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Роль метилирования в регуляции экспрессии гена DAPK1 и связанных с ним генов микроРНК 

при немелкоклеточном раке легкого
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Актуальность. Одним из самых распространенных злокачественных новообразований является рак легкого. Его самой 

распространенной формой, более 85% всех случаев, является немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ). Одним из генов, 

тесно связанным с возникновением и прогрессией этого вида рака, является ген DAPK1, эпигенетическая регуляция кото-

рого, происходит на разных уровнях, в частности, метилирование промоторного CpG-островка гена или же влияние изме-

нения уровня экспрессии микроРНК, для которых ген DAPK1 является геном-мишенью. Вопрос о влиянии метилирования 

и/или микроРНК на регуляцию экспрессии мРНК гена DAPK1 при НМРЛ остается открытым. 

Цель. Исследование изменений уровня экспрессии и/или метилирования микроРНК и их гена-мишени DAPK1 при НМРЛ.

Методика. Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онкологии 

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани стандарт-

ным методом. Анализ уровня метилирования проводили с применением бисульфитной конверсии ДНК и количественной 

метилспецифичной ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в реальном времени. Методом ОТ-ПЦР в реальном времени определены 

уровни экспрессии 4 микроРНК и их предполагаемого гена-мишени DAPK1. Статистический анализ выполнен с использо-

ванием программного пакета IBM SPSS 22. Различия считали достоверными при р<0.05.

Результаты. С применением метилспецифичной ПЦР в реальном времени показано статистически значимое (р<0.05) 

увеличение уровня метилирования гена DAPK1 в образцах опухолей по сравнению с парной гистологически нормальной 

тканью легкого. Показано, что уровень экспрессии мРНК гена DAPK1 статистически значимо ассоциирован как с измене-

нием уровня метилирования промоторного CpG-островка гена DAPK1 (Rs=-0.517, p=0.002), так и с изменением уровня экс-

прессии исследованных микроРНК. В результате анализа уровней экспрессии DAPK1 и микроРНК были составлены две 

пары miR-339-3p – DAPK1 (Rs= -0.476, p=0.004) и miR-375 – DAPK1 (Rs= -0.354, p=0.037), позволяющие говорить о существен-

ном влиянии этих микроРНК на регуляцию активности гена DAPK1.

Заключение.  Обнаруженные нами новые закономерности представляют интерес для понимания механизмов развития 

НМРЛ и могут лечь в основу диагностики и прогноза течения этой болезни, а также помочь скорректировать ход лечения 

с учетом патофизиологических особенностей опухоли.
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The role of methylation in regulation of the expression of the DAPK1 gene and associated microRNA genes 

in non-small cell lung cancer 
1Institute of General Pathology and Pathophysiology, 

Baltiyskaya St. 8, Moscow, 125315, Russian Federation;
2Emanuel Institute for Biochemical Physics, 

Kosygina St. 4, Moscow, 119334, Russian Federation;
3Blokhin National Medical Research Center of Oncology, 

Kashirskoe Shosse 23, Moscow, 115478, Russian Federation;
4Bochkov Research Centre for Medical Genetics, 

Moskvorechye 1, Moscow, 115522, Russian Federation

Background. Lung cancer is one of the most common malignant neoplasms. Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most prev-

alent form of lung cancer, that accounts for more than 85% for all cases. The DAPK1 gene is one of the genes closely associated 

with the emergence and progression of this cancer. Epigenetic regulation of the DAPK1 gene occurs at different levels, in parti-

cular, by CpG island gene promoter methylation or by changes in the expression level of microRNAs, for which the DAPK1 gene 

is a target gene. The question of the effect of methylation and/or microRNAs on the regulation of the DAPK1 gene mRNA expres-

sion in NSCLC remains open.

Aim. Detection of changes in the level of expression and/or methylation of microRNAs and their target gene DAPK1 in NSCLC.

Methods. Samples of NSCLC tumors were collected and clinically characterized at the Research Institute of Clinical Oncology of the 

Blokhin National Research Center of Oncology. High-molecular DNA was isolated from the tissue by a standard method. The meth-

ylation level was determined using bisulfite DNA conversion and quantitative methyl-specific PCR (MS-PCR) with real-time detec-

tion. The levels of expression of 4 microRNAs and their putative target gene DAPK1 were determined by real-time PCR (RT-PCR). 

Statistical analysis was performed using an IBM SPSS 22 software package. The differences were considered significant at p<0.05.

Results. The analysis with MS RT-PCR showed a statistically significant (p<0.05) increase in the level of methylation of the DAPK1 

gene in tumor samples in comparison with paired histologically normal lung tissue. The level of the DAPK1 gene mRNA expres-

sion was statistically significantly associated with both the change in the methylation level of the DAPK1 gene promoter CpG 

island (Rs=-0.517, p=0.002) and the change in the expression of studied microRNA. The analysis of expression levels of DAPK1 and 

microRNAs allowed creation of two pairs, miR-339-3p – DAPK1 (Rs= -0.476, p=0.004) and miR-375 – DAPK1 (Rs= -0.354, p=0.037), 

which suggested a significant effect of these microRNAs on the regulation of DAPK1 gene activity.

Conclusion. Thus, the newly discovered patterns are of interest for understanding the mechanisms of NSCLC development. They 

can form a basis for diagnosis and prognosis of this disease and also help adjustment of the treatment taking into account patho-

physiological features of the tumor.
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Введение

Рак является одной из ведущих причин смерти 
во всем мире [1]. В российской популяции онкоболь-
ных в 2021 г. рак легкого диагностирован у 56 428 чело-
век, в то же время у 46 792 человек диагностирован 
неблагоприятный исход [2]. Следует отметить, что 
механизмы образования и прогрессии опухоли свя-
заны с нарушением динамической регуляции клеточ-
ных процессов, протекающих в нормальных тканях, 
в том числе и ткани легкого, и обусловлены как гене-
тическими, так и эпигенетическими факторами, кото-
рые играют критическую роль в регуляции экспрес-
сии генов-супрессоров опухоли [3, 4]. Одним из таких 
генов, участвующих в подавлении прогрессии опухолей 
разных локализаций, является ген DAPK1 (рис. 1) [5, 6].

Ген DAPK1 (Death-associated proteinkinase, ассоци-
ированная с апоптозом протеинкиназа 1) был открыт 

при изучении апоптоза индуцированного интерфе-
роном-γ [8] и локализован в районе 9q21.33. DAPK1 
представляет собой киназу Ser/Thr, белок с молеку-
лярной массой 160 кДа, состоящий из 1430 амино-
кислот, объединенных в протеинкиназный домен, 
кальций-кальмодулин связывающий сайт, область 
связывания с цитоскелетом клетки и домен смерти 
[9], которая опосредует апоптоз, индуцированный 
различными стимулами [8]. Последующие исследо-
вания показали, что активация и/или сверхэкспрес-
сия DAPK1 способствует каспазозависимому или – 
независимому апоптозу, аутофагии, некрозу и ано-
икис-подобной гибели клеток [8, 10]. Помимо роли, 
способствующей гибели клеток, DAPK1 играет важ-
ную роль в росте клеток, онкогенезе, воспалении 
[5, 6, 8]. Так, на ранней стадии рака DAPK1 может 

Рис. 1. Молекулярные механизмы, с помощью которых DAPK1 подавляет рак. Функция DAPK1 может быть снижена на нескольких уровнях, как за 

счет метилирования ДНК, так и воздействия ряда микроРНК-а на мРНК гена DAPK1. DAPK1 контролирует два основных регулятора сигнальных 

путей в клетке –активируя p53 и/или ингибируя Pin1, что приводит к остановке роста клеток и апоптозу. «p» в верхнем углу многоугольника – 

процесс фосфорилирования. 3’НТО – 3’ нетранслируемая область (адаптирован из [7]).

Fig. 1. Molecular mechanisms of suppressing cancer by DAPK1. The functioning of DAPK1 can be reduced at several levels, both due to DNA methyla-

tion and the effect of a number of microRNAs -on the mRNA of the DAPK1 gene. DAPK1 controls two main regulators of signaling pathways in the cell – 

activating p53 and/or inhibiting Pin1, which leads to cell growth arrest and apoptosis. The “p” in the upper corner of the polygon is the phosphorylation 

process. 3’NTO – 3’ untranslated area (adapted from [7]).
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подавлять рост опухоли и метастазирования за счет 
усиления апоптоза, а на поздних стадиях – может 
ингибировать движение и адгезию клеток, вмешива-
ясь в работу белков интегринов [11].

Впервые, связь между геном DAPK1 и раком пред-
положили, когда было выявлено снижение уровня 
его экспрессии в опухолевых тканях человека [6]. Эти 
наблюдения, впоследствии, были подтверждены, когда 
обнаружили, что промоторная область DAPK1 значи-
тельно подвергалась метилированию в 30 различных 
типах опухолей человека по сравнению с соответству-
ющей нормальной тканью, включая злокачествен-
ные новообразования легких, толстой кишки, груди, 
головы и шеи, почек, печени и В-клеток [5, 12, 13]. 
При этом, восстановление физиологических уровней 
DAPK1, в частности, при карциноме Льюиса, для кото-
рой показана высокая метастатическая активность, 
приводило к эффективному подавлению ее способно-
сти образовывать метастазы. Исследование было про-
ведено на мышах [14]. Хотя гиперметилирование про-
моторного CpG-островка гена DAPK1 часто указыва-
ется как основной механизм инактивации этого гена 
при раке, белок DAPK1 все же может экспрессиро-
ваться и в присутствии гиперметилирования в первич-
ных тканях и клеточных линиях. Неоднократно сооб-
щалось и о потере экспрессии DAPK1 в отсутствие 
гиперметилирования его промотора, что указывает на 
существование дополнительных уровней регуляции 
DAPK1 в опухолях, включая посттранскрипционную 
регуляцию DAPK1. В небольшом числе исследований 
сообщалось о гомозиготных и аллельных делециях, 
точечных мутациях и однонуклеотидных полиморфиз-
мах в гене DAPK1 [5, 6, 15].

Одним из таких дополнительных уровней регу-
ляции может выступать взаимодействие микроРНК 
с 3’Нетранслируемой областью (3’НТО) мРНК 
гена-мишени [16]. МикроРНК представляет собой 
семейство высококонсервативных некодирующих 
РНК, длиной 19–25 нуклеотидов. Основная функ-
ция микроРНК – участие в регуляции экспрессии 
белоккодирующих генов на посттранскрипционном 
уровне [17]. По данным базы miRWalk мРНК гена 
DAPK1 может являться мишенью для 300 микроРНК. 
Для многих из них показано влияние на экспрес-
сию гена DAPK1 при различных видах онкозаболева-
ний. Так, например, miR-103 и miR-107 связываются 
с 3’НТО мРНК гена DAPK1 и подавляют экспрессию 
рDAPK1, тем самым инактивируя интегрин B1, что 
приводит к увеличению подвижности клеток и сни-
жению адгезии клеток к матриксу при колоректаль-
ном раке [18]. В то же время, влияние ряда микроРНК 

на изменение уровня экспрессии DAPK1 при НМРЛ 
еще до конца не изучено, например miR-124-3р, miR-
129-5р, miR-339-3p, miR-375 и др. Следует отметить, 
что данных о взаимодействии мРНК гена DAPK1 

с этими микроРНК при НМРЛ не выявлено.
Целью данной работы являлось исследование 

изменений уровня экспрессии и/или метилирования 
микроРНК и их гена-мишени DAPK1 при немелкокле-
точном раке легкого.

Методика

Образцы опухолей НМРЛ собраны и клиниче-
ски охарактеризованы в НИИ клинической онко-
логии ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России по системе TNM в соответствии 
с классификацией RUSSCO. Исследование прове-
дено с соблюдением принципов добровольности 
и конфиденциальности в соответствии с принци-
пами Хельсинкской декларации ВМА. В таблице при-
ведены обобщенные данные по клинико-патоморфо-
логическим характеристикам 35 исследованных пар-
ных образцов НМРЛ.

Высокомолекулярную ДНК и РНК выделяли 
из ткани стандартными методами. Анализ уровня 
метилирования промоторного CpG-островка гена 
DAPK1 проводили с применением бисульфитной кон-
версии ДНК и количественной метилспецифичной 
ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в реальном времени, как 
описано в работе [19]. Олигонуклеотиды для анализа 
уровня метилирования гена DAPK1 взяты из работы 
[20].

Поиск предположительно взаимодействующих 
пар микроРНК – мРНК гена мишени проводили на 
основе анализа данных интернет-ресурса miRWalk2.0 
(http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
index.html).

Анализ уровня экспрессии мРНК гена DAPK1 прово-
дили методом количественной ПЦР в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ) с использованием интеркалирующего 
флуоресцентного красителя SYBR Green I в составе 
набора qPCRmix-HS SYBR (5х) в соответствии с про-
токолом производителя (Евроген, Россия) на ампли-
фикаторе BioRad CFX96 qPCRSystem (Bio-Rad, США). 
Уровень экспрессии miR-124-3p (ID: 001182), miR-
129-5р (ID: 000590), miR-339-3p (ID: 002184), miR-375 
(ID: 000564) анализировали с помощью TaqMan qPCR 
(TaqMan MicroRNA Assay; Applied Biosystems, США) 
и нормализовали по экспрессии RNU6 (ID: 001093). 
Олигонуклеотиды для анализа уровня экспрессии гена 
DAPK1 и гена B2M, являющегося эндогенным вну-
тренним контролем при анализе экспрессии, взяты 
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из работы [20]. Все ПЦР повторяли трижды. Данные 
анализировали с использованием относительной 
количественной оценки по ΔΔCt-методу. Изменения 
уровня экспрессии менее, чем в 2 раза (|ΔΔCt| ≤ 2) рас-
сматривали как отсутствие изменений [20].

Статистический анализ. Статистическая обработка 
результатов осуществлялась с использованием пакета 
статистических программ «IBM SPSS Statistics 22», 
который включал определение медианы (Ме) и интерк-
вартильного размаха (Q1–Q3). Для оценки статисти-
ческой значимости различий применялся непараме-
трический критерий Манна–Уитни. Корреляционный 
анализ проводили посредством расчета коэффици-
ента корреляции Спирмена и уровня его значимости. 
Значение р<0.05 были приняты в качестве критериев 
статистической значимости.

Результаты и обсуждение

В настоящей работе изучено влияние ряда меха-
низмов эпигенетической регуляции экспрессии, затра-
гивающей изменение уровня мРНК гена DAPK1 при 

НМРЛ. К этим механизмам относится как метилиро-
вание промоторных CpG-островков самих генов, так 
и изменение уровня экспрессии миРНК, для которых 
эти гены являются мишенями. 

Таким образом, методом количественной метил-
специфичной ПЦР был проведен анализ изменения 
уровня метилирования гена DAPK1 в опухолевой ткани 
НМРЛ и прилежащей к опухоли гистологически нор-
мальной ткани легкого. Используя критерий Манна-
Уитни для независимых выборок, было показано ста-
тистически значимое увеличение уровня метилирова-
ния гена DAPK1 в опухолевой ткани НМРЛ (рис. 2, А). 
Полученные нами результаты дополняют полученные 
ранее в международных исследованиях данные о харак-
тере метилирования данного гена при НМРЛ [21, 22].

Следует отметить, что изменение уровня мети-
лирования генов лежит в основе прогрессии любой 
опухоли, в том числе и НМРЛ. Поэтому, нами был 
проведен анализ изменения уровня метилирования 
промоторного района гена DAPK1 в образцах опухоли 

в зависимости от патоморфологических характеристик, 

Клинико-патоморфологические параметры больных НМРЛ

Clinical and pathomorphological parameters of NSCLC patients

Клинико-патоморфологический параметр 
Clinical and pathomorphological parameter

n, (%)

Гистологический диагноз 
Histological diagnosis

Плоскоклеточный рак легкого 
Squamous cell lung cancer

16, (45.7)

Аденокарцинома легкого 
Adenocarcinoma of the lung

19, (54.3)

Стадия опухолевого процесс 
Tumour stage

I 11, (31.4)

II 8, (22.9)

III 13, (37.1)

IV 3, (8.6)

Степень дифференцировки 
Degree of differentiation

G1 2, (5.7)

G2 15, (42.9)

G3 18, (51.4)

Размер первичной опухоли 
Primary tumour size

T1 4, (11.4)

T2 19, (54.3)

T3 5, (14.3)

T4 7, (20.0)

Лимфогенное метастазирование 
Lymphogenic metastasis

N0 12, (34.3)

N1-3 23, (65.7)

Статус курильщика 
Smoking status

Курит 
Smokes

17, (48.6)

Не курит 
Doesn't smoke

18, (51.4)
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логически нормальной тканью. Для остальных изу-
ченных генов статистически значимых результатов 
получено не было.

С применением корреляционного анализа пока-
зана статистически значимая отрицательная корреля-
ция между изменением уровня метилирования промо-
торного CpG-островка и уровнем экспрессии для гена 
DAPK1 (рис. 4, А). Поэтому можно сказать, что гипер-
метилирование в опухоли является биологическим 
маркером изменения экспрессии этого гена. Следует 
подчеркнуть, что наши результаты согласуются как 
с данными мировых исследователей, так и нашими 
собственными, полученными для других видов онко-
логии [20, 28].

Хотя высокий уровень метилирования промотор-
ных CpG-островков генов кодирующих белок часто 
признается основной причиной инактивации того или 
иного гена, часто белки, кодируемые этими генами, 
могут не экспрессироваться и при отсутствии метили-
рования в первичных тканях и клеточных линиях, что 
указывает на существование дополнительных уров-
ней их регуляции в опухолях, включая посттранс-
крипционную регуляцию. Поэтому, нами было про-
ведено сопоставление данных по изменению уровня 
экспрессии мРНК гена DAPK1 и 4-х миРНК (miR-
124-3р, miR-129-5р, miR-339-3p, miR-375), для кото-

таких как клиническая стадия опухолевого процесса, 
степень дифференцировки клеток опухоли, размер 
опухоли, наличие или отсутствие лимфогенного мета-
стазирования. Было выявлено статистически значи-
мое увеличение уровня метилирования гена в образцах 
полученных от пациентов с тяжелыми стадиями НМРЛ 
(III-IV стадии) по сравнению с образцами от пациен-
тов с более ранними стадиями (I-II) легкими стади-
ями (рис. 2, Б). Также статистически значимо высо-
кий уровень метилирования гена DAPK1 был связан 
с увеличением размера опухоли (Т3/Т4 против Т1/
Т2) и наличием лимфогенного метастазирования (N1 
против N0) (рис. 2, Б). Что интересно, в ряде зарубеж-
ных исследований также отмечено увеличение уровня 
метилирования с прогрессией опухоли [23–25]. В част-
ности, показано, что гиперметилирование промотора 
DAPK1 коррелирует с лимфатическим метастазирова-
нием при раке желудка и плоскоклеточном раке рото-
глотки [26, 27].

Далее методом ПЦР в реальном времени в образ-
цах НМРЛ были исследованы профили экспрессии 
микроРНК miR-124-3р, miR-129-5р, miR-339-3p, 
miR-375 и мРНК их гена-мишени DAPK1 (рис. 3). 
В результате было найдено статистически значимое 
снижение уровня экспрессии miR-375 у в опухоле-
вых образцах НМРЛ по сравнению с парной гисто-

Рис. 2. Статус метилирования гена DAPK1: (А) в парных (опухоль/норма) образцах НМРЛ; (Б) связь с клинической стадией, размером опухоли, 

лимфогенным метастазированием при НМРЛ. Здесь и далее, *p<0.05; **p<0.01; верхняя и нижняя граница прямоугольников соответствуют Q1 

и Q3. Линия внутри прямоугольника соответствует Ме. Линиями сверху и снизу от прямоугольников отмечена «ограда», расположенная на 1.5 

межквартильных расстояний (Q1-Q3) от нижней и верхней границ коробки. Все точки за пределами «ограды» помечались как «вылетающие» 

наблюдения, или «выбросы».

Fig. 2. The methylation status of the DAPK1 gene: (A) in paired (tumor/norm) NSCLC samples; (B) the relationship with the clinical stage, tumor size, lym-

phogenic metastasis in NSCLC. Here and further, *p<0.05; **p<0.01; the upper and lower bounds of the rectangles correspond to Q1 and Q3. The line 

inside the rectangle corresponds to Me. The lines above and below the rectangles mark the «fence» located at 1.5 interquartile distances (Q1-Q3) from 

the lower and upper borders of the box. All points outside the «fence» were marked as «outgoing» observations, or «outliers».
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Следует подчеркнуть, что данных о взаимодей-
ствии miR-339-3p и miR-375 с мРНК гена DAPK1 при 
НМРЛ не выявлено (PubMed, апрель 2023). Однако, 
в ряде работ показано, что высокий уровень экспрес-
сии miR-375 вносит существенный вклад в прогрес-
сию рака легкого и показано ее взаимодействие с рядом 
генов-мишеней (PAX6, RHOJ, IGF1R и др.), которые 
играют важную роль при апоптозе, эпителиально-ме-
зенхимальном переходе, миграции инвазии клеток 
[31]. Для миРНК miR-339 показана тесная связь изме-
нения уровня экспрессии с инактивацией ферроптоза 
[32] при аденокарциноме легкого.

Таким образом, полученные нами взаимодейству-
ющие пары миРНК – мРНК ген-мишень, скорее всего 
с связаны с регуляцией процессов программируемой 
клеточной гибели, протекающими в нормальной и/
или опухолевой клетке. Однако, эти результаты, тре-
буют дополнительного подтверждения in vitrо и in vivo.

Рис. 3. Профиль экспрессии miR-124-3p, miR-129-5p, miR-339-3p, miR-

375 и мРНК гена DAPK1 при НМРЛ, выраженный в значениях -ΔΔCt.

Fig. 3. Expression profile of miR-124-3p, miR-129-5p, miR-339-3p, miR-375 

and mRNA of the DAPK1 gene in NSCLC, expressed in values -ΔΔCt.

Рис. 4. Корреляционный анализ. (А) Связь между экспрессией мРНК и 

метилированием ДНК для гена DAPK1; (Б) Потенциально-взаимодей-

ствующие пары миРНК – ген-мишень при НМРЛ. Коэффициент корре-

ляции Спирмена – Rs и p –значение (двустороннее) корреляции.

Fig. 4. Correlation analysis. (A) The relationship between mRNA expression 

and DNA methylation for the DAPK1 gene; (B) Potentially interacting miR-

NA-target gene pairs in NSCLC. Spearman’s correlation coefficient is Rs and 

p is the (two–way) correlation value.

рых этот ген является потенциальным геном-ми-
шенью. Данные о возможной взаимосвязи между 
миРНК и белоккодирующими генами были полу-
чены по результатам анализа базы miRWalk (https://
mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/).

В результате анализа полученных данных 
и оценки их конкордантности, с помощью коэф-
фициента корреляции Спирмена, были сформиро-
ваны 2 пары миРНК – мРНК ген-мишень: miR-
339-3p – DAPK1 (Rs= -0,476, p=0,004); miR-375 – 
DAPK1 (Rs= -0,354, p=0,037) (рис. 4, Б). Полученные 
нами результаты позволяют предполагать прямое воз-
действие миРНК на изменение уровня экспрессии 
мРНК гена DAPK1, что согласуется с известным меха-
низмом подавления экспрессии белоккодирующих 
генов под действием миРНК. В частности, в литера-
туре при раке молочной железы для miR-191-5р отме-
чено взаимодействие с мРНК гена DAPK1, приводящее 
к инактивации гена и тем самым блокированию прове-
дению сигналов «смерти клетки» и отключению мито-
хондриального пути апоптоза. [29]. В другой работе, 
выполненной на образцах почечно-клеточного рака, 
экспрессия DAPK1 была снижена из-за воздействия на 
нее miR-34a [30]. При восстановлении уровня экспрес-
сии DAPK1 происходило подавление пролиферации, 
миграции и инвазии клеток почечно-клеточного рака.
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Заключение 

Известно, что DAPK1 играет важную роль в регу-
ляции роста и гибели клеток, что имеет решающее 
значение для выживания как пролиферирующих, так 
и дифференцированных тканей. Нарушение регу-
ляции экспрессии и/или активности DAPK1 может 
вызывать или способствовать развитию рака, в том 
числе и НМРЛ. Гиперметилирование или инактива-
ция DAPK1, посредством изменения уровня экспрес-
сии микроРНК, провоцируют рак через антиапоптоти-
ческие пути, и эффективная активация DAPK1, наце-
ленная только на раковые клетки, может стать мощной 
противораковой терапией.

В настоящем исследовании показано, что метили-
рование промоторного CpG-островка гена DAPK1 вно-
сит существенный вклад в снижение уровня его экс-
прессии, что приводит к прогрессии НМРЛ, что также 
подтверждается высоким уровнем метилирования на 
поздних стадиях онкологического процесса. Следует 
отметить, что процесс регуляции уровня экспрессии 
данного гена также связан с изменением уровня экс-
прессии miR-339-3p и miR-375, для которых ген DAPK1 
является геном-мишенью.

Таким образом, выявленные нами особенности 
представляются важными для понимания патогенеза 
НМРЛ; а исследование уровня метилирования и/или 
экспрессии может найти применение при разработке 
персонифицированных подходов к диагностике, про-
гнозу у больных НМРЛ.

Однако разработка модуляторов DAPK1 все еще 
находится на ранних стадиях и может быть слож-
ной из-за специфичности, проблем с селективно-
стью, нецелевых эффектов, побочных эффектов. 
Необходимы дополнительные исследования, чтобы 
лучше понять, как DAPK1 регулируется в определен-
ных тканях и при онкологических заболеваниях и как 
DAPK1 взаимодействует со своими партнерами по свя-
зыванию.

Авторы благодарят Российский онкологический науч-

ный центр им. Н.Н. Блохина за сбор и клинико-гистоло-

гическую характеристику образцов НМРЛ.
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Казаков О.В., Кабаков А.В., Повещенко А.Ф.

Взаимосвязь проонкогенных микроРНК (-21, -221, -222)  

и опухоль-супрессирующей микроРНК-429 лимфы со структурой тимуса  

при химиотерапии и оперативном лечении рака молочной железы

НИИ клинической и экспериментальной лимфологии – филиал  

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

630060, Новосибирск, ул. Тимакова, д. 2

Введение. Изучение взаимосвязи уровня микроРНК в лимфе с функциональной активностью тимуса может иметь важное 

значение для понимания участия микроРНК в регуляции иммунного ответа. Цель исследования – выявление взаимосвязи 

структур тимуса с уровнями микроРНК (-21, -221, -222, -429) лимфы грудного протока крыс-самок Вистар при оператив-

ном лечении рака молочной железы (РМЖ) и оперативном лечении РМЖ c последующей химиотерапией (по схеме ЦМФ). 

Методика. РМЖ моделировли 5-кратным с интервалом 7 сут подкожным введением N-метил-N-нитрозомочевины (Sigma). 

Прижизненный забор лимфы у животных осуществлялся (под наркозом) из цистерны грудного лимфатического протока. 

Тотальную РНК выделяли из лимфы с использованием набора реагентов «Вектор-Бест» по инструкции производителя. 

Для получения кДНК проводили обратную транскрипцию (ОТ) по матрице микроРНК. Для определения уровней проон-

когенных микроРНК-21, микроРНК-221, микроРНК-222 и опухоль-супрессирующей микроРНК-429 в биологических образ-

цах проводили ОТ-ПЦР в реальном времени на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad Lab), в качестве гена сравнения использо-

вали малую РНК U6 («Вектор-Бест»). В разных структурных зонах тимуса подсчитывали абсолютное количество клеток на 

стандартной площади 2025 мкм2. Взаимосвязь структуры тимуса с уровнями микроРНК (-21, -221, -222, -429) оценивали по 

коэффициенту ранговой корреляции Спирмена. 

Результаты. После оперативного лечения РМЖ уровни проонкогенных микроРНК (-21, -222) в лимфе уменьшаются, 

а опухоль-супрессирующей микроРНК-42РМЖ9 увеличивается по сравнению с РМЖ без лечения. Выявлена взаимосвязь 

микроРНК-221 с иммунобластами коркового вещества тимуса, где увеличено количество средних и малых лимфоцитов по 

сравнению с РМЖ без лечения. Установлена взаимосвязь микроРНК-21 со средними лимфоцитами кортико-медуллярной 

зоны. Во всех исследуемых зонах уменьшено количество клеток с пикнотичными ядрами и увеличено число макрофагов 

и эпителиоретикулярных клеток. После резекции РМЖ с ХТ уровни микроРНК-221 и микроРНК-429 снижены по сравне-

нию с оперативным лечением РМЖ. Выявлены корреляции: в субкапсулярной зоне коркового вещества – малых лимфо-

цитов с микроРНК(-221, -429) и митотически делящихся клеток с микроРНК-429; в центральной части коркового веще-

ства – малых лимфоцитов с микроРНК(-221, -429); клеток с пикнотичными ядрами с микроРНК-222; средних лимфоцитов 

с микроРНК-429; в кортико-медуллярной зоне – средних лимфоцитов с микроРНК(-21, -221); в центральной части мозго-

вого вещества – малых лимфоцитов с микроРНК(-21, -429). 

Заключение. После оперативного лечения РМЖ и химиотерапии, по сравнению только с резекцией РМЖ, выявленные 

взаимосвязи клеток структурных компонентов тимуса с проонкогенными и опухоль-супрессирующей микроРНК в корко-

вом и мозговом веществе тимуса могут быть обусловлены повышенной пролиферативной активностью, миграцией Т-лим-

фоцитов из тимуса, усилением цитотоксических механизмов иммунного ответа, увеличением количества гибнущих клеток.

Ключевые слова: лимфа; вилочковая железа; рак молочной железы; микроРНК; оперативное лечение; терапевтические 

мероприятия
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Kazakov O.V., Kabakov A.V., Poveshchenko A.F.

Relationship of pro-oncogenic microRNAs (-21, -221, -222) and tumor-suppressive microRNA-429 lymph 

with the thymus structure during chemotherapy and surgical treatment of breast cancer

Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology, Branch of the Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian 

Division of the Russian Academy of Sciences, 

Timakova St. 2, Novosibirsk, 630060, Russian Federation

Aim. To study the relationship between the thymus structure and concentrations of microRNAs (miRNAs-21, -221, -222, -429) in the 

lymph of female Wistar rats during surgical treatment of breast cancer and subsequent CMF (cyclophosphamide, methotrexate, 

and fluorouracil) chemotherapy for chemically induced breast cancer (intramammary administration of N-methyl-N-nitrosourea). 

Methods. BC was modeled by 5 subcutaneous injections of N-methyl-N-nitrosourea (Sigma) at 7-day intervals. Lymph samples were 

withdrawn from the cisterna chyli of the thoracic lymphatic duct of anesthetized animals. Total RNA was isolated from the lymph 

using a Vector-Best reagent kit according to the manufacturer’s instructions. cDNA was obtained by microRNA reverse transcription 

(RT). Levels of the pro-oncogenic microRNA-21, microRNA-221, microRNA-222, and the tumor-suppressing microRNA-429 were mea-

sured in biological samples by real-time RT-PCR on a CFX96 amplifier (Bio-Rad Lab) with U6 small RNA (Vector-Best) as a reference 

gene. The absolute number of cells was counted in structural zones of the thymus on a standard area of 2025 µm2. The relationship 

between the thymus structure and microRNA (-21, -221, -222, -429) levels was assessed using the Spearman rank correlation coefficient.  

Results. After the surgical treatment of breast cancer, concentrations of pro-oncogenic miRNAs (-21, -222) in the lymph were 

decreased and the concentration of tumor-suppressing miRNA-429 was increased compared to untreated breast cancer. A rela-

tionship of miRNA-221 with immunoblasts was observed in the thymic cortical substance, where the numbers of medium and 

small lymphocytes were increased compared to breast cancer without the treatment. A relationship was found between miRNA-

21 and medium lymphocytes in the corticomedullary zone. In all the studied areas, the number of cells with pycnotic nuclei was 

reduced whereas the numbers of macrophages and epithelioreticular cells were increased. After resection of breast cancer and 

chemotherapy, the concentrations of miRNA-221 and miRNA-429 were reduced compared to the surgical treatment alone. In the 

cortical subcapsular region of the thymus, the number of small lymphocytes correlated with miRNA-221 and -429 and the number 

of mitotically dividing cells correlated with miRNA-429; in the central part of cortical substance, the number of small lymphocytes 

correlated with miRNAs -221 and -429, the number of cells with pycnotic nuclei correlated with miRNA-222, and the number of 

medium lymphocytes correlated with miRNA-429; in the cortico-medullary region, the number of medium lymphocytes correlated 

with miRNAs-21 and -221; and in the central medulla, the number of small lymphocytes correlated with miRNAs-21 and -429. 

Conclusion. After the surgical treatment of breast cancer and chemotherapy vs. the tumor resection alone, along with the mor-

phological differences, the relationships observed between cells of thymic structures and pro-oncogenic and tumor-suppressing 

miRNAs in the cortical substance and medullary substance of the thymus may be due to increased proliferative activity, migration 

of T-lymphocytes from the thymus, increased cytotoxic mechanisms of the immune response, and increased number of dying cells.
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Введение

Рак молочной железы (РМЖ) является одним 

из наиболее распространенных злокачественных 

новообразований среди женщин во всем мире [1]. 

МикроРНК контролируют широкий спектр онтоге-

нетических и физиологических путей, включая клеточ-

ную пролиферацию, дифференцировку и апоптоз, уча-

ствуют в развитии и прогрессировании опухолей, влияя 

на онкогенные или опухоль-супрессирующие меха-

низмы [2]. МикроРНК играют важную роль в повы-

шении чувствительности опухолевых клеток к воздей-

ствию химиотерапевтических препаратов [3]. Изучение 

взаимосвязей уровней микроРНК в лимфе с функцио-

нальной активностью тимуса, как центрального органа 

иммунной системы при РМЖ, оперативном лечении 

РМЖ и химиотерапии (ХТ) может иметь значение для 

понимания участия микроРНК в регуляции иммунного 

ответа, воздействии на процессы созревания, пролифе-

рации, дифференцировки и активации клеток иммун-

ной системы.

Цель исследования – сравнение уровней микроРНК 

(-21, -221, -222, -429) в лимфе с преобразованиями 

в тимусе при РМЖ, оперативном лечении РМЖ, опе-

ративном лечении РМЖ и последующей ХТ.

Методика

Работа выполнена на половозрелых самках крыс 

Вистар (n=80) с соблюдением принципов надлежа-

щей лабораторной практики и Директивы 2010/63/EU 

Европейского парламента и Совета ЕС по охране 

животных, используемых в научных целях. Проведение 

исследования одобрено локальным этическим коми-

тетом Саратовского ГМУ им. В.И. Разумовского (про-

токол №12 от 30.06.2022 года). Возраст крыс на начало 

эксперимента – 3 мес (масса 250‒300 г). Было сфор-

мировано 4 группы животных: 1-я – контрольная 

(интактные крысы), 2-я – РМЖ без лечения, 3-я – 

резекция РМЖ, 4-я – резекция РМЖ + химиотера-

пия (ХТ). РМЖ моделировали 5-кратным подкож-

ным введением N-метил-N-нитрозомочевины (Sigma) 

с интервалом 7 сут в область 2-й молочной железы 

справа. На основании результатов гистологического 

и иммуногистохимического исследования верифици-

ровали аналог люминального B-типа РМЖ человека. 

Оперативное лечение РМЖ проводили через 6 мес 

от момента начала индукции РМЖ, операция под нар-

козом (нембутал, «Sigma», 40 мг/кг внутрибрюшинно). 

Курс ХТ проводили через 6 мес после индукции РМЖ, 

что включало в себя внутрибрюшинное введение 15 мг/

кг 5-фторурацила и 2.5 мг/кг метотрексата («Ebewe») 

на 1-е и 8-е сут и 3 мг/кг циклофосфана («Биохимия») 

внутрибрюшинно ежедневно один раз в течение 14 сут. 

Прижизненный забор лимфы у животных осущест-

влялся (под наркозом) из цистерны грудного лимфати-

ческого протока. Тотальную РНК выделяли из лимфы 

с использованием набора реагентов «Вектор-Бест» 

по инструкции производителя. Для получения кДНК 

проводили обратную транскрипцию (ОТ) по матрице 

микроРНК. Для определения уровней проонкоген-

ных микроРНК-21, микроРНК-221, микроРНК-222 

и опухоль-супрессирующей микроРНК-429 в биоло-

гических образцах проводили ОТ-ПЦР в реальном 

времени на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad Lab), 

в качестве гена сравнения использовали малую РНК 

U6 («Вектор-Бест»). Всех животных из эксперимента 

выводили в возрасте 9.5 мес под наркозом – нембутал 

(Sigma), 40 мг/кг внутрибрюшинно. Гистологические 

препараты тимуса изучали в окулярной тестовой 

системе при увеличении х32, х400 и х1000. В раз-

ных структурных компонентах тимуса подсчитывали 

абсолютное количество клеток на стандартной пло-

щади 2025 мкм2.

Статистическую обработку полученных резуль-

татов проводили в программе Statistica 6.0 (StatSoft, 

Inc.), меры центральной тенденции и рассеяния опи-

саны медианой (Me), нижним (Q1) и верхним (Q3) 

квартилем; значимость различий рассчитывали 

по U критерию Манна–Уитни при значениях p<0.05. 

Сопряженность между уровнями микроРНК(-21, 

-221, -222, -429) с клетками структурных зон тимуса 

оценивали по коэффициенту ранговой корреляции 

Спирмена.

Результаты

После оперативного лечения РМЖ, по сравнению 

с РМЖ без лечения в лимфе снижаются уровни про-

онкогенных микроРНК-21 на 54%, микроРНК-222 

на 71%, а опухоль-супрессирующей микроРНК-429 

увеличивается в 18 раз (табл. 1). В корковом и мозго-

вом веществе тимуса уменьшается количество имму-

нобластов, клеток с пикнотичными ядрами и увеличи-

вается количество макрофагов и эпителиоретикуляр-

ных клеток В центральной части коркового вещества 

увеличивается количество средних (на 58,5%) и малых 

(на 24%) лимфоцитов (табл. 2). Выявлены взаимосвязи: 

в центральной части коркового вещества иммунобла-

стов с микроРНК-221, в кортико-медуллярной зоне – 

средних лимфоцитов с микроРНК-21 (табл. 3).

После резекции опухоли с последующим курсом 

химиотерапии по сравнению с оперативным лечением 

РМЖ выявлено уменьшение уровня микроРНК-221 
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в лимфе на 75%, а микроРНК-429 – на 93% (табл. 1). 

В корковом и мозговом веществе тимуса увеличива-

ется количество иммунобластов и митотически деля-

щихся клеток. В корковом веществе возросло коли-

чество эпителиоретикулярных клеток. В централь-

ной части коркового вещества увеличено количество 

клеток с пикнотичными ядрами (табл. 2). Выявлены 

взаимосвязи: в субкапсулярной зоне – малых лим-

фоцитов с микроРНК-221 и микроРНК-429; мито-

тически делящихся клеток – с микроРНК-429; в цен-

тральной части коркового вещества – малых лимфо-

цитов с микроРНК-221 и микроРНК-429; средних 

лимфоцитов – с микроРНК-429; клеток с пикнотич-

ными ядрами – с микроРНК-222 (табл. 3); в централь-

ной части мозгового вещества – малых лимфоцитов 

с микроРНК-21 и микроРНК-429.

Обсуждение

Взаимосвязь микроРНК-221 с иммунобла-

стами коркового вещества (табл. 3) может быть свя-

зана с повышенной пролиферативной активностью 

в корковом веществе тимуса. По данным литературы 

микроРНК-221 связываясь с р53-зависимым модуля-

тором апоптоза (PUMA) блокирует индуцированный 

белком р53 апоптоз, влияя на трансформацию клетки 

и усиление клеточной пролиферации [4]. Онкогенный 

эффект микроРНК-21 связан с воздействием на опухо-

левые супрессоры такие как PTEN, PDCD4 и FBXO11 

[5]. МикроРНК-21 влияет на процессы пролифера-

ции и миграции раковых клеток путем ингибирова-

ния гена Smad7, который, в свою очередь, ингибирует 

активацию сигнальных путей NF-κB и TGF-β, осла-

бляет фиброз, апоптоз, воспаление и дифференци-

ровку Т-лимфоцитов [6, 7], на что может указывать вза-

имосвязь средних лимфоцитов кортико-медуллярной 

зоны с микроРНК-21 лимфы. Сохраняющийся повы-

шенный уровень микроРНК-21 в лимфе может быть 

взаимосвязан с поглощением макрофагами (количе-

ство которых увеличено во всех зонах тимуса) апоп-

тотических клеток [8], на что указывает уменьшение 

количества клеток с пикнотичными ядрами в корко-

вом и мозговом веществе тимуса.

После оперативного лечения РМЖ и ХТ умень-

шение уровня микроРНК-221 в лимфе как по сравне-

нию с оперативным лечением РМЖ, так и с интактной 

группой, может влиять на механизм регулятора клеточ-

ного цикла р27 (Kip 1), который действует как супрес-

сор опухоли, и является основным регулятором про-

грессии G1 – фазы клеточного цикла и перехода G1→S. 

Он принимает участие в контроле продвижения G2 

и завершения M-фазы/цитокинеза [9, 10]. При этом 

уровень микроРНК-429 в лимфе уменьшается по срав-

нению с резекцией РМЖ. МикроРНК-429 является 

важной опухоль-супрессирующей микроРНК входя-

щей в состав семейства miR-200 [11]. По данным лите-

ратуры после химиотерапи   (на примере мышей с деле-

цией) специфичной для В-клеток показано, что ICOSL 

в В-клетках повышает противоопухолевый иммунитет 

за счет увеличения соотношения эффекторных и регу-

ляторных Т-клеток [12]. После химиотерапии трой-

ного негативного рака молочной железы в биопсии 

отмечалось повышение уровня CD8 + Т-клеток [13]. 

Таблица 1/Table 1

Уровни микроРНК в лимфе у крыс-самок Вистар при химически индуцированном раке молочной железы (РМЖ) 

после оперативного лечения и химиотерапии (ХТ) (Me (Q1-Q3); усл. ед.)

MicroRNA levels in lymph in female Wistar rats with chemically induced breast cancer (BC), after surgical treatment and chemotherapy (CT). 

(Me (Q1-Q3); conventional units)

Показатели 

Indicators

Интактная группа

Intact group (1)

РМЖ

Breast cancer (2)

Резекция РМЖ

Resection of breast cancer (3)

Резекция РМЖ + ХТ 

Resection of breast cancer chemotherapy (4)

МикроРНК-21

miRNA-21
5.16 (3.16‒5.25) 38.40 (24.25‒85.4)1 17.97 (5.45‒23.8) 1.2 24.50 (12.7‒35.0)1

МикроРНК-221

miRNA-221
0.47 (0.25‒0.55) 0.88 (0.59‒1.69)1 1.5 (0.6‒5.38)1 0.37 (0.24‒0.57)2.3

МикроРНК-222

miRNA-222
0.78 (0.53‒1.87) 1.43 (1.29‒2.08) 0.42 (0.08‒0.81)2 0.20 (0.05‒0.28)1.2

МикроРНК-429

miRNA-429
1.71 (1.03‒36.27) 0.60 (0.50‒1.02)1 11.08 (4.33‒48.27)1.2 0.78 (0.31‒4.31)3

Примечание. Цифрами 1, 2 и 3 обозначены статистически значимые отличия (p<0.05) от величин соответствующих экспериментальных групп.

Note. Numbers 1, 2 and 3 indicate statistically significant differences (p<0.05) from the values of the corresponding experimental groups.
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Таблица 2/Table 2

Клеточный состав структурных компонентов тимуса в интактной группе, при химически индуцированном раке молочной железы 

(РМЖ), оперативном лечении РМЖ, оперативном лечении РМЖ с последующей химиотерапией (ХТ). (Me (Q1-Q3); усл. ед.)

Cellular composition of the structural components of the thymus intact group, with chemically induced breast cancer (BC), surgical 

treatment (ST) of breast cancer, surgical treatment (ST) of BC followed by chemotherapy (CT). (Me (Q1-Q3); conventional units)

Клетки / Cells
Интактная группа / 

Intact  group(1)
РМЖ /  BC (2)

Резекция РМЖ /  

ST BC (3)

Резекция РМЖ +ХТ  

ST+CT (4)

Субкапсулярная зона коркового вещества Subcapsular zone of the cortical substance

ИМ IM 11.0(9.0‒12.0) 17.5(15.0‒23.25)1 12.0(12.0‒13.25)2 18.0(17.0‒19.0)1.3

СЛ ML 25.0(20.75‒27.0) 36.5(35.5‒45.75)1 44.0(41.5‒47.0)1 40.0(34.0‒41.0)1.2

МЛ SL 162.5(135.3‒190.8) 115.0(110.0‒130.0)1 132.5(126.5‒141.3) 122.0(120.0‒130.3)1

Мит Mit 2.0(1.75‒3.0) 5.5(5.0‒6.0)1 5.0(4.0‒5.25)1 5.0(4.75‒5.0)1

КПЯ СNP 1.0(1.0‒2.0) 4.0(3.0‒5.0)1 1.0(1.0‒2.0)2 2.5(2.0‒3.0)1.3

МФ MF 2.0(1.0‒2.0) 2.0(1.75‒2.0) 5.0(4.0‒5.0)1.2 4.0(3.75‒4.0)1.2.3

ЭРК EC 5.0(4.0‒6.0) 2.0(2.0‒4.0)1 7.0(6.0‒8.0)1.2 10.0(8.0‒12.0)1.2.3

Центральная часть коркового вещества Central part of the cortical substance

ИМ IM 8.0(6.0‒8.0) 9.5(8.0‒14.0)1 7.0(6.75‒8.0)2 15.0(13.0‒15.25)1.3

СЛ ML 24.0(19.0‒25.75) 32.5(24.5‒42.5) 51.5(50.25‒52.0)1.2 43.0(40.25‒50.75)1

МЛ SL 215.0(176.0‒226.5) 133.0(126.0‒145.0)1 164.5(148.0‒172.8)2 142.0(127.3‒150.0)1

Мит Mit 2.0(1.0‒2.25) 3.0(2.0‒4.0) 2.0(2.0‒3.0) 5.0(4.0‒5.0)1.2.3

КПЯ CNP 1.0(1.0‒3.0) 4.0(3.0‒4.0)1 1.0(0.0‒1.0)2 2.0(1.0‒3.0)2.3

МФ MF 1.0(1.0‒2.0) 1.0(1.0‒2.0) 4.0(4.0‒4.0)1.2 4.0(3.0‒5.0)1.2

ЭРК EC 7.0(6.0‒7.25) 3.0(2.0‒4.0)1 8.5(7.0‒9.0)2 10.0(9.75‒12.0)1.2.3

Кортико-медуллярная зона Cortico-medullary zone

ИМ IM 7.0(5.0‒9.0) 10.0(7.0‒11.0) 9.0(7.0‒10.0) 14.0(13.0‒15.0)1.2.3

СЛ ML 18.0(18.0‒22.75) 32.0(31.75‒41.0)1 35.0(35.0‒38.0)1 35.0(30.0‒38.0)1

МЛ SL 189.5(171.0‒193.8) 106.5(96.5‒137.8)1 125.0(114.3‒126.0)1 115.5(112.0‒119.0)1

Мит Mit 2.0(2.0‒3.0) 3.0(2.0‒4.25) 3.0(3.0‒4.0)1 4.0(4.0‒5.25)1.3

КПЯ CNP 2.0(2.0‒2.25) 2.5(2.0‒3.0) 1.0(0.75‒2.0)1.2 2.0(1.75‒3.0)

МФ MF 2.0(1.0‒2.0) 2.0(2.0‒3.0) 5.0(4.0‒5.0)1.2 5.0(4.0‒5.0)1.2

ЭРК EC 9.0(9.0‒10.0) 7.0(5.75‒9.0) 10.0(9.0‒12.0)2 14.5(13.0‒16.0)1.2.3

Центральная часть мозгового вещества Central part of the medulla substance

ИМ IM 4.0(4.0‒5.0) 2.0(1.0‒4.25) 0.0(0.0‒0.0)1.2 3.0(2.0‒3.0)1.3

СЛ ML 17.5(17.0‒20.0) 24.0(22.0‒29.25)1 17.0(15.75‒21.25)2 24.0(21.5‒24.0)1.3

МЛ SL 98.0(84.8‒114.0) 76.0(72.5‒84.5)1 72.0(67.25‒81.0)1 59.0(52.0‒62.25)1.2.3

Мит Mit 1.0(0.75‒1.0) 1.0(1.0‒2.0) 0.0(0.0‒0.0)1.2 1.0(0.0‒1.0)3

КПЯ CNP 1.0(1.0‒1.0) 2.0(1.0‒3.0) 0.0(0.0‒1.0)1.2 1.0(0.0‒1.0)2

МФ MF 1.0(1.0‒2.0) 3.0(3.0‒3.0)1 5.5(5.0‒6.25)1.2 4.0(3.0‒5.0)1.2.3

ЭРК EC 10.0(10.0‒11.0) 10.0(9.0‒12.0) 17.0(16.0‒18.0)1.2 18.0(17.0‒19.0)1.2

Примечание. ИМ – иммунобласты, СЛ – средние лимфоциты, МЛ – малые лимфоциты, Мит – митозы, КПЯ – клетки с пикнотичными 

ядрами, МФ – макрофаги, ЭРК – эпителиоретикулярные клетки. Цифрами 1, 2 и 3 – обозначены статистически значимые отличия (p<0.05) 

от величин соответствующих экспериментальных групп.

Note. IM – immunoblasts, ML – medium lymphocytes, SL – small lymphocytes, Mit – Mitoses, CNP – cells with nuclear pycnosis, MF – mac-

rophages, EC – epithelioreticular cells. Numbers 1, 2 and 3 indicate statistically significant differences (p<0.05) from the values of the corresponding 

experimental groups.
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Взаимосвязи малых лимфоцитов в субкапсулярной 

и центральной части коркового вещества – с проонко-

генной микроРНК-221 и с опухоль-супрессирующей 

микроРНК-429, а также микроРНК-429 – с митотиче-

ски делящимися клетками субкапсулярной части кор-

кового вещества, могут быть связаны с повышенной 

пролиферативной активностью T-клеток в корковом 

веществе тимуса. Увеличение количества эпителиорети-

кулярных клеток в корковом веществе может быть свя-

зано как делимфатизацией морфофункциональных зон 

тимической паренхимы, так и со способностью эпите-

лиоретикулоцитов участвовать в процессах как позитив-

ной, так и негативной селекции [14]. На это указывает 

взаимосвязь средних, и, особенно, малых лимфоцитов 

коркового вещества тимуса с микроРНК-429 и малых 

лимфоцитов – с микроРНК-221. При отрицательном 

отборе развивающиеся Т-клетки, несущие рецепторы 

к собственным антигенам (аутореактивные клетки), 

подвергаются апоптозу, на что может указывать увели-

чение количества клеток с пикнотичными ядрами в кор-

ковом веществе тимуса, а также сохраняющееся увели-

ченное количество макрофагов во всех зонах тимуса. 

В отличие от группы только с оперативным лечением 

РМЖ в переходной между корковым и мозговым веще-

ством зоне прослеживается взаимосвязь средних лим-

фоцитов с микроРНК-21 и микроРНК-221 лимфы, что 

наряду с увеличением количества иммунобластов, мито-

тически делящихся клеток, эпителиоретикулярных кле-

ток может быть обусловлено повышенной миграцией 

Т-лимфоцитов из тимуса, усилением цитотоксических 

Таблица 3/Table 3

Положительные взаимосвязи клеток структурно-функциональных зон тимуса с микро-РНК в лимфе крыс Вистар  

при химически индуцированном РМЖ, после оперативного лечения РМЖ и после химиотерапии РМЖ.  

Приведен коэффициент ранговой корреляции Спирмена (r)

Positive relationships between cells of the structural--functional zones of the thymus with microRNA in the lymph of Wistar rats  

with chemically induced breast cancer, after surgical treatment of breast cancer  and after chemotherapy of breast cancer.  

Spearman’s rank correlation coefficient (r) is given

Группы / Groups Клетки / Cells
МикроРНК/

miRNA-21

МикроРНК/

miRNA-221

МикроРНК/

miRNA-222

МикроРНК/

miRNA-429

Субкапсулярная зона коркового вещества Subcapsular zone of the cortical substance

РМЖ BC СЛ ML - 0.641 - -

Мит Mit - - - 0.804

Опер+ХТ /  ST+CT МЛ SL - 0.640 - 0.605

Мит Mit - - - 0.776

Центральная часть коркового вещества Central part of the cortical substance

РМЖ  /  BC ИМ IM - 0.708 - -

МФ MF - 0.585 - -

Опер / ST ИМ IM - 0.785 - -

Опер+ХТ / ST+CT СЛ ML - - - 0.736

МЛ SL - 0.580 - 0.788

КПЯ CNP - - 0.663 -

Кортико-медуллярная зона Cortico-medullary zone

Опер  / ST СЛ ML 0.754 - - -

Опер+ХТ / ST+CT СЛ ML 0.660 0.639 - -

Центральная часть мозгового вещества Central part of the medulla substance

РМЖ  / BC СЛ ML 0.653 - - -

МФ MF - - - 0.622

Опер+ХТ / ST+CT МЛ SL 0.600 - - 0.723

Примечание. ИМ – иммунобласты, СЛ – средние лимфоциты, МЛ – малые лимфоциты, Мит – митозы, КПЯ – клетки с пикнотиче-

скими ядрами, МФ – макрофаги; опер – оперативное лечение РМЖ; Опер+ХТ –  оперативное лечение с последующей химиотерапией.

Note. IM – immunoblasts, ML – medium lymphocytes, SL – small lymphocytes, Mit – mitoses, CNP – cells with nuclear pycnosis, MF – macrophages. 

BC –  breast cancer; ST – surgical treatment; ST+CT – surgical treatment + chemotherapy. 
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механизмов иммунного ответа. После резекции опухоли 

и ХТ на это могут указывать, взаимосвязи малых лимфо-

цитов в центральной части мозгового вещества тимуса 

с проонкогенной микроРНК-21 и опухоль-супрессиру-

ющей микроРНК-429 лимфы. При этом в центральной 

части мозгового вещества отмечается увеличение коли-

чества иммунобластов, средних лимфоцитов и митоти-

чески делящихся клеток, а также сохраняющееся повы-

шенное количество макрофагов, которые принимают 

участие в процессах дифференцировки Т-лимфоцитов.

Заключение

После оперативного лечения РМЖ уровни проон-

когенных микроРНК (-21, -222) в лимфе уменьшаются, 

а опухоль-супрессирующей микроРНК-429 увеличива-

ются по сравнению с РМЖ без лечения. Взаимосвязи 

микроРНК лимфы с морфологическими преобразова-

ниями в тимусе свидетельствуют об активации процес-

сов бласттрансформации в корковом веществе тимуса, 

делимфотизации морфофункциональных зон тимиче-

ской паренхимы, макрофагальной реакции.

После оперативного лечения РМЖ и химиотера-

пии, по сравнению только с резекцией РМЖ, и наряду 

с морфологичесими данными, выявленные взаимос-

вязи клеток структурных компонентов тимуса с про-

онкогенными и опухоль-супрессирующей микроРНК 

в корковом и мозговом веществе тимуса могут быть 

обусловлены повышенной пролиферативной активно-

стью, миграцией Т-лимфоцитов из тимуса, усилением 

цитотоксических механизмов иммунного ответа, уве-

личением количества гибнущих клеток.
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Влияние антител к глутамату и F(ab´)2 фрагментов антител к глутамату  

на уровень тревожности стареющих мышей C57Bl/6  

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии»

125415, Москва, Россия, ул. Балтийская, д. 8  

Введение. Высокая степень личностных тревожных расстройств выявляется у 96% пожилых и у 100% людей старческого 

возраста, а у 50% пожилых и 56% лиц старше 75 лет наблюдается повышение реактивной тревожности. Несмотря на нали-

чие большого арсенала фармакологических средств для лечения тревожных расстройств, перспективным остается раз-

работка лекарственных препаратов на основе антител и их фрагментов, благодаря таким свойствам, как специфичность, 

и метаболическая активность. Ранее в опытах на мышах BALB/C было показано снижение уровня тревожности при одно-

кратном внутрибрюшинном введении антител к глутамату. В опытах на стареющих мышах и на экспериментальных моде-

лях болезни Альцгеймера, показан антиамнестический эффект при интраназальном введении аффинно-очищенных поли-

клональных антител к глутамату. Цель исследования – изучение влияния интраназального введения антител к глутамату 

и   F(ab´)
2
 фрагментов антител к глутамату на уровень тревожности у стареющих мышей C57Bl/6. 

Методика. Исследование выполнено на мышах линии C57Bl/6 в возрасте 12 мес. Мыши были разделены на три группы: 

две опытные группы получали интраназально растворенные в физиологическом растворе поликлональные моноспеци-

фические антитела к глутамату (АТ- ГЛУ) и F(ab´)
2
 фрагменты АТ- ГЛУ соответственно в дозе 250 мкг/кг в объеме 4 мкл в  еже-

дневно в течение 3 дней. Мыши контрольной группы получали интраназально физиологический раствор в том же объеме. 

Оценивали поведенческую активность мышей в тесте «Открытое поле» и уровень тревожности в условиях теста «припод-

нятый крестообразный лабиринт». 

