента в области раны отмечалось образование струпа, а в опытной группе на те же сроки формирование 

всех слоёв кожи. В опытной группе на 2-е сут  в препаратах определялось значительное количество CD3 и CD68-позитив-

ных клеток, а на 7-е сут  данных клеток обнаружено не было. 

Заключение. Используемая для получения комбинированного ДГ концентрация экстракта КСР не токсична для клеток. 

При оценке результатов лечения исследуемым комбинированным ДГ отмечается положительный репарационный эффект 

как относительно контрольной группы, так и группы сравнения.

Ключевые слова: дерма; гидрогель; экстракт кукурузы рыльцев со столбиками; регенерация; скарифицированные 

раны; экспериментальное лечение
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Melkonyan K.I., Nikiforova E.B.  

Development and study of the effect of a dermal hydrogel with corn silk extract  
on repair of scarified wounds in the experiment

Kuban State Medical University, 

Mitrofana Sedina St. 4, Krasnodar 350063, Russian Federation

Introduction. One of the most promising methods for the treatment of wounds is application of collagen hydrogels. Supple-

ments of plant bioactive compounds of corn silk (CS) can significantly enhance antioxidant, hemostatic, and anti-inflammatory 

effects of collagen hydrogels.

The aim of the study was to evaluate the cytotoxic and reparative properties of a multicomponent dermal hydrogel (DH) with 

the CS extract. 

Methods. We obtained a thick CS extract by vacuum filtration. To obtain DH, samples of porcine dermis were decellularized with 

5% NaOH. Cytotoxicity was assessed with DF-1 dermal fibroblasts, and their viability was determined by the Live&Dead method. 

The effect of DH with the 2% CS extract was evaluated on Wistar male rats: group 1, rats without treatment (control group); group 

2, rats treated with DH with the CS extract (experimental group); and group 3, rats treated with DH without the CS extract (com-

parison group). Scarified wounds (30x20x2 mm) were inflicted in the shoulder area, then the wounds of groups 2 and 3 rats were 

treated for 7 days. Samples of rat skin were stained with hematoxylin and eosin or with CD68, CD3 antibodies. 

Results. The DH with the CS extract at a 1:50 dilution did not show toxic effects; thus, this dilution was chosen for the develop-

ment of a composite DH with the 2% CS extract. According to the results of visual and histological assessment of the reparation 

effectiveness, a scab formed in the wound area in the control and comparison groups on day 7 of experiment, while in the exper-

imental group, all skin layers formed during the same period. A considerable number of CD3, CD68-positive cells was detected in 

the preparations of the experimental group on day 2, while these cells were not found on day 7. 

Conclusion. The concentration of the CS extract used for the development of DH is not toxic to cells. Evaluation of the experi-

mental treatment with the composite DH showed a positive reparative effect compared to the control or the comparison group.
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К настоящему времени лечение ран различной эти-
ологии с помощью консервативных методов не всегда 
приводит к ожидаемым результатам [1]. В зависимо-
сти от характеристик раневой поверхности, таких как 
глубина поражения, локализация и степень воспали-
тельной реакции, подбирается определённое лечение 
[2]. Одним из наиболее эффективных и перспектив-
ных способов терапии раневых поражений является 
использование поликомпонентных гидрогелей на ос-
нове полимеров природного происхождения.

На сегодняшний день основным биополимером 
природного происхождения является коллаген, а од-

ним из доступных материалов для получения коллаге-
нового геля – дерма свиньи [3]. Коллаген – основной 
структурный белок соединительной ткани, являющий-
ся естественным субстратом для клеток [4]. Данный бе-
лок успешно выполняет роль носителя других струк-
турных элементов, используемых в целях регенератив-
ной медицины, например, антибиотиков, факторов 
роста и других биологически активных веществ (БАВ) 
[5]. Особый интерес представляют БАВ кукурузы стол-
биков с рыльцами (КСР), такие как ситостерол, стиг-
мастерол, флавоноиды, витамины K и C, жирные мас-
ла, обладающие подтвержденными антиоксидантным, 
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иммунотропным и противовоспалительным эффекта-
ми, как in vivo, так и in vitro [6]. Вышесказанное обу-
славливает актуальность разработки поликомпонент-
ных коллагеновых гелей с фитокомпонентами как пер-
спективных материалов для лечения репарационных 
процессов, кроме того, важными требованиями к соз-
данию таких поликомпонентных материалов являет-
ся их биологическая активность и биосовместимость. 

Цель исследования – оценка цитотоксических 
и репаративных свойств поликомпонентного дермаль-
ного геля (ДГ) с экстрактом КСР.

Методика 

Получение экстракта КСР и дермального гидрогеля. 
Густой экстракт КСР получали вакуумфильтрацион-
ным экстрагированием растительного сырья – кукуру-
зы столбиков с рыльцами спиртом этиловым 70% в со-
отношении 1:3 с последующим сгущением извлечения 
до остаточной влажности не более 25% [7]. Основой 
для создания ДГ была нативная дерма поросенка по-
роды Ландрас возрастом 4 мес. Образцы дермы (n=10, 
размеры 30×20×0,5 мм) подвергали химической де-
целлюляризации щелочным раствором. Дерму обраба-
тывали 5% раствором NaOH в течение 22 ч, при соот-
ношении масса дермы к объёму раствора – 1:5. После 
этого полученный гидрогель промывали деионизиро-
ванной водой до нейтрального значения pH. 

Оценка цитотоксичности. Для оценки цитотоксич-
ности ДГ и экстракта КСР (в разведениях 1:50, 1:40, 1:20 
и 1:10) использовали линию человеческих дермальных 
фибробластов DF-1, полученную из Российской кол-
лекции клеточных культур позвоночных ФГБУН Ин-
ститута цитологии РАН, 9 пассаж. Подсчёт клеток про-
изводили по стандартной методике в камере Горяева. 
К образцам в объёме 150 мкл добавляли по 200 мкл кле-
ток (1 млн/мл) в полной питательной среде. Далее об-
разцы инкубировали в CO

2
-инкубаторе при температу-

ре +37 °C и концентрации CO
2
 5%. Оценка жизнеспо-

собности клеток проводилась через 48 и 96 ч инкубации. 
Эксперимент проводили в  3 итерациях.  

Для оценки цитотоксичности образцов in vitro ис-
пользовался метод Live/Dead (ThermoFisher Scientific 
Inc., США), по протоколу фирмы-производителя. 
При этом живые клетки приобретали зелёное, а мёрт-
вые – красное свечение за счёт взаимодействия с каль-
цеином-АМ и гомодимером этидия соответственно. 
Флуоресцентные исследования проводились в 3 полях 
зрения для каждого образца с использованием микро-
скопа со светофильтром Olympus СХ 41, данные и изо-
бражения обрабатывали с помощью программного обе-
спечения Olympus CellSens Entry.

Экспериментальное лечение дермальным гидрогелем 

с экстрактом КСР.

Густой экстракт КСР растворяли в очищенной во-
де в соотношении 1:50 и вводили в полученный гидро-
гель в массо-объёмной концентрации 2%.  

Исследование клинической эффективности по-
лученного ДГ с экстрактом КСР было проведено 
на 30 самцах крыс Вистар массой 160-200 г, возраст 3-4 
месяца, содержащихся в условиях вивария при сба-
лансированном питании и естественном освещении.  
Работа проводилась в соответствии с регламентом де-
кларации ЕС от 22 Исследование одобрено этическим 
комитетом ФГБОУ ВО КубГМУ Минздрава России.

Крысы были разделены на 3 группы: 1-я – крысы без 
лечения, или контрольная группа (n=10),  2-я – крысы 
с лечением ДГ с экстрактом КСР, или опытная группа 
(n=10),  3-я группа – с лечением ДГ без экстракта КСР, 
или группа сравнения (n=10). Крысам под общим газо-
вым наркозом «Изофлуран» (индукция 2-5%, поток 0,25-
4%; Laboratorios Karizoo, Испания) в области холки на 
размеченной заранее поверхности наносили скарифици-
рованные раны 30×20×2 мм, после чего раны крыс груп-
пы 2-й и 3-й обрабатывали ежедневно в течение 7 сут ДГ 
с экстрактом КСР и ДГ без экстракта КСР в объёме 0,5 
г соответственно. Всем животным после оперативного 
вмешательства вводился анальгезирующий препарат Ке-
топрофен 10% (5 мг/кг; Нита-Фарм, Россия) и антибио-
тик Конвения (4 мг/кг; Конвения, Zoetis, США). 

Гистологический и иммуногистохимический анализ. 

На 2-е и 7-е сут эксперимента образцы кожи крыс экс-
плантировались с прилежащими нативными тканями 
с помощью устройства для биопсии кожи диаметром 8 мм 
(Medax, Италия) для проведения дальнейшего гистоло-
гического и иммуногистохимического анализа. Иссле-
дование проводили на двух независимых биопсийных 
фрагментах образцов, для каждого из них было выпол-
нено и проанализировано 5 срезов. Для гистологиче-
ского анализа проводилось окрашивание гематоксили-
ном и эозином. Для иммуногистохимического анали-
за использовали термическую демаскировку антигена 
и поликлональные антитела к Т-лимфоцитарному ре-
цептору – CD3 (кат. номер DF7518, Affinity Biosciences, 
Китай) и к интегральному трансмембранному белку, 
маркеру клеток моноцитарной и макрофагальной ли-
нии – CD68 (кат. номер DF7518, Affinity Biosciences, 
Китай). Все образцы исследовали с помощью микро-
скопа Olympus СХ 41 (Olympus, Япония) при увеличе-
нии 400. Для количественной оценки патогистологиче-
ских изменений использовали компьютерную морфоме-
трию с помощью программы ImageJ (National Institution of 
Health, США) и плагина IHC metrics. При количествен-
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ном подсчете результатов иммуногистохимического ис-
следования использовали цветовую сегментацию с вы-
делением зеленого канала, бинаризацию по цвету и ин-
струмент «анализатор частиц».

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов исследования выполняли с помо-
щью программы MedCalc Statistical Software (Бельгия). 
Для проверки характера распределения значений в ва-
риационных рядах использовали критерий Шапиро–
Уилка. Поскольку распределение отличалось от нор-
мального, результаты представлены в виде медианы, 
интерквартильного размаха Me[Q

1
;Q

3
]. Значимость 

различий оценивали с помощью U-критерия Манна–
Уитни. Нулевая гипотеза отвергалась при значении по-
рога доверительной вероятности р<0,05.

Результаты

По результатам количественного анализа кле-
ток в образцах с ДГ было установлено, что че-
рез 48 ч процент живых клеток составил 92±7,4, при 
этом в контрольных образцах (ППС без ДГ) – 88±5,1%. 
Через 96 ч количество клеток в образцах с ДГ незна-
чимо повышалось до 94,3±3,2% (p>0,05) живых клеток 
против 79,3±4,2% клеток в контроле (р<0,05). 

Анализ данных при оценке жизнеспособности кле-
ток в присутствии экстракта КСР в различных разве-
дениях показал, что наиболее высокий процент живых 

клеток по сравнению с контролем был зафиксирован 
в образцах с разведением экстракта КСР 1:50 (84±4,2% 
живых клеток) через 48 ч инкубации, при этом че-
рез 96 ч в образцах с тем же разведением экстракта КСР 
наблюдалось 88,3±1,2% живых клеток, что незначимо 
отличалось от показателей в образцах с разведением 
экстракта КСР 1:40 на те же сутки (87,4±2,1%; р>0,05). 
Полученные данные позволяют сделать заключение 
об отсутствии токсических эффектов ДГ и экстракта 
КСР в разведении 1:50 in vitro.

Сравнительный анализ результатов визуальной 
оценки репаративного действия 2% экстракта КСР 
в ДГ при экспериментальном лечении крыс породы 
Вистар показал, что в группе без лечения (рис. 1, А, 

Б) заживление проходило медленнее, и на 7-е сут 
в области раны оставался струп. Схожая картина 
отмечалась в группе сравнения (рис. 1, Д, Е), при 
этом в опытной группе (рис. 1, В, Г) к 7-м сут уже 
наблюдалось почти полное удаление струпа и отме-
чалось формирование здоровой кожи в области на-
несения раны.

Данные сравнительного гистологического ана-
лиза показали, что на 2-е сут в биопсийных образ-
цах крыс контрольной группы отмечались признаки 
выраженного воспаления, диапедезные кровоизлия-
ния, а на поверхности – слой фибринозно-гнойного 
экссудата (рис. 2, А). К концу эксперимента в образ-

Рис. 1. Внешний вид раны животных в течение эксперимента. А, Б – контрольная группа, без лечения, В, Г – опытная группа, лечение дермаль-

ным гидрогелем с КСР, Д, Е – группа сравнения, лечение дермальным гелем. А, В, Д – 2-е сут, Б, Г, Е – 7-е сут эксперимента.

Fig. 1. Appearance of the wound of the animals during the experiment. A, B – control group, no treatment, C, D – experimental group, treatment with 

dermal hydrogel with CSR, E, F – comparison group, treatment with dermal gel. A, C, D – 2nd day, B, D, E – 7th day of the experiment.
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цах крыс этой же группы отмечалось  полнокровие 
сосудов, в ткани наблюдалось умеренно выраженное 
воспаление, а также эпителий на поверхности раны 
с явлениями паракератоза (рис. 2, Б). В группе срав-
нения на 2-е сут морфологическая картина характери-
зовалась наличием на поверхности  раны слоя фибри-
нозно-гнойного экссудата, при этом сосуды были не-
значительно полнокровны (рис. 2, Д). На 7 сут у крыс 
этой же группы не было признаков воспаления, а на 
поверхностном эпителии отмечался выраженный ро-
говой  слой (рис. 2, Е). На 2-е сут после операции 
в препаратах животных опытной группы эпидермис 
отсутствовал, в поверхностных слоях дермы выявля-
лись признаки фибринозно-гнойного воспаления и  
выраженная инфильтрация нейтрофильными грану-
лоцитами и макрофагами; коллагеновые волокна вы-
глядили набухшими и частично фрагментированны-
ми. На поверхности раны отмечался фибринозно-ге-
моррагический экссудат (рис. 2, В). На 7-е сут после 
операции у этой же группы животных гистологиче-
ская картина характеризовалась полностью сформи-
рованным эпидермисом со слабо выраженным очаго-
вым акантозом и полным отсутствием воспалитель-
ной реакции (рис. 2, Г).

В дальнейшем проводился иммуногистохимиче-
ский анализ образцов биопсии крыс в указанные сро-
ки (рис. 3). Иммунофенотипирование воспалитель-
ного инфильтрата на 2-е сутки в контрольной группе 
выявило 14,2 [11,8; 16,6] макрофагов (CD68+- клеток) 

на 1 мм2 ткани (рис. 3, А). На 7-е сут в образцах крыс 
этой же группы наблюдались остаточные воспали-
тельные изменения с незначительной лимфомакро-
фагальной инфильтрацией (4,6 [2,2; 5,7] макрофагов 
на 1 мм2 ткани) (рис. 3, Б). По данным компьютер-
ной морфометрии в срезах группы сравнения на 2-е 
сут присутствовало 8,7 [7,9; 10,4] макрофагов на 1 мм2 
ткани (рис. 3, Д). Морфологический анализ тканей жи-
вотных группы сравнения на те же сутки выявил ми-
нимальное количество лейкоцитов (2,4 [1,8; 1,9] ма-
крофагов на 1 мм2 ткани по данным компьютерной 
морфометрии), однако здесь отмечалось более вы-
раженное полнокровие сосудов, некробиотические 
изменения стромы и её отёк. В опытной группе на 
2-е сут после операции в препаратах определялось 
значительное количество CD68-позитивных кле-
ток (по данным компьютерной морфометрии – 23,14 
[19,55; 27,04] клеток на 1 мм2 ткани) (рис. 3, В). При им-
муногистохимическом выявлении маркера CD68 на 
7-е сут в опытной группе положительного сигнала 
не было обнаружено (рис. 3, Г).

На 2-е сут в срезах ткани раны животных, не по-
лучавших лечения, выявлено значительное количе-
ство CD3-позитивных лимфоцитов. У животных, для 
лечения которых использовался гидрогель, обнаруже-
на умеренно выраженная лимфоцитарная инфильтра-
ция. Наконец, животные, получавшие экстракт куку-
рузных рылец, имели слабо выраженные скопления 
CD3-позитивных лимфоцитов. 

Рис. 2. Гистологический анализ образцов биопсии области раны крыс. А, Б – контрольная группа, без лечения, В, Г – опытная группа, лечение дер-

мальным гидрогелем с КСР, Д, Е – группа сравнения, лечение дермальным гидрогелем. А, В, Д – 2-е сутки, Б, Г, Е – 7-е сутки эксперимента. Ув. 400.

Fig. 2. Histological analysis of rat biopsy samples. A, B – the control group, rats without treatment; C, D – the experimental group, rats treated with the 

dermal hydrogel with the corn silk extract; E, F – the comparison group, rats treated with the dermal hydrogel without corn silk extract. A, C, E – day 2, 

B, D, F – day 7. Magnification × 400.
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Заключение

 Компоненты комбинированного препарата и все 
разведения экстракта КСР не проявляют цитотоксич-
ности по сравнению с контролем (p<0,05) на ранних 
сроках эксперимента (48 ч), при этом наилучшая жиз-
неспособность клеток наблюдалась при разведении 

На 7-е сут в образцах от контрольного животного 
выявлена умеренная лимфоцитарная инфильтрация. 
У животных, получавших гидрогель, выявлена слабо-
выраженная лимфоцитарная инфильтрация. Нако-
нец, в образцах от животного, на котором применяли 
экстракт кукурузных рылец, выявлены лишь единич-
ные лимфоциты.

Рис. 3. Иммуногистохимический анализ (иммунотипирование CD68) образцов биопсии из области раны крыс. А, Б – контрольная группа, без 

лечения, В, Г – опытная группа, лечение дермальным гидрогелем с КСР, Д, Е – группа сравнения, лечение дермальным гидрогелем. А, В, Д – 2-е 

сут, Б, Г, Е – 7-е сут эксперимента. Ув. 400.

Fig. 3. Immunohistochemical analysis (CD68 immunotyping) of biopsy specimens from the wound area of rats. A, B – control group, no treatment, C, D 

– experimental group, dermal hydrogel treatment with CSR, E, F – comparison group, dermal hydrogel treatment. A, C, D – 2nd day, B, D, E – 7th day of 

the experiment. Magnification × 400.

Рис. 4. Иммуногистохимический анализ (иммунотипирование  CD3) образцов биопсии из области раны крыс. А, Б – контрольная группа, без ле-

чения, В, Г – опытная группа, лечение дермальным гидрогелем с КСР, Д, Е – группа сравнения, лечение дермальным гидрогелем. А, В, Д – 2-е сут, 

Б, Г, Е – 7-е сут эксперимента. Ув. 400.

Fig. 4. Immunohistochemical analysis (immunotyping CD3) of biopsy specimens from the wound area of rats.  A, B – the control group, rats without 

treatment; C, D – the experimental group, rats treated with the dermal hydrogel with the corn silk extract; E, F – the comparison group, rats treated with 

the dermal hydrogel without corn silk extract. A, C, E – day 2; B, D, F – day 7. Magnification × 400.
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экстракта КСР 1:50 в течение 4 сут. При оценке эф-
фективности экспериментального лечения in vivo ДГ 
с 2% экстрактом КСР отмечался положительный ре-
парационный эффект по данным гистологического 
и иммуногистохимического анализа как относитель-
но контрольной группы, так и группы сравнения. Это 
указывает на эффективность биологически активных 
веществ экстракта КСР, а также его потенциальную 
возможность использования в качестве ранозаживляю-
щего препарата на гидрогелевой основе.
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Анализ причин и подходов к регуляции цитотоксического 
состояния микроглии стареющего мозга

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 

125315, Москва, Россия, ул. Балтийская, д. 8

С момента эпохального открытия микроглии Пио дель Рио Ортегой минуло столетие многоплановых исследований, кото-

рые подтвердили гениально предсказанные испанским гистологом свойства и функции микроглиальных клеток. Однако 

причины  возрастзависимого снижения гомеостатического/репаративного потенциала микроглии, также как подходы к 

модуляции цитотоксического состояния микроглии стареющего мозга остаются нерешенными вопросами на текущем 

этапе развития нейробиологии, в то время как возраст-ассоциированные нейровоспаление, нейродегенерация и нейро-

дисфункция представляют собой угрожающий вызов современному «стареющему» социуму. Цель обзора – анализ пред-

ставлений о причинах развития дистрофического/старческого фенотипа микроглии и подходов к увеличению ее нейро-

репаративного потенциала в стареющем мозге. В работе обсуждаются прогрессирующая с возрастом глюкокортикоидная 

гиперпродукция и недостаточность про-разрешающих/про-анаболических факторов как ведущие механизмы в развитии 

возрастных дистрофических изменений микроглии.
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Since the epoch-making discovery of microglia by Pio del Rio Ortega, a century of multifaceted studies has passed, which con-

firmed the properties and functions of microglial cells ingeniously predicted by the Spanish histologist. However, the reasons for 

the steady age-dependent decrease in the homeostatic/reparative potential of microglia, as well as approaches to modulating 

the cytotoxic state of microglia in the aging brain, remain unresolved issues at the current state of neurobiology, while age-asso-

ciated neuroinflammation, neurodegeneration and neurodysfunction represent a threatening challenge to the modern “aging” 

society. The aim of this review was to analyze the ideas about the causes for the development of the microglia dystrophic/senes-

cent phenotype of microglia and approaches to enhancing its neuroreparative potential in the aging brain. The authors discussed 

the age-related progression of glucocorticoid hyperproduction and the shortage of pro-resolving/pro-anabolic factors as the lead-

ing mechanisms in the development of age-related dystrophic changes in microglia.

