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МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ХАРАКТЕРИЗАЦИИ 
ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ ИЗ КЛЕТОЧНОЙ КУЛЬТУРЫ 

ESCHERICHIA COLI
Р.А. Агельдинов*, А.И. Левашова, В.С. Кохан, М.С. Нестеров
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

В данном исследовании была применена процедура очистки липополисахаридов из Escherichia coli 
на основе протокола горячей фенольной экстракции. Чистоту экстрагированных липополисахаридов 
оценивали методом ВЭЖХ-УФ. Пирогенную активность определяли с помощью Limulus Amebocyte 
Lysate-теста и использовали для мониторинга функциональности очищенных липополисахаридов. 
ВЭЖХ-анализ показал высокую степень чистоты, сравнимую с коммерческим липополисахаридом. 
Пирогенная активность подтверждала функциональную активность очищенных липополисахаридов. 
Представленный протокол может быть использован для выделения липополисахаридов с высокой 
чистотой и функциональной активностью.
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Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Агельдинов Р.А., Левашова А.И., Кохан В.С., Нестеров М.С. Методические 
аспекты получения и характеризации липополисахаридов из клеточной культуры Escherichia coli. 
Биомедицина. 2021;17(3E):14–16. https://doi/org/10.33647/2713-0428-17-3E-14-16
Поступила 25.05.2021 
Принята после доработки 25.06.2021 
Опубликована 20.10.2021

METHODICAL ASPECTS OF LIPOPOLYSACCHARIDES 
OBTAINING AND CHARACTERIZATION FROM 

ESCHERICHIA COLI CELLS
Ruslan A. Ageldinov*, Anna I. Levashova, Viktor S. Kokhan, Maxim S. Nesterov

Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 
143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1

In this study, a procedure was applied to purify lipopolysaccharides from Escherichia coli based on a hot 
phenolic extraction protocol. The purity of the extracted lipopolysaccharides was assessed by HPLC-UV. Py-
rogenic activity was determined using the Limulus Amebocyte Lysate test and used to monitor the functionality 
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Р.А. Агельдинов, А.И. Левашова, В.С. Кохан, М.С. Нестеров
«Методические аспекты получения и характеризации липополисахаридов  

из клеточной культуры Escherichia Coli»

Введение
Одним из важных компонентов внешней 

клеточной мембраны грамотрицательных 
микроорганизмов являются липополиса-
хариды (ЛПС). Они применяются в моде-
лированиях различных воспалительных 
патологических процессов, обладают вы-
раженными токсикологическими харак-
теристиками и специфичностью имму-
нологического действия [3]. Существует 
множество различных методик с исполь-
зованием бактериальных ЛПС. Они игра-
ют основную роль при заболеваниях, выз-
ванных грамотрицательными бактериями, 
а также широко используются в экспери-
ментах, связанных со стимуляцией клеток. 
Это обеспечивает интерес к исследовани-
ям, направленным на выделение, очистку 
и характеристику ЛПС, что подтверждает-
ся большим количеством разрабатываемых 
методов и протоколов [2].

По своей структуре все ЛПС состоят 
из трёх частей: липид А, основные олиго-
сахариды и О-специфический полисаха-
рид. Высоко консервативный липид А об-
уславливает эндотоксическую активность, 
в то время как олигосахариды обуславлива-
ют серологическую специфичность бакте-
рий и отличаются среди видов [1].

Одним из наиболее распространённых 
методов выделения является экстракция го-
рячим фенолом, благодаря высокому выхо-
ду продукта [4].

Целью исследования явилось исполь-
зование модифицированного протокола 
горячей водно-фенольной экстракции, на-
правленной на выделение ЛПС из клеток 
Esherishia coli, а также подтверждение чи-
стоты и активности полученного продукта.

Материалы и методы
Штаммы бактерий и условия роста

5-alpha E. coli выращивали в бульонной 
среде Лурии — Бертани при 37°C в шейке-

ре-инкубаторе в течение ночи. После чего 
бактерии осаждали центрифугированием 
и использовали для экстракции ЛПС.

Экстракция и очистка ЛПС
ЛПС экстрагировали горячим фенол-вод-

ным методом с некоторыми модификация-
ми [4]. Бактериальные суспензии центри-
фугировали при 10 000 g в течение 5 мин. 
Осадки дважды промывали в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ). Затем осадок ресу-
спендировали в 10 мл ФСБ и обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 10 мин на льду. 
После чего к суспензии клеток в ФСБ до-
бавляли протеинкиназу К и инкубировали 
в течение ночи при 37°C. На следующем 
этапе к смеси добавляли равный объём го-
рячего 90% фенола с последующим энер-
гичным встряхиванием при 65–70°C в те-
чение 15 мин. Затем суспензии охлаждали 
и центрифугировали при 7000 g в течение 
15 мин. Верхнюю фракцию супернатанта 
переносили и фенольную фазу повторно 
экстрагировали дистиллированной водой. 
Надосадочная жидкость после двух ин-
кубаций в феноле упаривалась на ротор-
ном испарителе до минимального объёма. 
Конечный очищенный продукт ЛПС лио-
филизировали и хранили при 4°C.

Разделение высокоэффективной 
жидкостной хроматографией (ВЭЖХ)

ВЭЖХ проводили на системе Agilent 
1260 Infinity. Элюция проходила на ско-
рости потока 0,4 мл/мин и УФ-детекции 
при длине волны 254 нм. Разделение прово-
дили на колонке С18 со смесью воды и аце-
тонитрила в качестве подвижной фазы. 
В качестве стандарта использовали особо 
чистый ЛПС из E. coli.

Анализ ЛПС Limulus Amebocyte Lysate 
(ЛАЛ)-тестом

Активность ЛПС определяли ЛАЛ-
тестом, согласно протоколу производителя.
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Результаты исследований
Профиль пиков ЛПС, экстрагирован-

ного из E. coli, был проанализирован 
и сравнен с коммерческим стандартом. 
Хроматограмма экспериментального очи-
щенного ЛПС перекрывалась с хромато-
граммой стандарта, что указывает на высо-
кую чистоту продукта.

При определении эндотоксинной актив-
ности с использованием реакции ЛАЛ-
реактива с эндотоксином до появления 
жёлтого окрашивания верифицирована 

функциональная активность очищенного 
ЛПС.

Заключение
Несмотря на то, что чистота ЛПС являет-

ся важным показателем продуктивности си-
стемы выделения и очистки, функциональ-
ная активность конечного продукта также 
важна. В этом контексте результаты тестов 
на эндотоксинную активность полностью 
соответствуют ожиданиям по функцио-
нальной активности очищенного продукта.
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ЦИТОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ЛЁГОЧНОГО МАТЕРИАЛА 
МЫШЕЙ ЛИНИИ C57BL/6Y ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ОСТРОГО 

РЕСПИРАТОРНОГО ДИСТРЕСС-СИНДРОМА
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Работа посвящена изучению изменений в клеточном составе бронхоальвеолярного лаважа 
с течением времени при моделировании острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) 
у мышей. Моделирование ОРДС осуществляли с помощью введения α-галактозилцерамида и смеси 
липополисахарида с полным адъювантом Фрейнда. После эвтаназии был взят бронхоальвеолярный 
лаваж, и на основании его анализа были выполнены графики изменения содержания общего 
количества лейкоцитов, процентного содержания нейтрофилов и макрофагов, из которых следу-
ет, что процентное содержание нейтрофилов в группе ОРДС статистически значимо отличается от 
интактных, начиная с 3 ч после моделирования ОРДС. Далее наблюдается статистически значимое 
снижение макрофагов.
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CYTOLOGICAL ANALYSIS OF THE LUNG MATERIAL 
OF C57BL/6Y MICE IN THE SIMULATION OF ACUTE 

RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME
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The work is devoted to the study of changes in the cellular composition of bronchoalveolar lavage over 
time in the modeling of acute respiratory distress syndrome (ARDS) in mice. ARDS was modeled by 
administering α-galactosylceramide and a mixture of lipopolysaccharide with a complete Freud’s adju-
vant. After euthanasia, bronchoalveolar lavage was taken for analysis. On this basis, changes in the total 
number of white blood cells, the percentage of neutrophils and macrophages were assessed. It was found 
that the percentage of neutrophils in the ARDS group shows a statistically significant difference from that 
in the intact group, starting from 3 hours after modeling ARDS. Further, a statistically significant decrease 
in macrophages was observed.
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Введение 
Острый респираторный дистресс-синдром 

(ОРДС) — воспалительный процесс в лёгких, 
вызванный инфекцией или другими причина-
ми. Может возникать при вирусных и бакте-
риальных пневмониях, тяжёлой травме [10].

ОРДС характеризуется избыточной про-
дукцией провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, массивной инфильтрацией 
нейтрофилов в лёгкие, эндотелиальной дис-
функцией и активацией макрофагов [6, 9].

Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) — 
диагностическая процедура, предпола-
гающая введение в лёгкие нейтрального 
(физиологического) раствора и удаление 
его с последующим изучением состава из-
влечённого субстрата. Процедура исполь-
зуется для изучения клеточного и внекле-
точного содержимого пространства лёгких 
и дыхательных путей [1]. Методика забо-
ра смыва является достаточно простой 
для воспроизведения и получения данных 
о протекании респираторных воспалитель-
ных процессов. В целом процедура забора 
БАЛ лучше всего подходит для выявления 
ранних признаков повреждения лёгких 
до наступления настолько значительных 
изменений, что делает проблематичным 
извлечение лаважа [5].

Материалы и методы
Исследования проводились в НЦБМТ 

ФМБА России на мышах линии C57BL/6Y 
массой 18–21 г, полученных из филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России и прошедших 14-дневный каран-
тин. Содержание и обращение с живот-
ными в эксперименте соответствовали 
требованиям приказа Минздрава России 

от 01.04.2016 № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной пра-
ктики»; правилам, принятым Европейской 
Конвенцией по защите позвоночных живот-
ных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей; утверждённому 
письменному протоколу, в соответствии со 
Стандартными операционными процеду-
рами исследователя (СОП); санитарным 
правилам по устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологи-
ческих клиник (вивариев). Протокол экспе-
римента был одобрен биоэтической комис-
сией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Животные содержались в вентилируемых 
клетках при температуре воздуха 20–22°C, 
относительной влажности 40–60%, све-
товом режиме 12:12 с включением света 
в 800. Использовался полнорационный корм 
ПК-120 (ООО «Лабораторкорм», Россия) 
при свободном доступе к водопроводной 
питьевой воде [2, 3, 7]. 

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)

Животные были отобраны в экспери-
мент методом рандомизации и разделе-
ны на 2 группы по 75 особей в каждой. 
Животные в первой группе были интакт-
ными. Для моделирования ОРДС живот-
ным второй группы вводили ингаляционно 
α-галактозилцерамид в дозе 1 мкг/мышь 
и через 24 ч под общим наркозом вводили 
интратрахеально смесь липополисахарида 
E. coli в количестве 1 мг/мышь с добав-
лением 10 мкл/мышь полного адъюванта 
Фрейнда, обозначаемую как LPS [6].

В каждую временную точку — 15, 
30, 45 мин; 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18, 24, 
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48 и 72 ч — из эксперимента выводили 
по 5 животных из каждой группы. Точкой 
отсчёта считали последние проведённые 
манипуляции. Процедуру забора БАЛ про-
водили на животных посмертно, сразу по-
сле проведения эвтаназии, путём надреза 
трахеи, введением катетера с физ. р-ром 
(1 мл), с промывкой два раза.

На гематологическом анализаторе 
Mindray BC-3600 (Китай) проводилась 
оценка общего количества клеток в на-
тивном лаваже. Лаваж центрифугировали, 
надосадочную жидкость убирали, осадок 
наносили на предметное стекло, далее окра-
шивали набором красок Лейкодиф (Чехия), 
а также микроскопировали для подсчёта 
и определения клеток.

Статистическую обработку проводили 
двухфакторным дисперсионным анализом 
(two-way ANOVA), пост тест Бонферрони, 
с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism. Статистически зна-
чимые результаты отмечены: ** — p<0,01; 
*** — p<0,001; **** — p<0,0001.

Результаты исследований
Полученные данные представлены 

на рис. 1–3.
Наблюдается тенденция к повышению 

общего количества лейкоцитов в группе 
ОРДС по сравнению с интактными живот-
ными (недостоверно, p>0,05).

Статистически значимое отличие груп-
пы ОРДС от интактных животных, начи-
ная с точки 3 ч, при p<0,01, а на 24 ч — 
при p<0,001.

Начиная с 3 ч после моделирования 
ОРДС, наблюдается статистически зна-
чимое повышение макрофагов в группе 
ОРДС. Отличия достоверны при p<0,01 
в 3 ч, при p<0,0001 — в 24, 48 и 72 ч.

Выводы 
1. В ходе эксперимента статистически 

значимого повышения общего количества 
лейкоцитов не наблюдалось, следователь-
но, происходит процентное перераспреде-
ление лейкоцитов за счёт привлечения ней-
трофилов макрофагами. 
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Рис. 1. Изменение общего количества лейкоцитов в БАЛ (109/л). Intact — группа интактных животных, ARDS — 
группа моделирования ОРДС.
Fig. 1. Change in the total number of white blood cells in BAL (109/l). Intact — group of intact animals, ARDS — group 
of ARDS modeling.
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Рис. 2. Изменение содержания нейтрофилов в БАЛ (%). Intact — группа интактных животных, ARDS — группа 
моделирования ОРДС.
Fig. 2. Changes in the neutrophil content in BAL (%). Intact — group of intact animals, ARDS — group of ARDS 
modeling.
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Рис. 3. Изменение содержания макрофагов в БАЛ (%). Intact — группа интактных животных, ARDS — группа 
моделирования ОРДС.
Fig. 3. Changes in the content of macrophages in BAL (%). Intact — group of intact animals, ARDS — group of ARDS 
modeling.
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2. ОРДС характеризуется нерегулируемым 
воспалением, сопровождающимся значитель-
ным ростом уровней провоспалительных ме-
диаторов в лёгких, таких как нейтрофилы, ко-
торые проникают в альвеолы и провоцируют 
гибель альвеолярных эпителиальных клеток, 
активацию макрофагов и альвеолярное пора-
жение лёгких [4]. Содержащаяся в гранулах 
нейтрофилов эластаза разрушает сурфактант 
лёгких, расщепляя все 4 белка, входящие 

в его состав, что приводит к потере упругости 
лёгких и уменьшению площади поверхности 
газообмена [8].

3. Доказано, что модель воспроизводит 
эффекты ОРДС, а анализ БАЛ является до-
стоверным методом исследования воспали-
тельных процессов, протекающих в лёгких, 
с возможностью оценки эффективности 
применения различных противовоспали-
тельных препаратов.
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Введение
В настоящее время ожирение рассматри-

вается как хроническое заболевание обмена 
веществ. Оно проявляется в избыточном 
увеличении массы тела преимущественно 
за счёт чрезмерного накопления жировой 
ткани. Предрасполагающими факторами 
ожирения являются стимуляция секреции 
инсулина, малоподвижный образ жизни, 
склонность к стрессам и, наконец, генетиче-
ские факторы. Известно, что полиморфизм 
гена TCF7L2 повышает предрасположен-
ность к диабету 2-го типа  [3] за счёт сниже-
ния продукции глюкагоноподобного пепти-
да-1. Ожирение является одним из основных 
факторов развития диабета 2-го типа [2], 
значит можно предположить, что рассматри-
ваемый ген TCF7L2 является молекулярно-
генетическим маркером ожирения.

Цель работы — изучение гена TCF7L2 
у людей с 1-й степенью ожирения.

Материалы и методы
Для исследования были взяты 112 чело-

век с 1-й степенью ожирения (индекс массы 
тела — 30–35 [1]) и 73 человека с нормаль-
ным индексом массы тела — 20–25.

Использованные методы: полимеразная 
цепная реакция (ПЦР), рестрикционный ана-
лиз, электрофорез, статистические методы. 

Результаты и их обсуждение
При обработке выборки с избыточной 

массой тела было обнаружено, что часто-
та редкого генотипа ТТ была в два раза 
выше, чем у здоровых (19,6 и 9,5% соот-
ветственно). Частота гетерозигот также 
оказалась выше в выборке с избыточной 
массой тела (38,4 и 24,7% соответствен-
но). Частота редкого аллеля Т в выбор-
ке с избыточной массой тела составила 
39%, а с нормальной массой тела — 22%. 
В обеих выборках наблюдается соответ-
ствие Харди — Вайнберга и одинаковые 
значения по ожидаемой и наблюдаемой 
гетерозиготности. Выявлены достоверные 
статистические различия между выборкой 
с избыточной массой тела и нормальной: 
P-value=0,0059; χ2=10,248. 

Выдвинута гипотеза об ассоциативно-
сти данного полиморфизма с увеличе-
нием массы тела. Частоты встречаемо-
сти аллелей и генотипов в исследуемой 
группе незначительно отличались от рас-
пределения в европейской популяции. 
Вероятно, ген TCF7L2 является фактором 
риска развития ранних нарушений угле-
водного обмена, т. к. распространённость 
аллеля риска выше в исследуемой выбор-
ке, чем в контроле. Для подтверждения 
данной гипотезы необходимо дальнейшее 
исследование. 
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Рак считается одним из самых серьёзных 
заболеваний человека. Разработка лекарств 
и методов лечения рака (или злокачест-
венной опухоли) — важная и до сих пор 
не решённая научная задача.

С недавнего времени, говоря о лечении 
рака, учёные стали использовать поня-
тия «нанотерапия», «нанотехнологии». 
Что такое же такое нанотехнологии и на-
нотерапия? Действительно ли нанотехно-
логии могут помочь в лечении рака? Какие 
методы нанотерапии рака известны на дан-
ный момент? Постараемся ответить на эти 
вопросы в нашей статье. 

Как известно, рак, или карцинома 
(от древнегреч. καρκίνος — «рак», ωμα 
от ὄγκωμα — «опухоль») — это злокачест-
венная опухоль, заболевание, при котором 
клетки тела начинают бесконтрольный 
рост и деление и в результате превращают-
ся в клетки с аномальными свойствами.

По данным ВОЗ, каждый год в мире 
от рака умирает 8–9 млн человек.

Традиционная терапия рака — хирургия, 
лучевая, фотодинамическая и химическая 
терапия — имеет сильные побочные эф-
фекты и не всегда даёт положительный ре-
зультат.

4.0
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Вместе с тем нанотерапия повысила эф-
фективность лечения рака. 

Что такое «нано»? «Нано» (от лат. nanos — 
«карлик») — это термин американского фи-
зика-теоретика Ричарда Фейнмана. Этот учё-
ный в 1959 г. во время лекции в Американском 
физическом обществе сказал, что «есть мно-
го пространства внутри атома», но тогда это 
не было принято всерьёз.

Термин «нанотехнология» (nanotechnolo-
gy) был введён в 1974 г. японским профессо-
ром из Токио — Норио Танигучи, который 
определил его как «технологию производ-
ства с ультрамалыми размерами ... порядка 
1 нанометра…».

«Нано» — очень маленькая единица изме-
рения: 1 м равен 1 000 000 000 нм. Например, 
диаметр волоса равен 0,07 мм, или 70 000 нм.

Как работают нанотехнологии при лече-
нии рака? 

Например, наночастицы металлов, бла-
годаря своим малым размерам, свободно 
транспортируют химические нанопрепара-
ты прямо к раковой опухоли. Наночастицы 
проникают внутрь больной клетки и пора-
жают эту клетку, её ДНК, РНК, ферменты, 
рибосомы. Такие нанокомплексы также мо-
гут справляться с метастазами: они свобод-
но перемещаются в лимфатические узлы, 
при этом не взаимодействуют со здоровы-

ми органами, тканями и клетками, что сни-
жает побочные эффекты лечения.

Также есть физические методы нанотер-
пии — например, гипертермия.

Доказано, что раковые клетки более 
чувствительны к нагреву, чем здоровые. 
Раковые клетки можно убить температурой 
41–43°С. Так, наночастицы облучаются ми-
кроволнами, нагреваются, «разогревают» 
больную клетку и уничтожают её изнутри, 
как бомбы.

В настоящее время учёные работают 
над созданием нанороботов, которые смо-
гут не только заниматься диагностикой за-
болевания, но и восстанавливать неисправ-
ности клеток на молекулярном уровне, 
и таким образом справляться с раком.

Так мы подошли к понятию нанотерапии 
рака. Оно определяется нами как ряд мето-
дов в лечении рака, в частности введение 
в организм человека наночастиц, которые 
успешно доставляют лекарство в нужную 
точку либо сами атакуют злокачественную 
опухоль и её метастазы (может быть ком-
бинированно), а также использование нано-
роботов для диагностики болезни или мо-
ниторинга состояния организма человека 
длительное время, в будущем — для вос-
становления больных клеток на молекуляр-
ном уровне [1–3]. 
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Введение
Одной из важнейших характеристик, вли-

яющих на продолжительность действия 
и эффективность лекарственных препара-
тов для местного применения, является ско-
рость и полнота высвобождения действую-
щего вещества. На скорость высвобождения 
лекарственных веществ из лекарственных 
форм особое влияние оказывают такие фак-
торы, как химическая структура, физическое 
состояние, вспомогательные вещества, ко-
личественные характеристики, технология 
получения лекарственной формы [2].

В настоящее время разработано и предло-
жено множество различных методов по опре-
делению высвобождения лекарственных ве-
ществ из мягких лекарственных форм. Эти 
методы можно разделить на две группы: 
модельные опыты in vitro и биологические 
методы in vivo, проводимые на живых орга-
низмах или изолированных органах.

Результаты биологических методов 
не всегда воспроизводимы, поэтому 
для сравнительных исследований применя-
ют опыты in vitro [3].

В настоящее время не существует нор-
мативных методов в фармакопеях отно-
сительно определения скорости высво-
бождения in vitro лекарственных веществ 
из мягких лекарственных форм (кремов, 
мазей, гелей, трансдермальных терапевти-
ческих систем). В связи с этим целесоо-
бразно использование ячейку вертикальной 
диффузии — «ячейка Франца» (T. J. Franz) 
[4]. Ячейка состоит из донорной камеры, 
содержащей испытываемый образец, и ка-
меры высвобождения, содержащей рецеп-
торную среду, разделённые мембраной, 
предназначенной для диффузии и высво-

бождения действующего вещества тест-
пробы и обеспечивающей контакт с ре-
цепторной средой. Как правило, в течение 
3-часового периода отбираются 3 образца, 
которые анализируются с помощью высо-
коэффективной жидкостной хроматогра-
фии или другого подходящего метода.

Цель работы — определение скорости 
высвобождения синтетического производ-
ного селеноксантена — 9-фенилсимме-
тричного октагидроселеноксантена (селе-
нопирана) из мягкой лекарственной формы 
с использованием метода вертикальной 
диффузии.

Материалы и методы
Объектом исследования является гель-

крем, содержащий 1% селенопирана, 
разработанный на кафедре фармации 
и фармакологии ФГБОУ ВО «Северный го-
сударственный медицинский университет» 
Минздрава России [1].

Для определения скорости высвобожде-
ния селеноксантена из лекарственной фор-
мы применяли метод вертикальной диффу-
зии. В эксперименте использовалась система 
вертикальной диффузии, состоящая из маг-
нитной мешалки с нагревателем HDT1 
для одиночной ячейки вертикальной диф-
фузии (Copley Scientific, Великобритания) 
и вертикальной диффузионной ячейки 
11,28 мм×6,5 мл типа «B» (стекло) (Copley 
Scientific, Великобритания). В качестве мо-
дели кожи использовали мембрану Tuffryn 
из полисульфона диаметром 25 мм (Copley 
Scientific, Великобритания). Для отбора 
проб из ячейки применяли шприц Люер 
с пробоотборной трубкой.
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На мембрану в камеру для образца поме-
щали 0,2 г 1% гель-крема селеноксантена 
(точная навеска, содержащая 2 мг селенок-
сантена) таким образом, чтобы мембра-
на контактировала с тестируемой средой 
при надетом сверху пружинном зажиме, 
подготовленном ранее. Мембрану предва-
рительно увлажняли раствором, использу-
ющимся в качестве приёмной среды.

Далее ячейку заполняли рецепторным 
раствором. В качестве приёмной среды ис-
пользовали спирт этиловый 95%, предвари-
тельно нагретый до 32°C. Объём приёмной 
среды в ячейке доводили до метки, контро-
лируя при этом отсутствие пузырьков газа.

Ячейку помещали в держатель магнитной 
мешалки, вода в которой предварительно 
нагревалась до температуры 32°C. Для рав-
номерной диффузии препарата в рецеп-
торную среду активировали магнитную 
мешалку, которая обеспечивала постоянное 
перемешивание содержимого приёмной ка-
меры ячейки вертикальной диффузии.

Отбор проб осуществляли 3 раза: 
через 30 мин после начала эксперимента, 
через 1,5 ч и через 3 ч. При помощи микропи-
петки 50 мкл пробы помещали в мерную кол-
бу вместимостью 5 мл и доводили спиртом 
этиловым до метки (испытуемый раствор).

После отбора пробы объём рецепторной 
среды в ячейке доводили до метки спиртом 
этиловым 95%.

Содержание активного вещества (мг/мл) 
в приёмной среде определяли при помо-
щи однолучевого спектрофотометра УФ-
видимого диапазона с контролем светового 
потока HITACHIU-5100 по методике, раз-
работанной на кафедре фармации и фарма-
кологии ФГБОУ ВО СГМУ [1]. Количество 
вещества (Х, мг), высвободившегося из ле-

карственной формы в приёмную среду, рас-
считывали по формуле:

С*5*6,5
Х = 

0,05

где С — концентрация селеноксантена в ис-
следуемом растворе, мг/мл; 6,5 — объём 
рецепторной камеры в ячейке вертикаль-
ной диффузии, мл; 0,05 — объём аликвоты, 
отбираемый из пробы, мл; 5 — объём раз-
ведения аликвоты, мл.

Статистическую обработку результа-
тов исследования проводили с исполь-
зованием пакета прикладных программ 
STATA. Рассчитывали среднее значение 
по результатам шести измерений, а также 
стандартное отклонение от среднего.

Результаты исследований
На рисунке представлена зависимость ко-

личества высвободившегося в приёмную сре-
ду селеноксантена от времени эксперимента.

За 30 мин из лекарственной формы выс-
вобождалось 47,3% активного вещества. 
С течением времени скорость высвобожде-
ния снижалась, и через 1,5 ч в приёмной 
среде было зафиксировано 66,4% от обще-
го количества селеноксантена. Через 3 ч 
из лекарственной формы всего высвободи-
лось 77,5% действующего вещества.

Выводы
Из мягкой лекарственной формы гель-

крем за 3 ч высвобождается 77,5% действу-
ющего вещества. Для поддержания терапев-
тической концентрации препарата в области 
применения можно рекомендовать нанесе-
ние на кожу гель-крема с содержанием 1% 
селенопирана каждые 6 ч, т. е. 4 раза в сутки.
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Рис. Зависимость количества высвободившегося в приёмную среду селеноксантена от времени эксперимента.
Fig. Dependence of the amount of selenoxanthene released into the receiving medium on the time of the experiment.
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ным трудам, посвящённым экспериментальной и спортивной фармакологии, фармнутриентам, 
восстановительной медицине и биомедицинским аспектам клинической фармакологии.

1.2. Рубрикация журнала:
• Обзор — проблемная статья, содержащая авторский анализ результатов научно-методоло-

гических исследований по актуальной биомедицинской тематике (максимальный объём руко-
писи — до 12 стр., максимальное количество ссылок — до 50).

• Оригинальная статья — труд, отражающий результаты завершённых исследований 
(до 10 стр., до 25 ссылок).

• Краткое сообщение — завершённый фрагмент работы, представляющий самостоятельный 
интерес (до 4 стр., до 15 ссылок).

• Практикум — учебно-методическая работа, описывающая используемые в биомедицине 
методики, новые технологии (до 6 стр., до 10 ссылок).

1.3. Актуальные разделы журнала:
• Методы и технологии биомедицинских исследований;
• Релевантное и альтернативное биомоделирование;
• Генетика и эпигенетика животных-биомоделей;
• Доклинические исследования в биомедицине;
• Биомедицинские технологии в клинических исследованиях;
• Биорегуляторы в медицинских технологиях;
• Биомедицинские технологии в спорте.
1.4. Общие требования к оформлению
1.4.1. Статью следует представлять в двух экземплярах с печатной и электронной версией 

текста, набранной в программе Microsoft Word шрифтом Times New Roman, кегль 12 на одной 
стороне листа с интервалом 1 между строками и полями 2,5 см со всех сторон. Нумерация 
страниц — сверху по центру (на первой странице номер не проставляется).

1.4.2. На первой странице следует указать:
• предполагаемый раздел журнала;
• название работы;
• инициалы и фамилии авторов;
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• названия учреждений, в которых была проведена работа, их полные адреса с почтовыми 
индексами.

Далее печатается реферат (не более 250 слов) и ключевые слова (не более 6 слов). Затем — 
информация о конфликте интересов, об источниках финансирования работы, благодарности 
(при наличии).

Название работы, ФИО авторов, названия учреждений и адреса, реферат и ключевые слова, 
информация о конфликте интересов, об источниках финансирования работы, благодарности 
(при наличии) переводятся на английский язык.

Латинские названия по тексту должны быть выделены курсивом.
1.4.3. В конце статьи приводится список цитированной литературы (см. п. 1.4.10 

«Литература»), осуществляется его транслитерация и перевод на английский язык (раздел 
«References», согласно требованиям «Scopus»), проставляются собственноручные подписи 
всех авторов рукописи.

На последнем листе печатаются сведения об авторах — ФИО (полностью) всех авторов, 
место работы каждого (название учреждения), учёная степень и звание (при наличии), адрес 
электронной почты.

Отдельно указывается автор (символом * после фамилии), ответственный за переписку, и его 
мобильный телефон (только для связи с редакцией, не публикуется).

Сведения об авторах переводятся на английский язык.
1.4.4. К рукописи прилагают сопроводительное письмо от учреждения, направившего рабо-

ту, содержащее разрешение на публикацию в открытой печати (или копию экспертного заклю-
чения).

1.4.5. Статьи, написанные по результатам экспериментальных исследований, должны (если 
это возможно) строиться по схеме: «Введение», «Материалы и методы», «Результаты исследо-
ваний», «Обсуждение результатов», «Выводы», «Список литературы». Для работ, предназна-
ченных для рубрики «Краткие сообщения», раздел «Обсуждение результатов» необязателен, 
а количество литературных ссылок должно быть минимальным. Форма изложения обзорных 
и теоретических статей — свободная.

1.4.6. Статьи, описывающие исследования, выполненные на экспериментальных животных 
или альтернативных биологических объектах, в разделе «Материалы и методы» должны содер-
жать следующую информацию: организм, орган, ткань, клеточная культура, микробная культу-
ра, субклеточный, молекулярный уровень экспериментальных объектов.

В тех работах, где были использованы лабораторные животные, следует указать:
• биологический вид;
• пол;
• возраст;
• массу животного;
• генетический статус: инбредные линии, популяции нелинейных животных, гибриды, гене-

тически модифицированные организмы (трансгенные, нокаутные);
• источник, откуда получены животные;
• микробиологический статус: гнотобиоты, SPF, конвенциональные;
• условия содержания: виварий, изолятор, барьерная система, тип клеток, плотность посад-

ки животных, режим кормления и поения.
1.4.7. Статистическая обработка результатов и таблицы
Таблицы должны содержать только обобщённые и статистически обработанные материалы 

исследования. Следует указать метод обработки результатов и необходимые для расчётов ис-
ходные данные. Информация, представленная в таблицах, не должна повторяться в тексте ста-
тьи. Таблицы должны быть пронумерованы и озаглавлены. В тексте в круглых скобках дается 
ссылка на них, например: (табл. 1).
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Порядковые номера и названия таблиц, а также примечания (при наличии) переводятся 
на английский язык.

1.4.8. Иллюстративный материал
Рисунки не должны дублировать материалы таблиц. Все обозначения на них необходимо со-

провождать пояснениями в подписи к рисунку. Иллюстрации следует пронумеровать в порядке 
их упоминания в тексте. Для микрофотографий полагается указать способ фиксации образцов 
и увеличение.

Требования к иллюстрациям:
• чёрно-белая и цветная графика — разрешение: не менее 300 точек на дюйм, стандартные 

форматы (TIFF, GIF, JPEG, PNG);
• диаграммы и графики (векторные изображения) представляются в собственном формате 

программ построения (Adobe, Excel и т. д.) с приложением исходных (табличных) данных, 
по которым построены графики/диаграммы.

Порядковые номера и названия рисунков, а также примечания (при наличии) переводятся 
на английский язык.

1.4.9. Сокращения
Помимо общепринятых, допускается использование не более трёх сокращений терминов, 

с обязательным указанием полного названия (в скобках) при первом упоминании в тексте.
1.4.10. Литература
Цитируемая в статье литература приводится общим списком в конце статьи в алфавитном 

порядке (вначале — на русском, затем — на иностранных языках). Ссылки на цитируемую ли-
тературу в тексте статьи отмечаются порядковым номером работы в списке литературы, заклю-
чённым в квадратные скобки. Фамилии иностранных авторов при первом упоминании в тексте 
указываются (если это необходимо) на языке оригинала.