Результаты. Интраназальное введение стареющим мышам АТ-ГЛУ и F(ab´)
2
 фрагментов АТ-ГЛУ приводило к значимому 

увеличению количества посещений и времени пребывания в центре поля, к снижению времени пребывания в углах и 

увеличению количества стоек в углах открытого поля при сравнении с животными группы контроля. Анализ результатов 

тестирования в приподнятом крестообразном лабиринте показал, что мыши, получавшие интраназально АТ-ГЛУ и F(ab´)
2
 

фрагменты АТ-ГЛУ, существенно увеличивали время, проведенное в открытых рукавах лабиринта, а также число реакций 

«свешивания» (заглядывание под лабиринт) по сравнению с мышами контрольной группы, что свидетельствует о сниже-

нии уровня тревожности и страха. 

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о снижении уровня тревожности и страха у стареющих мышей C57Bl/6, 

получавших антитела к глутамату и F(ab´)
2
 фрагменты антител к глутамату. 
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2
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Vetrile L.A., Zakharova I.A., Lobanov A.V., Davydova T.V.

Effects of glutamate antibodies and F(ab´)
2
 fragments of glutamate antibodies  

on the anxiety level in aging C57Bl/6 mice

Institute of General Pathology and Pathophysiology, 

Baltiyskaya St. 8, Moscow, 125415, Russian Federation

Introduction. Anxiety disorder occurs in approximately 15-25% of the adult population. A high degree of anxious personality dis-

orders was found in 96% of old people and in 100% of very old people, whereas 50% of old people and 56% of people older than 

75 had increased reactive anxiety. In persistent anxiety, production of β-amyloid increases and contributes to the development 

of neurodegenerative diseases of old age. Despite the availability of a large arsenal of pharmacological agents for the treatment 

of anxiety disorders, development of drugs based on antibodies and their fragments is promising due to their specificity, activ-

ity, and metabolic activity. Previous experiments on BALB/C mice showed a decrease in the anxiety level after a single intraper-

itoneal injection of glutamate antibodies. Experiments on aging mice and experimental models of Alzheimer’s disease demon-

strated an anti-amnesic effect of affinity-purified polyclonal glutamate antibodies administered intranasally. The aim of the study 

was to evaluate the effect of intranasal glutamate antibodies and F(ab´)2 fragments of glutamate antibodies on the level of anx-

iety in aging C57Bl/6 mice. 

Methods. The study was performed on 12-month-old C57Bl/6 mice. Mice were divided into three groups: two experimental 

groups received polyclonal monospecific antibodies to glutamate (AT- GLU) and F(ab´)
2
 fragments of AT- GLU. The agents were 

dissolved in saline and administered intranasally at a dose of 250 µg/kg in a volume of 4 µl, daily for 3 days. Mice of the control 

group received intranasal saline in the same volume. The behavioral activity of mice was assessed by the open field test and the 

level of anxiety by the elevated plus maze test. 

Results. Intranasal administration of AT- GLU and F(ab´)2 fragments of AT-GLU to aging mice resulted in a significant increase in the 

number of visits to and the time spent in the center of the open field, a decrease in the time spent in the corners, and an increase 

in the number of rears in the corners of the open field compared to the control group. The elevated plus maze test showed that 

mice treated with AT- GLU and F(ab´)2 fragments of AT- GLU significantly increased the time spent in the open arms of the maze, 

as well as the number of unprotected head dips compared to the control group, which indicated a decrease in anxiety and fear.

Conclusion. The study results indicated a possible decrease in the level of anxiety and fear in aging C57Bl/6 mice treated with 

glutamate antibodies and F(ab´)2 fragments of glutamate antibodies, which suggested an anxiolytic effect of glutamate antibod-

ies and their F(ab´)2 fragments.
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Введение

 Одной из актуальных проблем пожилых людей 

является повышенная тревожность. Тревожность отно-

сится к широко распространенному психологическому 

феномену с наиболее выраженными эмоциональными 

реакциями, возникающими в критические моменты, 

и которые являются причиной неврозов и функцио-

нальных психозов [1, 2]. Выделяют личностную трево-

жность (врожденное свойство личности) и ситуатив-

ную или реактивную (связанную с конкретной внеш-

ней ситуацией). Тревожные расстройства    встречается 

примерно у 15 – 25% взрослого населения и до 30-40% 

среди пациентов неврологических и терапевтических 

отделений поликлиник [3–5]. По мере старения орга-

низма наблюдаются усиление эмоционального напря-

жения и функциональные нарушения адаптивного 

ответа на стрессовые ситуации, что имеет повышен-

ный риск возникновения неврозов, функциональ-

ных психозов и развития различных расстройств эмо-

циональной сферы личности [1, 5, 6]. Высокая сте-

пень личностных тревожных расстройств найдена 

у 96% пожилых и у 100% людей старческого возраста. 

У 50% пожилых и 56% лиц старше 75 лет наблюдается 

повышение реактивной тревожности [1]. Тревожные 

расстройства часто сочетаются с другими соматиче-

скими заболеваниями, в частности с депрессией, что 

рассматривается как предиктор неблагоприятного 

клинического течения и прогноза психосоматики [7]. 

Степень коморбидности меняется с возрастом, чем 

старше человек, тем коморбидность тревоги и депрес-

сии выше [3, 8]. Длительная тревожность сама по себе 

способствует формированию и развитию психосома-

тической патологии, повышает риск злоупотребления 

психоактивными веществами, а также ухудшает тече-

ние и прогноз уже имеющихся соматических заболе-

ваний [5, 7]. Показано, что при персистирующей тре-

воге повышается продукция β-амилоида, оказываю-

щего нейротоксическое действие и способствующее 

развитию нейродегенеративной патологии и  болезни 

Альцгеймера у пожилых людей. Считают, что тревога, 

это первое эмоциональное расстройство, которое раз-

вивается при нейродегенеративных заболеваниях [7]. 

В патогенез тревожных расстройств вовлечены пре-

имущественно моноаминергические системы мозга 

(серотонин-, дофамин-, норадреналин-ергические) 

[4, 7]. В то же время данные литературы свидетель-

ствуют о повышенной возбуждающей активности глу-

тамат-ергической системы при тревожных нарушениях 

и снижении активности гаммааминомасляной кис-

лоты (ГАМК). Возникает определенный патологиче-

ский замкнутый круг в связи с гиперактивацией глута-

мат-ергической нейропередачи и угнетением ГАМК-

ергической системы [4, 7–10]. Было установлено, что 

блокирование глутамат-ергической нейротрансмис-

сии приводило к восстановлению тревожно-подоб-

ного поведения животных, а антагонисты глутамата 

проявляли свойства анксиолитиков в эксперимен-

тальных условиях [4, 9]. Несмотря на наличие боль-

шого арсенала фармакологических средств для лече-

ния тревожных расстройств (антидепрессанты раз-

личных фармакологических групп и бензодиазепины) 

[4, 7, 8, 10], в настоящее время изучаются анксиолити-

ческие эффекты антагонистов глутамата и блокаторов 

глутаматных рецепторов при лечении данной патоло-

гии [4, 5, 8, 9–13]. Многообещающим направлением 

в лечении нейродегенеративных заболеваний явля-

ется разработка лекарственных препаратов на основе 

антител и их фрагментов благодаря таким свойствам, 

как специфичность и метаболическая активность [14–

16]. Ранее в опытах на стресс чувствительных мышах 

Balb/c в тестах «черно-белая камера» и «подвешивание 

за хвост» нами была продемонстрирована возможность 

снижения уровня тревожности антителами к глутамату 

при однократном внутрибрюшинном введении [17]. 

Протективный эффект антител к глутамату при их вну-

трибрюшинном и интраназальном введении был про-

демонстрирован на моделях стресс-индуцированного 

синдрома у крыс [18], МФТП-индуцированного пар-

кинсонического синдрома у мышей [19] и эксперимен-

тальной модели болезни Альцгеймера [20]. В опытах на 

стареющих мышах C57Bl/6 показан антиамнестиче-

ский эффект аффинно- очищенных поликлональных 

антител к глутамату при их интраназальном введении 

[21]. Данные литературы свидетельствуют об усиле-

нии тревожного поведения у стареющих мышей [25].

Цель исследования – изучение влияния интрана-

зального введения антител к глутамату и   F(ab´)
2
 фраг-

ментов антител к глутамату на уровень тревожности 

у стареющих мышей C57Bl/6. 

Методика

Исследование выполнено на мышах линии C57Bl/6 

(n=46, масса 24,0±1,0 г, возраст 12 мес). Животные 

содержались в стандартных   условиях вивария 

с естественным световым режимом при свободном 

доступе к воде и пище. Эксперименты проводились  

в соответствии с приказом Минздрава России №199 

от 1 апреля 2016 г. «Об утверждении правил надлежа-

щей лабораторной практики» и    регламентом деклара-

ции ЕС от 22 сентября 2010 г. об использовании лабо-
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раторных животных в научных целях. Исследование 

одобрено    локальным Этическим комитетом инсти-

тута (протокол №3 от 08.06.2023 г.).

Мыши были разделены на 3 группы: контроль-

ная группа (n=16)  получала интраназально физиоло-

гический раствор в объеме 4 мкл. 1-я опытная группа 

(n=14) в течение 3 сут ежедневно  получала  интра-

назально растворенные в физиологическом растворе 

поликлональные моноспецифические антитела к глу-

тамату (АТ-ГЛУ,  250 мкг/кг) в объеме 4 мкл; 2-я опыт-

ная группа (n=16) получала интраназально  по анало-

гичной схеме F(ab´)
2
 фрагменты АТ-ГЛУ в той же дозе  

по той же методике. Оценивали поведенческую актив-

ность мышей в тесте «Открытое поле» (ОП) и уровень 

тревожности с использованием приподнятого кресто-

образного лабиринта (ПКЛ). Эксперименты на живот-

ных проводили с 10:00 до 15:00 ч.

Поликлональные моноспецифические антитела 

к глутамату получали по описанному ранее протоколу 

по стандартной схеме иммунизации самцов кроли-

ков Шиншилла конъюгированным с бычьим сыворо-

точным альбумином (БСА) глутамата [21]. Антитела 

в виде γ-глобулиновой фракции выделяли из сыво-

роток крови осаждением сульфатом аммония (50%), 

с последующим диализом. γ-Глобулиновую фракцию 

очищали от примесей антител к БСА методом аффин-

ной хроматографии с использованием в качестве сор-

бента CNBr-Sepharose (Sigma) с иммобилизованном 

на нем БСА, лиофилизировали и хранили при 4 оС. 

F(ab´)
2
 фрагменты АТ- ГЛУ получали 

из аффинно-очищенных АТ- ГЛУ с использова-

нием набора реактивов Pierce F(ab´)
2
 Preparation Kit 

(«TermoScietific», США) в соответствии с протоколом 

фирмы производителя. К оптимальному количеству 

пепсина, иммобилизованного на агарозе, добавляли  

0,5 мл раствора АТ- ГЛУ (4,9 мг/мл), инкубиро-

вали 2 ч при 37 оС с перемешиванием. По оконча-

нии инкубации отделяли раствор расщепленных 

антител от иммобилизованного пепсина центрифу-

гированием колонки при 5000×g в течение 1 мин. 

Для очистки от нерасщепленных антител получен-

ный супернатант наносили на колонку с протеи-

ном А сефарозой, инкубировали при комнатной 

температуре с перемешиванием в течение 10 мин. 

Затем колонку центрифугировали при 1000×g в тече-

ние 1 мин и собирали раствор, содержащий F(ab´)
2
 

и Fc фрагменты. Очистку раствора от Fc фрагмен-

тов осуществляли диализом (50 MWCO). Для про-

верки чистоты полученных F(ab´)
2
 фрагментов про-

водили электрофорез в 12% полиакриламидном геле 

по методу Лэммли [22]. 

Тест ОП проводили с использованием многофунк-

циональной системы исследования поведения (TSE 

MultiConditioning, Германия) по программе  «TSE 

MCS2 – Locomotor activity/Open field) в квадратной 

арене размером   40×40 см. Тестирование проводили 

в течение 10 мин при  освещении 600 лк. Учитывали 

продолжительность отдыха (с), время передвижения 

(с), общую длину пробега (см), среднюю скорость 

передвижения (см/с), число стоек, число посеще-

ния центра поля, длительность пребывания в центре 

поля (с), число посещения углов и время нахождения  

в углах (с), число стоек в углах.  

Исследование поведения мышей в приподнятом 

крестообразном лабиринте (ПКЛ) проводили одно-

кратно  на 6-е сут после последнего введения препара-

тов. ПКЛ представляет собой установку из пластика, 

состоящую из центральной площадки, от которой кре-

стообразно расходятся 4 рукава размером 30×6 см каж-

дый. Два противоположных рукава открытые (ОР) без 

стенок и  два закрытых (ЗР) по бокам бортиками высо-

той 30 см. Высота лабиринта над полом 1 м, освещен-

ность 24 лк. Мышь помещали на площадку в центр 

лабиринта головой в сторону одного из ОР. Учитывали 

общее время  пребывания в открытых и закрытых рука-

вах (с), число стоек и число реакций заглядывания под 

лабиринт (свешиваний). Продолжительность тестиро-

вания для каждой мыши  составляла 5 мин.

Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием компьютерной программы 

Statistica 7.0. Учитывая, что показатели каждой 

из выборок не соответствуют закону нормального 

распределения по Колмогорову–Смирнову, для ста-

тистической обработки применяли однофакторные 

критерии непараметрической статистики H-критерий 

Kruskal–Wallis ANOVA с последующим post-hoc ана-

лизом по U-критерию Mann–Whitney. Критическое 

значение уровня статистической значимости при про-

верке нулевых гипотез принимались равными 0,05. 

Данные представлены в виде медианы и границ квар-

тилей [25;75%].

Результаты

Тестирование поведенческих реакций в ОП 

у мышей контрольной и опытных групп проводили 

на 5-е сут после последнего введения препаратов. 

Анализ полученных данных не выявил значимых раз-

личий между показателями локомоторной активности 

(пройденное расстояние, скорость движения, время 

отдыха, число стоек) между мышами опытных и кон-

трольной групп (табл. 1). Дополнить поведенческий 

профиль исследуемых групп животных позволил ана-
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лиз таких реакций, как число заходов и время нахож-

дения в центре поля, число посещений и время, про-

веденное в углах поля, и число стоек в углах поля.  

Установлено, что первичное помещение животного 

в «открытое поле» вызывает в основном поведенческие 

реакции, опосредованные тревогой и страхом, живот-

ные избегают ярко освещенных и открытых участ-

ков поля [21]. Результаты, полученные при тестирова-

нии мышей в тесте «открытое поле», свидетельствуют 

о наличии значимых межгрупповых  различий (кон-

троль и опыт): число посещений центра поля [H (2, 

N=22)=15,27625, p=0,0005]; время, проведенное в цен-

тре поля [H (2, N=22)=15,09088, p=0,0005]; время, про-

веденное в углах [H (2, N=22)=17,30244, p=0,0002]; 

число стоек в углах поля [H(2,N=22)=6,107205, 

p=0,047]. 

Интраназальное введение стареющим мышам 

АТ-ГЛУ, как и F(ab´)
2
 фрагментов АТ-ГЛУ, приво-

дило к существенному увеличению количества посеще-

ний и времени пребывания в центре поля при сравне-

нии с группой контроля (табл. 1). По количеству посе-

щения углов «открытого поля» существенной разницы 

между исследуемыми группами животных не отмечено. 

В то же время мыши, получавшие интраназально АТ- 

ГЛУ и F(ab´)
2
 фрагменты АТ- ГЛУ, снизили время 

пребывания в углах поля в 1,6 (p<0,01) и 1,2 (p<0,01) 

раза  и увеличивали количество стоек в углах поля в 1,6 

(p<0,05) и 2 (p<0,05) раза, соответственно, при срав-

нении с животными контрольной группы (табл. 1). 

Полученные данные свидетельствуют о снижении 

уровня тревожности у стареющих мышей, получавших 

интраназально АТ- ГЛУ и F(ab´)
2
 фрагменты АТ- ГЛУ.

Приподнятый крестообразный лабиринт явля-

ется одним из общепринятых тестов при оценке 

уровня тревожности у грызунов. Избегание светлых 

участков ПКЛ считается одним из наиболее надеж-

ным и устойчивым признаком уровня тревожно-

сти [23, 24]. При межгрупповом сравнении данных 

тестирования животных в ПКЛ установлены суще-

ственные межгрупповые различия (контроль и опыт): 

Таблица 1/Table 1 

Поведенческая активность мышей линии C57Bl/6 в тесте «Открытое поле»

Indicators of Behavioral Activity in C57Bl/6 Mice in the Open Field Test

Показатели/ Indicators

Группа мышей/ mice‘s group

Контроль / Control
Антитела к глутамату /  

Glutamate antibodies

F(ab´)
2
 фрагменты антител к глутамату /

F(ab´)
2
 fragments of glutamate antibodies

Время отдыха, с /

Rest time, s

341,30

[297,80; 358,40]

348,30

[308,00; 415,30]

351,40

[337,30; 355,10]

Время движения, с /

Travel time, s

258,70

[241,60; 302,15]

300,85

[251,70; 367,40]

248,60

[244,90; 262,70]

Длина пробега, см /

Run length, cm

8443,80

[6333,05; 9163,20]

9312,90

[4967,00; 11786,80]

6990,70

[6333,40; 8395,95]

Скорость движения, см/с /

Movement speed, cm/s

28,15

[25,90; 31,95]

36,85

[30,80; 39,60]

27,30

[25,70; 30,00]

Количество стоек / Number of racks 5,50

[2,50; 9,50]

2,50

[1,00; 5,00]

5,5

[2,50; 9,50]

Количество посещений

центра поля / Number of visits field 

center

0,60

[0,00; 1,00]

5,00

[3,00; 6,50]**

2,00

[1,00; 3,00]**

Время пребывания в центре поля, с /

Time spent in the center of the field, s

5,60

[3,50; 7,90]

47,00

[42,00; 52,00]**

17,00

[12,00; 56,00]**

Количество посещений

углов / Number of visits corners

19,00

[16,00; 22,00]

23,00

[21,50; 24,00]

19,00

[14,00; 27,00]

Время пребывания в углах, с / Time of 

stay in the corners, s

438,60

[402,00; 487,00]

265,00

[261,50; 271,50]**

368,00

 [318,00; 372,00]**

Количество  стоек в углах / Number of 

posts in the corners

3,57

[1,00; 8,00]

5,87

[3,00; 9,00]*

7,14

[3,00; 14,00]*

Примечание. Здесь и в табл. 2 * – p<0,05; **–  p<0,01; *** – p<0,001 при сравнении с группой контроля.

Note. Here and in Table 2 * – p<0.05; ** – p<0.01; ***– p<0.001 in comparison with the control group.
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Оригинальная статья

время, проведенное в открытых рукавах лабиринта 

[H(2,N=22)=9,337861, p=0,0094]; время в закрытых 

рукавах [H(2,N=22)=7,838285 p=0,0199]; число стоек 

[H (2,N=22)=7,2809557, p=0,026]; число реакций «све-

шивания» [H ( 2, N= 22) =8,927835 p =0,0115]. 

Мыши, получавшие интраназально АТ-ГЛУ 

и F(ab´)
2
 фрагменты АТ-ГЛУ, увеличили в 2,2 (p<0,01) 

и 2,0 (p<0,01) раза время нахождения в открытых 

рукавах лабиринта (соответственно) при сравнении 

с животными  группы контроля (табл. 2). У опытных 

групп мышей также наблюдали существенное в 3,7 

(p<0,05) и в 2,3 (p<0,01) раза увеличение числа стоек 

(табл. 2). Заглядывание за край лабиринта («свешива-

ние») отражает состояние тревоги и страха. Многие 

авторы связывают реакцию «свешивания» с когни-

тивными функциями мозга, такими как оценку риска 

перед принятием решения, что считается актуальным 

при изучении эффектов анксиолитических препаратов 

[23, 24]. В настоящем исследовании  мыши, получив-

шие интраназально АТ-ГЛУ и F(ab´)
2
 фрагменты АТ- 

ГЛУ, более чем в 3 и в 2 раза соответственно (p<0,01) 

увеличивали число заглядываний за край лабиринта 

при сравнении с группой контроля , что свидетель-

ствует о снижении уровней страха и тревоги.

Значимых различий в эффектах АТ-ГЛУ и F(ab´)
2
 

фрагментов АТ-ГЛУ на поведение мышей в тестах 

«открытое поле» и ПКЛ не выявлено.

Заключение 

Полученные результаты свидетельствуют о воз-

можности снижения уровня тревожности и страха 

у стареющих мышей C57Bl/6, получавших интрана-

зально антитела к глутамату и их F(ab´)
2
 фрагменты. 

Так, в тесте «открытое поле» у мышей, получавших 

интраназально антитела к глутамату и F(ab´)
2
 фраг-

менты антител к глутамату отмечали увеличение 

частоты посещения и продолжительности пребывания 

в центре поля, снижение проведенного времени и уве-

личение исследовательской активности (числа стоек) 

в углах открытого поля, что свидетельствует о сниже-

нии уровня тревожности. В тесте «приподнятый кре-

стообразный лабиринт», который широко применя-

ется для исследования уровня тревожности у живот-

ных [23, 24], было  выявлено существенное увеличение 

времени нахождения в открытых рукавах лабиринта, 

увеличение числа стоек и «свешивания» (заглядывание 

под лабиринт) у мышей C57Bl/6, получавших антитела 

к глутамату и  их F(ab´)
2
 фрагменты, что также свиде-

тельствует о снижении уровня тревожности и страха. 

Таким образом, полученные данные позволяют пред-

полагать  наличие  у антител к глутамату и их F(ab´)
2
 

фрагментов  анксиолитического эффекта.
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Лобанов А.В., Захарова И.А., Лобанова Н.Н., Морозов С.Г.

Раннее соматическое и сенсомоторное развитие потомства от мышей  

с введением полного адъюванта Фрейнда до наступления беременности

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 

125315, Москва, Россия, ул. Балтийская, д. 8

Введение. Полный адъювант Фрейнда используется при иммунизации животных различными антигенами. Адъювантный 

эффект связан с активацией гуморального и клеточно-опосредованного иммунитета. Воздействие полного адъюванта 

Фрейнда во время беременности у мышей может вызывать активацию иммунитета и влиять на развитие их потомства. 

Цель исследования – изучение влияния иммунизации самок мышей полным адъювантом Фрейнда до наступления бере-

менности на соматическое созревание и сенсомоторное развитие их потомства в первые три недели после рождения.

Методика. Самок мышей ICR подвергали однократной иммунизации полным и трехкратной реиммунизации неполным 

адъювантом Фрейнда. В таком протоколе введения основное иммуностимулирующее действие обеспечивалось полным 

адъювантом Фрейнда и не вызывало осложнений, вызываемых реиммунизаций этим адъювантом. У иммунизированных 

животных получали потомство, которое тестировали в батарее тестов для оценки развития потомства в течение трех недель 

гнездового периода с оценкой соматического и сенсомоторного развития. 

Результаты. Иммунизация самок мышей вызывала отставание соматического и сенсомоторного развития их потомства. 

Нарушения соматического созревания были выявлены начиная с 3 сут постнатального развития и фиксировались на про-

тяжении всего периода тестирования в течение 21 дня. Сенсомоторные нарушения были выявлены от самых простых коор-

динаций пальцев передних конечностей на 3 сут развития до самых сложных при спуске по вертикальному канату и про-

хождению по приподнятой планке в конце гнездового периода. 

Заключение. Полученные результаты необходимо учитывать при моделировании аутоиммунных процессов у животных 

во время беременности с использованием адъювантов Фрейнда.

Ключевые слова: мыши; полный адъювант Фрейнда; активация материнского иммунитета; соматическое и 

сенсомоторное развитие
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Lobanov A.V., Zakharova I.A., Lobanova N.N., Morozov S.G.

Early somatic and sensorimotor development of the offspring of mice administered  

with complete Freund’s adjuvant before pregnancy

Institute of General Pathology and Pathophisiology, 

Baltiyskaya St. 8, Moscow, 125315, Russian Federation

Introduction. Freund’s complete adjuvant is used for modeling autoimmune diseases in animals. The adjuvant effect is related 

with the activation of humoral and cellular immunity. Exposure of mice to complete Freund’s adjuvant during pregnancy can 

induce immune activation and affect the development of the offspring. 

Aim: to study the effect of female mouse immunization with complete Freund’s adjuvant before pregnancy on the somatic mat-

uration and sensorimotor development of their offspring in the first three weeks after birth. 



30

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(3)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.03.29-38

Оригинальная статья

Methods. Female ICR mice were subjected to a single immunization with complete Freund’s adjuvant and a triple booster immu-

nization with incomplete Freund’s adjuvant. With this protocol, complete Freund’s adjuvant provided the major immunostimula-

tory effect and did not cause complications observed in reimmunization with this adjuvant. Offspring of the immunized animals 

was tested in a developmental test battery during a three-week nesting period, including the assessment of somatic and senso-

rimotor development. 

Results. Immunization of female mice caused a delay in the somatic and sensorimotor development of their offspring. Disorders 

of the somatic maturation were detected starting from the 3rd day of postnatal development and were observed throughout the 

entire testing period of 21 days. Sensorimotor disturbances ranged from the simplest coordination of the forelimb fingers on the 

3rd day of development to the most complex ones, during descent along a vertical rope and passing along an elevated bar, at 

the end of the nesting period. 

Conclusion. The results of this study should be taken into account in modeling autoimmune processes in animals during preg-

nancy with Freund’s adjuvants.

Keywords: mice; complete Freund’s adjuvant; activation of maternal immunity; somatic and sensorimotor development
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Адъюванты – это вещества, используемые для сти-

муляции гуморального и клеточно-опосредованного 

иммунного ответа [1]. Полный адъювант Фрейнда 

(ПАФ) широко используются при иммунизации живот-

ных различными антигенами [2, 3] . ПАФ в основ-

ном состоит из легкого минерального масла и убитых 

нагреванием микобактериальных клеток (авирулент-

ные M.tuberculosis H37Ra) [3]. Масляный компонент 

адъюванта при смешивании с водным раствором обра-

зует эмульсию, которая сохраняется в месте введе-

ния, а также печени и селезенке до нескольких меся-

цев, куда попадает после фагоцитоза макрофагами 

[3]. Такое депо адъюванта в организме обеспечивает 

продолжительную активацию иммунитета. Основной 

адъювантный эффект ПАФ связан с инактивирован-

ными микобактериями и во многом аналогичен реак-

ции иммунитета при заражении живыми патогенами 

[3]. В экспериментальных работах ПАФ обычно при-

меняют только для начальной иммунизации живот-

ных, а последующие реиммунизации, если они необ-

ходимы, проводят с использованием неполного адъю-

ванта Фрейнда (НАФ) без микобактерии, что снижает 

побочные эффекты ПАФ при повторном введении 

(гранулемы, язвенный некроз, стерильные абсцессы 

в месте инъекции) [3]. Однократной инъекции ПАФ 

достаточно для активации иммунитета и развития вос-

паления [4]. Установлено, что через 14 дней после вве-

дения ПАФ в подушечку лапы крысам у животных 

сохраняется повышенный уровень провоспалительных 

цитокинов IL-1β, IL-6, and TNF-a в крови и мозговой 

ткани, активируется микроглия, возникает дисбаланс 

возбуждающих/тормозных рецепторов и нейротранс-

миттеров в мозге, возникает тревожное поведение [5]. 

Через 28 дней после однократной иммунизацией ПАФ 

у животных формируется хронический воспалитель-

ный процесс [3]. Введение ПАФ с определенными 

антигенами беременным мышам используется для изу-

чения влияния аутоиммунного гуморального ответа 

самки на развитие нервной системы ее потомства [2]. 

При этом воспалительный ответ, который индуциру-
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ется адъювантом за счет микобактериального компо-

нента у беременных животных, может влиять на разви-

тие их потомства. Исследования причин возникнове-

ния нервно-психических заболеваний у детей выявили 

их взаимосвязь с активацией материнского иммуни-

тета (АМИ) во время беременности при инфекциях 

[6]. Установлено, что нарушения нормального разви-

тия мозга нередко связаны с активацией иммунитета 

и воспаления в целом, а не с действием конкретного 

патогена [7], а тяжесть осложнений в большей степени 

зависит от сроков возникновения АМИ во время бере-

менности [7, 8].

При АМИ провоспалительные цитокины, такие 

как IL-6, TNFa, IL-1β и IL- 17A, проникают в разви-

вающийся мозг плода и активируют микроглию [7], 

которая сама начинает секретировать провоспали-

тельне цитокины (IL-1β, IL-6, TNF-a, IL-23 и IL-18) 

[9], а также B1- белок с высокой электрофоретиче-

ской подвижностью амфотерин, кальций связываю-

щий белок S100B, нуклеозидтрифосфаты, белки ком-

племента [10], активные формы кислорода [11]. С акти-

вацией микроглии в пренатальном периоде связаны: 

снижение числа нейрональных клеток-предшествен-

ников, дефицит дофаминергических и серотонинер-

гических нейронов, изменение плотности синапти-

ческих контактов нейронов, дисбаланс в возбуждаю-

ще-тормозной синаптической функции нейронной 

сети, усиление апоптотической гибель нервных кле-

ток [12]. Также установлено, что АМИ вызывает изме-

нения экспрессии генов внутри зародыша,  репрессию 

путей развития нервной системы и изменения в разви-

тии мозга плода [13].

В большинстве современных эксперименталь-

ных работ с нарушениями развития нервной системы 

и поведения на животных, вызванных АМИ, исполь-

зуется синтетическая вирусная РНК полицитидиловой 

кислоты (Poly (I:C)) или липополисахарид бактериаль-

ного эндотоксина (ЛПС) [13], которые вводят на раз-

личных сроках беременности животных. Воздействие 

ПАФ, как активатора иммунитета, во время беремен-

ности на развитие потомства животных менее изу-

чено. Наибольший интерес представляют самые ран-

ние изменения в развитии потомства после рождения, 

до того момента, когда эти нарушения компенсиру-

ются.

ПАФ используется при иммунизации самок мышей 

различными антигенами с целью изучения развития их 

потомства, при этом сам адъювант может оказывать 

воздействие на эмбрио и фетогенез за счет активации 

иммунитета и вызывать различные нарушения раз-

вития в постнатальном периоде. Поэтому целью дан-

ной работы являлось изучение влияния иммунизации 

самок мышей ПАФ до наступления беременности на 

соматическое созревание и сенсомоторное развитие их 

потомства в первые три недели после рождения.

Методика

В исследовании были использованы половозре-

лые самки и самцы мышей ICR, полученные из питом-

ника лабораторных животных ФИБХ РАН, Пущино. 

Эксперименты проводились  в соответствии с при-

казом Минздрава России №199 от 1 апреля 2016 г. 

«Об утверждении правил надлежащей лабораторной 

практики» и регламентом декларации ЕС от 22 сен-

тября 2010 г. об использовании лабораторных живот-

ных в научных целях.  Работы на животных проводили 

в лаборатории общей и перинатальной нейроиммуно-

патологии ФГБНУ «НИИОПП» Исследование одо-

брено локальным Этическим комитетом института 

(протокол №3 от 08.06.2023 г.)

В исследовании было сформировано 2 группы 

мышей: контрольная (интактная) и экспериментальная 

(ПАФ). Пять самок экспериментальной группы под-

вергали однократной иммунизации ПАФ и трехкрат-

ной реиммунизации НАФ, пять мышей контрольной 

группы воздействию не подвергались. Первую имму-

низацию проводили в возрасте 8 нед, далее с интерва-

лом 10 сут осуществляли вторую и третью иммуниза-

ции, четвертую иммунизацию проводили через  месяц 

после третьей. Для иммунизации одного животного 

использовали эмульсию, полученную при смешива-

нии 150 мкл физиологического раствора (ПанЭко, 

Россия) и 150 мкл ПАФ (Sigma, США) или 150 мкл 

НАФ (Sigma, США). Введение осуществляли подкожно 

в зоны лимфатических узлов в 4-5 точках. На следу-

ющий день после последнего введения НАФ мышей 

экспериментальной группы ссаживали с интактными 

самцами. Ссадку мышей интактной группы проводили 

с интактными самцами в эти же сроки.

После рождения детенышей тестировали с использо-

ванием батареи тестов для оценки развивающегося пове-

денческого фенотипа мышей, разработанный в Институте 

нормальной физиологии им. П.К. Анохина [14] 

с 1 по 21 постнатальные сутки (ПС). Соматическое раз-

витие оценивали по динамике массы тела (1-21 ПС), 

появлению первичной шерсти (3-5 ПС), отхождению 

ушных раковин (3-5 ПС), появлению нижних резцов 

(7-11 ПС), смыканию шерсти на животе (10-14 ПС), 

открытию глаз (13-16 ПС). Сенсомоторное разви-

тие изучали в тестах схватывания палочки пальцами 

при раздражении подушечки передних конечностей 

(3-6 ПС), схватывания палочки передними конечно-
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стями при удержании животного за хвост (7-15 ПС), 

удержания передними конечностями при помещении 

животного на горизонтальный канат (5-12 ПС), коор-

динации передних конечностей в направлении палочки, 

которой раздражают вибриссы, при удержании живот-

ного за хвост (10-14 ПС), удерживания на вертикальной 

сетке (10-15 ПС), подъема по вертикальному канату 

(12-20 ПС), спуска по вертикальному канату (12-20 ПС), 

прохождения по приподнятой планке (дорожке) 

(13-21 ПС). Эксперименты на животных проводили 

с 15:00 до 20:00.

Динамику массы тела изучали у потомства пяти 

контрольных (n=42) и пяти экспериментальных самок 

(n=40). Потомство трех пометов каждой группы (кон-

трольная группа n=20, группа ПАФ n=22), отобранные 

случайным образом, использовали для оценки сома-

тического и сенсомоторного развития.

Все исследуемые параметры, кроме массы тела 

и числа разошедшихся пальцев на конечностях оце-

нивали бинарно. Положительный результат тестов 

соматического или сенсомоторного развития оцени-

вали как «1», отрицательный – как «0».

Статистическую обработку проводили с использова-

нием программы Statistica 7. 1 (StatSoft, США). Для резуль-

татов, которые оценивались бинарно, вычисляли сред-

ние значения для группы в процентах. Для численных 

экспериментальных данных рассчитывали средние 

значения и стандартные отклонения. Бинарные дан-

ные сравнивали по Фишеру с определением кри-

терия χ2, численные данные – методом ANOVA 2  

тест Дункана.

Результаты

Иммунизация самок мышей ПАФ  в проведенном 

исследовании вызывала нарушения соматического 

созревания у их потомства по всем исследованным 

признакам. Различия в динамике массы тела у живот-

ных исследуемых групп были выявлены с 14-х по 21-е  

постнатальные сутки (ПС). Животные эксперимен-

тальной группы статистически значимо медленнее 

набирали массу тела в сравнении с интактной группой 

в этот период с максимальным отставанием на 21 ПС 

(рис. 1). В первые две недели после рождения различий 

в динамике массы тела между группами не отмечалось.

Результаты изучения созревания основных сомати-

ческих параметров животных, представлены в  таблице. 

Развитие животных экспериментальной группы отста-

вало от развития интактной группы на 2-е сут по таким 

параметрам как отхождение ушных раковин, появ-

ление нижних резцов, смыкание шерсти на животе, 

а на 1-е сут – в появлении первичной шерсти и откры-

тии глаз. Также у животных экспериментальной группы 

Рис. 1. Влияние введения ПАФ мышам до наступления беременности на динамику массы тела у их потомства в гнездовом периоде. Данные 

представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение; n – количество животных в группе; * – p<0,05 относительно контроль-

ной группы (ANOVA 2, тест Дункана).

Fig. 1. The effect of CFA administration to mice before pregnancy on the dynamics of body weight in their offspring in the nesting period. Data are 

presented as arithmetic mean ± standard deviation; n is the number of animals in the group; * – p<0.05 significantly different from the control (ANOVA 

2, Duncan’s test).
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было выявлено отставание в расхождении пальцев на 

передних и на задних конечностях на 4-е ПС в сравне-

нии с развитием этих параметров у мышей интактной 

группы. Средние значения числа отделившихся пальцев 

у мышей интактной группы на передних конечностях 

и задних конечностях в этот период составляли 3,8±1,3 

и 2,0±1,1, соответственно. У животных эксперименталь-

ной группы на 4-е ПС расхождения пальцев на передних 

и задних конечностях еще не начиналось (число отде-

лившихся пальцев равнялось 0) и было значимо меньше, 

чем в контроле. Полностью пальцы передних конечно-

стей в обеих группах расходились на 5-е ПС и задних 

конечностей на 6-е ПС.

Изучение формирования сенсомоторных коор-

динаций исследовалось от самых простых двигатель-

ных ответов на прикосновение палочки к передним 

конечностям до сложной двигательной деятельно-

сти на приподнятой планке. Прикосновение палочки 

к подушечке передней конечности вызывает сжима-

ние пальцев у животных. Эта способность формиру-

ется в постнатальном онтогенезе в период с 3-х по 6-е 

ПС. У мышей экспериментальной группы полное раз-

витие этой способности происходило на 6-е ПС, тогда 

как все мыши интактной группы реагировали на при-

косновение начиная с 3-х ПС. Статистически значи-

мые различия между группами были выявлены на 3-и 

и 4-е ПС (рис. 2, А).

Развитие более сложной координации конечно-

стей оценивалось по способности мышей схватывать 

палочку передними лапами при удержании животного 

за хвост и прикосновении палочкой к животу с 7-х 

по 12-е ПС. У мышей экспериментальной группы эта 

способность развивалась медленнее (на 7-9-е ПС), чем 

у мышей интактной группы (рис. 2, Б). Полностью раз-

витие этой способности у мышей интактной группы 

завершалось на 10-е ПС, а у мышей эксперименталь-

ной группы – на 11-е.

Тестирование способности мышей схватываться 

за горизонтальный канат передними конечностями 

и удерживаться на нем изучалось с 5-х по 9-е ПС. 

В экспериментальной группе число животных, спо-

собных удержаться на канате передними конечностями 

было значимо меньше, чем в интактной группе с 5-х 

по 7-е ПС (рис. 2, В). Способность незрячих животных 

искать опору передними конечностями при удержива-

нии за хвост и стимуляции вибрисс палочкой иссле-

довалось с 10-х по 13-е ПС. На 10-е ПС в экспери-

ментальной группе значимо меньшее число животных 

было способно координировать движения в направле-

нии палочки в сравнении с контролем (рис. 2, Г).

 Влияние введения ПАФ мышам до наступления беременности на соматическое развитие их потомства в постнатальном периоде

 The effect of CFA administration to mice before pregnancy on the somatic development of their offspring in the postnatal period

Показатели соматического развития / 

Somatic development indicators

Группа / 

Group

Животные с проявлением соматического признака, % / 

Animals with somatic trait manifestation, %

3-и сут / 3rd day 4-е сут / 4rd day 5-е сут / 4rd day

Появление первичной шерсти /  

Fur appearance primordial wool

Интактн/intact 25 100 100

ПАФ / CFA 0 * 97 100

Отхождение ушных раковин /  

Ear separation

Интактн/intact 80 100 100

ПАФ / GFA 5 * 80 * 100

7-е сут / 7rd day 8-е сут / 8rd day 9-е сут / 9rd day

Появление нижних резцов /  

Appearance of the down incisors

Интактн/intact 100 100 100

ПАФ / GFA 0 * 5 * 95

10-е сут / 10rd day 11-е сут / 11rd day 12-е сут / 12rd day

Смыкание шерсти на животе /  

Fur closure in the ventral midline

  Интактн/intact 100 100 100

ПАФ / GFA 0 * 60 * 95

13-е сутки / 13rd day 14-е сутки / 14rd day 15-е сутки / 15rd day

Открытие глаз /  

Eyes open

Интактн/intact 0 100 100

ПАФ / GFA 0 0 * 95

Примечание. * – p<0,05 относительно контрольной группы (по Фишеру, критерий χ2). ПАФ – полный адъювант Фрейнда.

Note. * – p<0.05 significantly different from the control (according to Fisher, Chi2 criterion). GFA Freund’s complete adjuvant.
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Рис. 2. Влияние введения ПАФ мышам до наступления беременности на формирование у их потомства способности: схватывать палочку паль-

цами передней конечности (А); схватывать палочку передними конечностями при удерживании животного за хвост (Б); удерживаться на гори-

зонтальном канате передними конечностями (В); координировать передние конечности в направлении палочки, которой раздражают вибриссы 

животного (Г). Данные представлены в процентах количества животных с сформированными способностями; n – количество животных в груп-

пе; * – p<0,05 относительно контрольной группы (по Фишеру, критерий χ2).

Fig. 2. Influence of the administration of CFA to mice before pregnancy on the formation of the ability in their offspring: to grasp the stick with the 

fingers of the forelimb (A); grab the stick with the forelimbs while holding the animal by the tail (B); to be kept on a horizontal rope with the forelimbs 

(C); coordinate the forelimbs in the direction of the stick, which irritates the vibrissae of the animal (D). The data are presented as a percentage of the 

number of animals with developed abilities; n is the number of animals in the group; * – p<0.05 significantly different from the control (according to 

Fisher, Chi2 criterion).

Возможность удержаться и развернуться на вер-

тикальной сетке из положения головой вниз тре-

бует от животного способности к координациям дви-

жений по поочередному перемещению передних 

и задних конечностей на сетке и избеганию падения. 

Тестирование показало, что развитие этой способно-

сти отставало у животных экспериментальной группы 

с 10-х по 13-е ПС в сравнении с контролем (рис. 3, А). 

Все животные интактной группы справлялись с удер-

живанием на сетке, начиная с 12-х ПС, а животные 

экспериментальной группы – с 14-х.

Подъем и спуск по канату возможен при формиро-

вании сложной координации движений конечностей. 

У мышей экспериментальной группы развитие спо-

собности подниматься и спускаться по канату проис-

ходило с отставанием от контроля. Значимо меньшее 

число животных экспериментальной группы было спо-

собно подниматься по канату на 15-е ПС и спускаться 

по канату на 15-17-е ПС в сравнении с животными 

интактной группы (рис. 3, Б, В).

C 14-х по 17-е ПС изучали способность мышей 

проходить по приподнятой планке. Отставание в фор-

мировании этой сложной двигательной координа-

ции у мышей экспериментальной группы в сравне-

нии с контролем наблюдалось с 14-х по 16-е ПС. 

Полностью способность проходить по планке фор-

мировалась у мышей интактной группы на 16-е ПС, 

а у мышей группы ПАФ на 17-е ПС (рис. 3, Г).
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Таким образом, иммунизация ПАФ самок мышей 

вызывала отставание соматического и сенсомоторного 

созревания их потомства в гнездовом периоде разви-

тия. Нарушения физического развития были выяв-

лены начиная с 3-х ПС и фиксировались на протя-

жении всего периода наблюдения в течение 21 сут. 

Отставания по каждому параметру развития компенси-

ровались в течение 1-х или 2-х сут. Отставания в наборе 

массы тела возникали на 14-е сут и совпадали с пере-

ходом мышей на взрослое питание. Задержка в наборе 

массы тела не компенсировалась в гнездовом периоде, 

а увеличивалась к 21 ПС. Нарушения созревания сен-

сомоторных координаций начинались с отставаний 

координации пальцев передних конечностей на 3 ПС. 

В дальнейшем онтогенезе нарушения сенсомотор-

ных координаций были выявлены во всех использу-

емых тестах. В простых задачах отставания состав-

ляли 1-2 суток, после чего происходила компенсация. 

В самых сложных тестах таких, как удерживание на 

вертикальной сетке головой вниз, спуск по вертикаль-

ному канату и прохождение по приподнятой планке 

отставания составляли трое суток.

Рис. 3. Влияние введения ПАФ мышам до наступления беременности на формирование у их потомства способности: удерживаться на верти-

кальной сетке (А); подниматься по вертикальному канату (Б); спускаться по вертикальному канату (В); проходить по приподнятой планке (Г). 

Данные представлены в процентах количества животных, с. сформированными способностями; n -- количество животных в группе; * – p<0,05 

относительно контрольной группы (по Фишеру, критерий χ2).

Fig. 3. The effect of CFA administration to mice before pregnancy on the formation of the ability in their offspring: to stay on a vertical grid (A); climb 

the vertical rope (B); descend the vertical rope (C); walk along the raised bar (D). The data are presented as a percentage of the number of animals with 

developed abilities; n is the number of animals in the group; * – p<0.05 significantly different from the control (according to Fisher, Chi2 criterion).
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Обсуждение

В проведенном исследовании было изучено влия-

ние однократной иммунизации самок мышей ICR ПАФ 

и дополнительной трехкратной реиммунизацией НАФ 

(последнее введение НАФ за 1 сут перед наступлением 

беременности) на постнатальное развитие их потом-

ства в течение 3 нед гнездового периода. Известно, что 

ПАФ вызывает активацию гуморального и клеточного 

иммунитета и хроническое воспаление [15]. Поэтому 

введение ПАФ животным перед наступлением бере-

менности способно вызывать АМИ, и полученные нами 

результаты нарушения соматического и сенсомоторного 

развития мышей после рождения, вероятно, связаны 

с такой активацией иммунитета. Выявленное негатив-

ное действие ПАФ на соматическое развитие характери-

зовалось отставанием в наборе массы тела, замедлением 

формирования шерсти, прорезывания резцов, расхож-

дения пальцев, открытия глаз. Отставание массы тела 

потомства иммунизированных самок мышей возникало 

в конце гнездового периода, что согласуется с данными 

по снижению массы тела у детенышей крыс, перенес-

ших АМИ, вызванную введением Poly (I:C) во время 

беременности [16]. Клинические исследования также 

выявили взаимосвязь между перенесенной матерью 

инфекцией (грипп) во время беременности и отстава-

нием в росте у их детей [17].

Возможными причинами замедления соматиче-

ского созревания у потомства животных, иммунизиро-

ванных ПАФ, могут быть различные факторы, вызван-

ные иммунным ответом. Известно, что АМИ вызывает 

патологические воспалительные состояния плаценты 

[18], что может приводить к пренатальной гипок-

сии [19], снижению доступности незаменимых ами-

нокислот [19] и являться одной из причин задержки 

соматического созревания в постнатальном онтоге-

незе [20]. Возникновение плацентарной недостаточно-

сти при АМИ обусловлено повышенной продукцией 

провоспалительных цитокинов [18], выработка кото-

рых, как известно, стимулируется введением ПАФ [21]. 

Взаимосвязь между воздействием ПАФ во время бере-

менности с плацентарными нарушениями и задержкой 

соматического развития потомства предстоит еще изу-

чить, особенно учитывая, что плод значительно устой-

чивее к гипоксии, чем взрослый организм [19].

Другими факторами, которые влияют на сома-

тическое развитие потомства, могли быть наруше-

ния развития внутренних органов, связанных с АМИ. 

Установлено, что введение ЛПС крысам во время 

беременности приводит к прогрессирующему вос-

палению легких у новорожденных крысят, измене-

нию экспрессии генов, регулирующих альвеологенез, 

и задержке морфологического созревания легких [22]. 

Воспаление легких в неонатальном периоде у мышей 

вызывает отставание в наборе массы тела начиная 

со 2-й недели постнатального развития [23], что ана-

логично нарушениям, наблюдаемых в нашем иссле-

довании. Воздействие ПАФ на развитие легких, может 

быть более выражено, чем влияние ЛПС из-за спец-

ифических патоген-ассоциированных молекулярных 

образов микобактерий. Известно, что введение ПАФ 

молодым крысам вызывает гранулематозное воспале-

ние легких [24].

Выявленные отставания соматического развития 

в постнатальном периоде могут быть также связаны 

с нарушением формирования микробиоты и разви-

тия кишечника у животных в результате АМИ [25]. 

Известно, что ПАФ вызывает изменение общих 

микробных профилей и численности отдельных 

микроорганизмов в кишечнике мышей [26]. Дизбиоз 

у самок мышей во время беременности влияет на фор-

мирование микробиоты потомства [27]. Изменение 

постнатальной кишечной микрофлоры оказывает 

существенное воздействие на рост и функции кишеч-

ника [28]. Кроме того, АМИ у крыс способствует недо-

развитию сосудистой системы кишечника и его вос-

палению [29].

Пренатальное воздействие ПАФ на соматическое 

развитие мышей в раннем онтогенезе за счет индукции 

воспаления, нарушений в формировании внутренних 

органов и дисбиоза кишечника представляет интерес 

для будущих исследований. 

В проведенной работе сенсомоторные наруше-

ния были выявлены в течение всего гнездового пери-

ода. Формирование сложных моторных координа-

ций в возрасте 2-3 нед происходило с более сильным 

отставанием, чем созревание простых двигательных 

ответов в течение 1-й нед постнатального развития. 

Сенсомоторные дисфункции в раннем постнаталь-

ном онтогенезе – известное осложнение при нару-

шении развития мозга, вызванного токсичным воз-

действием или гипоксией в пренатальном периоде 

[14, 30]. У потомства грызунов, которые подверга-

лись АМИ, также возникают двигательные наруше-

ния, но они описаны для более позднего подростко-

вого возраста, характеризуются отставанием в фор-

мировании координации движений на вращающемся 

цилиндре и связаны с нарушениями формирования 

мозжечка [31].

Полученные нами результаты показали, что вве-

дение ПАФ до наступления беременности у мышей, 

вызывало значительные отставания в формировании 
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сенсомоторных координаций в первые 3 нед после 

рождения. Эти результаты дополняют данные литера-

туры по влиянию АМИ на созревание моторных форм 

поведения. Причинами выявленных нами задержек 

формирования сенсомоторных координаций, веро-

ятно, являются нарушения получения и обработки 

сенсорной информации, планирования движений, 

эфферентного контроля движений, которые могут 

быть обусловлены нарушениями в различных обла-

стях  головного мозга (соматосенсорной, моторной, 

ассоциативных), базальных ганглиях, таламусе, кор-

тико-спинальных волокнах [32].

Отставания в развитии способности удержаться на 

сетке и спуститься по канату частично могли быть свя-

заны с задержкой соматического развития, поскольку 

реализация поведения в этих тестах зависит от мышеч-

ной силы животных.

Характер выявленных нами нарушений согласу-

ется с задержкой формирования координации движе-

ний, которые возникают при пренатальной и неона-

тальной гипоксии у грызунов [33] и связанны с нару-

шениями в моторной, сенсомоторной, зрительной, 

слуховой областях коры [33]. В нашем исследовании 

задержки развития компенсировались к 20-дневному 

возрасту, когда у мышей формируется большинство 

сенсомоторных координаций и двигательных навыков, 

характерных для взрослых животных. Предполагается, 

что нарушения в координации движений у животных, 

полученных от самок с введением ПАФ, будут возни-

кать в более взрослом возрасте при реализации слож-

ных двигательных задач.

Заключение

В результате проведенного исследования были 

выявлены значительные отставания в соматиче-

ском созревании и сенсомоторном развитии потом-

ства мышей, иммунизированных ПАФ до насту-

пления беременности и, вероятно, обусловленные 

активацией материнского иммунитета. Полученные 

результаты дополнили имеющиеся данные о влия-

нии АМИ на развитие поведения и когнитивных спо-

собностей у грызунов в ювенильном периоде разви-

тия. Выявленные задержки в развитии животных, 

вызванных пренатальным воздействием ПАФ необ-

ходимо учитывать при моделировании аутоиммунных 

процессов у животных с использованием адъюван-

тов. Изучение влияния ПАФ на активацию материн-

ского иммунитета, и механизмы такого воздействия 

на постнатальное развитие мышей представляют 

интерес для дальнейших исследований.
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Счастная Н.И.1, Жаворонок И.П.1, Доронькина А.С.1, Кукса М.С.1, Филатова Д.В.1,  

Чудиловская Е.Н.1, Лисовская М.В.2, Михальчук А.Л.2, Молчанова А.Ю.1

Биологическое действие бутаноилэтаноламида и каприлоилэтаноламида у крыс: 

антиноцицептивный и побочные эффекты
1ГНУ «Институт физиологии» Национальной академии наук Беларуси, 

220072, Минск, Беларусь, ул. Академическая, д. 28;
2ГНУ «Институт биоорганической химии» Национальной академии наук Беларуси, 

220084, Минск, Беларусь, ул. акад. В.Ф. Купревича, д. 5

Введение. Одним из перспективных направлений разработки новых фармакологических препаратов для купирования боли 

и воспаления является изучение биологического действия липидных молекул, в том числе и этаноламидов жирных кислот. 

Цель исследования – изучение влияния бутаноилэтаноламида (butanoylethanolamide, ВЕА) и каприлоилэтаноламида 

(caprinoylethanolamide, СЕА) на ноцицептивные реакции, биохимические и гистологические изменения у здоровых живот-

ных и на уровень болевой чувствительности при моделировании нейропатии и артрита. 

Методика. Исследование выполнено на крысах-самцах Wistar (n=71). Ноцицептивную чувствительность оценивали по 

изменению показателей порога ноцицептивной реакции (ПНР) и по динамике латентного периода ноцицептивной реак-

ции (ЛПНР). Общий анализ крови выполняли с использованием гематологического ветеринарного анализатора Nihon MEK 

6450К (Япония). Биохимические исследования проводили с помощью биохимического анализатора BS-200 (MINDRAY, Китай) 

c применением коммерческих наборов фирмы Диасенс (Беларусь). 

Результаты. Внутрижелудочное введение ВЕА здоровым животным во всех исследуемых дозах не приводило к статисти-

чески значимым изменениям ПНР и ЛПНР по сравнению с их начальными значениями (p>0,05). СЕА в дозе 100 мг/кг вызы-

вал снижение ноцицептивной чувствительности на механическое воздействие (p<0,05). Биохимические показатели крови 

и результаты гистологического исследования свидетельствуют о побочном действии указанных соединений на структуру 

печени и почек. При моделировании нейропатии и артрита ВЕА и СЕА в дозе 100 мг/кг снижали болевую чувствительность, 

как к механическому, так и термическому стимулам. 

Заключение. Однократное внутрижелудочное введение ВЕА во всех тестируемых дозах не влияет на чувствительность 

к ноцицептивным стимулам. CЕА в дозе 100 мг/кг вызывает слабый антиноцицептивный эффект в ответ на механическое 

воздействие. Выраженность изменений функциональной активности печени и почек у экспериментальных животных зави-

сит от дозы исследуемых субстанций. При моделирования нейропатии и артрита отмечен анальгетический эффект ВЕА и 

СЕА в дозе 100 мг/кг. 

Ключевые слова: бутаноилэтаноламид; каприлоилэтаноламид; порог ноцицептивной реакции; латентный период 

ноцицептивной реакции; нейропатия; артрит
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Background. A promising direction in the development of new pharmacological drugs for relief of pain and inflammation is study-

ing the biological effect of lipid molecules, including fatty acid ethanolamides. 

The aim of the study was to investigate the effects of butanoyl ethanolamide (BEA) and capryloyl ethanolamide (CEA) on noci-

ceptive reactions, biochemical and histological changes in healthy animals, as well as on pain sensitivity in models of neuropa-

thy and arthritis.

Methods. The study was performed on Wistar male rats (n=71). Nociceptive sensitivity was assessed by changes in the nocicep-

tive response threshold (NRT) and latent period of nociceptive response (LPNR). Blood cell count was performed with a Nihon 

MEK 6450K (Japan) hematological veterinary analyzer. Biochemical tests were performed using a BS-200 (MINDRAY, China) bio-

chemical analyzer with Diasens (Belarus) commercial kits.

Results. Intragastric administration of BEA to healthy animals in any studied dose caused no statistically significant changes in 

NRT and LPNR compared to their background values (p>0.05). CEA at a dose of 100 mg/kg caused a decrease in nociceptive sen-

sitivity to mechanical action (p<0.05). Blood biochemistry values and results of a histological study indicated side effects of these 

compounds on the structure of the liver and kidneys. In modeling neuropathy and arthritis, BEA and CEA at a dose of 100 mg/kg 

reduced the pain sensitivity to both mechanical and thermal stimuli.

Conclusion. A single intragastric administration of any tested dose of BEA had no effect on the sensitivity to nociceptive stim-

uli. CEA 100 mg/kg produced a weak antinociceptive effect in response to mechanical stimulation. The severity of changes in the 

functional activity of the liver and kidneys depended on the drug dose. In models of neuropathy and arthritis, BEA and CEA at a 

dose of 100 mg/kg produced an analgesic effect.
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Введение

Изучение биологической активности липидных 

молекул, и в частности аутокоидов ряда этанолами-

дов жирных кислот (fatty acid ethanolamides – FAEAs) 

являются одним из наиболее перспективных направ-

лений современной фармакологии. Липидные моле-

кулы входят в состав компонентов клеток (мембраны, 

жировые включения, миелиновая оболочка), активно 

участвуют в межклеточной и внутриклеточной ком-

муникации, а также обеспечивают организм человека 

и животных энергией, необходимой для осуществления 
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других жизненно важных процессов. Первые сообще-

ния о FAEAs появились в 50-е годы 20 века. Открытие 

анандамида как естественного эндогенного лиганда 

к рецепторам, взаимодействующим с каннабинои-

дами (1992–95 гг.) стимулировало интерес к амидам 

жирных кислот (fatty acid amides – FAAs). Наиболее 

изученными ацилэтаноламидами (acylethanolamides – 

AEAs) или N-ацилэтаноламинами (N-acylethanolamines 

– N-AEAs) являются насыщенные аналоги анандо-

мида – пальмитоилэтаноламид (palmitoylethanol-

amide – PEA или N-palmitoylethanolamine – N-PEA) 

и стеароилэтаноламид (stearoyethanolamide – SЕА или 

N-stearoylethanolamine – N-SEA). Эти AEAs являются 

наиболее распространенными FAAs в тканях млеко-

питающих. PEA является аутокоидом (биологическая 

сигнальная молекула локального действия), присут-

ствует в  о всех тканях и биологических жидкостях – 

в мозге, печени, скелетной мускулатуре и обладает 

противовоспалительным, обезболивающим, антиок-

сидантным и рядом других свойств. SEA, как и PEA 

также обнаруживается в большинстве тканей и орга-

нов, включая центральную нервную систему, и опо-

средует широкий спектр биологических эффектов. 