Keywords: microglia; neuroinflammation; aging; hypothalamic-pituitary-adrenal axis hyperactivation; pro-resolving/pro-
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Список сокращений:

АКТГ – адренокортикотропный гормон
АР – андрогеновый рецептор
АФК – активные формы кислорода
БА – болезнь Альцгеймера
ГГН – гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-

вая ось
ГК – глюкокортикоидные гормоны
ГКГ – главный комплекс гистосовместимости
ГР – глюкокортикоидный рецептор
ГЭБ – гематоэнцефалический барьер
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
КГМ – кора головного мозга
КРГ – кортикотропин рилизинг гормон
ЛПС – липополисахарид
МР – минералокортикоидный рецептор
НПВП – нестероидные противовоспалительные 

препараты
ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты
ПОМК – проопиомеланокортин
ПР – прогестероновый рецептор
ТР – рецептор тиреоидных гормонов
ЦНС – центральная нервная система
ЦОГ – циклооксигеназа
ЭР – эстрогеновый рецептор
AMPAR – α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazo-

lepropionic acid receptor
AP-1 – activating protein-1
APP – amyloid-beta precursor protein
ARE – androgen response element
ATP5A – ATP synthase alpha chain
Aβ – amyloid beta
BACE1 – beta-site APP-cleaving enzyme 1
BDNF – brain-derived neurotrophic factor
COX2 – cytochrome c oxidase subunit II
cyt b – cytochrome b

ERR – estrogen related receptor
FGF – fibroblast growth factor
GM-CSF – granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor
GRE – glucocorticoid response elements
GSTM – glutathione S transferase
HIF – hypoxia-inducible factor
Iba1 – ionized calcium-binding adapter molecule 1
IFN – interferon
IGF – insulin-like growth factor
IkBα – nuclear factor of kappa light polypeptide gene 

enhancer in B-cells inhibitor, alpha
IL – interleukin
iNOS – inducible nitric oxide synthase
IRF – interferon regulatory factor
NDUFV2 – NADH dehydrogenase [ubiquinone] 

flavoprotein 2
NF-kB – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells
NMDAR – N-methyl-D-aspartate receptor
NOX – NADPH oxidase
NRF – nuclear respiratory factor
PDGF – platelet-derived growth factor
PGC-1α – peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1 alpha
PGE2 – prostaglandin E2
PPAR – peroxisome proliferator-activated receptors
RXR – retinoid X receptor
SASP – senescence-associated secretory phenotype
SDHA – a flavochrome subunit of succinate 

dehydrogenase
SOD – superoxide dismutase
STAT – signal transducer and activator of transcription
TFAM – mitochondrial transcription factor A
TGF – transforming growth factor
TLR – toll-like receptor
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TNF – tumor necrosis factor
TREM – triggering receptor expressed on myeloid cells

VEGF – vascular endothelial growth factor

Введение

Проблема персистирующего старческого систем-
ного воспаления, провоцирующего и потенцирующе-
го развитие возраст-ассоциированных заболеваний, 
связана с недостаточным пониманием причин и ме-
ханизмов этого явления, получившего в англоязыч-
ной литературе выразительное определение «inflam-
maging», закрепившее прочную связь между старением 
и воспалением. Хроническое нейровоспаление, про-
грессирующее от пожилого к старческому возрасту, 
представляет собой главный патогенетический меха-
низм нейрокогнитивных нарушений и нейродегенера-
ции. Обзор посвящен анализу новейших и более ран-
них представлений о причинах развития воспалитель-
но-дегенеративных изменений центральной нервной 
системы (ЦНС) при старении организма, обсуждают-
ся провоспалительные и атрофогенные эффекты хро-
нической гиперпродукции глюкокортикоидов в ста-
реющем организме.

В работе освещается новое «про-разрешающее» на-
правление (resolving pharmacology) в фармакологиче-
ской коррекции старческого хронического нейровос-
паления, обосновывается необходимость критического 
пересмотра допустимости применения глюкокорти-
коидной терапии в пожилом и старческом возрасте.

Были использованы следующие интернет-ресурсы 
и базы данных: PubMed, PubMed Central, MEDLINE, 
Google, Medline Complete, elibrary.ru. Проанализирова-
ны 185 статей, отобранные по ключевым словам: ней-
ровоспаление, стареющая микроглия, гомеостатиче-
ский/провоспалительный/противовоспалительный 
микроглиальные фенотипы, проразрешающие фак-
торы, нейростероиды, глюкокортикоиды, ядерные ре-
цепторы, противовоспалительная терапия.

1. Микроглия в регуляции церебрального гомеоста-

за, иммунных ответов и стресс-реакций.

Микроглиоциты – резидентные макрофаги 
ЦНС – происходят от примитивных гемопоэтических 
предшественников желточного мешка, колонизирую-
щих нервную ткань в раннем эмбриональном перио-
де до формирования гематоэнцефалического барьера 
(ГЭБ). Микроглиоциты подобно другим мононукле-
арным фагоцитам костномозгового происхождения 
(моноциты, макрофаги, дендритные клетки) способ-
ны мигрировать, фагоцитировать, презентировать ан-
тиген, однако обладают рядом уникальных черт, обу-
словленных их эмбриональным происхождением [1].

Микроглиоциты представляют собой доминирую-
щую популяцию иммунных клеток ЦНС. Другие ти-
пы иммуноцитов в паренхиме мозга в физиологиче-
ских условиях не представлены, что обеспечивается 
ГЭБ и глиальной продукцией иммуносупрессорного 
цитокина TGF-β1 (transforming growth factor), иници-
ирующего апоптоз высокоспециализированных им-
мунных клеток (лимфоцитов, моноцитов и грануло-
цитов), но не микроглиоцитов, представляющих со-
бой популяцию макрофагов с наиболее подавленным 
иммунофенотипом [2].

Незрелое состояние микроглиальных клеток, от-
личающее их от макрофагов и дендритных клеток кос-
тномозгового происхождения, проявляется низкой 
экспрессией белков главного комплекса гистосовме-
стимости (ГКГ) класса II и костимулирующих моле-
кул, ослабленной антигенпрезентирующей функцией 
и ограниченной способностью к активации Т-клеток, 
что предотвращает развитие аутоиммунной реакции, 
вызванной презентацией гликолипидных аутоантиге-
нов ЦНС. В частности, индукция in vitro дифференци-
ровки моноцитов в зрелые антиген-представляющие 
дендритные клетки достигается воздействием GM-CSF 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), IL-
4 (interleukin 4) и ЛПС (липополисахарид), а микрог-
лия в тех же условиях снижает экспрессию белков ГКГ 
класса II и формирует макрофагоподобный фенотип, 
экспрессирующий противовоспалительный IL-10 [3].

Гомеостатическая (покоящаяся, надзорная, развет-

вленная) микроглия выявляется в здоровом мозге, ха-
рактеризуется развитием тонких подвижных сильно 
разветвленных отростков, обследующих микроокру-
жение на наличие сигналов клеточного повреждения 
и инфекционной инвазии. Покоящаяся микроглия 
поддерживает тканевой гомеостаз за счет продук-
ции нейротрофических факторов (IGF1/2, insulin-like 
growth factor 1/2; FGF2, fibroblast growth factor 2; BD-
NF, brain derived neurotrophic factor; PDGF, platelet-
derived growth factor) и иммуносупрессорного цитокина 
TGF-β1, способствует выживанию и созреванию кле-
ток-предшественников нейронов и олигодендроцитов. 
При фармакологическом истощении микроглии в раз-
вивающемся мозге увеличивается количество гибну-
щих нейронов и клеточного дебриса [4].

В формировании разветвленного микроглиаль-
ного фенотипа определяющую роль играют астроци-
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тарные сигналы. Астроциты, как основные стерои-
догенные клетки ЦНС, продуцируют нейроактивные 
стероиды (прогестерон, эстрадиол, дегидроэпиан-
дростерон, андростендион, тестостерон), которые 
являются наиболее мощными эндогенными модуля-
торами клеток микроглии и способны через актива-
цию специфических ядерных рецепторов ограничи-
вать микроглиальную реактивность, индуцировать 
рост отростков и увеличивать экспрессию микрогли-
ей нейротрофинов [5]. При культивировании в стан-
дартных условиях микроглия приобретает амебоид-
ную форму, но при совместном культивировании 
с астроцитами демонстрирует разветвленную мор-
фологию [6]. Разветвленное строение приобретают 
моноциты крови в присутствии астроцитов, однако 
они не формируют транскриптом идентичный ми-
кроглии зародышевого происхождения и могут быть 
определены как микроглиально-подобные клетки 
(microglia-like cells). Истинная микроглия характе-
ризуется активацией специфических генов (Sall1, 

P2ry12, Tmem119), которые не экспрессируются у ми-
кроглиально-подобных клеток моноцитарного про-
исхождения [2]. Транскрипционный фактор Sall1 
(Spalt-Like transcription factor 1) признан критически 
значимым для поддержания фенотипа покоящейся 
микроглии с подавленными генами воспалитель-
ного ответа, в то время как микроглиально-подоб-
ные клетки моноцитарного происхождения, обла-
дая сходной с микроглией разветвленной морфоло-
гией, характеризуются большей степенью активации 
про-воспалительных генов [7].

Гомеостатическая микроглия осуществляет неим-
мунологическую функцию синаптического ремодели-
рования посредством частичного фагоцитоза (трого-
цитоз) малоактивных синапсов, дендритных шипов, 
дендритов небольшого размера и чрезмерно развет-
вленных аксонов. Микроглия устраняет преимуще-
ственно возбуждающие глутаматергические синапсы, 
ограничивая возбудимость нейронов и глутаматную 
токсичность, провоцирующую нейровоспаление [8].

Микроглия эффективнее чем моноцитарные ма-
крофаги фагоцитирует фрагменты миелина, причем 
провоспалительные цитокины TNF-α и IFN-γ спо-
собствуют микроглиальному фагоцитозу миелина, 
в то время как у макрофагов моноцитарного проис-
хождения тормозят. Микроглия фагоцитирует апопто-
тические клетки в ЦНС. Компоненты апоптотических 
клеток служат лигандами микроглиальному рецептору 
TREM2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2), 
активирующему фагоцитоз и ингибирующему воспа-
лительную активацию микроглии [9].

Гомеостатический фенотип микроглии контро-
лируется нейронами и астроглией. Нейроны консти-
тутивно экспрессируют сигналы «выключения» («off» 
signals), ингибирующие активацию микроглии и фор-
мирующие иммуносупрессивную среду в ЦНС. Наибо-
лее полно охарактеризованы нейрональные гликопро-
теины CD200, CD47 и микроРНК-124-3p [10]. Ключе-
вая роль в поддержании гомеостатического состояния 
микроглии отводится астроглиальным нейростероидам 
(прогестерон, эстрадиол, дегидроэпиандростерон, те-
стостерон), поскольку возрастное снижение продук-
ции половых гормонов астроцитами и гонадами про-
воцирует устойчивую провоспалительную активацию 
микроглии в стареющем мозге [5].

Микроглия подобно другим тканевым макрофа-
гам проявляет фенотипическую пластичность, спо-
собность активироваться в зависимости от сигналов 
микроокружения. Провоспалительная активация ми-
кроглии развивается в течение нескольких минут по-
сле травмы или воздействия инфекционных агентов, 
что приводит к быстрому изменению экспрессии ге-
нов, морфологической и функциональной трансфор-
мации [1, 6].

Провоспалительный (цитотоксический) М1-фено-

тип микроглии характеризуется увеличенным клеточ-
ным телом (микроглиальная гипертрофия), коротки-
ми расширенными слаборазветвленными отростками. 
М1-микроглия проявляет цитотоксичность, высокую 
миграционную и пролиферативную активность. Глав-
ными функциями М1-микроглии являются иммуно-
стимулирующая (рекрутинг и активация перифери-
ческих иммуноцитов), бактерицидная, антигенпре-
зентирующая [1].

Провоспалительный М1-фенотип микроглии фор-
мируется после вирусной/бактериальной инвазии, трав-
мы, гипоксии, ишемии, стресса. Триггерными сигна-
лами к М1-активации являются инфекционные ан-
тигены, белки и нуклеиновые кислоты поврежденных 
клеток, АТФ, глутамат, провоспалительные цитоки-
ны IFN-γ (interferon γ), TNF-α (tumor necrosis factor α), 
IL-1. Микроглиальный рецептор TLR4 (toll-like recep-
tor 4) распознает бактериальные антигены, пуриновые 
рецепторы (P2X4, P2X7, P2Y6, P2Y12) – АТФ, TLR2/4 – 
белки теплового шока, TLR9 – ДНК. Активация ио-
нотропных AMPAR (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor), NMDAR (N-methyl-D-
aspartate receptor) и метаботропных (mGluR2, mGluR3) 
глутаматных рецепторов вызывает провоспалительную 
М1-активацию микроглии [1, 11].

Молекулярный механизм М1-поляризации ми-
кроглии заключается в активации транскрипцион-
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ных факторов NF-kB (nuclear factor κB) и HIF-1 (hy-
poxia-inducible factor 1), отвечающих за инициацию 
и развитие воспалительной реакции. NF-kB акти-
вирует экспрессию генов провоспалительных ци-
токинов (TNF-α, IL-1β, IL-6), iNOS (inducible NO 
synthase), хемокинов, матриксных металлопротеи-
наз [12]. NF-kB активирует экспрессию гена HIF-

1α, координирующего метаболическое репрограм-
мирование микроглии, подавление митохондриоге-
неза и окислительного фосфорилирования, переход 
к гликолитической анаэробной энергопродукции, 
что необходимо для генерации активированной ми-
кроглией цитотоксичных активных форм кислорода 
(АФК). HIF-1 является не только главным регулято-
ром механизмов адаптации к гипоксии, но и меха-
низмов воспаления, играет критическую роль в вос-
палительной поляризации макрофагов [13]. Деле-
ция HIF-1α в макрофагах приводит к нарушению их 
миграционной активности. HIF-1 активирует экс-
прессию генов хемокиновых рецепторов (CXCR1, 
CXCR4), TLR4, iNOS, NOX2 (NADPH oxidase), 
MMP-1 (matrix metalloproteinase 1), провоспалитель-
ных цитокинов (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8), способ-
ных через рецептор-опосредованные пути активиро-
вать NF-kB. NF-kB, наиболее значимый в развитии 
воспалительных и иммунных ответов транскрипци-
онный фактор, является, подобно HIF-1α, гипокси-
ческим, поскольку в его инактивации задействованы 
О

2
-зависимые пролилгидроксилазы. Гипоксия тес-

но связана с воспалением (воспалительная гипок-
сия) в связи с повышенным потреблением кислоро-
да провоспалительно поляризованными макрофага-
ми, генерирующими в НАДФН-оксидазной реакции 
супероксидный радикал [13, 14].

Таким образом, гипоксия провоцирует и потенци-
рует механизмы воспаления. Уже однократное гипок-
сическое воздействие (7% О

2
, 24 ч) вызывает увеличе-

ние экспрессии маркеров М1-фенотипа микроглии 
(Iba1, CD86, TNF-α, IL-6, CCL2, CCL3) и снижение 
содержания маркеров противовоспалительного фе-
нотипа М2 (аргиназа 1, CD206, IL-4, IL-10) у мышей 
дикого типа [15]. В культивируемой первичной ми-
кроглие после однократной 3-часовой гипоксии вы-
является увеличение уровня мРНК iNOS, TNF-α, IL-
1β (маркеры М1-фенотипа), снижение Trem2 и Arg-1 
(маркеры М2-фенотипа) [16]. Хроническая интерваль-
ная гипоксия (чередующиеся 2-минутные эпизоды ги-
поксии (10,5% O

2
) и нормоксии (21% O

2
) в течение 8 ч 

в сутки; 14 сут) увеличивает экспрессию TNF-α, IL-
1β, IL-6, ЦОГ2 (циклооксигеназа), TLR-4 микрогли-
ей крыс [17].

Стрессовые воздействия (острый, субхрониче-
ский, хронический стресс) вызывают типичные для 
М1 фенотипа микроглии морфологические измене-
ния, повышенную экспрессию молекул ГКГ II, TLR4, 
провоспалительных цитокинов и хемокинов (IL-1β, 
TNF-α, IL-6, CCL2), снижение экспрессии противо-
воспалительного цитокина IL-10. Сверхэкспрессия 
провоспалительных цитокинов сохраняется в микро-
глие не менее 24  сут после стресса. Ключевую роль 
в формировании стресс-индуцированного провоспа-
лительного состояния микроглии играют глутаматер-
гическая, норадренергическая и глюкокортикоидная 
сигнальные системы, активация которых запускает-
ся стрессорами [18].

Глутаматная сигнализация при стрессе активиру-
ется мгновенно, происходит выброс глутамата, акти-
вация ионотропных глутаматных NMDA-рецепторов, 
возбуждение глутаматергических нейронов. При этом 
быстрый массированный вход ионов кальция в нейро-
ны вызывает активацию Са2+-зависимых оксидаз, ка-
спаз, фосфолипаз, что сопровождается увеличением 
потребления кислорода, изменением паттерна экпрес-
сируемых генов и снижением экспрессии нейрональ-
ных иммуносупрессивных сигналов, таких как CD200, 
TGF-β, выключающих иммунофенотип микроглии. 
Более того, при стрессе гиперактивированные ней-
роны секретируют во внеклеточную среду аденило-
вые нуклеотиды, которые через активацию пурино-
вых рецепторов вызывают провоспалительную поля-
ризацию микроглии. Глутамат/NMDAR сигнализация 
имеет ключевое значение в увеличении микроглиаль-
ной продукции TNF-α при стрессе [18, 19].

При стрессе уровень норадреналина значительно 
повышается в разных областях мозга, включая кору, 
гипоталамус, гиппокамп, миндалину. Высокие кон-
центрации норадреналина активируют α2-адреноре-
цепторы микроглии, связанные с Gi/o-белками, ин-
гибирующими аденилатциклазу и сопряженные про-
тивовоспалительные сигнальные пути [20].

Глюкокортикоиды (ГК) – конечные гормоны ги-
поталамо-гипофизарно-надпочечниковой (ГГН) си-
стемы – связываются с высоким сродством с мине-
ралокортикоидными рецепторами (МР) (Kd=0,5 нM) 
и с меньшим сродством с глюкокортикоидными рецеп-
торами (ГР) (Kd=5,0 нM), что приводит в состоянии 
покоя к насыщению 80% МР и 10% ГР, а при стрес-
се – к их полному насыщению. ГР оказывают проти-
вовоспалительное влияние на микроглию, напрямую 
в виде мономера взаимодействуя с ДНК-связанными 
провоспалительными факторами транскрипции, таки-
ми как NF-kB, AP1 (activator protein 1), IRF (interferon 
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regulatory factor), STAT (signal transducer and activator 
of transcription), и подавляя их активность (трансре-
прессия по механизму белок-белкового взаимодей-
ствия) [21]. ГР в виде гомодимеров/гомотетрамеров 
связываются с GRE (glucocorticoid response element) 
ДНК, активируют экспрессию генов, противодейству-
ющих сигналам воспаления: липокортина I, ингиби-
тора NF-kB (IkBα), IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β, MAPK-
фосфатазы 1 [22]. ГК признаются критически значи-
мыми физиологическими ограничителями активации 
микроглии в низких и средних концентрациях (0,2-0,6 
мкМ), а более высокие уровни ГК (1мкМ) при продол-
жительном стрессе (7 дней и более) потенцируют экс-
прессию микроглией провоспалительных цитокинов, 
что связано со способностью ГР усиливать экспрес-
сию, фосфорилирование и активацию нейрональных 
и микроглиальных NMDAR и AMPAR, потенцируя 
провоспалительную глутаматную сигнализацию [23]. 
Воспалительные микроглиальные цитокины IL-1β, 
TNF-α, IL-6, IFN-α вызывают секрецию кортикотро-
пин-рилизинг гормона (КРГ) и адренокортикотропно-
го гормона (АКТГ), способствуют устойчивой актива-
ции ГГН-оси, повышению уровня циркулирующих ГК 
и стресс-реактивности организма [24].

Противовоспалительный (проразрешающий, имму-

норегуляторный, репаративный) М2-фенотип микрог-

лии отличается от М1-фенотипа крупными размерами, 
амебоидной формой, высокой фагоцитарной активно-
стью, секрецией противовоспалительных цитокинов 
(TGF-β, IL-10), ростовых факторов (VEGFα, PDGFA), 
нейротрофинов (BDNF, FGF2), что способствует ан-
гиогенезу, нейрогенезу, митохондрио- и синаптоге-
незу [4, 12]. Главная функция М2-микроглии заклю-
чается в разрешении воспаления и репарации ткани. 
М2-фенотип индуцируется гормонами противовоспа-
лительного действия (ГК, половые и тиреоидные гор-
моны), нейротрансмиттерами (γ-аминомасляная кис-
лота, норадреналин, ацетилхолин), противовоспали-
тельными цитокинами (TGF-β1, IL-4, IL-10, IL-13), 
метаболитами (аденозин, лактат, итаконат), произво-
дными полиненасыщенных жирных кислот (липок-
сины, резольвины, протектины, марезины), фагоци-
тируемыми апоптотическими клетками, аннексином 
А1 (липокортин) [25].