В списке литературы приводятся:
• для книг: фамилии и инициалы всех авторов, название, место издания, название издатель-

ства, год издания, цитируемые страницы, либо общее количество страниц в книге (если текст 
статьи содержит несколько ссылок на данную книгу).

Пример:
1. Каркищенко В. Н., Каркищенко Н. Н., Шустов Е. Б. Фармакологические основы терапии. 

Тезаурус. Изд. 3-е — новая ред. М., СПб: Айсинг, 2018:288.
References:
1. Karkischenko V. N., Karkischenko N. N., Shustov E. B. Farmakologicheskie osnovy terapii 

[The pharmacological therapeutics basis]. Tezaurus. Izd. 3-e — novaya red. [Thesaurus. Ed. 3-e — 
new ed.]. Moscow, Saint-Petersburg: Ajsing Publ., 2018:288. (In Russian).

• для главы (статьи) в книге: фамилии и инициалы авторов главы, название главы, название 
книги, фамилии и инициалы редакторов, место издания, название издательства, год издания, 
первая и последняя страницы главы.

Пример:
2. Сарвилина И. В., Каркищенко В. Н., Горшкова Ю. В. Современные технологические плат-

формы для геномных и протеомных исследований. В кн.: Междисциплинарные исследования 
в медицине. М.: Техносфера, 2007:34–67.

References:
2. Sarvilina I. V., Karkischenko V. N., Gorshkova Yu. V. Sovremennye tekhnologicheskie plat-

formy dlya genomnyh i proteomnyh issledovanij [Modern technological platforms for genom-
ic and proteomic research]. V kn.: Mezhdisciplinarnye issledovaniya v medicine [In the book: 
Interdisciplinary research in medicine]. Moscow: Tekhnosfera Publ., 2007:34–67. (In Russian).

• для статьи в журнале: фамилии и инициалы авторов, название статьи, наименование жур-
нала, год, том (выпуск), номер, первая и последняя страницы статьи.
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Пример:
3. Каркищенко В. Н., Помыткин И. А., Скворцова В. И. Опиоидэргическая система им-

мунных клеток: новая фармакологическая мишень в терапии «цитокинового шторма». 
Биомедицина. 2020;16(4):14–23. https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-14-23.

References:
3. Karkischenko V. N., Pomytkin I. A., Skvortsova V. I. Opioidergicheskaya sistema immunnyh 

kletok: novaya farmakologicheskaya mishen’ v terapii «tsitokinovogo shtorma» [The Opioidergic 
System of Immune Cells: a New Pharmacological Target in the Therapy of “Cytokine Storm”]. 
Biomeditsina [Journal Biomed]. 2020;16(4):14–23. https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-14-23. 
(In Russian).

• для сайта: ссылка на страницу в сети Интернет.
Пример:

http://www.nih.gov/science/models/mouse/knockout/index.html.
1.5. Корректура
Рукописи, не отвечающие перечисленным правилам, не рассматриваются и не возвращают-

ся. Редакция оставляет за собой право принимать решение о публикации рукописи, произ-
водить редакционные изменения и сокращения, стилистическую правку, а также переносить 
статью в другой раздел журнала. Все рукописи направляются на внешнее рецензирование.

1.6. За публикацию статей плата не взимается и гонорар не выплачивается. После опублико-
вания статьи авторам высылается бесплатно один экземпляр журнала.

1.7. Адрес редакции
• Почтовый адрес: 143442, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, влд. 1. 

НЦБМТ ФМБА России, редакция журнала «Биомедицина»
• Электронные адреса:
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России — info@scbmt.ru; scbmt@yandex.ru
отв. секретарь редакции Алимкина Оксана Владимировна — alimkina@scbmt.ru
• Подача рукописей возможна через сайт журнала — journal.scbmt.ru
1.8. Сроки опубликования работ
Максимальный срок между датами поступления рукописи в редакцию и опубликования 

в журнале составляет 12 месяцев. Уведомление авторов в случае отклонения статьи при пред-
варительном рассмотрении по причине явного несоответствия работы тематике журнала про-
исходит в течение трех месяцев после поступления рукописи в редакцию.

2. Порядок рецензирования статей,  
направленных в редакцию рецензируемого издания

2.1. Все статьи, поступившие в редакцию, проходят независимое рецензирование.
2.2. Рукопись научной статьи, поступившая в редакцию журнала «Биомедицина», рассматри-

вается ответственным секретарём на предмет соответствия профилю журнала, требованиям 
к оформлению, регистрируется. Отв. секретарь направляет статью на рецензирование одному 
или, при необходимости, двум рецензентам.

2.3. Для проведения рецензирования рукописей статей в качестве рецензентов могут при-
влекаться как члены редакционного совета журнала «Биомедицина», так и высококвалифици-
рованные учёные и специалисты других организаций и предприятий, обладающие глубокими 
профессиональными знаниями и опытом работы по конкретному научному направлению (как 
правило, доктора наук, профессора) и имеющие публикации по тематике рецензируемой ста-
тьи в течение последних трёх лет.

2.4. Рецензенты уведомляются о том, что присланные им рукописи являются частной соб-
ственностью авторов и относятся к сведениям, не подлежащим разглашению. Рецензентам 
не разрешается делать копии статей для своих нужд. Рецензирование проводится конфи-
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http://yandex.ru/clck/jsredir?bu=fp873l&from=yandex.ru%3Bsearch%2F%3Bweb%3B%3B&text=&etext=2202.wGmiJl5DvI_7BzsaA3J9zCee8KQdOz3TrhGPRpe6A-Dq2Dnx79hd7PDYAGvPnLdqYmVyenRnYmRlc3hmcmhpYw.7e8c933f25e3b99c42b836e3b2fdc91b3119ee98&uuid=&state=jLT9ScZ_wbo,&&cst=AiuY0DBWFJ5fN_r-AEszk_11PkAlD5yOlcodq_dynsQfip1Olh2_OGaLE839U9s1N3Dq845fl3t3vhgF52eqgFRD4Dc9VHZg4_dWg0pxqIFoZyz4DqtUri7ErySn2dtc6bwCZSEcUqbEbuQ7vEp4Lygc8z5UgonA9z_lZ8iAWNrcQ2tr0Y8YQfaQ5S5D2xMVEVuqXZrnmarGXSu_G_FgUntIGXleJZdNz5gxPsodAv_g9g6jfcprCbt9ENTUijGtuBs_Q8VxhfyoxjcwcpStQoW4aOcS6hTZ9bjvEcuhI-uCyOboyuGGz4Nuj4ccUTrCJv-j4O3v4vzpviNe1Mv1sZmn7DQU77-b5Jsq6eCh581EstYi4iUg-ti1gKqtuLG9HSBnhZQy00lZUg05zITJ9CdcH6CSjSuQzFlJV1m74owaO1p3MjuabKdL2tx9jAZqL012vbzblBSrYL6uyGjSD3mM11sPFU7JAFRImwZRXrQnKd5d42agAUqKBeMrhJjBxfB3zcw0ZGg2-TUCu8J-WgjalnmdXfpDSFc0gsZS7_udJwZGF92ZgllAlYHGCjds1Lg5evKwagV5Qyn1-4QL2_WosnuZGfKJznhLyfCFfsv2P5BBH8rHakhWTXgXznXU7nSw9cQ0on3PCuHlWdJQmRuDmMJKGdC7BYhpkmJeGDJqB5RZHVJfxz-HVOytUDnynpUwDRCnc48g7BLBmHSA__Z3Z0eGy0hsbmnNw1IOFZgmCrFgGkPRz7gZgrCVWyY7l4Hd6ds0Vq9IQD_dtHfrd6l14iFFxp3NqI9tDMGRJwvgYLw8ltigZWKy4zuQQsfv_BniN952rA_XwTBzffJBsUmEQNFkBNp9FxlTc4-Mv_ud8Rp-SnSYtadidMTIRqhXT7gE-sM5WF-8C4gQ1jWvluWoSSHUSg-I4kcp_wt-xHUzt_3sbqDmCWrfQKUO_VGFpNSQZkPFz0LEZhdoQ2elpkK0pQlrClmEbzsRPIJx5_pKiZS9wQuQXCFz493PK47RFymL7ADSnqdK1QbOpoBVNaEzUtZjDLl4&data=UlNrNmk5WktYejY4cHFySjRXSWhXSmdoSVY1TzNEakxYMmk5MkMtTWU3YW1KU19GVFlfcDkyaVpSLVJ6V0NKOHRCNVdULTk3Y2VVOFZudWxZR2NiVEpuMmR4NmJMTDR5aEc4cXNFRUZqazQs&sign=171e23dd04112acb05c27c34418d8feb&keyno=0&b64e=2&ref=orjY4mGPRjk5boDnW0uvlrrd71vZw9kp5uQozpMtKCWbgDHRNa-0ytIKUjuD3_xmGmwWnmEFnD59ZzYAOFQoxTbez_ZOxrc9hJp1aVITxkIDd_jEAB5dTjW3TngcXdt7v_dnYIWl1dDpxFa0UlvqgFlSGkLtoeRvUv24zcHI41fBPECi6NSM7Vu0iWZiWVZavWXf8qFntaxdUmxLduJSRdx3Vf9n6G0BHM8sCXdkAS43VWmaSkSR-g,,&l10n=ru&rp=1&cts=1580343437416%40%40events%3D%5B%7B%22event%22%3A%22click%22%2C%22id%22%3A%22fp873l%22%2C%22cts%22%3A1580343437416%2C%22fast%22%3A%7B%22organic%22%3A1%7D%2C%22service%22%3A%22web%22%2C%22event-id%22%3A%22k5zzogh49i%22%7D%5D&mc=3.625&hdtime=8604
http://vshi-lechenie.ru/
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денциально (одностороннее «слепое»). Нарушение конфиденциальности возможно только 
в случае заявления рецензента о недостоверности или фальсификации материалов, изложен-
ных в статье.

2.5. К рецензированию не привлекаются специалисты, работающие в том же учреждении, 
где выполнена работа.

2.6. Если в рецензии на статью имеется указание на необходимость её исправления, то статья 
направляется автору на доработку. В этом случае датой поступления в редакцию считается дата 
возвращения доработанной статьи.
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Цитохромы P450 (CYP) — обширный класс ферментов, активным центром которых является гем 
типа b. Основная функция цитохромов P450 заключается в биотрансформации эндогенных и экзо-
генных соединений в организме.
Цитохром P450 3A4 метаболизирует порядка 50% всех лекарственных соединений, поэтому изу-
чение его каталитических свойств представляет большой интерес. Эффективным инструментом 
в исследовании цитохромов P450 является создание электрохимических систем, где на твёрдом 
носителе — электроде — с помощью модификатора иммобилизуется фермент. Электроны в та-
ком случае поступают с электрода, заменяющего природный донор электронов НАД (Ф)H и ог-
раничивающего необходимость использования редокс-партнёрных белков. Задача модификатора 
электрода — сохранение каталитической активности фермента, а также повышение эффективно-
сти электронного транспорта при включении наночастиц благородных металлов или углеродных 
материалов.
Цель работы — создание более эффективных цитохром Р450 электрохимических систем для увели-
чения выхода метаболитов ферментативных электрокаталитических реакций.

Ключевые слова: цитохром P450, биоэлектрохимия, рибофлавин, электрокатализ
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DESIGN OF MODEL SYSTEMS BASED ON CYTOCHROME 
P450 3A4 AND RIBOFLAVIN COMPLEXES FOR INCREASING 
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Cytochromes P450 (CYP) are a large class of enzymes, whose active site is type b heme. The main func-
tion of cytochromes P450 is biotransformation of endogenous and exogenous compounds in the organ-
ism. The cytochrome P450 3A4 metabolizes about 50% of all modern medications; therefore, its catalytic 
properties present significant research interest. P450 cytochromes can be effectively investigated using 
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electrochemical systems that consist of a solid base (electrode) and a modifier facilitating enzyme immobi-
lization. In this case, the electron donor is an electrode substituting a natural electron donor NAD(P)H and 
eliminating the need to use redox-partner proteins. The electrode modifier maintains the catalytic enzyme 
activity and enhances the efficiency of electron transfer when noble metals and carbon materials nanoparti-
cles are included. This work is aimed at creating more effective cytochrome P450 electrochemical systems 
to increase the yield of metabolites of enzymatic electrocatalytic reactions.
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Введение
Перенос электронов в цитохром Р450-

системах осуществляется в соответст-
вии со схемой: НАД(Ф)H → НАД(Ф)
H-зависимая цитохром P450 редуктаза 
(CPR) (ФАД (флавинадениндинуклеоти-
да), ФМН (флавинаденинмононуклеотид)) 
→ цитохром P450 (Fe3+). Особенностью 
катализа цитохромов Р450 является об-
разование не только метаболита органи-
ческого субстрата (гидроксилирование 
или N-деметилирование), но и генерация 
активных форм кислорода.

Цитохромы P450 для проявления катали-
тических свойств нуждаются в реконструк-
ции системы передачи электронов, в кото-
рую входят редокс-партнёрные белки, эту 
необходимость устраняют электрохимиче-
ские ферментные системы, в которых доно-
ром электронов является непосредственно 
электрод.

Разработка электрохимических систем 
для исследования свойств цитохромов 
P450 ставит пред собой такие проблемы, 
как использование минимального коли-
чества белка, сохранение нативной кон-
формации и каталитической активности 
фермента. Для повышения эффективности 
цитохром Р450-зависмого электрокатализа 
разработаны следующие подходы. 

Обоснованный выбор модификации элек-
тродов является одним из основных факто-
ров успешного электрокатализа. В качестве 
модификаторов могут использоваться та-
кие материалы, как углеродные нанотруб-
ки, наночастицы благородных металлов 
и мембраноподобные вещества [1]. Так, 
нами было показано, что использование 
для модификации электродов углеродных 
нанотрубок увеличивает количество элек-
троактивного фермента с 5% для ДДАБ/
ПГЭ до 45% для УНТ/ПГЭ, (ПГЭ — печат-
ный графитовый электрод; ДДАБ — дидо-
децилдиметиламмоний бромид, УНТ — 
углеродные нанотрубки), что может быть 
использовано для идентификации этих ге-
мопротеинов в биологическом материале. 
Однако для проявления каталитических 
свойств цитохромов Р450 более эффектив-
ны модификации липидоподобными соеди-
нениями (например, ДДАБ) [1].

Другим подходом является увеличение ко-
личества иммобилизируемого белка или со-
здание комплексов белка и электроактивных 
кофакторов в роли переносчиков электронов, 
например рибофлавина [8], ФМН и ФАД 
или создание сложных белковых комплексов 
с CPR и цитохромом b5 [2], создание «химер-
ных» конструкций с совмещением гемового 
и флавинового доменов [7, 5]. 
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Материалы и методы
В работе использовали трёхконтактные 

электроды, полученные методом трафа-
ретной печати с графитовыми рабочим 
и вспомогательным электродами и хлор-
серебряным электродом сравнения (ПГЭ) 
(«КолорЭлектроникс», Россия). Диаметр 
рабочего электрода — 0,2 см (площадь — 
0,0314 см2). Все потенциалы приведены 
относительно хлоридсеребряного электро-
да сравнения (Ag/AgCl). Рекомбинантный 
цитохром P450 3A4 человека (142 мкМ) 
в 550 мМ калий-фосфатном буфере, 
рН 7,2, содержащем 0,2% CHAPS, 1 мМ 
дитиотреитол и 20% глицерин (по объёму), 
получен и выделен по методике, представ-
ленной в работе [6]. Концентрацию фер-
мента определяли спектрофотометрически 
по образованию комплекса восстановлен-
ной формы с монооксидом углерода; коэф-
фициент поглощения ε450–490=91 мМ–1см–1. 
В работе были использованы следующие 
реактивы: ацетат аммония, ацетилаце-
тон, дидодецилдиметиламмония бромид, 
хлороформ, эритромицин, рибофлавин 
(“Sigma-Aldrich”, США); гидроксид ка-
лия, дигидрофосфат калия, хлорид натрия 
(«Спектр-Хим», Россия); уксусная кислота 
(“Fisher Scientific”, США).

Электрохимические исследования прово-
дили с помощью потенциостата Autolab302N 
(“Metrohm Autolab”, Нидерланды), снабжён-
ного программным обеспечением NOVA 
(версия 2.0).

Спектральные исследования проводили 
с помощью спектрофотометра Cary 100 
Scan UV-Vis (“Agilent”, Нидерланды) и про-
граммного обеспечения Cary Win UV.

Для модификации поверхности электрода 
на ПГЭ наносили 1 мкл 0,1 М ДДАБ в хло-
роформе (10 мин, 20°С). В работе были 
использованы нековалентные комплексы 
цитохром Р450 3А4: рибофлавин в соотно-
шении 1:1 и 1:10. Ферментные электроды 
выдерживали при температуре 4°С 12 ч 
во влажной камере.

Перед началом всех электрохимиче-
ских измерений электроды инкубировали 
в электролитном буфере (0,1 М калий-
фосфатный буфер, рН 7,4, содержащий 
0,05 М NaCl) в течение 10 мин, 20°С. 
Параметры регистрации циклических 
вольтамперограмм (ЦВА): диапазон по-
тенциалов — от 0 до –0,6 В (отн. Ag/
AgCl), скорость развёртки потенциала — 
100 мВ/с.

Для сравнения влияния различ-
ных условий модификаций фермен-
та на N-деметилазную активность 
цитохрома Р450 3А4 по отношению 
к эритромицину электрокаталитические 
реакции проводили в электролитном бу-
фере с помощью ферментного электрода 
в присутствии 100 мкМ эритромицина 
при контролируемом потенциале рабоче-
го электрода –0,5 В (отн. Ag/AgCl) в те-
чение 20 мин. Анализ скорости реакции 
N-деметилирования эритромицина про-
водили путём регистрации образования 
формальдегида [4].

Результаты и их обсуждение
Для исследования влияния рибофлави-

на на каталитическую активность цитох-
рома P450 3A4 была выбрана система, 
в которой цитохром P450 3A4 и рибо-
флавин находились в соотношениях 1:1 
и 1:10 соответственно. Соотношение 1:1 
моделирует микросомальную систему 
с эквимолярными количествами P450 3A4 
и CPR [3]. Было исследовано также соот-
ношение цитохром Р450 3А4:рибофлавин 
1:10.

Электрохимические параметры цитохро-
ма Р450 3А4 и комплексов цитохром Р450 
3А4 рибофлавин (1:1 и 1:10) приведены 
в таблице. 

В результате цитохром Р450-зависимой 
реакции N-деметилирования антибиотика 
из группы макролидов эритромицина обра-
зуется формальдегид, концентрацию кото-
рого определяли спектрофотометрически 
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[1]. Сравнительная каталитическая актив-
ность систем приведена в таблице. 

Можно предположить, что рибофлавин 
стабилизирует цитохром Р450 3А4 за счёт 
образования комплекса, моделирующе-
го микросомальную монооксигеназную 
систему. Кроме того, рибофлавин может 
служить диффузионным медиатором элек-
тронного транспорта в электрохимической 
цитохром Р450-системе. Возможна также 
роль рибофлавина, способствующая уве-
личению индекса сопряжения и повыше-
нию эффективности собственно реакции 
N-деметилирования эритромицина.

Выводы
Нековалентный комплекс цитохрома 

Р450 3А4 и рибофлавина проявляет боль-

шую каталитическую активность по срав-
нению с цитохромом Р450 3А4.

Соотношение цитохром Р450 3А4 : ри-
бофлавин 1:10 является более эффективным 
по сравнению с соотношением 1:1.

Комплексы цитохром Р450 3А4 : рибофла-
вин моделируют цитохром Р450-зависимую 
микросомальную монооксигеназную систе-
му, которая позволяет повысить эффектив-
ность электрокатализа.

В дальнейшем будет исследована катали-
тическая активность комплексов цитохрома 
P450 и рибофлавина по отношению к широ-
кому спектру субстратов и реакциям, харак-
терным для цитохрома P450, а также роль 
рибофлавина в генерации активных форм 
кислорода в электрохимических системах 
с участием цитохромов Р450.
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Введение
В регенеративной медицине проведён-

ные в мировой практике эксперимен-
тальные ультразвуковые исследования 
показали свою эффективность [4, 6, 7]. 
Биоискусственные матриксы при одина-
ковом составе биополимеров могут быть 
сформованы различными методами, что по-
зволяет применять их для замещения цело-
го ряда дефектов тканей. Перспективными 
являются матриксы, имеющие структу-
ру гидрогелей, что связано не только с их 
доступностью и разнообразием, но и воз-
можностью создания раневых покрытий 
[3], применения в ортопедии для замены 
и восстановления утраченной части хряща, 
костной ткани [1], а также использования 
как несущей конструкции активных мат-
риксов, содержащих клетки, факторы роста, 
лекарственные препараты. Гидрогелевые 
матриксы, их структура и упруго-механи-
ческие свойства были исследованы уль-
тразвуковыми методами [2, 5, 8].

Гидрогелевые матриксы на основе хи-
тозана, кроме биосовместимости и био-
резорбируемости, обладают остеокондук-
тивными свойствами, т. е. выполняют роль 
пассивного матрикса при формировании 
костной ткани, композиты на его основе ак-
тивно применяются для создания костных 
имплантов [9]. При этом особый интерес 
в этой области представляют матриксы, 

имеющие открытые поры, которые обеспе-
чат проникновение клеток в объём имплан-
та и неоваскуляризацию. Улучшить свой-
ства матрикса можно за счёт добавления 
остеоиндуктивных факторов роста, напри-
мер BMP-2, которые будут стимулировать 
биоминерализацию импланта [10].

В данной работе был смоделирован про-
цесс биоминерализации пористого матрикса 
на основе хитозана, за счёт разной степени 
наполнения минеральными компонентами, 
для определения возможностей метода аку-
стической микроскопии в визуализации струк-
туры и оценке состава такого типа матриксов.

Материалы и методы
Изготовление матриксов. Предварительно 

получен 2% р-р хитозана (Primex ChitoClear 
HQG 43040 — 600 кДа) в 2% уксусной кис-
лоте (УК, особо чистая, ООО «Компонент-
Реактив», Россия). Объёмная доля напол-
нителя — трикальцийфосфат (ТКФ, “Sigma 
Aldrich”, США) — варьировалось в пределах 
от 1 до 25 об.%. Для улучшения механиче-
ских свойств образцы сшивали 2,5% глута-
ровым альдегидом (ГА) в 2% УК (из расчёта 
1% от веса полимера). Пористость получа-
емого материала поддерживали на уровне 
98,8%. Для получения композитов компо-
ненты смешивали с частицами ТКФ (ди-
аметр частиц — 70 нм, высота — 200 нм) 
в пропорциях из таблицы.



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

44 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 42–47 

Растворы гомогенизировали на магнитной 
мешалке в течение 6 ч. Для более равномер-
ного диспергирования частиц ТКФ поли-
мерный раствор помещали в ультразвуко-
вую ванну на 30 мин. Гомогенизированные 
растворы замораживали на установке, 
обеспечивающей температурный гради-
ент, для формирования направленных пор 
в материале. Замороженные образцы лио-
филизировали в течение 48 ч на установке 
Martin Christ Alpha 2-4LSC в режиме «main-
drying» с глубиной вакуума 0,250 мбар. 
За 2 ч до извлечения образцов использова-
ли режим «final drying» с глубиной вакуума 
0,010 мбар. Таким образом, были получены 
высокопористые композиты с ориентиро-
ванными порами.

Морфологию образцов изучали методом 
сканирующей электронной микроскопии 
с помощью системы Versa 3D DualBeam 
(«FEI», США) в режиме высокого вакуума. 
Изображения получали во вторичном элек-
тронном режиме с ультранизким ускоряю-
щим напряжением 1 кВ. Образцы ориенти-
ровали вдоль направления пор.

В работе использовался сканирующий им-
пульсный акустический микроскоп SIAM-
2010, разработанный в Институте биохими-
ческой физики РАН, оснащённый линзой 
50 МГц, 30°, фокусное расстояние — 4 мм, 
обеспечивающей латеральное разрешение по-
рядка 36 мкм. Режим получения изображений: 
С-скан — реконструкция изображения пло-
скости образца, перпендикулярной оси линзы, 
и расположенной в зоне фокуса при сканиро-
вании; B/D-скан — реконструкция изображе-
ния, соответствующая поперечному сечению 
через образец по направлению оси линзы и по-
лученная при использовании динамической 
фокусировки во время сканирования.

Статистический анализ проводился с помо-
щью t-критерия Стьюдента. Различия счита-
лись достоверными при р<0,05.

Результаты исследований
Полученные микрофотографии показы-

вают ячеистую структуру и наличие ори-
ентации пор у образцов. Средний размер 
пор — 30 мкм. На рис. 1 видны включения 
частиц ТКФ в стенку губчатого материала.

 
Рис. 1. Микрофотографии образцов губчатых матриксов: А — объёмная доля ТКФ 0%, разрешение 100 мкм; 
Б — объёмная доля 20%, разрешение 100 мкм; В — объёмная доля 20%, разрешение 30 мкм.
Fig. 1. Micrographs of porous matrices: A — volume fraction of TCP 0%, resolution 100 µm; Б — volume fraction 20%, 
resolution 100 μm; В — volume fraction 20%, resolution 30 μm.

Таблица. Концентрации компонент для получения композитов
Table. Concentrations of components for obtaining composites

Объёмная доля 
ТКФ, %

Массовая доля 
ТКФ, % ТКФ, г 2% хитозан, г 2,5% ГА, г H2O, г

0 0 0 7,80 0,06240 2,17360
5 12,71 0,01884 7,41 0,05928 2,55892

10 26,84 0,03768 7,02 0,05616 2,94424
25 80,51 0,0942 5,85 0,04680 4,10020
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Рис. 2. Акустические изображения набухшего матрикса, частота 50 МГц. А — B/D-скан, продольное сечение 
пор; Б — B/D-скан, поперечное сечение пор; В — С-скан в объёме образца.
Fig. 2. Acoustic images of swollen matrices, frequency 50 MHz. A — B/D-scan along pores; Б — B/D-scan cross-section 
of pores; В — C-scan of the sample volume.

Полученные образцы исследовали с по-
мощью акустической микроскопии после 
набухания в иммерсионной жидкости (ди-
стиллированной воде). Образец распола-
гался на стеклянной подложке для последу-
ющего измерения затухания.

Ультразвуковые изображения (рис. 2) ото-
бражают внутреннюю структуру матрикса: 
поры матрикса протяжённые, интеркалиро-
ванные, открытые, ориентированы в одном 
направлении, заполнены иммерсией. На тех 
же образцах были проведены измерения ко-
эффициента затухания.

Выводы
Разрешение метода является недостаточ-

ным для визуализации включений частиц 
ТКФ, однако не менее информативным 
является анализ объёмных характеристик. 
Была проведена ультразвуковая оценка рас-
пределения наполнителя по объёму образца 

матрикса. Выявлена закономерность зату-
хания ультразвукового сигнала в зависимо-
сти от концентрации наполнителя в компо-
зитном матриксе.

Рис. 3. Зависимость коэффициента затухания, нор-
мированная по толщине образов, в зависимости 
от количества наполнителя.
Fig. 3. The attenuation coefficient, normalized by 
the sample thickness, depending on the amount of filler.

О.Р. Куликова, Е.А. Храмцова, К.Г. Антипова, Т.Д. Пацаев, Е.С. Мороков,  
К.И. Луканина, В.М. Левин, Т.Е. Григорьев

«Ультразвуковая оценка распределения трикальцийфосфатного наполнителя по объему набухших 
пористых матриксов на основе хитозана для биомедицинского применения»



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

46 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 42–47 

Ультразвуковая микроскопия показала 
высокую эффективность для неинвазив-
ной визуализации микроструктуры и ко-
личественного определения концентрации 
ТКФ в полученных пористых матриксах. 

Данный метод может быть рекомендо-
ван как перспективный для исследования 
процессов биоминерализации матриксов 
в присутствии клеточных компонентов 
и остеоиндуктивных факторов.
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Для использования биомоделей с нокаутом гена TPH2 в экспериментах ключевым моментом явля-
ется разработка быстрого и высокоточного протокола генотипирования. В настоящее время геноти-
пирование мутантных мышей проводится с помощью методов, включающих секвенирование или 
многоступенчатую ПЦР, являющиеся дорогостоящими и занимающими продолжительное время. 
В работе приведён сравнительный анализ двух методов: с помощью детекции продуктов амплифи-
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К.А. Курбаков, А.А. Кибиткина, Л.В. Федулова, Е.Р. Василевская, Г.С. Толмачева
«Генотипирование линий мышей по гену TPH2 в рутинной практике:  

выбор методики выделения ДНК для проведения ПЦР»

Введение
Снижение экспрессии и функции трип-

тофангидроксилазы 2 (TPH2), являющейся 
ферментом, лимитирующим скорость вы-
работки серотонина мозга из триптофана, 
связаны с тревожностью, депрессией и аг-
рессией у различных видов, включая чело-
века и грызунов [8]. В связи с чем мутант-
ные мыши с нокаутом гена ТРН2 являются 
высокоточной биомоделью [2, 4]. Отбор 
тканей производится, как правило, биопси-
ей хвоста. Так как хрящевая, костная ткань 
и эпителий являются сложными для выде-
ления ДНК объектами [10], предлагаются 
различные варианты модификаций методик 
[7, 9]. В качестве альтернативы предложе-
но предварительное замораживание биоп-
сий в жидком азоте [9]. Идентификация, 
как правило, осуществляется ПЦР 
с детекцией методом гель-электрофореза. 
Gutknecht с соавт. [5] использовали сис-
тему трёх праймеров для идентификации 
«дикого» и мутантного аллелей гена TPH2, 
результатом ПЦР являлись ампликоны дли-
ной 437 и 387 азотистых оснований. 

Целью настоящей работы являлось срав-
нение методов генотипирования и выделе-
ния ДНК мутантных мышей по гену TPH2. 

Материалы и методы
Мутантные мыши с нокаутом TPH2 полу-

чены от поголовья гетерозиготных мышей 
C57BL/6J TPH2hCMVcre SPF-категории 
племенной колонии Биоцентра ZEMM 
(Вюрцбург, Германия) [4]. Отбор фрагмен-
тов хвоста (по два образца 2–3 мм) от осо-
бей дикого типа (WT: 1–3), гетерозиготных 
нокаутных TPH2 (HET: 4–6), гомозиготных 
нокаутных TPH2 (KO: 7–9) производили 
с использованием Новокаина («Нижфарм», 
Россия), обработкой раневой поверхности 
Капрамином («ВладМива», Россия). Один 
образец подвергали длительному лизису 
(18 ч); второй — замораживанию в жид-
ком азоте. Выделение ДНК проводили на-

бором Сорб-ГМО-Б согласно инструкции 
(«Синтол», Россия). Для проведения ПЦР 
использовали праймеры: TPH2 F KO 5’ 
CACCCCACCTTGCAGAAATGTTTA 
3’, ампликон длиной 387; TPH2 F WT 5’ 
TGGGGCATCTCAGGACGTAGTAGT 
3’, ампликон длиной 437 и TPH2 R 5’ 
TGGGGCCTGCCGATAGTAACAC 3’ [5]. 
ПЦР в реальном времени проводили на ам-
плификаторе АНК-32 («Синтол», Россия). 
Реакционная смесь (25 мкл) содержала 
праймеры (300 нМ), 2,5× реакционной 
смеси с красителем EVAGreen («Синтол», 
Россия) (10 мкл), изолированную ДНК 
(2 мкл). Режим ПЦР реакции: денатурация 
(95°C/5 мин); 40 циклов амплификации 
(95°C/15 сек; 64°C/30 сек и 72°C/10 сек). 
По полученным циклам отсечения (Ct) 
в ПЦР с системой трёх праймеров сравни-
вали выход ДНК, полученный с длитель-
ным лизисом (Ctлиз) и с замораживанием 
в жидком азоте (Ctазот). Для идентификации 
проводили отдельные реакции: для обна-
ружения аллеля «дикого типа» — с парой 
праймеров TPH2 F WT и TPH2 R, для обна-
ружения мутантного аллеля — с TPH2 F KO 
и TPH2 R. Анализ ПЦР в реальном времени 
проводили в трёхкратной повторности. В ка-
честве отрицательных контролей исполь-
зовали реакционные смеси без внесённой 
ДНК. Среднеарифметический результат 
трёх повторностей и их стандартного от-
клонения (M±m) рассчитывали с использо-
ванием Microsoft Excel (2016). Ампликоны, 
полученные в ПЦР с использованием 
трёх праймеров, разделяли электрофоре-
зом в TBE буфере в 3% агарозном геле 
(«Thermo Scientific», Испания), окрашива-
ли SIBRGreen I («Силекс», Россия), исполь-
зовали маркер длин 100–1500 азотистых 
оснований.

Результаты и их обсуждение
Результаты ПЦР в реальном времени 

приведены в таблице. В пробирках отрица-
тельных контролей аплификации не наблю-
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далось, не было неспецифической реакции 
образцов 1–3 (WT) с праймерами для обна-
ружения КО и наоборот.