Результаты экспериментальных исследований пока-

зали, что SEA способствует купированию воспали-

тельной боли и снижению отека, оказывает противо-

судорожный эффект и ускоряет заживление ран [1–3]. 

Известно, что эти соединения по своим физиологиче-

ским свойствам схожи с физиологическими эффектами 

каннабиноидов. Они обладают каннабимиметической 

активностью, однако непосредственно не взаимодей-

ствуют со специфическими рецепторами, взаимодей-

ствующими с каннабиноидами. Основными клеточ-

ными мишенями РЕА являются ядерные рецепторы, 

которые активируются пролифераторами перокси-

сом (РРAR-α) – группа рецепторов, функционирую-

щих в качестве фактора транскрипции и вовлеченных 

в регуляцию и контроль метаболизма липидов, а также 

воспаления и боли. Влияние РЕА на дегрануляцию туч-

ных клеток посредством «аутокоидного антагонизма 

локальному воспалению» (Autacoid Local Inflammation 

Antagonism – ALIA) рассматривают как один из меха-

низмов противовоспалительного и антиноцицептив-

ного действия этого амида [4, 5]. 

На сегодняшний день физиологические эффекты 

FAAs определены более подробно, тогда как коротко- 

и среднецепочечные мало изучены. Поэтому на первом 

этапе  исследования изучали влияние однократного 

введения  бутаноилэтаноламида (butanoylethanolamide, 

ВЕА) и каприлоилэтаноламида (caprinoylethanolamide, 

СЕА) на ноцицептивные реакции, биохимические 

и гистологические изменения у здоровых животных.  

На втором этапе оценивали действие тестируемых 

веществ на уровень болевой чувствительности крыс 

при периферической нейропатии и индуцированном 

зимозаном артрите.

Методика

Исследуемые FAEAs синтезированы в лаборатории 

химии липидов Института биоорганической химии 

НАН Беларуси. Эксперименты проведены на кры-

сах-самцах стока Wistar массой 220-230 г (n=71). Крыс 

содержали в стандартных условиях вивария при сво-

бодном доступе к воде и пище. Эксперименты про-

ведены с соблюдением правовых и этических норм 

обращения с животными в соответствии с националь-

ными и международными стандартами качества пла-

нирования и проведения исследований на животных 

[6, 7]. Протокол экспериментов одобрен на заседании 

комиссии по биоэтике при Институте физиологии 

НАН Беларуси (протокол №1 от 22.01.21 г).

Животные были разделены на экспериментальные 

группы в зависимости от вводимой дозы веществ. ВЕА 

вводили внутрижелудочно однократно в дозах 5 мг/кг 

(n=6), 20 мг/кг (n=6) и 100 мг/кг (n=6). СЕА живот-

ные получали в дозах 20 мг/кг (n=5) и 100 мг/кг (n=5). 

Ноцицептивную чувствительность регистрировали 

до и через 60 мин после введения указанных соедине-

ний с помощью теста «Randall Selitto» с использованием 

аналгезиметра (PanLab, Испания), который обеспечи-

вает плавное увеличение нагрузки (в граммах) до появ-

ления реакции, оцениваемой по отдергиванию лапки, 

либо вокализации. Порог ноцицептивной реакции 

(ПНР) определяли трехкратно с интервалом 5-7 мин [8].

С помощью теста «Hot plate» («горячая пластина») 

измеряли латентный период ноцицептивной реакции 

(ЛПНР, с) – время с момента помещения животного 

на горячую пластину (50 °С) до осуществления ноци-

цептивной реакции (облизывание задней лапы, вока-

лизация, выпрыгивание из камеры). Измерения про-

водили трехкратно с интервалом 15-20 мин [9]. 

На 14-е сут после введения исследуемых субстан-

ций осуществляли забор крови для гематологического 

и биохимического анализов и проводили патоморфо-

логическое исследование для выявления макроско-

пически различимых признаков патологии внутрен-

них органов. Для микроскопического анализа заби-

рали печень и почки. 

Общий анализ крови выполняли с использова-

нием гематологического ветеринарного анализатора 

Nihon MEK 6450К (Япония). Определяли количество 

лейкоцитов (WBC), эритроцитов (RBC), тромбоци-
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тов (PLT), уровень гемоглобина (HGB) и гематокрит 

(HCT). Биохимические исследования проводили на 

автоматическом биохимическом анализаторе BS-200 

(MINDRAY, Китай) с использованием коммерческих 

наборов фирмы Диасенс (Беларусь). В сыворотке крови 

определяли: общий белок (ТР), мочевину (Ureal), кре-

атинин (Creat), общий билирубин (T.bil), активность 

аланинаминотрансферазы (АЛТ/ALT), аспартатами-

нотрансферазы (АСТ/AST) и щелочной фосфатазы 

(ЩФ/ALP). Контролем служили интактные живот-

ные, которым ничего не вводили (n=9).

Периферическую нейропатию моделировали путем  

аксотомии седалищного нерва левой задней конечно-

сти крыс под общей анастезией (тиопентал натрия) 

и местным обезболиванием (1% раствор лидокаина 

гидрохлорида). С наружной стороны бедра, в обла-

сти прохождения седалищного нерва, делали разрез 

кожи (1,5-2 см), выделяли нерв и выполняли иссече-

ние его участка длиной 1 см. Рану ушивали с исполь-

зованием шовного материала «Сургикрол» (Футберг, 

Беларусь) [10].

Экспериментальный артрит вызывали введением 

в полость голенопредплюсневого сустава задней пра-

вой лапы 4 мг зимозана А из Saccharomyces cerevisiae, 

растворенного в 50 мкл апирогенного физиологиче-

ского раствора [11]. 

Крысы с экспериментальной нейропатией (n=12) 

и артритом (n=16) исследуемые вещества получали 

на 7-е сут (100 мг/кг) после моделирования патологии.  

Анализ полученных данных выполняли с помо-

щью программы Microsoft Excel и представляли в виде 

среднего арифметического значения и его стандарт-

ной ошибки (M±m). Графическую обработку прово-

дили в программе OriginPro 7.0 (OriginLab Corp., США). 

Для сравнения двух зависимых выборок использовали 

тест Вилкоксона, а для двух и более независимых групп 

– непараметрический критерий Краскела-Уоллеса 

(Statistica 10.0). Статистически значимыми считали 

различия при p<0,05.

Результаты

Внутрижелудочное введение ВЕА здоровым живот-

ным во всех исследуемых дозах не приводило к ста-

тистически значимым изменениям показателей ПНР 

(p>0,05). Значимых изменений  ЛПНР у этих живот-

ных также не выявлено (p>0,05) (табл. 1).

СЕА в дозе 100 мг/кг вызывал снижение ноци-

цептивной чувствительности к механическому сти-

мулу, что выражалось повышением ПНР с 135,33±1,58 

до 144,13±1,18 г (р=0,043) для левой конечности, 

и с 133,00±1,68 до 141,20±1,75 г (р=0,041) – для пра-

вой. При этом чувствительность к действию термиче-

ского стимула не выявлена ни для одной из изучен-

ных доз (табл. 2). 

Результаты гематологических исследований пока-

зали, что однократное введение ВЕА и СЕА в тестируе-

мых дозах здоровым животным не вызывает статисти-

чески значимых изменений изучаемых показателей 

крови по сравнению с группой животных, не получав-

ших эти соединения. 

При изучении биохимических показателей 

крови определено увеличение концентрации общего 

белка (TР) на 14-е сут  после введения крысам 

ВЕА в дозах 5 мг/кг, 20 мг/кг и 100 мг/кг на 21,5% 

(р=0,019), 20,5% (р=0,006) и 24,6% (р=0,003) соответ-

ственно по сравнению с контрольной группой живот-

Таблица 1/Table 1

Изменение показателей ноцицептивной чувствительности задних конечностей у здоровых животных через 1 ч после введения ВЕА, (M ± m)

Changes in nociceptive sensitivity of the hind limbs in healthy animals one hour after the introduction of BEA, (M ± m)

Группа/

Group

5 мг/кг/5 mg/kg 20 мг/кг/20 mg/kg 100 мг/кг/100 mg/kg

До введения/

Before 

introduction

После  

введения/

Аfter the 

introduction

До введения/

Before 

introduction

После введе-

ния/

Аfter the 

introduction

До введения/

Before 

introduction

После  

введения/

Аfter the 

introduction

ПНР (г)/TNR(g)

левая лапа/left paw
132,78±0,75 138,94±1,97 136,67±1,73 143,39±1,43 130,61±1,20 134,94±0,90

ПНР (г)/TNR (g)

правая лапа/ right paw
135,11±1,67 141,00±1,40 139,28±2,06 146,11±1,88 137,33±1,46 134,28±1,38

ЛПНР (с)/

LPNR (s)
24,55±1,61 27,54±1,05 25,91±2,98 25,38±2,36 26,77±0,99 27,93±1,81

Примечание. ПНР – порог ноцицептивной реакции; ЛПНР – латентный период ноцицептивной реакции.  

Note.  TNR –  threshold of nociceptive reaction; LPNR –  latent period of nociceptive response. 
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ных. Активность щелочной фосфатазы (ALP) по отно-

шению к контролю снизилась в 1,9 раз (р=0,039) при 

введении ВЕА в дозе 5 мг/кг и в 1,8 раз (р=0,037) – 

в дозе 20 мг/кг. СЕА в дозе 100 мг/кг способство-

вал увеличению общего билирубина (T.bil) в 1,9 раз 

(р=0,040) и снижению уровня ALP в 2,4 раза (р=0,003), 

активность алананинаминотрансферазы (ALT) при 

этом уменьшилась на 30,4% (р=0,018) по отношению 

к их показателям в контроле. Остальные биохими-

ческие показатели крови при однократном введении 

исследуемых соединений не показали заметных откло-

нений по сравнению с контрольной группой живот-

ных (табл. 3).

Гиперпротеинемия и статистически значимое сни-

жение активности ALP по сравнению с контролем 

у животных, получавших ВЕА во всех исследуемых 

дозах, а также повышение уровня общего билирубина, 

снижение активности ALT и ALP при однократном 

применении СЕА в дозе 100 мг/кг могут свидетель-

ствовать о побочном действии исследуемых соедине-

ний на функциональную активность печени и почек. 

Последнее также подтверждено результатами гистоло-

гического исследования этих органов.  

В печени крыс, получавших ВЕА в дозе 5 мг/кг, 

отмечено обычное строение без признаков диском-

плексации балок, однако в цитоплазме клеток цен-

Таблица 2/Table 2 

Изменение показателей ноцицептивной чувствительности задних конечностей у здоровых животных через 1 ч после введении СЕА, (M ± m)

Change in indicators of nociceptive sensitivity of the hind limbs in healthy animals one hour after injection of СEA, (M ± m)

Группа/Group

20 мг/кг/20 mg/kg 100 мг/кг/100 mg/kg

До введения/

Before introduction

После введения/

Аfter the introduction

До введения/

Before introduction

После введения/

Аfter the introduction

ПНР (г)/TNR (g)

левая лапа/left paw
136,40±1,71 138,13±0,84 135,33±1,58 144,13±1,18*

ПНР (г)/TNR (g)

правая лапа/ right paw
136,87±2,66 136,53±1,49 133,00±1,68 141,20±1,75*

ЛПНР (с)/

LPNR (s)
21,70±1,61 23,20±1,11 20,80±1,19 23,27±1,19

Примечание. *– р<0,05 по сравнению с показателями до введения вещества.

Note. * – p<0.05 compared to the values before the administration of the substance.

Таблица 3/Table 3

Биохимические показатели крови разных групп здоровых животных после однократного введения ВЕА и СЕА, (M ± m)

Biochemical blood parameters of different groups of healthy animals after a single injection of BEA and CEA, (M ± m)

Группа

Group

Общий  

белок, г/л

TР, g/l

Мочевина, 

ммоль/л

Urea, mmol/l

Креатинин, 

ммоль/л

Creat., mmol/l

Общий били-

рубин, ммоль/л

T.bil, mmol/l

АСТ, Е/л

AST, Е/l

ЩФ, Е/л

ALP, Е/l

АЛТ, Е/л

ALT, Е/l

Контроль/

control (n=9)
51,44±0,83 6,03±0,30 29,33±2,09 2,54±0,07 175,11±6,44 765,22±73,19 81,00±5,35

BEA 

5 мг/кг, (n=6)
62,50±1,73*↑ 6,88±0,28 36,67±0,49 2,22±0,15 162,33±6,48 408,67±39,05*↓ 68,00±3,74

BEA 20 мг/кг, 

(n=6)
62,00±1,18*↑ 6,14±0,17 34,83±0,70 2,85±0,17 147,17±9,72* 415,67±40,35*↓ 63,50±2,53

BEA 100 мг/кг, 

(n=6)
64,17±0,75*↑ 6,72±0,18 36,67±1,54 2,52±0,09 162,17±12,99 482,17±36,46 68,50±2,75

СЕА 20 мг/кг, 

(n=5)
56,00±1,30 5,13±0,17 30,00±1,10 4,66±0,91 182,00±9,78 419,80±22,57 58,80±3,76

СЕА 100 мг/кг, 

(n=5)
53,00±0,71 5,28±0,36 30,40±1,08 4,98±0,33*↑ 175,60±9,36 315,80±20,68*↓ 56,40±4,08*↓

Примечание. * – р<0,05 по сравнению с контрольной группой. BEA  – бутаноилэтаноламид;  CEA – каприлоилэтаноламид  

Note. * – p<0,05 compared to the control group. BEA –  butanoylethanolamide,  СЕА – caprinoylethanolamide.
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тра долек выявлена незначительная зернистая дистро-

фия. В отдельных случаях отмечали кровенаполнение 

синусоидов (рис. 1, А) и незначительное количество 

инфильтрата вокруг триад (рис. 1, Б). В почках обнару-

жена диффузная зернистая дистрофия эпителия прок-

симальных канальцев, при этом воспалительных изме-

нений не выявлено (рис. 1, В, Г).

В анализируемых органах крыс после введения ВЕА 

в дозе 20 мг/кг выявлена незначительная зернистая дис-

трофия печени и диффузная белковая дистрофия эпи-

телия проксимальных канальцев почек. На отдельных 

препаратах определяли уменьшение полости клубочков 

вплоть до спадения капилляров. После применения ВЕА 

в дозе 100 мг/кг, также отмечена зернистая дистрофия 

печени (рис. 2, А, Б). В почках обнаружена диффузная 

белковая дистрофия эпителия проксимальных каналь-

цев и увеличение клубочков за счет утолщения базаль-

ной мембраны капилляров (рис. 2, В, Г)

После внутрижелудочного введения СЕА 

в дозе 20 мг/кг печень имела обычное строение, в цито-

плазме клеток центра долек определены незначитель-

ные изменения в виде зернистой дистрофии и инфиль-

трата вокруг триад. В почках отмечена диффузная зер-

нистая дистрофия эпителия проксимальных канальцев. 

При увеличении дозы СЕА до 100 мг/кг в цитоплазме 

клеток печени отмечали очагово-диффузную мелко-

капельную дистрофию гепатоцитов в сочетании с уме-

ренно выраженной гиалиново-капельной дистрофией. 

Также выявлено незначительное количество инфиль-

трата вокруг триад и в расширенных синусоидах цен-

тральных частей долек (рис. 3, А, Б). В почках крыс 

этой группы большинство клубочков были средних 

размеров, полнокровны, некоторые увеличены в раз-

мерах за счет утолщения базальных мембран (проли-

ферация мезангиальных клеток) на светооптическом 

уровне, в просвете отдельных проксимальных каналь-

цев определяли эозинофильные (розовые) гомогенные 

массы (рис. 3, В, Г).

Таким образом, однократное внутрижелу-

дочное введение ВЕА независимо от дозы и СЕА 

Рис. 1. Гистологическая картина печени (А, Б) и почек (В, Г) животных, получавших ВЕА в дозе 5 мг/кг. Окраска гематоксилином и эозином, ув. 

100 (А, В), ув. 400 (Б, Г); ВЕА — butanoylethanolamide.

Fig. 1. Histological picture of the liver (а, b) and kidneys (c, d) of animals treated with BEA at a dose of 5 mg/kg. Hematoxylin and eosin staining, magn. 

×100 (a, с), ×400 (b, d); ВЕА — butanoylethanolamide.

А/а

В/с

Б/b

Г/d
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в дозе 20 мг/кг вызывает слабые дистрофические изме-

нения в печени и почках, однако увеличение дозы СЕА 

до 100 мг/кг приводит к умеренной степени выражен-

ности данных изменений, что может свидетельствовать 

о дозозависимом побочном влиянии этих субстанций 

на структуру печени и почек, при этом воспалитель-

ных изменений в анализируемых органах не отмечено. 

Перерезка седалищного нерва способствовала 

развитию выраженной механической гипералгезии, 

что подтверждалось снижением значений ПНР ипси-

латеральной конечности на 45,4% (с 133,60±1,41 г 

до 72,93±3,62 г; р=0,043) к 7-м сут после операции 

(рис. 4). Показатели ПНР контралатеральной конечно-

сти, которая служила контролем, практически не изме-

нились (с 134,20±1,67 г до 134,07±1,95 г; р=0,893). 

Через 60 мин после введения ВЕА в дозе 100 мг/кг 

значения ПНР ипсилатеральной конечности повыси-

лись на 38,9% (до 101,33±0,55 г, р=0,0431), а контра-

латеральной – не изменились.

Достоверных изменений ноцицептивной чув-

ствительности к термическому стимулу не отмечено 

(р>0,05) (рис. 5).

В группе животных с нейропатией, получавших 

СЕА в дозе 100 мг/кг, через 60 мин после введения 

ПНР ипсилатеральной конечности повысился на 16,8% 

(до 110,38±1,99 г, р=0,018). Статистически значи-

мых изменений ПНР контралатеральной конечности 

не выявлено (р>0,05) (рис. 4). 

ЛПНР у крыс этой группы на 7-е сутки после опе-

рации снизился на 33,1% (с 25,72±1,92 до 17,20±0,98 

с, р=0,0179), а введение СЕА на этом фоне способство-

вало увеличению его значений на 27,2% (до 21,88±0,97 

г, р=0,0425) (рис. 5).

Введение зимозана в полость голеностопного 

сустава правой лапы вызвало развитие отека, гипе-

ремию сустава и стопы в целом и привело к увели-

чению чувствительности к механическому и терми-

ческому стимулам. Показатели ПНР ипсилатераль-

Рис.  2. Гистологическая картина печени (А, Б) и почек (В, Г) животных, получавших ВЕА в дозе 100 мг/кг; окраска гематоксилином и эозином, 

×100 (А, В), ×400 (Б, Г).

Fig. 2. Histological picture of the liver (a, b) and kidneys (c, d) of animals treated with BEA at a dose of 100 mg/kg; hematoxylin and eosin staining, ×100 

(a, c), ×400 (b, d).
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Рис.  3. Гистологическая картина печени (А, Б) и почек (В, Г) животных, получавших СЕА в дозе 100 мг/кг; окраска гематоксилином и эозином, 

×100 (А, В), ×400 (Б, Г); СЕА – caprinoylethanolamide. 

Fig. 3. Histologic picture of the liver (a, b) and kidneys (c, d) of animals treated with CEA at a dose of 100 mg/kg; hematoxylin and eosin staining, ×100 

(a, c), ×400 (b, d);  СЕА – caprinoylethanolamide.

Рис. 4. Изменение ноцицептивной чувствительности ипси-

латеральной конечности у животных с нейропатией после 

введения BEA и CEA. * – р<0,05 по сравнению с показателя-

ми до моделирования нейропатии (0 сутки); # – р<0,05 по 

сравнению с моделью нейропатии (до введения субстанций); 

ВЕА – butanoylethanolamide; СЕА – caprinoylethanolamide. 

Fig. 4. Changes in nociceptive sensitivity of the ipsilateral limb 

in animals with neuropathy after administration of BEA and 

CEA. * – p<0.05 compared to the values before the modeling 

of neuropathy (0 day); # – p<0.05 compared to the model of 

neuropathy (before substance administration); ВЕА — buta-

noylethanolamide; СЕА — caprinoylethanolamide. 
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ной конечности в этой группе на 7-е сут уменьшились 

на 32,4% (с 128,25±0,75 г до 86,71±2,58 г, р=0,012), 

а контралатеральной – на 10,8% (с 128,71±1,28 г 

до 114,83±1,39 г, р=0,011). Через 60 мин после вве-

дения ВЕА ПНР ипсилатеральной конечности повы-

сился на 17,0% (до 101,41±1,71 г, р=0,012). Значения 

ПНР контралатеральной конечности при этом снизи-

лись до 116,33±2,03 г (р=0,779) (рис. 6).

Показатели ЛПНР у этих животных на 7-е сут после 

индукции артрита снизились на 18,2% (с 20,43±0,45 

с до 16,71±0,47 с, р=0,011), введение ВЕА не вызы-

вало достоверных изменений исследуемого показателя 

(снижение до 17,66±0,59, р=0,67) по сравнению с его 

значениями до введения вещества (рис. 7).

В экспериментальной группе животных, полу-

чавших СЕА, ПНР ипсилатеральной конечности 

на 7-е сутки после индукции артрита снизился на 44,7% 

(с 127,75±1,33 г до 70,67±1,47 г, р=0,012), а контрала-

теральной – на 25,0% (с 128,28±1,34 г до 95,54±2,10 

г, р=0,011). Введения СЕА способствовало повыше-

нию ПНР ипсилатеральной конечности на 38,4% 

(до 97,83±1,55 г, р=0,012), а контралатеральной – 

до 110,13±2,67 г, р=0,012) (рис. 8). 

ЛПНР в данной группе животных на 7-е сут сни-

зился на 18,8% (с 20,33±1,09 до 16,50±1,23; р=0,069) 

по сравнению с показателями до инъекции зимозана, 

а через 60 мин после введения СЕА его значения уве-

личились на 43,9% (до 23,74±1,29, р=0,012) (рис. 7).

Обсуждение

 Исследуемые субстанции (ВЕА и СЕА) являются 

производными PEA – эндогенного амида жирных кис-

Рис. 5. Изменение значений ЛПНР у животных с нейропати-

ей после введения BEA и СEA. * – р<0,05 по сравнению с по-

казателями до моделирования артрита; # – р<0,05 по срав-

нению с артритом (до введения субстанций).

Fig. 5. Changes in LPNR values in animals with neuropathy af-

ter administration of BEA and CEA. * – p<0.05 compared to the 

values before the modeling of arthritis; # – p<0.05 compared 

with arthritis (before substance administration).

Рис.  6. Изменение ПНР у животных с артритом после вве-

дения BEA. * – р<0,05 по сравнению с показателями до мо-

делирования артрита.

Fig. 6. Changes in NRT in animals with arthritis after BEA ad-

ministration. * – p<0.05 compared to the values before the 

modeling of arthritis.
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лот, терапевтические эффекты и механизмы действия 

которого изучены и описаны в научной литературе 

[1, 2, 4, 5]. Сведения о путях реализации лечебного потен-

циала изучаемых нами соединений в литературе практи-

чески отсутствуют. Поэтому интерпретировать получен-

ные результаты возможно опираясь на доступные в лите-

ратуре данные и сходство исследуемых субстанций с РЕА.

Установленные противовоспалительный и анти-

ноцицептивный эффекты ВЕА и СЕА, по аналогии 

с РЕА, могут быть обусловлены несколькими меха-

низмами действия. Исследуемые соединения, веро-

ятно, могут снижать миграцию и дегрануляцию туч-

ных клеток, а также подавлять активность провоспали-

тельных цитокинов, COX-2, TNF-α и iNOS, тем самым 

понижая повышенную за счет воспалительных каска-

дов ноцицептивную чувствительность. 

Кроме того, изучаемые нами субстанции, подобно 

РЕА, способны опосредованно активировать каннаби-

ноидные рецепторы (СВ1 и СВ2) путем ингибирования 

деградации (РЕА является субстратным конкурентом 

АЕА для гидролазы амидов жирных кислот) ананда-

мида – эндогенного лиганда с доказанными анальге-

зирующим и антиинфламаторным эффектами.

Реализация антиноцицептивного действия 

ВЕА и СЕА, также возможна путем прямого влия-

ния на ядерные PPAR-α рецепторы либо связанные 

с G-белком орфанные рецепторы (GPR55), или за счёт 

активации ваниллоидных рецепторов 1 типа (TPRV1).

Рис.  7. Изменение ЛПНР у животных с артритом после вве-

дения BEA и СEA. * – р<0,05 по сравнению с показателями 

до моделирования артрита; # – р<0,05 по сравнению с ар-

тритом (до введения субстанций).

Fig. 7. Changes in LPNR in animals with arthritis after adminis-

tration of BEA and CEA. * – p<0.05 compared to the values be-

fore the modeling of arthritis; # – p<0.05 compared to arthritis 

(before substance administration).

Рис.  8. Изменение ПНР у животных с артритом после вве-

дения СEA. * – р<0,05 по сравнению с показателями до мо-

делирования артрита; * – р<0,05 по сравнению с моделью 

артрита (до введения вещества).

Fig. 8. Changes of NRT in animals with arthritis after CEA injec-

tion. * – p<0.05 compared to the values before the modeling of 

arthritis; # – p<0,05 compared to the arthritis model (before sub-

stance administration).



ISSN 0031-2991 49

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2023; 67(3)  

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.03.39-50

Экспрессия болевых рецепторов усиливается при 

патологических процессах и состояниях, а исследу-

емые субстанции являются производными эндоген-

ных амидов жирных кислот, которые синтезируются 

«по требованию» в ответ на повреждение, что объяс-

няет способность ВЕА и СЕА подавлять гипералгезию 

при моделировании воспалительной и нейропатиче-

ской боли и отсутствие влияния указанных соедине-

ний на показатели ноцицепции у здоровых животных. 

Заключение

Исследование на здоровых животных показало, 

что внутрижелудочное однократное введение бута-

ноилэтаноламида во всех тестируемых дозах не вли-

яет на чувствительность к ноцицептивным стимулам. 

Каприлоилэтаноламид в дозе 100 мг/кг вызывает сла-

бый антиноцицептивный эффект в ответ на механи-

ческое воздействие. Биохимические показатели крови 

и результаты гистологического исследования свидетель-

ствуют о наличии изменений функциональной актив-

ности печени и почек у экспериментальных животных 

в зависимости от дозы исследуемых субстанций.

Исследования, проведенные при моделирова-

ния нейропатии и артрита, указывают на анальгети-

ческий эффект бутаноилэтаноламида и каприлоилэ-

таноламида в дозе 100 мг/кг, который, предположи-

тельно, может реализовываться посредством либо 

прямого действия на рецепторы PPAR- α  и GPR55, 

либо опосредованного влияния на рецепторы CB1, 

CB2 и TRPV1, а также ингибирования активации туч-

ных клеток – аутакоидного локального воспалитель-

ного антагонизма. 

Таким образом, полученные результаты позволяют  

рассматривать изучаемые субстанции в качестве новых 

перспективных компонентов анальгетических средств, 

альтернативных РЕА.
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Фокин В.Ф., Шабалина А.А., Пономарева Н.В., Медведев Р.Б., Лагода О.В., Танашян М.М.

Кортизол, цитокины и вегетативные изменения при когнитивной нагрузке  

у больных хронической ишемией мозга

ФГБНУ «Научный центр неврологии»

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

Воспалительные процессы принимают участие в когнитивном снижении и развитии деменций при широко распростра-

ненных церебральных сосудистых и нейродегенеративных заболеваниях. 

Методика. У 92 женщин (возраст 50 – 85 лет) с хронической ишемией мозга (ХИМ),  исследовали уровни кортизола и про-

воспалительных цитокинов (ИЛ1-β, ФНО-a, ИЛ-6, ИЛ-10) в слюне, измеряли артериальное давление и частоту сердечных 

сокращений до и после когнитивной нагрузки.

Цель исследования – изучение влияния когнитивной нагрузки на корреляционную зависимость между кортизолом, вос-

палительными интерлейкинами и вегетативными реакциями у больных хронической ишемией мозга.

Результаты. Уровень кортизола, содержание провоспалительных интерлейкинов, а также артериальное давление и пульс 

увеличивались под влиянием когнитивной нагрузки. При выполнении когнитивных тестов  изменение содержания кор-

тизола коррелировало с динамикой ИЛ1-β. Изменение артериального давления и пульса отрицательно коррелировали с 

динамикой уровня всех исследованных цитокинов. Выявленные взаимосвязи, вероятно, связаны с активацией симпатоа-

дреналовой и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систем в период когнитивной нагрузки.

Заключение. Переход от состояния покоя к выполнению когнитивных тестов характеризуется созданием единой функ-

циональной системы, объединяющей гормон стресса кортизол, воспалительные интерлейкины и вегетативные реакции.
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Fokin V.F., Shabalina A.A., Ponomareva N.V., Medvedev R.B., Lagoda O.V., Tanashyan M.M. 

Cortisol, cytokines, and autonomic changes during a cognitive load  

in patients with chronic cerebral ischemia

Research Center of Neurology, 

Volokolamskoe Shosse 80, Moscow, 125367, Russian Federation 

Inflammatory processes are involved in cognitive decline and the development of dementias in common cerebral vascular and 

neurodegenerative diseases. 

Methods. In 92 women with chronic cerebral ischemia (CCI) from 50 to 85 years old, mean age 67.6+/-0.8 years, salivary concen-

trations of cortisol and inflammatory interleukins (IL-1β, TNF α, IL6, IL10), blood pressure and heart rate were measured before 

and after a cognitive load. Aim. To study the effect of cognitive load on correlations between cortisol, inflammatory interleukins, 

and autonomic responses in patients with CCI. 

Results. Concentrations of cortisol and pro-inflammatory interleukins, as well as blood pressure and heart rate increased under the 

influence of the cognitive load. During the cognitive tests, changes in cortisol correlated with changes in IL-1β. Changes in blood 

mailto:fvf@mail.ru
mailto:fvf@mail.ru
mailto:fvf@mail.ru
mailto:fvf@mail.ru
mailto:fvf@mail.ru
mailto:fvf@mail.ru


52

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(3)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.03.51-57

Оригинальная статья

pressure and heart rate negatively correlated with changes in all studied interleukins. These relationships were likely related with 

the activation of the sympathetic-adrenal and hypothalamic-pituitary-adrenal systems during the cognitive load. 

Conclusion. The transition from rest to performing cognitive tests is associated with formation of a single functional system that 

combines the stress hormone cortisol, inflammatory interleukins, and autonomic reactions.

Keywords: chronic cerebral ischemia; cognitive load; cortisol; IL-1β; TNF-α; IL-6; IL-10; saliva; blood pressure; heart rate
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Введение

Процессам воспаления отводится важная роль 

в когнитивном снижении и развитии деменций при 

широко распространенных церебральных сосудистых 

и нейродегенеративных заболеваниях [1]. Многие 

исследователи указывали на неуклонное повышение 

чувствительности к стрессу, вызванному психологиче-

скими факторами и когнитивной нагрузкой, при нор-

мальном и патологическом старении. В связи с этим 

большой интерес вызывает исследование когнитив-

ной нагрузки у больных с хронической ишемией мозга 

(ХИМ), у которых сосудистая недостаточность харак-

терная для лиц пожилого и старческого возраста, зна-

чительно усилена вплоть до стабилизации хрониче-

ской ишемии. При когнитивной нагрузке у больных 

ХИМ наблюдается повышение артериального давле-

ния и рост частоты сердечных сокращений (ЧСС), 

что указывает на активацию симпатоадреналовой 

системы и, вероятное развитие стрессовой реакции 

[2]. Значительна роль кортизола в когнитивном сни-

жении, который через рецепторы к глюкокортикоидам 

в гиппокампе и некоторых других структурах способ-

ствует развитию нейродегенеративных процессов [3]. 

Это может быть связано как с активацией симпатоа-

дреналовой системы, включающейся на первой стадии 

стресса, так и с возрастанием уровня кортизола при 

развитии адаптационного синдрома. В соответствии 

с классическими представлениями кортизол участвует 

в регуляции артериального давления, тормозит про-

цессы воспаления, а также вовлечен в регуляцию 

механизмов памяти [4]. Во многих работах показано, 

иммуносупрессивное влияние кортизола на иммун-

ную систему, вместе с тем более детальное исследова-

ние влияния кортизола выявило, что кортизол может 

обладать и иммуномодулирующим действием [5, 6]. 

Например, при психологическом стрессе наблюдается 

рост уровня кортизола, коррелирующего с уровнем 

С-реактивнного белка, а также отсутствие корреляции 

уровня кортизола с увеличением содержания интерлей-

кина (ИЛ)1 β [7]. Однократное введение ИЛ6 сопро-

вождалось длительным повышением содержания кор-

тизола и ИЛ-6 в крови, что свидетельствует о сопря-

женном характере взаимоотношений между ними [8]. 

Ограничение сна и физические нагрузки вызывают 

однонаправленные положительные сдвиги уровня 

кортизола и ИЛ-6, сдвинутые во времени, по отно-

шению друг к другу [5]. В настоящий время точные 

физиологические механизмы, лежащие в основе 

отношений кортизола и воспалительных интерлей-

кинов, полностью не изучены. Можно предполагать, 

что на первом этапе под влиянием стрессора усили-
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вается синтез провоспалительных цитокинов, кото-

рый приводит к активации кортизола и включению 

петли отрицательной обратной связи, подавляющей 

эту секрецию, что приводит к сохранению гомеостаза 

иммунной системы. При кратковременном и, осо-

бенно при легком стрессе супрессорный механизм 

кортизола, может не включаться и тогда возможен 

синхронизированный рост уровней кортизола и воспа-

лительных цитокинов, при более длительном стрессе 

включается механизм супрессии, что приводит к сни-

жению содержания интерлейкинов. И наконец, при 

некоторых обстоятельствах, [5], могут происходить 

сбои при функционировании петли обратной связи, 

при которых можно наблюдать и рост уровня кор-

тизола, и увеличение содержания провоспалитель-

ных цитокинов развивающиеся с определенным сдви-

гом по отношению к друг другу. Во многом, заранее 

сложно предсказать соотношение между содержа-

нием кортизола и воспалительными цитокинами при 

выполнении той или иной напряженной нагрузке. 

Динамика интерлейкинов под влиянием когнитивной 

нагрузки связана с успешностью выполнения когни-

тивных тестов [9].

Цель исследования – изучение влияния когни-

тивной нагрузки на корреляционную взаимосвязь 

между кортизолом, воспалительными интерлейки-

нами (ИЛ1 β, фактор некроза опухоли (ФНО) α, ИЛ6, 

ИЛ10) и вегетативными реакциями (артериальное дав-

ления и ЧСС) у больных ХИМ.

Методика

Пациенты и методы. В обследовании участво-

вали 92 женщины больные с хронической ишемией 

мозга от 50 и до 85 лет. Исследование выполнено 

в соответствии с этическими нормами Хельсинкской 

декларации 1964, 2004) при добровольном информи-

рованном согласии всех пациентов.

Критерии включения пациентов в исследование: 

соответствие I и II стадии дисциркуляторной энце-

фалопатии (стадии начальных проявлений и субком-

пенсации по критериям О.С. Левина [10‒11]); пра-

ворукость; оценка по шкале МоСа 26 и более баллов. 

При оценке менее 26 баллов для дальнейшей работы 

отбирали пациентов без признаков деменции, не нуж-

дающихся в постоянной опеке со стороны окружа-

ющих. Критерии исключения: деменция выражен-

ностью 1 балл и более по клинически рейтинговой 

шкале деменции (Clinical Dementia Rating Scale); нали-

чие в анамнезе острых нарушений мозгового кровоо-

бращения; черепно-мозговая травма; тяжелая карди-

альная, метаболическая (сахарный диабет 2-го типа) 

патология; почечная недостаточность; некомпенси-

рованные нарушения функций щитовидной железы. 

Патоморфологические основы когнитивных наруше-

ний при ХИМ кратко изложены ранее [8].

Когнитивная нагрузка состояла в выполнении 

больными следующих тестов: корректурной пробы 

Кирчнера, пробы вербальной беглости и теста Лурия 

на вербальную память. Длительность когнитивной 

нагрузки не превышала 20‒25 мин. До, во время 

и после выполнения когнитивных тестов изме-

ряли артериальное давление и ЧСС.[8]. Для общей 

оценки когнитивных функций использовали также 

Монреальскую шкалу оценки.

Уровень интерлейкинов и кортизола в образцах 

слюны исследовали до и после выполнения когни-

тивных тестов у больных с отсутствием патологии 

ротовой полости и санированной рото/носоглоткой. 

Работа выполнялась по международным правилам 

работы с биоматериалом людей. Определение цито-

кинов и кортизола проводили твердофазным имму-

ноферментным методом (ELISA) сэндвич-типа. 

Использовались наборы реагентов R&D Systems (США, 

Китай), Вектор-Бест (Россия) и АлкорБио (Россия). 

При всех исследованиях использовались калибраторы 

фирм производителей реагентов с дополнительно при-

обретенными калибраторами. Определение проводи-

лось в дублях на плашечном ридере VICTOR 2 (Perken 

Elmer, США) с использованием контрольных образ-

цов с низким и высоким содержанием исследуемых 

параметров.

Больные не употребляли алкоголь в течение 

недели, не пили чай или кофе за 1 ч до начала тести-

рования, за 10 мин до взятия слюны на исследова-

ние прополаскивали рот водой. Слюну собирали 

в пробирку типа эппендорф объемом не менее 1,5 мл 

за 10 мин до проведения когнитивных тестов, 

и не позднее 10 мин после их выполнения. Образцы 

слюны с присутствием примесей (в том числе крови) 

исключали из исследования.

Статистическая обработка результатов проводи-

лась с помощью пакета Statistica 12. Использовался 

анализ средних, корреляционный и однофакторный 

(ANOVA) анализ.

Результаты

До когнитивной нагрузки уровень провоспалитель-

ных цитокинов не коррелирует с уровнем кортизола 

или выраженностью вегетативных реакций (рис. 1).

На рис. 1 видно, что гормон стресса кортизол 

в состоянии покоя не синхронизирован с цитокино-

вой сетью, а также с вегетативными реакциями.
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При когнитивной нагрузке уровни кортизола, 

провоспалительных цитокинов, а также артериаль-

ное давления и ЧСС статистически значимо возрас-

тали. Концентрация противовоспалительного цито-

кина Ил-10 не менялась (таблица).

Как видно из таблицы повышение уровня кор-

тизола, провоспалительных цитокинов и показа-

телей артериального давления и ЧСС демонстри-

рует высокий уровень значимости. Можно предпо-

лагать, что между показателями уровней кортизола 

и провоспалительных цитокинов имеет место зна-

чимая корреляция. Однако, значимая корреляция 

между изменениями кортизола и динамикой цито-

кинов наблюдалась только по отношению к интер-

лейкину 1 β (рис. 2).

В целом, сопряженность уровня провоспалитель-

ных цитокинов с Ил10 нивелировалась, но проя-

вилась с уровнем кортизола и вегетативными реак-

циями (рис. 3).

После завершения когнитивного тестирования 

корреляционные связи между кортизолом, вегета-

тивными реакциями и составляющими цитокино-

вой сети разрушаются, и система связей возвраща-

ется в исходное положение.

Рис. 1. Уровень провоспалительных цитокинов, кортизола и 

вегетативные показатели до когнитивной нагрузки. Цифры 

рядом с прямыми линиями – коэффициенты корреляции. Крас-

ные линии – указывают на отрицательную корреляцию, чер-

ные – на положительную. Все указанные значения коэффици-

ентов корреляции значимо (р<0,05) отличны от нуля.

Fig. 1. Level of pro-inflammatory cytokines, cortisol and auto-

nomic indices before cognitive load. Numbers next to straight 

lines are correlation coefficients. Red lines indicate negative cor-

relation and black lines indicate positive correlation. All indicat-

ed values of correlation coefficients are significantly (p<0.05) dif-

ferent from zero.

Изменение уровня кортизола, воспалительных цитокинов в слюне и вегетативных реакций при когнитивной нагрузке

Changes in cortisol levels, inflammatory cytokines in saliva and autonomic responses during cognitive load

Показатели 

Indicators

Среднее 

Average

Ст.откл. 

St.deviation
N

Ст. ошибка 

St.error

T-критерий 

t-criterion
p

Кортизол, нмоль/л 

Cortisol, nmol/l
11,61957 23,0092 92 2,39888 4,84375 0,000005

ФНО α, пг/мл 

TNF α, pg/ml
18,02075 48,5768 53 6,67253 2,70074 0,009316

ИЛ β, пг/мл 

IL β, pg/ml
83,32075 175,8816 53 24,15920 3,44882 0,001124

ИЛ6, пг/мл 

IL6, pg/ml
31,29057 46,4309 53 6,37777 4,90619 0,000010

ИЛ10, пг/мл 

IL10, pg/ml
-0,04132 0,2038 53 0,02799 -1,47632 0,145888

Систолическое давление, мм рт ст 

Systolic pressure, mm Hg
6,30435 12,10189 92 1,261710 4,99667 0,000003

Диастолическое давление, мм рт ст

Diastolic pressure, mm Hg
3,96739 10,95892 92 1,142546 3,47241 0,000791

ЧСС, уд/мин 

HR, bpm
4,19565 7,29028 92 0,760064 5,52013 0,000000

Примечание. Ст. откл. – стандартное отклонение, ст. ошибка – стандартная ошибка, N – количество переменных, р – уровень значимости.

Note. St.deviation. – standard deviation, standard error – standard error, N – number of subjects, p – significance level.
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Таким образом, синхронизация содержания кор-

тизола с сетью провоспалительных цитокинов возни-

кает на короткое время в переходный период под влия-

нием когнитивной нагрузки – реактивное возрастание 

уровня кортизола сопровождается ростом провоспали-

тельных интерлейкинов (табл.).

Обсуждение

При легком стрессе, вызванном когнитивной 

нагрузкой, характер взаимосвязей между провоспа-

лительными цитокинами сохраняется, повышая ста-

бильность иммунной системы, что находит подтверж-

дение в данных литературы [12]. Переходный период 

от состояния покоя к выполнению когнитивных функ-

ций характеризуется ростом уровня провоспалитель-

ных интерлейкинов, кортизола и вегетативных реак-

ций. При этом, обращает внимание что при увеличе-

нии концентрации интерлейкинов возрастают также 

показатели артериального давления и пульса. Это при 

том, что между уровнем интерлейкинов и характери-

стиками вегетативных реакций существует отрица-

тельная корреляция. Это свидетельствует о том, что 

существуют независимые каналы, приводящие к росту 

вегетативных показателей и воспалительных цитоки-

нов. Если бы канал был один, например подъем кор-

тизола, приводящий к росту интерлейкинов, то роста 

Рис. 2. Корреляция между динамикой уровня 

кортизола и интерлейкином 1 β в слюне при 

когнитивной нагрузке.

Примечание. Вверху – значения коэффици-

ента корреляции (r) и уровня значимости (p).

Fig. 2. Correlation between the dynamics of 

cortisol and interleukin 1 β levels in saliva during 

cognitive load.

Note. Top – values of correlation coefficient (r) 

and significance level (p).

Рис. 3. Сопряженность сдвигов содержания интерлейкинов и 

кортизола в слюне и вегетативных показателей под влиянием 

когнитивной нагрузки у больных ХИМ. Цифры на рисунке – ста-

тистически значимые коэффициенты корреляции, p<0,05. 

Остальные обозначения те же, что на рис. 1.

Fig. 3. Concomitant shifts of interleukin and cortisol content in 

saliva and autonomic indices under the influence of cognitive load 

in CHEM patients.  Figures in the figure are statistically significant 

correlation coefficients, p<0.05. Other designations are the same 

as in Fig. 1.
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вегетативных показателей не было бы, из-за отрица-

тельной связи между интерлейкинами и вегетатив-

ными реакциями. Поэтому вероятно, что основной 

причиной подъема артериального давления и воз-

растания ЧСС является относительно независимая 

симпатоадреналовая активация, которая по времени 

несколько раньше «запускает» подъем артериального 

давления и увеличение ЧСС, чем начинается подъем 

уровня кортизола и цитокинов. По данным литера-

туры интерлейкины 1β и 6 и другие провоспалитель-

ные цитокины связаны с активацией вегетативной 

нервной системы [13]. Тем не менее, чрезмерный 

рост артериального давления и ЧСС корректируется 

с помощью отрицательной обратной связи между 

основными исследованными цитокинами и вегета-

тивными показателями. Ранее нами показано, что 

когнитивный стресс сопровождается ростом уровня 

провоспалительных интерлейкинов 1 β и 6, кото-

рые негативно влияли на ряд когнитивных характе-

ристик, в частности, на результаты теста Лурия [9]. 

Показатели сильного стресса (дистресса) отрица-

тельно коррелировали с уровнем кортизола слюны 

и положительно с интерлейкином-1бета [14]. В насто-

ящем исследовании было показано, что рост уровня 

провоспалительных интерлейкинов сопровождался 

увеличением в среднем уровня саливарного кортизола 

и провоспалительных интерлейкинов (ФНО α; ИЛ1 β;  

ИЛ6). При этом фоновые значения интерлейкинов, 

также как их уровни после нагрузки, не коррелировали 

с уровнем гормона стресса кортизолом. Это может 

быть по двум причинам: истинная корреляция дей-

ствительно отсутствует или в стационарные периоды 

концентрации этих веществ находятся под влиянием 

некоторых дополнительных неучтенных факторов, 

например, биоритмов, тогда как реактивные измене-

ния свободны, в значительной мере, от этих влияний.

Вероятно, что фактором, меняющим синхрониза-

цию вегетативных реакций с уровнем цитокинов явля-

ется активация под влиянием когнитивной нагрузки 

симпатоадреналовой системы. При этом усиливается 

тормозное воздействие интерлейкинов на вегетатив-

ные процессы, что ограничивает чрезмерную реактив-

ность артериального давления и ЧСС.

Таким образом, когнитивная нагрузка сопрово-

ждается значимыми сдвигами уровней кортизола, про-

воспалительных цитокинов, а также подъемом артери-

ального давления и учащением пульса. Очевидно, что 

в этом процессе наряду с иммунной системой прини-

мают участие симпатоадреналовая и возможно гипота-

ламо-гипофизарно-надпочечниковая системы.

Заключение

Переход от состояния покоя к выполнению ког-

нитивных тестов характеризуется созданием еди-

ной функциональной системы, объединяющей гор-

мон стресса кортизол, воспалительные интерлейкины 

и вегетативные реакции.
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УДК 616-092

Осиков М.В.1,2, Бойко М.С.1, Огнева О.И.1, Федосов А.А.3,4

Этолого-иммуннологические взаимосвязи при экспериментальном десинхронозе  

в условиях люминисцентного освещения
1ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России, 

454092, Челябинск, Россия, ул. Воровского, д. 64;
2ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», 

454092, Челябинск, Россия, ул. Воровского, д. 70;
3ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, 

117997, Москва, Россия, ул. Островитянова, д. 1;
4ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», 

117198, Москва, Россия,  ул. Миклухо-Маклая, д. 6

Цель –  изучение особенностей иммунного статуса и поведенческой активности при экспериментальном десинхронозе в 

условиях люминесцентного освещения.

Методы. Световой десинхроноз создавали у морских свинок круглосуточным (24 ч) содержанием в условиях люминес-

центного освещения. Для анализа этологического статуса использовали: тест открытое поле, водный «лабиринт» Морриса, 

определяли в крови содержание интерлейкина-4 (IL-4), интерферона-γ (INF-γ), концентрацию мелатонина и кортизола.

Результаты. При экспериментальном десинхронозе в условиях круглосуточного люминесцентного освещения зафиксиро-

вано снижение концентрации в крови IL-4, INF-γ и мелатонина и увеличение концентрации кортизола на 10-е, 20-е и 30-е 

сутки. Корреляционный анализ показал, что при экспериментальном десинхронозе в условиях люминесцентного осве-

щения появляется чувство тревоги, нарастает угнетение ориентировочно-исследовательской активности по мере сниже-

ния концентрации мелатонина и повышения уровня кортизола в периферической крови.

 Заключение. Изменения этологического и иммунного статуса при экспериментальном десинхронозе в условиях люминес-

центного освещения прогрессируют по мере снижения концентрации мелатонина и повышения уровня кортизола в крови.

Ключевые слова: этология; десинхроноз; люминесцентное освещение; мелатонин; кортизол; интерлейкин-4 (IL-4); 

интерферон-γ (INF-γ).
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Введение

В настоящее время все большее число людей 

находится в ситуациях, когда их привычный жизнен-

ный уклад полностью или частично перестраивается: 

это перемещения через несколько часовых поясов 

за короткий промежуток времени, работа в условиях 

вахтовой организации труда в приполярных обла-

стях и на Крайнем Севере, работа в ночные смены 

или по «скользящему» графику и другие обстоятель-

ства, частично или полностью ломающие привычный 

уклад жизни [1]. Сменный труд, особенно у работ-

ников умственного труда с высокой степенью нерв-

но-эмоционального напряжения, рассматривается как 

стресс-фактор, приводящий к нарушениям фазовой 

архитектоники циркадианной системы организма [2]. 

Десинхроноз характеризуется нарушением соотноше-

ния фаз суточных ритмов различных физиологических 

систем как между собой, так и с внешними физиче-

скими и социальными датчиками времени, что влияет 

на продолжительность и качество сна, ведет к развитию 

хронической усталости, головной боли, потери вни-

мания, ухудшению когнитивной функции, умствен-

ной деятельности, снижению способности к обуче-

нию и повышению тревожного компонента поведе-

ния [3]. Показано, что у людей, часто попадающих 

в условия изменения циркадианных ритмов (пилоты 

международных рейсов, медицинские работники, опе-
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раторы, машинисты, полицейские, обслуживающий 

персонал), увеличивается риск развития иммуноде-

фицитных состояний, аллергических и онкологиче-

ских заболеваний, сахарного диабета, метаболического 

синдрома, язвенной болезни желудка и двенадцатипер-

стной кишки, артериальной гипертензии, дефицита 

внимания и психических заболеваний [4, 5].

В патогенезе последствий нарушений циркадиан-

ных ритмов одним из звеньев может выступать нару-

шение работы нейромедиаторных систем, обеспе-

чивающих передачу нервного импульса. Дисбаланс 

в продукции и секреции нейромедиаторов приводит 

к нарушению функциональной активности нейро-

нов. Еще одним звеном патогенеза может выступать 

дисфункция иммунной системы. Механизмы иммун-

ных нарушений, возникающие при десинхронозе, свя-

заны с рассогласованием суточных биоритмов функ-

циональной активности иммунокомпетентных клеток, 

среди которых основными являются пролиферация, 

продукция цитокинов, что приводит к дизрегуляции 

иммунного ответа [6]. В литературе представлены еди-

ничные сведения о взаимосвязи изменений неврологи-

ческого статуса и иммунного статуса при десинхронозе.

Цель работы – выявление изменений иммунного 

статуса и поведенческой активности при эксперимен-

тальном десинхронозе в условиях люминесцентного 

освещения.

Методика

Работа выполнена на 114 половозрелых мор-

ских свинках массой 300 ± 50 г. Животных содер-

жали в стандартных помещениях вивария и случай-

ным образом распределили на 3 группы: 1 группа (n 

= 32) –  интактные, содержались в условиях есте-

ственного освещения, 2 группа – (СФЛО) в условиях 

стандартного фиксированного люминесцентного 

освещения, 3-я группа – десинхроноз – в условиях 

круглосуточного (24 ч) люминесцентного освеще-

ния – ДЕСЛО (n = 82). Эксперименты проводились 

в соответствии с этическими принципами и норма-

тивными документами, рекомендованными евро-

пейским научным фондом и Хельсинкской деклара-

цией о гуманном отношении к животным. Протокол 

исследования одобрен локальным этическим комите-

том университета. Длительность эксперимента соста-

вила 30 сут. Анализировались результаты тестирования 

регистрируемые на 10-е, 20-е и 30-е сут эксперимента. 

Десинхроноз моделировали содержанием животных 

в условиях круглосуточного люминесцентного осве-

щения. Поведенческое фенотипирование оценивали 

с помощью тестов «открытое поле» и «водный лаби-

ринт Морриса». Поведенческую активность исследо-

вали в тесте «открытое поле», регистрировали горизон-

тальную активность, вертикальную активность, иссле-

довательскую активность, подсчитывали число актов 

груминга, количество фекальных болюсов. Водный 

«лабиринт» Морриса предназначен для оценки ког-

нитивной функции. В тесте со скрытой платформой 

регистрировали среднее время поиска скрытой под 

водой платформы и среднюю (2 попытки) длину тра-

ектории достижения платформы. В тесте на зрительное 

восприятие регистрировали время нахождения плат-

формы. В тесте без платформы регистрировали время 

пребывания животного в каждом секторе, рассчиты-

вали процент времени присутствия животного в обла-

сти расположения платформы.

 Методом иммуноферментного анализа на аппа-

рате «Иммулайт 2000» (США) определяли в перифе-

рической крови концентрацию интерлейкина 4 (IL-

4), интерферона-γ (INF-γ) с помощью специфичных 

для морских свинок тест-систем производителя «Uscn. 

Life Science Inc.» (Китай), концентрацию мелатонина 

и кортизола – с помощью специфичных для морских 

свинок тест-систем производителя «Сusabio» (Китай). 

Уровень IL-4 и INF-γ выражали в пг/мл, уровень мела-

тонина, кортизола – в нг/мл.   

Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием пакета прикладных программ 

«Statistica v. 10.0 for Windows». Характеристика выбо-

рок представлена в формате «М±m», где М-среднее 

арифметическое значение признака, m-стандартная 

ошибка среднего. Проверку статистических гипотез 

в группах проводили с использованием непараметри-

ческих критериев (U – Манна–Уитни, WW – Вальда–

Вольфовитца). Для выявления связи между изучае-

мыми параметрами использовали коэффициент корре-

ляции Спирмена (R). Различия считали статистически 

значимыми при р≤0,05.

Результаты

Анализ показателей концентрации IL-4, INF-

γ, мелатонина и кортизола в периферической крови 

у животных в условиях стандартного фиксированного 

люминесцентного освещения (СФЛО) не выявил зна-

чимых различий на 10-е 20-е и 30-е сут эксперимента 

при сравнении с естественным освещением (табл. 1).

Анализ поведения животных в тесте «открытое 

поле» при люминесцентном освещении на 10-е сут экс-

перимента выявил статистически значимое повышение 

горизонтальной и вертикальной активности, на 20-е сут 

– снижение количества актов груминга, на 30-е сут  

повышение горизонтальной активности и снижение 
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Таблица 1/Table 1

Концентрация цитокинов, мелатонина и кортизола в периферической крови при десинхронозе  

в условиях люминесцентного освещения, (M±m) 

Concentrations of cytokines, melatonin and cortisol in peripheral blood in desynchronosis under fluorescent lighting conditions, (M±m)

Показатели 

Indicators

Группа 1

ЕО

(n=8) 

Group 1

EO

(n=8)

10-е сут 

Day 10

20-е сут 

Day 20

30 -есут 

Day 30

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=6) 

Group 4

DESLO

(n=6)

Группа 2

СФЛО

(n=8) 

Group 2

SFLO

(n=8)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

ИФН-γ, пг/мл 

IFN-γ, pg/mL

8,86±2,52 8,57±2,80 5,24±1,65 9,76±2,17 5,11±0,92* 7,15±1,91 4,07±0,35*

ИЛ-4, пг/мл 

IL-4, pg/mL

25,20±7,49 26,24±3,56 16,00±2,86* 21,75±1,99 15,23±3,02* 18,02±1,06 14,18±1,71*

Мелатонин, нг/мл 

Мелатонин, нг/мл

5,22±0,43 4,63±0,16 4,04±0,22* 4,34±0,09 3,88±0,33* 4,21±0,03 3,40±0,20*

Кортизол, нг/мл 

Cortisol, ng/mL

171,11±5,19 177,92±1,71 187,40±1,61* 183,08±4,27 188,00±2,17* 179,52±3,79 190,42±2,67*

Примечание. * – значимые (р<0,05) различия с группой СФЛО.

Note. * – significant (p<0.05) differences with SFLO group.

Таблица 2 / Table 2

Показатели теста «открытое поле» при десинхронозе в условиях люминесцентного освещения, (М±m) 

Open field test scores in desynchronosis under fluorescent lighting conditions, (M±m)

Показатели 

Indicators

Группа 1

ЕО

(n=8) 

Group 1

EO

(n=8)

10-е сутки 

Day 10

20-е сутки 

Day 20

30-е сутки 

Day 30

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=6) 

Group 4

DESLO

(n=6)

Группа 2

СФЛО

(n=8) 

Group 2

SFLO

(n=8)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

ГА, количество актов 

GA, number of acts

19,25±4,96 29,67±2,79* 30,67±3,90 23,00±3,11 50,75±5,80* # 29,33±4,15* 19,50±2,96* # &

ВА, количество актов 

VA, number of acts

1,50±0,18 2,67±0,21* 2,00±0,37 1,67±0,42 1,50±0,19 2,00±0,37 2,25±0,49

ИА, количество актов 

IA, number of acts

3,50±0,62 5,00±0,97 2,33±0,21* 2,67±0,21 1,25±0,16* # 3,33±0,21 1,50±0,19* #

ГР, количество актов 

GR, number of acts

3,37±0,46 1,67±0,42 3,33±0,21* 1,33±0,21* 1,75±0,31 2,67±0,76 2,00±0,46

ФБ, количество актов 

FB, number of acts

7,37±0,80 5,00±1,32 7,83±1,08* 5,33±0,76 8,00±1,28* 4,33±0,42* 8,25±0,86*

Примечание. * – значимые (р<0,05) различия с группой СФЛО; # – значимые (р<0,05) различия с 10-ми сутками в группе ДЕСЛО; & – зна-

чимые (р<0,05) различия с 20-ми сутками в группе ДЕСЛО. ГА – горизонтальная активность, ВА – вертикальная активность, ИА – иссле-

довательская активность, ГР – груминг, ФБ – фекальные болюсы.