В развитии противовоспалительной М2-поляриза-
ции микроглии/макрофагов ключевым молекулярным 
механизмом является переход клеток от анаэробной 
гликолитической энергопродукции к высокоэффектив-
ной аэробной митохондриальной энергопродукции. Это 
метаболическое перепрограммирование регулируется 
несколькими факторами транскрипции: NRF1/2 (nucle-

ar respiratory factor), PPARγ (peroxisome proliferator acti-
vated receptor) и ERRα (estrogen receptor related receptor). 
NRF1/2 активируют экспрессию свыше 70% ферментов 
дыхательной цепи митохондрий и TFAM (transcription 
factor A of mitochondria), PPARγ индуцирует экспрессию 
ферментов окисления высших жирных кислот, ERRα 
активирует экспрессию генов NRF1/2, PPARγ, а также 
антиоксидантных ферментов и ангиогенных факторов, 
что необходимо для поддержания кислородного обеспе-
чения окислительного фосфорилирования в митохон-
дриях. PPARγ и ERRα, подобно ГР, подавляют актив-
ность NF-kB, снижают экспрессию TNF-α, IL-1, IL-6, 
iNOS, MMP9 и, тем самым, вовлекаются в механизмы 
ограничения воспалительной реакции [26, 27, 28]. Важ-
но отметить, что PPARγ обладает широкой субстратной 
специфичностью, активируется полиненасыщенными 
жирными кислотами (ПНЖК), их производными (ли-
поксины, резолвины, протектины, марезины) и, та-
ким образом, опосредует эффекты обширной группы 
липидных регуляторов разрешения воспаления. Ли-
ганды PPARγ индуцируют гены IL-13, Arg-1, CD206, 
CD36 противовоспалительного М2-фенотипа макрофа-
гов [27]. Важно отметить, что активность рассматривае-
мых проразрешающих факторов транскрипции (PPARγ, 
ERRα, NRF1/2) проявляется в присутствии транскрип-
ционного коактиватора PGC-1α (peroxisome-proliferator 
activated receptor 1 alpha) [29]. PGC-1α необходим для 
альтернативной М2-активации макрофагов. При воз-
растном снижении экспрессии PGC-1α происходит 
неконтролируемая прогрессия воспаления, системное 
повышение уровня провоспалительных факторов да-
же в отсутствии провоцирующих провоспалительных 
факторов [30].

Таким образом, морфофункциональное состояние 
(фенотип) микроглии определяется влиянием слож-
ной совокупности регуляторных факторов и, в конеч-
ном итоге, соотношением провоспалительных и про-
тивовоспалительных сигналов. Старение организма ха-
рактеризуется прогрессирующим дефицитом ключевых 
проанаболических/ проразрешающих гормонов (поло-
вые, тиреоидные гормоны). Гиперпродукция ГК при 
старении  организма ответственна за дистрофические 
(дегенеративные) изменения на организменном, тка-
невом и клеточном уровне, в частности формирование 
дистрофического фенотипа нейронов (утрата дендри-
тов и синаптических шипов), астроцитов и микроглии 
в стареющем мозге [31, 32].

 2. Микроглия в контексте глюкокортикоидной ги-

потезы старения мозга. Структурно-функциональные 
особенности микроглии стареющего мозга остаются 
малоизученными, также как причины развития ми-
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кроглиальной цитотоксичности, дистрофических из-
менений, снижения репаративного потенциала, опре-
деляющих прогрессию возрастного нейровоспаления 
и неврологической дисфункции [33].

Популяция микроглии в стареющем мозге морфо-
логически и функционально гетерогенна, представ-
лена гомеостатическим/разветвленным фенотипом, 
М1-провоспалительным и специфическим для старче-
ского мозга дистрофическим фенотипом. М1-реактив-
ная и дистрофическая микроглия количественно уве-
личиваются в гиппокампе, префронтальной и лобной 
коре в процессе старения [34]. Впервые дистрофиче-
ская микроглия была описана в 2004 г. у здоровых по-
жилых людей и определена как фенотип стареющей 
микроглии. В последующих работах было показано, 
что количество дистрофически измененной микро-
глии в нормально стареющем мозге минимально (не 
более 9% микроглиальных клеток), но увеличивает-
ся до 45% при развитии нейродегенеративных забо-
леваний [35].

Морфологические особенности дистрофической 
микроглии заключаются в характерных изменениях 
цитоплазматических отростков, включая уменьше-
ние их количества и полную утрату (дерамификация), 
уменьшение разветвленности, появление прерыви-
стых (фрагментированных) и извилистых отростков. 
Ассоциированный со старением секреторный фенотип 
микроглии (senescence-associated secretory phenotype; 
SASP) представляет собой устойчиво повышенную 
продукцию провоспалительных цитокинов (TNF-α, 
IL-1β, IL-6, IL-8, IFN-γ), белков острой фазы, хемо-
кинов, экстраклеточных матриксных протеаз, цито-
токсических АФК, провоцирующих развитие хрони-
ческого асептического нейровоспаления в старею-
щем мозге [36].

Дистрофическая микроглия менее чувствитель-
на к противовоспалительным регуляторным сигна-
лам, таким как TGF-β1 или GM-CSF. TGF-β1 ин-
гибирует продукцию NO в микроглие крыс 3-месяч-
ного возраста, но не 12- и 24-месячных крыс. Старые 
животные демонстрируют преувеличенный иммун-
ный ответ («праймированное» состояние микроглии) 
на геморрагический инсульт, травму, нейротоксины. 
Так, после внутрибрюшинной инъекции ЛПС в моз-
ге молодых мышей экспрессия мРНК IL-1β и TNF-α 
остается повышенной до 24 ч, а в мозге старых особей 
- свыше 72 часов. Эти изменения не только нивелиру-
ют нейропротективные свойства микроглии, но про-
воцируют апоптотическую гибель нейронов. Микро-
глия стареющего мозга проявляет митохондриальную 
дисфункцию, снижение активности лизосомальных 

ферментов, ослабление способности к миграции, фа-
гоцитозу, аутофагии [37].

Дистрофические изменения и праймирование ми-
кроглии, как наиболее долгоживущих клеток среди 
гемопоэтических линий, предположительно связаны 
с накоплением повреждений и нарушением репара-
ции ДНК. Однако недавние исследования показали 
быструю ротацию клеток в микроглиальной популя-
ции за счет сбалансированных и динамично протекаю-
щих процессов апоптоза и пролиферации. Микроглия 
головного мозга мыши обновляется каждые 95 дней, 
человеческого мозга – в течение 3,5 лет [38]. Было по-
казано, что фармакологическое истощение стареющей 
микроглии на 99%, вызванное применением ингиби-
тора рецептора макрофагального колониестимулиру-
ющего фактора (M-CSFR), приводило спустя 14 дней 
к полному восстановлению популяции микроглии, 
также как ее старческого фенотипа [39]. Более того, 
истощение стареющей микроглии и последующее за-
селение паренхимы мозга культурой микроглиоцитов, 
выделенных из мозга молодых особей, приводило к бы-
строму формированию у «молодых» микроглиоцитов 
морфологических черт стареющей микроглии. Также 
было показано, что введение в паренхиму мозга ста-
рых животных ростовых факторов и противовоспали-
тельных цитокинов приводило к восстановлению у ста-
рой микроглии морфологии гомеостатической/раз-
ветвленной микроглии типичной для здорового мозга 
молодых и взрослых животных. Растворимые факто-
ры, высвобождаемые микроглией молодых животных, 
инициируют поглощение β-амилоидных (Aβ) агрега-
тов стареющей микроглией. Нарушенная у микрог-
лиоцитов старых животных функция поглощения Aβ 
восстанавливалась даже на поздних стадиях образова-
ния амилоидных отложений при введении GM-CSF. 
M-CSF, также как GM-CSF, активирует пролифера-
цию микроглии и лизосомальную активность, необ-
ходимые для эффективного удаления амилоида [40]. 
В целом, данные свидетельствуют об определяющем 
влиянии сигнального паттерна стареющего мозга на 
формирование праймированного состояния микрог-
лии и обратимом характере ее дистрофических/цито-
токсических изменений.

Широко обсуждаемые причины развития устой-
чивого провоспалительного состояния стареющей ми-
кроглии множественны, разнородны, включают как 
эндогенные, так и внешние факторы: (1) возрастное 
накопление повреждений ДНК; (2) формирование се-
нильных амилоидных бляшек; (3) возрастная фрагмен-
тация миелина; (4) церебральная гипоперфузия/гипок-
сия, связанная с изреживанием сосудистой сети в ста-
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реющем мозге; (5) возраст-ассоциированное системное 
воспаление; (6) хронический стресс; (7) возрастная ре-
зистентность к глюкокортикоидам [41]. В литературе, 
посвященной механизмам дистрофии/праймирования 
микроглии стареющего мозга, не анализируется влия-
ние прогрессирующего возрастзависимого дисбалан-
са между катаболическими регуляторными сигналами 
(старческая гиперкортизолемия) и анаболическими 
стимулами (снижение уровня половых гормонов, стар-
ческий субклинический гипотиреоз, резистентность 
к инсулину), однако именно дефицит анаболических 
регуляторов пластических процессов может иметь ре-
шающее значение в развитии как дистрофических из-
менений, так и хронического неразрешимого воспа-
ления («inflammaging») в стареющем организме [18].

Повышенное содержание ГК в крови и мозге при 
старении сопровождается развитием дегенератив-
но-дистрофических изменений головного мозга и сер-
дечно-сосудистой системы, атрофии мышц, инволю-
ции тимуса, потери костной массы. Атрофогенные 
эффекты ГК при старении прогрессируют, что связа-
но с нарастающей дисрегуляцией ГГН-оси и гипер-
продукцией ГК. Снижение чувствительности ГГН- 
оси к отрицательной обратной регуляции не является 
исключительной прерогативой старческого организ-
ма, а прогрессирует во взрослом возрасте. «Старение» 
ГГН-оси признается триггерным и центральным ме-
ханизмом в биологии старения человека [42]. Моле-
кулярную основу дегенеративных возрастных измене-
ний составляют хорошо известные ГК-опосредован-
ные катаболические эффекты: активация протеолиза 
и торможение синтеза белка в клетках-мишенях, су-
прессия биогенеза митохондрий, подавление продук-
ции/секреции и сигнальных путей главных анаболи-
ческих регуляторов репаративных процессов – поло-
вых гормонов, тиреоидных гормонов, инсулина [43]. 
Атрофические изменения в стареющем мозге иден-
тичны последствиям хронического стресса или про-
должительного введения ГК в сверхфизиологических 
дозах и включают: уменьшение объема серого веще-
ства (в особенности височной, лобной коры и гиппо-
кампа), деградацию белого вещества, увеличение же-
лудочков [31, 44]. Патофизиологически старение мозга 
связано с уменьшением размера нейронов, сокраще-
нием длины и количества дендритов, утратой дендрит-
ных шипов и синаптических контактов, укорочением 
аксонов, дезорганизацией миелиновых оболочек, из-
реживанием сосудистой сети, дистрофическими из-
менениями астроцитов и микроглии [32, 45]. Возраст-
ной и стресс-индуцированный избыток ГК подавляет 
нейрогенез, снижает выживаемость незрелых нейро-

нов зубчатой извилины и блокирует формирование 
зрелого нейронального фенотипа. Глюкокортикоид-
ная гипотеза старения мозга выделяет длительное воз-
действие ГК как основную причину функционально-
го снижения и уязвимости нейронов к повреждающим 
факторам [44].

Возрастзависимое увеличение концентрации цир-
кулирующих ГК и АКТГ связано с уменьшением чув-
ствительности нейроэндокринной ГГН-оси к отрица-
тельной регуляции. В норме базовые концентрации ГК 
(10-20 нМ), связываясь с высокоаффинными МР, по-
давляют экспрессию генов КРГ и предшественника 
АКТГ проопиомеланокортина (ПОМК), ограничивая 
стресс-реактивность организма. При старении умень-
шается экспрессия МР и, как следствие, снижается по-
рог базовой активации ГГН-оси [21, 46]. При стрессе 
концентрация ГК увеличивается до 200 нМ, происхо-
дит их связывание с низкоаффинными ГР, осущест-
вляющими отрицательную регуляцию генов КРГ 
и ПОМК. Таким образом, участие МР и ГР в регуля-
ции ГГН-оси сводится к определяющей роли МР в то-
ническом тормозящем влиянии ГК на активность ГГН- 
оси, в то время как ГР гипоталамуса опосредуют пода-
вление стресс-индуцированной активности ГГН-оси. 
При старении экспрессия ГР уменьшается, что приво-
дит к снижению чувствительности ГГН-оси к отрица-
тельной обратной регуляции в условиях стресса [47].

В модуляции активности ГГН-оси и церебральных 
эффектов ГК задействованы половые и тиреоидные 
гормоны, реализующие свое действие через собствен-
ные рецепторы, составляющие совместно с ГР еди-
ное суперсемейство ядерных рецепторов/лиганд-зави-
симых факторов транскрипции, в структуре которых 
тождественность аминокислотной последовательности 
ДНК-связывающего домена составляет не менее 47%. 
Рецепторы тестостерона (андрогеновый рецептор, АР), 
прогестерона (ПР), МР распознают собственные участ-
ки связывания с ДНК, но также способны взаимодей-
ствовать с GRE ДНК и составляют подсемейство глю-
кокортикоидных рецепторов [48]. Тестостерон инги-
бирует активацию ГГН-оси, связываясь с АР, который 
в виде гомодимера взаимодействует с ARE (androgen 
response element) в промоторе гена КРГ и блокирует 
его транскрипцию [49]. Применение малых доз тесто-
стерона или прогестерона (предшественник тестосте-
рона) способствует снижению чрезмерно увеличенных 
уровней кортизола и тяжелых когнитивных нарушений 
при нейродегенеративных патологиях [50]. Более того, 
АР и ПР гетеродимеризуются с ГР на GRE ДНК как in 

vitro, так in vivo, что приводит к взаимному ингибиро-
ванию транскрипционной активности [51]. Показано, 
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что этот механизм отменяет в случае высоких (стрес-
сорных) концентраций ГК связывание гомодимеров ГР 
с негативными GRE в гене ГР и, таким образом, ниве-
лирует явление отрицательной ауторегуляции гена ГР, 
резистентности к ГК и гиперактивации ГГН-оси. Важ-
но, что анаболическое действие андрогенов и эстроге-
нов обусловлено не только их способностью активи-
ровать гены нейротрофинов (BDNF), активаторов ми-
тохондриогенеза (ERRα, NRF1/2, PGC-1α), ростовых 
факторов (IGF-1, VEGF), но и со способностью свя-
зываться с ГР в качестве естественных антагонистов, 
блокировать их транскрипционную активность и ката-
болические эффекты ГК (антиглюкортикоидное дей-
ствие) [51, 52]. Половые и тиреоидные гормоны вы-
зывают сходные церебральные трофические/проана-
болические эффекты: пролиферацию нейрональных 
клеток-предшественников, увеличение тел нейронов, 
размеров/разветвленности дендритных отростков и ак-
сонов, плотности синапсов, скорости миелинизации. 
АР, ПР, ЭР, тиреоидный рецептор (TР), экспрессиру-
емые микроглией, подавляют транскрипционную ак-
тивность NF-kB через белок-белковые взаимодействия 
без связывания с ДНК по механизму транс-репрессии, 
индуцируют противовоспалительный фенотип микро-
глии, рост разветвленных микроглиальных отростков, 
активируют фагоцитарную функцию [51–53].

ГК осуществляют отрицательную регуляцию гона-
дотропных гормонов и тиреотропного гормона, экс-
прессия α-субъединицы которых блокируется при свя-
зывании ГР в nGRE (negative GRE) кодирующего ее ге-
на, что отмечается при хроническом тяжелом стрессе 
и при старении. Возрастное снижение продукции по-
ловых и тиреоидных гормонов связано с усилением 
влияния ГК и усугубляется в условиях хронического 
стресса. Снижение уровня половых гормонов прово-
цирует развитие провоспалительного фенотипа ми-
кроглии, также как экспериментальная овариэктомия 
у крыс и мышей [54–56]. Субклинический гипотире-
оз пожилого возраста вызывает развитие дистрофиче-
ских/провоспалительных изменений микроглии в ви-
де уменьшения количества отростков и их разветвлен-
ности, сопровождается когнитивными нарушениями 
и высоким риском болезни Альцгеймера [57]. В целом 
прогрессирующий с возрастом дефицит тиреоидных 
и половых гормонов приводит к ГК-опосредованному 
усилению дистрофических изменений в мозге, вклю-
чая подавление белкового синтеза и базовых нейро-
протекторных процессов (митохондрио-, ангио-, си-
напто-, нейрогенез), торможение пластических меха-
низмов разрешения нейровоспаления, праймирование 
микроглии [58].

Таким образом, множественные дегенеративные/
дистрофические изменения в ЦНС, проявляющиеся 
при старении на уровне субклеточных органелл (умень-
шение митохондриальной массы), клеток (сокраще-
ние длины и количества клеточных отростков) и тка-
ни (подавление нейрогенеза, активация апоптоза), яв-
ляются результатом избыточной ГК регуляции. В этой 
связи возникающее в пожилом возрасте хроническое 
системное и нейровоспаление представляется исклю-
чением из ряда типичных эффектов ГК, известных вы-
сокой противовоспалительной активностью, и рассма-
тривается многими авторами как свидетельство воз-
растной резистентности к ГК, снижения экспрессии 
ГР и чувствительности клеток-мишеней к ГК [59, 60]. 
Развитие возрастной ГК-резистентности остается об-
суждаемым и нерешенным вопросом, поскольку стар-
ческие изменения в организме, включая старение им-
мунитета (лимфопения, инволюция тимуса) отражают 
ГК-специ фические генно-опосредованные эффек-
ты, также как механизмы развития умеренного нераз-
решаемого старческого нейровоспаления, связанные 
с ГК-зависимым усилением провоспалительной глу-
таматной сигнализации и репрессией ангиогенеза. ГК 
подавляют ангиогенез за счет индукции антиангиоген-
ного фактора тромбоспондина-1, что провоцирует воз-
растное изреживание сосудистой сети и усиление ги-
поксического фактора в стареющем организме [61, 62]. 
Гипоперфузия/гипоксия является хорошо известным 
триггером в развитии воспаления. Макрофаги/микро-
глия способны к быстрой гипоксической провоспали-
тельной поляризации, сопряженной с подавлением 
экспрессии транскрипционного коактиватора PGC-
1α, роль которого в активации факторов транскрипции 
проразрешающего/противовоспалительного действия 
(PPARγ, ERRα, ТР, ЭР, АР, ПР) является определяю-
щей. Клетки микроглии реагируют на гипоксию пе-
реходом от разветвленного фенотипа к амебоидному, 
усилением секреции провоспалительных медиаторов 
(iNOS, TNF-α, IL-1, CCL5) и снижением фагоцитар-
ной активности [14-16, 27-30]. Таким образом, ГР-за-
висимая прогрессия гипоксических условий в старе-
ющем организме и потенцирование глутаматной сиг-
нализации в мозге являются триггерными факторами 
в провоспалительной поляризации микроглии.

Секретируемые провоспалительными перифери-
ческими макрофагами и микроглией воспалительные 
цитокины IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α вызывают секре-
цию КРГ и АКТГ и, тем самым, способствуют устой-
чивой активации ГГН-оси, повышению уровня цирку-
лирующих ГК, усилению дегенеративных ГК-опосре-
дованных процессов в старческом организме [24, 55]. 
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Повышение уровня воспалительных цитокинов мно-
гие исследователи рассматривают как главную причи-
ну возрастной гиперактивации ГГН-оси [63, 64]. Сле-
довательно, возрастное снижение анаболического по-
тенциала организма приводит к усилению ГК влияний, 
развитию ГК-опосредованных катаболических, гипок-
сических, воспалительных механизмов, гиперактива-
ции ГГН-оси и нерегулируемой прогрессии ГК-зави-
симых системных дегенеративно-воспалительных из-
менений старческого организма.

Таким образом, патогенетически обоснованная 
коррекция старческого хронического асептического 
нейровоспаления должна включать наряду с противо-
воспалительной терапией препараты антиглюкокор-
тикоидного, проразрешающего/проанаболического 
и антигипоксического действия, рассмотрению кото-
рых посвящен следующий раздел.

3. Фармакологическая модуляция цитотоксического 

состояния микроглии стареющего мозга.

Системное асептическое неразрешимое воспале-
ние, ассоциированное с пожилым и старческим воз-
растом, остается плохо понимаемым явлением, про-
воцирующим развитие неврологических, сердечно-со-
судистых, онкологических и обменных заболеваний 
в стареющем организме. Проблема усугубляется устой-
чивостью воспалительно-дегенеративных возрастных 
изменений к стандартным фармакологическим про-
тивовоспалительным стратегиям [59].