Установлен лучший выход ДНК 
для образцов с замораживанием в жид-
ком азоте — цикл отсечения был меньше, 
чем у образцов, выделенных длительным 
лизисом (табл.). Наименьшая разница Ct 
5,22 соответствовала отношению 0,03 меж-
ду полученными концентрациями ДНК. 
При этом наибольшее расхождение массы 
навески (образец 4) не превышало отно-
шение 0,8, следовательно, масса навесок 
не вносила значительный вклад в полу-
ченные результаты. Ранее были получены 
близкие значения Ct при выделении ДНК 
с использованием продолжительного ли-
зиса — Ct образцов, предварительно за-

мороженных в жидком азоте, показывали 
сходный выход геномной ДНК по сравне-
нию с длительным лизисом [1, 6]. При ис-
следовании гетерозиготных линий мышей 
нами получены близкие значения Ct, т. к. 
аллели в образцах соотносятся как 1:1. 
Идентификация методом ПЦР в реальном 
времени в двух реакциях позволяла разли-
чать между собой WT, KO и HET.

Гель-электрофорез продуктов ПЦР 
с использованием системы трёх праймеров 
(рис.) позволил выявить характерные целе-
вые яркие полосы, при этом неспецифиче-
ских продуктов амплификации не наблюда-
лось. Для образцов 4–6 (HET) выявлялись 
две полосы, достаточно близко располо-
женные друг к другу, свидетельствующие 
о наличии обеих аллелей. Как видно из ри-

Таблица. Результаты ПЦР в реальном времени (M±m)
Table. Results of real-time PCR (M±m)

№ Продолжительный лизис Замораживание в жидком азоте
ΔСt**Масса навески, 

мг Ctлиз
* Масса 

навески, мг Ctазот
* Сt*(WT) Сt*(KO)

1 5,1 32,67±0,56 4,6 20,40±0,05 19,90±0,10 12,27
2 4,9 29,60±0,04 4,9 20,46±0,03 20,27±0,06 9,14
3 3,6 24,95±0,11 3,6 19,73±0,16 19,67±0,21 5,22
4 2,6 29,98±0,38 2,1 19,62±0,11 20,79±0,17 20,74±0,20 10,36
5 3,7 29,82±0,42 3,5 20,03±0,09 20,66±0,03 20,67±0,08 9,79
6 3,5 31,74±0,39 3,5 20,11±0,12 20,86±0,15 20,71±0,25 11,62
7 5,6 29,53±0,23 5,5 20,17±0,08 19,91±0,07 9,36
8 4,2 29,89±0,4 4,7 20,11±0,19 20,77±0,02 9,78
9 4,8 26,87±0,17 4,6 20,37±0,11 20,56±0,07 6,49

Примечание: * Сt — цикл отсечения; ** — разница значений Ct между образцами, выделенными с длительным 
лизисом и с замораживанием.
Note: * Ct — cut-off cycle; ** — difference in Ct values between samples isolated during prolonged lysis and freezing.

Рис. Разделение продуктов амплификации биопсий мышей гель-электрофорезом. Условные обозначения: 1–3 — 
WT; 2–6 — HET; 7–9 — KO; M — маркер.
Fig. Separation of the products of amplification of mouse biopsies by gel electrophoresis. Symbols: 1–3 — WT; 4–6 — 
HET; 7–9 — KO; M — marker.
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сунка, визуальная оценка гель-электрофо-
реграмм в рутинной практике затруднена 
и не позволяет отличить «дикий тип» (WT) 
от образца мутантного аллеля (KO).

Заключение
Предварительное замораживание биоп-

сий в жидком азоте даёт больший и более 

стабильный выход ДНК, чем длительный 
лизис. При визуальной оценке гель-элек-
трофореграммы затруднительно отличить 
«дикий тип» от образца мутантного аллеля. 
Использование ПЦР в реальном времени 
в двух реакциях позволяет различить меж-
ду собой WT, КО и НЕТ гена TPH2 и зани-
мает меньше времени.
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КУЛЬТИВИРОВАНИЕ ЭМБРИОНОВ МЫШЕЙ НА РАЗЛИЧНЫХ 
ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ ДО СТАДИИ ДВУХ БЛАСТОМЕРОВ 

ПОСЛЕ МИКРОИНЪЕКЦИИ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЙ 
КОНСТРУКЦИЕЙ

С.В. Максименко*, Е.С. Савченко, Н.С. Огнева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

Преимплантационные эмбрионы мышей на сегодняшний день остаются самой популярной 
моделью, которая обычно используется для исследования раннего развития млекопитающих. 
Культивирование доимплантационных зародышей млекопитающих вне организма является 
необходимым звеном при проведении экспериментально-эмбриологических исследований, а также 
эмбриотехнологических работ по клонированию и получению трансгенных животных. Нормальный 
рост и дифференцировка эмбрионов млекопитающих in vitro во время доимплантационного периода 
зависят от наличия соответствующих метаболических субстратов. Вот почему так важно подобрать 
оптимальные условия культивирования при работе с микроинъецированными эмбрионами, 
поскольку любые манипуляции снижают их жизнеспособность, что особенно важно при получении 
трансгенных животных. 
Для определения наиболее эффективной культуральной среды нами было проведено исследование 
выживаемости эмбрионов мыши после микроинъекции генно-инженерной конструкции 
в пронуклеусы и дальнейшего культивирования на питательных средах М16 и Onestep. Было 
отмечено увеличение количества эмбрионов, развившихся до стадии двух бластомеров на среде 
Onestep, по сравнению со средой М16. Также были выявлены различия в двух контрольных группах, 
эмбрионы в которых не подвергались микроинъекции, но культивировались на этих же средах в тех 
же условиях, что и эмбрионы опытных групп. Более эффективной средой для культивирования 
интактных эмбрионов оказалась среда Onestep, в которой процент выживших эмбрионов был 
больше, чем в среде М16.

Ключевые слова: эмбрион, культуральная среда, микроинъекция в пронуклеусы зигот, трансгеноз
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CULTIVATION OF MICE EMBRYOS ON VARIOUS NUTRIENT 
MEDIA UP TO THE STAGE OF TWO BLASTOMERS AFTER 
THE MICROINJECTION OF A GENETICALLY-ENGINEERED 

CONSTRUCT

Sergey V. Maksimenko*, Elena S. Savchenko, Nastasya S. Ogneva
Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1

The normal growth and differentiation of mammalian embryos in vitro during the pre-implantation period 
depends on the availability of appropriate metabolic substrates. Selection of optimal cultivation conditions 
when working with microinjected embryos is of significance, since any manipulations can reduce their 
viability. This is particularly important when obtaining transgenic animals. In order to determine the most 
effective culture medium, we studied the survival of mouse embryos after the microinjection of a genet-
ically engineered construct into the pronuclei and further cultivation on the M16 and Onestep nutrient 
media. Compared to the M16 medium, an increase in the number of embryos that developed to the stage 
of two blastomeres on the Onestep medium was observed. Differences were also revealed in the two control 
groups, the embryos in which were not subjected to microinjection, but were cultured on the same media 
under the same conditions as the embryos of the experimental groups. We found that the Onestep medium, 
in which the percentage of survived embryos exceeded that in the M16 medium, is a more efficient medium 
for the cultivation of intact embryos.
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Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Maksimenko S.V., Savchenko E.S., Ogneva N.S. Cultivation of Mice Embryos on Various 
Nutrient Media up to the Stage of Two Blastomers after the Microinjection of a Genetically-Engineered 
Construct. Journal Biomed. 2021;17(3E):53–58. https://doi/org/10.33647/2713-0428-17-3E-53-58

Submitted 25.04.2021 
Revised 28.06.2021 
Published 20.10.2021

Введение
Качество эмбрионов является ключевым 

фактором для осуществления успешного 
экстракорпорального оплодотворения, по-
скольку преимплантационные эмбрионы 
млекопитающих оказываются чувствитель-
ными к среде, в которой они развиваются, 
и эта чувствительность может привести 
к долгосрочным изменениям характери-
стик роста и фенотипа плода в послеродо-
вом периоде, что имеет значение для кли-
нического здоровья животных [5, 8].

Условия культивирования глубоко вли-
яют на регуляцию эпигенетических генов 
у эмбрионов и могут иметь серьёзные по-
следствия для здоровья потомства во взро-
слом возрасте. Качество и количество куль-

тивируемых эмбрионов, концентрация 
кислорода, наличие кумулюсных клеток 
и энергетических субстратов оказывают 
влияние на жизнеспособность и развитие 
эмбрионов [7].

Потенциал развития и жизнеспособность 
эмбрионов, культивируемых in vitro, посте-
пенно снижается в процессе культивиро-
вания, несмотря на огромные достижения 
в области культуральных сред и условий 
культивирования. Разработка предимплан-
тационных питательных сред для эмбрионов 
оказала существенное влияние на техноло-
гии вспомогательной репродукции и на ис-
следования физиологии ранних эмбрионов. 
С помощью культивирования эмбрионов 
в условиях in vitro были описаны множество 
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аспектов эмбрионального развития млеко-
питающих, относящихся к морфологии, фи-
зиологии и молекулярным аспектам эмбрио-
генеза [3]. Помимо улучшения питательных 
сред, относительно мало исследований про-
водится по определению физических требо-
ваний эмбрионов, культивируемых in vitro. 
Поэтому исследования, которые проводятся 
в этой области, до сих пор считаются акту-
альными. В настоящее время предпочти-
тельной системой является культивирование 
в каплях, покрытых слоем минерального 
или парафинового масла на поверхности 
чашки Петри [4]. Для обеспечения разви-
тия преимплантационных эмбрионов in vitro 
важно использовать растворы с правильно 
подобранными компонентами в оптималь-
ных концентрациях, а также наиболее при-
емлемый газовый состав атмосферы, в ко-
торой осуществляется данный процесс [2]. 
Основные направления развития методов 
культивирования эмбрионов млекопитаю-
щих включают в себя тщательный подбор 
условий in vitro для максимального повторе-
ния условий, окружающих эмбрион in vivo 
[3]. При создании питательных сред иссле-
дователи используют два основных подхода: 
«back-to-nature», когда компоненты и их кон-
центрации стараются сделать максимально 
приближенными по составу к таковым ре-
продуктивных путей, и «let embryo choose», 
когда их состав подбирают эмпирическим 
путём [9].

Целью этого исследования являлось 
сравнение эффективности двух коммерче-
ских питательных сред — М16 и Onestep — 
при культивировании интактных эмбрионов 
мыши и эмбрионов после микроинъекции 
генно-инженерной конструкцией. 

Материалы и методы
Гормональная подготовка самок-доноров

В качестве самок-доноров были исполь-
зованы самки F1 мышей-гибридов C57BL/6 
× CBA/lac в возрасте 3 недели и массой 18–

20 г, полученные из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Мышей содержали в виварии с контро-
лируемой температурой и освещением, 
на стерилизованной подстилке, со свобод-
ным доступом к пище и воде, при световом 
периоде 12 ч света и 12 ч темноты.

Для вызывания суперовуляции исполь-
зовали метод гормональной стимуля-
ции — самкам в первый день в 1400 внутри-
брюшинно вводили по 7,5 Ед препарата, 
содержащего сыворотку жеребых кобыл 
(Сергон, Чехия), а через 47 ч внутрибрю-
шинно вводили 7,5 Ед хорионического го-
надотропина человека («Московский эндо-
кринный завод», Россия). После введения 
хорионического гонадотропина подсажива-
ли самок к плодовитым самцам-гибридам 
из расчёта 1:1. Результативность оплодот-
ворения определяли по наличию копуляци-
онной пробки на следующий день. Самок 
с копуляционными пробками считали опло-
дотворёнными. 

Получение зигот  
от самок-доноров эмбрионов

Самок-доноров умерщвляли путём дис-
локации шейных позвонков и обрабатыва-
ли 70% р-ром этилового спирта. Избыток 
спирта удаляли с помощью стерильной 
фильтровальной бумаги и стерильными 
инструментами производили послойное 
рассечение кожи и брюшной стенки для по-
лучения доступа к яичникам. С помощью 
стерильных ножниц и пинцета извлекали 
яйцеводы с ооцит-кумулюсными комплек-
сами и помещали их в каплю манипуляци-
онной среды М2 (“Sigma Aldrich”) объёмом 
50 мкл. Далее под малым увеличением 
светового микроскопа стерильной инъек-
ционной иглой вскрывали ампулярное про-
странство, извлекали ооцит-кумулюсные 
комплексы и помещали их в отдельную ка-
плю с гиалуронидазой, активность которой 
составляла 50 МЕ/мл, для удаления куму-
люсных масс. После очистки от кумулюс-
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ных масс эмбрионы последовательно от-
мывали в трёх каплях с манипуляционной 
средой М2 и помещали в каплю под слоем 
лёгкого минерального масла.

Микроинъекция генно-инженерной 
конструкции в пронуклеусы зигот

Для микроинъекции отбирали оплодот-
ворённые эмбрионы хорошего качества 
с двумя чётко просматриваемыми прону-
клеусами. Эмбрионы были помещены в ка-
меру Фон-Брюна с каплей манипуляцион-
ной среды М2, окружённой минеральным 
маслом (“Sigma Aldrich”), чтобы предотвра-
тить испарение. 

Микроинъекцию проводили в более 
крупный мужской пронуклеус зиготы 
иглой диаметром до 1 мкм на световом 
инвертированном микроскопе Nikon, осна-
щённом оптикой Номарского и микромани-
пуляторами Eppendorf InjectMan 4. Генно-
инженерная конструкция содержалась 
в буфере ТЕ для инъекций (10 мМTris-HCl, 
0,1 мМ EDTA, рН 7,4), рабочая концентра-
ция составляла 5–6 нг/мкл. Степень напол-
нения пронуклеуса определяли визуально. 

Культивирование эмбрионов
После микроинъекции эмбрионы поме-

щали в предварительно загазованные куль-
туральные среды М16 (“Sigma Aldrich”) 
и Onestep (“Vitromed”) в каплях среды объ-
ёмом 36 мкл под лёгким минеральным ма-

слом в газовой фазе, содержащей 5% СО2, 
при температуре 37°С и культивировали 
в течение 24 ч до стадии двух бластомеров. 
Культуральные среды не менялись в тече-
ние культивирования.

Результаты и их обсуждение
Для выявления эффективности культи-

вирования все эмбрионы были разделе-
ны на четыре группы (две опытные и две 
контрольные). Эмбрионы первой опыт-
ной группы в количестве 159 штук были 
микроинъецированы генно-инженерной 
конструкцией и поставлены на культиви-
рование в среде М16, а эмбрионы второй 
опытной группы в количестве 158 штук — 
в среде Onestep. Среда M16 была выбрана 
как наиболее часто используемая стандарт-
ная среда для культивирования эмбрионов 
мыши in vitro [6]. 

В контрольных группах эмбрионы куль-
тивировались в тех же средах, но микро-
инъекция не проводилась. Количество эм-
брионов контрольной группы в среде М16 
составило 165 штук, а в среде Onestep — 
156 штук соответственно (табл.).

Таким образом, среда Onestep эффек-
тивнее М16 на 3,1% при культивирова-
нии микроинъецированных эмбрионов, 
и на 2,2% — при культивировании интакт-
ных эмбрионов. Из этого следует, что куль-
туральная среда Onestep эффективнее, чем 
среда М16, и является более предпочти-

Таблица. Сравнение эффективности культуральных сред при культивировании микроинъецированных и ин-
тактных эмбрионов
Table. Comparison of the efficiency of culture media during the cultivation of microinjected and intact embryos

Экспериментальная группа

Количество 
эмбрионов, 

поставленных на 
культивирование

Количество 
продробившихся 
эмбрионов после 
культивирования

Процент 
продробившихся 

эмбрионов

Опытная № 1 (среда М16, 
микроинъецированные эмбрионы) 159 145 91,2

Опытная № 2 (среда Onestep, 
микроинъецированные эмбрионы) 158 149 94,3

Контрольная № 1 (среда М16, 
интактные эмбрионы) 166 159 95,8

Контрольная № 2 (среда Onestep, 
интактные эмбрионы) 156 153 98,0
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тельной для использования при получении 
трансгенных мышей.

Заключение
Чтобы успешно реализовывать биотех-

нологические программы, а также для про-
ведения фундаментальных исследований 
на эмбрионах необходимо создание опти-
мальных культуральных систем, обеспечи-
вающих полноценное развитие эмбрионов 
вне организма.

В настоящее время существует разно-
образие питательных сред для культиви-
рования in vitro преимплантационных эм-
брионов млекопитающих. Качественный 

и количественный состав этих сред может 
оказывать существенное влияние на пре- 
и постимплантационное развитие [2]. 

При получении трансгенных мышей не-
обходимо проводить тщательное тестиро-
вание различных систем культивирования 
эмбрионов, а также осуществлять подбор 
культуральных сред, чтобы максимально эф-
фективно использовать имеющийся биоло-
гический материал [1]. Поскольку на сегод-
няшний день исследователям может быть 
предложено большое количество различных 
питательных сред, необходимость выявле-
ния наиболее эффективной культуральной 
среды остаётся одной из главных задач. 
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ОЦЕНКА ЭЛИМИНАЦИИ ЯДЕРНОГО МАТЕРИАЛА 
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ МЕТОДАХ ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗАЦИИ ДЕРМЫ

К.И. Мелконян1, Т.В. Русинова1, Я.А. Козмай1,*, А.С. Асякина1,2

1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Минздрава России 
350063, Российская Федерация, Краснодар, ул. Митрофана Седина, 4

2 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный университет» 
350040, Российская Федерация, Краснодар, ул. Ставропольская, 149

В исследовании была проведена сравнительная оценка степени дезинтеграции и элиминации ядер-
ного материала в образцах децеллюляризированной дермы свиньи, получаемых с помощью хи-
мического, детергентного и ферментативного методов обесклечивания и выступающих в качестве 
потенциальных раневых покрытий. В качестве химического метода (Протокол № 1) выступала обра-
ботка растворами NaOH и H2O2, при детергентном методе (Протокол № 2) использовались растворы 
Тритона Х-100 и дезоксихолата натрия в комбинации с Na2-ЭДТА, при ферментативном (Протокол 
№ 3) — растворы трипсина-Версена и свиной панкреатической ДНКазы. После получения образ-
цов в них и в образцах нативной дермы (контрольная группа) проводился анализ количества ДНК, 
результаты которого показали соответствие критериям эффективного обесклечивания во всех образ-
цах. Была установлена перспективность использования детергентного метода по сравнению с дру-
гими методиками создания обесклеченных дермальных матриксов.

Ключевые слова: децеллюляризация, дермальные раневые покрытия, ядерный материал, детер-
гентная обработка, ферментативный метод, химический метод
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Мелконян К.И., Русинова Т.В., Козмай Я.А., Асякина А.С. Оценка элими-
нации ядерного материала при различных методах децеллюляризации дермы. Биомедицина. 
2021;17(3E):59–63. https://doi/org/10.33647/2713-0428-17-3E-59-63

Поступила 16.04.2021 
Принята после доработки 11.05.2021 
Опубликована 20.10.2021

ASSESSMENT OF NUCLEAR MATERIAL ELIMINATION 
BY DIFFERENT METHODS OF DERMIS DECELLULARIZATION 

Karina I. Melkonyan1, Tatyana V. Rusinova1, Yana A. Kozmai1,*, Alevtina S. Asyakina1,2

1 Kuban State Medical University of the Ministry of Health Сare of Russia 
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2 Kuban State University 
350040, Russian Federation, Krasnodar, Stavropolskaya Str., 149

We carry out a comparative assessment of the degree of nuclear material disintegration and elimination 
in the samples of decellularized porcine dermis after using chemical, detergent and enzymatic decellulariza-
tion methods.  Decellularized dermis materials are promising materials as wound dressings. The chemical 
method (Protocol No. 1) was performed using NaOH and H2O2 solutions; the detergent method (Protocol 
No. 2) involved the solutions of Triton X-100 and sodium deoxycholate in combination with Na2-EDTA; 
the enzymatic method (Protocol No. 3) was based on the solutions of trypsin Versene and porcine pan-

К.И. Мелконян, Т.В. Русинова, Я.А. Козмай, 
А.С. Асякина



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

60 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 59–63 

creatic DNase. Subsequently, we analyzed the DNA amount in decellularized and native dermis (control 
group) samples. The results of this analysis showed positive results in all three protocols. It was found that 
the detergent method have advantages over other methods of producing decellularized dermis matrices.
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Введение
В последние годы для решения пробле-

мы нехватки донорских органов использу-
ется технология децеллюляризации. В её 
основе лежит разрушение клеточных мем-
бран, органоидов и ядерного материала, 
в результате чего остаётся внеклеточный 
матрикс (ВКМ) [3]. Такой матрикс имеет 
трёхмерную структуру обесклеченной тка-
ни и не обладает антигенной нагрузкой [6], 
что делает его перспективным материалом 
для использования в трансплантологии [4]. 
Особенно актуальным в настоящее время 
является создание децеллюляризирован-
ных дермальных матриксов, которые могут 
быть применены в ожоговой терапии и пла-
стической хирургии. 

Для проведения децеллюляризации мо-
гут применяться различные способы: фи-
зические, химические, детергентные и фер-
ментативные [2, 5]. К физическим относят 
механическую и ультразвуковую обработку 
и заморозку/оттаивание; к химическим — 
воздействие щелочами и кислотами, 
а также гипертоническими солевыми рас-
творами; в качестве детергентов могут ис-
пользоваться ионные (дезоксихолат натрия, 
додецил сульфат натрия, Тритон-Х200), 
неионные (Тритон-Х100) и цвиттер-ион-
ные (CHAPS, сульфобетаины) детергенты, 
к ферментам — трипсин, папаин и различ-
ные нуклеазы [2]. Стоит отметить, что раз-
личные методики и реагенты воздействуют 

на ткани определённым образом, с чем свя-
заны возможные негативные последствия 
децеллюляризации (например, нарушение 
биологических свойств матриксов в связи 
с нарушением их структурной организа-
ции). В связи с этим имеется необходи-
мость подбора оптимального методики де-
целлюляризации, эффективность которой 
может быть охарактеризована с помощью 
оценки содержания оставшихся компонен-
тов клеток, например ДНК [1].

Таким образом, целью нашего исследо-
вания является сравнительная оценка эффек-
тивности элиминации ядерного материала 
после химической, детергентной и фермен-
тативной децеллюляризации дермы свиньи.

Материалы и методы
Основой для создания БМ была нативная 

кожа поросёнка (самец, возраст 2 мес.) по-
роды Ландрас массой 13,4 кг, полученного 
из учебно-производственного комплекса 
«Пятачок» на базе Кубанского государст-
венного аграрного университета. Животное 
наркотизировали растворами золетила 
(Zoletil 100, 1 мг/кг) и ксилазина (Rometar, 
«Spofa», 4 мл/кг). Животное содержалось 
в стационарной клетке, индивидуально. 
В качестве корма применялся стандартный 
комбикорм гранулированный полнорацион-
ный для свиней КК 56. Водопроводная очи-
щенная вода давалась в поилках ad libitum. 
Животные содержались в контролируемых 
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условиях окружающей среды: темпера-
тура воздуха — 18–22°С, относительная 
влажность — 60–70%. Освещение в по-
мещениях — естественно-искусственное, 
12-часовой световой цикл. Образцы дермы 
толщиной 0,5 мм брали после предвари-
тельного механического удаления эпители-
ального слоя электродерматомом в стериль-
ных условиях. Образцы дермы хранили 
при –80°С. Протокол исследования был 
одобрен локальным этическим комитетом 
(протокол № 96 от 29.01.2021).

При децеллюляризации по Протоколу 
№ 1 (химический метод) образец дермы 
при температуре 25°С обрабатывали сме-
сью 5% р-ра NaOH («Вектон», РФ) и 3% р-ра 
H2O2 («Йодные Технологии и Маркетинг», 
РФ) в соотношении 1:1 в течение 17 ч, за-
тем отмывали в дистиллированной воде 
и нейтрализовали 1 н. H2SO4. По Протоколу 
№ 2 дерму помещали в деионизирован-
ную воду на 4 ч. Затем проводили 2 цикла 
обработки 1% Тритоном Х-100 («Sigma 
Aldrich», США) и 4% р-ром дезоксихолата 
натрия («Sigma Aldrich», США) в комбина-
ции с 0,002 М Na2-ЭДТА общей продолжи-
тельностью 12 ч при комнатной темпера-
туре в шейкере-инкубаторе (170 об./мин). 
При каждой смене растворов образцы от-
мывали деионизированной водой в течение 
10 мин. По Протоколу № 3 размороженную 
дерму инкубировали в течение 6 ч (3 цикла 
по 2 ч) при 37°С в р-ре трипсина-Версена 
(«Биолот», Россия). Затем с целью удале-
ния ядерного материала клеток образцы ин-
кубировали в р-ре свиной панкреатической 
ДНКазы («Sigma Aldrich», США; 2000 ЕД 
в 200 мл фосфатного буфера) при 37°С в те-
чение 4 ч. Между циклами также проводи-
лась отмывка образцов деионизированной 
водой.

Количественное определение содержа-
ния ДНК выполняли на спектрофотометре 
NanoDrop ND-1000 («Thermo Fisher Scientific 
Inc», США) с использованием набора ре-
агентов («Dneasy Blood and Tissue Kit», 

«Qiagen», Швеция) по протоколу фирмы-из-
готовителя. Статистическая обработка полу-
ченного материала производилась с исполь-
зованием пакета программ MS Excel, v6.0, 
GraphPad Prism version 6.04. Результаты ис-
следований оценены с использований t-кри-
терия Стьюдента. Доверительный интервал 
рассчитывался по таблице распределения 
Стьюдента. Достоверными признавались 
различия при значениях р<0,05.

Результаты и их обсуждение
В результате использования различных 

протоколов обесклечивания были получены 
образцы децеллюляризированной дермы. 
Количественный анализ показал, что содер-
жание ДНК в полученных образцах после 
обработки по всем протоколам снижалось 
примерно в три раза по сравнению с содер-
жанием в нативной дерме свиньи (рис.). 
При этом содержание ДНК в образцах, по-
лученных химическим методом (Протокол 
№ 1), по сравнению с данными образцов, 
обработанных детергентным и энзимати-
ческим методами (Протоколы № 2 и № 3 
соответственно), было повышено на 18,05 
и 26,05% соответственно.

 
Рис. Количественный анализ содержания ДНК в на-
тивной и децеллюляризированной различными мето-
дами дерме свиньи. ** — p<0,01; *** — p<0,001. 
Fig. Quantitative DNA analysis in native and 
decellularized porcine dermis by various methods. **— 
p<0.01; ***—p<0.001.
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Полученные результаты иллюстри-
руют эффективность обесклечивания 
по Протоколам № 2 и № 3, с помощью ко-
торых из клеточных матриксов был успеш-
но удалён ядерный материал до требуемых 
для децеллюляризации и успешной им-
плантации показателей (~50 нг/мг ткани) 
[1, 2].

Выводы
Несмотря на различные подходы к де-

целлюляризации дермы, использованные 
нами методики показывают удовлетвори-
тельные результаты по количественному 
содержанию нуклеиновых кислот в мат-
риксах. Тем не менее, хотя наилучшие ре-

зультаты показал ферментативный метод, 
являющийся наиболее «мягким» методом 
обесклечивания, стоит отметить, что этот 
метод наиболее дорогостоящий, что зна-
чительно увеличивает стоимость получае-
мых материалов. В связи с этим наиболее 
перспективным методом децеллюляриза-
ции выступает детергентный метод, пока-
завший бóльшую эффективность при эли-
минации ДНК дермы. Однако необходимо 
отметить, что химический метод при даль-
нейшей разработке, направленной на бо-
лее эффективное разрушение ядерного ма-
териала, позволит существенно снизить 
себестоимость получаемых дермальных 
матриксов. 
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АНЕСТЕЗИЯ САМОК МЫШЕЙ ПРИ ХИРУРГИЧЕСКОЙ 
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Подбор адекватной комбинации препаратов для анестезии самок мышей при хирургической 
трансплантации эмбрионов является важной частью процесса, т. к. недостаточная глубина 
наркоза или влияние нежелательных эффектов на организм самки и эмбрион могут привести 
к неудовлетворительному результату эксперимента. В нашей работе мы используем сочетание 
двух препаратов для анестезии животного: Золетил 100 и Медитин, а также Антиседан сразу после 
трансплантации для более быстрого выхода из наркоза. 
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The selection of an adequate combination of drugs for anesthesia of female mice during surgical embryo 
transfer is an important part of the process, since insufficient depth of anesthesia or the influence of unde-
sirable effects on the pregnant female and the embryo can lead to unsatisfactory results of the experiment. 
In our work, we use a combination of 2 drugs for anesthesia of an animal: Zoletil 100 and Meditin, as well 
as Antisedan immediately after transplantation for a faster recovery from anesthesia.
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Введение 
С незапамятных времён люди пытались 

найти средства, чтобы облегчить мучи-
тельную боль, или гуманный способ про-
вести даже самую элементарную опера-
цию. В разных странах были свои подходы 
к обезболиванию, например в древнем 
Египте делали лекарства на основе опиу-
ма, в Китае пользовалась популярностью 
смесь вина и растёртой в порошок коно-
пли, индейцы жевали листья коки и капа-
ли насыщенной слюной на рану больному. 
С развитием естественных наук к концу 
XVIII века стали появляться такие веще-
ства, как эфир, хлороформ, закись азота. 
30 марта 1842 года Кроуфордом Лонгом 
была произведена первая в мире операция 
по удалению опухоли затылка с примене-
нием эфирного наркоза. А после публич-
ной демонстрации операции под эфиром 
16 октября 1846 года врачи со всего мира 
поняли, что хирургические операции могут 
быть безболезненными и немучительными 
для пациента. Именно с этого знаменатель-
ного дня, по мнению историков, зароди-
лась наука — анестезиология [6, 7]. В на-
стоящее время под анестезией понимают 
обратимое угнетение центральной нервной 
системы, сопровождающееся комплексом 
клинических признаков, таких как отсут-
ствие сознания, болевой чувствительности, 
значительное подавление рефлекторных 
реакций в организме и снижением тонуса 
скелетных мышц. Достигнуть такого широ-
кого спектра эффектов, как правило, невоз-
можно при использовании одного препара-
та, поэтому главной задачей анестезиолога 
является рациональный подбор комбина-
ции препаратов в каждом индивидуальном 
случае.

Особенной осторожности требует рабо-
та с беременными и планирующими бе-
ременность. Поскольку влияние лекарств 
на плод трудно поддаётся изучению в связи 
с этическими аспектами, важно миними-
зировать лекарственную нагрузку, чтобы 

не нарушить наступление беременности 
и развитие плода. В биомедицинских ис-
следованиях при проведении хирургиче-
ской трансплантации эмбрионов в яйцевод 
самки-реципиентки важно подобрать оп-
тимальную схему наркотизирования, обес-
печивающую не только глубокую седацию 
и обезболивание во время операции, чтобы 
не подвергать губительному стрессу жи-
вотное, но и быстрое прекращение дейст-
вия нежелательных эффектов на организм 
будущей матери и эмбрион. Исходя из этих 
принципов в нашей работе мы использу-
ем комбинацию наиболее новых и селек-
тивных препаратов Золетил 100 («Virbac», 
Франция) и Медитин («Api-San», Россия) 
для наркотизирования самки, а также 
Антиседан («Orion Pharma», Финляндия), 
сразу после проведения хирургической ма-
нипуляции, что способствует снятию не-
желательных эффектов на организм мыши 
и быстрому выходу из наркоза благодаря 
антагонистическому действию Антиседана 
на Медитин. 

Золетил 100 представляет собой смесь 
двух действующих веществ — золазе-
пама гидрохлорида и тилетамина гидро-
хлорида — в равной дозировке 250 мг. 
Тилетамина гидрохлорид является диссо-
циативным анестетиком. Благодаря антаго-
низму к NMDA-рецепторам он блокирует 
передачу глутамата, являющегося возбу-
ждающим нейротрансмиттером. Действие 
тилетамина основано на функциональ-
но-электрофизиологической диссоциации 
между таламокортикальной и лимбической 
системами, вследствие которой происхо-
дит подавление болевой чувствительности, 
но сознание и рефлексы сохранены [3, 10]. 
Золазепам относится к группе бензодиа-
зепинов, обладающих анксиолитической, 
противосудорожной, мышечно-рассла-
бляющей и амнестической активностью. 
Механизм действия препарата связан с его 
взаимодействием с бензодиазепиновыми 
рецепторами, за счёт которого повышает-
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ся аффинитет ГАМК к ГАМКα-рецепторам 
и усиливается тормозное влияние ГАМК 
на организм (рис. 1). Миорелаксация до-
стигается благодаря угнетению спиналь-
ных полисинаптических рефлексов [1, 8]. 
Комбинация данных препаратов основана 
на неспособности тилетамина подавлять 
рефлексы и угнетать сознание, а золазепа-
ма — полностью устранять болевую чувст-
вительность. 