Note. * – significant (p<0.05) differences with SFLO group; # – significant (p<0.05) differences with 10 days in DESLO group; & – significant (p<0.05) 

differences with 20 days in DESLO group. GA – horizontal activity, VA – vertical activity, IA – exploratory activity, GR – grooming, FB – fecal boluses.
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количества фекальных болюсов (табл. 2). При оценке 

когнитивной функции животных в тесте со скрытой 

платформой в водном «лабиринте Морриса» время 

нахождения скрытой под водой платформы на 10-е 

и 20-е сут не отличается от регистрируемого в группе 

содержавшейся в условиях естественного освещения 

в дни проведения данного исследования (табл. 3).

На 30-е сут время от запуска животных в бассейн 

до нахождения ими платформы статистически зна-

чимо уменьшается со 2-го по 4-й день проведения 

тестирования. При исследовании длины траектории 

поиска скрытой платформы не обнаружено отличий 

на 10-е и 20-е сут от группы естественного освеще-

ния во все дни проведения методики тестирования  

Таблица 3 / Table 3

Тест водного «лабиринта» Морриса при десинхронозе в условиях люминесцентного освещения, (М±m) 

Morris water “maze” test in desynchronosis under fluorescent lighting conditions, (M±m)

Показатели 

Indicators

Группа 1

EO

(n=8) 

Group 1

EO

(n=8)

10-е сутки 

Day 10

20-е сутки 

Day 20

30 -е сутки 

Day 30

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=6) 

Group 4

DESLO

(n=6)

Группа 2

СФЛО

(n=8) 

Group 2

SFLO

(n=8)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

Группа 2

СФЛО

(n=6) 

Group 2

SFLO

(n=6)

Группа 3

ДЕСЛО

(n=8) 

Group 4

DESLO

(n=8)

Время нахождения платформы 

Platform dwell time

1 день, с 

Day 1, s

86,38±1,71 86,83±1,10 78,83±5,84 75,25±5,13 81,37±2,29* 84,33±3,58 76,13±5,54

2 день, с 

Day 2, s

76,81±4,06 78,83±5,64 75,00±6,80 59,63±7,15 78,00±4,81* 64,00±3,18* 65,28±5,63

3 день, с 

Day 3, s

58,31±6,16 60,33±5,24 62,17±8,88 60,13±5,57 72,88±9,64* 46,67±5,57* 51,38±7,86

4 день, с 

Day 4, s

35,19±5,45 22,50±2,69 51,67±4,51* 46,87±3,92 51,87±4,05 18,17±2,89* 23,13±1,85

Длина траектории поиска платформы 

Length of the platform search path

1 день, м 

Day 1, m

19,62±1,25 20,03±1,92 19,90±0,54 18,48±1,88 22,66±0,64* 22,22±1,73 25,62±0,76* # &

2 день, м 

Day 2, m

17,49±0,87 18,09±1,13 17,43±0,23 17,53±1,31 21,21±0,77* # 19,23±1,11 21,75±1,49* #

3 день, м 

Day 3, m

14,68±1,04 14,36±1,42 15,35±1,55 13,89±0,94 21,12±0,38* # 13,15±1,11 21,18±0,50* # &

4 день, м 

Day 4, m

13,54±0,39 14,30±1,27 14,24±1,19 12,80±0,75 14,94±0,82 11,27±0,30 18,34±0,81* # &

Время нахождения видимой платформы 

Time to locate visible platform

Время, с 

Time, s

68,63±6,59 55,67±3,55 69,67±9,92 49,75±3,52* 73,00±7,53* 53,67±5,32* 86,00±7,44* #

Доля времени нахождения животного в области расположения подводной платформы 

Percentage of time the animal is in the area where the underwater platform is located

Доля времени, % 

Proportion of time, %

69,30±5,88 71,33±2,56 56,00±2,90* 70,25±3,71 53,75±2,69* 71,33±3,04 45,50±2,47* # &

Примечание. * – значимые (р<0,05) различия с группой СФЛО; # – значимые (р<0,05) различия с 10-ми сутками в группе ДЕСЛО; & – зна-

чимые (р<0,05) различия с 20-ми сутками в группе ДЕСЛО.

Note. * – significant (p<0.05) differences with the SFLO group; # – significant (p<0.05) differences with 10 days in the DESLO group; & – signifi-

cant (p<0.05) differences with 20 days in the DESLO group.
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(табл. 3). На 30-е сут эксперимента отмечено уменьше-

ние длины траектории только в 4-й день проведения 

тестирования. При тестировании на зрительное вос-

приятие время нахождения видимой платформы уко-

рачивается на 20-е и 30-е сут по сравнению с группой 

естественного освещения (табл. 3). Это свидетельствует 

о лучшем восприятии объекта, освещаемого искус-

ственным источником света, что способствует улучше-

нию пространственной ориентации по наружным ори-

ентирам. При оценке теста без платформы доля вре-

мени нахождения животного в той области, где ранее 

располагалась скрытая платформа на 10-е, 20-е и 30-е 

сут не отличается от группы естественного освеще-

ния (табл. 3). 

При экспериментальном десинхронозе в усло-

виях круглосуточного люминесцентного освеще-

ния (ДЕСЛО) снижается концентрация IL-4 и INF-γ 

в периферической крови на 20-е и 30-е сут при срав-

нении с данными группы СФЛО – стандартного фик-

сированного люминесцентного освещения (табл. 1). 

При оценке концентрации цитокинов в динамике 10-е 

– 30-е сут десинхроноза не обнаружено значимых 

отличий на 20-е сут по сравнению с 10-ми и на 30-е 

сут по сравнению с 10-ми и 20-ми.

При десинхронозе в условиях люминесцент-

ного освещения концентрация мелатонина в пери-

ферической крови снижается на 10-, 20- и 30-е сут  

(табл. 1). Концентрация кортизола в периферической 

крови повышается на 10-, 20- и 30-е сутки. При оценке 

концентрации мелатонина и кортизола в динамике  

10–30-е сут десинхроноза не обнаружено значимых 

различий.

При экспериментальном десинхронозе в усло-

виях люминесцентного освещения в тесте «открытое 

поле» установлено, что исследовательская активность 

животных снижается на 10, 20 и 30-е сут, горизонталь-

ная активность повышается на 20-е сут и снижается 

на 30-е сут наблюдения, вертикальная активность зна-

чимо не изменяется во все сроки наблюдения; количе-

ство фекальных болюсов увеличивается на 20-е и 30-е 

сут, количество актов груминга увеличивается только 

на 10-е сут эксперимента (табл. 2). В тесте со скрытой 

платформой водного «лабиринта» Морриса наблю-

дается увеличение времени нахождения животными 

платформы на 20-е и 30-е сут эксперимента, увеличе-

ние длины траектории поиска платформы – на 20-е 

и 30-е сут  (табл. 3). При проведении теста на зритель-

ное восприятие отмечено увеличение времени нахож-

дения видимой платформы на 20-е и 30-е сут экспери-

мента (табл. 3). В тесте без платформы уменьшается 

доля времени нахождения животного в области рас-

положения подводной платформы на 10, 20 и 30-е сут 

эксперимента (табл. 3). 

Далее был проведен корреляционный анализ  

(табл. 4). Результаты корреляционного анализа пока-

зали присутствие сильной положительной связи между 

концентрацией IL-4 в периферической крови и гори-

зонтальной активностью на 30-е сут эксперимента, 

средней силы положительной связи с исследователь-

ской активностью на 20-е сут, сильной положительной 

связи на 30-е сут эксперимента. Продемонстрирована 

сильная положительная связь между концентрацией 

IL-4 и вертикальной активностью на 30-е сут, сильная 

отрицательная связь с количеством фекальных болю-

сов на 30-е сут. Имеется средней силы положительная 

связь между концентрацией INF-γ и горизонтальной 

активностью на 10-е и 20-е сут, сильная положитель-

ная связь с исследовательской активностью на 10-е 

и 20-е сут, сильная положительная связь с вертикаль-

ной активностью на 10-е сут. Показано наличие сред-

ней силы отрицательной связи между концентрацией 

IL-4 и длиной траектории нахождения платформы 

на 20-е сут в 1-й, 3-й и 4-й день тестирования, силь-

ной отрицательной связи на 30-е сут в 1-й и 3-й дни, 

средней силы отрицательной связи в  4-й день прове-

дения методики. Отмечено присутствие сильной отри-

цательной связи концентрации IL-4 с временем нахож-

дения видимой платформы в тесте на зрительное вос-

приятие на 10-е сут, средней силы отрицательной связи 

на 30-е сут. Имеется сильная положительная связь 

с долей времени нахождения животного в области рас-

положения подводной платформы на 30-е сут экспе-

римента. Продемонстрировано наличие сильной отри-

цательной связи между концентрацией INF-γ в пери-

ферической крови и длиной траектории нахождения 

платформы на 20-е сут в 1-й день проведения тести-

рования по методике, средней силы отрицательной 

связи в 3-й и 4-й дни проведения тестирования по этой 

методике, средней силы отрицательной связи на 30-е 

сут во 2-й и 4-й дни тестирования . Не обнаружено 

связи между концентрацией INF-γ в периферической 

крови и временем нахождения видимой платформы 

в тесте на зрительное восприятия на всех сроках экс-

перимента. Продемонстрирована средней силы поло-

жительная связь между концентрацией INF-γ и долей 

времени нахождения животного в области расположе-

ния подводной платформы на 10-е сут эксперимента. 

Следовательно, снижение долговременной памяти усу-

губляется по мере снижения концентрации IL-4, сни-

жение способности к обучению, нарушение простран-

ственной ориентации нарастают по мере снижения 

концентрации IL-4 и INF-γ в периферической крови. 
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Оригинальная статья

Признаки тревоги усиливаются по мере сниже-

ния концентрации IL-4, признаки угнетения ориен-

тировочно-исследовательской активности нарастают 

по мере снижения концентрации IL-4 и INF-γ в пери-

ферической крови. Снижение концентрации цито-

кинов в крови, с одной стороны, может быть связано 

с угнетением их продукции лимфоцитами вследствие 

уменьшения количества последних. С другой стороны, 

снижение концентрации в крови IL-4 и INF-γ имеет 

значение в снижении количества лимфоцитов, так как 

они являются факторами роста для лимфоцитов.

Обсуждение

Полагаем, что изменения этологического статуса 

при десинхронозе у животных являются отражением 

стресс-реакции. Стресс может иметь разрушительные 

последствия для поведения, познания и мотивации 

[7]. Лимбическая система, в том числе гиппокамп, 

а также ретикулярная формация контролируют про-

явление эмоций и ориентировочно-исследователь-

ское поведение [7]. Полагают, что стресс-индуциро-

ванная гиперсекреция глюкокортикоидов вызывает 

Таблица 4 / Table 4

Корреляционная матрица между иммунным статусом и показателями этологического статуса,  

концентрацией мелатонина и кортизола при десинхронозе в условиях люминесцентного освещения 

Correlation matrix between immune status and indices of ethological status,  

melatonin and cortisol concentrations in desynchronosis under fluorescent lighting conditions

Показатели 

Indicators

ИЛ-4 

IL-4 

ИФН-γ 

IFN-γ

10-е сутки 

Day 10

20-е сутки 

Day 20

30-е сутки 

Day 30-

10-е сутки 

Day 10

20-е сутки 

Day 20

30-е сутки 

Day 30

Горизонтальная активность 

Horizontal activity

R=0,02 R= – 0,05 R=0,36 R=0,36 R= – 0,32 R=0,58

Исследовательская активность 

Research activity

R=0,98 R=0,44 R=0,49 R=0,65 R=0,76 R=0,36

Вертикальная активность 

Vertical activity

R=0,49 R=0,14 R=0,19 R=0,14 R=0,17 R=0,04

Фекальные болюсы 

Fecal boluses

R= – 0,24 R= – 0,43 R= – 0,82 R= – 0,80 R= – 0,15 R= – 0,69

Груминг 

Grooming

R=0,25 R=0,22 R=0,28 R= – 0,18 R= – 0,15 R= – 0,13

Длина траектории 1 день, м 

Trajectory length day 1, m

R= – 0,09 R= – 0,60 R= – 0,40 R= – 0,18 R= –0,71 R= – 0,13

Длина траектории 2 день, м 

Trajectory length day 2, m

R=0,28 R= – 0,76 R= – 0,03 R= – 0,09 R= – 0,83 R= – 0,69

Длина траектории 3 день, м 

Trajectory length day 3, m

R= – 0,39 R= – 0,35 R= – 0,84 R= – 0,12 R= – 0,64 R= – 0,36

Длина траектории 4 день, м 

Trajectory length day 4, m

R= – 0,28 R= – 0,39 R= – 0,39 R= – 0,18 R= – 0,68 R= – 0,38

Время нахождения видимой платформы, с 

Time of finding the visible platform, s

R= – 0,28 R= – 0,31 R= – 0,54 R= – 0,98 R= – 0,19 R= – 0,66

Доля времени нахождения животного в области 

расположения подводной платформы, % 

Percentage of time the animal is in the area where the 

underwater platform is located, %

R=0,74 R=0,18 R=0,76 R=0,74 R=0,05 R=0,57

Мелатонин 

Melatonin

R=0,39 R=0,05 R=0,93 R=0,08 R=0,36 R=0,56

Кортизол 

Cortisol

R= –0,95 R= – 0,83 R= – 0,96 R= – 0,93 R= – 0,56 R= – 0,63

Примечание. R – коэффициент корреляции Спирмена, полужирным выделена достоверная связь (р<0,05).

Note. R – Spearman’s correlation coefficient, bold indicates reliable relationship (p<0.05).
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атрофические изменения в гиппокампе через специ-

фическое взаимодействие глюкокортикоидов с рецеп-

торами на нейронах, что приводит к дефициту вни-

мания и памяти [8, 9]. Гормоны стресса, в частно-

сти кортизол, оказывают специфическое влияние на 

долговременную память: повышение их концентра-

ции способствует формированию новых воспомина-

ний, ингибируя использование старой информации 

[9]. Кортизол-индуцированное нарушение рабочей 

памяти связывают с активацией двух видов кортико-

стероидных ядерных рецепторов, которые экспресси-

руются в гиппокампе: I тип (минералокортикоидные), 

II тип (глюкокортикоидные) [10]. Действие адрена-

лина на нейроны ретикулярной формации способ-

ствует угнетению у животных ориентировочно-ис-

следовательского поведения [11].

При десинхронозе снижение концентрации 

мелатонина приводит к отмене его нейропротектор-

ных и антиоксидантных эффектов в ЦНС и способ-

ствует развитию дефицита когнитивной функции 

[12]. Cнижение уровня мелатонина при десинхронозе 

напрямую снижает активность ГАМК-ергической 

системы, что вызывает недостаточность функциони-

рования тормозных систем мозга. Снижение активно-

сти ГАМК-ергической системы может влиять на угне-

тение исследовательской активности и развитие тре-

вожно-фобического состояния экспериментальных 

животных, снижение памяти [13].

Снижение двигательной активности и исследова-

тельского поведения у морских свинок при десинхро-

нозе, в том числе, связано с ингибированием дофами-

новой передачи нервных импульсов в головном мозге. 

Длительная световая экспозиция вызывает нарушение 

функционирования дофаминергической системы мозга 

[14]. Блокада дофаминовых рецепторов или низкая про-

дукция дофамина сопровождается выраженным сниже-

нием двигательной активности, исследовательской моти-

вации, нарушением памяти и внимания [14, 15]. 

Кроме того, повышение концентрации глутамата 

в плазме приводит к появлению признаков тревоги при 

десинхронозе. Повышение концентрации глутамата 

в ЦНС и усиление передачи сигнала в глутаматергиче-

ских синапсах нейронов гиппокампа при десинхронозе 

могут приводить к повышенной тревожности, угнете-

нию процессов формирования памяти [16].

Угнетение пространственной ориентации живот-

ных при десинхронозе может быть обусловлено нару-

шением функционирования системы позиционирова-

ния мозга с участием «клеток места», «клеток направ-

ления» в гиппокампе, «клеток координатной сетки» 

в энторинальной коре [14–16]. 

Таким образом, прогрессирующее усиление тревоги, 

угнетение ориентировочно-исследовательского поведе-

ния, снижение способности к обучению, снижение дол-

говременной памяти, нарушение ориентации в простран-

стве у животных при десинхронозе можно объяснить 

снижением уровня мелатонина, приводящего к отмене 

его эффектов на межнейрональную передачу импульсов 

в гиппокампе с участием ГАМК, дофамина, глутамата 

и повышением уровня кортизола, вызывающего атро-

фические изменения в нейронах гиппокампа.

Механизм депрессии адаптивного иммунитета при 

десинхронозе является многофакторным. Во-первых, 

имеет значение лимфоцитопения, снижение количе-

ства эффекторов гуморального и клеточного иммун-

ного ответа. Во-вторых, имеет значение дизрегуляция 

иммунного ответа в связи с уменьшением концентра-

ции в крови IL-4 и INF-γ. Снижение концентрации 

цитокинов в крови, с одной стороны, связано с угнете-

нием их продукции лимфоцитами вследствие уменьше-

ния количества последних, с другой – снижение кон-

центрации мелатонина в крови вносит вклад в ограни-

чение продукции цитокинов иммунокомпетентными 

клетками [7, 8]. В-третьих, изменения адаптивного 

иммунитета могут быть обусловлены отменой стиму-

лирующего влияния мелатонина на функциональную 

активность лимфоцитов, реализующегося через спец-

ифичные к нему рецепторы [17].

Полагаем, что изменения этологического ста-

туса при десинхронозе, в определенной мере, связаны 

с изменениями иммунного статуса. В настоящее время 

функция иммунной системы рассматривается вкупе 

с функцией нервной и эндокринной систем в составе 

многофункциональной, многокомпонентной ней-

ро-иммунно-эндокринной системы регуляции гомео-

стаза [18]. Установлено, что кора больших полушарий, 

базальные ядра, задние и передние гипоталамические 

поля, лимбическая система, ретикулярная форма-

ция, ядра шва, миндалевидный комплекс участвуют 

в регуляции иммунного ответа [19, 20]. ГАМК, серо-

тонин, дофамин, глутамат, бета-эндорфин, энкефа-

лины, цитомедины через взаимодействие со специфи-

ческими рецепторами на иммунокомпетентных клетках 

регулируют функциональную активность, пролифера-

цию и дифференцировку иммунокомпетентных клеток 

[21]. Медиаторы вегетативной нервной системы (адре-

налиналин, норадреналиналин, ацетилхолин) обла-

дают способностью модулировать иммунные реакции 

[17, 20]. Установлено регулирующее влияние иммун-

ной системы на синтез нейромедиаторов [22].

Анализ представленных данных позволяет сде-

лать заключение, что чувство тревоги, угнетение ори-
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ентировочно-исследовательской активности, сниже-

ние долговременной памяти, снижение способности 

к обучению, нарушение пространственной ориентации 

нарастают по мере снижения концентрации IL-4, сни-

жения концентрации INF-γ в периферической крови, 

депрессии Th1- и Th2-зависимого иммунного ответа. 

Большинство исследований нейро-иммунных вза-

имодействий проведены при инфекционных, ауто-

иммунных заболеваниях, травматических повреж-

дениях. Отмечено, что они реализуются преимуще-

ственно за счет гуморальных влияний [20, 22]. Клетки 

микроглиии астроциты являются основными иммун-

ными эффекторными клетками мозга и наряду с цито-

токсическими Т-клетками играют важную роль в ней-

рогенезе и формировании пространственной памяти 

[23]. В присутствии активирующего стимула клетки 

микроглии модулируют иммунный ответ, через секре-

цию фактора некроза опухоли-α (TNF-α), IL-1, IL-4,  

IL-6, INF-γ [19, 21, 24]. 

Эффекты цитокинов реализуются через рецепторы 

на астроцитах, олигодендроцитах, нейронах, эндоте-

лиальных клетках в ЦНС, что способствует нейроге-

неративным расстройствам, нарушению памяти, про-

цессов познания. В частности, повышение уровня 

TNF-α сопряжено с нейродегенеративными процес-

сами в гиппокампе через стимуляцию специфичных 

рецепторов TNFR1, что приводит к формированию 

депрессии. Введение IL-β непосредственно в дорсаль-

ную область гиппокампа приводит к нарушению памяти 

[24]. Повышение продукции IL-1β и TNF-α сглаживает 

суточный ритм поведенческой активности путем сни-

жения экспрессии мРНК для часовых генов, контроли-

рующих амплитуду ритмов активности [21]. Отмечено, 

что повышенный уровень в плазме IL-4 способствует 

улучшению пространственного обучения, а TNF-γ обла-

дает нейропротекторными свойствами по отношению 

к нейронам гиппокампа [21]. Цитокины изменяют пове-

денческие реакции путем снижения обратного захвата 

серотонина, снижения эксперессии рецептора серото-

нина 1А, снижения синтеза и обратного захвата дофа-

мина, стимуляции высвобождения глутамата и умень-

шения его обратного захвата, что приводит к эксайто-

токсичности и снижению производства трофических 

факторов [19]. IL-1ß и -α активируют стресс-реализу-

ющую систему. IL-1ß непосредственно воздействует на 

нейросекреторные клетки гипоталамуса, стимулируя 

выработку кортиколиберина, что в последующем при-

водит к повышению концентрации кортизола в пери-

ферической крови.

Источником цитокинов в головном мозге могут 

быть периферические клетки иммунной системы 

(моноциты, макрофаги, Th17 и другие Т-клетки) [18]. 

Воздействие цитокинов на нервные клетки обеспечи-

вается, во-первых, активным транспортом цитокинов 

через гематоэнцефалический барьер, во-вторых, пере-

дачей цитокиновых сигналов через афферентные нерв-

ные волокна, в частности блуждающего нерва, в-тре-

тьих, эффектами цитокинов in situ [19]. Цитокины 

способны повышать собственное проникновение 

в ЦНС через увеличение проницаемости гематоэн-

цефалического барьера (ГЭБ) [17]. Активированные 

Т-лимфоциты мигрируют через ГЭБ, секретируют 

цитокины регулирующие нейрогенез в гиппокамппе 

и молекулярно-клеточные механизмы, ответственные 

за процессы обучения, памяти и познания [20].

Заключение

 При экспериментальном десинхронозе в усло-

виях круглосуточного люминесцентного освеще-

ния в динамике 10-30 сут наблюдений снижается 

концентрация в крови IL-4 и TNF-γ, концентрация 

кортизола повышается, а мелатонина снижается, 

появляются признаки тревоги, угнетения ориенти-

ровочно-исследовательского поведения, ухудше-

ния долговременной памяти и способности к обу-

чению, нарушения пространственной ориентации. 

Изменения этологического и иммунного статуса при 

экспериментальном десинхронозе в условиях люми-

несцентного освещения прогрессируют по мере сни-

жения концентрации мелатонина и повышения кон-

центрации кортизола в крови.
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Фефелов А.А.1, Цыбиков Н.Н.2, Терешков П.П.2, Фефелова Е.В.2

Системные и локальные иммунологические эффекты плазмолифтинга  

в модели экспериментального пародонтита у крыс
1 ГАУЗ «Краевая стоматологическая поликлиника», 

672027, Чита, Россия, ул. Угданская, д. 8;
2 ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия», 

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

Введение. Выяснение механизмов, ответственных за восстановление иммунного ответа при проведении плазмолифтинга 

у больных, страдающих хроническим пародонтитом, позволит профилактировать и раннее развитие атеросклероза, и ревма-

тоидного артрита, и ряда других патологических процессов, имеющих сходное с пародонтитом основное звено патогенеза. 

Цель: оценка системных и локальных иммунологических эффектов плазмолифтинга в модели экспериментального паро-

донтита у крыс. 

Методика. У самцов крыс Wistar (возраст 18–20 нед, начальная масса тела 200,0±31,5 г.) моделировали эксперименталь-

ный пародонтит путем отслойки десны концом копьевидного скальпеля (№ 11) в сочетании с инъекциями 10% раствора 

этилового спирта с 0,25% раствором новокаином в течении 7 сут. Сформированы 4 группы по 10 особей в каждой: одна 

контрольная группа и 3 опытные: 1-я опытная группа –животные с экспериментальным пародонтитом, не получающие 

терапии; 2-я – крысы с экспериментальным пародонтитом, получающие инъекции плазмы. Плазму, в объеме 50 мкл, вво-

дили микрошприцем локально в область альвеолярной кости, на 2 мм ниже десневого края, между правой стороной 1-го 

и 2-го моляров верхней челюсти (3 инъекции через 3 сут каждая); 3-я группа – животные с индуцированным пародонти-

том, леченные пленками фирмы «Диплен» с активными действующими компонентами «Метронидазолом» и «Хлоргекси-

дином» (курс процедур составил 10 сут).

Результаты. На 10-е сут индуцированного пародонтита клинически и гистологически регистрировался воспалительный 

процесс, сопровождающийся резким подъемом уровня цитокинов, более выраженным в гомогенатах тканей. Применение 

процедуры плазмолифтинга, а также стандартной терапии проявлялось уменьшением фибринозных наложений, санацией 

пародонтального кармана, формированием вторичного пародонтального прикрепления. Отмечалось ограничение зоны 

инфильтрации, снижался уровень цитокинов. При этом, терапевтический эффект плазмолифтинга был более выраженным.

Заключение. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что плазмолифтинг не только снижает местную воспали-

тельную реакцию тканей при экспериментальном пародонтите, но и уменьшает напряженность системного воспалитель-

ного процесса.

Ключевые слова: экспериментальный пародонтит; плазмолифтинг; цитокины; системный и локальный иммунный ответ
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Systemic and local immunological effects of plasmolifting in a rat model of periodontitis
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Introduction. Elucidation of the mechanisms that contribute to restoration of the immune response following plasmolifting in 

patients with chronic periodontitis will allow prevention of early atherosclerosis, rheumatoid arthritis, and other pathological pro-

cesses that share the main pathogenetic component with periodontitis. 

Aim: evaluating systemic and local immune effects of plasmolifting in a rat model of periodontitis. 

Methods. Experimental periodontitis was induced in male Wistar rats aged 18-20 weeks and weighing 200.0±31.5 g at baseline. 

Periodontitis was modeled by detaching the gums with a spear-headed scalpel tip (sz. 11) in combination with injections of 10% 

ethanol with 0.25% Novocain for 7 days. Four groups (a control group and 3 experimental groups) of 10 rats each were used: group 

1, rats with experimental periodontitis not receiving therapy; group 2, rats with experimental periodontitis injected with plasma 

(three 50-μl microinjections every third day, locally, into the alveolar bone area, 2 mm below the gingival margin between the 

right side of the maxillary first and second molars); group 3, rats with experimental periodontitis treated by application of Diplen 

films with metronidazole and chlorhexidine active ingredients for 10 days. 

Results. On day 10 of experimental periodontitis, the inflammatory process was clinically and histologically detected. The inflam-

mation was associated with a sharp increase in cytokines that was more pronounced in tissue homogenates. The use of the plas-

molifting procedure as well as a standard therapy was manifested by a decrease in fibrin deposits, sanitation of the periodontal 

pocket, and formation of a secondary periodontal attachment. A restriction of the infiltration zone, and a decrease in cytokines 

were noted. Also, the therapeutic effect of plasmolifting was more pronounced. 

Conclusions. Experimental periodontitis is accompanied by the clinical and morphological picture of inflammation and increases 

in concentrations of both pro- and anti-inflammatory cytokines, that are more pronounced in tissue homogenates. Plasmolifting 

not only reduces the local inflammatory response of tissues to experimental periodontitis, but also alleviates the intensity of the 

systemic inflammatory process. However, none of the therapies provided achievement of the intact animal status.
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Хронический пародонтит считается остеоиммун-

ным заболеванием полости рта, клинически прояв-

ляющимся поражением пародонтального аппарата 

зуба, с прогрессирующей деструкцией и потерей 

зубов [1]. Показано, что и хронический воспалитель-

ный процесс, и агрессивное течение заболевания обу-

словлены извращенной иммунологической реакцией 

[2]. Поэтому необходимым компонентом в составе 

комплексного пародонтологического лечения мно-

гие авторы называют коррекцию местного и общего 

иммунитета у больных хроническим пародонтитом [3].

Основная цель нехирургического лечения пародон-

тита состоит не только в достижении длительного кон-

троля над воспалительным процессом, но и восстанов-

https://orcid.org/0000-0002-1272-5610
http://orcid.org/0000-0002-0975-2351
http://orcid.org/0000-0002-8601-3499
http://orcid.org/0000-0002-0724-0352
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ление тканей пародонта, за счет формирования нового 

соединительнотканного прикрепления [4].

Knighton D.R. и соавторы в 1986 г. показали эффек-

тивность использования тромбоцитарной массы для 

лечения труднозаживающих кожных язв [5]. Это легло 

в основу лечения плазмой, содержащей тромбоциты 

(PRP). Однако, кроме тромбоцитов, плазма содержит 

лейкоциты, огромное количество биологически актив-

ных веществ, в том числе и факторов роста регулирую-

щих пролиферацию, адгезию, миграцию и клеточную 

дифференцировку ряда клеток пародонта [6].

Выяснение механизмов, ответственных за восста-

новление иммунного ответа при проведении плазмо-

лифтинга у больных, страдающих хроническим паро-

донтитом, относится к первоочередной задаче, так как 

позволит профилактировать и раннее развитие атеро-

склероза, и ревматоидного артрита, и других патоло-

гических процессов, имеющих сходное с пародонти-

том основное звено патогенеза.

Цель исследования: оценить системные и локаль-

ные иммунологические эффекты плазмолифтинга 

в модели экспериментального пародонтита у крыс.

Методика

У самцов крыс Wistar в возрасте 18–20 нед (началь-

ная средняя масса 200,0±31,5) моделировали пародон-

тит. Животные находились в условиях 12-часового цикла 

свет-темнота при 23 ± 3 0C и свободном доступе к пище 

и воде. Эксперимент проводился в соответствии с наци-

ональными рекомендациями для ухода и использования 

лабораторных животных. Исследование одобрено этиче-

ским Комитетом ФГБОУ ВО «Читинская государствен-

ная медицинская академия».

Были сформированы 4 группы по 10 особей 

в каждой: одна контрольная группа и 3 опытные:

В 1-ю опытную группу были включены животные 

с экспериментальным пародонтитом, не получающие 

терапии. 2-ю – крысы с экспериментальным пародон-

титом, получающие инъекции плазмы (3 инъекции 

через 3 сут каждая). У животных брали кровь из под-

ключичной вены в количестве 1 мл, с последующим 

центрифугированием 10 мин при 1500 об/мин и полу-

чением плазмы, содержащей тромбоциты. Плазму, 

в объеме 50 мкл, вводили, используя микрошприц, 

локально в область альвеолярной кости, на 2 мм ниже 

десневого края между правой стороной первого и вто-

рого моляров верхней челюсти. Группа 3-я – животные 

с индуцированным пародонтитом, леченным пленками 

фирмы «Диплен» с активными действующими компо-

нентами «Метронидазолом» и «Хлоргексидином» (курс 

процедур 10 сут).

Для исключения влияния стресса, вызванного про-

цедурой взятия крови или введения плазмы, у живот-

ных контрольной группы, 2-й и 3-й опытных групп 

была взята кровь, а в пародонт  инъецировали физио-

логический раствор с использованием той же техники 

и дозировки, что и у крыс 2-й опытной группы.

Пародонтит моделировали путем отслойки десны 

концом копьевидного скальпеля (№ 11) в сочетании 

с инъекциями 10% раствора этилового спирта с 0,25% 

раствором новокаина в течении 7 сут [7].

Состояние пародонта оценивали в баллах:

0 – здоровая десна;

1 балл – воспаление легкой степени тяжести, 

сопровождающееся небольшим отеком, незначитель-

ным изменением цвета и отсутствием кровотечения 

при зондировании;

2 балла – воспаление средней степени тяжести, 

проявляющееся отеком, шелушением и покраснением, 

а также кровоточивостью при зондировании;

3 балла – воспаление тяжелой степени с выра-

женной гиперемией, наличием язв и отека пародонта, 

а также сильного кровотечения при зондировании.

Ткани экспериментальных животных использова-

лись для оценки уровня цитокинов в гомогенатах тка-

ней , а также для проведения гистологического и имму-

ногистохимического исследования. Для приготовления 

парафиновых срезов ткани после фиксации в 4% фор-

мальдегиде (pH 7,5) декальцинировали в 0,5 М растворе 

ЭДТА-Na (рН 7,5–8,0) в течении 4 нед и после стандарт-

ной обработки заливали в парафин и готовили срезы на 

уровне резцов обеих челюстей, окрашивали гематокси-

лин-эозином. или Для иммуногистохимического иссде-

дования применяли стрептавидин-биотин-перокси-

дазный метод [8] с использованием кроличьих моно-

клональных антител (SP7) (abcam, 16669, Кембридж, 

Великобритания) в разведении 1:100.

Оценка гистологической картины воспалительного 

процесса в пародонте также осуществлялась в баллах:

Оценка Степень поражения

0 баллов Отсутствуют признаки воспаления

1 балл Отмечается лишь незначительная гиперплазия 

десневого эпителия и воспалительная клеточная 

инфильтрация.

2 балла Присутствует легкая гиперплазия десневого  

эпителия, отек, воспалительная клеточная  

инфильтрация, небольшое нарушение  

пародонтальной связки.

3 балла Регистрируются эрозии и изъязвления десневого 

эпителия, умеренная инфильтрация тканей  

пародонта воспалительными клетками.

4 балла Наблюдаются эрозии и изъязвления десневого 

эпителия, сильная воспалительная реакция.
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Для оценки уровня цитокинов, забранные образцы 

тканей взвешивали, добавляли к ним фосфатный буфер 

в соотношении 1:10, затем гомогенизировали ультраз-

вуком и центрифугировали 10 мин при 3000 об/мин. 

Супернатант хранили при температуре -80 0С.

Концентрации цитокинов (IL 1β, IL 17α, 

IL 10, IL 6, TNFα, INFγ) определяли в сыворотке крови 

и гомогенатах тканей пародонта с помощью системы 

мультиплексного анализа «Rat Inflammation Panel» соот-

ветствующих аналитов для крыс («Biolegend» (США).

Статистическая обработка результатов проводи-

лась с использованием однофакторного дисперсион-

ного анализа Крускал-Уолисса. Результаты в табли-

цах представлены как медиана (Мe) и (25; 75) про-

центиль. Статистическую значимость различий между 

группами (р) оценивали при помощи попарных срав-

нений Двасса-Стила-Кричлоу-Флигнера. Значимыми 

считали данные при количественной характеристике 

случайностей (р-значение) не более 0,05.

Результаты 

В контрольной группе животных отсутствовали как 

клинические проявления пародонтита, так и гистологи-

ческие признаки воспаления в тканях пародонта (рис. 1).

В 1-е сут индуцированного пародонтита ткани 

полости рта экспериментальных групп сохраняли здо-

ровый вид, гладкую консистенцию и светло-розовый 

цвет. Свободный край десны имел четкий, повторяю-

щий цементно-эмалевое соединение соседних зубов, 

контур, а прикрепленная десна была прочно соеди-

нена с подлежащими структурами. На 10-е сут в месте 

хронической механической травмы пародонт приоб-

рел цианотичный оттенок, со значительным отеком 

в очаге повреждения. Свободный край десны при этом 

приобрел неровные очертания, между зубами появи-

лись остатки пищи.

Гистологическая картина соответствовала клини-

ческой – отмечалось наличие пародонтального кар-

мана, выраженная инфильтрация тканей лейкоцитами, 

макрофагами, фибробластами. Обращало внимание 

утолщение слоя эпителия десны, разрушение перио-

донта и резорбция костных балок альвеол (рис. 2).

Применение процедуры плазмолифтинга, а также 

стандартной терапии проявлялось уменьшением 

фибринозных наложений, санацией пародонтального 

кармана, формированием вторичного пародонтального 

прикрепления. Отмечалось ограничение зоны инфиль-

трации [9]. Однако терапевтический эффект плазмо-

лифтинга был более выраженным (табл. 1).

Для оценки изменения системной воспалительной 

реакции нами проводилась оценка уровней про- и про-

тивовоспалительных цитокинов в сыворотке крови 

(табл. 2) и гомогенатах ткани (табл. 3).

Показатели биологически активных веществ 

в сыворотке крови и гомогенатах тканей у интактных 

животных в целом совпадают. При развитии патоло-

гического процесса уровень изучаемых веществ зна-

чимо растет, причем в тканях он превышает показа-

тели сыворотки крови. Так, максимальный рост как 

в сыворотке крови, так и тканях зафиксирован со 

Рис. 1. Пародонт 1-е сут эксперимента. Окраска гематоксилин-эозином; ув. 400. Фото автора.

Fig. 1. Periodontium on the 1st day of the experiment. Hematoxylin-eosin staining; magnification 400. Author’s photo.
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Рис. 2. Пародонт на 10-е сут эксперимента. Окраска гематоксилин-эозином; ув. 400.

Fig. 2. Periodontium on the 10th day of the experiment. Hematoxylin-eosin staining; magnification 400.

Таблица 1/Table 1

Оценка воспалительного процесса у крыс с индуцированным пародонтитом на фоне терапии

Evaluation of the inflammatory process in rats with induced periodontitis during therapy

Показатели/группы

Indicators, groups

Клиническая оценка воспа-

лительного процесса, баллы

Clinical assessment of the in-

flammatory process, scores

Подвижность  

зубов, баллы

Tooth mobility, 

scores

Гистологическая оценка воспали-

тельного процесса, баллы

Histologic evaluation of the  

inflammatory process, scores

Контрольная группа

Control group

0±0 0±0 0±0

1-я опытная группа

1st experimental group

2,89±0,61

p1=0,016

1,82±0,20

p1=0,016

2,95±0,22

p1=0,015

2-я опытная группа до начала терапии

2nd experimental group before therapy

2,90±0,57

p1=0,016

1,82±0,21

p1=0,016

2,97±0,20

p1=0,016

2-я опытная группа через 10 сут от начала  

терапии

2nd experimental group after 10 days from the 

beginning of therapy

0,19±0,13

p1=0,011

p3=0,005

0,79±0,52

p1=0,011

p3=0,005

1,05±0,32

p1=0,01

p3=0,005

3-я опытная группа до начала терапии

3rd experimental group before therapy

2,87±0,67

p1=0,016

1,85±0,23

p1=0,016

2,31±0,21

p1=0,016

3-я опытная группа через 10 сут от начала  

терапии

3rd experimental group after 10 days from the 

beginning of therapy

1,88±0,22

p1=0,012

p2=0,003

p3=0,016

1,51±0,17

p1=0,013

p2=0,008

p3=0,076

1,46±0,23

p1=0,011

p2=0,084

p3=0,007

Тест Крускал-Уоллиса Χ2=40,1, р<0,001 Χ2=37,1, 

р<0,001

Χ2=40,7, р<0,001

Примечание. p1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой контроля, p2 – по сравнению с группой живот-

ных с экспериментальным пародонтитом, получающих плазмолифтинг, p3 – по сравнению с началом и окончанием терапии.

Note. p1 – the level of statistical significance of differences compared with the control group, p2 – compared with the group of animals with experi-

mental periodontitis receiving plasmolifting, p3 – compared with the beginning and end of therapy.
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стороны TNFα – в 163 (р=0,0001) и 479 (р=0,0001) 

раз, IFN γ – в 167 (р=0,0001) и 200 раз (р=0,0001), 

IL 1β – в 61 (р=0,0001) и 440 раз (р=0,0001), IL 10 – 

в 53 (р=0,00001) и 330 (р=0,0001), IL 17α – в 47 (р=0,0001) 

и 75 раз (р=0,001) соответственно. Содержание 

IL 6 также возросло в сыворотке крови – в 11,6 раз 

(р=0,0001) и в 40 раз в тканях крыс с индуцированным 

пародонтитом (р=0,0001). Полученные данные свиде-

тельствуют о превалировании местных признаков вос-

паления над системными у крыс с индуцированным 

пародонтитом. Однако, высокие показатели цитоки-

нов в кровотоке являются не просто свидетелями типо-

вого патологического процесса, а мощными стимуля-

торами иммунного ответа, факторами, вызывающими 

повреждение эндотелия, индукторами коагуляционных 

каскадов, активаторами апоптоза и т.д., что в результате 

может привести к полиорганному поражению [11-12].

Обсуждение

На фоне проводимой терапии наблюдается сниже-

ние концентрации изучаемых веществ одновременно 

и в сыворотке крови, и гомогенатах тканей. Однако 

ни один вид терапии не сопровождается достиже-

нием цифр интактных животных, что свидетельствует 

о наличии не разрешившегося воспалительного про-

цесса. Более выраженное снижение уровней цитоки-

нов отмечено при лечении экспериментальных живот-

ных методом плазмолифтинга.

J. Hudgens  и соавт. в 2016 г. продемонстрировали, 

что в богатой тромбоцитами плазме из 34 проанали-

зированных ими белков, играющих роль в процессе 

воспаления, 26 имели значительно более высокий 

уровень, включая CCL2, CCL20, CXCL5, IL1α, IL1β, 

IL6, IL10, PDGF-AA и TNFα [10].  S. Luo и соавт. убе-

Таблица 2/Table 2

Оценка уровней цитокинов в сыворотке крови у крыс с индуцированным пародонтитом на фоне терапии

Assessment of serum cytokine levels in rats with induced periodontitis during therapy

Показатели/группы

Indicators, groups

IL 1 β, пг/мл

IL 1 β, pg/mL

IL 6, пг/мл

IL 6 β, pg/mL

IL 10, пг/мл

IL 10, pg/mL

IL 17α, пг/мл

IL 17α pg/mL

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/mL

IFN γ, пг/мл

pg/mL

Контрольная группа

Control group

23,8

(22,8;24,7)

191,0

(167,0;204,4)

37,8

(34,9; 39,1)

25,2

(21,3;35,9)

11,9

(11,2;12,5)

11,1

(10,3;11,6)

1-я опытная группа  

в начале эксперимента

1st experimental group at the 

beginning of the experiment

1460,0

(1005,0;3488,1)

p1=0,0001

2208,1

(1451,1;2851,1)

p1=0,0001

2010,0

(806,0; 4492,0)

p1=0,0001

1205,1

(898,1; 1883,2)

p1=0,0001

1948,2

(1733,0; 2677,1)

p1=0,0001

1862,4

(1589,6; 

2310,6)

p1=0,0001

1-я опытная группа  

через 10 сут. от начала  

эксперимента

1st experimental group  

after 10 days from the  

beginning of the experiment

1399,0

(986,3;3488,1)

p1=0,0001

p3=0,9

2111,1

(1352,1;2981,1)

p1=0,0001

p3=0,89

1987,0

(815,01 3297,0)

p1=0,0001

p3=0,88

1186,1

(908,1; 2133,4)

1=0,0001

3=0,9

1762,6

(1234,0; 2985,1)

1=0,0001

3=0,8

1635,4

(1432,6; 

2516,7)

1=0,0001

3=0,8

2-я опытная группа  

через 10 сут. от начала  

терапии

2nd experimental group  

after 10 days  

from the beginning of therapy

57,3

(38,8;67,2)

p1=0,0001

p3=0,0001

244,0

(225,0; 250,0)

p1=0,0001

p3=0,0001

40,7

(39,4;50,9)

p1=0,01

p3=0,0001

49,2

(43,6;51,4)

p1=0,0001

p3=0,0001

41,8

(29,9;51,0)

p1=0,0001

p3=0,0001

38,9

(26,3;50,8)

p1=0,0001

p3=0,0001

3-я опытная группа  

через 10 сут от начала  

терапии

3rd experimental group  

after 10 days  

from the beginning of therapy

223,0

(169,0; 307,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

257,0

(242,0; 279,0)

p1=0,0001

p2=0,064

p3=0,002

115,0

(99,0; 157,0)

p1=0,014

p2=0,0001

p3=0,02

202,0

(179,0; 230,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,003

173

(104,0; 237,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

137,0

(73,7; 182,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

Тест Крускал-Уоллиса

Kruskal-Wallis test

Χ2=72,3 

р<0,001

Χ2=68,2 

р<0,001

Χ2=68,4 

р<0,001

Χ2=72,0 

р<0,001

Χ2=74,0 

р<0,001

Χ2=72,0 

р<0,001

Примечание. p1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой контроля, p2 – по сравнению с группой живот-

ных с экспериментальным пародонтитом, получающих плазмолифтинг, p3 – по сравнению с началом и окончанием терапии.

Note. p1 – the level of statistical significance of differences compared with the control group, p2 – compared with the group of animals with experi-

mental periodontitis receiving plasmolifting, p3 – compared with the beginning and end of therapy.
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дительно продемонстрировали, что введение в зону 

воспаления тромбоцитов, уменьшает выраженность 

воспалительный процесс [13]. Известно, что число 

тромбоцитов в богатой тромбоцитами плазме может 

превышать 3 000 000 в 1 мкл, при этом их количество 

в периферической крови составляет в среднем 550 тыс. 

в 1 мкл [14]. Белые кровяные тельца в системном вос-

палительном процессе выступают как посредники 

между сосудистой системой, гемостазом и иммунной 

системой, снижая степень его выраженности.

Таким образом, полученные нами данные свиде-

тельствуют о том, что плазмолифтинг не только осла-

бляет местную воспалительную реакцию тканей при 

экспериментальном пародонтите, но и снижает напря-

женность системного воспалительного процесса.

Выводы

1. Индуцированный пародонтит сопровождается 

развитием клинической и морфологической картины 

воспаления, а также ростом концентраций цитокинов 

– как про-, так и противовоспалительных биологиче-

ски активных веществ, более выраженным в гомоге-

натах тканей.

2. Проводимая терапия приводит к снижению кли-

нической картины воспаления, уменьшению напряжен-

ности и локального, и системного иммунного статуса, 

Таблица 3 / Table 3

Оценка уровней цитокинов в гомогенатах ткани крыс с индуцированным пародонтитом на фоне терапии

Evaluation of cytokine levels in tissue homogenates of rats with induced periodontitis during therapy

Показатели, группы

Indicators, groups

IL 1 β, пг/мл

IL 1 β, pg/mL

IL 6, пг/мл

IL 6 β, pg/mL

IL 10, пг/мл

IL 10, pg/mL

IL 17α, пг/мл

IL 17α pg/mL

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/mL

IFN γ, пг/мл

pg/mL

Контрольная группа

Control group

22,4

(21,2;23,7)

207,0

(199,0;214,0)

38,0

(34,9;40,2)

41,4

(36,8;46,0)

11,7

(11,0;12,1)

10,6

(8,62;11,6)

1-я опытная группа  

в начале эксперимента

1st experimental group  

at the beginning  

of the experiment

9870,0

(5710,0;15800,0)

p1=0,0001

7920,1

(5230,0;11610,0)

p1=0,0001

12670,0

(7770,0;34400,0)

p1=0,0001

3110,0

(2430,0;4170,0)

p1=0,0001

5600,0

(4930,0;6020,0)

p1=0,0001

2080,0

(1480,0;6020,0)

p1=0,0001

1-я опытная группа  

через 10 сут. от начала 

эксперимента

1st experimental group  

after 10 days from  

the beginning  

of the experiment

10090,0

(5891,0;14832,0)

p1=0,0001

p3=0,9

8090,1

(5671,0;12038,1)

p1=0,0001

p3=0,89

13000,0

(8190,1;29976,0)

p1=0,0001

p3=0,88

3120,1

(2514,1;4356,0)

p1=0,0001

p3=0,9

5680,2

(5092,2;6212,2)

p1=0,0001

p3=0,8

2100,3

(1345,3; 7103,3)

p1=0,0001

p3=0,8

2-я опытная группа  

через 10 сут. от начала 

терапии

2nd experimental group  

after 10 days f 

rom the beginning  

of therapy

67,0

(52,4;96,0)

p1=0,0001

p3=0,0001

239,0

(232,0; 257,0)

p1=0,0001

p3=0,0001

40,5

(38,5;46,7)

p1=0,04

p3=0,0001

49,8

(47,2;52,4)

p1=0,0001

p3=0,0001

46,3

(34,6;62,8)

p1=0,0001

p3=0,0001

32,3

(24,7;49,3)

p1=0,0001

p3=0,0001

3-я опытная группа  

через 10 сут от начала 

терапии

3rd experimental group  

after 10 days  

from the beginning  

of therapy

215,0

(154,0; 342,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

261,0

(251,0; 409,0)

p1=0,0001

p2=0,064

p3=0,005

156,0

(107,0; 153,0)

p1=0,037

p2=0,0001

p3=0,02

202,0

(182,0; 237,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,003

174,0

(92,1; 257,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

130,0

(77,9; 145,0)

p1=0,0001

p2=0,0001

p3=0,001

Тест Крускал-Уоллиса

Kruskal-Wallis test

Χ2=73,7 

р<0,001

Χ2=65,8 

р<0,001

Χ2=68,2 

р<0,001

Χ2=68,7 

р<0,001

Χ2=71,6 

р<0,001

Χ2=69,9 

р<0,001

Примечание. p1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с группой контроля, p2 – по сравнению с группой живот-

ных с экспериментальным пародонтитом, получающих плазмолифтинг, p3 – по сравнению с началом и окончанием терапии.

Note. p1 – the level of statistical significance of differences compared with the control group, p2 – compared with the group of animals with experi-

mental periodontitis receiving plasmolifting, p3 – compared with the beginning and end of therapy.
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проявляющееся снижением концентрации изучаемых 

веществ одновременно и в сыворотке крови и в гомоге-

натах тканей. Однако, ни один из видов терапии не обе-

спечивал достижения статуса интактных животных.
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Изучение цитотоксичных свойств  

неокисленных и окисленных бисретиноидов липофусциновых гранул  

в клетках ретинального пигментного эпителия
1ФГБУН «Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля», РАН, 

119334, Москва, Россия, ул. Косыгина, д. 4;
2ФГАУ МНТК «Микрохирургия глаза» им. С.Н. Федорова, 

127486, Москва, Россия, Бескудниковский бульвар, д. 59 а;
3ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», 

119234, Москва, Россия, Ленинские горы, д. 1

Введение. Липофусциновые гранулы (ЛГ) в клетках ретинального пигментного эпителия (РПЭ) глаза человека содержат 

бисретиноиды – флуорофоры, способные при поглощении видимого света генерировать активные формы кислорода с 

образованием, в конечном итоге, окисленных продуктов (окси-БисРет). В состав окси-БисРет входят альдегиды и кетоны, 

способные диффундировать из ЛГ в цитоплазму клетки РПЭ и оказывать на неё токсическое действие уже в отсутствие света.

Цель исследования – изучение механизмов развития апоптоза при цитотоксическом воздействии активных соединений, 

входящих в составе ЛГ на клетки РПЭ после их облучения видимым светом и последующей темновой адаптации.

Методика. Были проведены эксперименты по исследованию цитотоксичных свойств окси-БисРет в темновых условиях с 

использованием клеточной культуры АРПЭ-19, нагруженной ЛГ. Для поставленной цели применяли следующие методы – 

определение жизнеспособности, МТТ-тест, ДНК-кометы, флуоресцентный анализ, ВЭЖХ-анализ, проведение иммуногисто-

химии (апоптоз: каспаза7, каспаза8, ВАХ).

Результаты. Сравнительный анализ исходных и предварительно облученных видимым светом образцов показал, что в 

обоих случаях в клетках РПЭ после темновой адаптации в течение 4 сут запускается апоптоз. Он проходит как по митохон-

дриальному, так и по каспазному пути, однако в случае предварительно облученных образцов с более высоким содержа-

нием окси-БисРет этот процесс проходит заметно интенсивнее.

Заключение. Таким образом, можно предположить, что окси-БисРет оказывают цитотоксическое воздействие на клетку 

РПЭ в отсутствие света и могут рассматриваться как усугубляющий фактор прогрессирования возрастной макулярной 

дегенерации.

Ключевые слова: липофусциновые гранулы; культура клеток АРПЭ-19; бисретиноиды; продукты фотооксиления и 

фотодеградации бисретиноидов; апоптоз
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capable of generating reactive oxygen species upon absorption of visible light, and this results ultimately in the formation of oxi-

dized products (oxy-BisRet). Oxy-BisRet contains aldehydes and ketones, which can diffuse from the LG into the RPE cell cytoplasm 

and there have a toxic effect, even in the absence of light.

The aim of this study was to determine the mechanisms of apoptosis that results from the cytotoxic effect of active compounds 

included into LG on RPE cells following their irradiation with visible light and subsequent dark adaptation.

Methods. Experiments were carried out to study the cytotoxic properties of oxy-BisRet under dark conditions by using cultured 

ARPE-19 cells loaded with LG. The following methods were used: determination of viability, MTT test, DNA comets, fluorescent 

analysis, HPLC analysis, immunohistochemistry for apoptosis, caspase 7, caspase 8, and BAX.

Results. A comparative analysis of the control samples and those pre-irradiated with visible light showed that in both cases, apop-

tosis was triggered in RPE cells after dark adaptation within 4 days. Apoptosis took either the mitochondrial or caspase pathways; 

however, in pre-irradiated samples with a higher content of oxy-BisRet, this process was noticeably more intense.

Conclusion. Thus, oxy-BisRet has a cytotoxic effect on RPE cells in the absence of light and can be considered an aggravating 
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Введение

Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) явля-

ется одним из наиболее распространенных заболева-

ний среди пожилых людей [1]. Одним из маркеров раз-

вития патологии сетчатки, ВМД в том числе, является 

более интенсивное накопление липофусциновых гра-

нул (ЛГ) в клетках ретинального пигментного эпителия 

(РПЭ) по сравнению с нормой [2‒4]. ЛГ являются про-

дуктами неполной лизосомальной деградации облом-

ков наружных сегментов палочек сетчатки (НСП) [5]. 

В состав ЛГ входят бисретиноиды (БисРет) – продукты 

модификации полностью-транс-ретиналя (ПТР) [6]. 

Наиболее изученным из них является N-ретинилиден-

N-ретинилэтаноламин (А2Е) [7]. БисРет в ЛГ являются 

фотоиндуцируемыми генераторами активных форм 

mailto:lina.invers@gmail.com
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кислорода (АФК) [8], которые, в свою очередь, могут 

окислять БисРет (окси-БисРет) с образованием высоко 

реактивных альдегидов и кетонов [9, 10]. Окси-БисРет 

обладают гидрофильными и амфифильными свой-

ствами, что позволяет им диффундировать через мем-

брану ЛГ в цитоплазму клетки РПЭ [11]. Поскольку 

карбонильные продукты являются долгоживущими, 

они могут прочно связываться с долгоживущими бел-

ками, такими как коллаген [12] или гемоглобин [13], 

что приводит к образованию конечных продуктов 

гликирования, которые могут активировать воспали-

тельные процессы. Результаты наших экспериментов 

in vitro [14‒15] показали, что водорастворимые карбо-

нильные продукты, образующиеся при фотоокислении 

БисРет, приводят к образованию модифицированных 

белков. Этот факт указывает на то, что окси-БисРет 

могут приводить к повреждению клеточных структур 

и, в конечном итоге, к гибели клетки РПЭ. Ранее нами 

было показано, что после воздействия света на клетки 

АРПЭ-19 с ЛГ и последующей темновой адаптацией 

происходит их гибель [16]. Можно предположить, что 

одним из механизмов клеточной гибели является раз-

витие апоптоза. Известно 2 основных пути развития 

апоптоза клеток РПЭ – митохондриальный и каспаз-

ный.

 Целью данной работы было выяснение механиз-

мов цитотоксического воздействия окси-БисРет на 

клетку РПЭ. Эксперименты проводили с использова-

нием клеточной культуры АРПЭ-19, нагруженной ЛГ, 

полученных из клеток РПЭ кадаверных глаз человека. 

Для выяснения механизма развития апоптоза в каче-

стве стандартных маркеров каспазного пути исполь-

зовали каспазы 7 (экзекуторная) и 8 (инициирующая), 

а митохондриального – BАХ [17].

Методика

Реактивы. В работе были использованы реак-

тивы производства «Sigma-Aldrich», «Fluka», 

«Компонент-реактив». Для высокоэффектив-

ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) исполь-

зовали растворители производства «Sigma-

Aldrich» и «Fluka» хроматографической чистоты. 

Для культивирования клеток использовали реак-

тивы «Thermo Fisher Scientific» и культуральный пла-

стик «Corning». Для проведения иммуногистохими-

ческого анализа использовали реактивы «Abcam», 

МТТ-тест производитель компания «ПанЭко»  

для электронно-сканирующей микроскопии «SPI».