Фармакологическая коррекция старческого ней-
ровоспаления и сопряженных нейрокогнитивных на-
рушений, направленная на купирование провоспа-
лительного состояния микроглии в стареющем моз-
ге, включает нестероидные противовоспалительные 
препараты (НПВП) и синтетические аналоги глюко-
кортикоидов. Однако попытки корректировать цито-
токсическое состояние стареющей микроглии с по-
мощью широко применяемых НПВП оказались ма-
лоэффективными [33, 37, 66]. НПВП, действующие 
как неспецифические ингибиторы циклооксигена-
зы (ЦОГ), такие как индометацин, ацетилсалицило-
вая кислота, мелоксикам, ибупрофен, могут снижать 
риск нейродегенеративных заболеваний лишь при ус-
ловии применения на предсимптомных этапах болез-
ни Альцгеймера (БА), а в симптоматической фазе не-
эффективны [66, 67].

Низкая эффективность НПВП в пожилом и стар-
ческом возрасте связана с их способностью подавлять 
не только механизмы развития, но и разрешения вос-
палительного процесса. Противовоспалительное дей-
ствие НПВП связано с ингибированием ЦОГ и нару-
шением продукции простагландина E2 (PGE2), наи-

более распространенного в организме липидного 
медиатора воспаления, способного вызывать вазоди-
латацию артерий, повышать проницаемость микро-
сосудов, активировать продукцию воспалительных 
хемокинов и цитокинов дендритными клетками, ма-
крофагами, Т-лимфоцитами. Однако PGE2 участвует 
не только в инициации, но и в разрешении воспале-
ния, индуцируя экспрессию липоксигеназ, продуци-
рующих про-разрешающие липидные медиаторы (ли-
поксины, нейропротектины, марезины, резольвины). 
Более того, PGE2 через Gα

s
-сопряженные рецепто-

ры EP2 и EP4 ограничивает секрецию TNF-α и IL-1β, 
усиливает экспрессию противовоспалительного IL-10 
в ответах микроглии на ЛПС, стимулирует ангиогенез 
и митогенез, координирует процесс разрешения вос-
паления и восстановления тканевого гомеостаза [68]. 
Таким образом, терапевтические подходы, направлен-
ные на блокаду синтеза PGE2 необходимо критически 
пересмотреть при возрастном персистирующем вос-
палении, так как истощение PGE2 приводит к хрони-
ческому воспалению из-за недостаточности механиз-
мов разрешения.

Попытки купировать старческое нейровоспаление 
и нейродегенерацию с помощью ГК и их синтетиче-
ских аналогов оказались безуспешными. Лечение ГК 
сопровождалось существенным ухудшением когни-
тивных, исполнительных функций, особенно рабочей 
памяти, атрофией гиппокампа и миндалины [43, 69]. 
В настоящее время убедительно продемонстрирова-
на связь старения и нейродегенеративных заболева-
ний с гиперактивацией ГГН-оси, а гиперкортизоле-
мия рассматривается как биомаркер нейродегенератив-
ных процессов у человека [70]. Несмотря на то, что ГК 
оказывают сильное противовоспалительное действие 
на микроглию, существенно превышающее действие 
ибупрофена, индометацина и миноциклина, ГК ак-
тивируют экспрессию ионотропных глутаматных ре-
цепторов и потенцируют в мозге глутаматную эксай-
тотоксичность [4, 43]. Наличие GRE в промоторных 
областях генов амилоидного предшественника (АРР) 
и BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1; амилоидо-
генный фермент) объясняет стимулирующее влияние 
стресса и ГК на неправильный процессинг АРР и обра-
зование Аβ [70, 71]. ГК снижают уровни мРНК генов, 
ответственных за митохондриогенез, включая PGC-
1α, NRF1, сиртуин-1, BDNF в различных тканях [43]. 
ГК подавляют ангиогенез за счет индукции антиан-
гиогенного фактора тромбоспондина-1 [62]. В целом, 
несмотря на широкое признание ГК как наиболее эф-
фективных противовоспалительных агентов, в нервной 
системе хроническое чрезмерное воздействие ГК ока-
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зывает провоспалительные и дегенеративные эффекты, 
в связи с чем ГК-терапия не может применяться для 
предотвращения нейровоспаления и прогрессирова-
ния БА. Более того, приоритетной должна быть тера-
пия, направленная на снижение высоких уровней ГК 
у пожилых людей и пациентов с ранней стадией БА 
[61, 70]. Неселективный антагонист ГР мифепристон 
(RU486) проявляет высокую эффективность при лече-
нии патологических состояний, связанных с гиперкор-
тизолемией, вызывает быстрое улучшение психотиче-
ских депрессивных симптомов, ослабляет поврежде-
ние гиппокампа при старении и хорошо переносится 
пациентами [46, 70, 71].

Таким образом, применение подходов, направлен-
ных на прямое ингибирование воспалительных путей, 
включая НПВП, ГК и их синтетические аналоги, по-
казало низкую эффективность при старческих воспа-
лительно-дегенеративных заболеваниях, что предо-
пределило развитие нового «про-разрешающего» на-
правления (resolution pharmacology) в фармакологии 
воспалительных состояний, нацеленного на актива-
цию анаболических восстановительных/репаративных 
процессов [33, 72]. В отличие от иммуносупрессорных 
препаратов, которые блокируют некоторые ключевые 
провоспалительные медиаторы, препараты «разре-
шающего» действия активируют множество механиз-
мов: предотвращают нейтрофильную инфильтрацию, 
подавляют экспрессию провоспалительных цитоки-
нов и хемокинов, индуцируют апоптоз нейтрофилов 
и фагоцитоз нейтрофилов макрофагами, инициируют 
М2-противовоспалительную поляризацию макрофа-
гов, восстанавливают тканевой гомеостаз без фибро-
за [25]. Учитывая патофизиологические особенности 
старческого воспаления, основной причиной которого 
является критическое снижение продукции эндоген-
ных про-разрешающих факторов (половых гормонов), 
проявляющих наряду с противовоспалительной актив-
ностью проанаболические эффекты, одним из наибо-
лее перспективных, патогенетически обоснованных 
подходов к коррекции возрастного системного и ней-
ровоспаления является применение селективных мо-
дуляторов рецепторов половых гормонов [33, 37, 66].

Половые гормоны синтезируются всеми клетка-
ми нервной системы, что свидетельствует об исключи-
тельной важности этих нейростероидов в ограничении 
чрезмерной активации микроглии, поддержании тка-
невого гомеостаза и базовых функций нервной систе-
мы. Способность активированных АР, ЭР и ПР блоки-
ровать транскрипционную активность NF-kB, подобно 
ГР, определяет их противовоспалительную активность. 
Однако, их высокая проанаболическая активность, ан-

тиглюкокортикоидные свойства как естественных ан-
тагонистов ГР, способность увеличивать экспрессию 
VEGF, BDNF, IGF-1, активировать в головном мозге 
митохондрио-, ангио-, нейрогенез, трансформировать 
микроглию в противовоспалительный М2-фенотип 
определяет их высокий нейрорепаративный потенци-
ал и проразрешающее действие при нейровоспалении 
[5, 50]. Терапия тестостероном у пациентов с рассе-
янным склерозом увеличивала объем серого вещества 
и улучшала когнитивные способности. У женщин ан-
дрогенная терапия в низких дозах хорошо переносит-
ся, безопасна для краткосрочного и долгосрочного ле-
чения [50]. Введение эстрадиола оказывало нейропро-
текторное, антиамилоидное, противовоспалительное 
действие, уменьшало когнитивные нарушения [66]. 
Эстрадиол и тестостерон могут вызывать побочные 
эффекты, связанные с повышенным риском тромбо-
за, инсульта, инфаркта миокарда, что предопредели-
ло разработку селективных модуляторов рецепторов 
половых гормонов. Наиболее известные селективные 
модуляторы эстрогеновых рецепторов - ралоксифен 
и тамоксифен - проникают через ГЭБ, ограничива-
ют глиоз и нейровоспаление. Тиболон подавляет экс-
прессию TNF-α и окислительный стресс, увеличива-
ет выживаемость клеток, повышает экспрессию генов 
ранней пластичности c-fos, что сопряжено с улучше-
нием обучения и снижением тревожности у крыс [73].

Помимо рецепторов половых гормонов, другие 
группы ядерных рецепторов, такие как PPAR, RXR 
(retinoid X receptor), ERR, также признаются транс-
крипционными факторами противовоспалительного 
и проразрешающего действия. Механизм их противо-
воспалительной активности сходен с глюкокортико-
идным и осуществляется ДНК-независимо через бе-
лок-белковые взаимодействия и трансрепрессию про-
воспалительных факторов транскрипции AP-1, NF-kB, 
STAT-1 [66].

PPARγ экспрессируется в различных иммунных 
клетках, регулирует дифференцировку макрофагов, 
противовоспалительную М2-поляризацию, экспрес-
сию IL-4, IL-10, IL-13, CD206, TGF-β, аргиназы, ме-
таболизм липидов в иммунных клетках. PPARγ имеет 
решающее значение для формирования противовоспа-
лительного М2-фенотипа макрофагов. Изотип PPARγ 
представляет собой доминирующую изоформу в ми-
кроглие. Наиболее изученными синтетическими ли-
гандами PPARγ являются тиазолидиндионы (росиг-
литазон, пиоглитазон). Агонисты PPARγ ингибируют 
продукцию провоспалительных молекул перифериче-
скими иммунными и глиальными клетками. Перораль-
ное введение агониста PPARγ пиоглитазона снижает 
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активацию глии и накопление Aβ-бляшек в гиппокам-
пе и КГМ [74]. В животных моделях БА пиоглитазон 
и росиглитазон ослабляют астроцитарную и микрогли-
альную активацию, снижают уровни провоспалитель-
ных медиаторов (IL-6, TNF-α, IL-1β, IFN-γ, ЦОГ-2, 
iNOS), амилоида, тау-белка, ослабляют окислитель-
ный стресс, восстанавливают уровни нейротрофиче-
ских факторов и активность митохондрий, улучшают 
выживаемость нейронов и память. В настоящее время 
PPARγ, также как ГРα, признаны транскрипционны-
ми факторами с клинически значимыми иммуномоду-
лирующими свойствами, способными ингибировать 
экспрессию генов цитокинов в основном за счет пода-
вления транскрипционной активности NF-kB. PPARγ 
имеет широкую субстратную специфичность, связы-
вает ПНЖК, их проразрешающие производные (про-
тектины, резольвины, марезины), а также НПВП. Та-
ким образом, PPARγ опосредует нейропротективное 
и проразрешающее действие НПВП. PPARγ, а также 
транскрипционный коактиватор PGC-1α представля-
ются многообещающими мишенями в терапии воспа-
лительных, неврологических, нервно-психических за-
болеваний. Безафибрат (панагонист PPARα, PPARβ/δ, 
PPARγ) положительно влияет на функцию митохон-
дрий и когнитивные функции при болезни Паркин-
сона [75]. PPARα негативно влияет на транскрипци-
онную активность ГР при одновременном усилении 
противовоспалительной GRE-независимой активно-
сти ГР. Применение агонистов PPARα (фибраты) по-
зволяет существенно снизить дозы ГК и их побочные 
эффекты при лечении хронических воспалительных 
заболеваний [76].

Исключительная роль в развитии механизмов 
разрешения воспаления отводится ядерному рецеп-
тору ERRα, контролирующему экспрессию генов, 
связанных с митохондриогенезом и окислительным 
фосфорилированием (ERRα, PPARα, PPARβ/δ, 
PPARγ, NRF1/2), антиоксидантной системой (SOD2, 
GSTM1), ангиогенезом (VEGF), что в целом иници-
ирует антигипоксические, антиоксидантные, энер-
готропные механизмы, препятствующие провоспали-
тельной поляризации микроглии/макрофагов. Акти-
ваторами ERRα являются растительные полифенолы, 
такие как генистеин, апигенин, ресвератрол, пикеа-
танол, дайдзеин. Потенциальными фармакологиче-
скими агонистами ERRα являются гиполипидеми-
ческие препараты статины (аторвастатин, флуваста-
тин, левастатин) [77].

Таким образом, в качестве клинически значимых 
препаратов проразрешающего действия при возраст-
ном нейровоспалении могут быть использованы се-

лективные модуляторы эстрогеновых и андрогеновых 
рецепторов, тиазолидиндионы (агонисты PPARγ), фи-
браты (агонисты PPARα), статины (ERRα), для мно-
гих из которых при продолжительном приеме показа-
на кардио- и гепатотоксичность  [78]. В связи с чем, 
разработка высокоэффективных и безопасных про-
разрешающих фармакоагентов составляет в настоя-
щее время один из наиболее перспективных фармако-
логических подходов к коррекции хронических воспа-
лительных состояний и старческого персистирующего 
воспаления.

Исследования открытого в 2004 г. сукцинатно-
го рецептора SUCNR1/GPR91 показали его высокую 
конститутивную экспрессию макрофагами, что предо-
пределило последующее изучение вовлеченности сук-
цинатной сигнализации в механизмы врожденного, 
приобретенного иммунитета и развитие воспалитель-
ной реакции [79]. В 2021 г. было показано, что сукци-
нат индуцирует противовоспалительную гиперполяри-
зацию макрофагов через активацию Gq-белков и вну-
триклеточного кальциевого сигнального каскада [80]. 
Однако оценка влияния сукцинатной сигнализации на 
морфофункциональное состояние микроглии в старе-
ющем мозге с явлениями хронического нейровоспале-
ния не проводилась.

Исследования 2018-2021 гг. [81-83] влияния от-
ечественного сукцинатсодержащего препарата мек-
сидол (2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина сук-
цинат, ЭМГП сукцинат) на морфофункциональное 
состояние микроглии коры головного мозга старе-
ющих крыс показали при 14-дневном внутрибрю-
шинном введении (100 мг/кг) усиление экспрессии 
противовоспалительных и синаптогенных факторов 
(TGF-β1, BDNF), фагоцитарного маннозного рецеп-
тора CD206, снижение уровня экспрессии провос-
палительных цитокинов (IL-1β, TNFα), цитозоль-
ного маркера микроглиальной активации Iba1 (ion-
ized calcium binding adapter molecule) [81]. Методом 
иммуногистохимического окрашивания были выяв-
лены индуцированные ЭМГП сукцинатом морфо-
логические изменения микроглии в виде увеличе-
ния количества, длины и разветвленности отростков 
в префронтальной коре и СА1-поле гиппокампа, что 
было сопряжено с уменьшением количества микро-
глиальных клеток до их численности у молодых жи-
вотных [82]. Более того, курсовое введение мексидо-
ла активировало экспрессию белков-маркеров мито-
хондриогенеза (PGC-1α, NRF-1, TFAM, NDUFV2, 
SDHA, cyt b, COX2, ATP5A) и VEGF, что свидетель-
ствует о проанаболической/проразрешающей актив-
ности препарата [83].
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Важно отметить, что помимо Gq-опосредован-
ной противовоспалительной поляризации микрог-
лии/макрофагов, SUCNR1 является уникальной си-
стемой инициации системных и тканеспецифичных 
сукцинатзависимых механизмов адаптации к гипок-
сии, таких как: стимуляция сердечной деятельности, 
секреция почками ренина и увеличение артериаль-
ного давления, стимуляция эритропоэза и ангиоге-
неза [79]. Таким образом, сукцинат/SUCNR1-сиг-
нализация ограничивает в организме гипоксический 
фактор как главный триггер асептического воспале-
ния, в инициации и развитии которого задействова-
ны два ключевых провоспалительных фактора транс-
крипции NF-kB и HIF-1α, активируемых в гипокси-
ческих условиях [13-17].

Выявленные иммуномодулирующие эффекты сук-
цинат/SUCNR1 сигнализации в мозге, включая про-
тивовоспалительный, проразрешающий, противо-
гипоксический, позволяют заключить, что янтарная 
кислота и сукцинатсодержащие препараты могут быть 
использованы в коррекции старческих воспалитель-
но-дегенеративных неврологических нарушений, свя-
занных с ГК-гиперпродукцией, а также с целью ку-
пировать нейротоксические и провоспалительные 
последствия при длительной терапии глюкокорти-
коидами.

Заключение 

Увеличение доли пожилого населения в демогра-
фической структуре развитых стран привело к тенден-
ции роста возраст-ассоциированных заболеваний (не-
врологические, сердечно-сосудистые, онкологические 
патологии), лечение которых остается неэффектив-
ным, существенно снижает качество жизни лиц пожи-
лого и старческого возраста, представляет глобальную 
проблему для современной медицины и экономики.

На текущем этапе патофизиологических представ-
лений о биологии старения и патогенезе возраст-ас-
социированных дисфункций в качестве ключевой 
причины развития возрастных патологий выделяют 
системное персистирующее воспаление, вызванное 
атрофогенными и провоспалительными эффектами 
чрезмерно и длительно увеличенной глюкокортико-
идной регуляции.

Применение препаратов, сочетающих антиглю-
кокортикоидную, антигипоксическую, противовос-
палительную и проразрешающую активность, пред-
ставляет собой перспективную стратегию фарма-
кологической коррекции хронических возрастных 
заболеваний, ассоциированных с персистирующим 
асептическим воспалением. Активно изучаемая в по-

следние годы иммуномодулирующая активность сук-
цинат/SUCNR1-сигнализации, координирующей си-
стемные и тканеспецифические механизмы адаптации 
к гипоксии, позволяет рассматривать янтарную кисло-
ту и сукцинатсосдержащие препараты как высокоэф-
фективные фармакоагенты в разрешении старческого 
системного и нейровоспаления.
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Введение

Движение и мышление слова многозначные. 
Мы имеем в виду и обсуждаем лишь малую область 
этой обширной темы: активность мышц, её неровную 
регуляцию и некоторые двигательные и когнитивные 
результаты взаимодействия мышц и мозга.

О старении населения Земли сегодня знают все 
и знают, что оно будет продолжаться как следствие 
увеличения продолжительности жизни. Однако, в этой 
сфере не всё благополучно и медицинское вмешатель-
ство необходимо. Медицина должна уменьшить рас-
пространение и тяжесть болезней старости, сдви-
нуть их в более поздний возраст. Современное старе-
ние – это не только увеличение возраста и доли старых 
в структуре населения, но и возрастание среди старых 
процента когнитивно недостаточных и физически сла-
бых. Сегодня обсуждаются и применяются  несколько 
способов противодействия этой тенденции. Например, 
неинвазивной стимуляцией мозга: транскраниальной 
электрической стимуляцией (ТЭС) и транскраниаль-
ной магнитной стимуляцией (ТМС) [1].

Авторы обзора представили результаты  литератур-
ного поиска, указывающие на принципиальную воз-

можность исправления воздействиями ТЭС и ТМС 
ментальной и физической деградации -- нарушений 
речи.

Регулярные аэробные нагрузки, в среднем и пожи-
лом возрасте, могут обеспечить защиту мозга от воз-
растного когнитивного снижения,  профилактику и ле-
чение гипертонической болезни [2]. Авторы подчер-
кивают необходимость индивидуализации программ 
физических нагрузок. Их продолжительность и ин-
тенсивность не  должны  превышать возможности ин-
дивида-пациента, но в этой рамке должны быть близ-
ки к максимуму.

Китайско-американский коллектив опубликовал 
результаты метаанализа 17 исследований с 9949 участ-
никами [3] показавшего, что малая скорость ходьбы 
в значительной степени связана с повышенным ри-
ском снижения когнитивных функций и развитием 
деменции у пожилых людей.

Определив влияние скорости ходьбы на когнитив-
ные функции, тот же коллектив занялся анализом ли-
тературы по связи походки с развитием инсульта [4]. 
Рассмотрены 2229 случаев инсульта. Сделан вывод, 
что вероятность инсульта обратно пропорциональна 
скорости ходьбы.

Быстрая походка – 5,6 км/час снижает риск ин-
сульта на 44%, а на каждый 1 км/ч увеличения скоро-
сти ходьбы риск инсульта понижается на 13%. 

Когнитивные нарушения при медленной ходьбе 
сочетались с сокращением объема  гиппокампа в  пра-
вом полушарии [5]. Для снижения риска возрастных 
когнитивных изменений, «сдвигания» их в более позд-
ний возраст Rosso с соавторами предложили усложнен-
ный стиль походки: рекомендована быстрая ходьба и/
или ходьба с двойной задачей, иными словами, усиле-
ние когнитивной составляющей ходьбы [6]. Ускорен-
ная походка и ходьба с двойной задачей замедляли раз-
витие возрастной когнитивной недостаточности. Бы-
страя ходьба и ходьба с двумя задачами могут явиться 
простыми и эффективными способами предотвраще-
ния или, по крайней мере, хронологической задерж-
ки снижения когнитивных функций у пожилых людей.

Анализом 2229 случаев инсульта со средним 
возрастом больных 63.6 года, средним сроком по-
стинсультного наблюдения 8 лет, определили груп-
пы медленно ходящих – 1.6 км/час и быстро ходя-
щих – 5.6 км/час. У последних риск инсульта был 
на 44% ниже. Констатировали по сути прямую связь 
вероятности инсульта со скоростью ходьбы, а также 
снижение заболеваемости на 13% с увеличением ско-
рости  ходьбы на 1км/час [4].