Медитин (медетомидин) стимулирует 
периферические и центральные α2-адре-
но рецепторы, обладает более селектив-
ным действием по сравнению с его пред-
шественником, ксилазином, что позволяет 
уменьшить лекарственную нагрузку на ор-
ганизм самки. α2-агонисты имеют широ-
кий спектр терапевтических действий, 
главными из которых является глубокая 
седация и анальгезия. Анксиолитический 
эффект достигается благодаря стимуляции 
постсинаптических α2-адренорецепторов 

голубого пятна ствола головного мозга 
и, как следствие, увеличению выброса но-
радреналина по всей коре головного мозга. 
Анальгетический эффект достигается ак-
тивацией пресинаптических норадренер-
гических α2-рецепторов дорсальных рогов 
спинного мозга (рис. 2) [2, 4, 5].

Комбинация данных препаратов обес-
печивает максимальный уровень седации 
и обезболивания при минимальных дози-
ровках каждого отдельного лекарственного 
средства, что сокращает частоту и тяжесть 
побочных эффектов на организм жи вотного.

Для прекращения действия α2-агонистов 
на организм животного в практике исполь-
зуются два различных лекарственных веще-
ства — йохимбин и атипамезол. Йохимбин 
является алкалоидом коры западноафри-
канского дерева Corynanthe. Как показы-
вают исследования зарубежных коллег, из-
бирательность действия йохимбина ниже, 
чем у атипамезола и, соответственно, бо-

Рис. 1. Схема воздействия бензодиазепинов на орга-
низм. Синей стрелкой показано действие золазепама 
на бензодиазепиновый рецептор, вследствие актива-
ции которого происходит каскад реакций, приводя-
щих к подавлению возбуждения [10].
Fig. 1. Scheme of the effects of benzodiazepines 
on the body. The blue arrow shows the effect of zolazepam 
on the benzodiazepine receptor, as a consequence 
of the activation of which a cascade of reactions occurs, 
leading to suppression of excitation [10].

Рис. 2. Схема воздействия α2-агонистов на организм 
[12].
Fig. 2. Scheme of the effects of α2-agonists on the body 
[12].
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лее низкие показатели в скорости и каче-
стве пробуждения животного из наркоза. 
Антиседан (атипамезол) разработан как ан-
тидот медетомидина, его коэффициент из-
бирательности α2:α1 составляет 8500:1 
соответственно. Благодаря антагонистиче-
скому действию на α2-рецепторы подав-
ляется выброс норадреналина и, как след-
ствие, прекращаются эффекты, вызванные 
медетомидином [9, 11]. 

Целью работы явилась оценка эффек-
тивности подобранной нами схемы нарко-
тизирования при хирургической транс-
плантации эмбрионов. 

Материалы и методы 
В работе использовались 20 самок-ги-

бридов первого поколения (F1) CBA/lac × 
С57BL/6Y в возрасте 6 недель, полученных 
из филиала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России и содержащихся в барьер-
ной системе «Rair Iso System» со свобод-
ным доступом к воде и пище, при темпе-
ратуре воздуха 21–23°С и световом режиме 
12/12 ч. 

Для оценки эффективности подобранной 
нами схемы наркотизирования животные 
были разделены на две группы по 10 са-
мок в каждой. Первой группе внутрибрю-
шинно вводилась комбинация препаратов 
Золетил 100 в дозе 12,5 мг/кг и Медитин 
в дозе 1 мг/кг, второй группе дополнитель-
но, спустя 10 мин, подкожно вводился пре-
парат Антиседан в дозе 2,5 мг/кг.

Глубина наркоза оценивалась визуально 
по отсутствию движений у мыши и отрица-
тельной реакции на болевой раздражитель 

в виде зажатия хвоста пинцетом. После 
введения всех препаратов оценивался вы-
ход из наркоза по четырём показателям 
в обеих группах по времени.

Результаты исследований
После внутрибрюшинного введения ком-

бинации препаратов Золетил 100 и Медитин 
мыши обеих групп входили в наркоз в те-
чение 3–5 мин, реакции на зажатие хвоста 
пинцетом не отмечалось ни у одной мыши. 
Как показывают результаты (табл.), вве-
дение Антиседана ускоряет выход мышей 
из наркоза почти в 10 раз по сравнению 
с группой, не получающей его после вве-
дения Золетила и Медитина, что подтвер-
ждает целесообразность выбранной нами 
схемы наркотизирования.

Заключение
Под анестезией подразумевается це-

лый комплекс клинических проявлений, 
в связи с чем квалифицированному ане-
стезиологу необходимо подобрать опти-
мальную комбинацию препаратов и их до-
зировку для каждого конкретного случая. 
При хирургической трансплантации эмбри-
онов в яйцевод самки-реципиента стресс, 
вызванный недостаточной глубиной ане-
стезии или дискомфортом во время и после 
операции, может приводить к прерыванию 
беременности или недостаточному раз-
витию материнского инстинкта после ро-
ждения потомства, что приведёт к гибели 
новорождённых и, как следствие, неудов-
летворительному результату исследования.

Нами установлено, что применение 
двухкомпонентного наркоза Золетил 100 + 

Таблица. Факторы оценки выхода мышей из наркоза (период наркотизирования в минутах), n=10, p=0,01
Table. Factors for assessing the recovery of mice from anesthesia (period of anesthesia in minutes), n=10, p=0.01

Фактор / Группа животных Золетил + Медитин Золетил + Медитин + Антиседан
Учащение дыхания 20±0,54 2±0,30

Положительная реакция на зажатие 
хвоста пинцетом 30±0,51 2±0,40

Мышечные сокращения 40±0,78 5±0,36
Некоординированные движения 120±3,77 15±0,52
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Медитин в дозе 12,5 мг/кг и 1 мг/кг, соответ-
ственно, обеспечивает глубокую седацию 
и анальгезию у мышей во время операции, 
а дополнительное введение Антиседана 

в дозе 2,5 мг/кг способствует в разы более 
быстрому выходу животных из наркоза, 
что благоприятно отражается на физиоло-
гическом состоянии матери и эмбриона.
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Введение 
В настоящее время исследование базо-

вых и прикладных биомедицинских вопро-
сов невозможно без проведения исследова-
тельских работ на лабораторных животных, 
где особенная роль отведена генетически 
модифицированным организмам.

Реализация разработки изменённых 
на генном уровне мышей внесла большой 
вклад в изучение разных заболеваний че-
ловека. Мышь — животное с небольшим 
периодом беременности (19–22 дня), меж-
ду человеком и мышью выявлено удиви-
тельное сходство молекулярных процес-
сов. В связи с получением анализа геномов 
мыши и человека стали осуществимы со-
поставимые генетические исследования. 
Поэтому можно смело заявлять, что на ген-
ном уровне трансгенные мыши считают-
ся ведущей экспериментальной моделью 
для исследований. Конечно, есть некото-
рые ограничения на использование мыши-
ной модели при изучении таких болезней, 
как, например, сердечно-сосудистые забо-
левания, однако из-за простоты генетиче-
ских манипуляций с мышами данная мо-
дель считается стандартным трамплином 
для проверки гипотез и прогнозирования 
экспериментов на животных значительно 
крупнее [5]. 

У лабораторных мышей существуют наи-
более благоприятные и неблагоприятные 
периоды для спаривания, они классифи-
цируются на следующие стадии: диэструс, 
проэтрус, эструс, метаэструс.

Характеристика стадий эструса 
лабораторных мышей

Лабораторные мыши могут плодиться 
круглый год. Эстральный цикл (цикл течки) 
самок продолжается 4–5 дней, чувствите-
лен к свету: охота (стадия эструса) у самок 
может наступить через 3–5 ч с приближе-
нием ночи. При беспрерывном освещении 
у самок может наступить постоянная ста-
дия эструса, что способно спровоцировать 

поликистоз яичников. Поэтому в виварии 
чётко следует соблюдать цикл дня и ночи. 

Работая с лабораторными мышами, так-
же следует учитывать следующие биологи-
ческие особенности:

• эффект Брюса — беременность 
не начинается, если к самочке в течение дня 
и ночи после скрещивания в клетку сажа-
ют другого самца. Феромоны чужого самца 
предупреждают имплантацию зародышей. 
Спустя 4–5 дней у подобных самочек воз-
обновляется эструс. Самцы, кастрирован-
ные до половозрелости, подобный эффект 
не вызывают.

• эффект Ли — Бута — при содержании 
самок группами больше четырёх голов 
без случки прослеживается огромное коли-
чество мнимых беременностей из-за жен-
ских феромонов. При нахождении в более 
крупных группах, например до 30 особей, 
самочки имеют все шансы войти в анэструс. 

• внутри систем, которые можно назвать 
«гаремами», самочки часто группируют по-
мёты сходного возраста и заботятся о них 
вместе. Отсчёт беременности у мышей 
начинается с момента образования копу-
ляционной пробки. Длительность лакта-
ции — примерно 21 сут. Если зачатие про-
изошло в период лактации и выращивания 
потомства, беременность может затянуться 
до 26–28 дней [1].

Инбредное разведение 
гомозиготных трансгенных линий 
мышей

Размножение лабораторных животных 
осуществляют по типу узкого инбридинга 
в два этапа: 1-й этап — работа с племенным 
ядром и 2-й — ступенчатое расширенное 
воспроизводство для использования в экс-
периментах (племенное стадо). В данной 
работе мы говорим о первом варианте.

Племенным ядром линии является груп-
па животных, которая состоит из размно-
жающихся пар репродуктивного возраста 
(родных братьев и сестёр) в соотношении 
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1 самец / 1 самка. В границах племенного 
стада к одному самцу подсаживают двух 
самок. Необходимо учитывать инбредный 
возраст каждого гнезда. Все рождённые 
от первого поколения (F1) инбредного раз-
ведения потомки (помёт) числятся вторым 
поколением (F2), при спаривании которо-
го появляется третье поколение (F3) и т. д. 
Представленные генетико-селекционные 
процедуры считаются основными, чтобы 
исключить возможность генетической кон-
таминации и утраты гомозиготности рядов. 

Развитие племенных ядер 
гомозиготных трансгенных линий 
мышей

Для сохранения любой трансгенной линии 
составляют порядка 8–12 целевых гнёзд, ко-
торые при отбраковке одного из родителей 
подвергаются восстановлению за счёт под-
садки особи из помёта данной трансген-
ной линии, достигшей половой зрелости 
и находящейся в непосредственных родст-
венных связях. Целевые гнёзда по оконча-
нию репродуктивного возраста (примерно 
7–8 мес.) должны подвергаться выбраков-
ке (эвтаназия с дальнейшей утилизацией). 

При падеже самки или самца в целевом 
гнезде, что является признаком нежизнеспо-
собности, гнездо выбраковывается полно-
стью. При селекции мышей, придерживаясь 
инбридинга, целесообразно осуществлять 
возвратное скрещивание каждой трансген-
ной линии с контрольной линией — мыши 
дикого типа, для получения гетерозиготных 
животных. Впоследствии приобретённых 
гетерозиготных самцов и самок используют 
с целью создания гнёзд для становления по-
томства, состоящего из 25% мышей дикого 
типа, 50% — гетерозигот и 25% — гомози-
готных особей в одном помете. Данных мы-
шей маркируют и генотипируют для даль-
нейшего формирования новых гнёзд между 
гомозиготными особями. Представленная 
операция осуществляется с регулярностью 
один раз в 1–2 года [3]. 

Мыши каждого последующего поколе-
ния передаются в возрасте от 3 до 5 недель 
на ПЦР-диагностику и секвенирование 
для верификации редактирования генов 
(рис. 1). 

Цель работы — изучение и внедре-
ние принципов выведения и поддержания 

Рис. 1. Схематические этапы и результаты ПЦР-анализа.
Fig. 1. Schematic steps and results of PCR analysis.



73

Н.В. Петрова, М.М. Скрипкина
«Особенности организации содержания и выведения трансгенных линий мышей в НЦБМТ ФМБА России»

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 70–75

трансгенных животных в НЦБМТ ФМБА 
России.

Материалы и методы
Лаборатория постгеномных технологий 

ФГБУН НЦБМТ ФМБА России проводит 
свою научно-исследовательскую работу на-
чиная с 2019 года. В виварии лаборатории 
выполняются следующие работы:

1) уход и содержание мышей;
2) проведение операций (вазэктомиро-

вание), для которых используются самцы 
линии Balb/с;

3) микроинъекции для получения живот-
ных-прародителей (поколения F0), на меж-
линейных гибридных самках-донорах и ре-
ципиентах CBA×C57BL/6;

4) гистерэктомия для получения живот-
ных SPF-статуса (свободных от патоген-
ной микрофлоры) на самках межлинейных 
гибридов CBA×C57BL/6, линий Balb/с, 
C57BL/6;

5) выведение гомозиготных линий мышей. 
Условия содержания грызунов соответ-

ствуют ГОСТ 33216-2014 и требовани-
ям FELASA (the Federation of European 
Laboratory Animal Science Associations — 
Европейская Федерация по работе с лабо-
раторными животными). 

При ненадлежащем температурном режи-
ме в виварном помещении у мышей может 
ухудшаться состояние шёрстного покрова, 
поэтому температура чётко контролирует-
ся и поддерживается в пределах 21–24°С. 
При групповом содержании температура 
в клетках со сплошным дном чаще бывает 
выше комнатной, и даже при хорошо рабо-
тающей вентиляции может превышать её 
на 6°С. Особое внимание следует уделять 
поддержанию температуры в комнатах, где 
находятся системы с индивидуальными 
вентилируемыми клетками.

Материал для строительства гнёзд и до-
мики позволяют животным самостоятельно 
контролировать микроклимат и даёт воз-
можность создавать законченное закрытое 

гнездо. Однако когда беременная самка на-
ходится в стрессе и строит слишком высокое 
гнездо при помощи опилок и ваты под по-
илкой, возникает высокая вероятность за-
топления гнезда. Состояние самок следует 
прогнозировать, и при обнаружении при-
знаков стресса вместо ваты класть бумагу, 
предварительно простерилизованную в су-
хожаре. Клетки и материалы, используемые 
для обогащения среды, должны позволять 
животным проявлять нормальное поведе-
ние и снижать вероятность возникновения 
конфликтных ситуаций. 

Шум, издаваемый не только людьми, 
но и лабораторным оборудованием, в т. ч. 
капающими кранами, колёсиками тележек, 
компьютерными мониторами и т. д., может 
стать причиной аномального поведения, 
нарушений репродуктивного цикла у жи-
вотных. Поэтому в периоды, когда живот-
ные находятся вне своих клеток (во время 
чисток, гормональных обработок, выну-
жденной изоляции, на карантине после 
прибытия из питомника), уровень посто-
роннего шума должен быть сведён к ми-
нимуму. 

Результаты и их обсуждение
В настоящее время в виварии лаборато-

рии содержится 14 трансгенных линий жи-
вотных — как F20 поколения, так и форми-
рующееся F0 поколение.

По нашим наблюдениям, трансгенные 
мыши чрезвычайно уязвимы и чувствитель-
ны к условиям окружающей среды, в связи 
с чем нами был разработан поддерживаю-
щий рацион кормления, включающий до-
зированный ввод витаминов С и В (в ком-
плексе), зелень и рыбную/мясокостную/
кровяную муку, семечки, мел. 

Также нами был определён оптимальный 
температурный режим обработки кормов 
и опилок, исходя из оценки состояния здо-
ровья животных. Температура обработки 
увеличена до 150°С, длительность обработ-
ки составляет 40–50 мин.
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Относительная влажность в помещениях 
для содержания мышей должна поддержи-
ваться в диапазоне 45–65%.

Несмотря на необходимость поддержа-
ния высоких гигиенических норм, может 
оказаться целесообразным оставлять жи-
вотным некоторое количество запаховых 
меток. Поэтому мы избегаем частой чистки 
клеток при содержании беременных самок 
и самок с потомством, т. к. причиняемое 
беспокойство может стать причиной пое-
дания потомства самкой или нарушения её 
материнского поведения [2, 4].

Сотрудниками Центра непрерывно ведёт-
ся фактическая схема наследования транс-
гена — «древо наследования» (рис. 2), оно 
является основным способом визуализации 
генетических признаков животных.

Дальнейшие перспективы работы
С целью получения мышей SPF-статуса 

нами также изучена и отработана данная 
технология получения и выращивания ла-
бораторных животных в изоляторной сис-
теме.

Одно из перспективных направлений — 
криоконсервация биологического матери-
ала мышей инбредных линий и создание 

криобанка [6]. Поддержание мышиных 
биомоделей в виде живых колоний затруд-
нительно по экономическим причинам 
и постоянно несёт потенциальные риски, 
в т. ч. чрезмерные потери из-за вспышек 
различных заболеваний, прекращения раз-
множения и сбоев оборудования. В связи 
с чем стали внедряться криохранилища, 
чтобы сократить популяционную нагрузку 
на действующие виварии и снизить необ-
ходимость строительства новых объектов. 
Криоконсервация — очень мощный ин-
струмент, позволяющий управлять колони-
ями, одновременно защищая их от потери 
и гарантируя, что они останутся доступны 
по требованию.

Выводы
Лабораторные мыши являются неотъем-

лемой частью научной экспериментальной 
практики благодаря сходству молекуляр-
ных процессов с человеческими. Они яв-
ляются наиболее доступными в приобре-
тении, считаются надёжными моделями. 
При этом они имеют ряд определённых 
физиологических и психологических осо-
бенностей, которые необходимо учитывать 
и корректировать своевременным монито-

Рис. 2. Элемент генетического древа мышей трансгенной линии.
Fig. 2. Element of the genetic tree of transgenic mice.
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рингом состояния и правильными условия-
ми содержания.

Генетически модифицированные линии 
мышей нулевого поколения, полученные 
путём микроинъекции, по нашим данным, 
являются более чувствительными к среде 
обитания. Для них потребовалось усовер-

шенствовать систему содержания, исходя 
из современных представлений. Вследствие 
улучшения качества жизни мы получаем 
повышение уровня здоровья, что отражает-
ся на производительности и рождаемости 
животных. Наша задача не только выведе-
ние, но и сохранение трансгенных мышей. 
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Экзосомы — наноразмерные мембранные везикулы, которые секретируются почти всеми видами 
клеток и стабильно существуют в организме. Благодаря уникальным свойствам они могут быть 
использованы в биомедицинских исследованиях в качестве лекарственных препаратов и как 
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работан протокол получения внеклеточных везикул из культуральной жидкости с использованием 
анионообменной хроматографии. Созданный протокол превосходит наиболее используемый 
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Exosomes are nanoscale membrane vesicles secreted by almost all kinds of cells and stably existing 
in the body. Due to their unique properties, exosomes can be used in biomedical research as regenerative 
preparations or drug delivery vehicles. In this study, an anion exchange (AIEX) chromatography-based pro-
tocol for isolation of extracellular vesicles from a cell-conditioned medium was developed. The exosome 
isolation method based on AIEX chromatography overperforms the canonical ultracentrifugation-based 
isolation method in terms of its capability of large-volume processing.
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Введение
В настоящее время экзосомы проходят 

клинические испытания в терапии ауто-
иммунных заболеваний и как средство ре-
генеративной медицины благодаря своей 
иммуномодулирующей и противовоспа-
лительной активности. Также исследуется 
применение экзосом в качестве носителя 
для доставки лекарственных препаратов 
и как метода «жидкой биопсии» для ранней 
диагностики онкопатологий и мониторинга 
противоопухолевой терапии [5]. Экзосомы 
представляют собой внеклеточные вези-
кулы диаметром 30–150 нм с билипидной 
мембраной, аналогичной мембранам кле-
ток. Экзосомы подвергаются фагоцитозу 
клетками на моделях in vitro и in vivo, после 
чего происходит высвобождение содержи-
мого экзосом (белков, нуклеиновых кислот) 
[1, 2].

Возможность продукции в производ-
ственных масштабах и безопасность ис-
пользования, а также уникальные свойства 
экзосом (биосовместимость, способность 
проникать через биологические барьеры, 
иммуномодулирующее действие и низ-
кий макрофагальный клиренс) определя-
ют высокие перспективы их применения 
в медицине и фармации. С другой стороны, 
выделение экзосом из различных биоло-

гических жидкостей организма и последу-
ющее изучение их белкового и липидного 
состава и экзосомальных РНК позволяют 
выявлять патологические процессы в орга-
низме человека (например, злокачествен-
ную трансформацию клеток).

Усовершенствование методов выделе-
ния экзосом из различных биологических 
жидкостей и культуральной среды клеток 
необходимо для дальнейшего развития 
исследований в области применения вне-
клеточных везикул для диагностики и те-
рапии [3, 4, 6]. 

Материалы и методы
Экзосомы были выделены из культураль-

ной жидкости мезенхимных стромальных/
стволовых клеток (МСК) и клеток почки 
эмбриона человека (HEK293T) при помощи 
двух различных методов получения внекле-
точных везикул: (1) классического метода 
ультрацентрифугирования, (2) анионооб-
менной хроматографии.

Анионообменную хроматографию про-
водили на приборе BioRad BioLogic LP 
с использованием анионообменной смолы 
MacroPrep DEAE Media («BioRad», США).

Характеризация экзосом осуществлялась 
методом динамического светорассеяния 
(определение размера и дзета-потенциала 
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частиц) и методом вестерн-блоттинга 
(определение экзосомальных маркёров 
CD63, CD81, HSP70). 

Результаты исследований
Сравнительный анализ методов выде-

ления экзосом показал, что внеклеточ-
ные везикулы, полученные с помощью 
анионообменной хроматографии (AIEX), 
имели средний размер, равный 100 нм, 
а дзета-потенциал экзосом, выделенных 
оптимизированным методом AIEX, состав-
лял ≈–12,5 мВ. Данные параметры сопоста-
вимы с аналогичными характеристиками 
частиц, полученных классическим методом 
ультрацентрифугирования. Вестерн-блот-
анализ изолятов внеклеточных везикул 

подтвердил наличие основных маркеров, 
характерных для экзосом (CD63, CD81, 
HSP70).

Заключение
Усовершенствован протокол получения 

экзосом при помощи анионообменной 
хроматографии. Данный метод позволяет 
получать внеклеточные везикулы из боль-
ших объёмов жидкости (до десятков ли-
тров) для масштабирования выделения 
экзосом. Частицы, полученные с помо-
щью разработанного метода, по характе-
ристикам соответствуют экзосомам и со-
поставимы с внеклеточными везикулами, 
выделенными при помощи ультрацентри-
фугирования.
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На результат переноса эмбрионов псевдобеременным самкам-реципиентам могут оказывать вли-
яние многие факторы, в т. ч. и сама процедура трансплантации. Для определения возможной 
роли способа хирургической трансплантации на результат переноса был проведён анализ данных 
трансплантации 6715 эмбрионов, выживших после микроинъекции генно-инженерной конструк-
ции, в яйцевод 471 псевдобеременной самки-реципиента тремя способами — в воронку яйцевода, 
в ампулярную часть посредством прокола или разреза мышечной стенки яйцевода. Было показано 
значительное увеличение уровня беременности реципиентов, а также общего уровня рождаемости 
в группах после прокола/разреза яйцевода, однако уровень рождаемости среди беременных реци-
пиентов не имеет различий между экспериментальными группами. Выживаемость новорождённых 
также существенно выше в группах, где перенос эмбрионов осуществлялся посредством прокола/
разреза яйцевода.
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Введение
Получение трансгенных животных 

для различных медико-биологических ис-
следований — одно их наиболее быстро 
развивающихся направлений современной 
науки. Одним из наиболее широко приме-
няемых методов получения трансгенных 
организмов является модификация зигот 
методом инъекции генно-инженерной кон-
струкции в мужской пронуклеус. Данный 
метод состоит из четырёх основных этапов: 
получение эмбрионов, проведение микро-
инъекций, трансплантация выживших по-
тенциально модифицированных эмбрионов 
самкам-реципиентам и анализ полученного 
потомства и выявление особей, несущих 
искомую модификацию генома. В данной 
статье мы детально остановимся на описа-
нии третьего этапа — переносе эмбрионов 
в репродуктивный тракт реципиента.

Трансплантация эмбрионов после микро-
инъекций генно-инженерной конструкции, 
как правило, осуществляется хирургиче-
ским методом на стадии зиготы или двух 
бластомеров непосредственно в яйцевод 
самки-реципиента. Перенос эмбрионов 
возможен и на более поздних стадиях (мо-
рула/бластоциста), однако этот метод чаще 
применяется для трансплантации эмбрио-

нов после витрификации или для перено-
са химерных бластоцист после инъекции 
стволовых клеток. Методика выполнения 
трансплантации эмбрионов реципиентам 
требует от исследователей особой акку-
ратности и значительных навыков ми-
крохирургии. На исход операции могут 
оказывать влияние множество факторов, 
таких как качество эмбрионов, количест-
во переносимых эмбрионов, генетический 
фон самок-реципиентов, попадание крови 
в репродуктивный тракт, развитие воспа-
лительного процесса вследствие переноса 
эмбрионов, присутствие среды культи-
вирования или заноса микроорганизмов 
в процессе операции, стресс (недостаточ-
ная глубина наркоза, болевые ощущения 
после операции и пр.), медикаментозная 
нагрузка и индивидуальная чувствитель-
ность к применяемому наркозу, развитие 
гипотермической реакции и многие другие 
[4–5, 6, 8, 9, 11, 12]. Особое значение име-
ет подбор оптимальной схемы анестезии, 
которая обеспечивает оптимальный уро-
вень седации и анальгезии [4, 6], а также 
возможность достаточно быстрого вывода 
животных из наркоза для предотвращения 
развития гипотермии и негативного влия-
ния используемых медикаментозных пре-
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паратов на эмбрионы. В литературе [13] 
также описана возможность нехирургиче-
ской трансплантации эмбрионов на стадии 
бластоцисты непосредственно в рог мат-
ки псевдобеременной самки-реципиента 
на подходящей стадии цикла (день 1–3 псев-
добеременности). Относительная лёгкость 
и быстрота, нетравматичность процедуры 
(не требует хирургического вмешательст-
ва) и отсутствие медикаментозной нагруз-
ки (применение наркоза) на организм ре-
ципиентов делает метод нехирургической 
трансплантации весьма привлекательным 
для исследователей. Однако длительное 
культивирование эмбрионов in vitro, а так-
же сама процедура микроинъекции нега-
тивно сказываются на качестве эмбрионов: 
выход бластоцист уменьшается, они имеют 
сниженную жизнеспособность, поскольку 
часть бластоцист имеет в составе умень-
шенное количество клеток, что отражается 
на их способностях к имплантации [2]. 

Классическая методика переноса эм-
брионов псевдобеременным самкам-ре-
ципиентам предполагает трансплантацию 
эмбрионов через разрез капсулы яични-
ка непосредственно в воронку яйцевода. 
Данная процедура требует особой аккурат-
ности, с одной стороны, чтобы не повре-
дить многочисленные кровеносные сосуды 
капсулы и не травмировать сам яичник, 
с другой стороны, чтобы не допустить 
обратного выхода трансплантированных 
эмбрионов через воронку в брюшную по-
лость. Модификацией данного метода 
является перенос эмбрионов в ампуляр-
ную часть яйцевода посредством прокола 
или небольшого разреза мышечной стенки 
яйцевода. Данные способы переноса эмбри-
онов, в отличие от классического, связаны 
с меньшим хирургическим вмешательст-
вом и, соответственно, со снижением дис-
комфорта реципиентов, как во время, так 
и после операции, что соответствует совре-
менным стандартам GLP (Good Laboratory 
Practice), а также со снижением вероят-

ности потери эмбрионов: за счёт наличия 
продольных и поперечных гладкомышеч-
ных волокон в стенке яйцевода, края про-
кола/разреза быстро смыкаются, плотно 
запечатывая эмбрионы внутри. В данной 
работе представлен ретроспективный ана-
лиз сравнения результатов хирургической 
трансплантации эмбрионов мыши разными 
способами в яйцевод псевдобеременных 
самок-реципиентов.

Материалы и методы
Экспериментальные животные

В эксперименте использовались сам-
ки гибридных мышей линии CBA/lac × 
C57BL/6Y (F1) в возрасте 4 недель (сам-
ки-доноры эмбрионов) и 1,5 мес. (сам-
ки-реципиенты), полученные из филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России. Животные содержались в закрытой 
системе при световом режиме 12/12, со сво-
бодным доступом к еде и воде.

Получение эмбрионов
Для вызывания суперовуляции сам-

кам в возрасте 4 недели внутрибрюшин-
но вводили 5 МЕ гонадотропина сыво-
ротки жеребой кобылы (Сергон, Чехия), 
а через 47–50 ч — 5 МЕ хорионического 
гонадотропина человека («Московский эн-
докринный завод», Россия) и подсаживали 
к плодовитым самцам на ночь. Утром от-
бирали самок с копулятивными пробками. 
Забой животных производили дислокацией 
шейных позвонков. Извлечение эмбрионов 
и проведение микроинъекций проводили 
в среде М2 (“Sigma-Aldrich”, США).

Микроинъекции генно-инженерной 
конструкции

Микроинъекции проводили на установ-
ке, включающей инвертированный микро-
скоп, оснащённый оптикой для контрасти-
рования живых неокрашенных объектов 
(“Nikon”, объективы NAMC и DIC) и ком-
плектом манипуляторов и автоматическим 
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микроинъектором (Eppendorf). В экспери-
менте использованы самодельные стеклян-
ные инструменты (пипетки для удержива-
ния эмбрионов и иглы для микроинъекций). 
Поскольку эмбрионы в нашей лаборатории 
были получены для создания нескольких 
гуманизированных трансгенных линий 
мышей, различные линеаризованные ДНК-
конструкции вводили в мужской прону-
клеус зигот через микроиглу с внешним 
диаметром 1,5–2 мкм. Генно-инженерная 
конструкция содержалась в буфере ТЕ 
для инъекций (10 мМ Tris-HCl, 0,1 мМ 
EDTA, рН 7,4). Рабочая концентрация со-
ставляла 5–6 нг/мкл. Зиготы, не разрушив-
шиеся после микроинъекции, были по-
ставлены на культивирование в среде M16 
(“Sigma-Aldrich”) в инкубатор с 5% СО2 
при постоянной температуре 37°С.

Трансплантация эмбрионов
Для синхронизации цикла и получения 

достаточного количества особей, находя-
щихся в подходящей фазе полового цикла 
(эструс), к моменту подсадки их к вазэк-
томированным самцам самки-реципиенты 
также получали гормональные препараты 
по схеме, описанной выше, но, в отличие 
от доноров, получали сниженную дозиров-
ку препаратов (2,5 МЕ), чтобы избежать 
синдрома гиперстимуляции яичников 
и нарушений в функциональном слое эн-
дометрия матки, которые значительно 
снижают возможность успешной имплан-
тации и дальнейшего развития эмбрионов 
[1]. Для трансплантации отбирали самок 
с копулятивными пробками, свидетельст-
вующими об успешном покрытии вазэкто-
мированным самцом. Перенос эмбрионов 
осуществлялся на стадии двух бластоме-
ров хирургическим методом в правый яй-
цевод наркотизированной самки-реци-
пиента с помощью стеклянной пипетки. 
Трансплантация осуществлялась тремя 
способами: классическим способом в во-
ронку яйцевода и непосредственно в ампулу 

через прокол (стерильной иглой 29G/30G, 
между яичником и ампулой, в направле-
нии ампулярной части яйцевода) или не-
большой разрез стенки яйцевода (ножницы 
GILLS-VANNAS для капсулотомии, между 
яичником и ампулой, на небольшом удале-
нии от ампулы). В одну самку переносилось 
12–20 эмбрионов в минимальном количе-
стве среды М2. Для анестезии использо-
вана комбинация препаратов Zoletyl 100 
(«Virbac», Франция) и Рометар («Bioveta», 
Чехия) из расчёта 12,5 мг/кг и 5 мг/кг со-
ответственно. Для ускорения выхода жи-
вотных из наркоза реципиентам сразу по-
сле трансплантации вводили Антиседан 
(«Orion Pharma», Финляндия) из расчёта 
2,5 мг/кг.

Схема эксперимента
Всего нами было трансплантировано 

6715 потенциально модифицированных 
эмбрионов 471 псевдобеременной самке-
реципиенту. В зависимости от типа хи-
рургической трансплантации, было про-
анализировано 3 группы реципиентов: 
группа 1 — трансплантация производилась 
в воронку яйцевода (n=284, 3772 эмбриона 
трансплантировано); группа 2 — транс-
плантация в ампулу через прокол яйцевода 
(n=106, 1669 эмбрионов трансплантирова-
но) и группа 3 — трансплантация в ампулу 
через разрез яйцевода (n=81, 1274 эмбриона 
трансплантировано). Сравнение групп про-
изводили по следующим параметрам: уро-
вень беременности (количество родивших 
реципиентов / количество реципиентов, 
взятых на трансплантацию), выживаемость 
потомства (количество выживших мышат 
/ количество рождённых мышат), среднее 
количество потомков на самку, общий уро-
вень рождаемости (количество живых мы-
шат / всего трансплантировано эмбрионов) 
и уровень рождаемости среди беременных 
реципиентов (количество живых мышат / 
всего трансплантировано эмбрионов бере-
менным самкам).
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Статистический анализ
Уровень беременности, выживаемость 

потомства, общий уровень рождаемости 
и уровень рождаемости среди беременных 
реципиентов попарно сравнивали между 
экспериментальными группами, исполь-
зуя φ-критерий (угловое преобразование) 
Фишера (LibreOffice Calc 4.2.8.2). Различия 
между группами считали статистически 
достоверными при уровне значимости 
p<0,001.