Материал. Кадаверные глаза человека были полу-

чены Глазным тканевым банком ФГАУ«НМИЦ«МНТК 

«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова» 

от доноров из танатологических отделений московского 

бюро судебно-медицинской экспертизы на основании 

действующего договора между московским бюро судеб-

но-медицинской экспертизы и ФГАУ НМИЦ МНТК 

«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова», 

а также договора о научном сотрудничестве между 

ИБХФ РАН и ФГАУ НМИЦ МНТК «Микрохирургия 

глаза» им. акад. С.Н. Федорова» [18]. На данное иссле-

дование было получено одобрение со стороны локаль-

ного этического комитета. Все исследования выполня-

лись по международным правилам работы с биомате-

риалом людей. Кадаверные глаза человека поступали 

на исследованияне позднее 10 ч после смерти донора 

после удаления роговицы для трансплантации. Каждый 

кадаверный глаз подвергался вскрытию офтальмоло-

гом. После удаления хрусталика, стекловидного тела 

и сетчатки  проводилось детальное описание глазного 

дна. Анализ и скрининговый отбор донорского мате-

риала проводили по клиническим, половым и возраст-

ным признакам. Исследование образцов проводили при 

приглушенном освещении.

Выделение липофусциновых гранул и получение хло-

роформных экстрактов бисретиноидов и их произво-

дных. ЛГ были выделены из РПЭ 100 кадаверных 

глаз доноров (возраст 50‒75 лет) без признаков пато-

логии согласно методике, описанной в работе [19] 

и суспендированы в растворе 0.1 М К-фосфатного 

буфера, рН=7.3. Концентрацию гранул определяли 

по стандартной методике в камере Горяева. Исходная 

концентрация гранул составляла 3 × 108 гранул/мл. 

Содержание продуктов фотоокисления и фотодеграда-

ции бисретиноидов контролировали с помощью высо-

коэффективной жидкостной хроматографии.

Приготовление хлороформных экстрактов из ЛГ. 

Бисретиноиды и их производные экстрагировали из ЛГ 

по методу Фолча смесью хлороформ – метанол (1:1) 

[20]. К суспензии ЛГ добавляли 2-кратный избыток 

смеси хлороформ: метанол (2:1 v/v). Смесь переме-

шивали на электрической мешалке в течение 2 мин 

и инкубировали 10 мин при 4 °С. Смесь центрифуги-

ровали при 680 g в течение 10 мин при 4° C. Нижнюю 

фазу хлороформа отбирали шприцем, переносили 

в колбу и упаривали с помощью вакуумного насоса 

(Vacuubrand MZ 2CNT + AK + M + D, Германия). 

Для дальнейшего хроматографического анализа каж-

дый высушенный образец ресуспендировали в 200 мкл 

метанола.

ВЭЖХ-анализ. Хроматографическое разделе-

ние бисретиноидов, продуктов их фотоокисле-

ния и фотодеградации в хлороформных экстрак-

тах ЛГ из РПЭ проводили на хроматографе фирмы 
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«Knauer» (Германия) с колонкой «Kromasil-100‒5-С18» 

(4×250 мм, размер сорбента 5 мкм). Разделение осу-

ществляли путем линейного градиентного элюиро-

вания в системе: от 80% ацетонитрила + 20% воды 

(+ 0.05% трифторуксусной кислоты) до 100% ацето-

нитрила за 20 мин; скорость потока 1.0 мл/мин [10]. 

Продукты хроматографического разделения измеряли 

при помощи фотометрического детектора «Knauer 

К-2501».

Измерение спектров поглощения и флуоресценции. 

Спектры поглощения регистрировали на спектрофо-

тометре Shimadzu UV-1700 (Япония). Сбор данных 

по флуоресценции осуществляли с помощью флу-

ориметра RF-5301 PC (Shimadzu, Киото, Япония), 

оборудованного детектором на фотоэлектронных 

умножителях R955 (Hamamatsu, Сидзуока, Япония). 

Программное обеспечение RFPC версии 2.0 (Shimadzu) 

использовалось для компиляции данных. Спектры 

излучения регистрировали при возбуждении 488 нм 

с интервалом дискретизации 1 нм. Спектры флуорес-

ценции корректировались с учетом интенсивности воз-

буждения с помощью спектрального отклика (кван-

товой эффективности) детектора с фотоумножителем 

R955. Все спектры флуоресценции нормированы на 

длину волны 592 нм.

Синтез А2Е. В качестве стандарта использовали 

синтезированный А2Е. A2E получали из полностью 

транс-ретиналя и этаноламина в уксусной кислоте 

и этаноле, как описано в работе [21]. Чистоту А2Е кон-

тролировали методом ВЭЖХ на хроматографе фирмы 

«Knauer» (Германия). A2E идентифицировали с помо-

щью масс-спектрометра 7T LTQ FT (Thermo Electron 

Corp., Германия), оборудованного источником ионов 

с электрораспылением, как описано в [10]. Масс-

спектры обрабатывали и анализировали с помощью 

программы Qual Browser 1.4.

Культура клеток АРПЭ-19. Была использована 

клеточная линия АРПЭ-19, предоставленная УНУ 

«Коллекция клеточных культур для биотехнологиче-

ских и биомедицинских исследований (общебиологи-

ческого и биомедицинского направления)» Института 

биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН. На всех 

этапах работы культивирование проводили в полной 

ростовой среде (ПРС) согласно стандартной методике 

(https://www.atcc.org/products/crl-2302). Фагоцитоз ЛГ 

клетками АРПЭ-19 осуществляли по методике, опи-

санной в работе [22].

Для изучения цитотоксического воздействия 

ЛГ на культуру клеток АРПЭ-19 было сформиро-

вано 2 группы образцов: 1-я группа содержалась в тем-

ноте в течение всего эксперимента, 2-я была облу-

чена видимым светом в течение 18 ч, а затем содер-

жалась 3 сут в темноте после воздействия света. 

Облучение образцов осуществляли видимым светом 

(430‒570 нм) лампой Led15w – 4000К (0,38 мВт/см2, 

определенная фотометром Spectra-Physics 407A, США). 

В каждой группе был контрольный образец культуры 

клеток АРПЭ-19 без ЛГ и образец культуры клеток 

АРПЭ-19, нагруженных ЛГ.

Для анализа на проточном цитофлуориметре 

CytoFLEX (Beckman Coulter, США) клетки обраба-

тывали раствором акутазы по стандартному прото-

колу. Анализ образцов на электронном сканирующем 

микроскопе проводили со следующими параметрами: 

высокий вакуум, ускоряющее напряжение 15kV, уве-

личение х1000. Для изучения образцов на конфокаль-

ном лазерно-сканирующем микроскопе образцы фик-

сировались 10% раствором формалина в течение 1 ч 

при комнатной температуре в темноте. Анализ на кон-

фокальном микроскопе Olympus FV10i (Olympus, 

Япония) производили при использовании каналов 

Alexa Fluor 488 и Alexa Fluor 594.

Тесты на жизнеспособность клеток

Тест «Живые и мертвые». Для качественного 

и количественного анализа все образцы клеток АРПЭ-

19 окрашивали флуоресцентным красителем Live and 

Dead (ab 115347 Abcam, Кембридж, Великобритания) 

по протоколу  производителя. Для количественного 

анализа суспензию клеток РПЭ получали путем фер-

ментативного удаления клеток с последующим ана-

лизом на проточном цитофлуориметре (CytoFlex, 

Beckman Coulter, Калифорния, США) с использова-

нием канала обнаружения FITC (Ex 493 нм/Em 528 нм) 

и Cy3 (Ex 550 нм/Em 615 нм).

М Т Т - т е с т .  А н а л и з  М Т Т  п р о в о д и л и 

в соответствии с протоколом (https://www.abcam.

com/mtt-assay-kit-cell-пролиферация-ab211091.html) 

на спектрофотометре Multiskan GO (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, США). Поглощение 

измеряли на длине волны 570 нм и нормализовали 

по отношению к поглощению контрольного образца 

(клетки РПЭ без ЛГ) и выражали как жизнеспособ-

ность в процентах от поглощения контроля.

Апоптоз. Для определения путей развития апоп-

тоза были использованы антитела к каспазе 8, 7 и ВАХ, 

по стандартному протоколу окрашивания с последующим 

анализом на проточном цитофлуориметре. Для этого 

к суспензии клеток было добавлено по 10 мкл каждого 

вида антитела, время экспозиция  составило 10 мин, далее 

клетки 3-кратно отмывались раствором PBS. Для детек-

ции антител были использованы вторичные антитела 

https://www.abcam.com/mtt-assay-kit-cell-пролиферация-ab211091.html
https://www.abcam.com/mtt-assay-kit-cell-пролиферация-ab211091.html


80

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(3)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.03.76-87

Оригинальная статья

Alexa Fluor 488 и Alexa Fluor 594, инкубация соста-

вила 30 мин. Далее клетки 3-кратно промывали раство-

ром PBS,  добавляли 200 мкр BD CellWash и анализиро-

вали на проточном цитофлуориметре.

ДНК-кометы. Клеточную культуру готовили 

по стандартной методике. Отрицательный контроль – 

клетки АРПЭ-19 без ЛГ после облучения УФ-светом 

согласно стандартной методике. Данный метод вклю-

чал в себя подготовку предметных стекол с нанесе-

нием слоя агарозы. Клеточную культуру промы-

вали раствором Версена, далее добавляли 0,25% рас-

твор Трипсина-Версена 1:1, инкубировали 10 мин 

при +37 0С. Полученную суспензию центрифугиро-

вали 1100 об/мин 5 мин, осадок ресуспендировали 

в фосфатно-солевом буфере (pH-7.4), забирали пробу 

объемом 10 мкл (концентрация клеток 1х104) и пере-

носили в пробирки типа Эппендорф с 1% раствором 

легкоплавкой агарозы объемом 75 мкл. Полученную 

суспензию помещали на предметные стекла с агароз-

ным покрытием и охлаждали в течение 10 мин при 

+4 0С. Далее переносили в лизирующий раствор (10 мМ 

Триса, 2,5 М NaCl, 100мМ ЭДТА) и  инкубировали 1 ч 

при +4 0С.

Полученные препараты переносили в щелоч-

ной раствор (pH>13) для проведения электрофо-

реза 1В на 1 см, 20 мин, нейтрализацию проводили 

используя фосфатно-солевой буфер (pH-7.4). Для окра-

шивания использовали раствор этидиума бромида 

в дистиллированной воде, экспозиция составила 2 ч 

при +4 0С  в темноте. Анализ препаратов проводили 

при помощи лазерного сканирующего конфокального 

микроскопа Olympus FV10i. Полученные изображения 

анализировали при помощи встроенного программ-

ного обеспечения микроскопа.

Статистический анализ. Статистическую обра-

ботку полученных в ходе эксперимента данных осу-

ществляли на персональном компьютере с программ-

ным обеспечением Prisma 6 (GraphPad Software Inc., 

Ла-Хойя, Калифорния, США). Для оценки полу-

ченных данных использовали методы параметриче-

ской описательной статистики с определением сред-

ней арифметической величины (М) и стандартного 

отклонения (±σ).  Статистическую значимость раз-

личий между группами оценивали с использованием 

однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA). 

Различия сравниваемых показателей считали стати-

стически значимыми при уровне  р<0.05.

Результаты

Для изучения цитотоксического воздействия 

ЛГ на культуру клеток АРПЭ-19 было сформиро-

вано 2 группы образцов: 1-я группа содержалась в тем-

ноте в течение всего эксперимента, а вторая была облу-

чена видимым светом в течение 18 ч, а затем содержа-

лась 3 сут в темноте. В каждой группе был контрольный 

образец культуры клеток АРПЭ-19 без ЛГ и образец 

культуры клеток АРПЭ-19, нагруженных ЛГ.

МТТ анализ жизнеспособности клеток. Анализ МТТ 

показал, что во всех случаях, независимо от условий 

эксперимента, относительный уровень живых кле-

ток был заметно ниже в образцах РПЭ с липофусци-

ном (в среднем на 30%) по сравнению с контроль-

ным образцом РПЭ без ЛГ (табл. 1). При этом, в слу-

чае предварительного облучения  образцов РПЭ с ЛГ 

Таблица 1/Table 1

Сравнительный МТТ анализ жизнеспособности клеток РПЭ темноадаптированных и предварительно облученных видимым светом

Comparative MTT cell viability assay when RPE samples maintained in the dark or after irradiation of RPE samples by visible light

Время  

инкубации  

в темноте

Time of dark 

incubation

Первая группа

First group

Время инкубации  

в темноте

Time of dark  

incubation

Вторая группа

Second group

Образцы, содержащиеся в темноте (%)

Samples maintained in the dark (%)

Образцы, облученные видимым светом 18 часов (%)

Samples irradiated with visible light for 18 hours (%)

Контроль

РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

Контроль

РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

18 часов

18 hours
100.0±28.3 71.8±16.0

0 cут

0 days
100.0±33.4 67.8±16.4

4 сут

4 days
100.0±24.9 77.4±17.8

4 сут

4 days
100.0±15.3 53.8±15.9

Примечание. * Данные представлены как среднее±SD от трех независимых экспериментов, p<0.05.

Note. * The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p<0.05.
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степень гибели клеток РПЭ заметно возрастала (при-

мерно на 14%, p <0.05) (табл 1). Таким образом, фото-

окисление ЛГ в составе РПЭ приводит к росту гибели 

клеток даже после завершения облучения. Это значит, 

что окисленные продукты ЛГ повреждают клетки РПЭ 

уже в темноте за счет их токсического воздействия на 

клеточные структуры.

Таким образом, наибольшую цитотоксичность 

в отношении клеток РПЭ проявляли образцы РПЭ, 

содержащие липофусцин и выдерживаемые в тем-

ноте после облучения. Эти результаты подтверждают 

наше предположение [14, 15] о том, что окси-БисРет 

с гидрофильными и амфифильными свойствами могут 

оказывать цитотоксическое действие на клетки РПЭ. 

Результаты наших экспериментов коррелируют с дан-

ными, полученными другими авторами [23‒25].

Пролиферативная активность. Исходная проли-

феративная активность клеток в 1-е сут, как контроль-

ных, так и после добавления ЛГ и воздействия све-

том, была сходной во всех образцах (рис. 1, табл. 2, 3). 

Однако, через 4 сут после фагоцитирования клетками 

АРПЭ-19 ЛГ в темноте или после воздействия све-

Таблица 2/Table 2

Количество клеток (посевная концентрация 1.5×105 клеток)

Number of cells (inoculation concentration 1.5×105 cells)

Время  
инкубации  
в темноте
Time  
of dark  
incubation

Первая группа
First group

Время  
инкубации  
в темноте
Time of dark 
incubation

Вторая группа
Second group

Образцы, содержащиеся в темноте
Samples maintained in the dark 

Образцы, облученные видимым светом 18 часов
Samples irradiated with visible light for 18 hours 

Контроль
РПЭ без ЛГ
Control 
RPE without LGs

ЛГ-РПЭ
LG-fed RPE

Контроль
РПЭ без ЛГ
Control 
RPE without LGs

ЛГ-РПЭ
LG-fed RPE

18 часов
18 hours 7.75×105±0.11×105 8.10×105±0.18×105 0 сут

0 days 7.25×105±0.14×105 7.27×105±0.11×105

4 сут
4 days 2.03×106±0.04×106 1.47×106±0.05×106 4 сут

4 days 1.88×106±0.01×106 1.21×106±0.01×106

Примечание. * Данные представлены как среднее ±SD от трех независимых экспериментов, p<0.05.

Note.* The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p<0.05.

Рис. 1. А – совокупная пролиферативная активность по подгруппам эксперимента. На оси ординат отмечено количество клеток ×103/мл, 1 – 

контроль РПЭ без ЛГ, 2 – контроль РПЭ без ЛГ+свет, 3 – ЛГ-РПЭ, 4 – ЛГ-РПЭ+свет, Б – Динамическое отношение изменения пролиферативной ак-

тивности от 4 дня к 1, 1 – контроль РПЭ без ЛГ, 2 – контроль РПЭ без ЛГ+свет, 3 – ЛГ-РПЭ, 4 – ЛГ-РПЭ+свет, В – Динамическое отношение измене-

ния пролиферативной активности в группах сравнения под воздействием света и без него. 1 – контроль РПЭ без ЛГ, 2 – РПЭ-ЛГ. Данные пред-

ставлены как среднее значение ± SD от 3-х независимых экспериментов (по 20 повторов на эксперимент). * Значения P<0.05 считались 

значимыми.

Fig. 1. A – Cumulative proliferative activity by subgroups of the experiment. The y-axis shows the number of cells ×103/ml, 1 – RPE control without LG, 

2 – RPE control without LG + light, 3 – LG-RPE, 4 – LG-RPE + light, Б – Dynamic ratio of changes in proliferative activity from day 4 to 1, 1 – RPE control 

without LG, 2 – RPE control without LG + light, 3 – LG-RPE, 4 – LG-RPE + light, В – Dynamic ratio of changes in proliferative activity in the comparison 

groups under the influence of light and without it. 1 – control RPE without LG, 2 – RPE-LG. Data are presented as mean ± SD from 3 independent exper-

iments (20 replicates per experiment). * P<0.05 were considered significant.
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том было отмечено заметное снижение пролифера-

тивной активности клеток во всех подгруппах кроме 

контрольных (табл. 3). Также стоит отметить, что наи-

меньшую ‒1.66 ед (для сравнения в контроле 2.64 ед, 

рис. 1, Б) пролиферативную активность на 4-е сут 

показала группа клеток АРПЭ-19 с ЛГ после облуче-

ния светом.

Итак, можно сделать предположение о том, что 

исходно ЛГ обладают выраженной фототоксично-

стью. Кроме того, полученные нами данные гово-

рят о том, что эффект от наличия ЛГ в составе клеток 

АРПЭ-19 имеет пролонгированное влияние (рис. 1, Б, 

В). Наибольший эффект на пролиферацию клеток 

оказывает исходные ЛГ после облучения светом. 

Присутствие в клетках РПЭ ЛГ способствуют замед-

лению пролиферативной активности клеток, содер-

жащихся, как в темноте, так и после облучения (на 3.7 

и 5.5, соответственно) (табл. 3).

Анализ повреждения клеточных структур мето-

дом ДНК-комет. Методом ДНК-комет был опреде-

лен уровень повреждения ДНК в единичных клет-

ках и рассчитан коэффициент повреждения (табл. 4). 

На рисунке 2 представлены данные для каждого образца 

в виде соотношения количества повреждений в клетках 

на 4-е сут темновой адаптации к 1-м сут. Из полученных 

результатов видно, что присутствие ЛГ в клетках АРПЭ-

19 увеличивает количество повреждений ДНК (в сред-

нем в 1.15 раз). При этом наибольший эффект наблю-

дается в образцах, предварительно облученных види-

мым светом в течение 18 ч (в 1.18 раз) (рис. 2). Другими 

словами, в клетках с повышенным содержанием Окси-

БисРет через 4 сут темновой адаптации наблюдается 

самый высокий процент повреждения ДНК (0.96±0.01). 

Полученные результаты коррелируют с данными работы 

[26] о темновом повреждении ДНК продуктами окис-

ления А2Е. Также они подтверждают наши предполо-

Таблица 3/Table 3

Индекс пролиферации клеточной культуры

Cell culture proliferation index

Время  

инкубации  

в темноте

Time of dark 

incubation

Первая группа

First group
Время  

инкубации  

в темноте

Time of dark 

incubation

Вторая группа

Second group

Образцы, содержащиеся в темноте

Samples maintained in the dark 

Образцы, облученные видимым светом 18 часов

Samples irradiated with visible light for 18 hours 

Контроль РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

Контроль РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

18 часов

18 hours
5.1±0.07 5.4±0.12

0  сут

0 days
4.8±0.09 4.8±0.07

4  сут

4 days
13.5±0.28 9.8±0.32

4  сут

4 days
12.5±0.08 8.0±0.09

Примечание. * Данные представлены как среднее ± SD от трех независимых экспериментов, p<0.05.

Note. * The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p<0.05.

Рис. 2. Диаграмма распределения индекса ДНК-комет в образцах 

на 4-е сут темноадаптации по сравнению с исходным состоянием. 

1 – отрицательный контроль (АРПЭ-19 без ЛГ+UV свет); 2 – контроль 

(АРПЭ-19 без ЛГ) после 4 сут темновой адаптации; 3 – контроль 

(АРПЭ-19 без ЛГ), предварительно облученный в течение 18 ч види-

мым светом, а затем темноадаптированный в течение еще 3 сут; 

4 – образец АРПЭ-19 с ЛГ после 4 сут темновой адаптации; 5 – обра-

зец АРПЭ-19 с ЛГ, предварительно облученный в течение 18 ч види-

мым светом, а затем темноадаптированный в течение еще 3 сут. Дан-

ные представлены как среднее значение ± SD от 3 независимых экс-

периментов (по 20 повторов на эксперимент). * – p < 0.05 

Fig. 2. Diagram of the distribution of the DNA comet index in samples on 

the 4th day of dark adaptation compared to the initial state. 1 – negative 

control (ARPE-19 without LG+UV light); 2 – control (ARPE-19 without LG) 

after 4 days of dark adaptation; 3 – control (ARPE-19 without LG), pre-

irradiated for 18 hours with visible light, and then dark-adapted for another 

3 days; 4 – ARPE-19 sample with LG after 4 days of dark adaptation; 

5 – sample of ARPE-19 with LG preliminarily irradiated for 18 hours with 

visible light and then dark-adapted for another 3 days. Data are presented 

as mean ± SD from 3 independent experiments (20 replicates per 

experiment). * – p < 0.05 were considered significant.
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жения о том, что альдегиды, образующиеся при окис-

лении БисРет, будучи гидрофильными соединениями, 

диффундируют из ЛГ в цитоплазму клетки АРПЭ-19 

и повреждают клеточные структуры уже без участия 

АФК и света, проявляя цитотоксичные свойства.

Анализ процесса апоптоза. Полученные данные сви-

детельствуют о повышении интенсивности  процесса 

апоптоза в клетках РПЭ, нагруженных ЛГ, по срав-

нению с контрольными клетками в среднем на 7.5% 

(табл. 5). Облучение клеток РПЭ, нагруженных ЛГ, 

по сравнению с клетками, содержащимися в темноте, 

приводит к усилению запрграммированной гибели кле-

ток --апоптозу в среднем на 3.8%. Таким образом, при-

сутствие в клетках РПЭ ЛГ приводит к запуску апоп-

тоза, а облучение светом, даже с последующей темно-

вой адаптацией, усиливает этот процесс. 

Анализ путей апоптоза. Для определения меха-

низма развития апоптоза в клетках АРПЭ-19 после 

цитотоксического воздействия окси-БисРет было про-

анализировано наличие маркеров двух путей апоп-

Таблица 4/Table 4

Индекс ДНК-комет

Comet DNA Index

Время  

инкубации  

в темноте

Time of dark 

incubation

Отрицательный 

контроль

Negative control

Первая группа

First group

Время  

инкубации  

в темноте

Time of dark 

incubation

Вторая группа

Second group

Образцы, содержащиеся в темноте

Samples maintained in the dark 

Образцы, облученные видимым светом  

18 часов

Samples irradiated with visible light for 18 hours

Контроль

РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

Контроль

РПЭ без ЛГ

Control 

RPE without LGs

ЛГ-РПЭ

LG-fed RPE

18 часов

18  hours
3.5±0.03 0.56±0.03 0.67±0.01

0 дней

0 days
0.6±0.01 0.75±0.02

4 дня

4 days
3.5±0.02 0.6±0.01 0.8±0.03

4 дня

4 days
0.65±0.02 0.96±0.01

Примечание. * Данные представлены как среднее±SD от трех независимых экспериментов, p <0.05.

Note. * The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p <0.05.

Таблица 5/Table 5

Сравнительный анализ апоптоза в клетках РПЭ, темноадаптированных и предварительно облученных видимым светом

Comparative analysis of apoptosis in RPE cells, dark-adapted and pre-irradiated with visible light

Клетки

Cells

Контроль АРПЭ-19 

без ЛГ в темноте, %

ARPE-19 without LG 

in the dark, %

Контроль АРПЭ-19 без ЛГ  

с облучением 18 часов, %

Control ARPE-19 without LG 

with irradiation for 18 hours, %

Клетки АРПЭ-19 с 

ЛГ, %

with LG, %

Клетки АРПЭ-19 с ЛГ с 

облучением 18 часов, %

with LG with irradiation for 

18 hours, %

Живые – 1-е сут

live – 1 day
98.44±0.83 97.76±0.86 84.9±3.31 79.72±6.36

Живые – 4-е сут

live – 4 day
98.28±0.87 96.34±0.91 80.46±4.13 74.76±4.30

апоптозные – 1-е сут

apoptotic – 1 day
0.58±0.26 0.86±0.32 7.64±1.28 12.14±2.98

апоптозные – 4-е сут

apoptotic – 4 day
0.70±0.27 1.5±1.29 8.58±1.48 12.06±2.01

мертвые – 1-е  сут

dead – 1 day
0.98±0.54 1.38±0.58 7.46±2.40 8.14±3.52

мертвые – 4-е сут

dead – 4 day
1.02±0.61 2.18±0.46 10.96±2.68 13.18±2.51

Примечание. * Данные представлены как среднее±SD от трех независимых экспериментов, p <0.05.

Note. * The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p <0.05.
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тоза – каспазного (каспаза 7 и 8) и митохондриального 

(БАХ).  Показано, что уже на 1-е сут темновой адап-

тации в подгруппе клеток АРПЭ-19 с ЛГ наблюдается 

увеличение активности каспазы 8 (на 41%), а в предва-

рительно облученных образцах наблюдается увеличе-

ние количества каспазы 7 и белков субсемейства BAX 

(на 22 и 28% соответственно) (рис. 3, табл. 6). В слу-

чае воздействия светом на клетки АРПЭ-19 с ЛГ кас-

паза 7 присутствует сразу в большом количестве (23 %), 

а на 3-и сут дтемновой адаптации уровень сохраняется 

(23 %) на фоне небольшого снижения числа апопто-

зных клеток (на 1%). Кроме того, при действии света 

относительный вклад каспазы 7 также увеличивается 

во всех образцах, но с ЛГ значимо больше (в 2‒4 раза), 

чем в контрольном образце клеток АРПЭ-19 без ЛГ.

Через 4 сут темновой адаптации в контрольных 

образцах (АРПЭ-19 без ЛГ) отмечается увеличение 

вклада каспазы 8 (на 23%), а в контрольной подгруппе 

после облучения еще и появление каспазы 7 в незна-

чительном количестве (6,5%). Однако в образцах кле-

ток АРПЭ-19 с ЛГ, отмечается снижение уровня кас-

пазы 8 (на 41%) и увеличение эффекторного белка 

каспазы 7 (на 12%). Такой результат может свидетель-

ствовать о запуске необратимого апоптоза в клетках 

АРПЭ-19, особенно в образцах клеток АРПЭ-19 с ЛГ, 

предварительно облученных в течение 18 ч видимым 

светом (рис. 3).

Обсуждение 

Полученные результаты показали, что сразу после 

воздействия видимым светом в течении 18 ч наруше-

ния в жизнеспособности клеток были незначитель-

ными. Однако результат, полученный через 4 сут тем-

новой адаптации, показал, что в образцах клеток РПЭ 

с ЛГ, цитотоксический эффект от ЛГ на клетки РПЭ 

даже в темновых образцах, без воздействия света, 

весьма  значителен (снижение жизнеспособности 

на 29% по сравнению с контролем). При этом в предва-

рительно облученных видимым светом процент гибели 

клеток значительно  выше (снижение жизнеспособно-

сти на 50% по сравнению с контролем). Можно пред-

положить, что окси-БисРет в составе ЛГ, которые 

образовались в результате воздействия света, в тече-

ние последующих 4 сут темновой адаптации диффун-

дируют из ЛГ в цитоплазму клетки РПЭ и проявляют 

свои цитотоксичные свойства в отношении клеточных 

структур и макромолекул, инициируя развитие апоп-

тоза. Таким образом, мы делаем вывод о том, что цито-

токсический эффект от ЛГ имеет пролонгированное 

влияние на клетки РПЭ. Кроме того, исходные неокис-

леннные бисретиноиды ЛГ обладают в основном фото-

токсическим эффектом, а уже окси-БисРет обладают 

темновым цитотоксическим влиянием на клетки РПЭ.

На примере повреждения ДНК показано, что наи-

более выраженное повреждение было детектировано 

в образцах клеток РПЭ с ЛГ, предварительно облучен-

ных видимым светом (0,96). Эксперименты по иссле-

дованию путей апоптоза показали, что спустя 4 сут 

темновой адаптации в контрольных образцах кле-

ток АРПЭ-19 без ЛГ увеличивается количество кас-

пазы 8 (на 23%), а в случае предварительного облуче-

ния – еще и каспазы 7 (на 6.5%). Однако в образцах 

клеток АРПЭ-19 с ЛГ, отмечается снижение уровня 

каспазы 8 (на 41%) и увеличение эффекторного белка 

каспазы 7 (на 12%). Увеличение уровня эффектор-

ного белка каспазы 7 может свидетельствовать о запу-

Рис. 3. Диаграмма распределения факторов апоптоза в клетках АР-

ПЭ-19 до и после добавления ЛГ и влияния светового воздействия. На 

оси ординат -- процент апоптозных клеток в образце (суммарная вы-

сота столбика). Цветом в столбике указан процентный вклад различ-

ных факторов апоптоза в данном образце. 1 – контроль клеток в тем-

ноте 1есут; 2 – контроль клеток в темноте 4-е сут; 3 – контроль клеток, 

облученных 18 ч; 4 – контроль клеток, облученных 18 ч, и затем инку-

бированных еще 3 сут в темноте, 5 – клетки со встроенными ЛГ в тем-

ноте 0 сут; 6 – клетки со встроенными ЛГ в темноте 4-е сут, 7 – клетки со 

встроенными ЛГ, предварительно облученные 18 ч; 8 – клетки со встро-

енными ЛГ,  предварительно  облученные 18 ч и затем инкубирован-

ные еще 3 сут в темноте. Данные представлены как среднее значение 

± SD от 3 независимых экспериментов (по 20 повторов на экспери-

мент); * -- p <0.05 считались значимыми.

Fig. 3. Diagram of the distribution of apoptosis factors in ARPE-19 cells be-

fore and after the addition of LG and the effect of light exposure. The y-ax-

is indicates the percentage of apoptotic cells in the sample (total bar 

height). The color in the column indicates the percentage contribution of 

various apoptosis factors in this sample. 1 – control of cells in the dark on 

1 day, 2 – control of cells in the dark on 4 days, 3 – control of cells irradiat-

ed for 18 hours, 4 – control of cells irradiated for 18 hours and then incu-

bated for another 3 days in the dark, 5 – cells with built-in LG in the dark 

on 0 day, 6 – cells with built-in LG in the dark on 4 days, 7 – cells with built-

in LG, irradiated for 18 hours, 8 – cells with built-in LG, irradiated for 18 

hours, and then incubated for another 3 days in the dark. Data are present-

ed as mean ± SD from 3 independent experiments (20 replicates per ex-

periment). * P<0.05 were considered significant.
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ске необратимого апоптоза в клетках АРПЭ-19, осо-

бенно в образцах, содержащих ЛГ и предварительно 

облученных видимым светом (рис. 2).

Таким образом, присутствие ЛГ в клетках АРПЭ-

19 само по себе вызывает клеточные повреждения 

в темноте, которые запускают механизм апоптоза (8%), 

а после воздействия светом степень развития апоптоза 

значительно увеличивается (до 12%). Можно предпо-

ложить, что это связано с образованием окси-БисРет, 

содержащих высоко реактивные альдегиды и кетоны. 

Обладая гидрофильными свойствами, окси-БисРет 

могут диффундировать из ЛГ в цитоплазму клетки 

АРПЭ-19 и вызывать повреждение клеточных структур, 

инициируя запуск необратимого апоптоза. Полученные 

результаты указывают на развитие нескольких путей 

апоптоза. Первый путь инициируется при воздействии 

света, в результате чего активируются семейство Bcl-

белков и белки субсемейства BAX, которые воздей-

ствуют на митохондрии. Далее происходит активация 

каспазы-7, что может привести в свою очередь к фраг-

ментации ДНК и апоптозу. Данный путь апоптоза воз-

никает также при повреждении ДНК. Второй путь 

развития апоптоза связан с активацией ранней ини-

циаторной каспазы-8, которая обеспечивает прямую 

связь между рецепторами клеточной гибели и каспа-

зами. Активация каспазы -8 происходит по так назы-

ваемому внешнему пути через рецепторы клеточной 

гибели. Мы проанализировали динамику 3 белков, отве-

чающих за апоптоз: митохондриальный – ВАХ, каспаз-

ный – каспаза 7 и 8. При анализе данных было выяв-

лено, что на первый день преобладает экспрессия кас-

пазы 8 во всех группах исследования. После четырех 

суток наблюдения в группах с добавлением ЛГ при тем-

новой адаптации содержание каспазы 8 уменьшается, 

а каспазы 7 и BAX увеличивается. Исходя из вышепе-

речисленных результатов мы можем предположить, что 

липофусциновые гранулы в клетках АРЭ-19 активируют 

в основном каспазный путь апоптоза – каспаза 8 ини-

циировала запуск митохондриального пути апоптоза 

через белок BAX и дальнейший каспазный путь через 

каспазу 7.

Таким образом, в данной работе показано, что ЛГ 

в клетках РПЭ в темноте запускают процессы апоп-

тоза, причем, этот процесс усиливается, если на клетки 

РПЭ, нагруженные ЛГ предварительно воздействовать 

видимым светом.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российским научным фондом (грант № 22‒24‒00549). 

Клеточная линия АРПЭ-19 любезно предоставлена УНУ 

«Коллекция клеточных культур для биотехнологических 

и биомедицинских исследований (общебиологического 

и биомедицинского направления)» Института биологии 

развития им. Н.К. Кольцова РАН.

Таблица 6/Table 6

Распределение процентного содержания факторов апоптоза в клетках АРПЭ-1

Distribution of the percentage of apoptosis factors in ARPE-19 cells

Фактор апоптоза

Apoptosis factor

Контроль АРПЭ-19 без 

ЛГ в темноте, %

Control ARPE-19 without 

LG in the dark, %

Контроль АРПЭ-19 без ЛГ с 

облучением 18 часов, %

Control ARPE-19 without LG 

with irradiation for 18 hours, %

Клетки АРПЭ-19  

с ЛГ, %

ARPE-19 cells with 

LG, %

Клетки АРПЭ-19 с ЛГ с 

облучением 18 часов, %

ARPE-19 cells with LG with 

irradiation for 18 hours, %

bax – 1-е  сут

BAX – 1 day
0±0 2±0.15 0±0 30.5±1.21

bax – 4-е  сут

BAX – 4 day
0±0 0±0 3±0.92 32±0.51

каспаза 8 – 1-е  сут

caspase 8 – 1 day
1.2±0.17 4±0.57 43±1.71 40±1.41

каспаза 8 – 4-е  сут

caspase 8 – 4 day
25±2.01 20±1.29 2±0.75 6.8±0.08

каспаза 7 ‒ 1-е  сут

caspase 7 – 1 day
1±0.05 0±0 0±0 23±2.01

каспаза 7 ‒ 4-е  сут

caspase 7 – 4 day
0±0 6.5±0.65 12±0.85 23±1.25

Примечание. * Данные представлены как среднее±SD от 3 независимых экспериментов, p<0.05.

Note. * The data are presented as means ± SD from three independent experiments, p<0.05.
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Донина Ж.А., Баранова Е.В.

Дозозависимая интенсивность гипоксической вентиляционной реакции  

в ранней фазе ЛПС-индуцированной эндотоксемии

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

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

Введение. Системная воспалительная реакция, обусловленная массивным поступлением в организм грамотрицательных 

бактерий, выделяющих эндотоксин (липополисахарид, ЛПС) при тяжелом течении нередко осложняется острым респира-

торным дистресс синдромом (ОРДС) с сопутствующей гипоксемией, что является причиной высокой летальности пациен-

тов в критических состояниях. Известно, что ЛПС вызывает комплекс реакций, характерных для острой фазы воспаления. 

Однако вопрос о временной точке начальных проявлений дыхательной недостаточности, направленности острофазовых 

реакций отдельных компонентов паттерна дыхания и оксигенации в зависимости от дозы ЛПС остается открытым. Цель 

исследования – изучение влияния низких (0,7 мг/кг) и высоких (7,0 мг/кг) доз ЛПС на интенсивность гипоксической вен-

тиляционной реакции в раннем периоде инфекционного процесса. 

Методика. Опыты проведены на 24 наркотизированных уретаном (ООО Вектон, Россия,1000 мг/кг) крысах, гипоксическое 

воздействие создавали методом возвратного дыхания (от нормоксии до апноэ), с последующим анализом на уровне тяже-

лой гипоксии (FiO
2 

8%). С использованием пневмотахографического метода регистрировали основные показатели внеш-

него дыхания: частоту дыхания, дыхательный объем, минутную вентиляцию легких, сатурацию. Фиксировали выживае-

мость крыс после гипоксического апноэ. 

Результаты. В условиях нормоксии на ранней стадии инфекционного процесса установлены разнонаправленные изме-

нения параметров, формирующих паттерн дыхания. При тяжелой гипоксии низкая доза ЛПС вызывала угнетение легоч-

ной вентиляции, при высокой дозе, напротив, интенсивность компенсаторной вентиляционной реакции соответствовала 

контрольному уровню. Выживаемость животных после гипоксического апноэ имела прямую зависимость от высокой дозы 

ЛПС, несмотря на отсутствие дыхательной недостаточности. 

Заключение. Предполагается, что при эндотоксемии экспрессия медиаторов острой фазы в сочетании с гипок-

сией приводит к инверсии физиологических реакций в результате диспропорциональной активации структур ней-

роиммунных взаимодействий, вовлеченных в периферические и центральные механизмы регуляции дыхания.     

Ключевые слова: эндотоксемия; цитокины; гипоксия; вентиляционная реакция; нейроиммунные взаимодействия; регу-

ляция дыхания
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Donina Zh.A., Baranova E.V.

The dose-dependent intensity of hypoxic ventilatory response  

in the early phase of LPS-induced endotoxemia

I.P. Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, 

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

Introduction. Systemic inflammation induced by massive administration of gram-negative bacterial endotoxin (lipopolysaccha-

ride, LPS) is often complicated by acute respiratory distress syndrome (ARDS) with concomitant hypoxemia, which causes high 

mortality of critically ill patients. LPS is known to induce a reaction complex characteristic of the acute phase of inflammation, 

depending on the dose and time of exposure. However, the dependence of timing of initial manifestations of respiratory insuffi-

ciency, direction of acute-phase reactions of individual components in the breathing pattern, and oxygenation on the LPS dose 

remains unstudied. The aim of this work was to study the effects of low (0.7 mg/kg) and high (7.0 mg/kg) LPS doses on the inten-

sity of hypoxic ventilatory response in the early period of infectious process. 

Methods. Experiments were conducted on 24 rats anesthetized with urethan (OOO Vekton, Russia, 1000 mg/kg). Hypoxia was pro-

duced by the rebreathing method (from normoxia to apnea) with a subsequent analysis performed for severe hypoxia (FiO
2
 8%). 

Major respiratory parameters, including breathing rate, tidal volume, minute ventilation, and saturation were recorded with a pneu-

motachograph. Survival rate was studied after hypoxic apnea. 

Results. During normoxia at the early stage of infectious process, multidirectional changes in breathing pattern parameters were 

observed. In severe hypoxia, a low LPS dose induced inhibition of the ventilatory response while with a high dose, on the con-

trary, the intensity of the compensatory ventilatory response was similar to the control value. Mortality after hypoxic apnea was 

directly related with the high dose of LPS despite the absence of respiratory failure. 

Conclusion. The results suggest that in endotoxemia, the expression of acute phase mediators in combination with hypoxia 

results in the inversion of physiological reactions due to disproportional activation of the neuroimmune interaction components 

involved in peripheral and central mechanisms of respiratory control. 
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Введение

Системная воспалительная реакция, обусловлен-

ная массивным поступлением в организм грамотри-

цательных бактерий, выделяющих эндотоксин (липо-

полисахарид,  ЛПС) при тяжелом течении осложня-

ется бактериальным сепсисом, септическим шоком, 

что является причиной высокой смертности пациен-

тов в критическом состоянии [1-3]. 

Патогенез этого патологического состояния 

до конца не изучен, однако, установлено, что  клю-

чевую роль  в развитии воспалительного процесса 

и сепсиса играет взаимодействие ЛПС с липидным 

компонентом клеточных мембран и инициирование 

каскадных реакций последовательных молекуляр-

но-клеточных механизмов, вызывающих неконтро-

https://orcid.org/0000-0002-4451-1270
https://orcid.org/0000-0003-1234-4575
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лируемую продукцию провоспалительных цитоки-

нов (ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и др.), активиза-

цию ферментов, образующих монооксид азота (NO) 

и простагландинов (PGE1 и PGE2) [4-6]. Усиленный 

выброс цитокинов («цитокиновый шторм») ассоции-

руется с развитием синдрома полиорганной недоста-

точности, где одним из ведущих компонентов является 

острая дыхательная недостаточность – острый респи-

раторный дистресс синдром (ОРДС). 

Имеется достаточно данных о том, что разви-

тию септической реакции сопутствует развиваю-

щаяся в этих условиях гипоксия, усугубляющая 

ЛПС-вызванный воспалительный эффект [7, 8]. 

Нарастающая дыхательная недостаточность обуслов-

лена пневмонией, диффузным повреждением альвео-

ло-капиллярной стенки и легочной ткани, ухудшением 

вентиляционно-перфузионных отношений в легких, 

гипоксемией и гиперкапнией, изменением кислород-

связывающих свойств крови, повышением всех компо-

нентов сопротивления дыхательных путей и др. [9-12]. 

Прогрессирование воспалительного процесса в соче-

тании с гипоксемией повышает риск необратимых 

нарушений респираторной системы, вызывает апноэ 

и ослабляет способность к аутореанимации (выжива-

ние) после острой аноксии [8, 13, 14]. 

Считается, что ЛПС вызывает комплекс реакций, 

характерных для острой фазы воспаления в зависи-

мости от дозы и времени воздействия. По данным R. 

Fodor и соавт. [15] прогрессивно нарастающие дозы 

эндотоксина коррелировали с тяжестью септических 

состояний, что было подтверждено клиническими про-

явлениями, лабораторными и гистопатологическими 

анализами. Результаты других исследований, напро-

тив, показали, что малые дозы эндотоксина вызывают 

более тяжелые повреждения легких, чем большие дозы 

[16], а слабое и умеренное воспаление приводит к наи-

большим нарушениям дыхания [14]. Введение низ-

ких доз ЛПС усиливали аллергическое воспаление 

дыхательных путей, тогда как высокая доза не вызы-

вала повышенного образования мокроты в дыхатель-

ных путях [17]. 

Изучение септических реакций в большинстве 

экспериментальных моделей эндотоксемии преиму-

щественно сосредоточено на отдаленных временных 

периодах воздействия ЛПС: 2, 4, 6, 12, 24 ч и более 

[18, 19], поэтому информации о ранней фазе воспале-

ния очень мало. Вместе с тем было показано, что повы-

шение уровня ФНО-α индуцированное влиянием ЛПС 

начинается уже через 30 мин после инъекции, достигая 

пиковых значений в течение 6 ч [20]. Кроме того, уста-

новлено, что парциальное давление кислорода, кото-

рое является мощным иммуномодулирующим сигна-

лом   снижается в альвеолярном газе сразу же после 

введения ЛПС и усиливает процесс воспаления в лег-

ких при ОРДС [21]. 

Приведенные данные, указывают на то, что про-

явления эндотоксин-индуцированных нарушений 

респираторной системы развиваются на ранней ста-

дии воспалительного процесса и не имеют линейной 

зависимости от дозы ЛПС, а его вклад в отдельные 

компоненты острофазовой реакции до сих пор нея-

сен.  В то же время, в предыдущем исследовании нами 

была установлена прямая зависимость гипотензивной 

реакции и сатурации только в условиях нормоксии, 

увеличение летальности крыс после тяжелой гипок-

сии от увеличения дозы ЛПС [22]. 

 Мы предположили, что неоднозначные физио-

логические реакции могут быть следствием наруше-

ния баланса множественных компонентов нейроим-

мунных взаимодействий и их модулирующим влия-

нием на деятельность кардиореспираторной системы, 

и в том числе, на компенсаторную гипоксическую вен-

тиляторную реакцию, эффективность которой зависит 

от суммарной активности периферических и централь-

ных звеньев регуляции дыхания. 

Цель работы – исследование дозозависимой интен-

сивности гипоксической вентиляционной реакции 

в ранней фазе ЛПС-индуцированной эндотоксемии.

Методика 

Животные были получены из Биоколлекции 

Института физиологии им. И.П. Павлова РАН и содер-

жались в лабораторных условиях при свободном 

доступе к воде и пище. При проведении эксперимен-

тов соблюдались требования, утвержденные Приказом 

Минздрава РФ от 01.04.16 г. № 199н «Об утверждении 

правил надлежащей лабораторной практики» и дирек-

тивами Совета Европы 2010/63EU Европейского пар-

ламента о защите животных, используемых в экспе-

риментальных и других научных целях. Протоколы 

опытов были утверждены комиссией по гуманному 

обращению с животными Института физиологии им. 

И.П. Павлова РАН.

Эксперименты проведены на 24 крысах самцах 

Вистар массой 280-300 г наркотизированных урета-

ном (ООО Вектон, Россия, 1000 мг/кг) и I-й и экспе-

риментальных групп трахеостомированных. Животные 

были распределены на 3 группы по 8 особей в каждой. 

В условиях нормоксии регистрировали фоновые зна-

чения, затем вводили изучаемые препараты в бедрен-

ную вену (v.femoralis): контрольной группе – 1 мл изо-

тонического физиологического раствора (NaCl); экс-
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периментальным группам:  I-й (ЛПС-1) и II-й (ЛПС-2) 

– раствор липополисахарида Escherchia coli (производ-

ства НИИ ЭМ им.Гамалеи, Россия) в количестве  0,7 

мг/кг и 7 мг/кг (0,2 и 2 мг на крысу) соответственно. 

При выборе дозировок ЛПС мы руководствовались 

данными литературы и нашего предыдущего исследо-

вания [22], из которых следует, что применяемые нами 

дозы бактериального эндотоксина обладают относи-

тельно малым и средним сублетальным эффектом.  

Через 40 мин, после регистрации фоновых значе-

ний проводили гипоксическое тестирование, исполь-

зуя метод «возвратного дыхания» [23]. Дыхание осу-

ществлялось из/в замкнутой емкости, гипоксия 

нарастала прогрессивно от нормоксии вплоть до оста-

новки дыхания (апноэ). Непрерывно фиксировали 

фракционное содержание О
2
 (F

I 
О

2
), время наступле-

ния апноэ, время спонтанного возобновления дыхания 

и летальность в постгипоксическом периоде в процен-

тах по отношению к контролю. Регистрацию параме-

тров проводили на протяжении всего эксперимента, 

сравнительный анализ после окончания эксперимента 

на уровне F
I
O

2 
8%

.
 Прекращение дыхательной активно-

сти в течение 1 мин приравнивали к гибели животных. 

В ходе эксперимента пневмотахографическим 

методом регистрировали объемную скорость инспи-

раторного потока (Vi); автоматическая интеграция кри-

вой пневмотахограммы позволяла вычислить дыхатель-

ный объем (ДО) и частоту дыхания (ЧД), рассчитывали 

минутный объем дыхания (МОД). Регистрация вну-

тригрудного давления (ВГД) – давление в пищеводе 

(аналог внутриплеврального) осуществлялась методом 

баллонографии. Оксигенацию крови (SpO
2
%) опреде-

ляли, используя ветеринарный пульсоксиметр типа UT 

(Zoomed, Россия). Фракционное содержание О
2
 (F

I
O

2
)

 

в процессе гипоксического воздействия регистриро-

вали кислородным анализатором ПГК-06 («Инсовт», 

Санкт-Петербург). Обработку сигналов пневмотахо-

граммы и внутригрудного давления проводили с помо-

щью аппаратно-программного комплекса сбора биоло-

гических данных Biograf-7 (ГУАП, Санкт-Петербург, 

Россия). 

Для статистического анализа данных использо-

вали программы Statistica 10.0 (Windows) и Microsoft 

Office Excel 2020. Для проверки выборки на нормаль-

ность распределения использовали тест Колмогорова-

Смирнова, уровень значимости составлял p<0,2, что 

свидетельствовало о том, что групповые выборки дан-

ных подчинялись закону нормального распределе-

ния. Затем оценивали значения до и после инъекции 

препаратов, используя парный критерий Стьюдента 

и двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) 

для факторов «контроль-LPS-I», «контроль-LPS-II» 

и «LPS-I–LPS-II. Различия принимали за статистиче-

ски значимые при p<0,05. Данные представлены в виде 

среднего значения и ошибки средней (M±SE). 

Результаты

Через 30 мин после введения ЛПС в условиях нор-

моксии наблюдались изменения показателей внешнего 

дыхания у крыс I-й и II-й экспериментальных групп 

по сравнению с контрольными (таблица).  Низкая доза 

ЛПС вызывала увеличение ДО на 123±14% (p<0,05), 

высокая – на 89±9% (p<0,05). ЧД в большей сте-

пени увеличилась у крыс II-й группы, МОД возрас-

тал на 150±11% (p<0,05) независимо от дозы ЛПС. 

ВГД в группе с низкой дозой увеличилось на 180±14%, 

у крыс с высокой дозой на 120±10% (p<0,05, соот-

ветственно). Сатурация в большей степени снизи-

лась у животных II-й группы. Наиболее выраженные 

межгрупповые различия в зависимости от дозы ЛПС 

наблюдались в сдвигах внутригрудного давления, влия-

ние низкой дозы ЛПС вызывало более значимое увели-

чение ВГД.  Полученные данные показали, что в нор-

моксических условиях введение ЛПС в различных 

дозах вызывало непропорциональный характер реак-

ций показателей, формирующих паттерн дыхания, что 

выражалось в отсутствии прямой корреляции между 

дозой и эффектом. Зависимость от дозы ЛПС наблю-

далась в насыщении артериальной крови кислородом 

– увеличение дозы сопровождалось снижением SpO
2
%.

Гипоксическое воздействие при F
I
O

2 
8% у крыс 

контрольных и экспериментальных групп сопрово-

ждалось изменением параметров, формирующих вен-

тиляторную реакцию на гипоксию (рис. 1, а, b, c, d). 

Однако и в этом случае также не наблюдалось пря-

мой корреляции величин показателей и дозы ЛПС. 

Так, приросты ВГД на гипоксическое воздействие 

у крыс с низкой и высокой дозой были значительно 

меньше по сравнению с контролем, однако межгруп-

повые различия не достигали статистической   значи-

мости (рис. 1, d). Обращает на себя внимание тот факт, 

что менее значимые по сравнению с контролем приро-

сты ДО, МОД и снижение ЧД у крыс I-й и II-й групп 

зависели от дозы ЛПС, различия между группами были 

значимыми. При этом, как видно из рис. 1, c мень-

шая доза ЛПС (0,7 мкг/кг) угнетала вентиляционную 

реакцию на гипоксию в более значимой степени, чем 

большая доза (7 мкг/кг). Так прирост МОД на гипок-

сию по сравнению с нормоксическим дыханием у кон-

трольных крыс с введением физиологического рас-

твора составлял 97±12%, в I-й экспериментальной 

группе 22±3%, и 53±7% во II-й. Компенсаторные реак-
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ции параметров вентиляционной реакции на гипок-

сию (8%) в зависимости от дозы ЛПС представлены 

на рисунке 1.

При действии гипоксии 8%О
2
 у всех групп живот-

ных насыщение артериальной крови кислородом ока-

залось значимо ниже контрольных значений при нор-

моксии (рис. 2). Наибольшее падение SpO
2
 (до 60%) 

было зарегистрировано у контрольных крыс с введе-

нием физиологического раствора, в группах с малой 

и большой дозой ЛПС SpO
2 
снижалось в меньшей сте-

пени, чем у контрольных, но не носило дозозависи-

мого характера.  

Дальнейшее нарастание гипоксии (< 8%О
2
) 

сопровождалось остановкой дыхания (апноэ) у всех 

групп животных. Причем продолжительность дыха-

ния гипоксической газовой смесью до насту-

пления апноэ как у контрольных животных, так 

и с малой и высокой дозой ЛПС была примерно 

одинаковой, что составляло 8-9 мин, однако сте-

пень гипоксии во вдыхаемой газовой смеси 

в точке апноэ была различной. Так, у контрольной 

группы животных апноэ наступало при F
I
O

2 
3-4%, 

у крыс с низкой дозой ЛПС при 4-5%, с высокой – 

при 7-8%. Длительность остановки дыхания в груп-

пах I-я и II-я были сходны (27,0±3,1 и 26,4±2,2 с),  

существенное различие проявлялось в количестве слу-

чаев спонтанного восстановления дыхания (выжива-

емость) в постгипоксическом периоде. Число выжив-

ших крыс с малой дозой ЛПС составляло 100%, что 

не отличалось от контроля, а в группе с введением 

большей дозы возобновление дыхания происходило 

только в 12% случаев.  

Обсуждение

Выявленные изменения параметров внешнего 

дыхания через 30 мин после инфузии низкой и высо-

кой дозы ЛПС в условиях нормоксии, позволяют сде-

лать вывод об адекватности используемой нами модели 

начальной фазы развивающегося сепсиса у крыс, наи-

более полно соответствующей клинической ситуации 

Рис. 1. Компенсаторные реакции параметров вентиляционной реакции на гипоксию (8%) в зависимости от дозы ЛПС. По оси абсцисс – экспе-

риментальные группы: контроль (физ. р-р), ЛПС-1 (0,7 мг/кг), ЛПС-2 (7 мг/кг). По оси ординат – приросты показателей в % от нормоксии; * – р<0,05 

по сравнению с контролем; # – р<0,05 по сравнению  ЛПС-1 с ЛПС-2 панель а) – дыхательный объем, b) – частота дыхания, c) – минутный объем 

дыхания, d) – внутригрудное давление. 

Fig. 1. Compensatory reactions of ventilation parameters response to hypoxia (8%) depending on the dose of LPS. On the abscissa axis – experimental 

groups: control (NaCl), LPS-1 (0.7 mg/kg), LPS-2 (7 mg/kg). On the ordinate axis – increases in indicators in % from normoxia. – p<0.05 compared to the 

control; # – p<0.05 compared between LPS-1 and LPS-2, panel a) – tidal volume, b) – respiratory frequency, c) – minute ventilation, d) – esophageal pres-

sure.
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[24, 25]. Об этом свидетельствует повышение внутри-

грудного давления (отражающего общее инспиратор-

ное усилие), что указывает на увеличение сопротив-

ления дыханию, связанное с накоплением клеточных 

элементов и жидкости в дыхательных путях, отеком 

(обструкцией) бронхов, уменьшением легочных объ-

емов и нарушением вентиляционно-перфузионных 

отношений в легких [11, 26, 27]. Дозозависимое сни-

жение сатурации в ответ на введение ЛПС, свидетель-

ствует о снижении эффективности оксигенации в усло-

виях нормоксии (таблица). При гипоксии пониже-

ние сатурации не имело дозозависимого характера 

у крыс обеих экспериментальных групп, однако это 

падение было менее выраженным, чем у контрольных 

крыс с введением NaCl. Одной из причин выявлен-

ной стабилизации сатурации при септической реак-

ции может явиться метаболический дисбаланс, приво-

дящий к снижению потребления кислорода клетками 

[3, 15]. Кроме того, в ранее проведенном нами иссле-

довании [22] инъекция аналогичных дозировок ЛПС 

через 40 мин вызывала гипотензивную реакцию, кото-

рая, как известно, является индикатором ранней ста-

дии эндотоксинового шока [28]. Следовательно, полу-

ченный в настоящей работе материал дает основание 

считать, что начальные патогенетические признаки 

ОРДС развиваются на ранней стадии инфекционного 

процесса в условиях нормоксии. 

 Как отмечалось ранее, важной особенностью тече-

ния эндотоксин-индуцированного патологического 

процесса является вызванное гипоксией усиление вос-

палительной реакции [29]. Отражением регуляторных 

механизмов дыхательной системы, как известно, явля-

ется вентиляционная реакция на действие разнообраз-

ных стимулов (гипоксия, гиперкапния, повышенное 

сопротивление дыханию и др.) [30]. Результаты наших 

опытов выявили существенное угнетение вентиля-

ционной реакции на гипоксию у крыс с малой дозой 

ЛПС, тогда как у крыс с большей дозой компенсатор-

ный прирост легочной вентиляции соответствовал кон-

трольным значениям, что в данном случае позволяет 

Рис. 2. Насыщение артериальной крови кислородом (SpO
2
%, абсолютные 

значения) при гипоксии в зависимости от дозы ЛПС. По оси абсцисс – экс-

периментальные группы: контроль (Физ. р-р), ЛПС-1 (0,7 мг/кг), ЛПС-2 

(7 мг/кг). По оси ординат – SpO
2
%;  – р<0,05 по сравнению с контролем; 

р>0,05 по сравнению ЛПС-1 с ЛПС-2.

Fig. 2. Saturation of arterial blood (SpO2%, absolute values) in hypoxia, 

depending on the dose of LPS. 

On the abscissa axis – experimental groups: control (NaCl), LPS-1 (0.7 mg/kg), 

LPS-2 (7 mg/kg). On the ordinate axis – SpO2%.*  – p<0.05 compared to 

the control; p>0.05 compared between LPS-1 and LPS-2.