Характерные для саркопении трудности движения 
часто сочетаются с когнитивными ограничениями. 
В исследовании [7] было 1175 участников, со средним  
возрастом  80.9 года, 77% женщин. Нередко саркопе-
ния сочеталась с болезнью Альцгеймера или умерен-
ной когнитивной недостаточностью. Мышечная не-
достаточность проявлялась, в основном, утратой силы 
(кисти), а не массы мышц. Срок наблюдения  5,6 года. 
Более выраженная саркопения на старте наблюдения 
часто сочеталась с последующим развитием болезни 
Альцгеймера и ускорением когнитивной деградации. 
Авторы заключают, что мышечная функция (точнее, её 
недостаточность), а не мышечная масса предраспола-
гает к развитию болезни Альцгеймера, умеренным ког-
нитивным нарушениям и снижению физической силы. 

Литература о связи движение-когниция огромна. 
Ради популярности ссылаемся на публикацию широко 
известного учреждения – клиники Майо [8]. Определя-
ли могут ли физические нагрузки препятствовать раз-
витию деменции у пожилых  (>70 лет, в среднем 81 год) 
людей с умеренными когнитивными нарушениями 
в начале исследования (280 участников исследова-
ния, 165 мужчин, средний срок наблюдений – 3 го-
да). Проведен регрессионный анализ результатов ис-
следования с поправкой на пол, образование, сопут-
ствующие заболевания, депрессию. В исследованном 
контингенте физические нагрузки умеренной интен-
сивности в среднем возрасте существенно уменьша-
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ли (устраняли, сдвигали в поздний возраст) риск де-
менции. Нагрузки средней интенсивности в позднем 
возрасте также подавляли проявления деменции. Ре-
зюме: физическая активность в старости  задерживает 
проявления умеренной когнитивной недостаточности.

Авторы бразильско-австралийского исследования 
с 2040 участниками доложили, что среди двигатель-
но-активных людей деменция (умеренные когнитив-
ные нарушения) развивалась в 9 раз реже в сравнении 
с пассивными [9]. Метаанализ таких клинических ре-
зультатов был  осуществлен Chuyi Ma с сотрудниками 
[10]. В 13 рандомизированных клинических исследова-
ниях с 514 участниками они нашли, что физические на-
грузки благоприятно изменяют концентрации BDNF, 
других факторов роста, цитокинов. Концентрации сти-
муляторов и нейропротекторов – увеличиваются, бло-
каторов и проинфломаторных веществ – снижаются. 
Такими событиями авторы объясняют молекулярный 
механизм когнитивных улучшений достигаемых фи-
зическими нагрузками. Исследования показывают эф-
фективность этого механизма. Так даже при умерен-
ной физической активности снижается риск всех ви-
дов деменции. У людей 80 лет и старше с умеренной  
или интенсивной двигательной нагрузкой снижал-
ся риск развития всех видов деменции равно или да-
же значительнее, чем в выборках более молодых (50-
69 лет), но физически пассивных лиц [11]. Аэробные 
нагрузки сохраняют и даже увеличивают размер гип-
покампа, снижающийся у физически пассивных свер-
стников, повышают содержание BDNF в сыворотке 
и улучшают пространственную память 12]. Сила сжа-
тия кисти – многократно проверенный, простой и ши-
роко используемый, интегральный показатель общего 
состояния здоровья, который теперь многими и резон-
но воспринимается как индекс риска психических за-
болеваний и нейродегенерации у пожилых людей [13].

В статье Rongtao Jiang и соавт. [13] сообщается 
об исследовании более 40 000 участников континген-
та британского биобанка. Изучалась связь силы ки-
сти с показателями здоровья. Обнаружили, что боль-
шая сила кисти рук была связана с лучшим когнитив-
ным статусом, высокой удовлетворенностью жизнью, 
субъективным благополучием, отсутствием симпто-
мов депрессии и тревоги. При контроле многих демо-
графических, антропометрических и социально-эко-
номических факторов, здоровье и даже финансовая 
удовлетворенность были прямо связаны с силой кисти. 
Например, исследования в популяционном масштабе 
выявили устойчивую связь между максимальной си-
лой кисти  и выполнением когнитивных задач по вер-
бальному мышлению, времени реакции и рабочей па-

мяти как у населения в целом, так и у людей с шизоф-
ренией, биполярным расстройством или депрессией. 
Вполне разумным представляется использование си-
лы кисти для диагностики и контроля терапевтических 
эффектов. Результаты биобанка выявили выраженную 
прямую связь между большей силой силы кисти и уве-
личением объема серого вещества, особенно в подкор-
ковых областях и височной коре. В целом, используя 
для убедительности крупнейший доступный в настоя-
щее время набор данных (более 40000) можно и нужно 
в качестве эффективного способа сохранения здоровья 
и эмоционального комфорта на протяжении всей жиз-
ни развивать и поддерживать силу мышц предплечья.

Люди с ментальными болезнями часто бывают фи-
зически слабее представителей генеральной популяции 
и характеризуются укороченной сравнительно с по-
следними продолжительностью жизни. Причем, уко-
рочение не вследствие ментальной болезни, а от дру-
гих причин, например, сердечно-сосудистой пато-
логии. Частой причиной такого положения является 
малоподвижный образ жизни, постоянное  физическое 
«нездоровье», неизбежное при таком образе жизни, уже 
вследствие малой концентрации миокинов в крови.

Международный коллектив (14 авторов из 5 стран) 
исследовал связь силы  мышц кисти с деменцией и об-
условленной деменцией смертностью [14]. Масштаб 
исследования уникальный — 466 830 участников со 
средним периодом наблюдений за каждым – 9 лет. 
Анализировали 4087 случаев деменции и 1309 смер-
тей. «Малая сила хвата» оказалась статистичеси зна-
чимо связанной  с высоким риском развития демен-
ции и смертности от неё (p < 0.001). Деменция и смерт-
ность существенно не зависели от множества других 
факторов, умозрительно могущих повлиять на заболе-
ваемость и смертность. У людей со слабыми кистями 
повышались частота развития сердечно-сосудистых, 
респираторных болезней, рака и общей смертности. 
«Слабый хват» воплотился в весомый предиктор раз-
вития болезни Альцгеймера. Авторы определили, что 
снижение силы кисти на 5 кг повышает на 14% риск 
развития деменции от любых причин и на 17% риск 
смерти от деменции.

Перейдем от медицинского значения «хвата» 
к здравоохранительной роли физических нагрузок во-
обще. Есть серьёзные основания признать, что мно-
говековая мечта всех народов о панацее в большой 
степени не мечта, а отражение объективной реально-
сти – существования и широкой известности спосо-
ба профилактики и лечения, если не «всех болезней», 
то большинства. Эта панацея называется  движением, 
физическими нагрузками. B. Pedersen и B. Saltin в сво-
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ей статье-монографии [15] показали, что миокины, вы-
деляемые в кровь работающими мышцами – химиче-
ский посредник благотворного действия физических 
нагрузок на структуру и функцию без преувеличения 
всех органов и систем организма, важнейший профи-
лактический и лечебный фактор большинства совре-
менных «незаразных»пандемий. Наиболее популярный 
миокин –  нейротрофический фактор мозга – BDNF.  
Он, хотя и фактор мозга, всё же истинный миокин, по-
скольку [16]. Matthews с сотрудниками [17]. выясни-
ли, что у местного, мышцами созданного BDNF, есть 
и местная, мышечная  задача – регенерация и диффе-
ренцировка  миобластов [18]. 

Гораздо длиннее известный сегодня список мест-
ных  функций, выполняемых тем BDNF, который син-
тезируется при физических нагрузках в мозге. Роль 
и значение BDNF обусловлены его связью с серото-
нинэргической системой мозга и, следовательно, уча-
стием в регуляции многих состояний и форм пове-
дения: гомеостаза глюкозы и липидного метаболиз-
ма, сна и бодрствования, настроения, способности 
к физическим нагрузкам, агрессивности, сексуально-
сти, стресс устойчивости, нейроэндокринной регуля-
ции, склонности-устойчивости к депрессии и суициду. 
BDNF оказывает выраженное стимулирующее влияние 
на нейропластичность и нейрогенез. Наиболее высо-
кие концентрации BDNF находят в неокортексе, гип-
покампе, мозжечке, миндалине [19].

Интересны результаты шведско-американского 
коллектива ученых, сравнившего содержание BDNF 
в сыворотке здоровых 70-летних людей (58% женщин) 
после 35-минутной физической или когнитивной на-
грузки. Все занятия повышали содержание BDNF, 
но двигательная нагрузка значительнее других [20].

Задачи, созданного мышечной работой BDNF, 
в мозге многочисленны. Например, он играет клю-
чевую роль в обучении и памяти. В рандомизирован-
ном исследовании [21] пожилых людей (средний воз-
раст 67,6 года) обнаружено, что аэробные нагрузки 
в течение года увеличили объем гиппокампа на 2%. 
Тогда как без нагрузок он уменьшается за это вре-
мя на 1-2%. У тренирующихся  повышалось содержа-
ние BDNF в сыворотке, улучшалась память. Результа-
ты этой работы снискали большую популярность (785 
цитирований к 11.08.19) и развитие, в котором нам 
кажется интересной статья из Магдебурга [22]. Авто-
ры сравнили нейропластические эффекты двух видов 
физической активности (спорт и танцы) одинаковых 
по продолжительности сеанса у людей в возрасте 63-
80 лет. Срок тренинга – 18 месяцев. В обеих группах 
отмечено улучшение внимания и вербальной памя-

ти. Однако, у танцоров было выше содержание BDNF 
в плазме, объем прецентральной извилины и параги-
покампальной извилины. В спортивной группе изме-
нения этих объемов либо отсутствовали, либо не были 
статистически значимыми. Авторы объясняют резуль-
тат тем, что у танцоров физическая нагрузка совмеща-
лась с когнитивной. На  наш взгляд, эмоциональность 
музыки и психологической подоплеки занятия мощно 
усиливала когнитивную составляющую танца. В танце-
вальном исследовании греческих авторов [23] 130 чело-
век старше 60 лет (средний возраст 67) танцевали в те-
чение 32 недель 2 раза в неделю по 75 мин. Перед на-
чалом и после окончания исследования  участники 
прошли испытания во многих двигательных тестах 
и показали существенное улучшение силы, гибкости, 
ловкости, баланса. И, что очень важно, у пожилых лю-
дей улучшалось самочувствие, повышались самостоя-
тельность, самооценка.

Физические нагрузки (кардиореспираторный фит-
нес от умеренной до высокой интенсивности) у муж-
чин и женщин снижают уровень смертности от сер-
дечно-сосудистых заболеваний независимо от возрас-
та, телосложения, курения и  других риск-факторов. 
В том числе нагрузки снижают наряду с ограничени-
ем питания [24] риск смерти, обусловленный ожирени-
ем. Для совершенствования терапии данные фитнеса 
должны включаться в традиционные показатели кли-
нических исследований наряду с артериальным давле-
нием и химией крови [25].

Duck-chul Lee и соавт. [26] считают данные кардио- 
респираторного фитнеса наиболее точными показа-
телями развития болезни и вероятно риска смерти 
по сравнению с другими (традиционными) риск-фак-
торами (гипертонической болезнью, диабетом, куре-
нием, тучностью). Фитнес повышает инсулин-чув-
ствительность, нормализует липидный профиль кро-
ви, улучшает телосложение, ослабляет интенсивность 
воспаления, снижает аттериальное давление.

Органичность связи движения с мышлением про-
является в частом использовании людьми жестов для 
того, чтобы усилить впечатление, подчеркнуть, «иллю-
стрировать» важные по мнению рассказчика особен-
ности сюжета [25]. Нервная система управляет рабо-
той мышц, обеспечивает их связь с головным и спин-
ным мозгом. Короткие веретеновидные клетки гладких 
мышц образуют пластины. Сокращаются они медленно 
и ритмично, подчиняясь сигналам вегетативной нерв-
ной системы. Медленные и длительные их сокращения 
происходят непроизвольно, без непосредственной за-
висимости от сознания и желания человека. Мышеч-
ное волокно поперечно-полосатых мышц представ-
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ляет собой многоядерную клетку. Мышечное сокра-
щение — реакция мышечных клеток на воздействие  
нейромедиатора ацетилхолина — биологически ак-
тивного химического вещества, посредством которо-
го осуществляется передача электрохимического им-
пульса от нервной клетки. 

Глутаминовая кислота (глутамат) — главный воз-
буждающий нейромедиатор в нервной системе по-
звоночных и посредник в интересующей нас связи: 
мышление–движение [27]. Глутамат является наиболее 
распространенной аминокислотой в мозге участвует 
в нескольких метаболических путях. При избыточном  
возбуждении клетки могут  гибнуть в процессе, кото-
рый сейчас называют «эксайтотоксичностью». Такое 
действие обусловлено наличием глутаматных рецепто-
ров на поверхности клеток головного мозга. Мощные 
системы поглощения (переносчиков глутамата) пре-
дотвращают чрезмерную активацию этих рецепторов, 
непрерывно удаляя глутамат из внеклеточной жидко-
сти головного мозга. Кроме того, гематоэнцефаличе-
ский барьер защищает мозг от глутамата крови. Са-
мые высокие концентрации глутамата обнаружива-
ются в синаптических везикулах нервных окончаний, 
откуда он может высвобождаться путем экзоцитоза. 
Фактически, глутамат является основным возбужда-
ющим нейротрансмиттером в центральной нервной 
системе млекопитающих. Однако потребовалось мно-
го времени, чтобы понять это. За пределами сообще-
ства ученых-биомедиков глутамат, наиболее известный 
как «глутамат натрия» — представляет собой натрие-
вую соль глутаминовой кислоты: белое кристалли-
ческое вещество, используемое в качестве усилите-
ля вкуса или/и аромата в пищевых продуктах. В этой 
роли он особенно популярен в Китае. Сегодня неред-
ко он маскирует присутствие некачественных компо-
нентов пищи. Конечно, не аромат является причиной 
огромного научного интереса к глутамату. Причина 
в том, что глутамат – главный возбуждающий транс-
миттер в мозге. Глутамат-рецептор экспрессируется на 
мембране нейронов и возбуждается фактором (глута-
матом) внеклеточной жидкости. Поскольку во внекле-
точном пространстве нет ферментов, способных рас-
щеплять глутамат, низкие внеклеточные концентрации 
требуют поглощения клетками. Это поглощение ката-
лизируется семейством транспортных белков, распо-
ложенных на клеточной поверхности как астроцитов, 
так и нейронов. Глутамат является основным медиа-
тором возбуждающих сигналов, пластичности нерв-
ной системы, включая элиминацию клеток. Он должен 
присутствовать в нужных концентрациях в нужных ме-
стах в нужное время и удаляться со скоростью, избав-

ляющей от перенасыщения. Из этого следует, что кон-
центрация регулируется очень тонко и клетки должны 
иметь адекватную чувствительность к глутамату. Точ-
нее, к нормальным концентрациям глутамата в мозге. 
Избыточная активация рецепторов глутамата, подобно 
повышению его концентрации, может губить нейро-
ны – процесс, называемый эксайтотоксичностью [28].

Одна из главных проблем современной медицины 
– продление срока когнитивного и физического благо-
получия. Для развития теории и практического  совер-
шенствования связи движение-мышление важно опреде-
лить оптимальное сочетание физических и когнитивных 
нагрузок. Прежде всего, для  пожилых людей как груп-
пы риска. F. Gheysen и соавт. [29] провели анализ 41 пу-
бликации по данной теме, рассматривая влияние обо-
собленных или сочетанных когнитивных и физических 
упражнений. Физические нагрузки улучшали когнитив-
ные показатели пожилых людей, но слабее, чем при со-
четании физических нагрузок с когнитивными. Когни-
тивные показатели при последовательном  добавлении 
к когнитивным нагрузкам физических тренировок суще-
ственно не менялись. При синхронном проведении ког-
нитивных и физических тренировок когнитивные пока-
затели достоверно улучшались. Умеренные когнитивные 
нарушения у человека до старта тренировок не отменя-
ли положительного действия когнитивных тренировок 
[30]. Врачи  клиники Mayo исследовали 2060  когнитив-
но нормальных мужчин и женщин в возрасте ≥70 лет. 
Физическая активность с 50 лет до поступления в кли-
нику определялась опросом. Физические нагрузки ма-
лой интенсивности до поступления в клинику обеспе-
чивали лучшее сохранение памяти, сравнительно с фи-
зически пассивным поведением до клиники (p = 0.004). 
Большая физическая активность в прошлом сочеталась 
со свободной, грамотной  речью, заметной общей куль-
турой, лучшим сохранением внимания.

Современные рекомендации [31] по продлению 
возраста физически и когнитивно благополучной 
старости предлагают в качестве программы-мини-
мум 150 минут аэробной нагрузки умеренной интен-
сивности в неделю (по 30 мин 5 дней) или  60 ми-
нут еженедельных нагрузок высокой интенсивности 
(по 20 мин 3 дня). Как способ не только сохране-
ния, но даже улучшения когнитивных/исполнитель-
ных функций авторы предлагают  комплекс силовых 
(resistance) упражнений для верхних и нижних конеч-
ностей. С усилием 60-80% от личного максимума, ча-
стотой нагрузок 2 дня в неделю с максимально воз-
можным для исполнителя числом повторений. Авто-
ры подчеркивают, что для неподготовленных и слабых 
все указанные величины должны разумно снижаться.
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Следует иметь в виду, что создание рекомендаций 
по образу жизни должно учитывать и быстрое сегодня 
изменение внешней среды влияющее даже на молодые, 
легче приспосабливающиеся к изменениям (пластич-
ные) организмы [32].

В заключение о высших возможностях и дости-
жениях человека и человечества в синтезе движения 
и мышления. Высший результат соединения движения 
и мышления -- это музыка. Формально и в точном зна-
чении слова, она создается движением, но адресована 
мышлению и воспринимается им. Например – фор-
тепиано. Невыразимые словами красота, изящество, 
оригинальность мысли, чувств в произведениях Рахма-
нинова, Чайковского, Шопена, Моцарта, Листа созда-
ются, как представляется слушателю, «невозможными» 
по быстроте, точности, разнообразности, чувственно-
сти, трепетности движений пальцев исполнителя. Изо-
бретением музыки и инструментов человек компенси-
ровал недостаточную, как он понял после изобретения 
музыки, выразительность речи. Стал выражать то, что 
словами выразить нельзя. Роскошно обогатил то, что 
мы называем душой, – мир своих чувств, настроений, 
желаний  возможностью сообщать это другим людям.
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Евдокимова Н.В., Черненькая Т.В. 

Умеренные бактериофаги – тайное оружие бактерий  
или их ахиллесова пята?

ГБУЗ «НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского» ДЗ г. Москвы, 

129090, Москва, Россия, Большая Сухаревская площадь, д. 3 

В последние десятилетия наблюдается возрождение активного интереса к фаговой терапии, связанный во многом с огра-

ниченными возможностями антибиотикотерапии, а также с появлением данных о иммуномодулирующем действии фагов 

при их непосредственном взаимодействии с клетками иммунной системы человека. Изучение микробиома кишечника 

показало невероятное видовое богатство умеренных бактериофагов и их важную роль в регулировании численности и 

метаболической активности микробиомов человека. Особый интерес вызывает применение управляемой индукции (акти-

вации) профагов для лечения воспалительных заболеваний, вызванных бактериями. В настоящее время научная база для 

внедрения этого подхода в лечебную практику разработана слабо. Остаются опасения относительно неконтролируемого 

переноса генов патогенности и антибиотикорезистентности. Однако перспективы использования регуляторных возмож-

ностей умеренных бактериофагов для лечения хронических воспалительных заболеваний или дисбиотических наруше-

ний в организме человека представляются реальными уже сейчас, особенно с учетом возможностей молекулярно-гене-

тического модифицирования умеренных фагов. 
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Moderate bacteriophages: the secret weapon of bacteria or their Achilles heel?

Sklifosovsky Research institute of Emergency Medicine, 

3 Bolshaya Sukharevskaya Square, Moscow, 129090, Russian Federation

In recent decades, active interest in phage therapy has revived, largely due to the limited possibilities of antibiotic therapy, 

as well as due to the emergence of data on the immunomodulatory effect of phages resulting from their direct interaction 

with human immune cells. Studying the intestinal microbiome has shown an incredible species richness of moderate bac-

teriophages and their important role in regulating the abundance and metabolic activity of human microbiomes. Of par-

ticular interest is the use of controlled induction (activation) of profages for the treatment of inflammatory diseases caused 

by bacteria. Currently, the scientific basis for implementing this approach into medical practice is poorly developed, and 

concerns remain about uncontrolled transfer of pathogenicity and antibiotic resistance genes. However, the prospects of 

using the regulatory capabilities of moderate bacteriophages for the treatment of chronic inflammatory diseases or dysbi-

otic disorders in the human body seem real, especially taking into account the possibilities of molecular genetic modifica-

tion of moderate phages.