Результаты и их обсуждение
Проведённый анализ результатов хи-

рургической трансплантации эмбрионов 
(табл.) после микроинъекции генетических 
конструкций различными способами пока-
зал, что уровень беременности в группах 
с менее инвазивной процедурой трансплан-
тации (группа 2 и группа 3) достоверно 
выше (p<0,0001), чем при трансплантации 
эмбрионов классическим методом в ворон-
ку яйцевода (41,5 и 50,6% против 20,8% 
соответственно). Уровень рождаемости 
среди всех реципиентов, в среднем, в два 
раза выше в группах 2 и 3 (в 1,9 и 2,25 раза 
соответственно), что согласуется с дан-
ными об уровне беременности. Отличия 
по показателю общего уровня беременно-
сти в группах 2 и 3 по сравнению с груп-
пой 1 достоверны при уровне значимости 
p<0,0001. Полученные данные позволяют 
сделать вывод, что способ переноса эмбри-
онов оказывает непосредственное влияние 
на результат операции. Перенос эмбрио-
нов в воронку яйцевода предполагает на-
рушение целостности капсулы яичника, 
что влечёт за собой высокую вероятность 
повредить кровеносные сосуды на её по-
верхности или сам яичник. Развившееся 
в этом случае кровотечение осложняет про-
цедуру переноса эмбрионов, увеличивает 
время операции и приводит к развитию 
воспалительного процесса, что негатив-
но отражается на дальнейшем развитии 
эмбрионов, а также на физическом состо-

янии самой реципиентки — кровопотеря 
и наличие воспалительного очага являют-
ся факторами, снижающими вероятность 
наступления беременности. Присутствие 
крови в трубной жидкости вместе с эмбрио-
нами приводит к их агрегации и гибели [3]. 
Успешность переноса эмбрионов в воронку 
яйцевода во многом зависит и от особенно-
стей анатомического строения конкретно 
взятой реципиентки: слишком короткий 
участок яйцевода в пределах капсулы яич-
ника, неудобное положение или сомкну-
тые края воронки значительно затрудняют 
процедуру переноса. При трансплантации 
эмбрионов в ампулу посредством проко-
ла или разреза яйцевода мы нивелируем 
большинство недостатков трансплантации 
через воронку: а) отсутствие крупных кро-
веносных сосудов делает процедуру более 
безопасной и менее травматичной, предпо-
сылки для развития кровотечения и воспа-
лительного процесса, а также для агрегации 
эмбрионов, минимальные; б) возможность 
эмбриолога выбрать удобное место для про-
кола/разреза яйцевода — независимость 
от анатомических особенностей животного, 
уменьшение времени операции; в) перенос 
эмбрионов сразу в ампулу, минимальное 
нарушение целостности репродуктивного 
тракта и быстрое смыкание краёв прокола/
разреза за счёт гладкомышечных волокон 
в стенке яйцевода позволяют снизить веро-
ятность потери эмбрионов в процессе опе-
рации.

Сравнение уровня рождаемости среди бе-
ременных реципиентов не выявило стати-
стически значимых отличий между экспе-
риментальными группами. Значение этого 
параметра колеблется в пределах 22–24%. 
Полученные результаты дают основания 
полагать, что трансплантация эмбрионов 
в ампулу посредством прокола или разре-
за яйцевода приводит к увеличению доли 
беременных реципиентов, но не оказывает 
влияния на вероятность получения жизне-
способных потомков, т. е. процент живых 
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мышат, полученных после переноса эм-
брионов среди беременных реципиентов. 
Таким образом, модификация способа пе-
реноса эмбрионов позволяет более чем 
в два раза снизить количество животных 
в эксперименте при сохранении эффек-
тивности получения жизнеспособных по-
томков. При этом снижается количество 
необходимых реципиентов, транспланти-
рованных эмбрионов и, следовательно, 
пропорционально снижается и количество 
необходимых самок-доноров.

Выживаемость полученного потомст-
ва также имеет достоверные различия 
(p<0,0001) среди экспериментальных групп. 
Так, в группах 2 и 3 она составляет поряд-
ка 90%, тогда как в группе 1 выживаемость 
составляет 72,9%. При этом среднее коли-
чество потомков на одну родившую самку 
выше в группе 1, тогда как среднее коли-
чество живых потомков на одну родившую 
самку самое высокое в группе 2, а самое 
низкое, наоборот, в группе 1 (4,4, 3,7 и 3,2 
соответственно). Было отмечено, что веро-
ятность успешного выкармливания мало-
плодного потомства (1–2 потомка) в груп-
пе 1 очень низкая, мы наблюдали лишь 
единичные случаи, когда такие мышата 
доживали до взрослого состояния. В груп-
пах 2 и 3 наблюдалась совершенно иная 
картина: мышата из малоплодных помётов 
более чем в 50% случаев успешно дожи-
вали до половозрелого состояния (данные 
не представлены). Исследования Lerch и со-
авт. показали, что трансплантация эмбрио-
нов может влиять на психоэмоциональное 
состояние мышей, причём не только самих 
самок-реципиентов, но и их потомства [7]. 
Исходя из полученных результатов, можно 
предположить, что подобные результаты мо-
гут быть связаны с более высоким уровнем 
стресса у реципиентов группы 1 (более трав-
матичная операция, кровотечение, воспале-
ние и пр.) и, как следствие, недостаточным 
развитием у самок-реципиентов материн-
ского инстинкта.

Таким образом, использование менее ин-
вазивной процедуры переноса эмбрионов 
позволяет свести к минимуму проявление 
основных факторов, влияющих на успеш-
ность трансплантации, что, в свою очередь, 
отражается на росте уровня беременности 
и уровня рождаемости, а также на выжива-
емости потомков.

Заключение
Использование животных в современных 

медико-биологических исследованиях под-
чинено жёстким критериям в рамках раз-
работанных и принятых ВОЗ, Евросоюзом 
и многими странами законодательств, ре-
комендаций и стандартов по биоэтике, тре-
бований GLP (Good Laboratory Practice), 
которые актуальны и для экспериментов 
по получению генетически модифици-
рованных организмов. Концепция «трёх 
R», сформулированная Russel W.M.S. 
и Burch R.L. [10], обосновывает принципы 
гуманного использования животных в экс-
периментах: Replacement — замена жи-
вотных в эксперименте альтернативными 
подходами, Reduction — оптимум эффекта 
при минимуме животных и Refinement — 
исключение дискомфорта в содержании 
и эксперименте. Невозможность замены 
животных в ряде экспериментов предпо-
лагает следование по пути модификации 
существующих протоколов и/или разра-
ботки новых, предполагающих получение 
максимально высоких результатов при ми-
нимальном вовлечении и дискомфорте жи-
вотных. В данном исследовании было пока-
зано, что небольшая модификация способа 
переноса эмбрионов позволяет более чем 
в два раза снизить количество животных, 
вовлечённых в эксперимент, при сохране-
нии эффективности получения жизнеспо-
собного потомства, а также значительно 
снизить дискомфорт животных во время 
и после хирургического вмешательства. 
В случае менее инвазивного способа транс-
плантации также наблюдается значитель-
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ный рост выживаемости детёнышей, в т.ч. 
из малоплодных помётов. Значительное 
снижение необходимого количества жи-
вотных в эксперименте снижает расход 

материалов на содержание животных и ис-
пользуемых реактивов, а также позволя-
ет получить результат за более короткий 
срок.
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Введение
Физическая работоспособность — спо-

собность выполнять заданную работу с на-
именьшими физиологическими затратами 
с наивысшими результатами при опреде-
лённой ЧСС. Определение уровня физиче-
ской работоспособности позволяет судить 
о степени приспособления организма к на-
грузке. Зависит от генетических факторов 
и тренировочного процесса. Важно знать 
уровень физической работоспособности, 
чтобы определить объём и интенсивность 
допустимой нагрузки. Определение физи-
ческой работоспособности у животных по-
зволит нам более однородно формировать 
группы животных и определить адекват-
ную физическую нагрузку для исследова-
ний [4, 7].

В практике биомедицинских исследова-
ний физической выносливости и работо-
способности животных стандартно исполь-
зуются два вида задаваемой физической 
нагрузки: беговая дорожка (тредбан) и пла-
вательные тесты с нагрузкой в условиях 
повышенного уровня стресса. Поскольку 
плавание не представляется возможным, 
для мини-свиней мы используем обыч-
ную беговую дорожку с электродами [1, 2]. 
Такие исследования относятся к жёстким 
видам, в которых животные испытывают 
повышенный стресс, боль, а также риску-
ют получить травмы. Всё это отражается 
на психоэмоциональном состоянии, влияет 
на показатели биологических компонентов 
крови и мочи, ведёт к агрессии и угнете-
нию животных, расходится с принципами 
гуманного отношения и проведения экспе-
риментов с использованием лабораторных 
животных [6]. 

Цель нашего исследования была подо-
брать доступный нагрузочный тест опре-
деления физической работоспособности 
мини-свиней и отработать методику его 
проведения без риска нанести ущерб здо-

ровью животных и не подвергая их страда-
ниям.

Для решения поставленной задачи 
мы обратились к литературе и изучили 
нагрузочные тесты, которые применяют 
в клинической и спортивной медицине. 

Для определения физической работоспо-
собности и аэробной производительности 
существуют прямые и непрямые методы 
исследования. Прямые методы предусма-
тривают выполнение максимальных на-
грузок, т. е. нагрузок, которые достигают 
границы аэробных способностей человека. 
Однако на современном этапе максималь-
ные нагрузочные тесты не нашли широкого 
практического применения ни в спортивной 
медицине, ни тем более в клинике, посколь-
ку они имеют длительный изнурительный 
характер, сопровождаются избыточным на-
пряжением, которое может быть опасным 
для организма, т. е. связано с определённым 
риском. Кроме того, для проведения таких 
тестов требуется наличие сложной и доста-
точно дорогой аппаратуры.

Прямые методы используют преимуще-
ственно при обследовании спортсменов на-
ивысшей квалификации, которые трениру-
ются на выносливость, с целью выявления 
функциональных резервов для дальнейше-
го роста спортивных результатов, для ком-
плектования сборной команды или в науч-
ных целях [3].

Из этого следует, что проведение пря-
мых тестов в наших условиях невозможно. 
В клинической и спортивной медицине, 
особенно при массовых обследованиях, 
чаще всего применяют непрямые методы 
исследований, которые предусматривают 
выполнение нагрузок, требующих меньших 
усилий, то есть нагрузок субмаксимального 
уровня. Интенсивность субмаксимальных 
нагрузок обычно составляет 50–75% мак-
симальных. Непрямые тесты рекоменду-
ются экспертами Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) для самого широ-
кого внедрения не только при обследовании 
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здоровых людей, но и больных, при усло-
вии достаточной компенсации функцио-
нального состояния кардио-респираторной 
системы. Для определения физической ра-
ботоспособности среди непрямых методов 
исследования наибольшее распростране-
ние получил субмаксимальный нагрузоч-
ный тест PWC170 [3, 7]. На нём мы и оста-
новили свой выбор. 

Субмаксимальный тест PWC170 был 
разработан в Каролинском университе-
те в Стокгольме Шестрандом в 1950-х гг. 
Название теста PWC170 представляет со-
бой аббревиатуру от англ. Physical Working 
Capacity — выражения физическая работо-
способность. ВОЗ этот тест обозначается 
W170. С помощью данного теста определя-
ют мощность физической нагрузки, при ко-
торой ЧСС достигает уровня 170 уд./мин. 
Выбор именно этой ЧСС определён тем, 
что зона оптимального функционирования 
кардио-респираторной системы для лиц мо-
лодого возраста (до 30 лет) ограничивается 
диапазоном пульса от 170 до 200 уд./мин. 
Частота пульса 170 уд./мин, таким образом, 
характеризует оптимальный по произво-
дительности режим функционирования 
сердечно-сосудистой системы во время 
физических нагрузок. Взаимосвязь между 
ЧСС и мощностью выполняемой нагруз-
ки имеет линейный характер в границах 
пульса 120–170 уд./мин, т. е. когда сохра-
няются аэробные механизмы энергообеспе-
чения. При более высоких значениях ЧСС 
линейный характер этой взаимосвязи на-
рушается, поскольку на фоне развития 
утомления активизируются анаэробные 
(гликолитические) процессы энергоснаб-
жения и обеспечения мышечной работы. 
При последующем увеличении нагрузки 
энергообеспечение осуществляется за счёт 
смешанных аэробно-анаэробных механиз-
мов. Наличие линейной зависимости меж-
ду мощностью работы и ЧСС в границах 
120–170 уд./мин позволяет использовать 
нагрузки, которые не предусматривают по-

вышение пульса до 170 уд./мин. При этом 
определять величину PWC170 можно 
по показателям ЧСС после двух или трёх 
нагрузок меньшей интенсивности (при 
условии, что вторая нагрузка больше пер-
вой, третья соответственно больше второй) 
методом графической экстраполяции.

Точным считается расчёт данного пока-
зателя по формуле, которая предложена 
В.Л. Карпманом с соавт. (1974): 

где: PWC170 — уровень физической рабо-
тоспособности при ЧСС=170 уд./мин; W1 
и W2 — мощность 1-й и 2-й нагрузок; f1 
и f2 — ЧСС за 30 с в конце 1-й и 2-й на-
грузок.

Следует отметить, что определение фи-
зической работоспособности с помощью 
теста PWC170 даёт надёжные результаты 
лишь в случае соблюдения определённых 
условий. Прежде всего, в отличие от спор-
тивных нагрузок, пробу PWC170 следует 
выполнять без предыдущей разминки (раз-
минка может привести к занижению ре-
зультатов пробы) [3, 4, 7].

В практике спортивной медицины ис-
пользуются в основном два варианта теста 
PWC170 — велоэргометрический и степ-
эргометрический. Наилучшим вариантом 
работы является велоэргометрическая на-
грузка, которая позволяет сохранять опре-
делённую интенсивность работы (частота 
вращения педалей велоэргометра должна 
быть в диапазоне 60–70 об./мин) и вовле-
кать в деятельность большие группы мышц. 
Ни тот, ни другой не приемлем для наших 
животных, и мы остановили свой выбор 
на варианте с использованием беговой до-
рожки.

При проведении субмаксимального теста 
на движущейся дорожке для тестирования 
конкретного спортсмена выбирается опти-
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мальный вариант повышения нагрузки в за-
висимости от пола обследуемого, от вида 
спорта и уровня спортивного мастерства. 
Особенностью теста является прекраще-
ние выполнения нагрузки по достиже-
нии обследуемым субмаксимальной ЧСС. 
По результатам проведённого теста, зная 
значения ЧСС на этапах нагрузки, легко 
рассчитывается физическая работоспособ-
ность (PWC170) по формуле Карпмана [4].

Следует отметить, что результаты, по-
лучаемые на моделях бега животных 
с использованием тредбанов, хорошо экс-
траполируются на человека в силу высо-
кой гомологичности механизмов, обес-
печивающих бег у человека и животных. 
У тех и других длительность выполнения 
бега имеет гиперболическую зависимость 
от скорости. Такая зависимость определя-
ется тем, что до достижения определён-
ного значения скорости (такую скорость 
называют критической) бег может выпол-
няться человеком и животными неограни-
ченно долго. Энергетически такая нагрузка 
обеспечивается за счёт аденозинтрифос-
фата (АТФ), получающегося в основном 
в результате аэробного окисления глюкозы, 
у человека и животных в среднем не повы-
шается до 4 ммоль/л, уровень потребления 
кислорода не превышает 79–80% от макси-
мального потребления кислорода (VO2max) 
[1, 8]. 

Материалы и методы
Мы попытались адаптировать и провести 

непрямой субмаксимальный нагрузочный 
тест PWС170 на светлогорских мини-сви-
ньях, используя доступное нам оборудова-
ние: беговую дорожку и нагрудный датчик 
измерения пульса. Животные в возрасте 
6 мес. живой массой 25–20 кг, обоих полов 
тестировались впервые. Для проведения 
теста мы использовали беговую дорожку 
для животных типа Pet Treadmill wikiRUN 
№ 3 для собак малых и средних пород с за-
щитной сеткой (Россия).

Для подсчёта ЧСС мы использовали 
аускультативный метод и нагрудный дат-
чик измерения пульса Wahoo Tickr X, осна-
щённый технологиями Bluetooth и ANT+, 
который подключали к телефону (рис. 2). 
Датчик фиксировали на животном в обла-
сти сердца с левой стороны с помощью ре-
гулируемого мягкого ремешка.

Сначала устанавливали связь с датчи-
ком и давали животному немного успоко-

Рис. 1. Мини-свинья на беговой дорожке типа Pet 
Treadmill wikiRUN № 3.
Fig. 1. A mini-pig on a treadmill type Pet Treadmill 
wikiRUN No. 3.

Рис. 2. Мини-свинья с нагрудным датчиком измерения 
пульса Wahoo Tickr X.
Fig. 2. A mini-pig with a Wahoo Tickr X chest heart rate 
sensor.
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иться, потом ставили его на полотно бего-
вой дорожки и запускали её со скоростью 
2–3 км/ч. Фиксировали скорость движения 
при ЧСС 120 и скорость движения при ЧСС 
до 170 в протоколе теста (рис. 3). 

Далее подставляли полученные результа-
ты в формулу, приведённую ранее, и выс-
читывали физическую работоспособность 
PWC170.

Результаты и их обсуждение
Было протестировано 10 животных, у ко-

торых определили физическую работоспо-
собность (табл.).

Таким образом, мы установили количе-
ственные различия по уровню физической 
работоспособности в группе одновозраст-
ных животных, которые ранее не получали 
нагрузку на беговой дорожке. Данные по-
казатели можно отнести к генетическому 
потенциалу, полученному от родителей. 
Известно, что данный показатель может 

меняться под воздействием тренировоч-
ного процесса. Из данных таблицы видно, 
что хрячки имеют более высокий уровень 
работоспособности и могут быть исполь-
зованы в исследованиях. Это позволит 
нам в дальнейшем распределять животных 
в группы по уровню физической работо-
способности для проведения исследований 
и давать им адекватную физическую на-
грузку без риска для здоровья.

Рис. 3. Скорость при показателях ЧСС 120 и 170 уд./мин, км/ч.
Fig. 3. Speed at heart rate indicators of 120 and 170 bpm, km/h.

Таблица. Физическая работоспособность светлогор-
ских мини-свиней, км/ч.
Table. Physical performance of Svetlogorsk mini pigs, 
km/h.

№ п/п Свинки Хрячки
1 4,18 6,20
2 4,05 5,39

3 3,04 4,05
4 2,53 3,60

5 2,53 3,04

Н.В. Станкова, М.А. Савина
«Непрямой субмаксимальный нагрузочный тест pWC170 определения  

физической работоспособности на светлогорских мини-свиньях»
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Выводы
Используемый тест является наименее 

трудозатратным для проведения в условиях 
нашей лаборатории и наиболее гуманным 
по отношению к животным, а показатель 
физической работоспособности легко рас-
считывается по формуле. К недостаткам 
можно отнести неплотную фиксацию дат-

чика на теле мини-свиньи, т. к. он разрабо-
тан для грудной клетки человека. Возникает 
потеря в связи с увеличением скорости 
движения, что приводит к вынужденному 
прекращению теста. Возможен подбор спе-
циализированного оборудования именно 
для животных типа многофункциональной 
холтеровской системы.
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Доклинические исследования фармако-
логических препаратов проводятся с введе-
нием тестируемых средств лабораторным 
животным разными путями — внутриже-
лудочно, внутрибрюшинно, внутримышеч-
но, подкожно, внутривенно и т. д. Выбор 
способа введения прежде всего зависит 
от планируемого метода применения лекар-
ственного средства в клинической практике 
[1–3].

Для введения препаратов в лёгкие при-
меняется ингаляция и интратрахеальная 
инстилляция. Ингаляция основана на вды-
хании газообразных и летучих веществ, 
жидкостных аэрозолей и порошков опре-
делённого размера частиц естественным 
способом или искусственно, с применени-
ем специальных устройств-распылителей 
(ингаляторов).

Интратрахеальная инстилляция предпо-
лагает введение вещества непосредственно 
в трахею животным (у людей — эндотра-
хеальное введение). Метод широко исполь-
зуется в т. ч. для проверки респираторной 
токсичности и по сравнению с ингаляци-
ей позволяет лучше контролировать дозу 
и местонахождение вещества (без попада-
ния в ЖКТ, на кожу, в общий кровоток), 
он экономически выгоднее, т. к. позволяет 
использовать меньшие количества веществ, 
не оказывает влияния на исследователей. 
К особенностям метода относится нефи-
зиологический характер (обходя верхние 
дыхательные пути), медленное выведение 
веществ [4].

В биомедицинских исследованиях интра-
трахеальная инстилляция применяется 
для изучения фармакологической активно-
сти и безопасности исследуемого препара-
та, а также представляет особый интерес 
при моделировании патологии органов 
дыхательной системы. Наряду с инвазив-
ным (инъекция непосредственно в трахею) 
возможен и неинвазивный способ инстил-
ляции, через глотку с помощью интратра-
хеального зонда. Введение проводится 

под общим наркозом во избежание травми-
рования животных и требует от специали-
стов определённых знаний и технических 
навыков.

Наиболее простым и малоинвазивным 
способом является введение через рото-
глотку зондом. Для проведения этой про-
цедуры могут применяться металлические 
атравматические зонды для внутрижелу-
дочного введения. После наркотизирования 
животное фиксируют в положении лёжа 
на спине, зонд вводят в ротовую полость, 
между голосовыми связками. С помощью 
небольшого надавливания на надгортан-
ный хрящ проводят инструмент в просвет 
трахеи до уровня её бифуркации и осу-
ществляют введение (рис. 1). При введении 
крысам можно ориентироваться на тактиль-
ные ощущения зонда в проекции трахеи. 
С мышами по причине слишком мелкого 
размера животных этот критерий контроля 
правильности попадания затруднителен. 
Для проверки расположения инструмента 
в респираторном, а не в желудочно-кишеч-
ном тракте применяется аккуратное введе-
ние воздуха шприцем в эндотрахеальный 
зонд. Если инструмент находится в респи-
раторном тракте, наблюдают подъём груд-
ной клетки, подтверждающий наполнение 
лёгких воздухом. Улучшить визуализацию 
надгортанника и точность попадания в тра-
хею возможно с применением эндоскопа.

При использовании иглы прокол осу-
ществляется в среднюю треть шеи 
или область трахеи ближе к грудной стенке 
(рис. 2). Шёрстный покров в месте введе-
ния иглы в трахею выбривается, место инъ-
екции дезинфицируется, разводятся края 
раны и слюнная железа, игла устанавлива-
ется между кольцами трахеи и осуществ-
ляется введение необходимого количества 
препарата, затем проводится ушивание 
раны.

Интратрахеальная инстилляция веществ 
мини-свиньям осуществляется методом 
интубации (рис. 3). Животное вводит-
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ся в глубокий наркоз, чтобы снять каш-
левой рефлекс, укладывается в грудном 
положении и фиксируется, исключая пе-
ремещения с боку на бок. Рот широко рас-
крывается и при сильно вытянутом языке 
визуализируется хрящевой надгортанник. 
С помощью ларингоскопического клинка 
в просвет гортани вводится интубацион-
ная трубка, максимально по нижней стен-
ке гортани.

В исследованиях, проведённых сотрудни-
ками НЦБМТ ФМБА России, апробирована 
методика интратрахеальной инстилляции 
препаратов мелким и крупным лаборатор-
ным животным. В частности, установлено, 
что допустимый объём вводимого вещества 
мышам составляет 0,02–0,06 мл, крысам — 
0,25–0,6 мл, мини-свиньям — 0–1 мл/кг 
живого веса.

На мышах инбредных линий (C57BL/6Y, 
CBA/lac, BALB/c и др.), крысах Вистар 
и мини-свиньях светлогорской популяции 
с помощью процедур интратрахеальной 
инстилляции α-галактозилцерамида, бакте-
риального липополисахарида и сенсибили-
зирующих агентов создана биологическая 
модель лёгочной патологии, характеризу-
ющаяся диффузным альвеолярным пора-
жением, пневмонией и высокой леталь-
ностью, что позволило воспроизвести 
существенные признаки острого респи-
раторного дистресс-синдрома и «цито-

кинового шторма», возникающие в т. ч. 
при вирусных инфекциях. С применением 
данной биомодели проведены доклиниче-
ские исследования инновационных лекар-
ственных средств, эффективных в борьбе 
с COVID-19.

Рис. 1. Интратрахеальная инстилляция вещества 
крысам с помощью зонда.
Fig. 1. Intratracheal instillation of a substance into rats 
using a probe.

Рис. 2. Интратрахеальная инстилляция вещества 
мышам с помощью иглы.
Fig. 2. Intratracheal instillation of a substance into mice 
using a needle.

Рис. 3. Интратрахеальная инстилляция вещества 
мини-свиньям методом интубации.
Fig. 3. Intratracheal instillation of a substance into mini 
pigs by intubation.
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В настоящее время динамика показателей 
рождаемости и смертности в России при-
обрела угрожающий характер. Согласно 
статистическим данным, в 2019 г. умерло 
на 200 тыс. чел. больше, чем родилось. Это 
обусловлено увеличением частоты как дет-
ской, так и взрослой смертности.

Высокая детская смертность наблю-
дается в возрасте до 5 лет. Это тесно 
связано с преждевременными родами. 

Так, в 2019 г. родились преждевременно 
110 тыс. детей. Причиной преждевремен-
ных родов в 90% случаев является ваги-
нальный дисбиоз у беременной женщи-
ны, ведущий к развитию урогенитальных 
инфекционных заболеваний, нарушаю-
щих нормальное внутриутробное разви-
тие ребёнка.

Преждевременно рождённые — это дети 
с недоразвитыми функциональными си-
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стемами организма (пищеварительной, 
иммунной, нервной и др.). У таких детей 
часто развивается некротизирующий энте-
роколит (НЭК), переходящий в сепсис с ле-
тальным исходом. После хирургического 
лечения НЭК смертность составляет 50%. 
НЭК у новорождённого возникает в резуль-
тате формирования кишечного дисбиоза. 
В кишечной микробиоте таких детей обна-
ружено увеличенное содержание бактерий 
филума Proteobacteria, продуцирующих 
повышенное количество липополисаха-
рида (ЛПС), отсутствие бактерий филума 
Actinobacteria и нарушение эпителиального 
барьера кишечника. Прослеживается взаи-
мосвязь трагических событий: 

- вагинальный дисбиоз у матери во время 
беременности; 

- преждевременные роды; 
- предрасположенность у новорождённо-

го к развитию НЭК;
- высокая детская смертность в возрасте 

до 5 лет.
Экспоненциальный рост смертности на-

селения России отмечается и в возрасте по-
сле 40 лет. Через каждые 8 лет вероятность 
смерти удваивается. Это связано со старе-
нием организма. Подобная закономерность 
отмечается и в других развитых странах 
мира. ВОЗ включила в Международную 
классификацию болезней (МКБ-11) за-
болевания, ассоциированные со старени-
ем, — «ageing related». Согласно данным 
ВОЗ, 70% всех смертей на земле являют-
ся возраст-зависимыми. ВОЗ официально 
признала: первичная и глубинная причина 
тяжёлых возрастных болезней, из-за кото-
рых умирает большинство людей, — ста-
рение организма. Это означает: устраняя 
причину (дряхление организма), можно 
избавиться от последствий — тех самых 
смертельно опасных болезней.

Наступившая эра микробиома открыла 
уникальные возможности для разработки 
прорывных технологий для профилактики 
НЭК у новорождённых, а также для сни-

жения скорости старения и смертности 
взрослого населения. Микробиом пред-
ставляет собой совокупность обитающих 
в организме человека микроорганизмов. 
Он относится к функциональным систе-
мам организма подобно иммунной, пи-
щеварительной, нервной и др. Основным 
биотопом микробиома организма чело-
века является кишечная микробиота [3]. 
В 1 г содержимого слепой кишки обна-
руживают около 2×109 микробных кле-
ток (более 500 видов). В общей сложно-
сти в кишечнике насчитывается более 
1000 различных видов микроорганизмов. 
После рождения ребёнка кишечная ми-
кробиота контролирует процесс созрева-
ния и нормальную работу врождённого 
иммунитета. Между кишечной микроби-
отой и хозяином существует метаболиче-
ская взаимосвязь. Она имеет решающее 
значение для поддержания жизненно 
важных функций, обеспечивающих здо-
ровье хозяина. Здоровая кишечная ми-
кробиота укрепляет эпителиальный 
кишечный барьер. Однако с возрастом 
у человека развивается кишечный дисби-
оз, связанный с постепенным увеличе-
нием в кишечной микробиоте бактерий 
филума Proteobacteria, продуцирующих 
повышенное количество ЛПС, и умень-
шением бактерий филума Actinobacteria. 
Снижение в кишечной микробиоте фи-
лума сахаролитических бактерий (лак-
тобациллы, бифидобактерии) уменьшает 
выработку короткоцепочечных жирных 
кислот (КЦЖК), обеспечивающих 20% 
ежедневной энергетической потребности 
организма. КЦЖК обеспечивают трофику 
энтероцитов и участвуют в репаративных 
процессах кишечника. Они стимулируют 
пролиферацию кишечных стволовых кле-
ток и их дифференцировку в зрелые энте-
роциты. Патологические изменения в со-
ставе кишечной микробиоты повреждают 
нормальный метаболизм и гомеостатиче-
ские взаимодействия «микробиота — хо-
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зяин», а также нарушают эпителиальный 
барьер кишечника. Дисфункция эпители-
ального кишечного барьера ведёт к не-
контролируемой транслокации из кишеч-
ника ЛПС, который является агонистом 
TLR4-рецепторов врождённого иммуни-
тета, экспрессируемых на поверхности 
эндотелия сосудов, капилляров, а также 
на различных иммунокомпетентных клет-
ках организма. ЛПС активирует врождён-
ный иммунитет. Клетки врождённого 
иммунитета начинают секретировать бак-
терицидные факторы и провоспалитель-
ные цитокины, вызывающие в организме 
воспаление. В норме через 24 ч клетки 
врождённого иммунитета переключают-
ся по принципу обратной связи на про-
дукцию антивоспалительных цитокинов 
и воспаление прекращается. При возраст-
ном кишечном дисбиозе в связи с дли-
тельной дисфункцией кишечного барьера 
неконтролируемая длительная транслока-
ция ЛПС постоянно активирует врождён-
ный иммунитет, который формирует в ор-
ганизме хроническое низкоинтенсивное 
воспаление, инициирующее «воспали-
тельное старение» [5].

Длительные дисбиотические нару-
шения метаболизма у взрослых ве-
дут к развитию метаболического син-
дрома (МС) — одной из основных 
причин преждевременного старения [4]. 
Патогенетическими звеньями МС яв-
ляются: сахарный диабет второго типа 
(СД2), ожирение, инсулинорезистент-
ность, нейродегенеративные процессы, 
катаракта, сердечно-сосудистые заболе-
вания (артериальная гипертензия, ин-
сульт, инфаркт). В экспериментах на мы-
шах показано, что инфузия ЛПС мышам 
с нормальной массой тела индуцирует 
развитие МС (ожирение, инсулинорези-
стентность, развитие СД2). В клиниче-
ских исследованиях у лиц с ожирением 
также отмечается более высокая кон-
центрация ЛПС в крови. Проведённые 

в России исследования выявили наличие 
МС у 29,7% (каждый третий!) взрослого 
населения [2]. Распространение МС сре-
ди населения всего мира приняло харак-
тер пандемии, которая послужила пато-
физиологической основой для развития 
пандемии COVID-19 [9]. Первостепенная 
задача в борьбе с коронавирусной панде-
мией — вакцинация населения и контроль 
за развитием популяционного иммуни-
тета. Не менее важной задачей является 
профилактика МС.

В зарубежной и отечественной литера-
туре накапливаются экспериментальные 
и клинические данные, свидетельствующие 
о перспективности включения про-, пре-, 
мета- и геробиотиков, направленно регу-
лирующих кишечную микробиоту, в схемы 
персонализированного лечения пациентов, 
страдающих патологиями, характерны-
ми для симптомокомплекса МС [1, 7, 8]. 
Укорочение теломер — один из основных 
аспектов старения. Применение геробиоти-
ков (Lactobacillus fermentum DR9; L. reuteri 
8513D) предотвращало укорочение теломер 
у стареющих крыс, использованных в каче-
стве биомодели «воспалительного старе-
ния» [8].

В настоящее время в мире проводятся 
интенсивные исследования по разработ-
ке методов коррекции кишечной и ваги-
нальной микробиоты с помощью про-, 
пре- и метабиотиков. В России нами разра-
батывается линейка инновационных про-
биотических лекарственных средств (ЛС) 
для профилактики и комплексного лече-
ния урогенитальных инфекций у женщин 
репродуктивного возраста (Вагинормин), 
профилактики и комплексного лечения 
лактационного мастита у кормящих гру-
дью матерей (Лактомастин), профилакти-
ки некротизирующего энтероколита у но-
ворождённых (АнтиНЭК). Исследования 
выполняются консорциумом научных 
организаций (ОАО «Институт инженер-
ной иммунологии»; ФГБУН «Научный 
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центр биомедицинских технологий ФМБА 
России»; ФГБУН ФИЦ «Пущинский на-
учный центр биологических исследова-
ний» РАН). Консорциум возглавляет ФГБУ 
«НМИЦ акушерства, гинекологии и пери-
натологии им. В.И. Кулакова» Минздрава 
России.