Изменения показателей внешнего дыхания у крыс через 30 мин после введения низкой (I) и высокой дозы (II) ЛПС  

в условиях нормоксии (n=8 в каждой группе)

Changes in external respiration parameters in rats 30 minutes after administration of low (I) and high (II) doses of LPS  

under normoxiс conditions (n=8 in each group)

Показатели

Indicate

Контроль

Control (NaCl) 

ЛПС-1

LPS-I

ЛПС-2

LPS-II

Дыхательный объем, мл

Tidal volume, ml

0.9±0.2 2.0±0.1* 1.7±0.2*

Частота дыхания, мин -1

Respiratory frequency, min -1

80±8 95±5 108±6*

Минутный объем дыхания, мл/мин

Minute ventilation, ml/min

76±6 190±7* 187±6*

Внутригрудное давление, см вод. ст.

Esophageal pressure, cm H
2
O

0.5±0.05 1.4±0.1* 1.1±0.05*

Насыщение артериальной крови кислородом, %

Saturation, %

96±1 92±1 83±6*

Примечание. * – p<0,05; по сравнению с контролем (физиологический раствор).

Note. * – p<0.05; compared with the control (NaCl).
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говорить об отрицательной корреляционной связи 

между дозой ЛПС и интенсивностью вентиляционной 

реакции. Полученные данные свидетельствуют о сни-

жении возможности возобновления дыхания и уве-

личении летальности после тяжелой гипоксии у крыс 

с высокой дозой ЛПС, несмотря на отсутствие суще-

ственных сдвигов со стороны дыхания при гипокси-

ческом тестировании. Возможными причинами сни-

жения выживаемости, по-видимому, является фаталь-

ное снижение артериального давления, обусловленное 

угнетающим влиянием ЛПС-индуцированной септи-

ческой реакции на вазомоторный центр и эффектив-

ность оксигенации [22]. 

Рассматривая полученные результаты с пози-

ции доза-эффект, прежде всего, следует отметить, 

что ФНО-α является ключевым медиатором ток-

сичности ЛПС и одним из первых провоспалитель-

ных цитокинов, высвобождаемых макрофагами 

[16]. Гистологические признаки острого воспале-

ния, вызванного ЛПС были обнаружены в каротид-

ных телах артериальных хеморецепторов, иницииру-

ющих начальное усиление легочной вентиляции при 

гипоксии [30]. Было установлено, что каротидные 

тела экспрессируют рецептор ЛПС (TLR4), а также 

ФНО-α и его рецепторы (TNF-R1 и TNF-R2), повы-

шение которых наблюдалось после введения ЛПС 

(Fernandes, 2008). При гипоксической стимуляции 

каротидных тел в опытах in vitro увеличение ФНО-α 

в дозо-зависимой степени снижало хемосенсорную 

активность. Авторы считают, что ФНО-α может 

модулировать хемосенсорную чувствительность 

каротидного тела в результате индукции гломус-

ными клетками нейротрансмиттера дофамина, уча-

ствующего в регуляции иммунной функции [31, 32]. 

Дофамин, являясь предшественником норадрена-

лина, оказывает стимулирующее или ингибирующее 

действие на различные адренергические рецепторы, 

в том числе и на легочное кровообращение, диаметр 

бронхов и вентиляцию легких. Благодаря сложным 

механизмам дофамин может приводить к неодно-

значным последствиям в дыхательной системе – 

уменьшать развитие отека дыхательных путей и улуч-

шать функцию дыхательных мышц, или угнетать 

легочную вентиляцию. Однако у пациентов в кри-

тическом состоянии при хронической обструктив-

ной болезни легких негативного влияния дофамина 

на легочную вентиляцию не наблюдалось [32]. 

В настоящее время признано, что каротидные 

тельца, традиционно считавшиеся кислородным сен-

сором, обеспечивающим хеморефлекторные реак-

ции, являются также и датчиком иммунного статуса 

[33]. Имеются доказательства, что каротидные тельца 

модулируют кардиореспираторные взаимодействия, 

направленные на поддержание кислородного гомео-

стаза при патологических состояниях [34]. Наличие 

такого механизма могло явиться одной из причин сни-

жения сатурации и ее стабилизации на одном уровне 

при действии двух разных доз ЛПС, несмотря на раз-

личную интенсивность гипоксической реакции легоч-

ной вентиляции, направленной на обеспечение адек-

ватной оксигенации.  

Кроме того, сложное взаимодействие про- и про-

тивовоспалительных цитокинов, огромное количе-

ство других биологически активных веществ и допол-

нительное влияние тяжелой гипоксии модифици-

рует хемосенсорную афферентацию от каротидного 

тельца, тем самым стимулирует или ингибирует 

инспираторную активность на уровне центральных 

структур регуляции дыхания. Как отмечает ряд авто-

ров, ЛПС увеличивает продукцию ИЛ-1β и ФНО-α 

в ядре солитарного тракта и вентролатеральном отделе 

продолговатого мозга, т.е. в структурах ЦНС, ответ-

ственных за регуляцию дыхания [35, 36]. Моррисон 

и соавт. [14] показали, что слабое и умеренное вос-

паление приводит к наибольшим нарушениям дыха-

тельной функции. 

При изучении молекулярных механизмов аллерги-

ческой астмы (на мышах), вызванной введением ЛПС 

было обнаружено, что низкие дозы усиливают аллер-

гическое воспаление дыхательных путей, вызывают 

значительную инфильтрацию легочной ткани мышей, 

повышенную секрецию слизи в дыхательных путях 

и повышение уровня Т-хелперов2 (Th2), тем самым 

нарушая биомеханику дыхания. Высокая доза ЛПС, 

напротив, индуцировала увеличение Th1, отсутствие 

слизи в дыхательных путях и увеличение продукции 

интерферона-гамма (IFN-γ) [17]. 

Таким образом, наше предположение о возмож-

ном отсутствии прямого дозозависимого влияния 

ЛПС на развитие дыхательной недостаточности согла-

суется с данными литературы, что получило экспери-

ментальное подтверждение. Полученные результаты 

позволяют сделать выводы, что внедрение нарастаю-

щих доз ЛПС в нормоксических условиях, вызывает 

непропорциональные изменения параметров, форми-

рующих паттерн дыхания на ранней стадии инфекци-

онного процесса. Сочетание ЛПС-индуцированных 

многочисленных медиаторов воспаления и тяже-

лой гипоксии вносит диспропорцию в активизацию 

структур нейроиммунных взаимодействий, вовле-

ченных в периферические и центральные механизмы 

регуляции дыхания.
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Влияние полилактидного микрокамерного раневого покрытия,  

загруженного таниновой кислотой, на состояние микроциркуляции  

в области экспериментальной острой эксцизионной кожной раны

ФГБОУ ВО «Саратовский государственный медицинский университет им. В.И. Разумовского» Минздрава России, 

410012, Саратов, Россия, Большая Казачья ул., д. 112

Введение. Широкая распространенность открытых повреждений кожи вынуждает искать новые подходы к лечению кожных 

ран. Перспективным, с точки зрения эффективности и экономической целесообразности, является применение полилак-

тидного микрокамерного раневого покрытия, загруженного таниновой кислотой. Динамика заживления кожных ран тесно 

коррелирует с изменениями в системе микроциркуляции. Цель исследования – оценка состояния микроциркуляции при 

применении полилактидного микрокамерного раневого покрытия, загруженного таниновой кислотой. 

Методика. Исследование проведено на 55 белых крысах самцах, разделенных на 4 группы: интактные животные (n=10), 

группа сравнения (n=15), группа «плацебо» (n=15) и опытная группа (n=15). У животных группы сравнения оператив-

ным путем моделировали острую эксцизионную кожную рану размером 10×10 мм, которая не подвергалась в даль-

нейшем лечению. Животным группы «плацебо» на рану однократно укладывалось полилактидное микрокамерное 

раневое покрытие без активных компонентов, крысам опытной группы на сформированный кожный дефект одно-

кратно укладывалось полилактидное раневое покрытие идентичного размера, микрокамеры которого были загру-

жены таниновой кислотой. Состояние микроциркуляции во всех группах оценивалось методом лазерной доплеров-

ской флоуметрии. Оценивался средний показатель перфузии, а также эндотелиальные, вазомоторные, нейрогенные, 

пульсовые и дыхательные колебания на 7-е и 14-е сут эксперимента. Сравнение результатов проводилось попарно 

между группами с использованием непараметрических критериев Манна–Уитни для независимых выборок и Вилкок-

сона для сравнений внутри группы, на основании которых рассчитывали показатель статистической значимости р 

с критическим уровнем равным 0,05. 

Результаты. Повреждение кожного покрова крыс вызывает стойкие изменения   микроциркуляции на периферии ране-

вого дефекта, сопровождается перераспределением роли активных и пассивных механизмов модуляции микрокрово-

тока, а также увеличением показателя перфузии на 27-28% на 7-е и 14-е сут исследования. Закрытие дефекта кожи ране-

вым покрытием без активных компонентов вызывает снижение повышенного показателя перфузии относительно группы 

сравнения на 5,3% к 7-м и на 13% к 14-м сут. Загрузка камер покрытия таниновой кислотой повышает эффективность нор-

мализации перфузионного показателя к 7-м сут на 11,3%, а уже на 14-е сут данный показатель статистически значимо не 

отличим от группы контроля. Так же в данной группе к 14-м сут происходит полная нормализация эндотелиальных, ней-

рогенных и миогенных колебаний. 

Заключение. Применение полилактидного микрокамерного раневого покрытия, загруженного таниновой кислотой, повы-

шает его эффективность в нормализации показателей микроциркуляции кожи краев раневого дефекта и позволяет уско-

рить темпы заживления раны. 

Ключевые слова: лазерная допплеровская флоуметрия; полилактид; раневые покрытия; микроциркуляция; таниновая 

кислота; раневой дефект кожи
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Ivanov A.N., Sahan M.A., Ermakov A.V., Lengert E.V., Savkina A.A., Stepanova T.V., Kiriyazi T.S., Loiko D.D.

The effect of polylactide microchamber wound dressing  

loaded with tannic acid on the microcirculation  

in the area of acute experimental excision skin wound defect

Razumovsky Saratov State Medical University, 

Bolshaya Kazachya St. 112, Saratov, 410012, Russian Federation

Introduction. The high prevalence of open skin lesions calls for new approaches to treatment of skin wounds. Considering ther-

apeutic and cost efficiency, a polylactide microchamber wound dressing loaded with tannic acid is promising. The dynamics of 

skin wound healing closely correlates with changes in the microcirculatory system. 

Aim. To evaluate microcirculatory changes during the application of a polylactide microchamber wound dressing loaded with 

tannic acid.

Methods. The study was performed on 55 white male rats divided into four groups: intact animals (n=10), comparison group 

(n=15), placebo group (n=15), and experimental group (n=15). An acute, 10×10 mm, excisional skin wound was created in the 

animals, and it was not subjected to any treatment. Animals of the placebo group were subjected to one application of a micro-

chamber polylactide biodegradable coating without active components on the full-thickness experimental skin defect. Rats of 

the experimental group were subjected to one application of polylactide biodegradable coating of the same size with micro-

chambers loaded with tannic acid. The state of microcirculation in all experimental groups was assessed by laser Doppler flowm-

etry. The mean perfusion rate was determined along with the amplitudes of endothelial, neurogenic, myogenic, pulse, and respi-

ratory oscillations on the 7th and 14th days of the experiment. Results were compared using non-parametric Mann-Whitney test 

for independent samples and Wilcoxon test for dependent variables. A critical p-value of 0.05 was used.

Results. The skin damage caused persistent microcirculatory changes at the wound defect periphery. These changes were accom-

panied by redistribution of the roles of active and passive mechanisms that modulate the microcirculation and by an increase in 

the perfusion rate by 27-28% by the 7th and 14th days of the study. Closure of a skin defect with a wound dressing without active 

ingredients caused a decrease in the increased perfusion rate by 5.3% by the 7th day and by 13% by the 14th day vs. comparison 

group. Loading the coating chambers with tannic acid increased the effectiveness of perfusion rate normalization by 11.3% by 

the 7th day and caused complete normalization by the 14th day. Also, in this group by the 14th day, there was complete normal-

ization of endothelial, neurogenic, and myogenic fluctuations. 

Conclusion. Loading a polylactide microchamber wound dressing with tannic acid increases its effectiveness in normalizing the 

skin microcirculation at the edges of a wound defect and facilitates wound healing. 

Keywords: laser Doppler flowmetry; polylactic acid; wound coverings; microcirculation; tannic acid; skin wound defect
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Введение

Травматизм в России является одной из веду-

щих проблем здравоохранения. В структуре травма-

тизма на долю поверхностных повреждений и откры-

тых ран приходится 18.4 % [1]. С возросшим количе-

ством вооруженных конфликтов в мире  ожидается 

кратное увеличение как травматизма, в целом, так 

и открытых поверхностных повреждений, в частно-

сти. Поэтому проблема поиска новых методов лечения 

раневых дефектов кожи стоит особо остро. Очевидно, 

что современные средства лечения должны соответ-

ствовать определенным критериям: эффективность 

(скорость заживления раны, отсутствие осложнений), 

экономическая целесообразность (стоимость произ-

водства средств лечения.), удобство применения. 

Общим трендом при создании современных ране-

вых покрытий является использование биодеградиру-

емых полимеров, что препятствует дополнительному 

повреждению тканей при смене повязок и способ-

ствует ускорению репаративных процессов. В настоя-

щее время продемонстрирована эффективность при-

менения покрытий из природных и синтетических 

полимеров. Синтетические полимеры по сравнению 

с природными обладают рядом преимуществ, вклю-

чая простоту изменения механических характеристик 

и структуры, отсутствие набухания и низкую антиген-

ную нагрузку [2]. В полной мере этим критериям соот-

ветствуют раневые покрытия на основе синтетического 

полимера молочной кислоты (полилактида). С одной 

стороны, в экспериментальных исследованиях пока-

зано, что применение полилактида в качестве ране-

вого покрытия позволяет  ускорять процесс заживле-

ния ран при минимальном количестве осложнений, 

с другой стороны отмечена невысокая стоимость его 

производства, и, наконец,  физико-химические свой-

ства полимолочной кислоты способствуют удобству ее 

использования. Дальнейшее развитие данного направ-

ления  безусловно имеет перспективы практического 

применения.

На сегодняшний день отечественными и зарубеж-

ными авторами была убедительно продемонстрирована 

эффективность применения покрытий из полилактида 

с фибриллярной структурой для стимуляции заживле-

ния ран [3, 4]. Вместе с тем, простые монокомпонентые 

покрытия в настоящее время эволюционно уступают 

сложным системам адресной доставки, позволяющим 

активно влиять на все стадии течения репаративных 

процессов от остановки кровотечения -- до формиро-

вания рубца. Фибриллярная структура покрытия имеет 

ряд ограничений по загрузке в него активных компо-

нентов за счет включения последних в состав фибрилл 

при формовании или их абсорбции на поверхности 

фибрилл. В частности, способы загрузки компонен-

тов в покрытия существенно зависят от химической 

структуры, стабильности, устойчивости к нагрева-

нию активного компонента и могут быть использо-

ваны не для всех классов веществ. Одним из возмож-

ных направлений развития технологий создания поли-

лактидных покрытий представляется модификация 

микроархитектоники полимера, за счет изменения 

технологии формования. Так, показана возможность 

модификации трехмерной структуры полилактида, 

с формированием в ней микрорезервуаров (микрока-

мер) [5, 12]. Наличие микрокамер позволяет исполь-

зовать их в качестве емкостей для биологически актив-

ных веществ практически без ограничений по химиче-

скому строению активного компонента, и тем самым 

эффективнее влиять на течение раневого процесса.

Известно, что раневой процесс включает 

в себя 3 последовательные фазы (стадии): фаза вос-

паления, фаза пролиферации (регенерации) и фаза 

ремоделирования [6]. Очевидно, что срок заживления 

раны напрямую зависит от скорости сменяемости фаз. 

В этой связи подбор биологически активного вещества 

должен осуществляться с учетом его влияния на раз-

ные стадии раневого процесса. В качестве биологиче-

ски активного вещества перспективным представля-

ется использование таниновой кислоты. Из данных 

литературы известно, что таниновая кислота обладает 

выраженным противоспалительным действием, спо-

собствует индукции репаративных процессов, а также 

задействована в процессах ремоделирования коллагена 

[7–9], т.е. эффекты таниновой кислоты осуществля-

ются на всем протяжении заживления раны. 

Динамика раневого процесса тесно связана 

с состоянием сосудистого русла в области раны [10]. 

Мониторинг реакций в системе микроциркуляции 

позволяет комплексно оценивать механизмы репа-

ративной регенерации на всех стадиях заживления. 
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Оценка влияния полилактидного микрокамерного 

раневого покрытия загруженного таниновой кисло-

той на функциональное состояние микроциркуляции 

в области раневого дефекта кожи явилось целью насто-

ящего исследования.

Методика

Исследование проводилось на  беспородных кры-

сах – самцах (масса 180-240 г, возраст от 6 до 12 мес). 

Было сформировано 4 группы: 1-я группа – интактные 

животные (контроль, n=10); 2-я – группа сравнения 

(модель острой эксцизионной кожной раны без лече-

ния, n=15); 3-я –  группа «плацебо» (модель острой 

эксцизионной кожной раны + закрытие раны поли-

лактидным микрокамерным раневым покрытием без 

активных компонентов, n=15); 4-я –  опытная группа 

(модель острой эксцизионной кожной раны + закры-

тие раны полилактидным микрокамерным раневым 

покрытием загруженным таниновой кислотой).

Все лабораторные животные содержались в усло-

виях вивария в соответствии с СанПиНом 3.3686-

21 «Санитарно-эпидемиологические требования 

по профилактике инфекционных болезней» вместе 

с ГОСТ 33215–2014 «Руководство по содержанию 

и уходу за лабораторными животными. 

Эксперименты проводились в соответствии 

с регламентом декларации ЕС от 22 сентября 2010 г. 

об использовании лабораторных животных в научных 

целях и с Федеральным законом от 27.12.2018 N 498-

ФЗ (ред. от 27.12.2019) «Об ответственном обраще-

нии с животными и о внесении изменений в отдель-

ные законодательные акты Российской Федерации». 

Протокол исследования одобрен Этическим комите-

том Саратовского ГМУ им. В.И. Разумовского (прото-

кол №12 от 30.06.2022 года).

Все хирургические манипуляции проводились 

под общей анестезией (раствор тилетамина и золазе-

пама 10 мг/кг (0,1 мл/кг массы тела животного) и кси-

лазина гидрохлорида – 1 мг/кг (0,05 мл/кг) массы тела.

Животным  группы сравнения, опытной группы 

и группы «плацебо» моделировалась острая эксци-

зионная кожная рана[11]. Манипуляция проводи-

лась в условиях операционной вивария с соблюдений 

всех правил асептики и антисептики. Крысу фикси-

ровали  в положении на животе. После депиляции , 

кожу трёхкратно обрабатывали растворами антисепти-

ков. При помощи квадратного трафарета 10 х 10 мм 

и 5% раствора йода  в межлопаточной области нано-

силась разметка будущей раны. Проводилось иссече-

ние всей толщины эпидермиса и дермы по разметке. 

Гемостаз осуществлялся путем аппликации сухим сте-

рильным марлевым тампоном. Крысам 3-й и 4-й групп 

на  кожный дефект накладывалось раневое покрытие 

идентичного размера. 

Раневые покрытия из полилактида (полимолочная 

кислота) в виде массивов полимерных микрорезерву-

аров (микрокамер) были изготовлены с применением 

специально изготовленного шаблона с рельефом в виде 

лунок микронного размера  [5]. 

Оценку системы микроциркуляции крови про-

водили методом лазерной доплеровской флоуметрии 

(ЛДФ) [13]. Использовали лазерный анализатор микро-

циркуляции «ЛАКК-02» (ООО НПП «ЛАЗМА») с про-

граммным обеспечением LDF 3.0.2.395. Зондировался 

участок ткани, расположенный на 1 мм выше кожного 

дефекта по сагиттальной линии. Регистрацию показа-

телей микроциркуляции производили на 7-е и 14-е сут 

эксперимента. Регистрация параметров в указанные 

сроки обусловлена необходимостью оценки в усло-

виях эксперимента биосовместимости покрытия, сце-

лью оценки возможности его практического примене-

ния. Интервал времени между 7-ми и 14-ми сут соот-

ветствует развитию полноценной иммунной реакции 

на антигены. В более ранние сроки оценка микроцир-

куляция не целесообразна, поскольку в большей сте-

пени зависит от альтерации при формировании раны, 

чем от параметров раневого покрытия.

Длительность записи одного исследования состав-

ляла 8 мин. На первом этапе анализировался показа-

тель средней перфузии в микроциркуляторном русле 

(М). Затем на основе записанных ЛДФ-грамм исследо-

вали ритмы колебаний перфузии. Для этих целей про-

водили вейвлет-преобразование записанного ампли-

тудно-частотного спектра. Данное преобразование 

позволяло изолировано оценивать вклад каждого 

звена, принимающего участие в модуляции микро-

кровотока. Оценивались активные (эндотелиальные, 

нейрогенные, миогенные) и пассивные (дыхательные, 

пульсовые) механизмы модуляции кровотока.

Так же на 7-е и 14-е сут эксперимента оценивалась 

динамика регенерации раневой поверхности. Для этого 

на раневой дефект накладывалась стерильная поли-

мерная пленка, затем маркером на пленку наносилась 

линия по краю раневого дефекта, после данной мани-

пуляции пленка накладывалась на миллиметровую 

бумагу, по которой проводилось вычисление площади 

раневого дефекта на момент исследования

Для статистической обработки получен-

ных результатов использовали программный пакет 

«Statistica 10» (StatSoft, США). Большинство данных 

не соответствовали закону нормального распределе-

ния, поэтому рассчитывали медиану, верхний и нижний 
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квартили. Сравнение результатов проводилось попарно 

между группами с использованием непараметрических 

критериев Манна-Уитни для независимых выборок 

и Вилкоксона для сравнений внутри группы, на осно-

вании которых рассчитывали показатель  статистиче-

ской значимости р с критическим уровнем равным 0,05.

Результаты

В ходе проводимого исследования, на основании 

анализа ЛДФ-грамм установлено, что к 7-м сут экс-

перимента у животных, которым выполнена модель 

острой эксцизионной кожной раны (группа сравне-

ния), происходит повышение показателя средней пер-

фузии в микроциркуляторном русле на 27,8%, по срав-

нению с группой контроля (таблица 1). При анализе 

амплитудно-частотного спектра выявлено, что рост 

перфузии на границе раневого дефекта связан с вкла-

дом как активных, так и пассивных механизмов моду-

ляции кровотока. Так, отмечен статистически значи-

мый рост амплитуд миогенных (на 57%), дыхательных 

(на 45%) и пульсовых колебаний (в 4,3 раза). В то же 

время, произошло падение амплитуд в эндотелиальном 

спектре частотного диапазона на 56%. Обращает на 

себя внимание тот факт, что вклад в модуляцию ней-

рогенных флаксмоций минимален, и не имеет значи-

мых изменений относительно контроля.

Следует отметить, что на 7-е сут  эксперимента 

у крыс группы сравнения отмечалось сокращение 

площади раневого дефекта, которая в среднем соста-

вила 32,3 (28; 46) мм2 (рисунок).

Таблица 1/Table 1

Показатели микроциркуляции в области раневого дефекта кожи у крыс разных групп на 7-е сут

Indicators of microcirculation in the area of the wound defect of the skin in rats of different groups on the 7th day

Параметры

Indicates

Контроль 

Control

(n=10)

Группа сравнения

Comparison group

 (n=15)

Группа «плацебо»

«Placebo» group 

(n=15)

Опытная группа 

Experimental group

(n=15)

Показатель перфузии, перф. ед.

Perfusion index perf. unit.

10,4

 (9,6; 12,3)

13,3 (12,8; 14,1)

р
1 
<0,001

12,6 (12,4; 13,5)

р
1 
= 0,002

р
2 
= 0,022

11,8 (10,7; 12,6)

р
1 
= 0,080

р
2 
< 0,001

р
3 
= 0,009

Амплитуда эндотелиальных колебаний, усл. 

ед. Amplitude of endothelial oscillations,  units

15,2 

(11,5; 17,7)

6,6 (5,3; 6,9)

р
1 
<0,001

5,2 (4,2; 6,2)

р
1 
<0,001

р
2 
= 0,051

5,9 (4,1; 13,2)

р
1 
= 0,007

р
2 
= 0,678

р
3 
= 0,534

Амплитуда нейрогенных колебаний, усл. ед.

Amplitude of neurogenic oscillations, units.

6,8

 (6,7; 8,2)

 6,1 (5,8; 7,5)

р
1 
= 0,063

6,7 (5,9; 10,7)

р
1 
= 0,802

р
2 
= 0,184

6,7 (5,1; 15,1)

р
1 
= 0,718

р
2 
= 0,648

р
3 
= 0,772

Амплитуда миогенных колебаний, усл. ед. 

Amplitude of of myogenic oscillations,  units

6,7

(5,9; 7,9)

10,5 (8,7;11,2)

р
1 
< 0,001

8,4 (7,4; 9,5)

р
1 
= 0,024

р
2 
< 0,001

8,4 (8,1; 9,7)

р
1 
= 0,080

р
2 
= 0,002

р
3 
= 0,648

Амплитуда дыхательных колебаний, усл. ед.

Amplitude of  respiratory oscillations,  units

9,1

(7,9; 11,6)

13,2 (11,4; 16,2)

р
1 
= 0,002

14,5 (13,1; 18,7)

р
1 
< 0,001

р
2 
= 0,105

12,0 (11,3;12,8)

р
1 
= 0,037

р
2 
= 0,097

р
3 
< 0,001

Амплитуда пульсовых колебаний, усл. ед. 

Amplitude of  pulse oscillations,  units

3,8

(3,3; 4,7)

16,5 (13,1; 28,6)

р
1 
< 0,001

19,7 (16,3; 21,5)

р
1 
< 0,001

р
2 
= 0,455

20,7 (14,0; 27,8)

р
1 
< 0,001

р
2 
= 0,868

р
3 
= 0,709

Примечание. Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей.  

p
1
 – уровень значимости по сравнению с контролем; р

2
 – уровень значимости относительно значений группы сравнения на 7-е сут экспе-

римента; р
3
 – уровень значимости относительно значений группы «плацебо» на 7-е сут эксперимента.

Notes. Data are presented as median, upper and lower quartiles.

p
1
 – significance level compared to control; р

2
 – significance level relative to the values of the comparison group on the 7th day of the experiment; р

3
 – 

significance level relative to the values of the “placebo” group on the 7th day of the experiment.
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К 14-м сут  исследования площадь раны у живот-

ных группы сравнения значимо (р<0,001) уменьша-

лась по сравнению с 7-ми сут  и составляла 6,3 (5;16) 

мм2. При анализе ЛДФ-грамм установлено, что 14-м 

сут эксперимента в группе сравнения не происхо-

дит принципиальной смены тенденций в механиз-

мах регуляции микрокровотока, относительно 7-х 

сут (таблица 1). По сравнению с группой контроля, 

по-прежнему сохраняется повышенный показатель 

средней перфузии (на 26,9%), по-прежнему наблюда-

ется рост амплитуд миогенных (на 58%) дыхательных 

(на 61%) и пульсовых (в 4,8 раза) колебаний при неиз-

менном статусе нейрогенных влияний. При этом про-

должается падение амплитуд эндотелиальных коле-

баний, статистически значимое как по отношению 

к контролю, так и по отношению к 7-м сут  группы 

сравнения. 

Таким образом, у животных, которым воспроизве-

дена модель острой эксцизионной кожной раны про-

исходят стойкие изменения функциональных харак-

Эпителизация ран.

Epithelization of wounds.
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теристик микроциркуляторного русла на периферии 

кожного дефекта. Отмеченные изменения, происхо-

дят за счет перераспределения активных и пассив-

ных механизмов модуляции кровотока и сохраняются, 

вплоть до 14-х сут.

Данные, представленные в таблице 1, свидетель-

ствуют, что наложение полилактидного раневого 

покрытия без активных компонентов у крыс группы 

«плацебо» приводит к статистически значимому сни-

жению перфузии кожи краев раны относительно тако-

вой у животных группы сравнения на 5,3%. Вместе 

с тем, у крыс опытной группы «плацебо» на 7-е сут 

эксперимента перфузионный показатель кожи краев 

раны превышает уровень значений группы контроля 

на 21,1%. У крыс данной группы через 7 сут после 

наложения раневого покрытия без активных компо-

Таблица 2/Table 2

Показатели микроциркуляции в области раневого дефекта кожи у крыс разных групп на 14-е сут

Indicators of microcirculation in the area of the wound defect of the skin in rats of different groups on the 14th day

Параметры

Indication

Контроль 

Control

(n=10)

Группа сравненения

Comparison group

 (n=15)

Группа«плацебо»  

«Placebo» group 

(n=15)

Опытная группа 

Experimental group

(n=15)

Показатель перфузии, 

перф. ед.

Perfusion index perf. unit.

10,4

(9,6; 12,3)

13,2(11,3; 14,1)

р
1 
= 0,015

11,4 (11,1; 11,7)

р
1 
= 0,304

р
2 
= 0,022

р
3 
<0,001

11,5 (10,7; 12,0)

р
1 
= 0,375

р
2 
= 0,022

р
4 
= 1

р
5 
= 0,351

Амплитуда эндотелиаль-

ных колебаний, усл. ед. 

Amplitude of endothelial 

oscillations,  units

15,2

(11,5; 17,7)

5,3 (4,04; 6,1)

р
1 
<0,001

4,9 (3,3; 5,3)

р
1 
<0,001

р
2
= 0,299

р
3
= 0,340

8,1 (5,0; 18,0)

р
1 
= 0,157

р
2 
= 0,020

р
4 
= 0,006

р
5 
= 0,184

Амплитуда нейрогенных 

колебаний, усл. ед.

Amplitude of neurogenic 

oscillations, units.

6,8

(6,7; 8,2)

6,7 (5,4; 7,5)

р
1 
= 0,157

7,5 (6,9; 12,1)

р
1 
= 0,212

р
2 
= 0,034

р
3 
= 0,198

9,3 (6,8; 11,6)

р
1 
= 0,174

р
2 
= 0,031

р
4 
= 0,913

р
5 
= 0,678

Амплитуда миогенных 

колебаний, усл. ед.

Amplitude of of myogenic 

oscillations,  units

6,7

(5,9; 7,9)

10,6 (7,3; 11,6)

р1 <0,001

9 (8,2; 12,1)

р1 = 0,003

р2 = 0,740

р3 = 0,105

8,2 (7,2; 9,4)

р1 = 0,157

р2 = 0,022

р4 = 0,047

р5 = 0,281

Амплитуда дыхательных 

колебаний, усл. ед.

Amplitude of  respiratory 

oscillations,  units

9,1

(7,9; 11,6)

14,7 (12,5; 18,8)

р1 <0,001

11,8 (11,1; 15,1)

р1 = 0,008

р2 = 0,012

р3 <0,001

13,3 (10,0; 14,3)

р1 = 0,005

р2 = 0,062

р4 = 0,982

р5 = 0,147

Амплитуда пульсовых 

колебаний, усл. ед.

Amplitude of  pulse 

oscillations,  units

3,8

(3,3; 4,7)

18,6 (16,4; 20,1)

р1 <0,001

19,6 (17,9; 20,7)

р1 <0,001

р2 = 0,361

р3 = 0,740

18,2 (15,7; 19,8)

р1 < 0,001

р2 = 0,709

р4 = 0,284

р5 = 0,320

Примечание. Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей. p
1
 –уровень значимости по сравнению с контролем. р

2
 

– уровень значимости относительно значений группы сравнения на 14-е сут эксперимента. р
3
 – уровень значимости относительно значе-

ний группы «плацебо» на 7-е сут эксперимента. р
4
 – уровень значимости различий по сравнению с группой «плацебо» на 14-е сут экспери-

мента. р
5 
– уровень значимости различий по сравнению с опытной группой через 7 суток после формирования раневого дефекта и нало-

жения раневого покрытия, содержащего таниновую кислоту.

Notes. Data are presented as median, upper and lower quartiles.p
1
 –significance level compared to control. р

2
 –significance level relative to the values 

of the comparison group on the 14th day of the experiment. p
3
 – level of significance relative to the values of the “placebo” group on the 7th day of the 

experiment. p
4
 – significance level of differences compared with the placebo group on the 14th day of the experiment. p

5
 – level of significance of differ-

ences compared to the experimental group 7 days after the formation of the wound defect and the application of a wound dressing containing tannic acid.
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нентов так же, как и в группе сравнения отмечается 

перераспределение вклада активных и пассивных меха-

низмов модуляции кровотока, что проявляется зна-

чимым повышением нормированных амплитуд сер-

дечных колебаний в 5,2 раза, дыхательных колебаний 

на 59,3%, миогенных колебаний на 25% и снижением 

нормированных амплитуд эндотелиальных колебаний 

на 65,7% относительно значений группы контроля. 

При сопоставлении характеристик амплитудно-частот-

ного спектра ЛДФ-грамм у крыс с раневым дефектом 

кожи на 7-е сут эксперимента обнаружено, что нало-

жение полилактидного покрытия, не содержащего 

активных компонентов, вызывает значимое сниже-

ние величины нормированной амплитуды миогенных 

колебаний у животных опытной группы на 20% отно-

сительно таковой в группе сравнения. Различия пара-

метров амплитуд колебаний в других регуляторных 

диапазонах у животных группы «плацебо» и группы 

сравнения не выявлены.

Данные, представленные в таблице 2, свидетель-

ствуют, что у крыс группы «плацебо» на 14-е сут отме-

чается снижение перфузионного показателя кожи 

краев раны на 9,5% по сравнению со значениями, 

зарегистрированными на 7-е сут  эксперимента. Это 

сопровождается статистически значимым снижением 

нормированной амплитуды дыхательных колебаний 

на 18,6%.

Результаты, представленные в таблице 2 отражают, 

что значимой динамики величины нормированных 

амплитуд эндотелиальных, нейрогенных, миоген-

ных и сердечных колебании в спектре ЛДФ-грамм 

у крыс группы «плацебо» в период с 7-х по 14-е сут  

эксперимента не обнаружено. Следует отметить, что 

на 14-е сут  показатель перфузии кожи краев раны 

у животных группы «плацебо» находится в пределах 

вариабельности значений группы контроля. Вместе 

с тем, на 14-е сут эксперимента у животных группы 

«плацебо» отмечается увеличение нормированных 

амплитуд сердечных колебаний в 5,2 раза, дыхатель-

ных на 29,6%, миогенных на 34,3 %, а также сниже-

ние величины нормированных колебаний в эндоте-

лиальном диапазоне на 67,7% относительно значе-

ний группы контроля. В ходе сравнительного анализа 

установлено, что на 14-е сут  показатель перфузии 

у крыс группы «плацебо» статистически значимо 

ниже на 13,6%, чем у животных группы сравнения. 

При сопоставлении параметров амплитудно-частот-

ного спектра ЛДФ-грамм обнаружено, что у крыс 

группы «плацебо» нормированные амплитуды дыха-

тельных колебаний на 19,7% ниже, чем у крыс группы 

сравнения. Значимых различий величин нормирован-

ных амплитуд колебаний в эндотелиальном, нейро-

генном, миогенном и сердечном диапазонах у крыс 

группы «плацебо» и группы сравнения на 14-е сут  

после формирования раневого дефекта кожи не обна-

ружено.  

Макроскопически отмечается, что у животных 

группы «плацебо» на 7-е сут  эксперимента площадь 

раны сокращалась в среднем до 23,4 (20; 36) мм2, что 

статистически значимо меньше (р = 0,008), чем у крыс 

группы сравнения. Через 2 недели у 40% животных 

группы «плацебо» кожная рана эпителизировалась 

полностью, площадь раны в группе в среднем соста-

вила 4,4 (0;10) мм2  (рисунок).

Таким образом, у крыс группы «плацебо» исполь-

зование полилактидного покрытия без активных ком-

понентов на 14-е сутки эксперимента снижает повы-

шенную перфузию кожи краев раневого дефекта 

относительно значений группы сравнения, что сопро-

вождается уменьшением значений нормированной 

амплитуды дыхательных колебаний.

 Анализ ЛДФ-грамм крыс опытной группы пока-

зал, что на 7-е сут у животных,  рана которых была 

закрыта полилактидным микрокамерным ране-

вым покрытием, загруженным таниновой кислотой, 

не отмечается повышения показателя средней перфу-

зии по отношению к группе контроля, что характерно 

для группы сравнения (табл. 1). Но при анализе ампли-

тудно-частотного спектра отмечается перераспреде-

ление ролей в звеньях модуляции микрокровотока. 

При сравнении показателей микроциркуляции в кон-

трольной и опытной группах, в последней происхо-

дит резкий рост вклада пассивных механизмов (дыха-

тельных колебаний на 31,8%, пульсовых колебаний 

в 5,4 раза). В общей структуре микрокровотока дан-

ный рост компенсируется резким снижением ампли-

туд эндотелиальных колебаний (на 61,2%).

При сопоставлении показателей микроциркуляции 

в области раневого дефекта у крыс опытной группы, 

с показателями группы сравнения, отмечается стати-

стически значимое снижение показателя средней пер-

фузии (на 11,3%) и нормированной амплитуды миоген-

ных колебаний (на 20%). В других диапазонах ампли-

тудно-частотного спектра статистически значимых  

изменений не выявлено (табл. 1).

При сравнении показателей микрокровотока 

на 7-е сут эксперимента у животных опытной группы 

и группы «плацебо» установлено, что загрузка тани-

новой кислоты в микрокамеры покрытия приводит 

к уменьшению перфузии кожи краев раневого дефекта 

на 6,3% и уменьшению нормированных амплитуд 

дыхательных колебаний на 17,2% (табл. 1).
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На 14-е сут исследования у животных опытной 

группы показатель средней перфузии статистически 

значимо ниже, относительно крыс группы сравнения  

в те же сроки, и находится в пределах вариации пока-

зателя средней перфузии контрольной группы (табл. 2). 

Анализ амплитудно-частотного спектра показал, что 

у крыс рана которых была покрыта полилактидом 

с микрокамерами заполненными таниновой кисло-

той происходит повышение амплитуд эндотелиальных 

(на 52.8%) и нейрогенных колебаний (на 38,8%), при 

этом снижается роль вазомоции (на 22,6%), по срав-

нению с животными без раневого покрытия. Данные 

показатели статистически значимых отличий от кон-

трольных значений не имеют (табл. 2). Пульсовые 

и дыхательные флаксмоции у опытной группы оста-

лись в тех же значениях, что и группы сравнения, зна-

чительно превышая аналогичные показатели кон-

трольной группы (табл. 2). 

При сравнении параметров амплитудно-частот-

ного спектра ЛДФ-грамм у животных опытной группы 

и группы «плацебо» выявлено, что загрузка таниновой 

кислоты в микрокамеры раневого покрытия вызы-

вает увеличение амплитуд эндотелиальных колеба-

ний на 65,3% и снижение на 8,8% амплитуд миоген-

ных колебаний перфузии кожи краев раневого дефекта 

на 14-е сут эксперимента (табл. 2).

Результаты проведенных исследований свидетель-

ствуют, что у животных опытной группы, которым 

выполнялось закрытие раневого дефекта полилак-

тидным покрытием с таниновой кислотой, на 7-е сут 

эксперимента площадь раны сокращалась (рису-

нок) в среднем до 15,6 (10,8; 21,2) мм2). Площадь 

раны у животных опытной группы была значимо 

меньше (р = 0,008), чем у крыс группы сравнения 

и крыс группы «плацебо» (р = 0,032). Через 2 нед  

у 60% животных опытной группы  кожная рана эпи-

телизировалась полностью (рисунок), площадь раны 

в группе в среднем составила 5,1 (0;8) мм2. Значимых 

различий площади раны через 14 сут после наложе-

ния покрытий без активных компонентов и покры-

тий с микрокамерами, загруженными таниновой кис-

лотой, не выявлено (р=0,927). 

Таким образом, результаты исследования показы-

вают, что полилактидные раневые покрытия с микро-

камерами заполненными таниновой кислотой оказы-

вают значительное влияние на активные механизмы 

модуляции кровотока, нормализуя перфузионный 

показатель. Нормализация микроциркуляции кожи 

краев раневого дефекта сопровождается ускорением 

темпов эпителизации раны на первой неделе экспе-

римента.

Обсуждение

Изменения в системе микроциркуляции в области 

острых эксцизионных кожных ран широко представ-

лены в доступной литературе и тесно связаны с разви-

тием воспалительного процесса [14–17]. При повреж-

дении клеточных элементов ткани происходит высво-

бождение фосфолипидов мембран, в частности 

арахидоновой кислоты. Под действием ферментов 

(фосфолипаза А2), запускается каскад реакций с обра-

зованием метаболитов арахидоновой кислоты (PGE2, 

PGI2, PAF, LTB4 и др.) [18]. Диффузия вышеуказанных 

субстанций за пределы зоны первичной альтерации 

способствуют снижению базального тонуса в мелких 

артериях и крупных артериолах на входе в микроцир-

куляторное русло. Происходит усиление притока арте-

риальной крови, что выражается увеличением ампли-

туды пульсовых колебаний. В то же время, PAF и LTB4, 

являясь мощными хемоаттрактантами, стимулируют 

миграцию тканевых фагоцитов и форменных элемен-

тов крови к зоне поражения [19]. Мигрирующие клетки 

начинают активно продуцировать множество вазо-

активных соединений (гистамин, NO, IL-1β, TNF-α 

и др.). Под действием указанных соединений меняется 

сосудистая проницаемость, что ведет к выходу жид-

кой части крови через сосудистую стенку микроцир-

куляторного русла [19]. Скопление жидкости в интер-

стиции вызывает сдавление мелких вен и лимфатиче-

ских сосудов, что обуславливает ухудшение венозного 

оттока. Ухудшение венозного оттока закономерно при-

водит к увеличению объема крови в венулярном звене 

микроциркуляции, а соответственно и к росту ампли-

туды дыхательной волны. Нарушения микроциркуля-

торного кровообращения в зоне повреждения (сме-

шанная гиперемия), приводят к локальному дефициту 

кислорода, что в свою очередь, вызывает тканевую 

гипоксию с накоплением недоокисленных метаболи-

тов – метаболический ацидоз [20]. В условиях метабо-

лического ацидоза меняется базальный тонус сосудов 

прекапилярного звена микроциркуляции, что отра-

жается в увеличении амплитуды миогенных колебаний 

или вазомоций. 

Следует отметить, что при анализе амплитудно-ча-

стотного спектра ЛДФ-грамм крыс, которым выпол-

нена модель острой эксцизионной кожной раны, выяв-

лено снижение амплитуды эндотелиальных колеба-

ний, что отражает снижение синтеза NO эндотелием 

сосудов. Данный феномен может иметь под собой 

несколько причин. Во-первых, происходит сниже-

ние активности эндотелиальной NOS за счет обрат-

ной связи по конечному продукту. Это обусловлено 
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усиленным синтезом NO кератиноцитами эпидермиса 

(NOS-1 изоформа), а также мигрировавшими в область 

воспаления макрофагами (mNOS изоформа), фибро-

бластами (NOS-3 изоформа) [21]. Во-вторых мета-

болический ацидоз, который сформировался в зоне 

раневого дефекта, приводит к поражению эндотели-

альных клеток с нарушением их функций, за счет пря-

мого цитотоксического действия (набухание эндоте-

лия) [22].

Таким образом, представленные данные свидетель-

ствуют, что наличие эксцизионной кожной раны спо-

собствует перераспределению активных и пассивных 

факторов контроля микроциркуляции в области ране-

вого дефекта, что в конечном итоге выражается ростом 

средней перфузии при ЛДФ. 

Результаты исследования микроциркуляции кожи 

краев раневого дефекта свидетельствуют, что наложение 

микрокамерного полилактидного покрытия не провоци-

рует воспалительных изменений микроциркуляции. Так, 

перфузия краев раны у животных группы «плацебо» ниже 

таковой в группе сравнения на 7-е и на 14-е сут экспе-

римента. При этом нормированные амплитуды миоген-

ных колебаний у крыс группы «плацебо» на 7-е сут экс-

перимента значимо ниже, а на 14-е сут имеют тенденцию 

к уменьшению среднего значения относительно таковых 

в группе сравнения. Отсутствие признаков увеличения 

перфузии и миогенных колебаний в тканях под влия-

нием полилактидного покрытия свидетельствует в пользу 

того, что оно биосовместимо и не вызывает дополнитель-

ной продукции цитокинов и/или альтерации тканей [23]. 

Представленные данные свиедетельствуют, что при-

менение полилактидного микрокамерного раневого 

покрытия загруженного таниновой кислотой позволяет 

ускорить темпы заживления и эффективно нормализо-

вать перфузию краев кожного дефекта. Согласно дан-

ным литературы, в условиях живого организма полилак-

тид путем гидролиза сложноэфирных связей разлагается 

до мономеров молочной кислоты с последующим обра-

зованием H
2
O и CO

2 
[24]

.  
Скорость гидролиза напрямую 

зависит от кислотности среды окружающей полимер 

(чем выше кислотность, тем ниже темпы биодеграда-

ции). Указанное свойство, с одной стороны препят-

ствует накоплению молочной кислоты, а соответственно 

и образованию локального ацидоза, с другой стороны 

способствует контролируемому выделению таниновой 

кислоты из микрокамер. Последнее обстоятельство осо-

бенно важно, так как танины в больших концентрациях 

могут явиться причиной оксидативного стресса за счет 

автоокисления [25].

Выделившаяся в рану таниновая кислота обладает 

рядом эффектов, способных благотворно влиять на 

течение раневого процесса. Танины обладают про-

тивовоспалительным действием за счет ЦОГ-1 инги-

бирующей активности, что способствует снижению 

синтеза PGE2, PGI2 [24].  Так же установлено, что 

таниновая кислота способствует усилению экспрес-

сии транскрипционного фактора (KLF2) в эндоте-

лиальных клетках. KLF2 вызывает индукцию eNOS, 

а также блокирует синтез провоспалительных цито-

кинов IL-1β и TNFα, снижая проницаемость сосу-

дистой стенки [26]. Танинам присущи выраженные 

антиоксидантные свойства. За счет антиоксидант-

ных эффектов угнетается влияние свободных ради-

калов, что предохраняет клетки, в частности эндоте-

лия, от повреждения [25].

Описанные эффекты естественным образом ока-

зывают влияние на состоянии микроциркуляции. 

Выявлено, что уже к 7-м сут у животных опытной 

группы амплитуды вазогенных флаксмоций опускаются 

до интактных значений, а к 14-м сут  полностью вос-

станавливаются амплитуды эндотелиальных колебаний. 

К 14-м сут  исследования выявлено усиление амплитуды 

нейрогенных колебаний, что отражает повышение уровня 

шунтирующего кровотока через артериоло-венуляр-

ные анастомозы [13]. Известно, что в интактной коже 

до 60% всех шунтов включено в работу. Следовательно, 

повышение амплитуд нейрогенных колебаний может 

косвенно свидетельствовать о восстановлении нор-

мального физиологического состояния ткани на пери-

ферии раны.

Отдельно следует отметить что восстановление 

кровотока у животных опытной группы ассоцииро-

вано с ускорением темпов регенерации тканей кож-

ного дефекта и сокращения площади раны, осо-

бенно выраженным на первой неделе эксперимента. 

Известно, что полилактидное микроокружение уси-

ливает деятельность дермальных фибробластов за счет 

активации трансформирующего фактора роста (TGF-

b) [27]. Это способствует усиленному синтезу колла-

гена. Коллаген необходим для формирования каркаса 

(межклеточного матрикса), в который встраиваются 

клетки для дальнейшей пролиферации. Очевидно, что 

для формирования такого каркаса, важен не только 

синтез коллагена, но и его правильное распределение 

в пространстве. Формированию правильной трехмер-

ной структуры среды способствуют несколько факто-

ров. Во-первых, само полимерное раневое покрытие 

выполняет опорную функцию, препятствуя механиче-

ской деформации тканей. Во-вторых, таниновая кис-

лота, обладая вяжущими свойствами, обуславливает 

связывание аминогрупп структурных белков (колла-

геновых волокон) [25].
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Таким образом, полилактидные микрокамерные 

раневые покрытия, загруженные таниновой кислотой, 

оказывают влияние на все фазы раневого процесса, 

обеспечивая их быструю сменяемость: от фазы воспа-

ления к фазе пролиферации (регенерации), от фазы 

пролиферации к фазе ремоделирования.

Заключение

Эксцизионное повреждение кожи приводит к раз-

витию стойких изменений в системе микроциркуля-

ции на периферии раневого дефекта. Указанные изме-

нения связаны с перераспределением роли активных 

и пассивных механизмов модуляции микрокровотока. 

Выраженность изменений прямо коррелирует с тече-

нием раневого процесса.

Применение полилактидных микрокамерных ране-

вых покрытий, загруженных таниновой кислотой спо-

собствует более быстрому заживлению ран, что отража-

ется в нормализации показателей микроциркуляции. 
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Прогрессирующая дисфункция иммунитета  

как фактор, препятствующий восстановительной регенерации печени  

при хронических фиброзирующих заболеваниях
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России, 

119048, Москва, Россия, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

С целью выявления критериев прогнозирования тяжести повреждения печени и эффективности корригирующей терапии 

в обзоре обсуждаются особенности прогрессирования дисфункции иммунитета при хронических фиброзирующих забо-

леваниях печени. Несмотря на различия в этиопатогенезе хронических заболеваний печени, развитие фиброза и цирроза 

печени происходит на фоне однотипно прогрессирующих проявлений дисфункции компонентов врождённого и адаптив-

ного иммунитета, а также изменений костного мозга – центрального органа иммуногенеза. Наблюдаемые сдвиги форми-

руются как следствие хронического воздействия на организм интоксикации, транслокации бактерий из кишечника, нару-

шенного метаболизма и прогрессирующего системного воспаления. Уже на раннем этапе активации процессов фиброзиро-

вания печени клетки врождённого и адаптивного иммунитета становятся длительно гиперактивированными, появляются 

субпопуляции с профиброгенными иммуносупрессирующими свойствами (стадия субкомпенсации). По мере прогресси-

рования деструктивных процессов в печени (переход фиброза в цирроз) в состоянии иммунных клеток появляются при-

знаки истощения функции, выраженного цитокинового дисбаланса и стойкой иммуносупрессии (стадия декомпенсации 

или «иммунного паралича»). Иммуносупрессия при этом становится фактором повышенной восприимчивости организма 

к бактериальным инфекциям и септическим осложнениям, а также фактором глубокого торможения регуляции восстано-

вительных процессов (второй важнейшей функции иммунитета) и развития необратимости повреждения печени. Стадий-

ность развития иммунного дисбаланса при прогрессировании фиброза в цирроз может быть выявлена с помощью марке-

ров врожденного и адаптивного иммунитета, а также по содержанию в крови CD34+ клеток костного мозга. Обсуждается 

значение выявления стадий иммунного дисбаланса для прогнозирования тяжести (обратимости) повреждения печени и 

эффективности применения корригирующей терапии.
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Progressive dysfunction of the immune system as a factor preventing recoverable regeneration of  

the liver in chronic fibrosing diseases
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This review discusses features of progressive immune dysfunction in chronic fibrosing liver diseases to identify criteria for predicting 

the severity of liver (L) damage and the effectiveness of corrective therapy. Despite differences in the etiopathogenesis of chronic L 

disease, the development of L fibrosis and cirrhosis is associated with similarly progressing manifestations of dysfunction of innate 

and adaptive immunity components, as well as changes in the bone marrow, the central organ of immunogenesis. These changes 

result from chronic intoxication, bacterial translocation from the gut, impaired metabolism, and progressive systemic inflammation. 

Already at the early stage of L fibrosis activation, innate and adaptive immune cells become chronically hyperactivated, and sub-

populations with profibrogenic immunosuppressive properties emerge (subcompensation stage). With the progression of hepatic 

destructive processes (evolution of fibrosis to cirrhosis), the immune cells display signs of functional exhaustion, pronounced cyto-

kine imbalance, and persistent immunosuppression (decompensation stage or “immune paralysis”). In this case, immunosuppres-

sion becomes a factor of increased susceptibility of the body to bacterial infections and septic complications, as well as a factor of 

deep inhibition of the regenerative process (the second most important immunity function) and the development of irreversible L 

damage. The staging of the immune imbalance during the progression of L fibrosis to cirrhosis can be detected with markers of innate 
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the stages of immune imbalance for predicting the severity (reversibility) of L damage and the effectiveness of corrective therapy.
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Неуклонный рост хронических заболеваний печени 
вирусной, токсической, аутоиммунной и метаболиче-
ской природы и малоэффективность лечения таких 
пациентов указывает на необходимость разработки 
и применения новых терапевтических стратегий, осно-
ванных на использовании результатов углублённого 
изучения особенностей участия клеточных и молеку-
лярных механизмов в прогрессировании хронических 
заболеваний печени [1].

Известно, что на этапе прогрессирования хрони-
ческих фиброзирующих процессов в печени ведущая 
патогенетическая роль принадлежит уже не этиологи-
ческим факторам [2, 3], которые способны лишь уси-
ливать и ускорять процесс необратимого повреждения 
печени, а развитию глубоких структурных и функци-
ональных нарушений иммунной системы. Иммунная 
система, являясь одной из важнейших регуляторных 
систем организма (наряду с нервной и гуморальной), 
ответственна не только за поддержание иммунного 
гомеостаза, но и за регуляцию восстановительных 
регенераторных процессов [4−6], а также за реали-
зацию защитно-приспособительных реакций орга-
низма, не связанных с иммунным ответом [7]. Между 
тем, при хронических фиброзирующих заболеваниях 
печени в системе иммунитета формируется состояние 
дизадаптации и дизрегуляции, которое проявляется 
развитием не восстановительной, а заместительной 
регенерации печени (развитие соединительной ткани, 
процессов фиброзирования и цирроза), что свидетель-
ствует о глубокой депрессии второй важнейшей функ-
ции иммунной системы – регенераторной, ответствен-
ной за процессы пролиферации и восстановительного 
роста паренхиматозных органов.

С целью поиска ориентиров для прогнозирования 
обратимости повреждения печени и эффективности 
корригирующей терапии ниже мы рассмотрим зако-
номерности (этапы) развития иммунных дисфунк-
ций при прогрессировании хронических фиброзирую-
щих заболеваний печени на примере жировой болезни 
печени [3, 8−10] и вирусных гепатитов (HBV, HCV, 
HDV и др.) [11−16], как наиболее часто встречающейся 
патологии печени.

1. К патогенезу хронических  

фиброзирующих заболеваний печени

По современным представлениям развитие хро-
нических фиброзирующих заболеваний печени явля-
ется следствием отклонений в активации функций 
паренхиматозных, иммунных и эндотелиальных кле-
ток печени в ответ на серию провоспалительных меди-
аторов, поступающих в организм из повреждённой 

печени, жировой ткани и кишечника [17]. Нарушение 
регуляции функции гепатоцитов, купферовских кле-
ток и синусоидальных эндотелиальных клеток печени 
способствует поступлению в печень клеток костно-
мозгового происхождения: моноцитов, макрофагов 
и нейтрофилов, которые, приобретая супрессирующие 
свойства (MDSC), становятся ведущими участниками 
прогрессирования воспаления и активации процессов 
фиброзирования печени [18].

Развитие хронических заболеваний печени всегда 
связано с прогрессирующим повреждением гепатоци-
тов. Так при жировой болезни печени (алкогольная 
и неалкогольная жировая болезнь печени) поврежде-
ние печени является результатом накопления жир-
ных кислот (ЖК) в гепатоцитах (развитие стеатоза). 
ЖК, становясь мишенями токсического воздействия 
недоокисленных продуктов жирового обмена, под-
вергаются влиянию оксидативного стресса с накопле-
нием продуктов перекисного окисления и поврежде-
нием органелл гепатоцитов (митохондрий, лизосом 
и эндоплазматического ретикулума) при участии меха-
низмов программируемой гибели клеток [8‒10, 19]. 
Показано, что липотоксичность в гепатоцитах, сни-
жая экспрессию иммунорегуляторного белка DDX58/
RIG-1, повреждает механизмы аутофагии и стано-
вится, таким образом, фактором развития и взаимодей-
ствия программируемой гибели гепатоцитов и актива-
ции иммунных клеток в печени [9, 19, 20].

Полагают, что прогрессирование жировых забо-
леваний печени и переход от стеатоза к стеатогепа-
титу (неалкогольному и/или алкогольному) является 
следствием интоксикации организма, развивающейся 
на фоне массовой гибели и дисфункции гепатоци-
тов. При интоксикации повышается проницаемость 
кишечника, что способствует транслокации бакте-
рий (ТБ) через кишечную стенку [21, 22]. Бактерии 
по системе воротной вены достигают печени, активи-
руют в ней клетки врождённого и адаптивного имму-
нитета и формируют процесс воспаления в печени 
с участием гепатоцитов, экспрессирующих большое 
количество хемокинов и воспалительных медиаторов, 
образующихся при их повреждении и гибели [23, 24]. 
Результаты воспалительного ответа печени с перво-
начально избыточной активацией иммунных клеток 
и последующим снижением их активности, вносят 
существенный вклад в последующую стадийность про-
грессирования хронической жировой болезни печени, 
вплоть до развития фиброза и цирроза [8].