Keywords: moderate bacteriophages, activation of profages, genetically modified phages, regulation of microbiomes, 

treatment of inflammatory diseases or dysbiotic disorders
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Введение

В настоящее время значительная часть медицин-
ского сообщества продолжает скептически относить-
ся к возможностям фаготерапии для лечения тяжелых 
бактериальных инфекций. Первоначальные вполне 
успешные попытки использования вирулентных бак-
териофагов для лечения ряда инфекционных заболева-
ний в первой четверти 20 века не нашли в дальнейшем 
своего активного продолжения, поскольку на истори-
ческую авансцену вышли антибиотики. О лечебном 
потенциале вирулентных бактериофагов вспомнили, 
когда стало очевидно, что всесильность антибиотиков 
была несколько переоценена, поскольку рост числа ре-
зистентных штаммов бактерий начал опережать чис-
ло вводимых в практику антибактериальных препара-
тов. Фаги распространены в природе повсеместно, их 
выделение и адаптация требует гораздо меньше вре-
мени и финансовых затрат, чем разработка и внедре-
ние новых антибиотиков. В России, ряде стран Евро-
пы и в США вирулентные бактериофаги (монопрепа-
раты и коктейли) включены в медицинские протоколы 
лечения некоторых видов воспалительной патологии 
и успешно применяются на практике. Умеренные бак-
териофаги, однако, так и остались в тени своих виру-
лентных собратьев. Много десятилетий они являют-
ся излюбленной моделью молекулярно-генетических 
исследований, но об их экологической роли в природ-
ных микробных сообществах, включая организм че-
ловека, до сих пор известно немного. Изучение ми-
кробиома кишечника человека показало, что невиди-
мый мир умеренных бактериофагов невероятно богат 
по своему видовому разнообразию и динамичен по от-
клику на изменчивую окружающую среду. Нам кажет-
ся, что настало время более детального рассмотрения 

вклада умеренных бактериофагов в эволюцию микроб-
ных популяций, в регуляцию численности микробных 
популяций, а также оценки перспектив практическо-
го использования знаний о биологии умеренных бак-
териофагов для лечения разных видов воспалительной 
патологии бактериальной природы. 

Что такое умеренные бактериофаги. Для начала 
следует обозначить основные моменты, о которых уже 
можно говорить как об установленных и общеприня-
тых. Что такое бактериофаги? Самый простой ответ – 
это вирусы бактерий, а потому инфицирование ими 
клеток бактерий приводит к синтезу новых вирусных 
частиц, которые затем разрушают клеточную стенку, 
что приводит к лизису клеток бактерий и их гибели. 
Так в простейшем виде выглядит литический цикл, ко-
торый был впервые изучен у хвостатых бактериофагов 
порядка Caudovirales [1]. Фаги бывают вирулентными 
и умеренными. Вирулентными называют бактериофа-
ги, способные развиваться исключительно в литиче-
ском цикле. Иногда вирулентные фаги называют ли-
тическими, но это название нельзя считать удачным, 
поскольку литический цикл есть и у умеренных бакте-
риофагов. Если же фаговая частица способна перейти 
в состояние профага, при котором ДНК фага встраива-
ется в геном бактериальной клетки (чаще всего в бак-
териальную хромосому) и не экспрессируется сразу (за 
счет синтеза белков-репрессоров, кодируемых самим 
фагом), а затем на протяжении ряда циклов реплици-
руется вместе с геномом клетки бактерий, то такой ва-
риант развития событий называется лизогенией, а фаг, 
способный сочетать литический и лизогенный цикл 
развития – умеренным. Путем индукции (активации) 
происходит переход умеренного фага от лизогенно-
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го к литическому циклу – синтезу вирусных частиц 
и гибели клеток бактерий.  Как показывают резуль-
таты исследований генома микробной клетки, не ме-
нее половины штаммов бактерий содержат умеренные 
бактериофаги [2, 3], и у представителей микрофлоры 
человека, согласно современным данным, профаго-
вые «вставки» также обнаруживаются по крайней мере 
у 40-50 % изученных видов бактерий [3–5]. Как показа-
ли исследования бактериофагов бактерий, обитающих 
в природных местообитаниях, большинство вирулент-
ных фагов, которые ранее считались таковыми, оказа-
лись не вполне «настоящими» – они представляют со-
бой индуцированную форму умеренных бактериофа-
гов [1]. Какие факторы способствуют переключению 
с литического пути на лизогенный в тех или иных об-
стоятельствах пока изучено недостаточно, но чрезвы-
чайно важная экологическая роль умеренных бактери-
офагов в регулировании численности популяций бак-
терий в природных местообитаниях в настоящее время 
признается большинством исследователей [1–6]. Уме-
ренные фаги участвуют в эволюции микробных попу-
ляций, ускоряя горизонтальный (в ходе трансдукции) 
и вертикальный перенос генов, способствуя выживаю 
популяции в меняющихся условиях окружающей сре-
ды [7, 8]. Совместное «сосуществование» умеренного 
фага в виде профага и клеток бактерий (хозяина) мож-
но рассматривать на определенном этапе жизненного 
цикла как вариант кооперации, когда каждый участ-
ник союза получает несомненную выгоду. Умеренный 
фаг преумножает число своих копий в ходе реплика-
ции хозяйской ДНК, почти ничего (в энергетическом 
смысле) не вкладывая в этот процесс, а клетки бакте-
рий приобретают ряд полезных с точки зрения выжи-
ваемости черт. Часть генов профага на определенном 
этапе жизненного цикла проявляют активность и экс-
прессируются в бактериальной клетке, что приводит 
к изменению ее физиологических и биохимических 
свойств (синтез новых ферментов, токсинов, капсуль-
ных белков, генов антибиотикорезистентности и т.д.). 
Такая модификация получила название «лизогенной 
конверсии». Иными словами, присутствие умеренного 
фага в бактериальной клетке нередко является не толь-
ко способом выживания бактериофага в неблагопри-
ятных условиях, но и вариантом взаимовыгодного со-
трудничества, при котором бактериальная клетка то-
же повышает свои шансы выживать и размножаться, 
в том числе, и в организме человека [1–3].

Необходимо отметить высокую вариабельность 
профаговых «вставок» в клетках разных видов бакте-
рий, как в количественном, так и в качественном от-
ношении. По самым скромным прикидкам их число 

может колебаться в диапазоне от единиц до несколь-
ких десятков и даже более [9]. Какие же факторы уве-
личивают вероятность обнаружения полноценно функ-
ционирующего профага, способного к индукции и об-
разованию новых частиц фага в геноме бактериальной 
клетки? На данный момент показано, что среди струк-
турных ограничений можно говорить о размере бакте-
риального генома – он не должен быть слишком ма-
леньким, поскольку для активации профага необходи-
ма полноценно работающая рестрикционная система, 
а это предполагает наличие генов рестрикции и сопря-
женных с ними регуляторных генов, что сразу накла-
дывает ограничения «снизу» на размер генома [3, 10]. 
Это правило особенно актуально при небольших раз-
мерах бактериальных геномов (меньше, чем 6 Mb). 
Также установлено, что немаловажным фактором яв-
ляется размер самой бактериальной клетки – он дол-
жен быть меньше некоторого порогового значения, по-
скольку для запуска активации важна концентрация 
определенных медиаторов в момент, когда биосинте-
тические ресурсы клетки весьма ограничены, и значи-
тельно повысить внутриклеточную концентрацию этих 
регуляторов практически невозможно [3]. Результа-
ты исследований, посвященных изучению поведения 
микробных популяций в их естественной среде оби-
тания (морские и пресные водоемы, почва), показали, 
что число лизогенных штаммов бактерий значительно 
варьирует в зависимости от условий окружающей сре-
ды обитания. Обнаружено, что доля лизогенных штам-
мов возрастает в условиях низкой плотности микроб-
ной популяции, при голодании и при неблагоприятной 
для роста температуре [11–13]. Складывается впечат-
ление, что доля лизогенных клеток бактерий возрас-
тает за счет их большей «выживаемости» при неблаго-
приятных условиях среды обитания. 

Молекулярные механизмы, регулирующие разные 
этапы жизненного цикла умеренных фагов, такие как 
инфицирование, лизогенизация, индукция (актива-
ция), потеря профага или его структурная трансфор-
мация в результате работы систем рестрикции-мо-
дификации сложны и пока изучены недостаточно 
[3]. Открытие CRISPR-Cas системы бактерий (англ. 
«clustered regularly interspaced short palindromic repeats», 
«CRISPR associated protein») и ее участия в поддержа-
нии антифаговой защиты слегка приоткрыла некото-
рые тайны молекулярной регуляции «профагового со-
общества» [14]. CRISPR-Cas системы содержат после-
довательность прямых, почти палиндромных повторов, 
перемежающихся со спейсерами – последовательно-
стями нуклеотидов, фактически представляющих со-
бой слегка измененные копии ДНК фагов или плаз-



120

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.117-123

Обзор

мид, с которыми бактериальная клетка встречалась 
на протяжении своей жизни. Эта система вместе с ре-
стрикционной системой участвует в противофаговой 
защите клеток бактерий. Однако ее взаимоотношения 
с фагами и другими чужеродными ДНК носит соревно-
вательный характер, в результате чего фаги вырабаты-
вают способность уклоняться от атак CRISPR-Cas си-
стемы, что в итоге приводит к коэволюции всех участ-
ников состязания.

 О наличии тонкой и сложной системы регуляции 
процессов активации профагов свидетельствует и ее 
тесная связь с так называемой SOS-системой бакте-
рий, которая включается при ингибировании репли-
кации или повреждении ДНК [15–17]. SOS-cистема 
была открыта в 1975 году у кишечной палочки, и без 
лишнего мудрствования названа так же, как и между-
народный сигнал бедствия в радиотелеграфной связи. 
Любая стрессовая ситуация, приводящая к торможе-
нию процессов роста (введение высоких доз антибио-
тиков или антисептиков, УФ-излучение и т.д.) при-
водит к включению данной системы, наиболее узким 
местом которой являются ошибки в работе ДНК-по-
лимераз приводящие к возникновению мутаций, а сле-
довательно, и к адаптивным изменениям в микробной 
популяции. Показано, что SOS-система может быть 
напрямую связана с появлением мутаций, вызыва-
ющих индукцию профагов и развитие устойчивости 
к антибтотикам [17].

Индукция умеренных бактериофагов. С практиче-
ской точки зрения, то есть с точки зрения возможно-
сти использования потенциала умеренных бактери-
офагов для подавления роста возбудителей воспали-
тельных заболеваний человека, особого рассмотрения 
заслуживает индукция (активация) умеренных фагов. 
Это энергоемкий процесс, который запускается толь-
ко при создании стрессовой ситуации, приводящей 
к повреждению бактериальной ДНК и включению си-
стемы SOS-репарации бактериальной клетки, причем 
на запуск синтеза стартовых белков в ходе индукции 
уходит всего 30-40 мин [1]. Примерами таких воздей-
ствий, как мы уже говорили, могут служить УФ-облу-
чение, введение сублетальных доз антибиотиков, ми-
томицина С [1]. Казалось бы, список индукторов ука-
зывает на то, что активация умеренных фагов является 
весьма редким событием. Однако недавние работы по-
казали, что это не так. Были получены убедительные 
доказательства существования активации умеренных 
фагов в микробиоме кишечника человека [18-21]. Сре-
ди факторов активации особую роль, помимо антибак-
териальных препаратов, играют и такие, как характер 
поступающих питательных субстратов, синтез специ-

фических микробных метаболитов, наличие хрониче-
ских воспалительных заболеваний желудочно-кишеч-
ного тракта. Интересно, что исследование функциони-
рования QS-system бактерий показало ее несомненное 
участие, как в антифаговой защите клеток бактерий, 
так и в регулировании процесса активации умерен-
ных бактериофагов [21]. Напомним, что QS-system 
представляет собой сигнальную систему межклеточ-
ного общения внутри популяций бактерий, воздей-
ствие на которую позволяет коренным образом из-
менить поведение микробных популяций, например, 
лишить их возможности синтезировать токсины или 
гемолизины. Иными словами, умеренные бактериофа-
ги включены в работу практически всех систем клеток 
бактерий, оказывая прямое или опосредованное дей-
ствие на регуляцию роста, синтез факторов патоген-
ности, межклеточное взаимодействие внутри микроб-
ной популяции и т.д. Такая многофункциональность 
позволяет предполагать  возможность осуществления 
управляемой индукции умеренных бактериофагов для 
снижения числа клеток возбудителей тяжелых инфек-
ционно-воспалительных заболеваний, поскольку лю-
бая сложная система (и чем система сложнее, тем ве-
роятность выше) всегда имеет свое узкое место, свою 
«ахиллесову пяту».

Обоюдоострое оружие. Мы намеренно нарисовали 
картину индукции умеренных бактериофагов крупны-
ми мазками для того, чтобы не увязнуть в множестве 
молекулярных и иных деталей. Но некоторые из этих 
деталей являются основанием для настороженного 
отношения к идее использования индукции умерен-
ных бактериофагов для регуляции численности воз-
будителей инфекционных осложнений человека. Так, 
было показано, что в процессе измененной индук-
ции, не приводящей к синтезу полноценных фаговых 
частиц, возможна экспрессия ряда генов патогенно-
сти, ответственных, например, за синтез штаммами 
EHEC (энтерогеморрагические кишечные палочки) 
Shiga-токсина, что приводит к усилению воспалитель-
ных процессов в толстой кишке и летальным исходам 
[22]. При воспалительных заболеваниях тонкой и тол-
стой кишки (язвенный колит, болезнь Крона), как по-
казали метагеномные исследования, наблюдается рез-
кий сдвиг от нормальной микрофлоры к патологиче-
ской, который сопровождается резким возрастанием 
числа фаговых частиц, при этом спектр фагов сильно 
отличается от того, который выявляют у здоровых ор-
ганизмов [18, 20, 22–24]. Результаты исследований по-
казывают, что у здоровых организмов (модельные жи-
вотные и люди) фаговое сообщество кишечника име-
ло упорядоченную и стабильную структуру, тогда как 
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у больных наблюдался «стохастический фаговый дис-
биоз» (интересен сам факт введения в научную лите-
ратуру понятия «вирионного (фагового) дисбиоза»). 
Эти данные позволяют предположить, что при разви-
тии разных видов воспалительной патологии наблюда-
лось интенсивное отмирание лизогенных популяций, 
которые составляли нормальную микрофлору кишеч-
ника. Иными словами, нарушение гомеостаза в микро-
биоме кишечника, наблюдаемое при воспалительных 
заболеваниях, является результатом катастрофических 
нарушений в системе «бактериальные клетки-профа-
ги». Высвобождение большого числа фаговых частиц 
приводит не только к снижению числа клеток нормо-
бионтов (представителей нормальной микрофлоры), 
но и к тому, что часть фагов преодолевает слой эпите-
лиальных клеток кишечника, проникает в кровь и дру-
гие системы и органы, формируя таким образом парал-
лельные потоки бактериальных клеток, их фрагментов 
и фаговых частиц, составляющие так называемую ми-
кробную кишечную транслокацию. 

Имеются неопровержимые свидетельства того, 
что в макроорганизме происходит непосредствен-
ное взаимодействие фагов с клетками иммунной си-
стемы (дендритные клетки, В-лимфоциты, моноци-
ты), что приводит к индукции синтеза хемокинов, 
интерферона-гамма, интерлейкина-12 [24, 25].  Од-
нако далеко не все фаги вызывают подстегивание 
провоспалительного ответа макроорганизма и уси-
ление клинических проявлений колита. Таким не-
гативным свойством обладают, например, Т4 фаги, 
часто обнаруживаемые в клетках кишечной палоч-
ки [26]. Напротив, имеется множество свидетельств 
протективных свойств профагов, которые включа-
ются в борьбу с патобионтами (несвойственными 
здоровому микробному сообществу микроорганиз-
мами), обеспечивая таким образом поддержание го-
меостаза в микробиоме кишечника [27]. Интересно, 
что на поверхности фаговых частиц обнаружены Ig-
подобные локусы (сайты), которые прочно связы-
вают их с полисахаридным матриксом биопленок, 
за счет чего чувствительные к фагам клетки бакте-
рий способны избегать прямого контакта и длитель-
но сосуществовать с фагами в условиях стабильной 
окружающей среды [26, 27].

Достижения последних лет. Исследования био-
логии и экологических аспектов умеренных бактери-
офагов в последние годы переживает поистине бум. 
Изучение микробиома кишечника человека приве-
ло к открытию невероятного параллельного мира 
бактериофагов, названного фагомом. Были откры-
ты новые виды фагов, относящихся к семействам Si-

phoviridae, Myoviridae, Podoviridae и crAss-подобных 
вирусов, которые инфицируют клетки бактерий прак-
тически всех таксономических фил (групп классов) – 
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Verrucomicrobia 
and Proteobacteria [28]. Часть из этих фагов уже удалось 
культивировать и подробно изучить.

Интересные результаты были получены при изу-
чении так называемых «cryptic prophages» (молчащих 
фагов), которые потеряли способность к индукции. 
Они осуществляют не только иммунную функцию, 
являясь компонентами CRISPR-Cas систем бактерий, 
но и регулируют процесс перехода бактериальных кле-
ток в состояние покоя, что открывает новые возмож-
ности в подавлении метаболической активности кле-
ток микробных популяций [29]. 

Результаты пока еще единичных работ показыва-
ют реальную возможность получения сконструиро-
ванных умеренных бактериофагов, которые способны 
«скорректировать» ряд нежелательных свойств патоге-
нов, например, заблокировать синтез токсинов, или 
восстановить чувствительность к антибиотикам [30]. 
Так, модифицированный λ-фаг был внедрен в клет-
ки Escherichia coli, что привело к потере способности 
клеток бактерий синтезировать Shiga-токсин, причем 
полученный искусственный профаг показал высокую 
эффективность и стабильность в кишечнике [31]. Ис-
следования применения комбинированной антибиоти-
ко-фаговой терапии показали реальную возможность 
снижения МПК антибактериальных препаратов [32]. 
В качестве фагового компонента использовали виру-
лентные фаги.

SARS-CoV-2 инфекция и умеренные фаги. Исследо-
вания вирома кишечника пациетов с SARS-CoV-2 ин-
фекцией показали значительные различия в структуре 
ДНК- и РНК-содержащих вирусов у больных и здоро-
вых людей [33]. Полная конструктивная перестройка 
вирома кишечника, вызванная SARS-CoV-2 инфекци-
ей, длительно сохранялась (по крайней мере, в течение 
месяца), при этом и клинические проявления воспа-
лительных постковидных осложнений в кишечнике 
людей также сохранялись даже после выписки из кли-
ники. Обнаружено, что у пациентов с тяжелым тече-
нием ковидной инфекции видовое разнообразие уме-
ренных фагов резко снижалось, при этом, как показал 
метагеномный анализ, возрастала доля генов, кодиру-
ющих факторы патогенности, особенно у штаммов E. 

coli. У пожилых пациентов видовое разнообразие фа-
гов было значительно ниже, чем у более молодых, что, 
возможно, является одним из факторов, способствую-
щих более тяжелому течению инфекции. Предполага-
ется протективная роль умеренных бактериофагов и их 



122

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.117-123

Обзор

вклад в поддержание гомеостаза кишечного микро-
биома и в регулирование провоспалительного каскада.

Заключение

Опыт многолетнего применения вирулентных бак-
териофагов доказал их несомненную клиническую эф-
фективность (при должном подборе препаратов) и без-
опасность. Есть основания полагать, что совместное 
применение вирулентных фагов и антибиотиков по-
зволит преодолеть антибиотикорезистентность бак-
терий, которая представляет собой глобальную обще-
мировую проблему. Лечебный потенциал умеренных 
бактериофагов предстоит еще только исследовать. На-
учная база для использования управляемой индукции 
(активации) умеренных бактериофагов в лечебных це-
лях пока еще слабо разработана. Во-первых, нам чрез-
вычайно мало известно о функциях большинства ге-
нов профагов, не говоря уже о механизмах регуляции 
работы этих генов (как генетических, так и эпигене-
тических). Во-вторых, наблюдаемые эффекты актива-
ции большинства профагов в условиях многофактор-
ных модельных экспериментов всегда содержат некон-
тролируемые параметры, что пока дает мало оснований 
для получения запрограммированного лечебного эф-
фекта. В-третьих, мы слишком мало знаем о молеку-
лярных механизмах, лежащих в основе трансдукции 
(специализированной и генерализованной трансдук-
ции, ауто-трансдукции), чтобы гарантировать полное 
отсутствие риска передачи генетических детерминант 
антибиотикорезистентности или факторов патогенно-
сти от патогенной флоры к нормобионтам в результа-
те индукции профагов.

Однако большинство исследователей фагов с оп-
тимизмом смотрят на перспективы применения их 
в практической медицине. Этот оптимизм базирует-
ся, в том числе, и на принципиальной возможности 
создания биоинженерно-модифицированных фагов. 
Вполне реальным кажется использование регулируе-
мой активности умеренных бактериофагов для лече-
ния хронических, трудно поддающихся антибиотико-
терапии воспалительных инфекционных заболеваний 
(для подбора индивидуальной схемы лечения, адапта-
ции или генной модификации бактериофагов требу-
ется время, которое в будущем, по-видимому, удастся 
сократить). Возможности управляемой индукции уме-
ренных бактериофагов кажутся весьма перспективны-
ми и для лечения тяжелых дисбиотических нарушений 
микробиома кишечника, которые нередко возникают 
после интенсивной и длительной антибиотикотера-
пии. При ближайшем рассмотрении становится оче-
видным, что идеи регулируемой активации умерен-

ных фагов очень логично и гармонично вписываются 
в активно продвигаемую в последнее время концеп-
цию персонализированной медицины.
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Введение. В последнее время все большую популярность приобретает выявление классов метилирования (МК) менин-

гиом, позволяющее существенно повысить точность   прогноза выживаемости пациентов. Цель работы – сравнительный 

анализ наиболее перспективных методов молекулярного исследования тканей. 