Завершены доклинические испытания 
разрабатываемого ЛС «Вагинормин». 
Установлено, что Вагинормин обладает 
выраженной антагонистической активно-
стью к уропатогенам, а также к патогенам, 
индуцирующим бактериальный ваги-
ноз и аэробный вагинит. Доклинические 
испытания проходят Лактомастин 
и АнтиНЭК. Показано, что Лактомастин 
оказывает бактерицидное действие 
на основной мастит-индуцирующий па-
тоген — Staphylococcus aureus, АнтиНЭК 
ингибирует рост энтероколит-индуциру-
ющих бактерий филума Proteobacteria. 
Применение инновационных пробио-
тических препаратов для восстановле-
ния вагинальной микробиоты у женщин 
репродуктивного возраста и препаратов 
для профилактики НЭК у новорождённых 
позволит снизить число преждевремен-
ных родов и показатели смертности детей 
в возрасте 0–5 лет.

Разработка методов персонализирован-
ной комплексной направленной регуля-
ции микробиома позволит в ближайшие 
10–20 лет существенно замедлить про-
цессы старения организма и обеспечить 
человеку активное профессиональное 
долголетие.

Заключение
Высокая детская смертность в возрасте 

до 5 лет в основном связана с наличием 
у матери урогенитальных инфекцион-
ных заболеваний в период беременности. 
Урогенитальные инфекции — угроза нор-
мальному протеканию беременности (пре-
ждевременные роды, внутриутробное ин-
фицирование плода, самопроизвольный 
выкидыш). Снижение эффективности ан-
тибиотикотерапии диктует необходимость 
создания инновационных пробиотических 
препаратов для восстановления нормаль-
ной микробиоты репродуктивной системы 
женщины, поддержания её здоровья и сни-
жения детской смертности.

Пандемия метаболического синдрома 
заставляет искать новые подходы в профи-
лактике и лечении заболеваний (сахарный 
диабет второго типа, ожирение, инфаркт, 
инсульт и др.), характерных для этого сим-
птомокомплекса. Кишечная микробиота 
служит потенциальной мишенью для вли-
яния на процессы атерогенеза, ожирения, 
инсулинорезистентности. Доказано, что на-
рушенный состав кишечной микробиоты 
повышает риск развития сердечно-сосуди-
стых и др. заболеваний, связанных с хро-
нической активацией врождённого имму-
нитета, что приводит к преждевременной 
смертности. Многообещающие результаты 
научных исследований указывают на пре-
имущества включения в схемы лечения 
пациентов с метаболическим синдромом 
препаратов, влияющих на кишечную ми-
кробиоту.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ КОМПОНЕНТНОГО СОСТАВА 
ЖЕНЬШЕНЯ, КУЛЬТИВИРУЕМОГО В РЕСПУБЛИКЕ АЛТАЙ

А.И. Левашова*, Д.В. Хвостов, Р.А. Агельдинов, М.С. Нестеров
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

Женьшень — растение, применяемое в фитомедицине во всём мире, поскольку обладает широким 
спектром биологической активности, в первую очередь за счёт высокого содержания сапонинов 
(гинсенозидов). В настоящее время в Республике Алтай возрождается лекарственное растениевод-
ство, в т. ч. культивирование женьшеня. Для производства фитопрепаратов требуется оценка ка-
чества сырья. На данный момент в литературе нет сведений о гинсенозидном составе и лечебных 
свойствах женьшеня, выращиваемого в Республике Алтай.
В данной работе впервые представлен анализ экстрактов корней женьшеня Алтая методом 
ВЭЖХ-времяпролётной масс-спектрометрии: определен профиль основных биологически актив-
ных веществ — гинсенозидов, проведено сравнение с профилем сапонинов китайского аналога. 
Обнаружено, что «алтайский» женьшень содержит 17 гинсенозидов, 12 из которых рекомендова-
ны к определению институтом стандартов США (NIST), причём 7 основных гинсенозидов (Rb1, 
Rc, Re, Rb2, Rg1, Rg и Rd) присутствуют в концентрациях 680–5375 мкг/г сырья. Гинсенозидные 
профили женьшеня, произрастающего на Алтае, и китайского образца сходны по качественному 
и количественному составу. 
Установлено, что в корнях женьшеня содержится богатый состав гинсенозидов, присутствующих 
в высоких концентрациях. Следовательно, данное сырьё обладает значительным потенциалом 
для изготовления экстрактов и лекарственных средств на их основе для дальнейшего их применения 
в фитопрепаратах превентивной медицины РФ и для экспорта в другие страны.

Ключевые слова: женьшень Алтая, гинсенозиды, ВЭЖХ-МС, экстракция
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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COMPOSITIONAL ANALYSIS OF GINSENG  
CULTIVATED IN THE ALTAI REPUBLIC

Anna I. Levashova*, Daniil V. Khvostov, Ruslan A. Ageldinov, Maxim S. Nesterov
Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1

Ginseng a plant widely used in phytomedicine due to its pronounced biological activity, primarily con-
nected with the high content of saponins (ginsenosides). The cultivation of  ginseng in the Altai Republic 
is currently being resumed. The production of phytopreparations requires an assessment of the quality of 
raw plants. There is a lack of information on the compostion and medicinal properties of ginseng grown in 
the Altai Republic.

А.И. Левашова, Д.В. Хвостов, 
Р.А. Агельдинов, М.С. Нестеров
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In this research, for the first time, an analysis of Altai Ginseng roots was carried out by HPLC-QOT MS. 
The profile of the main biologically active substances — ginsenosides — was determined and compared 
with that of the Chinese analogue. We found that Altai ginseng contains 17 ginsenosides, 12 of which are 
recommended for the detection by NIST. The content of 7 main ginsenzides (Rb1, Rc, Re, Rb2, Rg1, Rg, 
Rd) ranges from 680 to 5,375 μg/g of raw material. The ginsenzide profiles of ginseng plants grown in Altai 
and China were found to be similar.
It is shown that ginseng roots contain a rich composition of ginsenosides, which are present in high concen-
trations. Consequently, this raw material has a significant potential for the manufacture of extracts for their 
further use in phytopreparations for preventive medicine in Russia and other countries.
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Введение
В России и во всём мире ежегодно уве-

личивается потребление лекарств, фито-
препаратов, БАД, природной косметики 
на основе растений и, соответственно, 
растёт потребность в получении сырья 
для их изготовления. Создан специальный 
проект по возрождению отрасли лекарст-
венного растениеводства [1], который яв-
ляется частью дорожной карты «Хелснет» 
Национальной технологической ини-
циативы, который призван обеспечить 
растущие потребности российских фар-
мпроизводителей в сырье — экстрактах 
из лекарственных растений, а также на-
ладить экспорт препаратов и субстанций 
из лекарственных трав. В рамках этого 
проекта идут совместные исследования 
с участием учёных из Китайской Народной 
Республики, создаются агропарки, фер-
мерские хозяйства.

Пилотным регионом проекта стала 
Республика Алтай, т. к. она занимает 
первое место в РФ по площади сельхо-
зугодий и показал себя перспективным 
центром возрождения лекарственного ра-
стениеводства и переработки раститель-
ного сырья в России. Так, годичные экс-
перименты по культивированию 16 видов 

лекарственных растений на нескольких 
площадках Республики Алтай показали 
достаточно высокую продуктивность, 
причём по некоторым растениям данный 
показатель был даже выше, чем ожидае-
мый специалистами.

Одним из растений, которое необходи-
мо выращивать в больших масштабах, 
является женьшень, т. к. его используют 
в фитомедицине во всём мире. Женьшень 
содержит большой набор биологически-
активных веществ (БАВ), которые обла-
дают широким спектром биологической 
активности. Основным классом БАВ 
женьшеня являются тритерпеновые глико-
зиды (гинсенозиды). Экспериментальные 
исследования показали, что гинсенозиды 
проявляют различную биологическую 
активность, включая иммуномодулирую-
щие и кардиотонические эффекты, оказы-
вают противовоспалительное действие, 
способствуют снижению веса, стимули-
руют синтез белков крови и др. эффек-
ты [5]. Медицинская практика показала, 
что препараты из женьшеня благотворно 
влияют на сердечно-сосудистую, иммун-
ную, нервную системы, на заболевания 
почек, заболевания репродуктивной сис-
темы.



БИОРЕГУЛЯТОРЫ В МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЯХ |  
BIOREGULATORS IN MEDICAL TECHNOLOGIES

108 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 106–113 

В настоящее время состав женьшеня, 
культивируемого в Республике Алтай, 
в частности, его гинсенозидный профиль, 
другие БАВ — не исследованы. В связи 
с этим целью данной работы стала иден-
тификация гинсенозидного состава кор-
ней «алтайского» женьшеня, как наиболее 
фармацевтически ценной части растения, 
и сравнение с китайским аналогом [2]. Это 
позволит оценить его лекарственный по-
тенциал для дальнейшего применения. 

Материалы и методы
Приготовление экстрактов

0,1 г высушенных и измельчённых кор-
ней женьшеня помещали в стеклянную ви-
алу с закручивающейся крышкой вмести-
мостью 2 мл, добавляли 1,0 мл метанола 
(соотношение сырьё/растворитель — 1/10), 
тщательно перемешивали. Затем виалы тер-
мостатировали при 50°С в течение 20–24 ч. 
Отбирали 200 мкл р-ра, центрифугирова-
ли при 12 000 об./мин в течение 10 мин. 
Полученный супернатант анализировали 
методом ВЭЖХ-МС.

Условия ВЭЖХ-МС
Систему Agilent 1290 Infinity ВЭЖХ 

использовали для прямого ввода образ-
цов (5 мкл) в аналитическую колонку 
с обращённой фазой Agilent Poroshell C18 
(150 мм×2,1 мм, размер — 2,7 мкм), темпе-
ратура колонки — 40°C. Элюирование осу-
ществляли смесью, состоящей из фаз А и В, 
в градиентном режиме: 0–2,0 мин — 1% В; 
2,01–15,0 мин увеличивается до 60% В 
и удерживается в течение 5 мин; 20,01–
22,01 — 90% B, 22,02 мин — возвращение 
в исходные условия. Время уравновеши-
вания колонки на исходных условиях — 
7 мин. Фаза А — деионизированная вода, 
содержащая 0,1% р-р уксусной кислоты. 
Фаза В — ацетонитрил, содержащий 0,1% 
р-р уксусной кислоты. Скорость потока — 
350 мкл/мин, время анализа — 29 мин. 
Детекцию проводили в режиме Auto MS/
MS на Agilent QTOF 6545XT LC/MS, 
с контролируемым программным обеспе-
чением. Анализ полученных данных про-
водили с помощью MassHunter Workstation 
Agilent (версия B.08.01). 

ППТ, R1 = H ППД, R3 = H ОТ
Рис. 1. Основные группы гинсенозидов женьшеня протопанаксадиолы (ППД, R3=H), протопанаксатриолы 
(ППТ, R1=H) и октиллольные (ОТ) сапонины.
Fig. 1. Main groups of ginseng ginsenosides include protopanaxadiols (PPD, R3 = H), protopanaxatriols (PPT, R1 = 
H) and octyllolic (OT) saponins.
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Результаты и их обсуждение
Основные группы гинсенозидов женьше-

ня представлены тремя классами тритерпе-
новых гликозидов: протопанак садиольные, 
протопанаксатриольные и октиллольные 
сапонины (рис. 1). Гинсенозиды содержат 
тритерпеновый остов и один или несколь-
ко сахарных фрагментов. Особенностью 
данного класса соединений является зна-
чительное структурное разнообразие 
за счёт большого числа изомеров, а так-
же из-за наличия различных заместите-
лей при хиральном атоме углерода (С20). 
Такое разнообразие проявляется также 
в значимых отличиях их биологических 
эффектов, вызываемых каждым гинсе-
нозидом при их индивидуальном изуче-
нии. Вследствие этого фармакологиче-
ские свойства лекарственных препаратов 
из женьшеня различного происхождения 
и произрастающего в разных клима-
тических условиях могут различаться. 
Поэтому необходимо проводить монито-
ринг сырья для фитопрепаратов, состав-
лять гинсенозидные профили анализи-
руемых образцов женьшеня, в которых 
необходимо идентифицировать каждый 
гинсенозид индивидуально.

Для определения гинсенозидных паттер-
нов для различных представителей рода 
Panax разработано много методов, одним 
из лучших среди которых является ВЭЖХ 

в сочетании с времяпролётной масс-спект-
рометрией [1, 4].

Нами была проведена оптимизация усло-
вий проведения ВЭЖХ гинсенозидов раз-
личных классов, наиболее представленных, 
по литературным данным, в корнях жень-
шеня. Условия хроматографического раз-
деления позволяют надёжно разделять мо-
дельную смесь из 17 гинсенозидов (рис. 2), 
что подтверждают аналитические характе-
ристики метода, представленные в табл. 1.

Для оценки качества лекарственных 
средств и соответствия как российским, так 
и мировых требованиям разрабатываются 
стандарты, которые регулируются государ-
ственной фармакопеей. Наиболее строгие 
требования, которые наилучшим образом ха-
рактеризуют и дифференцируют препараты 
женьшеня, предъявляются Национальным 
институтом стандартов и технологий 
США (NIST), который регулярно разраба-
тывает новые калибровочные стандарты 
и стандартные референсные образцы (SRM) 
для использования при проверке новых 
и существующих аналитических методов. 
Согласно последним разработкам NIST [3], 
стандартизацию препаратов женьшеня необ-
ходимо проводить по 7 представителям гин-
сенозидов (Rb1, Rc, Re, Rb2, Rg1, Rg и Rd), 
а также рекомендуется определять группу 
5 гинсенозидов (Rb3, Rg2, Rg3, Rh1 и Rh2), 
т. к. они обычно присутствуют в образцах 

Рис 2. Хроматограмма модельной смеси 17 гинсенозидов в отрицательном режиме регистрации ионов.
Fig. 2. Chromatogram of a model mixture of 17 ginsenosides in negative ion registration mode.
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молотого корня и экстракта из него и могут 
служить критерием подлинности образцов.

Анализ экстрактов «алтайского» жень-
шеня (табл. 2) показал, что группа мажор-
ных гинсенозидов присутствует в наиболее 
высоких концентрациях — 680-5375 мкг/г 
сырья (рис. 3). В то время как содержание 
гинсенозидов из рекомендованной груп-
пы значительно ниже — на уровне 0,19–
242 мкг/г сырья, за исключением Rb3, кон-
центрация которого составила 1393,07 мкг/г 
сырья. Также нами идентифицирована тре-
тья группа гинсенозидов, с минорным со-
держанием по отношению к первым двум 
группам (0,7–45,8 мкг/г сырья). Однако 
следует заметить, что низкое содержание 
не обязательно означает незначительную 
биологическую активность и доступность. 
Кроме того, повысить, при необходимости, 
содержание гинсенозидов позволит разра-
ботка соответствующих методов и условий 
экстракции этих БАВ.

Проведённая сравнительная оценка 
содержания гинсенозидов в корнях «ал-

тайского» женьшеня и его «китайско-
го аналога» (табл. 2, рис. 3) показала, 
что спектр идентифицированных гин-
сенозидов является сходным. При этом 
наблюдаются отличия по содержанию 
некоторых мажорных и минорных ком-
понентов. 

Заключение
Впервые проведено определение гинсе-

нозидного профиля женьшеня, культиви-
руемого в Республике Алтай. Установлено, 
что в растении содержится широкий спектр 
анализируемых биологически активных 
соединений в достаточно высоких концен-
трациях. Сравнительный анализ показал, 
что гинсенозидный профиль женьшеня 
Алтая по качественному и количественно-
му составу имеет большое сходство с про-
израстающим в Китае.

Таким образом, женьшень, культивируе-
мый в Республике Алтай, является перспек-
тивным сырьём для производства лекарст-
венных средств и фитопрепаратов.

Таблица 2. Содержание гинсенозидов в экстрактах корней алтайского и китайского женьшеня
Table 2. Content of ginsenzides in the extracts from Altai and Chinese ginseng roots

Гинсенозид
Содержание, мкг/г

Алтайский Китайский
Re 1841,68 1644,26

Rg1 1119,27 1066,63
Rf 690,15 1904,14

Rb1 5376,48 5341,36
Rc 3866,43 4941,39

Rg2 242,25 302,44
Rh1 18,86 67,09
Rb2 1208,55 1121,59
Rb3 1393,07 1457,41
Rd 681,85 2566,71
F1 11,47 14,24

Gypenoside 17 45,80 310,37
Rg6 1,62 1,73
Rg3 13,80 13,38
Rk1 0,70 0,67
Rg5 3,13 2,88
Rh2 0,19 0,21
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Бактериоцины — бактериальные белки или пептиды, обладающие антимикробным действием 
и синтезируемые на рибосомах. Для высокомолекулярного бактериоцина, продуцируемого штаммом 
лактобацилл Limosilactobacillus fermentum IIE MD-150, имеющего статус GRAS (Generally Recognised 
as Safe), была обнаружена гомология аминокислотной последовательности с энтеролизином А, 
продуцируемым штаммом Enterococcus faecalis LMG 2333. Структурно-функциональные свойства 
термостабильного бактериоцина, продуцируемого штаммом L. fermentum IIE MD-150, предлагается 
использовать для профилактики и комплексного лечения инфекционных заболеваний, вызываемых 
антибиотикорезистентными штаммами золотистого стафилококка.
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Bacteriocins are bacterial proteins or peptides exhibiting antimicrobial activity and synthesized 
on ribosomes. For a high molecular weight bacteriocin produced by the Limosilactobacillus fermentum 
IIE MD-150 strain and having the GRAS status (Generally Recognized as Safe), an amino acid sequence 
homology with enterolysin A produced by the Enterococus faecalis LMG 2333 strain was found. 
Lactobacillus fermentum IIE MD-150 can be used in the prevention and complex treatment of infectious 
diseases caused by antibiotic-resistant strains of Staphylococcus aureus.
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Белки семейства бактериоцинов рассматри-
ваются как факторы межмикробного антаго-
низма, регулирующего популяции бактерий 
и колонизационную резистентность организ-
ма человека и животных к патогенным ми-
кроорганизмам. Штамм Limosilactobacillus 
fermentum IIE MD-150, выделенный у здо-
рового человека, продуцирует бактериоцин, 
являющийся белком с уникальной амино-
кислотной последовательностью. У всех 
известных в настоящее время лактобацилл 
с установленной структурой генома подоб-
ный бактериоцин, обеспечивающий широ-
кий спектр антагонистической активности 
штамму L. fermentum IIE MD-150, отсутст-

вует. Первичная структура (аминокислотная 
последовательность) бактериоцина содержит 
371 аминокислотный остаток. Молекулярная 
масса бактериоцина составляет 40,8 кДа. 
Сигнальный пептид включает остатки 1–33. 
Высокомолекулярный бактериоцин, проду-
цируемый штаммом L. fermentum IIE MD-
150, относится к бактериоцинам III класса. 
Бактериоцины этого класса представляют 
собой антимикробные температурочувстви-
тельные белки с молекулярной массой более 
30 кДа. В этом классе бактериоцинов выде-
ляют группу бактериолизинов, способных 
расщеплять пептидогликаны клеточной 
стенки бактерий. Обнаружена гомология 
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аминокислотной последовательности высо-
комолекулярного бактериоцина, продуциру-
емого штаммом лактобацилл L. fermentum 
IIE MD-150 и энтеролизина А, продуциру-
емого штаммом Enterococcus faecalis LMG 
2333.

Энтеролизин А — белок с молекуляр-
ной массой 34,5 кДа. N-терминальный 
домен этого белка гомологичен каталити-
ческим доменам молекулярных структур 
бактериоцинов, вызывающих деградацию 
протеинов клеточной мембраны бактерий, 
действует как мурамилидаза. Он прояв-
ляет бактерицидную активность, вызы-
вая лизис бактерий. Энтеролизин А раз-
рушает пептидогликановые поперечные 
связи, в результате этого нерастворимый 
ригидный пептидогликан, защищающий 
бактериальную клетку-мишень от внеш-
них воздействий, превращается в раствори-
мые фрагменты, что приводит её к гибели. 
Несмотря на то, что энтерококки включе-
ны в состав молочнокислых бактерий, от-
ношение к этим микроорганизмам не од-
нозначно. С одной стороны, энтерококки 
входят в состав нормальной микрофлоры 
ЖКТ человека и животных и играют важ-

ную роль в обеспечении колонизационной 
резистентности тонкой и толстой кишки. 
С другой стороны, энтерококки содержат 
в своём геноме детерминанты патогенно-
сти, вирулентности и антибиотикорези-
стентности. По этим критериям они при-
надлежат к группе условно-патогенных 
микроорганизмов. Вид E. faecalis широко 
распространён в окружающей среде и спо-
собен вызывать заболевания инфекцион-
ной природы. E. faecalis, продуцирующий 
энтеролизин А, является возбудителем ин-
фекций мочевыводящих путей, вагинитов, 
эндокардита, раневых и внутрибольничных 
инфекций. В то же время гомолог энтеро-
лизина А — высокомолекулярный термо-
лабильный бактериоцин, продуцируемый 
штаммом лактобацилл L. fermentum IIE 
MD-150, имеющим статус GRAS (Generally 
Recognised as Safe), в геноме которого от-
сутствуют детерминанты патогенности, 
вирулентности и антибиотикорезистент-
ности, будет иметь большое значение 
для профилактики и комплексного лечения 
инфекционных заболеваний, вызываемых 
антибиотикорезистентными штаммами зо-
лотистого стафилококка.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОРИГИНАЛЬНОГО  
ПРЕЦИЗИОННОГО МНОГОКАНАЛЬНОГО 

АНАЛОГОВО-ЦИФРОВОГО ПРЕОБРАЗОВАТЕЛЯ  
В ЭЭГ-ИССЛЕДОВАНИЯХ В СПОРТЕ

С.Ю. Харитонов*, Ю.В. Фокин
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

Аппаратные высокоточные средства и инновационные технологии, разрабатываемые для анализа 
активности и нейровизуализации интрацентральных отношений головного мозга с помощью элек-
троэнцефалографических методов, позволяют проводить необходимую диагностику и коррекцию 
функционального состояния спортсменов, прогнозировать психоактивные свойства биологически 
активных соединений и их комбинаций, повышать качество результатов клинических исследований 
нейропсихоактивных средств и оптимизировать их практическое применение.

Ключевые слова: нейровизуализация, нормализация (нормирование), кошки, электроды, электро-
граммы головного мозга (ЭГМ), нормализованная ЭГМ (НЭМ), быстрое преобразование Фурье 
(БПФ), аналогово-цифровой преобразователь (АЦП), спорт
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USE OF AN ORIGINAL PRECISION MULTICHANNEL 
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High-precision hardware tools and innovative technologies developed for the analysis of activity and neu-
roimaging of intracentral relations of the brain using electroencephalographic methods are important for the 
diagnostics and correction of the functional state of athletes, prediction of the psychoactive properties 
of biologically active compounds and their combinations, improvement of the results of clinical studies 
of neuropsychoactive drugs to optimize their practical application.
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Современные реалии диктуют необходи-
мость ежедневно анализировать огромное 
количество информации, быстро и эффек-
тивно решать поставленные задачи, добива-
ясь максимальной концентрации и высокой 
продуктивности. Одним из направлений, 
в которых эти требования предъявляются 
в наибольшей степени, является професси-
ональная подготовка спортсменов.

Ряд показателей, такие как электроэнце-
фалограмма (ЭЭГ), электрокардиограмма 
(ЭКГ), электромиограмма (ЭМГ) и прочие, 
являются результатом измерения разности 
электрических потенциалов между двумя 
участками кожи человека. Другие показате-
ли, такие как амплитуда и частота дыхания, 
тремор и ускорение движения конечности, 
являются результатом преобразования не-
электрических процессов в электрический 
сигнал с помощью специальных датчиков, 
размещаемых на теле испытуемого.

Полученные электрические сигналы по-
ступают на вход специальной аппаратуры, 
включающей усилители и фильтры сигнала, 
а также аналогово-цифровой преобразова-
тель (АЦП), который преобразует электри-
ческий сигнал в ряд цифровых значений, 
передаваемых на компьютер. Компьютер 
с помощью специального программного 
обеспечения позволяет визуализировать (по-
казывать на экране или распечатывать на бу-
маге) исследуемые показатели и проводить 
их математическую обработку, например, 
спектральный анализ. После постановки 
регистрирующих электродов и соединения 
их с энцефалографом необходимо усилить 
сигналы, составляющие милливольты, 
на несколько порядков; исключить влияние 
электрических полей, создающих «наводки» 

и искажающих интересующие потенциалы; 
выделить необходимый потенциал из суммы 
различных электрохимических процессов, 
происходящих в организме (электрическая 
активность кожи, мышц, движения глаз 
и т. д.) [4].

Электроэнцефалография развивается 
параллельно с совершенствованием элек-
тронных усилителей и компьютерной тех-
ники. Современные компьютерные методы 
анализа ЭЭГ позволяют локализовывать 
источники и строить карты электрической 
активности мозга, проводить сложные 
виды неклинического и клинического ана-
лиза.

Цифровая обработка сигналов является 
фундаментальным принципом построения 
современных ЭЭГ-комплексов, её качест-
во зависит от предварительной обработки 
сигнала и АЦП. Технические характери-
стики повышаются насыщенностью микро-
процессорными интегральными схемами, 
использованием высокопроизводительных 
интерфейсов для связи с компьютером. 
Высокоточные АЦП обеспечивают значи-
тельную частоту дискретизации и повыше-
ние разрядности АЦП, увеличивая входной 
динамический диапазон сигнала [1].

Прецизионные многоканальные АЦП 
с оценочным программным обеспечени-
ем позволяют конфигурировать все функ-
циональные возможности преобразова-
теля через доступный интерфейс работы 
с регистрами и проводить анализ с выво-
дом цифровых данных и построением гра-
фических результатов в реальном времени. 
Устройство может использоваться как мно-
гоканальный осциллограф, спектроанали-
затор, а также полноценный электронный 
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самописец-регистратор с возможностью 
сохранения данных на жёстком диске 
компьютера без разрывов и ограничений 
по времени записи. Среди преимуществ 
данного оборудования:

• сверхнизкая погрешность измерений;
• прецизионные 18-битные измерения 

на высокой частоте (1 МГц на канал);
• отсутствие межканального прохожде-

ния независимо от частоты преобразования;
• высокоточные измерения независимо 

от выходного сопротивления источников 
сигналов;

• возможность измерения высоковольт-
ных сигналов напрямую через резистивные 
делители;

• высокий входной импеданс всех кана-
лов при любом режиме работы;

• готовые библиотеки, исключающие не-
обходимость предварительной градуиров-
ки и программирования;

• возможность одновременного сбора, 
обработки, визуализации и целостного со-
хранения в течение неограниченного вре-
мени.

Данное оборудование адаптировано 
под поставленные задачи и успешно при-
меняется в научной работе НЦБМТ ФМБА 
России, направленной на нейровизуализа-

цию интрацентральных отношений голов-
ного мозга, анализ когнитивных функций 
и иных информативных параметров функ-
ционального состояния крупных лабора-
торных животных (кошек) с дальнейшей 
экстраполяцией результатов в отношении 
медицинских работников, спортсменов 
и спецконтингента [2, 3].

В настоящее время анализ ЭЭГ явля-
ется, например, единственно доступным 
объективным способом изучения работы 
головного мозга спортсменов, задейство-
ванных в стрелковых видах спорта [6–8]. 
Установлено, что у спортсменов ацикличе-
ских видов спорта сила мышечного сокра-
щения коррелирует с усилением мощно-
сти высокочастотных составляющих ЭЭГ 
практически по всей поверхности коры, 
состояние утомления характеризуется пре-
имущественным снижением активности 
лобных зон коры головного мозга [5].

Инновационные технологии детекции 
и распознавания сложных преобразований 
ЭГ мозга обеспечивают совершенствова-
ние исследований в области фармакологи-
ческой коррекции интрацентральных отно-
шений головного мозга, в т. ч. с помощью 
нейропсихоактивных средств направленно-
го действия.
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Введение
Производные диметиламиноэтанола пред-

ставляют научный интерес как физиологи-
чески и фармакологически активные сое-
динения с широким спектром активности, 
в т. ч. в отношении статической и динами-
ческой выносливости, а также координации 
движений [2, 5, 7]. Введение в молекулы 
остатков промежуточных продуктов цикла 
трикарбоновых кислот потенциально повы-
шает активность соединений [3, 4].

Целью исследования явилась оценка 
влияния курсового введения производных 
диметиламиноэтанола на статическую ди-
намическую выносливость мелких лабора-
торных животных на фоне тренирующих 
нагрузок.

Материалы и методы
Исследование проводили на аутбредных 

мышах-самцах в возрасте 3 мес. массой 
20–30 г. Животных содержали в стандарт-
ных условиях вивария при температуре 
18–26°С со свободным доступом к воде, 
пище, при двенадцатичасовом цикле день/
ночь. 

Объектами исследования были выбраны 
продукты взаимодействия сложного эфира 
диметиламиноэтанола и янтарной кислоты 
(ДМАЭ) с некоторыми интермедиатами ци-
кла трикарбоновых кислот: ДМАЭ-малат, 
ДМАЭ-кетоглутарат, ДМАЭ-сукцинат 
и ДМАЭ-фумарат, синтезированные 
в ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России.

Животные были рандомизированы 
на 11 групп (n=10). На протяжении одного 
месяца мышам ежедневно внутрижелудоч-
но вводили различные производные ДМАЭ 
(75 мг/кг) или препарат сравнения (этилти-
обензимидазол, 25 мг/кг) при разных режи-
мах использования — за 30 мин до или сразу 

после тренировочного процесса. Все иссле-
дуемые соединения предварительно рас-
творяли в физ. р-ре. Этилтиобензимидазол 
вводился сразу после окончания трени-
ровки, как средство восстанавливающего 
типа [1]. Животные группы отрицательного 
контроля получали эквиобъёмное количе-
ство физ. р-ра.

Тренировки мышей представляли собой 
ежедневный принудительный бег на бе-
говой дорожке (тредбан) Treadmill («TSE 
Systems», Германия) в течение 1 ч при ско-
рости движения ленты 0,2 м/с на протяже-
нии 1 мес. Угол наклона ленты составлял 
15° [6].

Оценку статической значимости про-
водили при помощи прибора для измере-
ния силы хвата Grip Strength Meter («TSE 
Systems», Германия) до начала исследо-
вания (фон), на 2-й и 4-й неделе трени-
ровок.

Для оценки координации движений 
и динамической выносливости исполь-
зовали аппарат RotaRod («Ugo Basile», 
Италия) [1]. Фиксировали время удер-
жания животных на вращающемся стер-
жне при скорости вращения 20 об./мин. 
Показатель оценивали перед началом тре-
нировки — в 1-й день эксперимента (фон), 
а также спустя 2 и 4 недели тренировки. 
Если животное не падало в течение 5 мин, 
наблюдение прекращали. Увеличение вре-
мени удержания мышей на вращающем-
ся стержне под влиянием исследуемых 
соединений по сравнению с интактными 
и контрольными животными рассматрива-
лось как проявление улучшения координа-
ции движений и увеличение динамической 
физической выносливости [3].

Математико-статистический анализ ре-
зультатов осуществляли с использованием 
пакетов Microsoft Excel 2013 и Statistica 10.0.
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Результаты и их обсуждение
Сила хвата при курсовом введении 

исследуемых веществ перед трениров-
кой достоверно увеличивалась, начиная 
со 2-й недели тренировок в группах живот-
ных, получавших ДМАЭ-малат (на 16%, 
р=0,005) и ДМАЭ-кетоглутарат (на 15,8%, 
р=0,006), однако к 4-й неделе наилучшие 
показатели продемонстрировали ДМАЭ-
кетоглутарат (на 19,7%, р=0,0001) и ДМАЭ-
сукцинат (на 12,2%, р=0,003) по сравнению 
с контрольной группой и группой этилтио-
бензимидазола.

При введении исследуемых веществ по-
сле тренировочного процесса на 2-й неделе 
введения препаратов ДМАЭ-малат, ДМАЭ-
кетоглутарат, ДМАЭ-фумарат и ДМАЭ-
сукцинат уровень статической мышечной 
выносливости был статистически значимо 
выше (р<0,0001), чем в контрольной груп-
пе, в среднем на 39%, 36%, 26% и 25% 
соответственно. Сила хвата при курсовом 
введении исследуемых веществ после тре-
нировки к 4-й неделе эксперимента досто-
верно (р<0,0001) увеличивалась по срав-
нению с контролем в группах животных, 
получавших ДМАЭ-кетоглутарат (на 21%) 
и ДМАЭ-малат (на 19%).

На 2-й и 4-й неделях регулярных физиче-
ских нагрузок время удержания на ротароде 
в контрольной группе было статистически 
значимо больше, чем в интактной, в сред-
нем на 58% (р=0,009) и на 131% (р=0,005) 
по медиане, соответственно. В группах, 
отобранных для оценки режима «после 
тренировки», были показаны сходные ре-
зультаты.