Гепатиты вирусной этиологии (HBV, HCV, HDV 
и др.) и переход их в хроническое воспалительное 
повреждение печени целиком определяется биологиче-
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скими свойствами этих вирусов и степенью резистент-
ности организма к действию их повреждающих фак-
торов. Персистенции вируса в организме и поддержа-
нию хронического воспаления в печени способствуют, 
прежде всего, вирулентные свойства белков вируса 
[25], которые не только содействуют вирусной устой-
чивости, но также ослабляют и искажают иммунный 
ответ организма, препятствуя избавлению от вируса. 
Установлено, что важными участниками уклонения 
иммунной системы от выполнения функции защиты 
организма от вирусов, становятся рецепторы распоз-
навания патогенов врождённого иммунитета – Толл-
подобные рецепторы (TLRs 1‒4 и TLRs 6‒9), манно-
зосвязывющий лектин (MBL), С-реактивный белок 
и др. [14, 25, 26]. Для TLR-4, MBL и С-реактивного 
белка показано, что их экспрессия формирует меха-
низмы уклонения иммунной системы за счёт возника-
ющего изменения транскрипционного профиля бел-
ков этих рецепторов и их регуляторных свойств [26]. 
Кроме того, HCV-инфекция вызывает дисрегуляцию 
в системе комплемента, являющейся триггером вза-
имодействия врождённого и адаптивного иммуни-
тета [15]. Вследствие ослабления рецепторного рас-
познавания патогенов при HCV и HBV, а также нару-
шения регуляторного взаимодействия врождённого 
и адаптивного иммунитета развивается цитокиновый 
дисбаланс, который способствует нарушению диффе-
ренцировки Т-лимфоцитов и ингибированию спец-
ифических Т-клеточных ответов [12]. В результате 
невозможность осуществления полноценной супрес-
сии репликации вирусов – HCV и HBV в гепатоцитах 
создаёт в организме условия для запуска их персистен-
ции, массовой гибели гепатоцитов, а также условия для 
прогрессирования интоксикации, ТБ из кишечника, 
хронизации воспаления и развития хронической печё-
ночной недостаточности (ХПН). Усиление деструк-
тивных процессов в печени способствует дальнейшей 
активации иммунного дисбаланса (развитие иммуно-
супрессии) и формированию устойчивой иммунной 
патологии, которая ведёт к прогрессированию забо-
левания с исходом в фиброз и цирроз печени [27, 28].

Фиброзирование печени является результатом 
нарушения динамики раневого процесса в печени 
в ответ на её повреждение и характеризуется повы-
шенной продукцией матриксных белков, а также тор-
можением процессов матриксного ремоделирования 
[24]. Накопление внеклеточного матрикса происходит 
при активном участии гетерогенной популяции мио-
фибробластов, появляющихся в печени в результате 
трансформации свойств печёночных звёздчатых (стел-
латных) клеток (HSCs). В здоровой печени HSCs пред-

ставляют собой неактивный фенотип клеток, содержа-
щий гладкомышечный α-актин и десмин, а в их ваку-
олях – жирорастворимый витамин-А. Повреждение 
паренхимы печени и возникающая воспалительная 
реакция способствуют активации и фенотипическому 
переходу спокойных, обогащенных витамином-А 
HSCs, в миофибробластический фиброгенный фено-
тип активированных HSCs (aHSCs) [29]. Такая транс-
формация связана с тем, что aHSCs начинают экспрес-
сировать содержащиеся в них гладкомышечный α-ак-
тин и десмин, проявляют высокую пролиферативную 
и сократительную активность, а также продуцируют 
провоспалительные и профиброгенные медиаторы, 
белки внеклеточного матрикса и ингибиторы матрикс-
ной деградации. Клетки aHSCs фиброгенного типа, 
появляющиеся при хроническом повреждении печени, 
взаимодействуя с гепатоцитами, вызывают их апоп-
тоз и/или некроптоз, тем самым способствуя прогрес-
сирующему повреждению печени. В работах послед-
них лет констатируется, однако, что воспаление, под-
держиваемое в печени повреждением, представляет 
собой главный механизм реализации как прогресси-
рования фиброза так и его последующего нивелиро-
вания [8] и что комбинации различных субпопуляций 
врождённого и адаптивного иммунитета, контроли-
руют как развитие фиброза так и его регресс [29−32]. 
Задача состоит в том, чтобы выявить тот критический 
уровень нарушений иммунных процессов в организме, 
при котором ещё может быть достигнуто устранение 
иммунного дисбаланса терапевтическими методами 
и созданы условия для регресса фиброзирующих про-
цессов.

2. Иммунные дисфункции при прогрессировании 

хронических заболеваний печени

Дисбаланс врождённого и адаптивного иммуни-
тета при хронических заболеваниях печени обуслов-
лен нарушением в их клетках механизмов узнавания, 
а также реализации эффекторных и регуляторных 
функций [33]. На начальном этапе иммунный дис-
баланс характеризуется повышенной чувствительно-
стью и избыточным проявлением острого воспали-
тельного ответа, а затем истощением иммунного реа-
гирования и развитием иммунодефицита. Наиболее 
тяжёлым проявлением дисбаланса про- и противовос-
палительных механизмов становится развитие ACLF-
(acute on chronic liver failure) – острого процесса на 
фоне хронически протекающего заболевания печени, 
который усугубляет сдвиги функционирования иммун-
ной системы сначала в сторону усиления воспаления, 
а затем в сторону прогрессирования фиброза и цир-
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роза печени [34] с развитием тяжёлых инкурабельных 
осложнений (портальная гипертензия, энцефалопа-
тия и др.). Прогрессированию иммунного дисбаланса 
способствуют продолжающееся воздействие этиопа-
тогенетических факторов (см. раздел 1), усиление ТБ 
через кишечную стенку, обусловленное эндотоксемией 
в условиях массовой гибели гепатоцитов, а также повы-
шение частоты возникновения системных бактериаль-
ных инфекций [34, 35]. Степень выраженности иммун-
ной дисфункции определяется также тяжестью течения 
ХПН, и в клинике это было подтверждено тем [36, 37], 
что у пациентов с циррозом печени проявления функ-
циональных отклонений иммунозависимых генов врож-
дённого иммунитета становятся более выраженными, 
чем у пациентов без цирроза.

2.1. Дисфункция врождённого иммунитета

2.1.1. Экспрессия и функция Толл-подобных рецепто-

ров. В печени наиболее изучено семейство так назы-
ваемых Толл-подобных рецепторов (TLRs), относя-
щихся к мембранным паттерн-распознающим рецепто-
рам (PRRs). Они экспрессируются в паренхиматозных 
и непаренхиматозных клетках печени и позволяют клет-
кам врождённого иммунитета выявлять поступившие 
в организм патогены путём активации клеточного звена 
врождённого иммунитета [38]. В опытах на грызунах, 
в частности было показано, что в патогенезе фибро-
зирования печени наиболее важная роль принадле-
жит активации TLR2-, TLR4- и TLR9 − опосредован-
ным путям [39, 40], а при прогрессировании вирусных 
гепатитов – активации TLRs 1‒4 и TLRs 6‒9 [14, 38]. 
Основными эффекторами TLR-лиганд-опосредуемого 
фиброгенеза являются звездчатые клетки печени 
(HSCs), которые, как известно, регулируют струк-
турный гомеостаз органа. Направленность регуляции 
зависит от степени исходной активации этих клеток 
и степени баланса секреции про- и антифибротических 
цитокинов, а также от состава активирующихся иммун-
ных клеток [41]. Профибротические иммунные клетки 
(М1-макрофаги, нейтрофилы, Th17, CD8-T клетки, 
естественные Т-киллеры (NTK) способствуют развитию 
фиброза печени. В то же время секреция IL-10, IL-22, 
IFNγ, TRAIL (апоптоз – индуцирующие лиганды TLRs, 
связанные с секрецией TNF-фактора), а также прямая 
ликвидация активированных HSCs (aHSCs) с помощью 
антифибротических иммунных клеток [М2-макрофагов, 
CD11b+Gr1+_клеток костного мозга, Treg, Th17, NKT, 
но особенно естественных киллеров (NK)], способны 
регулировать aHSCs в антифиброгенном и противовос-
палительном направлении, главным образом, на ранней 
стадии развития фиброза [42].

Подчёркивается [41, 42], однако, что при регуля-
ции структурного гомеостаза печени следует учиты-
вать способность макрофагов, NK, Th17 и дендрит-
ных клеток проявлять и противоположно направлен-
ные свойства.

По мере прогрессирования ХПН и постепенного 
перехода фиброза в цирроз в организме развивается 
ослабление экспрессии и снижение восприимчиво-
сти TLRs сигнальных путей. Полагают, что эти изме-
нения могут быть вызваны: длительной экспозицией 
TLRs к токсическим бактериальным продуктам, посту-
пающим из кишечника в кровь в результате ТБ; экзо-
генно поступающими токсическими продуктами (эта-
нол, недоокисленные продукты обмена потребляемых 
жиров и др.), а также повреждением и даже гибелью 
TLRs-лигандов, содержавшихся в гепатоцитах [43, 44]. 
Перечисленные факторы признаны обязательными 
компонентами развивающейся тяжёлой цирроз-ас-
социированной иммунной дисфункции (CAID) [45], 
которую характеризуют как «сепсис-подобный иммун-
ный паралич» [46]. При циррозе печени отмечается 
также: снижение способности печёночных макрофа-
гов (Купферовские клетки) фильтровать накаплива-
ющиеся бактериальные продукты, снижение липо-
полисахарид-обезвреживающей функции альбумина, 
а также низкий уровень выработки в гепатоцитах липо-
протеинов высокой плотности и апо-липопротеина – 
А1 [47, 48]. В результате при циррозе снижение функ-
ции клеток печени ведёт к дальнейшему повышению 
в крови иммуногенных и токсичных продуктов, кото-
рые способствуют угнетению экспрессии и дисфунк-
ции TLRs, прежде всего, TLR-2 и TLR-4 [49, 50], что 
находит отражение в развитии дисфункции клеток 
врождённого иммунитета.

2.1.2. Моноциты. Нарушения функции моноцитов 
при ХПН включают повреждения процессов хемотак-
сиса, генерации супероксидных радикалов, фагоци-
тоза, киллерной активности и продукции лизосомаль-
ных энзимов [33]. У больных с ХПН обнаружено зна-
чительное увеличение циркулирующих моноцитов со 
сдвигом в сторону накопления неклассической субпо-
пуляции CD14+CD16+M [51], обладающей провос-
палительным и профиброгенным потенциалом. Эти 
клетки экспрессируют более высокие уровни CD183, 
HLA-Dr, низкоаффинные рецепторы FcyRII и IL-2R 
(CD25), чем классическая субпопуляция CD14++CD16- 
моноцитов [52, 53]. Полагают [54], что sIL-2R (sCD25) 
может служить маркером активации субпопуляции 
СD14+CD16++M, как при ХПН, так и при формиро-
вании фиброза и цирроза печени, при которых уро-
вень sIL-2R особенно повышен. У больных с разви-
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вающимся циррозом и повышенной ТБ в моноци-
тах может выявляться повышенная экспрессия TNFα, 
HLA-Dr и CD80 [78]. В то же время имеются наблю-
дения возникновения функциональной деактива-
ции моноцитов при ACLF и на поздней стадии цир-
роза [46, 56, 57]. Эта деактивация рассматривается как 
феномен «иммунного паралича» и характеризуется 
угнетением в моноцитах экспрессии HLA-Dr, iNOS 
(inducible nitric oxide synthase) и ко-стимуляторных 
молекул (CD40, CD86), а также сниженной секрецией 
TNFα. Полагают [46, 56], что снижение экспрессии 
HLA-Dr (< 40%) cвидетельствует о неблагоприятном 
прогнозе. В целом состояние «иммунного паралича» 
характеризуется в организме супрессией провоспали-
тельных (снижение уровня TNFα) и преобладанием 
антивоспалительных (повышение уровня IL-6 и IL-10) 
цитокинов в сыворотке крови, что создаёт благопри-
ятные условия для развития фиброзирующих процес-
сов. Показано, что у больных с сепсисом и снижен-
ной HLA-Dr экспрессией функция моноцитов может 
быть восстановлена применением иммуномодулирую-
щих факторов GM–CSF и INF-γ [56]. Однако, целесо-
образность использования этих факторов для коррек-
ции функции моноцитов при CAID и ACLF нуждается 
в подтверждении.

2.1.3. Макрофаги. Развитие ХПН является в значи-
тельной степени результатом моноцит/макрофагаль-
но-опосредованного повреждения печени, которое 
запускается и поддерживается воспалительными меди-
аторами [57, 58]. В развитии хронического поврежде-
ния печени активно участвуют, прежде всего, рези-
дентные макрофаги, которые представлены купфе-
ровскими клетками. Активация купферовских клеток, 
как и моноцитов осуществляется через PRRs сигналь-
ные пути. Взаимодействуя с различными клетками 
врождённого иммунитета активированные купфе-
ровские клетки поддерживают воспаление в печени, 
привлекая фагоцитарные клетки в зоны поврежде-
ния через секрецию провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, в частности через секрецию MCP-1 – 
моноцитарного-хемоатрактантного протеина-1 [33]. 
Активированные купферовские клетки осуществляют 
также перекрёстный обмен информацией с аHSCs 
и через повышенную регуляцию адгезивных молекул 
способствуют развитию фиброгенеза печени и его про-
грессированию в цирроз [59] на фоне стресс-индуци-
рованного «иммунного паралича». Однако, активиро-
ванные купферовские клетки способствуют прогресси-
рованию фиброза и цирроза печени и другими путями.

В частности, была показана сильная корреляци-
онная связь между sCD163 (растворимый рецептор 

и биомаркер активации макрофагов) [60] и градиен-
том давления в воротной вене, что указывает на уча-
стие купферовских клеток в прогрессировании ХПН 
[61] и в формировании тяжёлых осложнений при цир-
розе печени (кровотечение из вен пищевода при ком-
пенсаторном развитии коллатерального кровотока). 
При прогрессировании цирроза наряду со снижением 
эффективности фагоцитарной функции купферовских 
клеток начинает проявляться недостаточность функ-
ции всей ретикуло-эндотелиальной системы организма 
[62]. Это обстоятельство вносит дополнительный вклад 
в дальнейшее снижение выведения из организма цир-
кулирующих патогенов – бактерий и токсинов при ТБ 
из кишечника и способствует повышению риска раз-
вития тяжёлых бактериальных инфекций в организме, 
а также развитию токсемии и стресс-индуцированного 
«иммунного паралича» [33].

2 . 1 . 4 .  П о л и м о р ф н о я д е р н ы е  л е й к о ц и т ы . 

Полиморфноядерные лейкоциты (ПМЯЛ) – базо-
филы, эозинофилы и нейтрофилы, на ранних и позд-
них стадиях ХПН находятся в полностью активиро-
ванном состоянии и, как полагают [63], это происхо-
дит из-за дисфункции TLRs-2, -4 и -9, развивающейся 
в условиях ТБ и эндотоксемии. Результатом длитель-
ной активации ПМЯЛ является снижение в них L- 
селектина, накопление продуктов перекисного окис-
ления липидов и кислородных радикалов [64], а также 
повышение активности нейтрофильной эластазы 
[65], которые вызывают энергетическое истощение 
и повреждение ПМЯЛ со снижением их функциональ-
ной активности: хемотаксиса, фагоцитоза и бактери-
цидного потенциала на бактериальные стимулы [33]. 
Прогрессирование ХПН и развитие цирроза сопрово-
ждается дальнейшим снижением фагоцитоза и кил-
лерной активности ПМЯЛ, что коррелирует с темпом 
развития тяжёлых инфекций в организме и наступле-
нием смерти при явлениях полиорганной недостаточ-
ности. Подобно другим клеткам врождённого иммуни-
тета ПМЯЛ на раннем этапе развития ХПН проявляют 
гиперактивность, а по мере её прогрессирования – 
депрессию, истощение и дисфункцию. Гиперактивные 
ПМЯЛ участвуют в процессах фиброгенеза и цирроза, 
тогда как истощённые ПМЯЛ проявляют повышен-
ную адгезию к эндотелиальным клеткам и снижают 
свою миграцию в зоны инфекции [66, 67], что спо-
собствует развитию тяжёлого сепсиса. Дисфункция 
ПМЯЛ сопровождается также уменьшением объёма 
клеток и уменьшением их численности (нейтропения) 
в результате усиленного апоптоза и развивающейся 
гиперсплении [68, 69]. Указанные нарушения в состо-
янии ПМЯЛ являются типичными проявлениями их 
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дисфункции при ACLF и прогрессирующем развитии 
CAID [65, 69].

2.1.5. Естественные киллеры. Естественные кил-
леры (NK) – это особая популяция лимфоцитов, кото-
рая является компонентом врождённого иммунитета, 
т.к. способна спонтанно (без предварительной имму-
низации) проявлять киллерные свойства (цитоток-
сичность) к инфекционным агентам и опухолевым 
клеткам [70, 71]. NK являются существенным ком-
понентом врождённого иммунитета и обеспечивают 

поддержание структурного гомеостаза при заболе-
ваниях печени путём элиминации активированных 
HSCs (aHSCs) главным образом на ранних стадиях 
развития фиброза [71, 72]. NK способствуют удалению 
aHSCs из печени, взаимодействуя с другими антифи-
бротическими иммунными клетками (М2-макрофаги, 
CD11b+Gr1+ клетки костного мозга, Treg, Th17 и др.) 
[31]. Между тем, на стадии прогрессирующего фиброза 
и цитокинового дисбаланса, создаваемого профибро-
генными иммунными клетками, антифиброгенные 
иммунные клетки начинают проявлять фиброгенную 
активность, что не позволяет NK в одиночку осущест-
влять элиминацию aHSCs [73]. Кроме того, на стадии 
прогрессирующего фиброза и цирроза печени у NK, 
как у всех клеток врождённого иммунитета, начинают 
проявляться депрессия, истощение и дисфункция, 
что также не способствует предотвращению процес-
сов фиброзирования печени. В последнее время была 
выявлена новая субпопуляция лимфоидных клеток, 
относящихся к врождённому иммунитету- тип 3, име-
ющая маркер Lin CD127+RORyt –, которая обладает 
выраженными супрессирующими свойствами и спо-
собствует прогрессированию фиброза [30].

2.1.6. Cистема комплемента. Система компле-
мента в организме объединяет работу врождённого 
и адаптивного иммунитета. Она представлена сыворо-
точными белками и несколькими белками клеточных 
мембран, синтезируемыми в печени и опосредующими 
воспалительные реакции с участием ПМЯЛ и макрофа-
гов. При хронических фиброзирующих заболеваниях 
печени, особенно на стадии развития цирроза, в работе 
этой системы возникают глубокие нарушения [74], 
характеризующиеся низкой опсонической активно-
стью и сниженными уровнями комплемента, особенно 
компонента С-3. В результате при циррозе печени про-
исходит ослабление узнавания бактерий и связывания 
их с фагоцитами, а также снижение их бактерицид-
ной способности [75]. Именно поэтому среди больных 
с циррозом повышена заболеваемость, особенно пнев-
мококковой пневмонией, а смертность таких боль-
ных достоверно превышает смертность среди больных 

без цирроза [76]. Полагают, что повышенная заражае-
мость инфекцией обусловлена нарушением функции 
рецепторов, распознающих инфекцию, а также сни-
жением уровня белков в сыворотке крови, синтезиру-
емых в печени, прежде всего, снижением уровня ком-
понента С-3 системы комплемента и рецепторного 
острофазного белка – маннозосвязывающего лектина 
(МВL) [76, 77]. Cooбщается, что у больных с продви-
нутой стадией цирроза уровень МВL значительно сни-
жен, а при полном дефиците МВL повышается вероят-
ность и сокращется время развития инфекций.

2.2. Дисфункция адаптивного иммунитета

2.2.1. В-лимфоциты и иммуноглобулины. 

Уже давно известно, что нарушения функции 
В-лимфоцитов (В-лф) при ХПН обусловлены осла-
блением антигенпрезентирующих свойств купферов-
ских клеток и самих В-лф. В последние годы появи-
лась дополнительная информация о природе наруше-
ний функции В-лф и участии их в развитии фиброза 
и цирроза печени. Методом проточной цитометрии 
было показано [78], что CD27+ В-лф (клетки памяти) 
выявляются в пуле В-лф намного реже у больных 
с фиброзом и циррозом печени и что снижeние 
CD27+/CD19+ В-лф свидетельствует о прогресси-
ровании заболевания печени и развитии иммунной 
декомпенсации. Известно, что в здоровом организме 
экспрессия CD27+В-лф непосредственно связана 
с ко-стимуляторной активацией CD40/TLR9 [79], 
однако, В-лф, выделенные из крови больных с цир-
розом, не реагировали на СD40/TLR9 активацию 
(наступало снижение TNF-β секреции и IgG – про-
дукции). Было установлено также, что присутствие 
бактериальных продуктов в крови при прогресси-
рующей ХПН играет определяющую роль в индук-
ции изменений В-клеточных функций. Показано, 
что растворимые факторы, такие как липополиса-
харид-связывающий белок (LBP) [80] и бактери-
альная ДНК [81], связанные с ТБ и часто выявля-
емые в крови при алкогольном циррозе, способны 
активировать В-клетки. С повышенной TLR9 экс-
прессией в В-лф связывают также и избыточную 
продукцию иммуноглобулинов-А (IgA) этими клет-
ками [82]. Полагают также, что повышенная продук-
ция IgA, более выраженная у пациентов с циррозом 
по сравнению с контролем (без цирроза), обуслов-
лена активационным воздействием бактериальной 
ДНК в условиях ТБ [83]. Повышенная продукция IgA 
при циррозе может быть также обусловлена появле-
нием различных антител против белков кишечных 
бактерий в условиях ТБ [84] или против белков паци-
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ента, имеющих перекрёстнореактивные эпитопы 
с бактериальным составом его сыворотки [85]. Такие 
антитела присутствуют, главным образом у больных 
с прогрессирующей ХПН сопровождающейся пор-
тальной гипертензией. Состав и выраженность бак-
териальной нагрузки в самом кишечнике при сохра-
няющейся ТБ также оказывает воздействие на про-
дукцию так называемых «невоспалительных» антител 
класса IgA [85, 86]. В тоже время, продукция спец-
ифических иммуноглобулинов G у больных с алко-
гольным циррозом снижена [85]. Снижение выра-
ботки специфических иммуноглобулинов и Ig-ответа 
было выявлено также при гепатит-В [87] и гепатит-А 
вакцинации [88] у больных с алкогольным цирро-
зом печени.

2.2.2. Т-лимфоциты. Известно, что различные 
популяции Т- лимфоцитов (Т-лф) могут обладать 
про-, антифиброгенными или двойственными свой-
ствами в зависимости от сложившегося взаимодей-
ствия их с HSCs [41]. Повышенное количество CD8+ 

Тлф и снижение соотношения CD4+/CD8+ ассоции-
руется с усилением фибротическх процессов в печени 
мышей и человека. Изучение свойств CD8-Тлф 
у больных циррозом позволило выявить среди этих 
клеток CD8-Тлф субпопуляцию с иммуносупресси-
рующей HLA-Dr экспрессией, присутствие которой 
коррелирует с неблагоприятным исходом болезни 
и развитием инфекции [89, 90]. Транскрипционный 
анализ HLA-Dr-CD8-Тлф позволил выявить в этих 
клетках сниженную регуляцию генов, вовлечённых 
в продукцию провоспалительных цитокинов. Кроме 
того, исследования показали, что HLA-Dr-CD8-Тлф 
от больных с тяжелой ХПН проявляют сниженную 
способность индуцировать пролиферацию аутологич-
ных мононуклеарных клеток периферической крови. 
Так при сокультивировании HLA-Dr-CD8-T-клеток 
с моноцитами происходило образование иммуносу-
прессивного фенотипа моноцитов, характеризующе-
гося повышенным уровнем экспрессии генов MERTK 

и PD-1. Образование иммуносупрессивного фено-
типа моноцитов обычно возникало у больных при 
развитии ACLD и сопровождалось снижением про-
дукции провоспалительных цитокинов, что коррели-
ровало с тяжестью заболевания [89]. При сокульти-
вировании HLA-Dr-CD8-Тлф с аутологичными ней-
трофилами также наступало снижение активации их 
маркеров: выявлялась повреждённая фагоцитарная 
активность, а также сниженная способность проду-
цировать TNFα в условиях применения бактериаль-
ного продукта – липополисахарида. Эти наблюдения 
подтверждают результаты более ранних исследований 

[91], в которых показано, что нейтрофилы у больных 
с циррозом хронически активированы, но функцио-
нально истощены. Это проявлялось высоким уров-
нем продукции ими кислородных радикалов в покое, 
сниженным хемотаксисом и сниженной киллерной 
активностью. Установлено, что CD4+ T-лф, продуци-
рующие IL17 (Th17), вместе с NKT-клетками также 
вовлечены в процесс фиброзирования печени; однако 
их участие в фиброгенезе зависело от цитокинового 
профиля. Показано, что продукция IL17, IL4 и IL13 
способна активировать профиброгенные свойства 
клеток, в то время как секреция IFNγ, TRIAL и IL22 
– антифиброгенные. Регуляторные Т-лф (Тreg) – 
CD4+CD25+ [FOX P3] в близком окружении с аHSCs 
через секрецию IL10 также могут проявлять антифи-
брогенные свойства, но не на стадии развития цир-
роза [41]. В исследовании M. Márquez и соавт. [92] 
описаны интенсивные нарушения Т-клеточных ком-
партментов в иммунной системе у больных с цирро-
зом. Указывается, что высокая антигенная нагрузка, 
как следствие повышенной ТБ, выявляемая повы-
шенным уровнем липополисахарид-связанного белка 
(LBP), вносит вклад в пролонгированную активацию 
и последующее истощение функции Т-лф. Так у боль-
ных с циррозом наблюдалось значительное снижение 
общего количества Т-лф (CD3+ клеток) в перифери-
ческой крови и значительное повышение отноше-
ния активированных CD4+Tкл к стареющим CD8+T 
кл (CD8CD45RO+CD57 клеткам) и отношения ней-
трофилов к лимфоцитам.

Содержание Тreg лф (CD4+CD25+ [FOX P3]) также 
было повышенным при циррозе и коррелировало 
с уровнем LBP. Сниженная регуляция ко-стимулятор-
ных молекул Тлф, таких как CD28, была также отме-
чена при прогрессирующем циррозе. Представленные 
сведения позволяют заключить, что при циррозе дис-
функции В и Т- лимфоцитов после длительной и избы-
точной активации участвуют в формировании исто-
щения и супрессии иммунитета наряду с клетками 
врождённого иммунитета. В результате повышается 
чувствительность организма к бактериальным инфек-
циям и септическим осложнениям, у Т-лф утрачива-
ется роль переносчиков восстановительных регене-
рационных сигналов клеткам печени [5], а в печени 
активизируются процессы заместительного морфоге-
неза, усиливается цирроз; в организме нарастают при-
знаки полиорганной недостаточности [93]. Длительная 
супрессия функций иммунных клеток крови сопрово-
ждается активацией в них механизмов программиру-
емой гибели, в которые вовлекается и костный мозг, 
являющийся в организме центральным органом имму-
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ногенеза, а также индуктором и регулятором восста-
новительного морфогенеза клеток паренхиматозных 
органов, в том числе печени [4, 6].

3. Дисфункция клеток  

и структурных компонентов ниш костного мозга 

при прогрессирующем циррозе печени

Прогрессирующая ХПН, переходящая в цирроз, 
а также сохраняющаяся токсемия и ТБ характеризу-
ются не только глубокой дисфункцией клеток иммун-
ной системы периферической крови (синдром CAID), 
но также дисфункцией всей системы клеток имму-
нитета, в том числе клеток костного мозга [94, 95]. 
Дисфункция клеток костного мозгa проявляется струк-
турными и функциональными нарушениями гемопо-
этических стволовых/прогениторных клеток, (о чём 
свидетельствует прогрессирующая дисфункция кле-
ток врождённого и адаптивного иммунитета), а также 
нарушением их взаимодействия с компонентами ниш 
костного мозга (мезенхимальные/стромальные клетки, 
Шванновские клетки, нейрональные волокна и эндо-
телиальные клетки). Следствием развития этих нару-
шений в костном мозге становится устойчивая и тяжё-
лая дисрегуляция (торможение) процессов восстанови-
тельной регенерации клеток крови и иммунных клеток 
в центральном и периферических органах иммуно-
генеза (костный мозг, селезёнка и лимфоузлы), что 
проявляется цитопенией в периферической крови, 
гиперспленией и прогрессированием фиброза и цир-
роза печени [95]. Снижение регенераторного потен-
циала гемопоэтических и мезенхимальных стволовых/
прогениторных клеток костного мозгa при циррозе 
печени является также фактором ограниченной (слабо 
выраженной) эффективности активационного тера-
певтического воздействия на клетки костного мозгa 
больного эндогенных и экзогенных факторов роста 
[96, 97], а также аутологичных клеток костного мозгa 
при их трансплантации [98]. При прогрессирующем 
циррозе печени терапия аутологичными или алло-
генными клетками костного мозгa [(гемопоэтические 
стволовые/прогениторные клетки или мезенхималь-
ные/стромальные клетки (МСК)] от здорового донора 
не всегда оказывалась эффективной и даже была спо-
собна усилить эффект повреждения и фиброзирова-
ния печени [99], что, возможно, обусловлено более 
интенсивной активацией дифференцировки отдель-
ных субпопуляций МСК в миофибробласты в профи-
бротическом микроокружении [100]. Полагают [101], 
что при ХПН состояние хронической интоксикации, 
ТБ, измененного метаболизма (повышение продук-
ции кислородных радикалов и нарушение энергети-

ческого обмена), а также прогрессирующего систем-
ного воспаления вызывает в организме при циррозе 
жёсткий стресс клеток костного мозгa, который ведёт 
к истощению функции и гибели гемопоэтических ство-
ловых/прогениторных клеток и МСК в компартмен-
тах костного мозга из-за развивающегося воспали-
тельного старения и деструкции компонентов их ниш 
[102]. C. Bihari и соавт. [95], используя иммуногисто-
химические методы, установили снижение количества 
CD34+ гемопоэтических стволовых/прогениторных 
клеток в костном мозге у больных с циррозом по срав-
нению с контролем. Из-за широкого диапазона значе-
ний CD34+ гемопоэтических стволовых/прогенитор-
ных клеток в биоптатах костного мозга этих больных 
было проведено дополнительное исследование состо-
яния костного мозга в зависимости от MELD – тяже-
сти состояния больных с циррозом (MELD – model 
of End-Stage Liver Disease). Оказалось, что у боль-
ных с значениями MELD<15 – (т.е. слабая или сред-
няя степень выраженности ХПН и цирроза) уровень 
CD34+гемопоэтических стволовых/прогениторных 
клеток в биоптатах костного мозга был, хоть и незна-
чительно, но повышен по сравнению с контролем. 
С повышением тяжести состояния больных уровень 
CD34+ клеток костного мозга прогрессивно снижался, 
и снижение становилось достоверным при MELD>15. 
У больных с циррозом и MELD>15 отмечалось значи-
тельное снижение гемопоэтических стволовых/про-
гениторных клеток: CD34+, CD117+, Thy-1+ клеток, 
а также клеток Lin-/CD34+/CD39-/CD90+ по сравне-
нию с больными, где MELD<15. В этом исследова-
нии авторы отметили, что на ранних стадиях цирроза 
в отличие от поздней стадии в костном мозге усилива-
ется пролиферация гемопоэтических стволовых/про-
гениторных клеток и гемопоэз – как проявление ещё 
сохраняющихся компенсаторных резервов костного 
мозга на ранних стадиях цирроза. Поскольку состояние 
гемопоэтических стволовых/прогениторных клеток 
костного мозга находится под регуляторным контро-
лем компонентов местных периартериолярных ниш, 
было исследовано также состояние МСК с исполь-
зованием анти-нестиновых антител у больных с цир-
розом и в контрольной группе [95]. Было показано, 
что количество нестин+МСК в биоптатах у больных 
с циррозом становилось значительно ниже, чем в кон-
троле, причём в отличие от CD34+ гемопоэтических 
стволовых/прогениторных клеток снижение нестин+ 

МСК у больных с циррозом наблюдалось даже на ран-
ней стадии цирроза и было особенно значительным 
у больных, где MELD>15. Компонентами ниш кост-
ного мозга являются также симпатические нервные 
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волокна и Шванновские клетки, которые обеспечи-
вают сохранность структуры и функции нестин+МСК 
в костном мозге. 

Иммуногистохимическое исследование шван-
новских клеток с помощью маркера S-100 и симпа-
тических нервных волокон с помощью антиглиаль-
ного фибриллярного кислого белка (GFAP) позво-
лило установить значительное снижение в костном 
мозге и GFAP+ симпатических нервных волокон, 
и S-100+ шванновских клеток у больных с циррозом 
печени при значениях MELD < и >15. Можно пред-
положить, что снижение нестин+МСК в нишах кост-
ного мозга обусловлено дегенерацией симпатиче-
ских нервных волокон и шванновских клеток. Кроме 
того, снижение нестин+МСК может быть обуслов-
лено дифференцировкой этих клеток в фибробласты. 
Установлено также [95], что у больных с циррозом 
печени в плазме крови из костного мозга определялись 
преимущественно повышенные уровни провоспали-
тельных цитокинов и сниженные уровни гемопоэти-
ческих ростовых факторов. При MELD>15 было отме-
чено значительное увеличение содержания IL-6, моно-
цит – хемоатрактантного белка-3 (МСР-3), TNF-α, 
IFN-γ, IL-1β TGF-α и значительное снижение содер-
жания онкостатина-моноцитов, а также стволовых 
клеточных факторов -SCF и SCDF-1 по сравнению 
с больными имеющими MELD<15. Ранее было пока-
зано, то хроническая и чрезмерная воспалительная 
цитокиновая сигнализация [103], особенно TNF-α 
и IFNγ, оказывает отрицательное воздействие на гемо-
поэтические стволовые/прогениторные клетки, вызы-
вая их анергию и гибель. Известно также, что IL-1β 
вносит вклад в повреждение симпатических нерв-
ных волокон и оказывает неблагоприятное воздей-
ствие на выживание МСК и шванновских клеток. 
Снижение ростовых факторов (SCF, SCDF-1) обу-
словлено снижением образования их в костном мозге, 
а также повышенным расходом их в условиях посто-
янно требуемой регенерационной поддержки повреж-
дённой печени, что приводит к постепенному исто-
щению функции всех клеток и деструкции компо-
нентов ниш костного мозга [104]. Мультивариантный 
анализ, выполненный в работе [95], позволил устано-
вить, что содержание CD34+клеток в мазках клеток 
костного мозгa менее 10 в поле зрения может служить 
достоверным предиктором развития сепсиса у больных 
с циррозом и что снижение CD34+ на 1 единицу повы-
шает шанс развития сепсиса у этих больных на 16%. 
Повреждённый костный мозг у больных с прогресси-
рующим циррозом печени формирует низкие гемато-
логичские показатели, развитие анемии [105] и тром-

боцитопении, а также снижает регенерационный 
потенциал клеток всех тканей и органов при циррозе 
печени. На примере трансплантации печени [95] было 
показано, что при значениях CD34+<10 в мазках кле-
ток костного мозгa у реципиентов увеличивался срок 
госпитального периода; кроме того, в течение 6 мес 
наблюдения из 6 реципиентов печени у 2 развился 
сепсис (1 умер) и у 2 – острое отторжение; у 13 реци-
пиентов с значениями СD34+>10 только у 1 развился 
острый криз отторжения и все выжили в течение 6 мес. 
В работе С.В. Готье и соавторов [106] также показано, 
что реципиенты с более низкими значениями CD34+ 
гемопоэтических стволовых/прогениторных кле-
ток в периферической крови перед трансплантацией 
печени имели больший шанс развития ранней дис-
функции трансплантата, чем те у кого уровень этих 
клеток был выше. Из этой работы следует также, что 
предварительное измерение содержания CD34+ клеток 
в периферической крови больного может быть исполь-
зовано для прогнозирования эффективности не только 
результатов трансплантации печени, но и результатов 
применения методов регенерационной терапии у паци-
ентов с тяжёлым повреждением печени.

Заключение

Проведенный анализ показал, что прогрессирую-
щая дисфункция врождённого и адаптивного иммуни-
тета играет определяющую роль в патогенезе хрониче-
ского фиброзирующего повреждения печени, перехо-
дящего в цирроз. Возникновение и прогрессирование 
иммунной дисфункции является также следствием 
стрессорного повреждения и истощения функции кле-
ток и структурных компонентов ниш костного мозга на 
воздействие – хронической интоксикации, ТБ, изме-
нённого метаболизма и прогрессирующего системного 
воспаления, сопутствующих хронически прогрессиру-
ющему повреждению печени (рисунок). Уже на ран-
ней стадии формирования процессов фиброзирования 
клетки врождённого и адаптивного иммунитета стано-
вятся в разной степени выраженности длительно гипе-
рактивированными и среди них появляются субпопу-
ляции с профиброгенными иммуносупресирующими 
свойствами (стадия субкомпенсации). По мере про-
грессирования процессов фиброзирования и цирроза 
печени в состоянии иммунных клеток нарастают при-
знаки истощения их функций, развития цитокинового 
дисбаланса и выраженной иммуносупрессии (стадия 
декомпенсации). Иммуносупрессия как проявление 
прогрессирующей дисфункции иммунной системы – 
важнейшей регуляторной системы организма (наряду 
с нервной и гуморальной системами), на фоне ТБ 
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и системной эндотоксемии становится фактором, фор-
мирующим состояние повышенной восприимчивости 
организма бактериальных инфекций и септических 
состояний. Кроме того, иммуносупрессия становится 
фактором, препятствующим включению системных 
иммунных механизмов в регуляцию процессов вос-
становительной регенерации печени, и становится 
фактором активации в ней местных тканевых процес-
сов – заместительной регенерации с прогрессирую-
щим развитием фиброза и цирроза. Торможение вос-
становительной регенерации в печени наступает как 
результат ослабления или утраты регуляторной функ-
ции клеток адаптивного иммунитета, прежде всего, 
Т-лф, являющихся переносчиками регенерационных 
сигналов повреждённым паренхиматозным клеткам 
печени [107], а также как результат истощения функ-

ции всех клеток врождённого иммунитета и, прежде 
всего, NK, которые становятся неспособными осу-
ществлять элиминацию из ткани печени – фиброген-
ный фенотип клеток – активированных HSCs.

Стадийность в динамике развития иммунного 
дисбаланса при формировании цирроза печени, 
характеризуемая различными маркерами врождён-
ного и адаптивного иммунитета, а также количеством 
содержащихся в периферической крови CD34+ кле-
ток костного мозга указывает на целесообразность 
использования этих показателей для оценки тяже-
сти (обратимости) повреждения печени, а также для 
прогнозирования эффективности применяемой тера-
пии в зависимости от стадии иммунной дисфункции 
и степени развития деструктивных процессов в кост-
ном мозге.

Схема патогенеза прогрессирующей иммунной дисфункции при хронических фиброзирующих заболеваниях печени  

(по данным современной литературы).

Scheme of the pathogenesis of progressive immune dysfunction at chronic fibrosing liver diseases.
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УДК 616-092

Геворкян Н.М.

Повышение эффективности терапии стволовыми клетками  

при содействии суммарных РНК лимфоцитов здоровых доноров

ФГБНУ «НИИ биомедхимии им. В.Н. Ореховича» РАН, 

119121, Москва, Россия, ул. Погодинская, д. 10

Очевидно, что в организме стволовые клетки нуждаются в особо жесткой регуляции их активности со стороны интеграль-

ных систем. Из представленного ранее анализа клеточной основы патогенеза самых разных заболеваний, его взаимосвязи 

с нарушениями регуляторной функции Т-лимфоцитов, следует, что в условиях патологии всегда имеют место функциональ-

ные нарушения в ряду контролирующих гомеостаз морфогенетических репаративных Т-лимфоцитов. Ранее на разных экс-

периментальных моделях in vivo и in vitro были получены качественные и количественные доказательства того, что пре-

параты суммарной РНК лимфоцитов селезенки, тимуса или периферической крови обладают регуляторными свойствами, 

соответствующими свойствам самих лимфоцитов, проявляемым в восстановительных процессах при разнообразных нару-

шениях в органах и тканях. И показано, что препарат суммарной РНК аллогенных или ксеногенных лимфоцитов здоровых 

особей способствует «перепрограммированию» лимфоцитов реципиента, их нормализации и, соответственно, восстанов-

лению нарушенных функций у подопытных животных. В этой связи, с целью повышения эффективности восстановления 

нарушенных функций той или иной органной системы, здесь предлагается предварять введение стволовых клеток введе-

нием суммарных РНК лимфоидных клеток здоровых доноров.

Ключевые слова: регенерация; лимфоидные клетки; репаративные Т-лимфоциты; экзогенная суммарная РНК; 

перепрограммирование in vivo; профилактика старения
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Enhancing the effect of stem cell therapy by healthy donor total lymphocyte RNA support
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It is obvious that stem cells in the body require particularly strict regulation of their activity by integral systems. Previous analysis 

of the cellular pathogenesis of various diseases and its relationship with disorders of the T-lymphocyte regulation showed that, in 

pathological conditions, there are always functional disorders in a series of morphogenetic reparative T-lymphocytes that control 

the homeostasis. Previously, in vivo and in vitro experiments have provided qualitative and quantitative evidence that regulatory 

properties of total RNA from the spleen, thymus or peripheral blood lymphocytes are consistent with the properties of the lym-

phocytes themselves, and these properties are manifested in recovery processes of organs and tissues. It has also been shown that 

preparations of total RNA from allogeneic or xenogeneic lymphocytes of a healthy donor contribute to the “reprogramming” of 

the recipient’s lymphocytes, their normalization, and, thus, the restoration of impaired functions in experimental animals. Accord-

ingly, we suggest to precede the administration of stem cells by the administration of total RNA from lymphoid cells of healthy 

donors to enhance the recovery of disordered functions of a specific organ system.

Keywords: regeneration; lymphoid cells; reparative Т-lymphocytes; exogenic total RNA; in vivo reprogramming; aging 

prevention

For citation: Gevorkyan N.M. Enhancing the effect of stem cell therapy by healthy donor total lymphocyte RNA support. Pato­

logicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and Experimental Therapy, Russian Journal). 2023; 

67(3): 124–136. (in Russian)



ISSN 0031-2991 125

ReviewPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2023; 67(3)  

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.03.124-136

Author’s contribution: concept and design, collection and processing of material, text writing and editing – Gevorkyan N.M.

For correspondence: Nina M. Gevorkyan, researcher, laboratory for protein biosynthesis of «V.N. Orehovich Research Institute of 

Biomedical Chemistry», Pogodinskaya St. 10, Moscow, 119121, Russian Federation, e-mail: gevorkiann@yandex.ru

Information about the author:

Gevorkyan N.M., https://orcid.org/0000-0002-0386-4010

Conflict of interests. The author declare no conflict of interest.

Financing. This work was done in the framework of the Russian Federation fundamental research Program for the long-term period for 

2021‒2030 (№ 122022800499‒5).

Received 25.06.2023

Accepted 12.07.2023

Published 20.09.2023

Введение

Стремительное развитие терапии c использова-

нием генетически модифицированных клеток, ген-

ных и тканеинженерных технологий с целью усо-

вершенствования способов восстановления органов 

и тканей, поистине, ошеломляюще. При этом самыми 

перспективными в регенеративной медицине в насто-

ящее время считаются способы, связанные с исполь-

зованием стволовых клеток, их перепрограммирова-

нием in vitro, созданием уникальных конструкций на 

их основе. Положительные эффекты, вызванные ство-

ловыми клетками, отражены в большом количестве 

публикаций, при этом опыт клинического примене-

ния стволовых клеток весьма разнообразен: от значи-

тельного улучшения состояния больных до полного 

отсутствия эффекта или его сопоставимости с тра-

диционными способами лечения. Но в целом бес-

спорно по меньшей мере то, что, способствуя повыше-

нию адаптивных возможностей организма, стволовые 

клетки достоверно повышают общую выживаемость 

пациентов при острых угрожающих жизни состоя-

ниях [1]. То есть, несмотря на обнадеживающие про-

рывы в области регенеративной медицины, связанные 

с применением стволовых клеток, повышение эффек-

тивности восстановительных процессов по-прежнему 

остается приоритетной задачей. 

Одна из развиваемых в настоящее время стратегий 

связана с изучением эффектов комплексного воздей-

ствия различных факторов, продуцируемых стволо-

выми клетками [2] и индуцируемых в тканях той или 

иной органной системы в период регенерации, с целью 

коррекции с их помощью происходящих в организме 

процессов [3]. Однако, если учесть многочисленность 

таких факторов, продуцируемых in vivo, и динамич-

ность их транзитного появления на той или иной ста-

дии восстановительного процесса, а также то, что 

поиск и тестирование их эффективности в основном 

осуществляют in vitro, выбор искусственного, но во всех 

отношениях оптимального состава потребует длитель-

ного периода комбинаторики и клинических испыта-

ний. Другой подход связывают с перспективой откры-

тия возможных аутоантигенов и их сочетаний, спо-

собных индуцировать адаптивный иммунный ответ, 

например при мышечных дистрофиях, с целью соз-

дания новых терапевтических средств формирования 

благоприятного окружения мышечным сателлитным 

клеткам для реализации процессов дифференцировки 

и регенерации при повреждениях мышц [4]. 

Наряду с этим в последние 2 десятилетия в зару-

бежных публикациях стали все больше внимания уде-

лять иммуноопосредованной стратегии повышения 

эффективности регенеративных процессов на основе 

системы специфических популяций Т-лимфоцитов 

[4‒7]. На существенную роль воспаления, а значит, 

и активного участия иммунной системы в репаратив-

ных процессах стали обращать внимание, в частности, 

в связи с наблюдением, что применение ингибирую-

щих иммунный ответ факторов сопровождается осла-

блением также и репаративных процессов [8] и что для 

осуществления полноценной регенерации необходимо 

своевременное разрешение процесса воспаления [5, 9]. 

При этом удивление и досаду вызывает тот факт, что 

хотя в в нашей стране, начиная с 1968 года, в много-

численных публикациях подробно освещалось откры-

тие и многостороннее обоснование регуляторной роли 

Т-лимфоцитов в процессах регенерации: способности 

этих клеток при их адоптивном переносе воспроизво-

дить у интактного реципиента любую стадию регенера-

ционного процесса, происходящего в организме донора, 

то есть осуществлять регуляцию пролиферации и/или 

дифференцировки клеток тканей того или иного органа 

[10‒15] – все то, что могло бы на десятилетия ускорить 

развитие регенеративной медицины – не было учтено! 

В настоящее время стволовые клетки широко 

применяются в экспериментальной медицине в обла-
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сти неврологии, кардиологии, гематологии, трав-

матологии, дерматологии, хирургии. Так, эффек-

тивная доставка мезенхимных стромальных клеток 

(МСК) в поврежденные области центральной нерв-

ной системы может быть решающим фактором, опре-

деляющим результативность терапии. МСК, транс-

плантированные внутриартериально, способны засе-

лять периваскулярное пространство, составную часть 

нервно-сосудистого узла, что может способствовать 

замене поврежденных перицитов, критического эле-

мента, участвующего в восстановлении функции ЦНС. 

Однако показано [16], что после трансплантации эти 

клетки оставались внутри сосудистого просвета в тече-

ние первых 2 дней, после чего лишь часть этих кле-

ток обнаруживалась в периваскулярном простран-

стве в области повреждения, и наблюдалось выведе-

ние пересаженных клеток из церебральных сосудов 

в результате иммунной атаки хозяина. Причем in vitro 

гомогенат из поврежденного мозга активно ингиби-

ровал миграцию МСК костного мозга человека, под-

тверждая неполную экстравазацию, наблюдаемую in 

vivo [16]. В 2021 г. Е.В. Парфёнова на Заседании пре-

зидиума РАН обратила внимание участников на «абсо-

лютно круциальную проблему для клеточной тера-

пии: выживаемость клеток после трансплантации, так 

как это определяет её эффективность. Независимо 

от способа трансплантации клеток, введения интра-

миокардиально или в коронарные сосуды, количество 

введённых клеток уже через день падает в несколько 

раз, а через неделю остаются лишь единичные про-

центы. Между тем, эффективность клеточной терапии 

инфаркта напрямую зависит от того, какое количество 

жизнеспособных клеток задерживается в миокарде». 

(Портал «Научная Россия», https://scientificrussia.ru/

articles/elena-parfyonova-o-probleme-kletochnoj-terapii). 

Здесь предлагается подход к решению этой проблемы 

с использованием препаратов суммарной РНК лим-

фоцитов и/или стволовых клеток здоровых доноров.

Т-лимфоциты как основа регенераторных и патоло-

гических процессов. В настоящее время развитие кон-

цепции стволовых клеток и связанных с этим совре-

менных технологий привело к абсолютизации роли 

этих клеток в процессах регенерации, хотя и очевидно, 

что именно стволовые клетки нуждаются в особо жест-

кой регуляции их активности со стороны интеграль-

ных систем организма. В этой же связи, и абсолю-

тизация «регуляторной функции МСК, их критиче-

ской роли в регуляции процессов заживления тканей» 

[17] также преувеличена, поскольку давно уже уста-

новлена, а позже подтверждена, выраженная зависи-

мость дифференцировки и функциональной актив-

ности стволовых кроветворных клеток (СКК) [18‒20] 

и МСК от воздействия Т-лимфоцитов [21‒23], то есть 

обоснована принципиальная возможность целена-

правленной регуляции Т-лимфоцитами функций ство-

ловых и стромальных клеток в процессах регенера-

ции самых разных органов и тканей [4, 7, 24‒30]. Хотя 

понятие «иммунитет» обычно ассоциируется с защит-

ной функцией иммунной системы, предохраняющей 

от чужеродных внешних воздействий, однако про-

цессы роста, развития, физиологической и репара-

тивной регенерации, также находящиеся под контро-

лем иммунной системы и осуществляемые морфоге-

нетическими Т-лимфоцитами, являются первичными 

по существу. Так, очевидно, что для управления про-

цессами несинхронной пролиферации разных типов 

клеток на уровне целого организма, то-есть для осу-

ществления системной регуляции процессов морфо-

генеза, необходима возможность оперативного влия-

ния на все звенья этих процессов, c целью своевремен-

ной тканеспецифической стимуляции или торможения 

каждого из звеньев [13]. Такие «вожжи» можно полу-

чить, по-видимому, только имея в арсенале средств 

систему вездесущих (в организме млекопитающего 

каждая десятая клетка – лимфоцит [31]) подвижных 

клеток, таких как тканеспецифичные клоны морфо-

генетических хелперных (CD4+) и супрессорных, или 

цитотоксических, (CD8+) Т-лимфоцитов, обладающих, 

соответственно, стимулирующей и тормозящей актив-

ностями в отношении пролиферации и дифференци-

ровки клеток своей ткани-мишени [24]. Очевидно, 

что в такой системе клональное нарушение регуля-

торной функции лимфоцитов приведет к функцио-

нальным изменениям их органа-мишени. И в насто-

ящее время все больше исследователей склоняется 

к тому, что обнаруживаемые при разных нозологи-

ческих формах функциональные нарушения именно 

в ряду Т-лимфоцитов, подвижных и наиболее чувстви-

тельных к внешним воздействиям представителей опе-

ративной гуморальной подсистемы организма, явля-

ются ведущим звеном патогенеза [24]. Так, выявлена 

патогенетическая роль лимфоцитов в усилении эри-

тропоэза при истинной полицитемии [32], патогене-

тическая роль Тreg при ревматоидном артрите и спо-

собность определенных клонов CD4+-Тreg здоровых 

доноров тормозить некоторые патологические ответы 

при артритах у человека и в экспериментальных моде-

лях ревматоидного артрита [33]. Показано, что адоп-

тивный перенос Foxp3--Т-лимфоцитов памяти, про-

дуцирующих IL-10, вызывает периферическую имму-

нотолерантность и может быть эффективен против 

острой реакции трансплантат-против-хозяина [34], 

https://scientificrussia.ru/articles/elena-parfyonova-o-probleme-kletochnoj-terapii
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а активированные Treg-клетки Foxp3+CD4+ способ-

ствуют разрешению воспаления в заживающем мио-

карде путем индукции дифференцировки макрофа-

гов, связанной с активацией миофибробластов [35]. 

Полученные у здоровых доноров аллогенные дважды 

отрицательные Т-лимфоциты CD4-CD8- in vitro про-

являли противолейкемическую активность в отноше-

нии клеток большей части больных (36/48) первич-

ным острым миелолейкозом, 9 из которых были рези-

стентны к химиотерапии, и снижали лейкемическую 

нагрузку in vivo [36]. Интересны результаты публикации 

[37], где показано, что при инфекционном поврежде-

нии легких главную роль в восстановлении и поддер-

жании тканей играют Treg, которые отвечают на совсем 

иные сигналы, нежели Treg, участвующие в подавле-

нии иммунных реакций и воспаления. Это является 

подтверждением наличия в иммунной системе двух 

сопряженных подсистем – морфогенетического кон-

троля и иммунного надзора – и свидетельствует о том, 

что каждая из этих подсистем располагает полным 

набором обслуживающих ее клеток.

Суммарная РНК лимфоидных клеток как молеку-

лярная основа процессов регенерации и патогенеза. Ранее 

нами на различных крысиных моделях in vivo и in vitro 

было показано, что препараты суммарной РНК, выде-

ленной из лимфоцитов селезенки, тимуса или перифе-

рической крови, обладают регуляторными свойствами, 

адекватными таковым, проявляемым самими лимфо-

цитами в восстановительных процессах в тканях при 

разнообразных нарушениях, с сохранением фазовости 

этих процессов [32, 40, 41]. Для сравнения, морфоге-

нетические эффекты органных РНК ограничены их 

действием на гомологичные органы и ткани, из кото-

рых эти РНК выделены [43, 44], тогда как регулятор-

ное действие лимфоцитов селезенки, тимуса или пери-

ферической крови здоровой особи, также как и полу-

ченных из них препаратов суммарных РНК, в силу 

поликлональности морфогенетических Т-лимфоцитов, 

обеспечивает нормализацию регуляторной функции 

в отношении пролиферации и дифференцировки кле-

ток любой нуждающейся в этом ткани организма реци-

пиента.

В пользу того, что в восстановительных процес-

сах первична регуляторная роль не стромальных, 

а именно лимфоидных клеток, свидетельствуют, 

в частности, данные, полученные нами при решении 

вопроса о том, оказывает ли суммарная РНК кост-

ного мозга (как органа кроветворения, отвечающего 

на кровопотерю) столь же сильное и ярко выражен-

ное торможение эритропоэза in vivo и in vitro (в куль-

туре эритробластических островков (ЭО) костного 

мозга [20, 45]), как и препараты суммарной РНК 

лимфоцитов тимуса или селезенки здоровых крыс, 

на супрессорной стадии восстановления кроветво-

рения (через 96 часов после 2%-й кровопотери) [46]. 

Выяснилось (см. «Приложение»), что суммарная 

РНК, выделенная на этой стадии из костного мозга 

тех же животных, что и РНК лимфоцитов тимуса 

и селезенки, супрессорного действия на эритропоэз 

по сравнению с контролем не оказывает, несмотря 

на наличие в костном мозге достаточного количе-

ства МСК [40]! То есть речь идет о направленном 

митостатическом эффекте подавления кроветворных 

клеток со стороны иммунной системы (в отличие 

от действия цитостатиков, которое распространялось 

бы и на Т-лимфоциты). Здесь очевиден выражен-

ный эффект торможения активности самих кровет-

ворных (стволовых) клеток костного мозга со сто-

роны Т-лимфоцитов тимуса и селезенки, поскольку 

во всех остальных наших опытах морфогенетический 

эффект, оказываемый препаратами суммарной РНК 

костного мозга интактного животного, всегда пре-

восходит таковые, оказываемые препаратами РНК 

лимфоцитов тимуса и селезенки [40, 47‒50]. 

Н а р у ш е н и я м и  р е г у л я т о р н о й  ф у н к ц и и 

Т-лимфоцитов обусловлена также и их патогенети-

ческая роль [24]. Так, на крысиной модели гипопла-

стической бензольной анемии нами продемонстриро-

вана патогенетическая роль лимфоцитов больных эри-

тремией [32, 39, 40], которую относят к хроническим 

неопластическим заболеваниям крови с нарушенными 

механизмами регуляции пролиферации и дифферен-

цировки эритроидных клеток. Показано, что суммар-

ная РНК ксеногенных лимфоцитов периферической 

крови больного эритремией вызывает активацию эри-

тропоэза у подопытных крыс, вдвое превышающую 

таковую, оказываемую суммарной РНК из смеси лим-

фоцитов периферической крови здоровых доноров. 

Субпопуляционный анализ Т-клеток этого больного 

выявил у него нарушение соотношения и увеличение 

содержания Т-лимфоцитов фенотипа CD3+CD45+CD4+ 

до 62,3% (в норме 31‒49%) и Т-лимфоцитов фено-

типа CD3+CD45+CD8+ до 35% (в норме 12‒30%), 

а также снижение числа регуляторных Т-клеток 

CD4+CD25+FOXP3+ до 3,3% (при норме 5‒10 %). 

Изменение регуляторных свойств Т-лимфоцитов боль-

ных эритремией (называемой также истинной поли-

цитемией, или плеторой) показано также и другими 

исследователями [51].

Суммарная клеточная РНК как инструмент для 

расширения возможностей экспериментальных иссле-

дований путем отказа от линейных животных и как 
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путь к клиническому применению. С помощью пре-

паратов суммарной РНК лимфоцитов тимуса, селе-

зенки или периферической крови можно воспроизве-

сти не только полностью всю последовательность явле-

ний, возникающих в процессе регенерации той или 

иной ткани, но и любую стадию этого процесса, то есть 

как фазу стимуляции пролиферации, так и стадию ее 

торможения, с сопутствующей дифференцировкой 

клеток регенерирующей ткани. При этом действие сум-

марных РНК и проявляется быстрее, и эффективность 

их выше, чем самих клеток, из которых они получены. 