Методика. В данной работе сравнивали 2 перспективных диагностических подхода: выявление глобального профиля 

метилирования генома и выделение типов кластеров (ТК) клеток менингиом по их потенциальной диагностической зна-

чимости.   Оценивали также   фундаментальные факторы корреляции двух методов. Выделение ТК базируется на харак-

теристике функциональных свойств клеток с помощью маркерных молекулярных факторов, демонстрирующих степень 

активации пролиферативных и метаболических процессов. С технической точки зрения  подход включал в себя получе-

ние полноформатных изображений иммуногистохимических препаратов, их многоступенчатую медианную фильтрацию 

и особые режимы маскирования, а также дальнейшее создание многослойных комплексных изображений с максимально 

точным координатным сопоставлением. Все полученные результаты по активности экспрессии данных молекулярных фак-

торов были использованы для проведения кластерного анализа с выделением клеточных кластеров в опухолях  и даль-

нейшей вторичной кластеризации их в 8 ТК. 

Результаты. Показано, что в целом наблюдается однонаправленное прогрессирование свойств злокачественности опу-

холи и степени ее биологической агрессивности как при выявлении состава МК, так и содержания ТК. В то же время, по 

своей прогностической ценности подход с выявлением ТК в менингиомах превзошел подход с определением МК для ново-

образования. Наиболее действенной с прогностических позиций оказалась комбинация данных подходов. 

Заключение. Разработанный нами подход по функциональному профилированию клеток менингиом с разделением на ТК 

представляется  чрезвычайно перспективным, способным раздвинуть диагностические границы. Дальнейшее развитие 

подобных комплексных подходов с включением других молекулярных методов позволит достичь принципиально нового 

качества диагностического процесса. 
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Introduction. Despite a relatively favorable prognosis of meningiomas, this nosological group remains a serious diagnostic chal-

lenge, largely due to the shortage of accurate diagnostic methods. Identification of methylation classes (MC) of meningiomas is 

becoming increasingly popular, since it can improve the prognostic accuracy. The aim of this study was to compare most prom-

ising methods for tissue molecular analysis. 

Methods. This article focuses on comparing two promising diagnostic approaches, namely, global genome methylation profiling 

and identification of cluster types (CT) of meningioma cells based on their potential diagnostic significance. Also, basic correlation 

factors of these two methods were assessed. The identification of CT is based on characterizing cell functional features by the marker 

molecular factors that indicate the activation of proliferative and metabolic processes. Technically, our approach included obtain-

ing full-format scans of immunohistochemical slides, their stepwise median filtration, and specific masking regimes followed by cre-

ation of complex multilayer images with maximally precise coordinate correlation. All data on the expression activity of the molec-

ular factors were used for a cluster analysis to identify tumor cell clusters for their subsequent secondary clusterization into 8 CTs. 

Results. Th study showed unidirectional progression of the tumor malignancy and biological aggressiveness based on identi-

fication of the MC composition or the TC content. At the same time, for meningiomas, the TC approach was superior to the MC 

approach by its prognostic value. A combination of these methods provided the most effective prognosis. 

Conclusion. The meningioma cell functional profiling with cluster identification is very promising as it can expand the diagnos-

tic frontier. Further development of such comprehensive approaches that include other molecular methods will provide critically 

new quality of the diagnostic process.
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Введение

Менингиомы составляют группу новообразований 
мозговых оболочек, наиболее часто встречающуюся сре-
ди всех опухолей головного мозга. Несмотря на добро-
качественное в большинстве случаев течение менин-
гиом, нередко наблюдается рецидивное течение онко-
логического процесса. Потенциальной возможностью 
фундаментального дискурса в сфере диагностики и ле-
чения новообразований различной локализации явля-
ется рассмотрение вопросов внутриопухолевой гетеро-
генности. В частности, решение данного комплекса во-

просов позволяет сортировать всю многоликую массу 
клеток новообразований на группы в соответствии с их 
молекулярными, функциональными и патогенетически-
ми свойствами, выстраивая проекции данных клеточ-
ных групп на клиническую плоскость [3–6]. 

Подобный современный подход наша группа ре-
ализовала для менингиом. В рамках данного подхода 
мы разработали многоуровневую комплексную систему 
обработки и анализа данных визуализации протеомно-
го и транскриптомного профиля менингиом, включаю-
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щую в себя получение полноформатных изображений 
иммуногистохимических препаратов, их многоступен-
чатую медианную фильтрацию и особые режимы ма-
скирования, а также дальнейшее создание многослой-
ных комплексных изображений с максимально точным 
координатным сопоставлением [7, 8]. Представленная 
многоуровневая аналитическая модель применялась 
для изучения активности экспрессии в менингиомах 
пролиферативного маркера Ki-67, каспазы 9 (Cas9), 
каспазы 3 (Cas3), сукцинил-КоА-синтетазы (СКоАС), 
HIF-1α с целью характеристики функционального со-
стояния клеток и их кластеризации. Все полученные 
данные по активности экспрессии данных молекуляр-
ных факторов были использованы для проведения кла-
стерного анализа с выделением клеточных кластеров 
в опухолях и дальнейшей вторичной кластеризации 
их в 8 типов кластеров (ТК). Мы выявили характер-
ные комбинации типов кластеров для каждого гисто-
логического типа менингиомы. Мы также  показали, 
что отдельные ТК значимо повышают риск развития 
рецидивов и малигнизации для менингиом grade 1. 

Далее во всех ТК опухолевых клеток были подробно 
исследованы молекулярные свойства в отношении ак-
тивности экспрессии протоонкогенов и антионкогенов 
SMO, Akt1, PDGFR, EGFR и CDKN2A. В результате было 
выявлено, что все ТК статистически значимо различают-
ся по активности экспрессии данных генов. В то же время 
существуют типичные комбинации генов по активности 
их экспрессии, в рамках которых при переходе от одно-
го ТК к другому изменяются ведущие драйверные гены 
и вспомогательные генетические элементы. Более того, 
мы выяснили, что активность экспрессии некоторых ге-
нов в части ТК, равно как и доля части ТК в клеточной 
массе взаимосвязаны с прогнозом не только безрецидив-
ной, но и общей выживаемости пациентов. 

Также мы рассмотрели особую популяцию клеток 
в составе менингиом – клетки со стволовыми свой-
ствами, или опухолевые стволовые клетки (ОСК), мар-
кером которых служит CD 133. Мы впервые изучили 
экспрессию данного маркера и впервые показали на-
личие популяции клеток со стволовыми свойствами 
в менингиомах различной степени злокачественно-
сти и охарактеризовали их распределение в зависимо-
сти от гистологической разновидности опухоли. Наша 
группа показала наличие в менингиомах одновремен-
но двух типов ОСК – эпителиальных ОСК (ЭОСК) 
и мезенхимальных ОСК (МОСК). При этом мы выяс-
нили, что существует как минимум 3 различных под-
типа МОСК и 2 подтипа ЭОСК, каждый из которых 
может играть роль драйверной клеточной популяции. 
При том, характер драйверной клеточной популяции 

непосредственно влияет на степень биологической 
агрессивности менингиомы и ее свойства, что транс-
лируется и в клиническую плоскость, поскольку мо-
лекулярные свойства различных подтипов ОСК так-
же непосредственно взаимосвязаны с прогнозом об-
щей и безрецидивной выживаемости пациентов [7, 8]. 

Тем не менее, существует немало направлений, 
по которым ТК недостаточно хорошо охарактеризованы, 
в частности, в важном вопросе глобального метиляцион-
ного профилирования. Данный молекулярный подход 
представляет собой крайне перспективное направление 
не только в решении вопросов практического характе-
ра, но также в рассмотрении проблем фундаментально-
го свойства. В частности, было показано наличие  шести 
различных клинически значимых классов метилирова-
ния, связанных с типичными мутационными и цитогене-
тическими событиями, а также с паттернами экспрессии 
различных генов [9, 10]. По сравнению с классификаци-
ей ВОЗ классификация по индивидуальным и комбини-
рованным классам метилирования более точно выявляет 
пациентов с высоким риском прогрессирования заболе-
вания в менингиомах grade 1 и пациентов с более низким 
риском рецидива среди менингиом grade 2. В рамках на-
стоящей работы проведено изучение взаимосвязи ТК 
и ОСК с метиляционными классами менингиом и рас-
смотрено их совместное влияние на прогноз.

Методика

Для реализации данной научной работы в исследо-
вание включались пациенты, проходившие хирургиче-
ское лечение в ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. акад. 
Н.Н. Бурденко» в 2014–2016 гг. Всего среди новообра-
зований было представлено 32 менингиомы grade 1, 28 
менингиом grade 2 и 24 менингиомы grade 3. Для вклю-
чения в работу применялись критерии в виде первич-
ного вмешательства по поводу данного новообразова-
ния, отсутствия других онкологических заболеваний, 
наличия достаточного качества материала новообра-
зования. Все пациенты, включенные в исследование, 
подписывали добровольное информированное согла-
сие, все научная работа проводилась в строгом соот-
ветствии с принципами “Надлежащей клинической 
практики” (GoodClinicalPractice).

Выделение различных ТК в менингиомах

Подробно процесс выделения различных ТК в ме-
нингиомах был описан в предыдущих работах [8]. Вна-
чале готовились срезы менингиом толщиной 3 мкм 
и проводилась иммуногистохимическая реакция с мо-
ноклональными антителами против человеческого ан-
тигена Ki-67 (CONFIRM anti-Ki67, Roche-Ventana, 
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США), моноклональными антителами против чело-
веческого антигена Cas9 (SAB3500405, Sigma-Aldrich, 
США), моноклональными антителами против челове-
ческого антигена Cas3 (C7729, Sigma-Aldrich, США), 
моноклональными антителами против человеческо-
го антигена сукцинил-КоА-синтетазы (SAB2700343, 
Sigma-Aldrich, США) и моноклональными антите-
лами против человеческого антигена HIF-1α (H6536, 
Sigma-Aldrich USA). Далее проводился первич-
ный анализ изображений с использованием сканера 
Aperio 3T (Leica Biosystems, GmbH), в рамках которого 
полученные изображения для всех маркеров сопостав-
лялись между собой с максимальной точностью по ко-
ординатным данным для получения сложных «много-
слойных» изображений с помощью программного обе-
спечения Aperio ImageScope (Leica Biosystems, GmbH), 
ImageJ (Национальный институт здравоохранения, 
США) и QuPath (Университет Эдинбурга, Великобри-
тания). Далее с помощью технологий машинного об-
учения, нейросетевого анализа и технологий больших 
данных выделялись клетки и ядра клеток вместе с по-
ложительными метками для всех 5 исследованных мар-
керов, что служило основой для проведения кластерно-
го анализа с применением технологий большого объ-
ема данных и программного обеспечения Matlab (The 
MathWorks, США) и SPSS Statistics 23 (IBM, США). 
Сначала на базе данных клеток выделялись группы 
клеток в виде клеточных кластеров. После этого, про-
изводился вторичный анализ изображений с примене-
нием полуавтоматических программных алгоритмов. 
На основе данных вторичного анализа изображений 
был проведен вторичный кластерный анализ, в резуль-
тате которого выделенные клеточные кластеры различ-
ных пациентов были классифицированы в более круп-
ные категории в виде ТК. Все взятые в исследование 
менингиомы были картированы по данным ТК с ис-
пользованием подходов к кластерированию, приме-
нявшихся в рамках предшествующей работы.

Профилирование метилирования генома менингиом

Кластеризация, проведенная с помощью обучения 
без учителя, была выполнена на основе евклидова рас-
стояния и метода связи Уорда. Для кластеризации были 
выбраны зонды со стандартным отклонением более 0.2 
по всем образцам. Зонды метилирования были переупо-
рядочены путем иерархической кластеризации с исполь-
зованием евклидова расстояния и полного сцепления.

Статистическая валидация

Для проведения статистического анализа при-
менялось программное обеспечение Matlab и SPSS 

Statistics 23.0. Кластерный анализ проводился по мето-
ду k-средних. Межгрупповые сравнения выполнялись 
с использованием U-критерия Манна–Уитни в случае 
ненормального распределения признака, t-критерия 
Стьюдента в случае нормального распределения при-
знака. Характер распределения признаков определя-
ли с помощью критерия Шапиро–Уилка. Распределе-
ние времени выживания оценивали по методу Капла-
на и Мейера и сравнивали между группами с помощью 
логарифмического рангового критерия. Были рассчи-
таны отношения рисков, включая 95% доверительные 
интервалы, основанные на регрессионных моделях 
Кокса. Были рассчитаны кривые ошибок прогнози-
рования на основе оценки Бриера. Различия считали 
статистически значимыми при p<0.05.

Результаты

Метиляционное профилирование когорты менингиом

Среди взятой в исследование когорты пациен-
тов было выявлено, что большая часть в количе-
стве 42.86% (n=36) относилась к метиляционному 
кластеру benign-2 (МК ben-2), в то время как на вто-
ром месте по количеству случаев находился кластер 
benign-1 (МК ben-1) c 28.57% (n=24). Далее по коли-
честву случаев следовал кластер benign-3 (МК ben-
3), на который приходилось 12.34% (n=10) пациен-
тов, затем следовал кластер intermediate A (МК int-A) 
с 8.33% (n=7) случаев и кластер intermediate B (МК 
int-B) с 4.76% (n=4) случаев, в то время как на кластер 
malignant (МК mal) приходилось 3.57% (n=3). Раcсмо-
трение соотношения кластеров со степенью злокаче-
ственности новообразований показало, что менинги-
омы grade 1 преимущественно содержат в своем со-
ставе кластеры МК ben-2, МК ben-1, МК ben-3 и МК 
int-A. В то же время менингиомы grade 2, содержат 
кластеры МК int-A и МК int-B, также менингиомы 
grade 3, в основном, содержат кластеры МК int-B 
и МК mal (рис. 1). 

Соотношение профиля метилирования с ТК  

в первой группе

Традиционно к первой группе менингиом по про-
филю метилирования причисляют МК ben-1, МК 
ben-2, МК ben-3 и МК int-A кластеры новообразо-
ваний. В МК ben-2 кластере преобладающее положе-
ние занимают ТК1 с 48.24±2.38% и ТК2 c 34.44±2.54% 
(рис. 2, а). В то же время в МК ben-1 наиболее ча-
сто встречаются ТК2 в 38.24±4.28% клеток и ТК3 
в 28.34±4.24% клеток (рис. 2, б). Кроме того, в МК ben-
3 наиболее часто выявляется ТК3 в 44.28±2.48% случа-
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ев и ТК4 в 32.42±2.32% случаев (рис. 2, в). Также в МК 
int-A наиболее часто выявляется ТК4 в 46.28±4.42% 
случаев и ТК5 в 34.48±4.26% случаев (рис. 2, г).

Соотношение профиля метилирования  

с ТК во второй группе

Во вторую группу менингиом по профилю метилро-
вания входят МК int-B и МК mal кластеры. Для МК int-B 
характерным является преобладание ТК5 с 38.18±2.28% 
клеток и ТК6 с 35.52±4.81% клеток (рис. 3, а). В то же 
время, МК mal характеризовался наличием преимуще-
ственно ТК7 в 34.62±4.18% клеток и ТК8 в 32.28±4.48% 
клеток (рис. 3, б). В целом, наблюдается характерное рас-
пределение ТК в зависимости от профиля метилирования 
менингиом, причем представленные результаты демон-
стрируют потенциальную применимость функциональ-

ного популяционного анализа для выявления соответ-
ствующего класса метилирования.

Создание комплексной  

прогностической модели

Далее проводилось рассмотрение предикторной 
ценности ТК по сравнению с предикторной ценностью 
профиля метилирования и классическими диагностиче-
скими критериями ВОЗ. В качестве предиктороного па-
раметра, непосредственно включающего свойства ТК, 
выступал кластерный коэффициент (k), который рас-
считывался как сумма процентного содержания кле-
ток ТК5 – ТК8 в материале. Было выявлено значимое 
превосходство ТК в отношении предсказания прогноза 
БРВ над критериями ВОЗ (тест Бриера, p<0.001), так-
же наблюдались значимые различия (p=0.028) в поль-

Рис. 1. а –  распределение менингиом 

по кластерам метилирования. По оси 

абсцисс представлены соответствую-

щие кластеры метилирования, по оси 

ординат продемонстрирован процент 

новообразований, входящих в данную 

группу в нашей работе; б –  Соотноше-

ние кластеров метилирования менин-

гиом с нозологическими группами по 

критериям ВОЗ. По оси абсцисс приве-

дены соответствующие нозологические 

группы, внутри которых представлены 

встречающиеся в них кластеры метили-

рования, различающиеся по цвету, вы-

сота столбца демонстрирует процент-

ное содержание данного кластера в со-

ответствующей нозологической группе.

Fig. 1. a –  Meningiomas distribution by 

methylation clusters. The abscissa shows 

the corresponding methylation clusters, 

the ordinate shows the percentage of 

neoplasms included in this group in our 

work; b – Correlation of methylation clus-

ters of meningiomas with nosological 

groups according to WHO criteria. The cor-

responding nosological groups are shown 

along the abscissa axis, within which the 

methylation clusters occurring in them 

differ in color, the height of the column 

shows the percentage of this cluster in the 

corresponding nosological group.

а

б
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Рис. 2. Содержание клеток различных типов кластеров (ТК) в 

доброкачественных классах метилирования (МК) менингиом. 

Последовательно приведено содержание клеток соответствую-

щих ТК в процентах: на рисунке а –  в МК ben-2 кластере, на ри-

сунке б–в МК ben-1 кластере, на рисунке в -- в МК ben-3  и на 

рисунке г –  в МК int-A кластере.

Fig. 2. The content of cells of different types of clusters (TK) in be-

nign methylation classes (MK) of meningiomas. The content of cells 

of the corresponding MCs in percent is shown sequentially in fig-

ure a – in MC ben-2 cluster, in figure b – in MC ben-1 cluster, in fig-

ure c – in MC ben-3, in figure d – in MC int-A cluster.

а

б

в

г
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зу ТК в предсказании БРВ с профилированием статуса 
метилирования генома (рис. 4). Далее мы создали ком-
бинированную предикторную модель, в рамках которой 
учитывались одновременно класс метилирования и пре-
обладание тех или иных ТК в ткани новообразования. 
Данная модель показала наибольшую прогностичекую 
ценность, превзойдя как просто модель с профилиро-
ванием ТК (тест Бриера, p=0.018), так и модель с выяв-
лением профиля метилирования, p<0.001 (рис. 4). 

Обсуждение

Проблема поиска диагностических предикативов 
в случае менингиом достаточно серьезна. Современ-
ные рутинные методы в рамках патогистологических 
процедур в лучшем случае позволяют достичь точно-
сти в установлении прогноза на уровне критериев ВОЗ, 
не включающих в себя молекулярные факторы [11]. 
Между тем, мутационные события, а также не мутаци-

онные модификации активности генома посредством 
различных механизмов, в том числе эпигенетического 
порядка, таких как метилирование ДНК, по результа-
там исследований, играют огромную роль в возникно-
вении и прогрессировании большинства новообразо-
ваний [12]. Подобные фундаментальные предпосылки 
служат мощным базисом для многостороннего внедре-
ния молекулярных диагностических критериев в боль-
шинство сфер онкологической клинической практики. 

В то же время, менингиомы по-прежнему остаются 
мало затронутой нозологической группой в плане вне-
дрения молекулярных подходов. Несмотря на то, что 
накоплено немало данных, демонстрирующих важней-
шую роль многих молекулярных факторов в процессах 
канцерогенеза менингиом, массив подобных исследо-
ваний носит преимущественно разрозненный, несисте-
матизированный характер, что сильно затрудняет фор-
мирование стройного широко применимого в различ-

Рис. 3. Содержание клеток различных типов класте-

ров (ТК) в злокачественных классах метилирования 

(МК) менингиом. 

Последовательно приведено содержание клеток со-

ответствующих CT в процентах на рисунке а –  в МК 

int-B кластере, на рисунке б –  в МК mal кластере.

Fig. 3. The content of cells of different types of clusters 

(CT) in malignant methylation classes (MC) of meningi-

omas. The content of cells of the corresponding MCs in 

percent is shown sequentially in figure a –  in the MC 

int-B cluster, in figure b – in the MC mal cluster.

а

б
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ных клинических сценариях диагностического подхода 
[12]. Важной работой, попытавшейся одной из первых 
решить поставленную задачу, стало исследование про-
филей глобального метилирования геномов клеток ме-
нингиом, позволившее не только дифференцировать 
менингиомы по нозологическим группам, рекомендо-
ванным критериями ВОЗ, но также превзойти данные 
критерии по степени прогностической ценности [10]. 