Статистически значимые различия 
между исследуемыми группами в режи-
ме введения препаратов «до тренировок» 
по показателю время удержания на рота-
роде с использованием дисперсионного 
анализа (р=0,041) были выявлены только 
через 4 недели.

Апостериорное сравнение с применени-
ем критерия Дуннета показало, что после 

введения ДМАЭ-малата уровень исследу-
емого показателя на 4-й неделе был стати-
стически значимо выше, чем в контроль-
ной группе, в среднем на 61% (р=0,011). 
Введение остальных препаратов также уве-
личило время удержания на ротароде, од-
нако уровень различий с группой контроля 
был статистически не значимым.

Р-уровни апостериорных сравнений с ис-
пользованием критерия Ньюмана — Кеулса 
после введения всех исследуемых препара-
тов превышали уровень значимости (0,05), 
что свидетельствовало об отсутствии зна-
чимых различий между исследуемыми пре-
паратами по показателю время удержания 
на ротароде в режиме «до тренировки».

В режиме «после тренировки» статисти-
чески значимые различия с использованием 
One Way ANOVA (р<0,0001) между всеми 
группами по времени удержания на ро-
тароде также, как и в режиме «до трени-
ровки», были установлены после 4 недель 
«тренировок». После введения этилтиобен-
зимидазола, ДМАЭ-фумарата и -малата, 
на 4-й неделе обследования уровень изуча-
емого показателя был статистически значи-
мо выше, чем в контрольной группе, в сред-
нем на 48% (р=0,001), 34% (р=0,013) и 33% 
(р=0,013) соответственно. В то же время от-
сутствовали различия между показателями 
контроля с группами ДМАЭ-кетоглутарат 
и -сукцинат.

Более низкие значения переменной — 
время удержания на ротароде после 
введения подгрупп препаратов ДМАЭ-
кетоглутарат и -сукцинат через 4 недели 
«тренировок» — в сравнении с аналогич-
ным показателем в подгруппах этилтио-
бензимидазола, ДМАЭ-фумарата и -малата 
обусловили статистически значимые раз-
личия между ними после проведения апо-
стериорных сравнений с использованием 
критерия Ньюмана — Кеулса.

Оценку влияния отдельных соединений 
на показатели физической работоспособ-
ности проводили на основе сравнения по-
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казателей абсолютного прироста уровней 
динамической работоспособности отно-
сительно фонового уровня при различных 
режимах введения. Принимая во внима-
ние, что этилтиобензимидазол (как сред-
ство восстанавливающего типа действия) 
для всех режимов вводился после физиче-
ской нагрузки, сравнение полученных дан-
ных с ним не проводили [1, 6].

В контрольной группе животные не раз-
личались между собой по показателям при-
роста. Через 2 недели после начала введения 
исследуемых соединений статистически 
значимые различия в абсолютном приро-
сте показателя динамической физической 
работоспособности отмечены только после 
введения ДМАЭ-сукцината. При введении 
препаратов после тренировки уровень это-
го показателя был в среднем на 49% ниже 
(р=0,035), чем до тренировки.

Через 4 недели тренировок статистиче-
ски значимые различия между режимами 
введения отмечены для большей части 
исследуемых препаратов. Установлено, 
что после введения ДМАЭ-кетоглутарата 
и -сукцината в режиме «после тренировки» 
уровень показателя был ниже, чем в режиме 
«до тренировки», на 50% (р=0,002) и 45% 
(р=0,035) соответственно. Аналогичное со-
отношение (превышение значений до тре-
нировки по сравнению с таковыми после 
тренировки), не достигшее уровня стати-
стической значимости, отмечено после 

введения препарата ДМАЭ-малата, обрат-
ное — для ДМАЭ-фумарата.

Выводы
1. Наибольшее влияние на показатели 

статической физической выносливости 
животных оказал ДМАЭ-кетоглутарат. 
Так, вне зависимости от режима введе-
ния (до тренировки или после) произош-
ло повышение статической выносливости 
на 20% (достоверные значения по сравне-
нию с контро лем).

2. На динамическую физическую выно-
сливость мелких лабораторных животных 
наибольшее влияние оказал ДМАЭ-малат. 
При режиме введения «до тренировки» 
он повышает динамическую выносливость 
на 61%, в режиме введения «после трени-
ровки» — на 33% (достоверные значения 
по сравнению с контролем).

3. Наибольшую эффективность проде-
монстрировал режим введения «после тре-
нировки». Так, после 4 недель эксперимента 
произошло увеличение времени удержания 
на вращающемся стержне у групп, полу-
чавших ДМАЭ-малат и ДМАЭ-фумарат. 
Статическая выносливость в группах 
ДМАЭ-сукцинат, ДМАЭ-кетоглутарат 
при этом увеличилась в среднем на 80 
и 90% соответственно по сравнению с фо-
ном (спустя 4 недели). Все результаты со-
поставимы с показателями в группе живот-
ных, получавших этилтиобензимидазол.
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Исследовано действие тонкого сканирующего пучка протонов в дозах 60 и 80 Гр на солидную 
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Введение
В мире с каждым годом растёт количест-

во онкологических заболеваний, основным 
методом лечения которых является лучевая 
терапия. В последние годы появились но-
вые способы лечения рака с использовани-
ем высокоэнергетических протонов и уско-
ренных ионов углерода, направленные 
на повышение эффективности облучения 
опухолей и снижения побочных эффектов 
в здоровых тканях. Наиболее перспектив-
ным и активно развивающимся направле-
нием в ядерной медицине в нашей стране 
является протонная терапия (ПТ) с исполь-
зованием технологии тонкого сканирующе-
го пучка протонов (ТСПП). Применение 
ТСПП позволяет снизить интегральную лу-
чевую нагрузку на тело пациента в сравне-
нии с другими методами ПТ, а также с сов-
ременными методами фотонной терапии, 
что значительно уменьшает риск ослож-
нений и развития рецидивов [4]. Для бо-
лее эффективного использования возмож-
ностей ТСПП и расширения областей его 
применения в радиотерапии опухолей не-
обходимо разрабатывать принципиально 
новые схемы облучения, наиболее перспек-
тивным из которых является гипофракцио-
нированное облучение, при котором за счёт 
увеличения однократной дозы сокращается 
время лечения. В связи с этим возникает 
проблема поиска удобных эксперименталь-
ных моделей опухолей у животных, позво-
ляющих оценивать в зависимости от объё-
ма облучаемой ткани, дозы одной фракции, 
интервала между фракциями и суммарной 
дозы облучения не только противоопухоле-
вую эффективность и ранние лучевые по-
следствия, но и наблюдать за рецидивами 

и развитием других отдалённых реакций 
в течение всей жизни.

Модель аденокарциномы Эрлиха (АКЭ) 
широко и достаточно давно используется 
на лабораторных мышах для исследования 
противоопухолевого действия различных 
видов излучений, наночастиц, при тестиро-
вании широкого спектра фармакологических 
и природных препаратов [2, 5]. Это агрессив-
ная, быстрорастущая карцинома, солидная 
форма которой не метастазирует и не диффе-
ренцирована, что удобно для исследования. 
Солидную форму АКЭ можно перевивать 
в разные локализации на теле животного, 
существует возможность точного контроля 
облучаемого объёма опухоли, а также реги-
страции кожных лучевых реакций.

Ранее нами на этой модели опухоли 
на мышах было показано влияние облуча-
емого объёма опухоли АКЭ на противоопу-
холевую эффективность гипофpакциониро-
ванного облучения протонами и отсутствие 
зависимости эффекта от времени между 
фракциями [1].

Целью работы являлось исследование 
действия ТСПП при гипофракционирован-
ном облучении в дозах 60 и 80 Гр солидной 
формы АКЭ на мышах линии SHK.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на 8–9-недель-

ных самцах аутбредных нелинейных мы-
шей колонии SHK массой тела 31–35 г, по-
лученных из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России, которых разводили 
и содержали в стандартных условиях вива-
рия ИТЭБ РАН (Пущино, Россия), при тем-
пературе 20±2°С, естественном световом 
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дне и свободным доступом к пище и воде [6]. 
Мыши содержались в полипропиленовых 
клетках по 10 особей. План экспериментов 
был одобрен Комиссией ИТЭБ РАН по био-
безопасности и биоэтике. В качестве опухо-
левой модели была использована солидная 
форма АКЭ, клеточная линия которой полу-
чена из ФГБУН «РНЦ им. Н.Н. Блохина». 
Клетки АКЭ поддерживали in vivo в форме 
асцита у мышей SHK путём серийной вну-
трибрюшинной перевивки с интервалами 
4–7 сут. Для индукции солидной АКЭ мы-
шам внутримышечно вводили 2×106 клеток 
в бедро левой задней лапы. Затем животные 
были разделены на группы, которые облу-
чались ТСПП в суммарных дозах 60 Гр 
и 80 Гр однократно или по схеме гипофрак-
ционирования двумя фракциями с интер-
валом 24 ч. Облучение мышей проводили 
на 5-й день после инокуляции АКЭ, когда 
опухолевый узел пальпировался у всех жи-
вотных. Частота индукции опухоли состав-
ляла 100%. Для нахождения объёма облуча-
емой ткани получали томограммы мышей 
в водном фантоме с помощью компьютер-
ного томографа с коническим пучком, ин-
тегрированного в ускоритель, определяли 
объём опухоли у каждой мыши и рассчи-
тывали средний фактический объём опу-
холи, который составил 0,47±0,025 см3. 
Поскольку нами было показано, что при ги-
пофракционированном облучении ТСПП 
в суммарной дозе 60 Гр солидной формы 
АКЭ у мышей увеличение объёма облу-
чаемой ткани не является необходимым 
для повышения эффективности лечения, 
а лучшие противоопухолевые показатели 
наблюдаются при облучении визуализируе-
мого инструментально объёма опухоли [3], 
то в специально разработанной трёхмер-
ной программе оконтуривания и согласно 
рекомендациям Международной комис-
сии по радиационным единицам МКРЕ-62 
по выбору объёмов мишени при радиоте-
рапии задавали макроскопический объём 

опухоли, который в данной серии экспери-
ментов равнялся 0,47 см3.

Облучение осуществлялось на протон-
ном синхротроне комплекса протонной лу-
чевой терапии «Прометеус» (ФТЦ ФИАН, 
Протвино), который разрабатывается и экс-
плуатируется в рамках научно-исследова-
тельского предприятия, что предоставляет 
возможность проведения физических и би-
ологических экспериментов с применени-
ем технологии ТСПП. Мышей индивиду-
ально фиксировали на платформе таким 
образом, чтобы облучаемая конечность 
была максимально удалена от тела, затем 
платформу наклонно погружали в водный 
фантом. Верификацию положения мыши 
при облучении производили с помощью 
лазерной системы позиционирования 
и съёмки проекций с совмещением теку-
щего положения мишени с исходным с точ-
ностью 1 мм. Расчёт дозы в заданном объ-
ёме проводили в программе планирования 
облучения, основанной на методе Монте-
Карло с итеративной динамической опти-
мизацией по соотношению min/max дозы. 
Погрешность поглощённой дозы протонов 
составляла около 5%.

После облучения следили за динамикой 
роста опухоли путём еженедельного изме-
рения её размеров в течение месяца, и объ-
ём опухоли считали по формуле [7]: объём 
опухоли = π/6×d1×d2×d3, где d — три орто-
гональных диаметра, а также регистриро-
вали длительность ремиссии, частоту ре-
цидивирования, динамику гибели мышей 
с рецидивами и продолжительность жизни 
мышей-опухоленосителей.

Статистическую оценку различий между 
группами, имеющими нормальное распре-
деление, проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента; в остальных случаях исполь-
зовался непараметрический U-критерий 
Манна — Уитни. Для сравнения резуль-
татов эксперимента, где показатели выра-
жались в долях, достоверность различий 
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оценивали по критерию углового преобра-
зования Фишера.

Результаты исследований
При сравнении противоопухоле-

вой эффективности облучения ТСПП 
в дозах 60 и 80 Гр на скорость роста 
АКЭ в течение месяца различий выявле-
но не было как при фракционированном, 
так и при однократном облучении мышей 
(рис. 1). У большинства животных наблю-
дали полное подавление роста АКЭ.

Через 1 мес. после ПТ мы регистриро-
вали отдалённые лучевые последствия 
у мышей с полной регрессией опухолевых 
узлов. К этому моменту в группе 30+30 Гр 

наблюдали отсутствие опухоли у 77% мы-
шей, в группе 80 Гр — у 80%, а в группах, 
облучённых в дозах 40+40 Гр и однократ-
но 60 Гр, — у 100% животных. Во всех 
группах появление рецидивов начиналось 
на 35–40 сут. после облучения, но к концу 
2-го мес. в группах при общей дозе облуче-
ния 60 Гр мышей с рецидивами было око-
ло 40%, в отличие от группы, облучённой 
в дозе 80 Гр, где их наблюдалось только 
13%. У мышей, облучённых однократно 
в дозе 80 Гр, рецидивы появлялись быстрее, 
и уже к 5 мес. мыши с рецидивами поги-
бали, а при фракционированном облучении 
40+40 Гр развитие рецидивов происходило 
медленнее, чем в других вариантах, послед-
ний рецидив наблюдали через 8 мес., а об-
щее количество рецидивов было на 20% 
меньше (табл.). Рецидивная опухоль возни-
кала в той же конечности мыши и по струк-
туре и динамике роста была аналогична 
первичной, что позволяет предположить 
развитие той же формы АКЭ [1, 3].

Средняя продолжительность жизни 
(СПЖ) мышей без рецидивов в группах 
с суммарной дозой 60 Гр составила 241 сут. 
при однократном воздействии и 262 сут. — 
при фракционированном облучении, 
а для групп 80 Гр — 270 сут. и 279 сут. со-
ответственно. 

На рис. 2 показаны кривые выживаемо-
сти мышей-опухоленосителей после ПТ. 
При всех схемах облучения значимых отли-

Рис. 1. Динамика роста АКЭ у мышей после облуче-
ния пучком протонов в суммарных дозах 60 и 80 Гр 
по сравнению с необлучёнными мышами-опухоленоси-
телями.
Fig. 1. Dynamics of AKE growth in mice after irradiation 
with a proton beam at total doses of 60 and 80 Gy 
compared with non-irradiated tumor-bearing mice.

Таблица. Доля мышей с рецидивами в разные сроки после облучения тонким сканирующим пучком протонов 
мышей с АКЭ
Table. The proportion of mice with relapses at different times after irradiation of AKE mice with a pencil scanning proton 
beam 

Условия облучения
Количество мышей с рецидивами, %

2 мес. 3 мес. 4 мес. 5 мес. 6 мес. 7 мес. 8 мес. 9 мес.

30+30 Гр 39 52 53 57 57

60 Гр 40 40 50 60 60 60

40+40 Гр 13 23* 27* 27* 27* 27* 30 30

80 Гр 12 50 50

Примечание: * — различия статистически достоверны (p<0,05).
Note: *— differences are statistically significant (p<0.05).
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чий в динамике гибели животных не наблю-
далось, но максимальная продолжитель-
ность жизни в группе 30+30 Гр составила 
15 мес. по сравнению с однократным облу-
чением в дозе 60 Гр, где все мыши погибли 
к 12 мес., а самая поздняя гибель животных 
наблюдалась в группе, облучённой 2 фрак-
циями в дозе 40 Гр.

Заключение
Таким образом, при использовании 

ТСПП в экстремально высоких дозах 
для облучения солидной формы АКЭ у мы-
шей показана высокая противоопухолевая 
эффективность в течение первого меся-
ца, и СПЖ безрецидивных мышей была 
практически одинаковой во всех группах, 
однако облучение АКЭ у мышей по схеме 
40+40 Гр оказалось намного эффективнее 
как по частоте рецидивирования опухоли, 
так и по влиянию на продолжительность 
жизни по сравнению с другими группами.

В настоящее время схемы ПТ опухолей 
в клиниках мало отличаются от традиционной 
pадиотеpапии с суммарной дозой облучения 
40–60 Гр по 2 Гр за фракцию. Преимущества 
ТСПП с баллистической точностью выгруз-
ки дозы в мишень без повреждения окружа-
ющей ткани позволяют увеличить дозу фрак-
ции в несколько раз и развивать новые схемы 
лечения опухолей головы и шеи, устойчивых 
к фотонному излучению, и особенно боль-
ных с плоскоклеточным раком, что требует 
дальнейшего поиска и апробации адекватных 
экспериментальных моделей как опухолей, 
так и трансгенных и нокаутных животных. 
Результаты проведённых экспериментов 
на большой выборке животных демонстри-
руют, что использование солидной АКЭ 
на мышах колонии SHK является удобной, 
стабильной, хорошо воспроизводимой моде-
лью, которая может применяться для тести-
рования режимов гипофpакциониpованного 
облучения протонами.
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The adjuvant properties of nanoparticles derived from a dry birch bark extract were studied. Immunization 
experiments were carried out on mini pigs of the Svetlogorsk population, a human biomodel. Animals 
received two subcutaneous injections of the antigen at a dose of 0.1 mg/kg with an interval of 14 days. 
The addition of an aqueous suspension of nanoparticles to the immunogen samples up to a final concentra-
tion of 0.5 mg/ml led to an increase in the immune response. No side effects were observed. The antibody 
titers in blood sera on the 60th and 90th days from the start of immunization were comparable to those 
obtained under similar conditions using Freund’s adjuvant (1:4000).
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Введение
Разработка новых адъювантов для про-

изводства вакцинных препаратов является 
перспективным направлением современной 
биомедицины. Использование адъювантов 
позволяет уменьшить дозу антигена в вак-
цине, увеличить иммуногенность «слабых» 
антигенов. В последние годы в нашей стра-
не ведётся работа по созданию экспери-
ментальных образцов вакцин для лечения 
и профилактики зависимости от наркоти-
ков опийной группы. Наркотические веще-
ства, используемые для выработки антител 
к опиатам, обладают слабой иммуноген-
ностью. Для усиления иммунного ответа 
в экспериментах на животных в основном 
используется адъювант Фрейнда. Однако 
данный адъювант запрещён к применению 
на людях. По мнению многих исследовате-
лей, наиболее перспективными адъюванта-
ми являются наночастицы (НЧ) в силу того, 
что они эффективно поглощаются анти-
ген-представляющими клетками. Антиген, 
связанный с НЧ, будет направленно погло-
щаться макрофагами, что приведёт к усиле-
нию иммунного ответа. В Российском тех-
нологическом университете из экстракта 
бересты были получены препараты нано-
частиц — САНЧ (сферические аморфные 
наночастицы диаметром около 150 нм), 

запатентованный при разработке противо-
вирусных вакцин [4], а также новый препа-
рат — ПНЧ (палочковидные наночастицы 
размером около 20×800 нм) [3], представ-
ленные на рисунке. В качестве биомодели 
для исследований адъювантных свойств 
таких наночастиц нами были использованы 
мини-свиньи светлогорской популяции [1].

Цель работы — изучить адъювантные 
свойства препаратов наночастиц из экс-
тракта бересты при иммунизации мини-
свиней светлогорской популяции в сравне-
нии с адъювантом Фрейнда.

Материалы и методы
В качестве антигена для выработки ан-

тител использовали 6-гемисукцинильное 
производное морфина — 6-ГСМ, конъюги-
рованное с бычьим сывороточным альбу-
мином (БСА) по ранее описанной методике 
[2]. Оценка иммуногенных свойств наноча-
стиц была осуществлена на мини-свиньях 
светлогорской популяции на базе ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России. Ранее мини-сви-
ньи были использованы нами в качестве 
биомодели для изучения иммунного ответа 
к различным антигенам [1]. Эксперимент 
проводился на 8 поросятах из одного по-
мета (4 самки и 4 самца в возрасте 6 мес.): 
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4 животных иммунизировали антигеном 
6-ГСМ-БСА в дозе 0,1 мг/кг с добавлением 
САНЧ и ПНЧ в пробы антигена до конеч-
ной концентрации 0,5 мг/мл. Для сравнения 
6-ГСМ-БСА вводился в той же дозе с до-
бавлением адъюванта Фрейнда («Sigma»). 
Контрольные животные получали антиген 
без адъюванта. Схема иммунизации вклю-
чала 2 инъекции (в/м и п/к) с интервалом 
14 дней. На протяжении всего периода им-
мунизации у животных измеряли ректаль-
ную температуру и проводили контрольное 
взвешивание.

Титр антител в сыворотке крови живот-
ных определяли на 60-й и 90-й день от на-
чала иммунизации с помощью непрямого 
метода ИФА, используя 2-фенилазо-про-
изводное морфина, конъюгированное с ли-
зоцимом (ФАМ-лиз) в качестве антигена 
на твёрдой фазе. Кроме того, из всех сыво-
роток до и после иммунизации выделялась 
суммарная фракция иммуноглобулинов 
с помощью метода двукратного осаждения 
ПЭГ-6000. 

Концентрацию белка в иммуноглобулин-
ных фракциях выделенных образцов опре-
деляли спектрофотометрически при длине 
волны 280 нм.

Результаты и их обсуждение 
Проверка влияния вводимых адъювантов 

на физиологическое состояние животных 
показала, что побочные эффекты у поросят 
наблюдались лишь при использовании адъ-
юванта Фрейнда — повышение температу-
ры до 40°С, воспаление на месте инъекции, 
а также плохая прибавка в весе в период 
иммунизации (45 дней). При использова-
нии препаратов САНЧ и ПНЧ в качестве 
адъювантов побочных эффектов не наблю-
далось.

Применение адъювантов САНЧ и ПНЧ 
приводило к увеличению содержания им-
муноглобулинов в сыворотках крови так 
же, как и в случае использования адъюван-
та Фрейнда (табл. 1).

Измерение титров антител к морфину 
при проверке на ФАМ-лиз непрямым мето-
дом ИФА на 60-й день от начала иммуниза-
ции показало, что без применения адъюван-
тов специфические антитела присутствуют 
в сыворотках крови в очень низком титре 
(1:250) (табл. 2). Титры специфических 
антител у поросят, иммунизированных ан-
тигеном в смеси с САНЧ и ПНЧ, близки 
к титрам в случае использования адъюван-
та Фрейнда (1:4000). Интересно, что самки, 
иммунизированные антигеном с добавле-
нием наночастиц, показали лучшие резуль-
таты, чем самцы. Через 3 мес. от начала 
иммунизации титры антител сохранялись 
практически на прежнем уровне.

Ранее, при получении первичных антител 
к двум производным морфина на мини-сви-
ньях с использованием адъюванта Фрейнда, 
нами были получены сыворотки с более вы-
сокими титрами (1:25 000). По-видимому, 
на это влияло использование для иммуни-
зации более высоких доз вводимого антиге-
на — от 0,5 до 1 мг/кг. Однако в данном ис-
следовании нами была специально выбрана 
более низкая доза — 0,1 мг/кг, для того, 

Рис. Электронная микрофотография наночастиц 
из экстракта бересты. В препарате видны два вида 
наночастиц: САНЧ и ПНЧ. Негативное контрасти-
рование 1% уранилацетатом (ув. ×250 000).
Fig. An electron micrograph of nanoparticles from 
a birch bark extract. Two types of nanoparticles are vis-
ible in the preparation: spherical amorphous nanoparti-
cles and rod-shaped nanoparticles. Negative contrasting 
with 1% uranyl acetate (magn.×250,000).
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чтобы уловить различия в образовании спе-
цифических антител к производному мор-
фина у животных без применения и с при-
менением различных адъювантов к одному 
и тому же антигену — 6-ГСМ-БСА.

Заключение
Таким образом, проведённые исследо-

вания показывают, что наночастицы, по-
лученные из сухого экстракта бересты, — 
САНЧ и ПНЧ, обладают адъювантными 

Таблица 1. Содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови поросят до и после цикла иммунизации с экспе-
риментальными адъювантами
Table 1. Contents of immunoglobulins in the blood serum of piglets before and after the immunization cycle with 
experimental adjuvants

№ животного, 
пол

Экспериментальный 
адъювант

Содержание 
иммуноглобулинов 

до иммунизации, мг/мл

Содержание иммуноглобу-
линов после иммунизации 

(на 60-е сут.), мг/л

Самцы

931 без адъюванта 17,0 18,0

933 адъювант Фрейнда 17,5 25,8

935 САНЧ 17,3 25,2

937 ПНЧ 17,6 28,8

Самки

948 без адъюванта 17,4 18,6

950 адъювант Фрейнда 18,0 25,3

952 САНЧ 17,4 27,6

954 ПНЧ 17,5 27,9

Таблица 2. Титр специфических антител в сыворотках крови мини-свиней при использовании эксперименталь-
ных адъювантов
Table 2. The titer of specific antibodies in the blood serum of minipigs using experimental adjuvants

№ животного, пол Экспериментальный 
адъювант

Титры антител при проверке в ИФА

на 60-й день от начала 
иммунизации

на 90-й день от начала 
иммунизации

Самцы

931 без адъюванта 1:250 1:500

933 адъювант Фрейнда 1:4000 1:4000

935 САНЧ 1:1000 1:1000

937 ПНЧ 1:2000 1:2000

Самки

948 без адъюванта 1:250 1:500

950 адъювант Фрейнда 1:4000 1:2000

952 САНЧ 1:4000 1:4000

954 ПНЧ 1:4000 1:4000
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свойствами, усиливают иммунный ответ 
аналогично применяемому на животных 
адъюванту Фрейнда и не оказывают нега-
тивного влияния на состояние животных. 
В перспективе наночастицы могут найти 
применение при разработке вакцинных 
препаратов для людей. Однако необхо-

димо проведение дальнейших доклини-
ческих исследований, в частности, с це-
лью подбора оптимальных концентраций 
САНЧ и ПНЧ в сочетании с различными 
вводимыми антигенами при создании фар-
мацевтических композиций вакцинных 
препаратов.
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ВЛИЯНИЕ ЭТИЛТИОБЕНЗИМИДАЗОЛА ФУМАРАТА 
НА ФИЗИЧЕСКУЮ РАБОТОСПОСОБНОСТЬ МЫШЕЙ 

В УСЛОВИЯХ ОДНОВРЕМЕННОГО ГИПОКСИЧЕСКОГО 
И ГИПЕРТЕРМИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ

В.Ц. Болотова*, Ю.Д. Болотина, Е.Б. Шустов
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» 

Минздрава России 
197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А

Проведена оценка влияния этилтиобензимидазола фумарата (ЭТБИФ) на физическую работоспо-
собность мышей-самцов при одновременном воздействии гемической гипоксии и гипертермии 
в тесте вынужденного плавания. Показано, что ЭТБИФ (доза 25 мг/кг) является эффективным сред-
ством, которое повышает физическую работоспособность мышей самцов в условиях не только ги-
поксии или гипертермии, но и комплексного воздействия гипоксии и гипертермии на их организм 
в двухфакторной модели. 
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The effect of ethylthiobenzimidazole fumarate (ETBIF) on physical performance with simultaneous exposure 
to hemic hypoxia and hyperthermia in the forced swim test was assessed. It was shown that ETBIF at a dose 
of 25 mg/kg increases the physical performance of male mice not only under the conditions of hypoxia or hy-
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Введение
Жизнь современного человека сопря-

жена с воздействием разнообразных не-
благоприятных факторов окружающей 
среды. Среди метеоусловий особое место 
занимает температура окружающей среды. 
Кратковременное пребывание в условиях 
гипертермии приводит к метаболическим 
и функциональным изменениям на моле-
кулярном, клеточном и тканевом уровнях 
[5]. Поэтому поиск безопасных и высоко-
эффективных препаратов для поддержания 
физической работоспособности человека 
в неблагоприятных температурных услови-
ях является актуальным.

Целью исследования является изучение 
влияния этилтиобензимидазола фумарата 
(ЭТБИФ) на физическую работоспособ-
ность мышей-самцов в условиях одновре-
менного гипоксического и гипертермиче-
ского воздействия.

Материалы и методы
Исследование проводилось на белых бес-

породных мышах-самцах массой 18–21 г, 
полученных из питомника «Рапполово» 
(Ленинградская обл.) и прошедших 
14-дневный карантин. Содержание 
и обращение с животными в эксперимен-
те соответствовали требованиям приказа 
Минздрава России от 01.04.2016 № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики». Протокол экспери-
мента был одобрен биоэтической комисси-
ей ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России. 
Животные содержались в вентилируемых 
клетках при температуре воздуха 20–22°C, 
относительной влажности 40–60%, свето-
вом режиме 12:12, на обычном пищевом 
рационе со свободным доступом к воде 
и корму. 

Исследования в условиях одновременно-
го воздействия на организм двух неблаго-
приятных факторов проводились по схеме 
двухфакторного дисперсионного анализа. 
В качестве интегрального показателя функ-
ционального состояния и переносимости 
экстремального воздействия нами была вы-
брана способность животных выполнять фи-
зические нагрузки. Эффективность средств 
фармакологической коррекции оценивалась 
по динамике показателя физической рабо-
тоспособности — времени плавания жи-
вотных с грузом в 5% от массы тела в воде: 
для термокомфортных условий — 22–24°C, 
для условий гипертермии — 39–41°C [3]. 
Умеренная интенсивность гипоксического 
воздействия обеспечивалась внутрибрю-
шинным введением метгемоглобинообра-
зователя — нитрита натрия в дозе 50 мг/кг 
[2]. Выполнение плавательной нагрузки осу-
ществлялось через 30 мин после введения 
нитрита натрия. 

В качестве объекта исследования было 
выбрано новое соединение — этилтио-
бензимидазола фумарат (ЭТБИФ), которое 
синтезировано на кафедре органической 
химии СПХФУ. Экспериментально была 
установлена эффективная доза ЭТБИФ, ко-
торая составляет 25 мг/кг. В качестве рефе-
ренсного препарата использовался этилме-
тилгидроксипиридина сукцинат (ЭМГПС) 
(ООО «НПК Фармасофт», Россия), который 
ингибирует свободнорадикальные процес-
сы, активирует энергосинтетические функ-
ции митохондрий, улучшает энергетиче-
ский обмен в клетке, утилизацию глюкозы 
и кислорода [1, 6]. 

В каждую группу было рандомизировано 
по 10 животных. Препараты вводили перо-
рально, мыши контрольной группы получа-
ли очищенную воду в эквиобъёмных коли-
чествах.
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Оценка эффективности средств для кор-
рекции комплексного воздействия гипок-
сического и температурного (гипертермия) 
факторов была проведена по индексу защи-
ты (ИЗ):

где Х — среднегрупповые значения време-
ни плавания животных с грузом, а индек-
сы обозначают соответствующую группу: 
инт — интактную, к — контрольную, пр — 
с применением препарата. 

Статистическая обработка результатов 
исследований осуществлялась методами 
однофакторного (тест ANOVA) и двухфак-
торного дисперсионного анализа в пакете 
статистического анализа данных таблично-
го процессора Excel for Windows. Числовые 
данные, приводимые таблице, представле-
ны в виде: среднее арифметическое ± стан-
дартная ошибка среднего (М±m). Уровень 
доверительной вероятности был задан рав-
ным 95%.

Результаты исследований 
Результаты исследования эффективности 

фармакологической коррекции комплекс-
ного влияния гипоксии и гипертермии 
на функциональное состояние лаборатор-
ных животных представлены в таблице. 

Гемическая гипоксия оказывает умерен-
ное влияние на функциональное состоя-

ние белых мышей, снижая время плавания 
животных (–12%, р=0,39). При сопостав-
лении значений времени плавания живот-
ных контрольной группы при нормотер-
мии и гипертермии выявлено выраженное 
снижение этого показателя под влиянием 
теплового воздействия (–45%, р=1,1×10–4). 
При совместном действии обоих факторов 
наблюдалось выраженное высоко досто-
верное (р=10–4) снижение работоспособно-
сти (–63%, р=2×10–4), практически в 3 раза 
по сравнению с уровнем гипоксического 
воздействия. Двухфакторным дисперси-
онным анализом установлено, что в конт-
рольной группе влияние гипоксии на физи-
ческую работоспособность описывает 10% 
вариативности времени плавания (р=0,016), 
а гипертермия — 65% (р=5×10–6), взаимо-
действие факторов незначимо и недосто-
верно, неконтролируемые факторы имеют 
коэффициент детерминации 0,22.

ЭТБИФ дозозависимо влияет на физи-
ческую работоспособность мышей, значи-
мость фактора дозы для влияния на гипок-
сию составляет 79%, гипертермии — 62%, 
совместного воздействия гипоксии и гипер-
термии — 35%, причем доза 25 мг/кг явля-
ется более активной по всем направлениям 
коррекции. Двухфакторным дисперсион-
ным анализом установлено, что в группе 
с введением ЭТБИФ в дозе 25 мг/кг влия-
ние гипоксии на физическую работоспо-
собность описывает 48% вариативности 
времени плавания (р=2×10–7), а гипертер-
мия — 19% (р=5×10–5), взаимодействие 

Таблица. Длительность вынужденного плавания животных при воздействии гемической гипоксии и гипертер-
мии при введении ЭТБИФ (с), M±m
Table. Forced swim duration in animals with haemic hypoxia and hyperthermia and in response to ETBIF administration, 
M±m, s

Группа
Ситуации исследования

Нормоксия + 
нормотермия

Нормоксия + 
гипертермия

Гипоксия + 
нормотермия

Гипоксия + 
гипертермия

Контроль 1000±88 535±79 888±68 272±53
ЭТБИФ, 25 мг/кг 923±104 651±55 2226±135 602±82
ЭТБИФ, 50 мг/кг 580±115 175±21 1220±133 478±76
ЭМГПС, 25 мг/кг 933±26 733±24 1006±90 548±40
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«Влияние этилтиобензимидазола фумарата на физическую работоспособность мышей в условиях 

одновременного гипоксического и гипертермического воздействия»



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

142 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 139–143 

факторов является значимым (D=0,23; 
p=2×10–5), неконтролируемые факторы 
имеют коэффициент детерминации 0,10.