Так, сравнительный анализ активности клеток кост-

ного мозга и препаратов суммарной РНК, выделенной 

из этих клеток, в отношении регенерации печени пока-

зал, что препараты РНК значительно более эффек-

тивны в процессах восстановления, чем сами клетки 

этого центрального лимфоидного органа, способствуя 

более ранней интенсификации процессов регенерации 

и обеспечивая более высокие темпы восстановитель-

ных процессов: пик митотической активности клеток 

печени под действием РНК наступает на 2-е сут, а под 

действием клеток костного мозга – на 3-и сут, при 

этом первый из них в 2,3 раза выше второго (23,45‰ 

и 10,3‰, соответственно) [52]. Этот эффект ускоре-

ния может быть полезен и в решении указанной выше 

проблемы выживаемости клеток после транспланта-

ции. В этой связи, в ряде случаев можно вместо транс-

плантации стволовых клеток вводить препарат их сум-

марной РНК, имеющей еще и главное преимущество: 

отсутствие аллогенного и ксеногенного ограничений (в 

отличие от самих клеток) [32, 39, 40, 53, 54]. Это чрез-

вычайно расширит границы применимости регене-

раторных свойств лимфоидных, стволовых и прочих 

соматических клеток, создавая принципиально новые 

возможности в практической медицине. В качестве 

самого скромного примера можно привести вынуж-

денный отказ от предложенной ранее идеи о целе-

сообразности лечения состояний, требующих пере-

садки стволовых кроветворных клеток (СКК), смесью 

таких клеток от нескольких генетически различаю-

щихся доноров – как выяснилось, в такой смеси про-

исходит взаимная инактивация аллогенных СКК и их 

инактивация лимфоцитами [55].

Руководствуясь той же логикой, то есть тем, что 

влияние клеток нескольких здоровых доноров повы-

сит вероятность успеха лечения, мы в своих опытах 

использовали РНК, выделенную из смеси клеток кост-

ного мозга и/или РНК из смеси лимфоцитов селезенки 

или тимуса, полученных от нескольких беспородных 

белых крыс, а также РНК из смеси лимфоцитов пери-

ферической крови от разных доноров. А в ряде опы-

тов вводили крысам препараты РНК из лимфоцитов 

селезенки, тимуса, костного мозга свиньи, лимфоци-

тов бычьей селезенки или лимфоцитов перифериче-

ской крови человека [32, 40, 53, 54]. Все эти препараты 

на разных крысиных моделях вызывали у животных 

исключительно положительные лечебные эффекты. 

Таким образом, использование вместо самих стволо-

вых кроветворных клеток препаратов их суммарной 

РНК позволит избежать необходимости подбора гисто-

совместимого донора, а также обойти не только алло-

генные, но и ксеногенные ограничения.

Заменив адоптивный перенос клеток введением их 

суммарных РНК, можно в большой степени отказаться 

от выведения линейных животных: кроме того, что 

получение и поддержание тех или иных линий сопря-

жено с дополнительными временными и финансовыми 

потерями, практика близкородственного скрещива-

ния еще более отдаляет таких животных от системы, на 

которой стоит тестировать те или иные активные сое-

динения в расчете на адекватность эффектов их воздей-

ствия на организм человека. Что же касается модели-

рования заболеваний человека на животных, то и эти 

модели в большой мере являются условными (воз-

можно, за исключением тех случаев, когда решаются 

задачи по выяснению генетических причин наслед-

ственных заболеваний и способов их устранения), 

тогда как перенос суммарной РНК лимфоцитов пери-

ферической крови больного даст возможность воспро-

изведения у животного всего комплекса патологиче-

ских изменений, имеющих место в организме пациента 

[56, 57], и подбора наиболее адекватного лечения [48].

Более того, выделив из лимфоцитов препараты 

их суммарных РНК на начальной и поздней стадиях 

регенерации того или иного органа (для разных орга-

нов длительность хелперной и время начала супрес-

сорной фаз разные [11, 15, 41]), можно значительно 

быстрее и эффективнее осуществлять адресную регу-

ляцию указанных процессов, причем в нужном направ-

лении, к тому же не заботясь о гистосовместимости! 

Полученные таким образом стимулирующие и тормо-

зящие препараты суммарных РНК лимфоидных кле-

ток являются уникальным средством для направленной 

регуляции локальных морфогенетических процессов, 

с помощью которых можно особенно эффективно кор-

ректировать недостаточность или избыточность проли-

феративного пула клеток любой ткани и в организме, 

и вне его. Указанные препараты РНК могут служить 

прежде всего уникальным набором средств для воспро-

изведения и подробного изучения in vivo и in vitro всех 

особенностей и этапов восстановительных процессов, 

происходящих в разных органах и тканях. Однако для 
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клинического применения предпочтительны исклю-

чительно благоприятные нормализующие эффекты, 

оказываемые при самых разных нарушениях в орга-

низме препаратами суммарных РНК лимфоцитов 

периферической крови молодых здоровых доноров, 

а также суммарных РНК тимуса, селезенки и лим-

фоцитов периферической крови здоровых молодых 

животных, находящихся под контролем ветеринарной 

службы. Чрезвычайно эффективны препараты сум-

марных РНК костного мозга, плаценты и пуповины, 

которые можно рекомендовать всегда использовать 

совместно с регуляторными препаратами суммарных 

РНК селезенки, тимуса или лимфоцитов перифериче-

ской крови здоровых животных или лимфоцитов чело-

века. Говоря о нормализации нарушенных функций, 

мы имеем в виду не только эффекты их усиления или 

ослабления как таковые, но и замечательную способ-

ность лимфоцитов здоровых особей (также, как и пре-

паратов их суммарной РНК) стабилизировать показа-

тели в рамках физиологической нормы [39, 40].

Перепрограммирование Т-лимфоцитов in vivo

Как правило, клеточные технологии используют 

стратегию перепрограммирования стволовых кле-

ток in vitro, выделения, выращивания и модифика-

ции Т-клеток и их рецепторов в искусственных усло-

виях после изъятия этих клеток из организма паци-

ента, а затем возврата в кровяное русло. Однако можно 

использовать более простой и естественный способ 

перепрограммирования Т-клеток in vivo [56], кото-

рый проиллюстрирован нами следующим образом. 

Однократное введение 15‒30 мкг/100 г веса тела сум-

марной РНК лимфоидных клеток селезенки крыс со 

стойким аллоксановым диабетом вызывало у интакт-

ных животных выраженную гипергликемию [57]. Это 

однозначно свидетельствует об изменении (перепро-

граммировании) донорских лимфоцитов, которые, 

следовательно, также чувствительны к токсическому 

действию аллоксана. К 21 дню после введения крысам 

с аллоксановым диабетом препаратов суммарных РНК 

лимфоидных клеток здоровых особей у этих живот-

ных устанавливалась стойкая нормогликемия (пере-

программирование) [57, 48]. Более того, последующее 

введение суммарной РНК лимфоидных клеток селе-

зенки этих крыс со стойко нормализовавшимся уров-

нем глюкозы крови не вызывало ни у одного из интакт-

ных животных гипергликемии [57], что очевидно сви-

детельствует о естественном перепрограммировании 

лимфоцитов крыс, перенесших аллоксановый диабет.

Описанный подход перепрограммирования ство-

ловых и Т-клеток in vivo имеет ряд очень ценных пре-

имуществ, обеспечивающих их клиническое приме-

нение. Прежде всего, он не требует подбора гистосо-

вместимых донорских клеток и вовсе не ограничен 

ни стволовыми клетками донора, ни Т-лимфоцитами 

пациента. Чрезвычайно ценно и то, что, не зная всех 

подробностей динамических изменений, возникаю-

щих в процессах нормальной регенерации функции 

органов и тканей, можно с помощью тканевых и/или 

лимфоцитарных суммарных РНК здоровых молодых 

доноров инициировать полностью все этапы этих про-

цессов. Такое вмешательство не только эффективно, 

но и проще в исполнении, поскольку препараты сум-

марных РНК разного свойства можно заготавливать 

заранее, вводить их можно не только внутривенно, 

но и интраназально, без значимых результативных 

потерь [58]. Более того, препараты эти весьма ста-

бильны, особенно в лиофилизированной форме [53].

Органные препараты РНК пятидесяти разно-

видностей из тканей крупного рогатого скота под 

общим названием Regeneresen в течение нескольких 

лет успешно производила и продавала по всему миру 

для клинического применения немецкая компания 

Dyckerhoff Pharma, однако в последние годы произ-

водство прекратили в связи с «недостаточно стойкими 

и не столь выраженными эффектами», вызываемыми 

этими препаратами. Мы полагаем, что разочарова-

ние связано с несколько упрощенным (хоть в целом 

и логичным) посылом и отсутствием достаточно обо-

снованной концепции, лежащей в основе происходя-

щих в организме процессов регенерации. То есть раз-

работчики исходили только из соображений вполне 

оправданной потребности организма в восстановле-

нии количества и качества поврежденной ткани, при 

этом совершенно не учитывая уже развитую и всесто-

ронне описанную к тому времени концепцию, свя-

занную с иммунологической природой регуляторных 

механизмов процессов регенерации. Эта практика – 

очередное доказательство того, что в условиях пато-

логии для восстановления нарушенных функций тех 

или иных органов недостаточно введения РНК орган-

ных клеток, поскольку их вводят в организм с заведомо 

измененным нейроиммунофизиологическим статусом 

[59]. Поэтому мы считаем необходимым, наряду с пре-

паратами органных, тканеспецифических РНК и/или 

РНК стволовых клеток, вводить также и нормализую-

щие препараты суммарных РНК регуляторных морфо-

генетических лимфоидных клеток тимуса, селезенки 

или периферической крови здоровых особей. Ровно 

то же самое, но в еще большей степени, относится 

и к необходимости предварять трансплантацию ство-

ловых клеток введением суммарной РНК лимфоцитов 
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донора стволовых клеток. В недавней публикации F. 

D’Alessio и соавт. [7] такие популяции Т-лимфоцитов, 

обеспечивающие регуляторный морфогенетический 

эффект, удачно названы репаративными, что позво-

ляет обойти неоднозначность названия «регулятор-

ные», возникшую в связи с появлением категории Тreg.

Адресная доставка экзогенных РНК in vivo

Хотя в настоящее время и считается, со ссылкой 

на известную публикацию H. Valadi и соавт. [60], что 

естественными носителями РНК, адресно доставля-

ющими ее в клетки-мишени, являются экзосомы [61], 

однако не исключено, что этот активный механизм 

обеспечивает именно внутренний обмен малыми РНК 

и мРНК между клетками. Что же касается экзогенной 

РНК, то механизмы не только доставки, но и вообще 

реагирования на нее могут быть принципиально иными, 

если учесть стратегию максимально оперативного реа-

гирования клеток иммунной системы на всевозможные 

внешние воздействия. При этом наиболее чувствитель-

ными клетками иммунной системы являются «прибли-

женные к среде» лимфоидные клетки [24]. Так, есть дан-

ные о том, что уже через 45 секунд инкубации наблю-

дается максимум поглощения меченой транспортной 

РНК E. coli лимфобластами человека, с сохранением 

ее функциональных свойств [62], что так же быстро 

в лимфоидные клетки селезенки проникает и гомоло-

гичная суммарная РНК, стимулируя их синтетическую 

активность [63], и что уже через 3 мин инкубации 3%, 

а через 15 мин – 8% радиоактивно меченой экзоген-

ной РНК, выделенной из лимфоцитов перифериче-

ской крови здоровых доноров, обнаруживается внутри 

аллогенных лимфоцитов и ксеногенных лимфоидных 

клеток селезенки мышей, а также и то, что грануло-

циты, например, такую лимфоидную РНК не погло-

щают [64]. С этим согласуются и наши данные, когда, 

наряду с исключительной эффективностью экзогенного 

воздействия лимфоцитарных РНК in vivo, эти же препа-

раты в культурах клеток, не содержащих лимфоцитов, 

не вызывали никаких эффектов. И в целом результаты 

наших исследований дают основания предполагать, что 

адресная доставка лимфоцитарной РНК осуществля-

ется тканеспецифическими клонами морфогенетиче-

ских Т-лимфоцитов к их тканям-мишеням. Так, нами 

показана способность суммарной РНК нормальных 

лимфоцитов селезенки, тимуса или периферической 

крови в количестве 15‒30 мкг/100 г веса тела стимули-

ровать эритропоэз даже у животных с эксперименталь-

ной полицитемией [65], значительно ускорять нормали-

зацию количества форменных элементов крови у крыс 

при гипопластической бензольной анемии [39, 47], ока-

зывать профилактическое и лечебное действие в отно-

шении постлучевой регенерации кроветворной ткани 

[49, 50], а также стимулировать процесс регенерации 

скелетных мышц путем активации пролиферации кле-

ток-миосателлитов [54], обеспечивать стойкий эффект 

нормализации уровня глюкозы крови крыс с аллокса-

новым диабетом [48], регресс гиперплазии предстатель-

ной железы [38] и прочие эффекты нормализации нару-

шенных функций организма и предотвращения гибели 

экспериментальных животных [40, 49, 50].

Влияние экзогенных РНК на процесс морфоге-

неза в период эмбрионального развития было впер-

вые исследовано M. Niu [66], который показал, что 

имплантация развивающимся головастикам эпидер-

мальных культур, выращенных в присутствии РНК 

тимуса теленка, приводила к образованию у зароды-

шей в этом месте полноценного тимуса, морфологи-

чески неотличимого от нормально развивающегося 

органа. Имплантированные контрольные культуры, 

выращенные без добавления РНК тимуса, в большин-

стве случаев через несколько недель бесследно исче-

зали. В этой связи, если учесть рекапитуляцию, всегда 

наблюдаемую в процессах регенерации, то можно 

ожидать и повышения выживаемости стволовых кле-

ток (а следовательно, и эффективности их трансплан-

тации), если предварительно вводить реципиенту 

суммарную РНК лимфоцитов тимуса, селезенки или 

периферической крови здоровых доноров. К тому же 

было обнаружено [67, 68], что экзогенная РНК, выде-

ленная из мышиной печени, инициировала в клетках 

асцитной карциномы мышей синтез несвойствен-

ных им веществ – сывороточного альбумина, трипто-

фанпирролазы, глюкозо-6-фосфатазы, аргиназы и др. 

При этом функциональные изменения в клетках-ре-

ципиентах были удивительно стабильными. Глюкозо-

6-фосфатазу синтезировала даже 244 генерация асцит-

ных клеток, то есть индукционный эффект экзо-

генной РНК поддерживался в клеточной линии на 

протяжении 21‒29 пассажей [цит. по 43, 44]. Таким 

образом, высокая стабильность эффектов, индуциру-

емых экзогенной суммарной РНК лимфоидных кле-

ток, наряду с указанным выше ускоренным прояв-

лением этих эффектов по сравнению с эффектами, 

вызываемыми самими клетками [52], тоже могут быть 

полезны в решении указанной выше проблемы выжи-

ваемости клеток после трансплантации.

Заключение

То, что указанное разнообразие эффектов можно 

вызвать одним и тем же набором препаратов суммарных 

РНК нормальных лимфоидных клеток, мы объясняем 
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наличием в организме системы многочисленных поли-

клональных лимфоцитов. В этой системе особые клоны 

тканеспецифических репаративных Т-лимфоцитов 

адресно воспринимают из экзогенной донорской сум-

марной РНК компоненты лимфоидных клеток, соот-

ветствующие каждому из клонов, и доставляют их 

к своим тканям-мишеням, осуществляя таким образом 

тканеспецифическую репаративную функцию. Такая 

избирательность должна свидетельствовать о высо-

ком сродстве рецепторов поверхности морфогенети-

ческого Т-лимфоцита как к экзогенной лимфоидной 

РНК, соответствующей его клональной принадлежно-

сти, так и к клеткам его ткани-мишени, к которой он эту 

РНК доставляет. В этой связи хотелось бы отметить, что 

наблюдаемое в настоящее время стремление выделить 

из совокупности Т-лимфоцитов популяцию клеток, кото-

рые после искусственной индукции их функционально-

сти должны стать максимально эффективными в той или 

иной ситуации, представляется нам не очень оправдан-

ным. Действительно, на данном этапе все еще в недоста-

точной мере оценена пластичность ответов иммунных 

клеток на происходящие в организме взаимодействия 

с клетками разных тканей и с нейро-гормональной систе-

мой, также, как и участие иммунной системы в процес-

сах, выходящих далеко за рамки явлений, которые при-

нято связывать с системой иммунитета [69]. Тогда как 

уже сейчас полноценный терапевтический эффект может 

быть обеспечен комплексным действием суммарной 

РНК тимоцитов, спленоцитов или лимфоцитов пери-

ферической крови, в состав которых входит оптимальное 

соотношение нормально функционирующих разновид-

ностей лимфоидных клеток [24, 41]. Поэтому экзоген-

ное введение препаратов суммарных РНК из совокуп-

ности клеток интегральной лимфоидной системы, столь 

эффективно организованной природой, дает нам уни-

кальную возможность предоставить организму исклю-

чительное право оказывать нормализующее воздействие 

одновременно на все те системы, которые при том или 

ином патологическом состоянии претерпевают деформа-

цию. Для реализации такой программы необходимы кли-

нические испытания для отработки оптимальных схем 

восстановления функций при тех или иных патологиче-

ских состояниях, а также для профилактического введе-

ния препаратов суммарных РНК лимфоидных клеток, 

способствующих замедлению процессов старения и уве-

личению продолжительности активной жизни индивида.

Приложение

Эритропоэтическую активность суммарной РНК 

оценивали по ее влиянию на темп формирования 

эритробластических островков (ЭО) в костном мозге, 

используя исключительно адекватную и наглядную 

модель изучения процесса эритропоэза in vitro [21, 45]. 

ЭО – это морфофункциональные единицы эритропо-

эза, представляющие собой ассоциацию клеток двух 

гемопоэтических линий – эритроидной и моноци-

тарной. Каждый ЭО состоит из макрофага и «короны» 

окружающих его эритроидных клеток, находящихся 

на разных стадиях дифференцировки. Разделение ЭО 

на классы зрелости [21, 45] основано на морфологиче-

ской оценке последовательности удвоения эритроид-

ных клеток в «короне» ЭО, начинающегося от коло-

ниеобразующей единицы эритроцитарной (КОЕ-Э) 

или проэритробласта и заканчивающегося последним 

делением оксифильных эритробластов:

ЭО1 – ЭО 1-го класса: макрофаг + от 2 до 8 про-

эритробластов и/или базофильных эритробластов 

(результат амплификации 1:2:4:8, отражает процесс 

новообразования ЭО на основе контакта свободных 

костномозговых макрофагов и КОЕ-Э и скорость про-

лиферации молодых эритроидных клеток, т.е. эритро-

поэз de novo)

ЭО2 – ЭО 2-го класса: макрофаг + от 9 до 16 базо-

фильных и полихроматофильных эритробластов (след-

ствие удвоения 8:16, отражает скорость пролиферации 

и дифференцировки эритроидных клеток)

ЭО3 – ЭО 3-го  класса:  макрофаг  + 

от 17 до 32 полихроматофильных и оксифильных эри-

тробластов (следствие удвоения 16:32, отражает ско-

рость дифференцировки и созревания эритроидных 

клеток)

ЭОинв – инволюцирующий ЭО: макрофаг + 

менее 16 оксифильных эритробластов + ретикуло-

циты (отражает скорость дифференцировки и дену-

клеации эритроидных клеток)

ЭОрек – реконструирующийся ЭО: ЭОинв + про-

эритробласты и/или базофильные эритробласты (отра-

жает процесс повторного образования ЭО на основе 

контактов КОЕ-Э с макрофагами, уже участвующими 

в эритропоэзе, т.е. эритропоэз de repeto).

Ранее было установлено, что адоптивный перенос 

лимфоцитов селезенки мышей через 96 ч после 2%-й 

кровопотери (модель компенсационного эритропоэза) 

вызывает в костном мозге реципиентов торможение 

развития эритроидных клеток [70]. Вопрос – угнетают 

ли эритропоэз также и препараты суммарных РНК, 

выделенных методом Хомчинского [71] из лимфоцитов 

селезенки, лимфоцитов тимуса, а также из клеток кост-

ного мозга (РНКс, РНКт и РНКкм, соответственно), 

через 96 ч после 2%-й кровопотери у белых беспород-

ных крыс. Для ответа на него через 1 ч после 2%-й кро-

вопотери опытным группам крыс однократно вну-
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тривенно вводили указанные препараты РНК из рас-

чета 30 мкг/100 г массы тела, а контрольным животным 

– по 0,1 мл 0,9% раствора NaCl.

На 5-е сут после кровопотери и введения РНК 

в периферической крови животных определяли коли-

чество ретикулоцитов (табл. 1), а в подготовленных 

препаратах ЭО костного мозга [21, 40] – картину эри-

тропоэза (табл. 2):
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Таблица 1/Table 1

Содержание ретикулоцитов 

Reticulocyte content

Показатели

Indicates

Контроль 

Control

РНКс

Spleen lymphocyte RNA

РНКт
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РНКкм

Bone marrow  cell RNA

Ретикулоциты (×109/л) 
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Примечание. В таблицах звездочкой обозначены статистически значимые различия между опытными и контрольной группами, р<0,05.
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Таблица 2 / Table 2

Картина эритропоэза

Picture of erythropoiesis

Показатели

Indicates

Контроль

Control

РНКс

Spleen lymphocyte RNA

РНКт

Thymus lymphocyte RNA

РНКкм

Bone marrow  cell RNA

Абсолютное количество ЭО

(×103/бедр. кость)

Absolute number of EI

(×103/femur)
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% ЭО1
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% ЭО2
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% ЭО3
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% ЭОинв.

% of involutional EI
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% ЭОрек.

% of reconstructing EI
17,7±0,6 13,2±0,7* 13,6±0,7* 17,8±0,6
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Обзор

Человека создал труд. Близким предшественни-

ком современного человека разумного – Homo sapiens 

был человек умелый – Homo habilis. Первое назва-

ние выражает интеллект, второе – тоже интеллект, 

но не абстрактный, а ориентированный на практику, 

способность не только придумать, но и сделать что-то 

в трудном для выживания времени. Осуществляется 

применение интеллекта – делание руками, точнее, 

поражающими своими возможностями кистями рук. 

Пример – пианисты. Сказанным мы хотим напомнить 

о месте кисти в жизни человека.

В 2022 г. международная группа авторов опублико-

вала отчет по результатам исследования в Британском 

биобанке, (в русле его программы по болезни 

Альцгеймера) силы кисти и её связи с заболеваемо-

стью деменцией и смертностью от любых причин [1]. 

В анализ было включено 466 788 участников (сред-

ний возраст 56,5 лет, 54,5% женщины). Силу кисти 

– хвата оценивали с помощью гидравлического руч-

ного динамометра. Срок наблюдения; 8.3‒9.7 лет. 

За это время у 4087 участников развилась деменция, 

а 1309 умерли от нее. Сниженная сила хвата оказалась 

связанной с повышенным риском развития деменции 

и смертностью независимо от других сопутствующих 

факторов (p< 0,001). Лица, находящиеся в самом низ-

ком квинтиле (1/5 диапазона результатов) силы хвата, 

имели повышенный (на 72%) риск развития деменции 

и повышенный риск смертности (на 87%) от деменции 

по сравнению с лицами из самого высокого квинтиля.

На первый взгляд, столь тесная связь физических 

и когнитивных функций кажется неестественной – 

кисть не воспринимается сознанием в качестве необ-

ходимого для интеллектуального обеспечения жизни 

органа, – жить без неё, а тем более думать, трудно, 

но можно. А когнитивность сознание человека свя-

зывает не с руками, а с головой. На «первый взгляд» 

в обсуждаемом контексте точнее назвать поверхност-

ным, недалеким, куцым и, конечно, ошибочным, учи-

тывающим лишь первичное знание, а именно то, что 

движение совершается мышцами и игнорирующим 

факт не  меньшей важности, что движение управляется 

сознанием, мозгом, который обеспечивает моторные 

достижения тела: игру пианиста, фокусы актера цирка 

и карточного шулера, возможность штангиста дер-

жать над головой штангу весом 200 кг. Соответственно 

этому динамометрия кистей рук может служить 

«мерой функционального благополучия мозга» для 

людей любого возраста [2]. Сегодня очевидно: разли-

чия в «силе хвата» между людьми зависят от индиви-

дуального нервно-костно-мышечного статуса чело-

века. Следовательно, изменение силы хвата в течение 

жизни исследуемого человека обязательно свидетель-

ствует, кроме собственно силы, и о соответственном 

изменении регулирующего силу (нервного) стимула. 

Таким образом, тесная и всеобъемлющая взаимосвязь 

между возрастным снижением силы хвата и проявле-

ниями когнитивного снижения, дисфункции может 

быть понята в аспекте конвергентного функциональ-

ного и структурного отражения когнитивных и двига-

тельных процессов в человеческом мозге. Процессов, 

обеспечиваемых нейроиммуноэндокринной интегра-

цией регулирования движения [3].

Из Британского биобанка, известного масштабно-

стью исследований, вышла статья [4] с результатами 

показавшими, что большая сила кисти связана с луч-

шими когнитивными функциями, большей удовлетво-

ренностью жизнью, большим субъективным благопо-

лучием, снижением проявлений тревожности и депрес-

сии. Эти связи были ярче выражены у женщин.

Наблюдали положительную связь силы кисти 

с объемом серого вещества в темпоральной коре и суб-

кортикальных областях.

В лонгитюдном анализе исходная сила хвата 

была связана с когнитивными показателями в тече-

нии 9 лет наблюдения. При учете многих демографи-

ческих, антропометрических и социально-экономиче-

ских факторов большая сила кисти была положительно 

связана с лучшей когнитивной функцией, более пол-

ной удовлетворенностью жизнью, хорошим самочув-

ствием, снижением и отсутствием симптомов депрес-

сии и тревожности.

Из того же Британского биобанка, сообщают 

результаты анализа более 40 тыс. пациентов, соот-

ветствовавших условиям отбора, со сроком наблюде-

ния 5,4 года, полученные F. Petermann-Rocha и соавт. 

[5]. Деменция развилась у 726 исследуемых. Она соче-

талась со снижением силы кисти, веса тела, скорости 

ходьбы, быстрой утомляемостью. Слабые кисти повы-

шают риск развития любых других дефектов движения.

Авторы заключают, что ранние вмешательства 

в виде упражнений для кистей – способ отодвинуть 

в поздний возраст развитие деменции, малоподвиж-

ности, телесной слабости, падений, госпитализации, 

смертности от всех причин. Полученные с помощью 

МРТ показатели объема серого вещества головного 

мозга служат индикаторами лежащих в основе нейро-

структурных изменений.

Это исследование показало, что у пожилых иссле-

дуемых асимметрия силы двух кистей (Handgrip strength 

HGS) была связана с замедлением скорости ходьбы 

и ухудшением баланса в положении стоя. Авторы реко-

мендуют использовать в клинических и трансляцион-
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ных исследованиях асимметрию силы кистей как еще 

один показатель нарушения функции регулирования 

движений верхних и нижних конечностей. Широко 

используемый в повседневной практике тест на силу 

хвата HGS представляет собой недорогой, количе-

ственный, простой в использовании, выразительный 

по значению и портативный тест для оценки общей 

мышечной функции, универсальный показатель силы.

Демонстрация того, что сила кисти имеет прогно-

стическое значение в отношении ряда состояний здо-

ровья, порой даже спустя десятилетия, мотивировала 

заявления о том, что динамометрия кистей может слу-

жить «индексом современного и будущего здоровья» 

для людей среднего и старшего возраста. Центральным 

в этом убеждении было предположение, что сила хвата 

является простой мерой физической работоспособ-

ности, которая служит маркером состояния мышц 

и угрозы саркопении, в частности. Авторы считают, что 

связь силы кисти с когнитивной функцией есть про-

явление «конвергентного функционального и струк-

турного опосредования когнитивных и двигательных 

процессов человеческим мозгом»

Прагматичный биомаркер преклинической демен-

ции нужен для масштабного и легкого скрининга риска 

в популяциях. Такие физические параметры, как сила 

кисти и скорость походки умозрительно адекватные 

биомаркеры, но как они соотносятся с маркерами ней-

родегенерации и болезни Альцгеймера неизвестно.

Этот вопрос исследовали Mini E. Jacob и соавт. 

[6]. В анализе продолжительностью 5 лет участво-

вали 2336 человек со средним возрастом 61 год. Измеряли 

силу кисти, скорость быстрой походки, скорость встава-

ния со стула, концентрацию тау-белка. Определили, что 

неблагоприятные изменения этих показателей выявля-

ются у пожилых людей без деменции, но могут и должны 

быть использованы как свидетельства риска развития 

деменции и болезни Альцгеймера. В частности Jacob 

с сотрудниками представили результаты исследования 

проведенного среди обитателей пансионата в городе 

Фремингеме (штат Массачусетс) и заключили, что 

нагрузки на кисти и ходьба способствуют если не пол-

ной профилактике, то, как минимум, задержке разви-

тия болезни Альцгеймера.

Японские врачи выясняли прогностическую «даль-

нозоркость» определений силы кисти и скорости 

ходьбы [7]. Среди обитателей пансионатов снижения 

величин этих критериев проявлялись за 10 лет до ког-

нитивного снижения.

В следующем году появилась американская публи-

кация, сообщившая о синхронном развитии двигатель-

ной и когнитивной недостаточности [8].

Асимметрия силы кисти связана со снижением 

скорости походки. Оба критерия указывают на мышеч-

ную дисфункцию, риск падений, неблагоприятные 

для здоровья последствия. Неопределенны количе-

ственные соотношения асимметрии силы кисти с дру-

гими нарушениями движения. Авторы сообщают лишь 

общеизвестное – что при асимметрии > 30% движения 

медленнее, чем при асимметрии 10% [9].

Индивиды, семьи и общество находятся под 

постоянным эмоциональным, бытовым, психоло-

гическим и экономическим бременем когнитив-

ных расстройств. Это определяет высокую прио-

ритетность изучения механизмов старения. J. Luo 

и соавт. [10] исследовали 9268 обитательниц панси-

онатов США в возрасте 65 лет и старше, лечившихся 

по поводу остеопоротических переломов и наблюда-

емых потом в течении 20 лет. В течение этого вре-

мени модифицированные мини-ментальные иссле-

дования производились до 6 раз. По ходу каждого 

такого исследования шестикратно определяли ско-

рость ходьбы и силу кисти. Полученные результаты 

подтвердили, что скрининг на медленную скорость 

походки или слабую силу хвата может быть поле-

зен для выявления пожилых людей с риском сни-

жения когнитивных функций, когда они еще ког-

нитивно нормальны или имеют лишь легкие нару-

шения. Программы упражнений для увеличения 

скорости ходьбы и мышечной силы могут отсрочить 

или предотвратить развитие когнитивных наруше-

ний у пожилых людей. Мини-ментальное исследо-

вание заключалось констатацией состояния: норма, 

умеренная или тяжелая недостаточность.

Результаты работы [11] убедили исследователей, 

что медленная ходьба и слабая кисть первичные, доста-

точно убедительные показатели развивающегося или 

грядущего когнитивного снижения. Организация 

и соблюдение разумной программы упражнений 

позволяют повысить скорость ходьбы, силу мышц рук 

и ног, отсрочить и, нередко, предотвратить развитие 

старческого маразма.

Следует иметь в виду, что по ряду наблюдений поза 

человека при измерении силы кисти заметно влияет 

на результат. Zheng-Yang Xu и соавт. [11] сообщили 

результаты по данным 764 испытуемых (409 муж-

чин) и измерении в 4 позах: 1 – стоя с распрямлен-

ным локтем, 2- стоя с поднятой рукой, 3- сидя, с лок-

тем согнутым до 90 градусов, 4- сидя с распрямленным 

локтем. У мужчин и женщин максимальная и суще-

ственно большая, чем в других вариантах, сила про-

являлась в первой позе. Результаты мужчин, и правых 

рук, конечно, были выше.
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Главная или, по крайней мере, одна из главных 

целей жизни большинства старых людей: сохранить 

здоровье. В контексте нашей темы это можно пере-

формулировать как понимание необходимости все-

мерного противодействия ослаблению кисти и замед-

лению походки [12].

Способность поддержать функцию движения, 

адекватную условиям среды – важнейшая составляю-

щая благополучной старости. Однако в США, напри-

мер, треть (31.7%) населения в возрасте 65 лет и старше 

сообщает о трудности для них пройти 3 квартала [12]. 

Эти исследователи считают, что в обсуждаемой ситу-

ации поиск и разработка приемов нейтрализации 

риск-факторов, менее эффективны, чем стимуляция 

защитных реакций организма. В нашем контексте – 

работы кистями и ходьбы.

Население Земли увеличивается и стареет – в нем 

возрастает количество старых людей. Это преврати-

лось в глобальную социальную и медицинскую про-

блему. По мере старения населения определение фак-

торов, способствующих поддержанию силы и подвиж-

ности адекватно условиям жизни в пожилом возрасте, 

имеет решающее значение. Снижение этих функ-

циональных возможностей связано с повышенным 

риском инвалидности, заболеваемости, госпитали-

зации и смертности. Не менее важно, что способ-

ность сохранять физическую активность на доста-

точном уровне – непременный компонент благопо-

лучной, здоровой старости. Способом достижения 

высокой цели может стать разумная амбициозность, 

сознательно и ответственно принятой для себя испол-

нителем задачи. Высокая и убедительная, основан-

ная на фактах, самооценка и жизненная важность 

цели могут мобилизовать на энергичные усилия с бла-

гоприятным результатом в её достижении пожилых 

и даже старых людей [13]. Связь убеждение – движе-

ние действует в обоих направлениях. Воображение 

и наблюдение моторных действий приводят к акти-

вации тех же областей мозга (нейронных цепей) что 

и их физические осуществляемые  мышцами ана-

логи. Воображением можно вызвать двигательную 

реабилитацию. Наблюдение, воображение и физи-

ческое исполнение одного и того же движения (или 

моторного действия) вызывают очень похожие цере-

бральные активации. Есть четкие доказательства, что 

наблюдение, воображение, выполнение моторного 

действия могут вызывать сходные паттерны цере-

бральной активности [14]. Убежденность в важности 

двунаправленной связи мысль – действие может обе-

спечить мышечный двигательный эффект представ-

лению движении, созданному мозгом.

В сингапурском (с участием Австралии) исследо-

вании выполнен кросс-секционный анализ действия 

асимметрии (авторы используют слово –«латерально-

сти – laterality») хвата, а также силы хвата и тела на ког-

нитивную функцию и мобильность [15]. Триста трид-

цать обитателей пансионата (55.2% женщин) в возрасте 

≥ 55 лет участвовали в исследовании. Низкой силой 

кисти считали <28 кг для мужчин и <18 кг для жен-

щин. Различие между руками в 10% считали показа-

телем асимметрии. Снижение когнитивной функции 

и мобильности, немедленной и отсроченной памяти 

было связано со снижением силы, но не асимметрией 

хвата. Асимметрия наиболее заметно проявлялась 

замедлением «вставания с кресла». Тест, отражаю-

щий по набору движений мобильность, силу и баланс, 

осуществлялся подъемом с кресла, проходом 3 метров, 

поворотом, возвратом в кресло.

Снижение работоспособности может не только 

определяться, но и прогнозироваться биохимическим 

анализом [16] выявляющем критерии переутомления 

и перспективу стойкого снижения работоспособности 

даже молодого и в высшей степени тренированного 

человека, спортсмена, лыжника сверхвысокой квали-

фикации – члена сборной команды России.

Объединенный итог многих анализов связи между 

силой хвата и когнитивной функцией у пожилых 

людей, осуществленный большим (26 авторов) меж-

дународным коллективом исследователей [17] опре-

делил коэффициент корреляции равный 0,55, т.е. уме-

ренную положительную связь изменений когнитивной 

функции с изменениями силы хвата.

Воображение эффективно при использовании 

в сочетании с традиционной лечебной физкультурой 

для функциональной реабилитации как верхних, так 

и нижних конечностей, а также для восстановления 

повседневной деятельности и навыков. Из-за неод-

нородности исследований в отношении протокола 

вмешательства, конкретной техники визуализации, 

времени, затрачиваемого на практику, характеристик 

пациентов и т.д., необходимы дополнительные иссле-

дования для определения оптимального протокола 

лечения для конкретного пациента.

Основываясь на множестве литературных свиде-

тельств, частично представленных в нашем обзоре, 

можно с существенной для современного уровня зна-

ний вероятностью заключить, что сила кисти отражает 

общую силу тела. Применение силы хвата для оценки 

когнитивных функций представляется сравнительно 

с другими физическими приемами более простым тех-

нически и  информационно убедительным способом 

контроля. Сегодня можно констатировать, что даже 
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у пожилых (но без деменции) людей сила кисти, и дина-

мика её изменений в большинстве случаев адекватно 

отражает состояние и изменения когнитивного статуса 

исследуемого – способность восприятия новой вер-

бальной информации, беглость речи. Конечно, анализ 

когнитивного статуса измерением силы кисти непол-

ный. И может использоваться только как предвари-

тельный, черновой. Нет оснований возводить кисте-

вой динамометр в ранг разумно обоснованного и вполне 

достаточного выразителя такого сложного явления как 

ментальность. Когнитивная функция состоит из соче-

тания множества взаимосвязанных психических про-

цессов, поэтому для её серьёзного анализа требуются 

более совершенные, более органичные и, по-видимому, 

разнообразные инструменты оценки.
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Фрагментация ДНК сперматозоидов: связь с мужским бесплодием и методы коррекции 
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В 2021 г. оценка масштаба фрагментации ДНК сперматозоидов вошла в руководство Всемирной Организации Здравоох-

ранения в качестве метода диагностики мужского бесплодия. Невозможность естественного зачатия, аномальное разви-

тие эмбрионов, рост частоты выкидышей, уменьшение частоты живорождения, снижение эффективности экстракорпо-

рального оплодотворения, интрацитоплазматической инъекции сперматозоидов и внутриматочной инсеминации – все 

это связывают с высоким уровнем фрагментации ДНК сперматозоидов. К основным причинам, нарушающим целостность 

генетического материала гамет, относят ошибки при конденсации хроматина, незавершенный апоптоз и окислительный 

стресс. Среди методов преодоления бесплодия, связанного с высоким уровнем ДНК-фрагментации, выделяют: устране-

ние модифицируемых факторов риска (курение, варикоцеле, ожирение), антиоксидантную терапию, короткий срок абсти-

ненции, применение донорских ооцитов в программах ВРТ, а также методы селекции клеток в программах ИКСИ (ICSI – 

Intracytoplasmic sperm injection) и применение тестикулярных сперматозоидов, полученных при биопсии яичка. 
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Введение

Каждая шестая семейная пара репродуктив-

ного возраста в развитых странах страдает беспло-

дием. Мужской фактор является основополагающим 

в 50% случаев. Стандартом диагностики мужского 

бесплодия является анализ эякулята (спермограмма). 

Данный анализ позволяет оценить морфокинетические 

параметры сперматозоидов, но не дает представления 

о функциональном потенциале спермы и не всегда 

способен отразить состояние фертильности мужчин 

объективно. В связи с этим существует потребность 

в поиске и применении других методов его выявления 

[1]. Одним из таких методов стала оценка фрагмента-

ции ДНК сперматозоидов (Sperm DNA Fragmentation – 

SDF), позволяющая выявить долю сперматозоидов 

с поврежденной ДНК. Целостность генетического 

материала гамет необходима для эффективного опло-

дотворения и нормального течения эмбриогенеза [2, 3]. 

Ежегодно растет число исследований, демонстриру-

ющих связь бесплодия с уровнем фрагментации ДНК 

сперматозоидов. Учитывая растущую доказатель-

ную базу, Всемирная Организация Здравоохранения 

в 2021 г. внесла тест по оценке ДНК-фрагментации 

в шестое руководство ВОЗ по обработке и исследова-

нию эякулята [4]. 

Механизмы фрагментации ДНК сперматозоидов. 

Фрагментация ДНК представляет собой разделение 

нитей ДНК на части из-за одноцепочечных и двуце-

почечных разрывов [5]. Большинство современных 

исследователей сходятся во мнении, что существует 

три основных механизма SDF: нарушение конденса-

ции хроматина, незавершенный апоптоз и окислитель-

ный стресс [1, 2, 6]. 

Во время созревания гамет происходит плотная кон-

денсация генетического материала, суть которой заключа-

ется в замене гистоновых белков на протамины во время 

сперматогенеза [7]. Описанный процесс поддерживается 

благодаря действию ферментов топоизомераз, которые 

обеспечивают временные разрывы цепей ДНК, чтобы 

уменьшить торсионное сопротивление из-за суперспи-

рализации нуклеиновых кислот [8]. Различные причины 

могут приводить к нарушению восстановления целост-

ности цепей ДНК и персистенции двуцепочечных ДНК-

фрагментов в созревающей клетке [2]. 

Другим механизмом, ответственным за фрагмен-

тацию ДНК, является незавершенный апоптоз. Связь 

незавершенного апоптоза с фрагментацией ДНК 

сперматозоидов подтверждается наличием в клетках, 

помимо разрывов цепей ДНК, признаков апоптоза: 

повышенной активности каспаз, инактивирования 

поли(АДФ-рибоза)-полимеразы (PARP), экспрессии 

на поверхности мембран Fas-рецепторов и неполного 

протаминирования [5, 8]. 

Эффект окислительного стресса на целостность 

ДНК обусловлен прямым повреждающим действием 

активных форм кислорода (АФК) на цепи нуклеино-

вых кислот или стимуляцией апоптоза через актива-

цию каспаз и эндонуклеаз, а также стимуляцию сиг-

нального MAPK (mitogen-activated protein kinase) пути 

[1]. Следует упомянуть, что АФК играют важную роль 

в физиологических процессах, таких как капацита-

ция, акросомальная реакция, гиперактивация и опло-

дотворение, однако если их концентрация превосхо-

дит возможности антиоксидантной системы спермы, 

окислительный стресс становится чрезмерным [9]. 
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Обзор

Сперматозоиды чаще всего претерпевают воздействие 

избытка АФК во время транзита через мужские поло-

вые пути, в то время как апоптоз и нарушение созре-

вания гамет происходит в яичках. 

В связи с тем, что сперматозоиды с фрагменти-

рованной ДНК не всегда утрачивают жизнеспособ-

ность, сохраняется вероятность переноса поврежден-

ного генетического материала в яйцеклетку при опло-

дотворении, это может нарушить нормальное развития 

эмбриона и привести к клиническим последствиям 

в виде привычного невынашивания и бесплодия [10].

Факторы риска фрагментации ДНК спермато-

зоидов. Согласно последнему мета-анализу A. Szabo 

и соавт., к наиболее значимым факторам риска уве-

личения фрагментации ДНК сперматозоидов можно 

отнести: наличие варикоцеле (средняя разница с груп-

пой здоровых мужчин составила 13,62%), нарушение 

толерантности к глюкозе (средняя разница 13,75%), 

опухоли яичек (средняя разница 11,3%), курение 

(средняя разница 9,19%), возраст старше 50 (сред-

няя разница 12,58%) и уровень загрязнения окружа-

ющей среды (средняя разница 9,68%) [2]. Некоторые 

факторы риска продемонстрировали дозозависи-

мый характер влияния на уровень SDF. К ним отно-

сят курение, злоупотребление алкоголем и ожирение 

[11]. Применение некоторых лекарственных препа-

ратов также может отразиться на повреждении ДНК 

сперматозоидов. Например, как высокие, так и низ-

кие терапевтические дозы ципрофлоксацина повы-

шают уровень ДНК-фрагментации [12]. 

Методы исследования фрагментации ДНК 

cперматозоидов. К общепризнанным методам лабора-

торного исследования, позволяющим оценить уровень 

фрагментации ДНК сперматозоидов, относят: TUNEL-

тест (The terminal deoxynucleotidyl-transferase-medi-

ated dUTP nick end labeling assay), анализ SCSA (Sperm 

Chromatin Structure Assay), метод SCD (sperm chroma-

tin dispersion test) и метод ДНК-комет. В основу выше-

перечисленных методов заложены различные прин-

ципы детекции ДНК-фрагментов, однако существует 

высокая корреляция между получаемыми с их помо-

щью результатами [4, 5, 13].

Несмотря на то, что число исследований фрагмен-

тации ДНК сперматозоидов ежегодно растет, сохраня-

ются трудности с интерпретацией полученных резуль-

татов. Нет четких границ или предельно допустимых 

значений для уровня SDF, чтобы отличить фертиль-

ных мужчин от бесплодных. Согласно экспертному 

мнению различных авторов, на уровень верхней гра-

ницы нормы влияет тип исследования. Большинство 

исследователей сходится во мнении, что доля сперма-

тозоидов с фрагментированной ДНК у фертильного 

мужчины должна составлять менее 15-20% [2, 8, 14]. 

Остаются неясными и показания для проведения 

исследования. Большинством экспертов недавнего 

глобального опроса рекомендовано оценивать уро-

вень ДНК-фрагментации при необъяснимом беспло-

дии с нормальными показателями эякулята (51,5%), 

при идиопатическом мужском бесплодии после неу-

дачной программы ВРТ (43,7%), при повторных выки-

дышах (40%), при наличии факторов риска, особенно 

курения (62,2%), а также у супружеских пар, вступаю-

щих в программу ВРТ и имеющих в анамнезе невына-

шивание (75,6%) [15].

Связь фрагментации ДНК сперматозоидов с беспло-

дием. Современными исследованиями все чаще демон-

стрируется связь между повышенным уровнем фраг-

ментации ДНК сперматозоидов и репродуктивными 

исходами. Степень повреждения ДНК у бесплодных 

мужчин значительно выше, чем у фертильных. При этом 

около 20% мужчин с идиопатическим бесплодием имеют 

повышенный уровень SDF [5]. В настоящее время много-

численные исследования показали, что при уровне фраг-

ментации ДНК более 30% вероятность естественного 

зачатия стремится к нулю [13, 16]. Результаты внутри-

маточной инсеминации так же, как и успех естествен-

ного зачатия, сильно зависят от степени повреждения 

генетического материала. Эффективность процедуры 

значительно снижается, если уровень SDF превосхо-

дит 12% и полностью отсутствует при его значениях 

более 30%.

В одном из современных и самых крупных мета-а-

нализов, в который вошли 78 исследований, установ-

лено статистически значимое влияние степени повреж-

дения ДНК на показатели эффективности ЭКО: умень-

шение частоты имплантации яйцеклетки (ОШ=0.68; 

ДИ 0.52-0.89) и снижение числа наступивших беремен-

ностей (ОШ=0.72; ДИ 0.55-0.95) [17]. Также продемон-

стрирована незначительная, но тревожная тенденция 

к снижению эффективности программ ИКСИ: сниже-

ние частоты имплантаций (ОШ=0.79; ДИ 0.60-1.04), 

наступления беременности (ОШ=0.89; ДИ 0.78-1.02) 

и живорождения (ОШ=0.92; ДИ 0.67-1.27). 

Ряд исследований связывает повышенный уро-

вень фрагментации ДНК сперматозоидов с развитием 

повторных выкидышей у семейных пар. Repalle D. et 

al.  обнаружили двукратный рост частоты выкиды-

шей в группе пациентов с высоким уровнем ДНК-

фрагментации в программах ИКСИ [18]. В другой 

работе была продемонстрирована положительная кор-

реляция привычного невынашивания с уровнем фраг-

ментации ДНК сперматозоидов [19].
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Лечение бесплодия, связанного с фрагментацией ДНК 

сперматозоидов. Оптимальной стартовой терапией 

мужского бесплодия является устранение модифи-

цируемых факторов риска. К таким факторам можно 

отнести курение, высокий уровень загрязнения воз-

духа, воздействие ионизирующей радиации, бактери-

альные инфекции и инфекции, передающиеся поло-

вым путем [1, 2, 8]. Несмотря на отсутствие масштаб-

ных исследований по теме положительного влияния 

устранения факторов риска на долю фрагментации 

ДНК сперматозоидов, данные рекомендации остаются 

общепризнанными. 

Одним из путей снижения уровня ДНК-

фрагментации путем устранения факторов риска с нали-

чием обширной доказательной базой является проведе-

ние операции варикоцелэктомии у пациентов с паль-

паторно определяемым варикоцеле [16, 20]. Операция 

снижает уровень активных форм кислорода, воздейству-

ющих на сперму, тем самым уменьшает повреждение 

ДНК и способствует восстановлению фертильности [21]. 

Данное утверждение подтверждается рядом крупных 

исследований. P. Birowo и соавт. обнаружили значимое 

уменьшение SDF у пациентов, перенесших операцию 

варикоцелэктомию [22]. Два крупных мета-анализа, про-

веденных в 2021 г., показали сходные результаты [23, 24]. 

Многими исследователями предлагается использовать 

масштаб фрагментации ДНК сперматозоидов в каче-

стве показания для проведения операции и как средство 

оценки полученных результатов [1, 6, 13]. 

В связи с тем, что окислительный стресс является 

одной из основных причин повреждения ДНК спер-

матозоида, возникла гипотеза, по которой примене-

ние антиоксидантов способно снизить уровень SDF. 

Несмотря на логичность этого предположения, данные 

исследований остаются противоречивыми. Так, напри-

мер, в рандомизированном мультицентровом иссле-

довании FAZST (Folic Acid and Zinc Supplementation 

Trial), в котором оценивалось влияние антиоксидан-

тов на мужскую фертильность, было обнаружено зна-

чимое уменьшение уровня фрагментации ДНК (сред-

няя разница 2,4%, 95% ДИ 0,5% до 4,4%), в то время 

как в другом двойном слепом рандомизированном 

исследовании MOXI (Males, Antioxidants and Infertility) 

не было продемонстрировано хоть сколь-либо значи-

мых изменений SDF или параметров эякулята [25, 26]. 

Тем не менее, антиоксиданты применяются в совре-

менной терапии бесплодия, связанного с фрагмента-

цией ДНК сперматозоидов, хотя доказательность дан-

ных назначений остается низкой [8]. 

Еще одним способом улучшения качества эяку-

лята может стать сокращение длительности половой 

абстиненции. Согласно рекомендациям Всемирной 

Организации Здравоохранения, анализ эякулята берут 

после 2 и до 7 дней воздержания. Данные ограниче-

ния созданы для стандартизации анализов и не имеют 

большого клинического значения [1]. В мета-анализе 

P. Sokol и соавт. [27] выявлена корреляция между дли-

тельностью периода воздержания и уровнем фрагмен-

тации ДНК сперматозоидов. F. Barbagallo и соавт. [28] 

продемонстрировали, что короткий срок воздержания 

(несколько часов) у мужчин с олигоастенозооспер-

мией способствует снижению уровня SDF у пациен-

тов с изначально повышенной степенью повреждения 

генетического материала. Таким образом, краткий срок 

полового воздержания может стать значимым допол-

нительным средством преодоления бесплодия, связан-

ного с фрагментацией ДНК сперматозоидов.

Применение яйцеклеток молодых женщин также 

рассматривается современными учеными как спо-

соб преодоления мужского бесплодия, связанного 

с высоким уровнем ДНК-фрагментации [29]. Точный 

механизм этого феномена не известен, H. Newman 

и соавт. высказывают предположение о наличии 

материнских репаративных механизмов в ооците, 

способных к восстановлению генетического мате-

риала сперматозоида на этапе формирования зиготы 

и в период раннего эмбриогенеза [30]. В некоторых 

исследованиях демонстрируется значимое повы-

шение эффективности процедуры ИКСИ у муж-

чин с высоким уровнем SDF [31, 32]. На основании 

вышеперечисленных данных ряд ученых предложил 

гипотезу, что при проведении ИКСИ и использова-

нии высококачественных ооцитов возможно преодо-

ление проблемы, связанной с фрагментацией ДНК 

сперматозоидов [1, 30].

Учитывая современный уровень развития ВРТ, 

лечение бесплодия, связанного с фрагментацией ДНК 

сперматозоидов, очень часто сводится к возможности 

отбора их в программах ИКСИ с целостной структурой 

генетического материала. Выделяется несколько мето-

дов селекции сперматозоидов, облегчающих эмбриоло-

гам отбор гамет с нужными характеристиками. К ним 

относят: центрифугирование в градиенте плотности, 

техника всплывания спермы, физиологическая ИКСИ 

– ПИКСИ (PICSI – Physiologic Intra Cytoplasmic Sperm 

Injection), применение микрофлюидных чипов, сорти-

ровка магнитно-активированных клеток (MACS – 

Magnetic-activated cell sorting).

Целая серия исследований посвящена оценке 

эффективности описанных выше методов как способа 

отбора сперматозоидов без повреждённой ДНК. Так, 

в ряде исследований продемонстрировано улучше-
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ние клинических результатов у пациентов с высоким 

уровнем фрагментации ДНК при применении совре-

менных методов PICSI и MACS по сравнению со стан-

дартными процедурами центрифугирования в гради-

енте плотности и техникой всплывания спермы [33-35]. 

Стандартные методы показывают значимую эффектив-

ность в качестве техники отбора сперматозоида лишь 

при отсутствии повреждений генетического материала. 

Применение микрофлюидных чипов стало новым 

перспективным направлением селекции сперматозо-

идов в программах ВРТ. Такая технология позволяет 

отбирать сперматозоиды с максимально высоким уров-

нем прогрессивной подвижности [4, 33]. Недавние 

работы демонстрируют обнадеживающие резуль-

таты применения данной технологии. Так, F. Anbari  

и соавт. отмечали значительное снижение уровня фраг-

ментации ДНК и улучшение клинических исходов 

в группе, в которой была использована новая техно-

логия селекции сперматозоидов [36]. При применении 

микрофлюидных чипов у пациентов с уровнем SDF 

более 60% обнаружено снижение его уровня до 34,9% 

и высокая эффективность программ ИКСИ [37]. 

Результаты современных исследований пока-

зали, что масштаб повреждения ДНК в гаметах, полу-

ченных при биопсии яичка, значительно ниже, чем 

в эякуляте [38]. Учитывая, что тестикулярные спер-

матозоиды не проходили по мужским половым путям, 

они в меньшей степени подвергались действию окис-

лительного стресса. При оценке эффективности при-

менения тестикулярных сперматозоидов в програм-

мах ИКСИ у мужчин с высоким уровнем фрагмента-

ции ДНК сперматозоидов было показано значительное 

улучшение клинических результатов [2, 37]. Несмотря 

на высокую эффективность, продемонстрированную 

в этих исследованиях, применение тестикулярных 

гамет в лечении бесплодия, связанного с фрагмента-

цией ДНК, остается дискутабельным методом, что свя-

зано с его инвазивностью [1, 8].

Новым аспектом рассматриваемой проблемы явля-

ется поиск взаимосвязи фрагментации ДНК сперма-

тозоидов и уровней некоторых микроРНК в эякуляте 

у мужчин в парах, проходящих процедуры ВРТ, для 

оценки корреляций с вероятностью оплодотворения, 

качеством и развитием эмбрионов, а также исходами 

беременности [39]. Так, обнаружена положительная 

корреляция между фрагментацией ДНК и процен-

том некачественных эмбрионов и отрицательная кор-

реляция с жизнеспособностью эмбрионов. При пре-

вышении доли мужских гамет с SDF>2,9% увеличи-

вается риск получения нежизнеспособного эмбриона 

почти в 4 раза. При анализе молекулярного профиля 

miR-34c-5p и miR-449b-5p сперматозоидов установ-

лена связь как с SDF, так и с концентрацией сперма-

тозоидов. Более высокие уровни miR-34c-5p по срав-

нению с miR-449b-5p увеличивают в 14 раз вероятность 

получения жизнеспособных эмбрионов. Это исследо-

вание показывает, что SDF, miR-34c-5p и miR-449b-5p 

сперматозоидов играют многообещающую роль в каче-

стве биомаркеров качества спермы и результатов ВРТ.

В настоящее время продолжается активный поиск 

новых предикторов мужской инфертильности, в частно-

сти, в ряду представителей т.н. некодирующих РНК, пре-

жде всего, микроРНК (miRNA), малых интерферирую-

щих РНК (siRNA), piРНК (piwiRNA, piRNA) и длинных 

некодирующих РНК (lncRNA), имеющих прямое отно-

шение к регуляции активности и сохранению нативной 

структуры ДНК сперматозоидов и семенников [40, 41].

Заключение

Таким образом, оценка масштаба фрагментации 

ДНК сперматозоидов дает возможность характери-

зовать репродуктивную способность мужчины. Это 

позволяет корректировать тактику ведения пациента 

с бесплодием, уменьшая степень повреждения гене-

тического материала гамет и/или способствуя отбору 

клеток без генетических дефектов. 

Вместе с тем, в настоящее время отсутствуют 

надежные согласованные клинические показания для 

оценки масштаба фрагментации ДНК сперматозои-

дов. Еще не разработан метод, позволяющий гаранти-

рованно исключить участие сперматозоидов с повре-

жденной ДНК в оплодотворении. Нет также единого 

мнения о том, как дифференцировать фертильных 

и бесплодных мужчин на основе значений этого пока-

зателя [42]. В связи с этим необходимы дополнитель-

ные тщательные исследования клинической значимо-

сти результатов оценки степени фрагментации ДНК 

сперматозоидов и их ассоциаций с экспрессией раз-

личных классов РНК. 
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