Тем не менее подобный подход, рассматривающий 
картину молекулярных модификаций только в разрезе 
межопухолевой молекулярной гетерогенности, позволяет 
лишь поверхностно судить о функциональных свойствах, 
дающих начало характеру биологического поведения ме-
нингиом. По сути, через особенности ландшафта гло-
бального профиля метилирования только угадываются 
те ключевые патогенетические механизмы, которые не-
посредственно определяют процессы рецидивирования 
и малигнизации менингиомы. Для глубокого и всеобъ-
емлющего взгляда на функциональный репертуар опу-
холевых клеток во всем его разнообразии требуется со-
вершенно иной научный срез, проходящий по плоскости 
внутриопухолевой гетерогенности. С помощью предло-
женного нами метода стало возможным проведение ком-
плексной оценки функциональных свойств менингиом 
на внутриопухолевом уровне с выделением клеточных 
кластеров, которые дифференцируются по функциональ-
ному признаку. Благодаря подобному типированию уда-
лось не только выяснить немало новых подробностей от-

носительно фундаментальных механизмов прогрессиро-
вания менингиом, но также создать более эффективный 
диагностический подход, позволяющий точнее картиро-
вать нозологическую принадлежность менингиом и вы-
являть потенциальный прогноз ОВ и БРВ.

В настоящей работе мы выявили четкую взаимос-
вязь между ТК и профилем метилирования генома ме-
нингиом. Выяснилось, что для каждого профиля ме-
тилирования характерен свой ведущий драйверный 
кластер, определяющий особенности того или иного 
подтипа менингиом. Более того, при сравнении про-
гностической ценности двух подходов друг с другом, 
а также с диагностическими критериями ВОЗ, было 
показано очевидное превосходство выявления ТК над 
всеми конкурентами. Тем не менее, комбинирование 
профиля метилирования и определения качественно-
го и количественного состава ТК позволяет добиться 
ещё большей прогностической ценности, выступая 
в качестве приоритетного варианта для диагностики.

Заключение

В целом, разработанный нами подход по функци-
ональному профилированию клеток менингиом с раз-
делением на ТК представляется крайне перспектив-
ным новшеством, способным расширить диагности-
ческие границы. Предоставляя несомненно ценные 
данные о механизмах прогрессирования менингиом, 
выявление качественного и количественного состава 

Рис. 4. Сравнение безрецидивной выживаемости пациентов с менингиомой в различных диагностических группах с помощью метода Каплан–

Майер. На данном рисунке приведены кривые для пациентов с благоприятным прогнозом согласно классическим патогистологическим кри-

териям ВОЗ, то есть группа патогистология, профилю глобального метилирования клеток, группа метилирования, типам кластеров (ТК) кле-

ток менингиомы, группа ТК, а также комбинированным параметрам, включающим в себя ТК и профиль глобального метилирования клеток, груп-

па ТК и метилирование.

Fig. 4. Patients recurrence-free survival comparison with meningioma in different diagnostic groups using the Kaplan-Meier method. This figure shows 

curves for patients with a favorable prognosis according to the classic WHO histopathological criteria, i.e., pathohistology group, global cell methylation 

profile, methylation group, meningioma cell cluster types (CT), CT group, as well as combined parameters including CT and global cell methylation pro-

file, CT group and methylation.
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ТК позволяет существенно повысить точность опре-
деления прогноза для пациентов. При этом примене-
ние комплексного подхода, включающего в себя дру-
гой важный метод функциональной оценки состоя-
ния опухолевых клеток в виде профилирования статуса 
метилирования в сочетании с предложенным нами ди-
агностическим инструментом позволяет получить наи-
большую прогностическую ценность. Дальнейшее раз-
витие подобных комплексных подходов с потенциаль-
ным включением других перспективных молекулярных 
методов выявления тонких хараткеристик функци-
онального статуса клеток позволит достичь принци-
пиально нового качества диагностического процесса.
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Акулинин В.А., Авдеев Д.Б., Сергеева Е.Д., Барашкова С.А., Цускман И.Г., Шоронова А.Ю.

Адаптация «Анатомического атласа «Пирогов»  
и «Aperio ImageScope» – программного обеспечения  
для интерактивной сенсорной панели в учебном процессе

ФГБОУ ВО «Омский государственный медицинский университет» Минздрава России, 

644099, Омск, Россия, ул. Ленина, д. 12

Цель – рассмотрение возможности и оценка практического значения использования программного обеспечения «Ана-

томический атлас «Пирогов» и «Aperio ImageScope» на интерактивной сенсорной панели в системе высшего медицин-

ского образования для систематизации основополагающих медицинских сведений и современного анализа данных сту-

дентами в учебном процессе. 

Методика. При исследовании функционала программ применялась совокупность сравнительного анализа, описатель-

ного и библиографического методов, а также компьютерной 3D визуализации, которая позволила досконально изучить 

преимущества указанных учебно-информационных систем. Было отсканировано также 76 гистологических препаратов из 

архива кафедры гистологии, цитологии и эмбриологии Омского государственного медицинского университета и 42 пре-

парата предоставленные ФГБОУ ВО «ВМА им. С.М. Кирова». Сканирование проводилось  с помощью специального микро-

скоп-сканирующего оборудования «Leica Aperio CS2». 

Результаты. «AperioImageScope» может использоваться как для групповых, так и для индивидуальных занятий, а также при 

самостоятельной работе  обучающихся. Функция сравнительного анализа описания строения различных гистологических 

структур, масштабирование, возможность делать отметки и подписи на изучаемом изображении способствуют  визуаль-

ному представлению и детальному изучению сложноорганизованных гистологических структур. Узкоспециализированное 

программное обеспечение «Анатомический атлас «Пирогов» обладает встроенной базой трёхмерных сцен для проведе-

ния цифрового препарирования, которое может также сопровождаться разворотом и детальным просмотром объекта в 

3D пространстве наряду с послойным изучением анатомических систем и частей тела человека, долевого и внутриорган-

ного макро- и микроскопического строения. Программа позволяет преподавателям самостоятельно моделировать тесты, 

соотнося вопросы с конкретными 3D-моделями, и подключать автоматизированную проверку выполненных заданий. 

Заключение. Предложенные программы, дают возможность использовать более широкий диапазон визуализации при 

изучении материала, который в свою очередь представляется более систематизированным, лучше усваивается и легче 

анализируется обучающимися, а также заметно повышает интерес к содержанию дисциплины, что улучшает профессио-

нальную подготовку будущего специалиста.
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Akulinin V.A., Avdeev D.B., Sergeeva E.D., Barashkova S.A.,  Tsuskman I.G., Shoronova A.Yu.

Adaptation of the Anatomical Atlas «Pirogov»  and Aperio ImageScope software for an interactive 
touch panel in the educational process

Omsk State Medical University, 

Lenina St. 12, Omsk, 644099, Russian Federation

Aim. To consider the possibility and practical significance of using the Anatomical Atlas “Pirogov” and Aperio ImageScope software 

on an interactive touch panel in the higher medical education system for the systematization of basic medical information and 

current data analysis by medical university students. 

Methods. When studying the functionality of the programs, a combination of comparative analysis, descriptive and bibliographic 

methods, and 3D computer visualization was used. This allowed us to thoroughly study the advantages of these educational and 

information systems. 76 histological preparations from the archive of the Department of Histology, Cytology and Embryology of 

the Omsk State Medical University and 42 preparations provided by the Kirov Military Medical Academy were scanned with a spe-

cial microscope, Leica Aperio CS2. 

Results. The Aperio ImageScope can be used for both group and individual classes or for independent work by students. The com-

parative analysis of various histological structures, scaling, and the option of making marks on the image, greatly contribute to 

the visual representation and the detailed study of complex histological structures. The highly specialized Anatomical Atlas “Piro-

gov” software has a built-in database of three-dimensional images for digital dissection. The dissection can also be accompanied 

by a 3D rotation and detailed viewing of the object, along with a layered study of the anatomical systems and parts of the human 

body, including lobular and intra-organ macro- and microscopic structure. Using this program, teachers can independently model 

tests, correlate questions with specific 3D models, and enable automated verification of completed tasks. 

Conclusion. The proposed programs make it possible to use a wider range of visualization when studying the material. The study, 

in turn, becomes more systematic, and the material is more firmly remembered and easier to analyze by students. The programs 

also significantly increase the students’ interest in the subject, and, as a result, improve their professional preparation of their 

future specialty.
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Введение

На современном технологическом этапе возмож-
ность повышения качества педагогического процес-
са в высшем образовательном учреждении во многом  
определяется соответствующим выбором программ-
ных инструментов. 

В связи с узкой спецификой преподаваемых дис-
циплин в медицинских вузах и альтернативой доро-
гостоящей разработки новых специализированных 
лицензионных программ, одним из средств является 
адаптация имеющихся разработок на рынке инфор-



ISSN 0031-2991 135

TEACHING ISSUESPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2023; 67(1)  

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.133-140

мационных технологий к конкретным целям высше-
го образовательного процесса. 

Внедрение современных образовательных инте-
граций и технологий в учебный процесс медицинских 
учреждений стали неотъемлемой частью для освоения 
информации и понимания глубин биологических про-
цессов на базовых морфологических кафедрах: анато-
мия и топографическая анатомия, гистология и пато-
логическая анатомия, физиология и патологическая 
физиология и другие [1–7]. 

Одной из главных проблем у обучающихся в тра-
диционном учебном процессе является недостаточ-
ный уровень мотивации к запоминанию материала, 
освоению необходимых компетенций, а также недо-
статочная материальная и техническая оснащённость 
[8], что подталкивает преподавательское сообщество 
к совместному обсуждению насущных проблем и по-
иску эффективных решений, направленных на улуч-
шение освоения материала у обучающихся.  

Сложный и объёмный учебный материал, содер-
жащий огромный пласт научных данных, теперь мо-
жет быть комплексно объединён на базе современ-
ных образовательных программ, что способствует 
более быстрому усвоению информации студентами, 
за счёт удержания внимания на основе искреннего 
интереса и комплексного представления и восприя-
тия всех взаимодействующих систем в организме как 
единое целое.

Посредством интерактивной сенсорной панели 
с диагональю 65 дюймов (разрешение 4K UHD) бы-
ло решено внедрить и адаптировать обучающие про-
граммы «Анатомический атлас «Пирогов» и «Aperio 
ImageScope» под учебные цели, компетенции, рабо-
чие программы, а также под научные направления ка-
федр, согласно всем государственным стандартам для 
подготовки будущих врачей [9].

Внедрение данных программ в образовательный 
процесс формирует большой педагогический междис-
циплинарный опыт, что открывает новые горизонты 
и взгляды на улучшение современного образователь-
ного процесса в XXI веке. 

Методика

Методы, применяемые для достижения постав-
ленных целей и задач, в числе которых исследование 
функционала программ «Анатомический атлас «Пиро-
гов» и «Aperio ImageScope», установленных на интерак-
тивную сенсорную панель, были задействованы в том 
числе для усовершенствования организации учебного 
процесса на морфологических кафедрах с перспекти-
вой перехода на клинические кафедры. Совокупность 

использования сравнительного анализа, описательно-
го и библиографического методов, а также компью-
терной 3D визуализации позволила досконально из-
учить преимущества указанных выше учебно-инфор-
мационных систем. 

Подготовительный этап работы включал в себя 
сканирование гистологических препаратов на специ-
альном микроскоп-сканирующем оборудовании «Leica 
Aperio CS2» высококачественных цифровых слайдов 
для учебного процесса, а также ряда экземпляров пре-
паратов для научного направления. Из архива кафедры 
гистологии, цитологии и эмбриологии Омского госу-
дарственного медицинского университета было отска-
нировано 76 гистологических препаратов и 42 препа-
рата были предоставлены ФГБОУ ВО Военно-меди-
цинской академией им. С.М. Кирова. 

Результаты и обсуждение 

«Aperio ImageScope» – программное средство для 
просмотра и изучения строения тканей. Загружаемое 
программное обеспечение на интерактивную сен-
сорную панель для просмотра ImageScope даёт ши-
рокий ряд преимуществ. Быстрый доступ к чётким 
полноцветным цифровым гистологическим изобра-
жениям, для которых можно регулировать увеличе-
ние, панорамирование и масштабирование, сравни-
вать различные участки, комментировать интересу-
ющие области, выполнять анализ гистологических 
срезов в микро- и субмикроскопическом масштабе. 
Данная программа может быть использована как ин-
дивидуально обучающимся, так и при работе в груп-
пе, поэтому расширяется возможность самостоятель-
ной работы обучающихся.

Удобство в использовании данного программ-
ного приложения появляется уже при бесплатном 
скачивании с сайта по данной ссылке: https://www.
leicabiosystems.com/digital-pathology/manage/aperio-
imagescope/. Затем необходимо выполнить установ-
ку программы под ваши параметры на интерактив-
ную сенсорную панель, что занимает несколько минут.

По команде (File, OpenImage) может открывать-
ся для изучения как один гистологический препарат, 
так и несколько. Опция сравнительного анализа опи-
сания строения различных гистологических структур 
выбранных препаратов (Window, TileHorizontalили Ti-
leVertical) помогает студентам лучше осваивать и пони-
мать материал, не путать между собой изучаемые ми-
кроскопические структуры, отмечать их особенности 
и различия (рис. 1).

Обучающимся при работе с изображениями так-
же удобно пользоваться узконаправленной функци-
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ей поворота расположения гистологических препара-
тов (Image, RotataImage – 0 Degrees), меняя таким об-
разом угол обзора и просмотра (рис. 2).

Цифровое изображение можно масштабировать, 
а именно приближать или уменьшать (Zoom) изучае-
мые морфологические структуры тканей. Это, в свою 
очередь, даёт возможность визуально представить и ра-
зобрать сложную пространственно-временную и струк-
турно-организационную систему, а также детально 
изучить конкретную интересующую область (рис. 3).

В «Aperio ImageScope» студенты могут самостоя-
тельно указывать цифровые значения (нажать на зна-
чок решётка (CounterTool – F9)), делать отметки и под-
писи (нажать View, а затем Annotations – DetailedView) 
на гистологическом изучаемом изображении, что спо-
собствует лучшему запоминанию и усвоению матери-
ала. После нажатия на значок «глазок» все сделанные 
ранее подписи скрываются, а обучающиеся могут ин-
дивидуально провести проверку полученных знаний 
и таким образом подготовиться к промежуточному 
контролю. Нарисовать стрелку, форму, указывающую 
на интересующую область, как воспользовавшись про-
граммой «Aperio ImageScope», так и ограничиться толь-
ко функционалом встроенной интерактивной сенсор-
ной панели (рис. 4). 

Именно в программе «AperioImageScope» возмож-
но проведение морфометрического изучения объектов. 
Достаточно нажать на значок «линейка» (RulerTool – 
F4)), далее с помощью стилуса выбираем необходи-
мые для измерения структуры, указывая поочередно 
начальную и конечную точки морфометрических по-
казателей изучаемых структурных элементов (рис. 5).

Новое узкоспециализированное лицензионное 
программное обеспечение для учебного процесса «Ана-
томический атлас «Пирогов», установленное на ин-
терактивную сенсорную панель, представляет собой 
интерактивный обучающий инструмент крайне эф-
фективный при изучении дисциплин естественно-на-
учного цикла, прежде всего, морфологических и не ме-
нее актуально в преподавании клинических дисци-
плин. Возможности использования данного продукта 
допускают выстраивание последовательности освое-
ния учебного курса от первичного визуального озна-
комления с анатомическим материалом и представ-
ления текстовых данных до контроля качества при-

Рис. 1. Одновременное размещение группы микроскопических гисто-

логических изображений на экране.

Fig. 1. Simultaneous placement of a group of microscopic histological 

images on the screen.

Рис. 2. Поворот гистологического изображения.

Fig. 2. Rotation of the histological image.
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обретённых знаний в совокупности с автоматической 
обработкой результатов.

При помощи двух стилусов, входящих в комплект 
интерактивной сенсорной панели, проведение учебно-

го процесса цифрового препарирования может сопро-
вождаться также разворотом и детальным просмотром 
объекта в 3D пространстве, что также включает в се-
бя послойное изучение анатомии, систем и частей те-
ла человека, долевого и внутриорганного макро- и ми-
кроскопического строения, моделирование анатоми-
ческих срезов, получение информации об объекте на 
русском, английском и латинском языках (рис. 6).

Одновременное использование функции встроен-
ной базы трёхмерных сцен в программе «Анатомиче-
ский атлас «Пирогов» и штатной функции одновре-
менного письма до 32-для Windows в интерактивной 
сенсорной панели открывает возможности как для изу-
чения уже готового набора сцен по регионам, системам 
и органам чувств, так и предоставляет инструменты для 
построения собственных сцен по темам, которые со-
ответствуют различным блокам системной образова-
тельной цифровой интеграции (рис. 7). 

Специальная программа EShare для Windows 
и Android, установленная на интерактивную сенсор-
ную панель, помогает создать общую систему из мо-
бильных устройств, подключённых к одной беспро-

Рис. 3. Масштабирование гистологических изображений.

Fig. 3. Scaling histological images.

Рис. 4. Пример обозначения гистологической структуры.

Fig. 4. Example of a histological structure designation.

Риc. 5. Измерение размеров гистологической структуры.

Fig. 5. Measurement of the size of the histological structure.
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водной сети, в которой обучающиеся делятся сцена-
ми, полученными в программе «Анатомический атлас 
«Пирогов». Совместный просмотр и обсуждение сцен, 
а также снимков с гистологических препаратов позво-
ляет сравнивать между собой нормотипичные образ-
цы, органы и патологию (рис. 8).

Преподаватели могут самостоятельно моделиро-
вать тесты, при этом любой сформулированный во-

прос и соответствующий ответ могут быть привязаны 
к 3D-модели, а автоматизированная проверка тестов 
позволяет освободить педагогов от рутинной работы, 
чтобы разобрать сложный в изучении морфологиче-
ский материал. Немаловажным является возможность 
коллективного обсуждения тестовых вопросов, выво-
димых на интерактивную сенсорную панель.

При освоении обучающимися клинических дис-
циплин может быть удобно использование описан-
ных выше программ совместно с образовательной 
платформой «Moodle» на интерактивной сенсорной 
панели. Одновременное задействование применяет-
ся для демонстрации двухмерных рисунков анато-
мических атласов, для анализа и контроля, а встро-
енные режимы, включающие норму и патологию, 
клиническую диагностику (компьютерная томогра-
фия, магнитно-резонансная томография, ультразву-
ковое исследование), выступают в качестве полезно-
го визуального средства для обучения и погружения 
в специальность [10–12]. 

Размеры интерактивной сенсорной панели с диа-
гональю: 165.1 см., шириной: 143.9 см, высотой: 80.94 
см, позволяют преподавателю, находясь рядом с дан-
ной панелью в учебной комнате, без затруднений по-
казывать, рисовать, делать отметки при помощи двух 
стилусов, создавать скриншоты (lightshot, или встро-
енная в систему интерактивной сенсорной панели 
функция скриншот), проводить контроль и пользо-
ваться всеми опциями программ и панели, а присут-
ствующие под любым углом получают чёткую циф-
ровую картинку с информацией для анализа и визу-
ализации (рис. 9).

Рис. 6. Цифровое препарирование двумя стилусами.

Fig. 6. Digital dissection with two styluses.

Рис. 7. Трёхмерные сцены «Анатомический атлас «Пирогов».

Fig. 7. Three-dimensional scenes “Anatomical atlas “Pirogov”.

Рис. 8. Выбор макро- и микроскопической сцен на экране интерактив-

ной панели.

Fig. 8. Selection of macro and microscopic scenes on the interactive pan-

el screen.
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Заключение

Опыт использования программ «Анатомический 
атлас «Пирогов» и «Aperio ImageScope» на интерактив-
ных сенсорных панелях при реализации дисциплины 
Гистология, эмбриология, цитология у студентов, ос-
ваивающих программы Лечебное дело, Педиатрия, Ме-
дико-профилактическое дело, Стоматология в ФГБОУ 
ВО ОмГМУ Минздрава России показал возможность 
цифровой трансформации образовательного процес-
са при сохранении традиционных подходов к изуче-
нию морфологии.

Использование интерактивных сенсорных пане-
лей на лекционных и семинарских занятиях позволя-
ет повысить эффективность учебного процесса, улуч-
шить качество преподавания благодаря использованию 
технологий, способных максимально вовлечь обучаю-
щихся в образовательную деятельность.

Универсальность предлагаемых мультимедийных 
средств обучения позволяет использовать внедрённые 
программные продукты и на клинических кафедрах, 
интегрируя сведения об анатомических и гистофизио-
логических характеристиках органов и их систем с кли-
ническими проявлениями патологических состояний. 

Выступая посредником между преподавателем 
и студентом, современный интерактивный продукт 
вовлекает и погружает последнего в более глубокое 
изучение базовых медицинских знаний, делает более 
привлекательными научные исследования. Широкий 
функционал программ помогает в развитии и укре-
плении у обучающихся навыков изучения, управле-

ния, анализа полученных данных, построении выво-
дов и заключений.

Объективная оценка результативности опыта ис-
пользования программ «Анатомический атлас «Пиро-
гов» и «Aperio ImageScope» на интерактивных сенсор-
ных панелях при реализации дисциплины Гистология, 
эмбриология, цитология может быть получена в рам-
ках ежегодной внутренней оценки качества образова-
тельной деятельности и подготовки обучающихся при 
проведении диагностических работ и оценивании обу-
чающимися условий, содержания, организации и каче-
ства образовательного процесса в ФГБОУ ВО ОмГМУ  
Минздрава России.
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