Введение ЭТБИФ в дозе 25 и 50 мг/кг 
оказывает защитное действие при комби-
нированном воздействии гипоксии и гипер-
термии (индексы защиты равны 0,45 и 0,21 
соответственно), что сопоставимо с эффек-
том референсного препарата (индекс защи-
ты для ЭМГПС в дозе 25 мг/кг равен 0,37).

Обсуждение результатов
Исходя из патогенеза утомления, можно 

полагать, что снижение устойчивости орга-
низма к физическим нагрузкам обусловле-
но дефицитом кислорода в мышечной ткани 
и нарушением обменных процессов. В ходе 
проведенного исследования установлено, 
что экстремальные факторы — гипоксия 
и гипертермия — ухудшают выполнение 
физической работоспособности мышами-
самцами. Введение животным ЭТБИФ спо-
собствовало увеличению физической ак-

тивности мышей. Этот эффект может быть 
связан с уменьшением разобщения окисле-
ния с фосфорилированием, предотвращени-
ем дисфункции митохондрий и активацией 
синтеза митохондриальных белков, повы-
шением активности супероксиддисмутазы 
и снижением уровня ПОЛ [6]. Основной 
эффект фумарата связан с поддержанием 
NADH-фумаратредуктазной реакции, обес-
печивающей в анаэробных условиях обра-
зование сукцината и АТФ [4]. 

Выводы
Этилтиобензимидазола фумарат (доза 

25 мг/кг) повышает физическую работоспо-
собность мышей-самцов как при гемиче-
ской гипоксии, так и гипертермии. В усло-
виях комплексного воздействия гипоксии 
и гипертермии фармакологический про-
филь этилтиобензимидазола фумарата 
(доза 25 мг/кг) сопоставим с действием 
препарата сравнения — мексидолом (доза 
25 мг/кг).
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ВЛИЯНИЕ ЭМПАГЛИФЛОЗИНА НА ТЕЧЕНИЕ 
НЕАЛКОГОЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ БОЛЕЗНИ ПЕЧЕНИ 
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197022, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А

Оценено влияние препарата группы ингибиторов SGLT-2 эмпаглифлозина на биохимическую и ги-
стологическую картину неалкогольной жировой болезни печени у мышей.

Ключевые слова: неалкогольная жировая болезнь печени, эмпаглифлозин, мыши, стеатоз, высоко-
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Введение
За последние годы появились убедитель-

ные данные, указывающие на связь между 
абдоминальным ожирением с воспали-

тельной реакцией, приводящей к инсули-
норезистентности и стеатозу печени [2]. 
Ингибиторы натрий-глюкозного котран-
спортера 2 являются относительно новым 
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классом антидиабетических препаратов, 
повышающих экскрецию глюкозы с мочой, 
назначение которых сопряжено с допол-
нительными благотворными эффектами, 
в т.ч. с потерей массы тела [3] и снижением 
интенсивности воспалительных реакций 
в тканях печени [4]. 

В связи с этим, целью эксперименталь-
ного исследования являлось изучение эф-
фектов эмпаглифлозина на мышиной моде-
ли неалкогольной жировой болезни печени 
(НАЖБП).

Материалы и методы
Эксперимент проведён на 75 мышах-сам-

цах линии C57BL/6 массой тела 20–25 г. 
Животные были разделены на 3 группы 
(по 25 мышей в каждой): интактные живот-
ные; контрольная группа — модель НАЖБП 
+ плацебо (вода очищенная, перорально); мо-
дель НАЖБП + эмпаглифлозин (Джардинс® 
в дозе 2 мг/кг в сутки перорально).

Моделирование неалкогольной жировой 
болезни печени проводили путём исполь-
зования высокожировой диеты и инъекци-
онного введения тетрахлорметана (CCl4). 
Диета включала добавление 21,1% говяжье-
го жира топлёного, 41% d-фруктозы и 1,25% 
холестерина к стандартному корму, а также 
42 г/л d-фруктозы в питьевую воду. CCl4 вво-
дился один раз в неделю внутрибрюшинно 
в дозе 0,32 мг/г массы тела, предваритель-
но растворённый в миндальном масле [1]. 

Длительность экспериментального иссле-
дования составила 20 недель и включала 
две контрольные точки (10-я, 20-я неделя) 
с выведением части животных (10–15%) 
для оценки массы жировых депо и гистоло-
гической картины печени в динамике. 

Результаты и их обсуждение
Через 10 недель моделирования неал-

когольной жировой болезни печени масса 
висцерального и эпидидимального жира 
группы животных, получающей плацебо, 
достоверно превышала значения интакт-
ных животных в 1,5 и 1,2 раза соответст-
венно (p<0,05). При этом в группе, полу-
чающей терапию эмпаглифлозином, масса 
жировых депо не увеличилась и была сопо-
ставима с интактной группой (рис.).

К 20-й неделе исследования масса вис-
церального и эпидидимального жировых 
депо группы плацебо возросла в 2 и 3 раза 
по сравнению с 10-й неделей и превышала 
значения интактной группы в 2,4 и 2 раза 
(p<0,05).

В интактной группе и группе, получа-
ющей лечение эмпаглифлозином, наблю-
далось повышение массы жировых депо 
по сравнению с 10-й неделей, что, вероят-
но, связано с естественным ростом живот-
ных, однако достоверных различий между 
двумя группами выявлено не было.

Гистологически на 10-й неделе исследова-
ния печень контрольной группы животных 
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Рис. Влияние эмпаглифлозина на массу жировых депо лабораторных животных (* — p<0,05).
Fig. Impact of empagliflozin on the mass of fat depots in laboratory animals (* — p <0.05).
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характеризовалась выраженной баллонной 
дистрофией, слабовыраженной жировой 
дистрофией от 5–15% гепатоцитов, мел-
ко-, средне- и крупноочаговыми некрозами, 
а также умеренно выраженным фиброзом 
F2 по шкале METAVIR. К 20-й неделе сте-
пень жировой дистрофии возросла до вы-
раженной (30–40% гепатоцитов), присут-
ствовал тяжёлый фиброз с формированием 
множества септ (F3 по METAVIR). 

Терапия эмпаглифлозином оказала поло-
жительное влияние. К 10-й неделе исследо-
вания наблюдались умеренно выраженная 
баллонная дистрофия, слабо выраженный 
жировой гепатоз от 1 до 5%, умеренно вы-
раженный диффузный и слабо выраженный 
гранулематозный гепатит. К 20-й неделе 
исследования степень воспалительной ре-

акции снизилась до слабо выраженной. 
Распространённость жировой дистрофии 
не изменилась (1–5%).

Выводы
Используемая нами модель НАЖБП пече-

ни приводила к достоверному (p<0,05) по-
вышению массы жировых депо контроль-
ной группы животных на протяжении 
всего экспериментального исследования 
и тяжёлым морфологическим повреждени-
ям ткани печени. 

Использование ингибитора SGLT-2 эм-
паглифлозина не только оказало положи-
тельное влияние на развитие висцераль-
ного ожирения у лабораторных животных, 
но и предупредило ухудшение гистологи-
ческой картины заболевания. 
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ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ ХОЛИНЕРГИЧЕСКИХ МЕХАНИЗМОВ 
В ЭФФЕКТАХ ГАМК НА ЭЛЕКТРИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ 

ТОНКОЙ КИШКИ

Ю.В. Гурман1, Н.С. Тропская1,2,*, Т.С. Попова1

1 ГБУЗ «Научно-исследовательский институт скорой помощи им. Н.В. Склифосовского ДЗМ» 
129090, Российская Федерация, Москва, Большая Сухаревская пл., 3

2 ФГБОУ ВО «Московский авиационный институт  
(национальный исследовательский университет)» 

125993, Российская Федерация, Москва, Волоколамское ш., 4

В экспериментах на 14 крысах изучена роль холинергических механизмов в эффектах ГАМК 
на электрическую активность тонкой кишки в условиях 18-часовой пищевой депривации в хрони-
ческом эксперименте.
Введение ГАМК в дозе 70 мг/кг приводило к стимуляции фазы II (нерегулярной активности) и ис-
чезновению фаз I (покоя) и III (регулярной активности) мигрирующего миоэлектрического комплек-
са (ММК). Основной эффект М-холиноблокатора — атропина (1 мг/кг) проявлялся в исчезнове-
нии фазы III ММК. Введение ГАМК после введения атропина вызывало появление внеочередной 
фазы III ММК, тем самым оказывая растормаживающий эффект на регулярную (пропульсивную) 
активность тонкой кишки.
Таким образом, одним из механизмов действия ГАМК на электрическую активность тонкой кишки 
являются холинергические пути.

Ключевые слова: ГАМК, электрическая активность тонкой кишки, холинергические механизмы
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THE ROLE OF CHOLINERGIC MECHANISMS IN THE EFFECTS 
OF GABA ON THE SMALL BOWEL ELECTRICAL ACTIVITY
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On a sample of 14 rats, the role of cholinergic mechanisms in the effects of GABA on the small bowel 
electrical activity under the conditions of 18-hour food deprivation in a chronic experiment was studied. 
Administration of GABA at a dose of 70 mg/kg resulted in stimulation of phase II (irregular activity) and 
the disappearance of phases I (rest) and III (regular activity) of the migrating myoelectric complex (MMC). 
The main effect of the M-cholinoblockator — atropine (1 mg/kg) was manifested in the disappearance 
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of phase III MMC. The administration of GABA after the administration of atropine caused the appea-
rance of extraordinary phase III MMC, thereby exerting a release effect on the regular (propulsive) activity 
of the small intestine. Therefore, one of the mechanisms of GABA action on the electrical activity of the 
small intestine is cholinergic pathways.
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Введение
Хорошо известно, что γ-аминомасляная 

кислота (ГАМК) является основным тор-
мозным медиатором в ЦНС. К настоящему 
времени установлены различные виды ре-
цепторов ГАМК и их локализация в ЖКТ. 
Распределение ГАМК вдоль ЖКТ в более вы-
соких концентрациях, чем в мозге, у многих 
видов млекопитающих, безусловно, указы-
вает на её важную роль в функционировании 
ЖКТ [3]. Имеются сведения о деполяризую-
щем влиянии ГАМК как на мембраны нейро-
нов кишки, так и энтероцитов. Вместе с тем 
приводятся данные, указывающие на тормоз-
ный эффект ГАМК [1]. Необходимо отметить, 
что большая часть данных была получена 
in vitro, либо in vivo в острых эксперимен-
тах в условиях наркоза. Влияние экзогенной 
ГАМК на моторную функцию тонкой кишки 
связывают со сложным балансом стимулиру-
ющих и ингибиторных эффектов, связанных 
с холинергическими и NO-ергическими ней-
ронами [1, 2].

Цель работы — оценить роль холинер-
гических механизмов в эффектах ГАМК 
на электрическую активность тонкой киш-
ки крыс в условиях пищевой депривации 
в хроническом эксперименте.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 14-ти кры-

сах-самцах популяции линий Вистар массой 

тела 340–390 г в возрасте 12 мес. Протокол 
исследования был одобрен локальным ко-
митетом по биомедицинской этике НИИ 
СП им. Н.В. Склифосовского. 

Все животные содержались в лабора-
тории в контролируемых условиях окру-
жающей среды при температуре 20–24°C 
и влажности 45–65%, с режимом освещён-
ности с 800 до 2000 — свет, с 2000 до 800 — 
сумеречное освещение. Животные имели 
свободный доступ к корму и воде.

До начала экспериментов проводили опе-
рационную подготовку крыс. Под наркозом 
проводили срединную лапаротомию. В то-
щую кишку в 5 см от связки Трейтца уста-
навливали зонд для энтерального введения 
растворов. Три монополярных электрода 
имплантировали в серозно-мышечный 
слой тощей кишки на расстоянии 10, 15 
и 20 см от связки Трейтца. Дополнительно 
в мышечный слой брюшной стенки вжив-
ляли референтный электрод. Зонд и про-
вода электродов с помощью специальных 
игл-проводников выводили из брюшной по-
лости через мягкие ткани брюшной стенки 
и тазовой области под кожей хвоста нару-
жу. Брюшную полость послойно ушивали 
наглухо. Каждую крысу размещали в ин-
дивидуальной экспериментальной клетке. 
Эксперименты выполняли через 7 дней по-
сле вживления электродов и зонда. После 
18-часовой пищевой депривации проводи-
ли регистрацию электрической активно-
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сти трёх участков тонкой кишки в течение 
60 мин (фон). Затем в первой серии в по-
лость тощей кишки вводили 1 мл ГАМК 
в дозе 70 мг/кг. Во второй серии — 1 мл 
атропина в дозе 1 мг/кг. В третьей серии 
через 10 мин после введения атропина 
вводили ГАМК. После введения препа-
ратов продолжали регистрацию 120 мин. 
Для статистического анализа использова-
ли непараметрические критерии. Данные 
представляли в виде медианы и перценти-
лей — Ме (25;75)%.

Результаты исследований
У всех животных в фоновых записях 

наблюдался мигрирующий миоэлектриче-
ский комплекс (ММК) — основной маркер 
электрической активности тонкой кишки 
в норме. 

Фаза I (покоя) составляла 37 (30;46)%, 
фаза II (нерегулярной, непропульсивной) 
активности — 36 (33;39)%, фаза III (ре-
гулярной, пропульсивной) активности — 
24 (18;30)% от периода ММК.

В 1-й серии экспериментов после вве-
дения в полость кишки ГАМК происходи-
ло изменение в структуре ММК. Эффект 
ГАМК начинался с 4–5 мин после её вве-
дения. Наблюдалось разрушение ММК 
с исчезновением фаз I и III. Нерегулярная 

фаза II регистрировалась на протяжении 
32 (26;34) мин. 

Во 2-й серии экспериментов после введе-
ния атропина через 2–3 мин наблюдалось 
исчезновение регулярной, пропульсив-
ной активности тонкой кишки (фазы III). 
На протяжении 14 (14;16) мин регистри-
ровались фаза покоя и фаза нерегулярной 
непропульсивной активности в соотноше-
нии 45 (30;64)% — фаза I, 55 (37;100)% — 
фаза II. 

В 3-й серии экспериментов введение 
атропина также как и во 2-й серии приво-
дило к исчезновению фазы III. Введение 
ГАМК на фоне атропина через 5 (4;6) мин 
вызывало появление внеочередной фазы III 
ММК, тем самым оказывая растормажи-
вающий эффект на пропульсивную актив-
ность тонкой кишки.

Выводы
1. При пищевой депривации введе-

ние ГАМК оказывает тормозный эффект 
на пропульсивную активность, но стиму-
лирующий эффект на непропульсивную ак-
тивность тонкой кишки.

2. На фоне блокады М-холинорецепторов 
введение ГАМК вызывает кратковремен-
ную стимуляцию пропульсивной активно-
сти тонкой кишки.
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 
ВЕЩЕСТВ БУРЫХ ВОДОРОСЛЕЙ НА СТОЙКОСТЬ 

ЭРИТРОЦИТАРНЫХ МЕМБРАН

М.В. Мельникова*, Е.Б. Шустов, Л.Г. Кубарская, А.В. Бельская, А.А. Бондаренко, 
А.С. Мелехова, Е.П. Подольская, К.А. Краснов

ФГБУ «Научно-клинический центр токсикологии имени академика С.Н. Голикова ФМБА России» 
192019, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Бехтерева, 1

При исследовании различных режимов введения лабораторным животным установлены дозы и дли-
тельность введения, при которых комплексы биологически активных веществ (БАВ) водорослей 
F. vesiculosus и S. latissima проявляют умеренную цитопротекторную активность (15 и 30 мг/кг для 
S. latissima, 60 и 120 мг/кг для F. vesiculosus; трёхдневное введение). Для комплекса БАВ F. vesiculosus 
характерна более высокая в сравнении с комплексом БАВ S. latissima активность в отношении осмо-
тической резистентности эритроцитов, в то время как комплекс БАВ ламинарии характеризовался 
более высокой активностью в отношении перекисной резистентности эритроцитов. Указанные осо-
бенности подчёркивают целесообразность совместного применения этих экстрактов. При трёхднев-
ном совместном введении комплексов БАВ F. vesiculosus и S. latissima в дозах 60 и 15 мг/кг соответ-
ственно была определена высокая мембранопротекторная и антиоксидантная активность. Однако 
увеличение дозы или длительности введения снижает степень положительного влияния комплексов 
БАВ на стойкость эритроцитарных мембран.

Ключевые слова: эритроциты, гемолиз, мембранопротекторные свойства, антиоксидантная актив-
ность, биологически активные вещества, бурые водоросли
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EFFECTS OF BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES 
FROM BROWN ALGAE ON THE RESISTANCE 

OF ERYTHROCYTE MEMBRANES

Margarita V. Melnikova*, Evgeniy B. Shustov, Larisa G. Kubarskaya, Alisa V. Belskaya, 
Anastasiya A. Bondarenko, Aleksandra S. Melekhova, Ekaterina P. Podolskaya, 

Konstantin A. Krasnov
Golikov Research Clinical Center of Toxicology of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

192019, Russian Federation, Saint Petersburg, Bekhtereva Str., 1

A study of different modes of administration of bioactive substances (BAS) of algae F. vesiculosus and 
S. latissima to laboratory animals allowed the authors to establish the doses and duration of administration, 
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at which the complexes under study show moderate cytoprotective activity (15 and 30 mg/kg for S. latissi-
ma, 60 and 120 mg/kg for F. vesiculosus; three-day administration). It was found that the complex of BAS 
F. vesiculosus is characterized by a higher activity with respect to erythrocyte osmotic resistance compared 
to the complex of BAS S. latissima. At the same time, the complex of BAS laminaria is characterized 
by a higher activity with respect to erythrocyte peroxide resistance. The above features emphasize the 
feasibility of combined use of these extracts. At three-day combined administration of complexes of BAS 
F. vesiculosus and S. latissima at doses of 60 and 15 mg/kg, respectively, their high membrane-protective 
and antioxidant activity was determined. However, a higher dose or longer administration of the BAS com-
plexes negatively affects the resistance of erythrocyte membranes.
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Введение
Биологическая активность многих сое-

динений зависит от их способности вли-
ять на регуляцию процессов перекисного 
окисления липидов, а также воздейство-
вать на структурное состояние клеточных 
мембран. Модельной биологической сис-
темой исследования механизмов развития 
окислительных повреждений клеточных 
мембран являются эритроциты крови [2]. 
Эритроциты чувствительны к оксидатив-
ным повреждениям вследствие значи-
тельного содержания полиненасыщенных 
жирных кислот в липидах мембран и на-
личия гемоглобина, являющегося потен-
циальным промотором окислительных 
процессов. В связи с этим для оценки 
мембранопротекторного действия иссле-
дуемых стандартизированных по содер-
жанию маркерного каротиноида фукок-
сантина экстрактов бурых водорослей 
Белого моря были изучены показатели, 
характеризующие стойкость эритроци-
тарных мембран.

Материалы и методы
В работе были использованы белые 

беспородные крысы-самцы возрастом 
3 мес. массой 200–220 г, источник по-
лучения — питомник «Рапполово», 
Ленинградская обл. Продолжительность 
карантина составила 14 дней. Животных 
содержали в стандартных условиях в со-
ответствии с правилами, утверждёнными 
постановлением главного государствен-
ного санитарного врача РФ от 29.08.2014 
№ 51 об утверждении СП 2.2.1.3218-14 
«Санитарно-эпидемиологические требова-
ния к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)». Протокол исследова-
ния был одобрен биоэтической комисси-
ей ФГБУ НКЦТ им. С.Н. Голикова ФМБА 
России.

Выделение комплексов биологически 
активных веществ (БАВ) из водорослей 
F. vesiculosus и S. latissima осуществля-
ли по оригинальной методике, разрабо-
танной в ФГБУ НКЦТ им. С.Н. Голикова 
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ФМБА России [3]. Исследуемые образцы 
комплексов БАВ водорослей вводили вну-
трижелудочно с помощью зонда в течение 
3 и 28 дней. Забор крови осуществлялся 
на 4-й и 29-й дни после начала введения. 
В исследовании использовались 3 уровня 
доз (половинная, однократная и пятикрат-
ная), рассчитанные исходя из процентного 
содержания фукоксантина в комплексах 
БАВ F. vesiculosus и S. latissima, 1 и 4% со-
ответственно.

Перекисную и осмотическую резистент-
ность эритроцитов определяли, модифи-
цировав способ, описанный в работе [1]. 
Эритроциты двукратно отмывали в физ. 
р-ре, готовили 3 экспериментальные про-
бы. Для этого к 5% суспензии эритроцитов 
добавляли: 0,068% перекись водорода, ди-
стиллированную воду с добавкой буфера, 
забуференный физ. р-р. На последнем этапе 
в каждую из проб добавляли 0,2% р-ра ази-
да натрия. Затем пробы инкубировали 1 ч 
при температуре 37°C и центрифугировали 
10 мин при 2000 g, надосадочную жидкость 
добавляли к трансформирующему раствору 
и определяли величину оптической плотно-
сти E541 спектрофотометрически.

Результаты и их обсуждение
Спонтанный гемолиз эритроцитов — 

это маркер их повреждения токсическими 
или иными неблагоприятными воздействи-
ями на организм животного. Осмотическая 
резистентность эритроцитов обратно про-
порциональна уровню гемолиза, вызванно-
го инкубацией эритроцитов в дистиллиро-
ванной воде с добавкой буфера. Показатель 
осмотической резистентности (ПОР) опре-
деляет интегральную устойчивость эритро-
цитарных мембран к повреждению, выз-
ванному градиентом осмотически активных 
веществ, и может отражать активность энер-
гопродуцирующих механизмов клетки.

В ходе работы установлено, что только 
экстракт фукуса в дозе 120 мг/кг повышал 
осмотическую резистентность эритроцитов, 

что может отражать его влияние на энерго-
зависимые механизмы ионного транспорта 
и проявлять мембранопротекторное дей-
ствие. Более низкие дозы комплексов БАВ 
не оказывали статистически достоверного 
положительного влияния на этот показатель. 
Длительное введение обоих экстрактов в пя-
тикратной дозе снижало осмотическую ре-
зистентность эритроцитов.

Перекисная резистентность эритроци-
тов (ПРЭ) на организменном уровне может 
отражать устойчивость к оксидативному 
стрессу. Её уровень определяется балан-
сом прооксидантных и антиоксидантных 
факторов, воздействующих на мембраны 
эритроцитов, соотношением насыщенных 
и ненасыщенных жирных кислот в фосфо-
липидном бислое мембран, количеством 
макроэргических фосфатных связей, под-
держивающих заряд клеточной мембраны 
и доступность мест свободнорадикального 
окисления липидов к воздействию актив-
ных форм кислорода.

Комплекс БАВ ламинарии содержит 
в своём составе липотропные компоненты, 
способные встраиваться в фосфолипидный 
бислой мембран эритроцитов и повышать 
её устойчивость к перекисному окисле-
нию, что проявляется повышением ПРЭ 
в дозе 15 мг/кг при трёхдневном введении. 
Длительное введение в пятикратной дозе 
снижало ПРЭ практически в 2 раза для обо-
их экстрактов.

Интегральный показатель — стойкость 
мембран эритроцитов (СМЭ) — объеди-
няет влияние на два показателя (осмоти-
ческую и перекисную резистентность), 
корреляционный анализ выявляет нали-
чие взаимодействия только с перекисной 
резистентностью (r=0,44), что отражает 
несколько больший вклад этого показате-
ля. Корреляционные связи между осмо-
тической резистентностью и перекисной 
отсутствуют (r=–0,16), что требует анали-
зировать эти показатели как независимые 
(самостоятельные).

М.В. Мельникова, Е.Б. Шустов, Л.Г. Кубарская, А.В. Бельская,  
А.А. Бондаренко, А.С. Мелехова, Е.П. Подольская, К.А. Краснов
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Выводы
Комплекс БАВ F. vesiculosus в дозе 

120 мг/кг способен повышать осмотиче-
скую резистентность эритроцитов, что мо-
жет отражать его влияние на уровень АТФ-
зависимых процессов поддержания 
градиентов осмотически активных веществ 
в живой клетке. Комплекс БАВ S. latissima 
в дозе 15 мг/кг при курсовом введении спо-
собен повышать уровень перекисной рези-
стентности эритроцитов, что отражает спо-

собность его компонентов накапливаться 
в клеточных мембранах и препятствовать 
в них активному протеканию процессов 
свободнорадикального окисления липидов, 
ведущих к нарушениям целостной струк-
туры и функции эритроцитарных мем-
бран. Определена высокая мембранопро-
текторная и антиоксидантная активность 
при совместном введении в течение 3 дней 
комплексов БАВ F. vesiculosus и S. latissima 
в дозах 60 и 15 мг/кг соответственно.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ФАРМАКОКИНЕТИКА 
ЛЕКАРСТВЕННОГО СОЕДИНЕНИЯ ГЗК-111, ОБЛАДАЮЩЕГО 

НЕЙРОПРОТЕКТОРНОЙ АКТИВНОСТЬЮ

А.Л. Подолько, П.О. Бочков*, Р.В. Шевченко, А.А. Литвин,  
Г.Б. Колыванов, В.П. Жердев
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Изучена фармакокинетика лекарственного соединения, обладающего нейропротекторной активно-
стью, — этилового эфира N-фенилацетил-глицил-L-пролина и его метаболита цикло-L-пролилгли-
цина в плазме крови крыс после однократного внутривенного введения в дозе 20 мг/кг. Установ-
лено, что метаболит вдвое дольше циркулирует в системном кровотоке животных по сравнению 
с этиловым эфиром N-фенилацетил-глицил-L-пролина, а его концентрации в плазме крови были 
в 50–70 раз выше концентраций исходного соединения.
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We studied the pharmacokinetics of a drug preparation, ethyl ester of N-phenylacetyl-glycyl-L-proline, ex-
hibiting neuroprotective activity and its metabolite cyclo-L-prolylglycine in rat blood plasma after a single 
intravenous administration at a dose of 20 mg/kg. The metabolite was found to circulate in the systemic 
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Введение
Перспективными нейропротекторами, 

обладающими низкой иммуногенностью 
и высокой физиологической активностью, 
являются пептиды [2]. Исходя из структуры 
их разделяют на две группы: полипептид-
ные комплексы, выделенные из мозга круп-
ного рогатого скота или свиней, и короткие 
синтетические пептиды [5]. Класс корот-
ких синтетических пептидов представляет 
особый интерес благодаря отсутствию по-
бочных эффектов и токсичности, а также 
низкой дозировке действующего вещества 
по сравнению с олигопептидами [3, 6].

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова» синтезируются и иссле-
дуются различные аналоги природных 
нейропептидов. Так, например, сконстру-
ирован линейный, замещённый этиловый 
эфир N-фенилацетил-глицил-L-пролина 
(ГЗК-111), строение которого предполага-
ет возможность превращения его в биоло-
гических средах в цикло-L-пролилглицин 
(ЦПГ). В опытах in vitro показано, что ГЗК-
111 в плазме крови крыс превращается 
в ЦПГ и проявляет весь спектр фармаколо-
гической активности, характерный для по-
следнего [1, 2, 4]. 

Целью работы являлось изучение экс-
периментальной фармакокинетики нового 
оригинального соединения ГЗК-111, обла-

дающего нейропротекторной активностью, 
а также его метаболита ЦПГ после одно-
кратного внутривенного введения в экспе-
риментах на крысах.

Материалы и методы
В работе использовали субстанции, син-

тезированные в ФГБНУ «НИИ фармако-
логии им. В.В. Закусова»: этиловый эфир 
N-фенилацетил-глицил-L-пролина (рис. 1а) 
и цикло-L-пролилглицин (рис. 1б).

Исследование проведено на половозре-
лых беспородных крысах-самцах массой 
тела 180–220 г. Животные содержались 
в лабораторном виварии при 20–22°С, от-
носительной влажности воздуха 45–65%, 
имели постоянный доступ к корму и воде. 
Эксперименты проводили в соответствии 
с решением Совета Евразийской экономи-
ческой комиссии от 3 ноября 2016 г. № 81 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики Евразийского эконо-
мического союза в сфере обращения лекар-
ственных средств».

Изучение фармакокинетики ГЗК-111 
в плазме крови крыс проводили после вну-
тривенного (в/в) введения раствора фарма-
цевтической субстанции в дозе 20 мг/кг в воде 
дистиллированной с добавлением 1 капли 
твина-80. Содержание ГЗК-111 и ЦПГ опре-
деляли в плазме крови до введения исследу-
емого вещества (контроль) и через 0,08; 0,25; 

 
    а   б
Рис. 1. Структурная формула ГЗК-111 (а) и ЦПГ (б).
Fig. 1. Skeletal formula of GZK-111 (a) and CPG (б).
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0,5; 1; 2; 3 и 4 ч после введения. Образцы кро-
ви крыс получали после декапитации живот-
ных. На каждую дискретную точку приходи-
лось по 5 животных.

Количественное определение соединений 
ЦПГ и ГЗК-111 в плазме крови проводили 
с использованием совмещённой системы 
высокоэффективного жидкостного хрома-
тографа Ultimate 3000 («Thermo Scientific», 
США), с масс-селективным детектором 
типа тройной квадруполь модели TSQ Altis 
(«Thermo Scientific», США).

Результаты и их обсуждение
Фармакокинетические кривые ГЗК-111 

и ЦПГ в плазме крови крыс после од-
нократного в/в введения ГЗК-111 в дозе 
20 мг/кг представлены на рис. 2. Поскольку 
на каждую временную точку приходилось 
по 5 животных, результирующая кривая 
построена по усреднённым концентраци-
ям. Следует отметить, что в анализируемых 
пробах исследуемое вещество определя-
лось в крайне незначительных количествах. 
Из рисунка видно, что ГЗК-111 быстро вы-

водится из плазмы крови животных и к 2 ч 
после начала эксперимента только у одного 
животного из пяти удалось достоверно из-
мерить концентрацию нейропротектора.

Учитывая, что по своей структуре ГЗК-
111 относится к группе коротких пептидов, 
можно предположить, что это вещество 
должно подвергаться интенсивной био-
трансформации. Однако период полуэли-
минации (t1/2el) неизменённого вещества 
составил 0,7 ч, поэтому ГЗК-111 можно от-
нести к группе «долгоживущих» дипептид-
ных веществ. Такие фармакокинетические 
параметры, как t1/2el и среднее время удер-
живания вещества в организме (MRT — 
0,8 ч), указывают на достаточно долгое 
нахождение исследуемого вещества в сис-
темном кровотоке животных. Кажущаяся 
максимальная концентрация (С0) в плазме 
крови составила 0,26 нг/мл. 

При проведении хромато-масс-спектро-
метрического анализа в образцах плазмы 
крови крыс обнаружено вещество, соот-
ветствующее предполагаемому метаболи-
ту цикло-L-пролилглицину с отношением 

Рис. 2. Усреднённые фармакокинетические кривые ГЗК-111 и ЦПГ в плазме крови крыс после однократного 
внутривенного введения в дозе 20 мг/кг.
Fig. 2. Average pharmacokinetic curves of GZK-111 and CPH in rat blood plasma after a single intravenous injection 
at a dose of 20 mg/kg.
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массы к заряду m/z=155. Из рис. 2 видно, 
что ЦПГ детектировался на всём протя-
жении эксперимента, и его концентрации 
в плазме крови были в 50–70 раз выше 
концентраций исходного соединения. 
Метаболит достигает максимальных зна-
чений через 0,25 ч после введения ГЗК-
111. При этом максимальная концентра-
ция в плазме крови составила 27,93 нг/мл. 
Величина t1/2 метаболита составила 1,4 ч, 
что в два раза больше, чем для неизменён-
ного соединения. Подтверждением более 
длительного пребывания ЦПГ в системном 
кровотоке и, следовательно, в органе-ми-

шени является значение MRT метаболита, 
равное 2,1 ч. 

Выводы
Изучена фармакокинетика нового, ориги-

нального нейропротекторного лекарствен-
ного соединения ГЗК-111 и его метаболита 
ЦПГ в плазме крови крыс после одно-
кратного внутривенного введения в дозе 
20 мг/кг. Определены основные фармако-
кинетические параметры. Установлено, 
что метаболит определяется в значительно 
больших количествах и вдвое дольше цир-
кулирует в системном кровотоке животных.
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Проведена оценка влияния нового хромонсодержащего производного аллилморфолина (E)-4-[1-(8-
бром-6-метил-4-оксо-4Н-хромен-3-ил)-4-метилпент-1-ен-3-ил]морфолин-4-ия хлорида на поведе-
ние рыб Danio rerio в тесте «Новый аквариум». На основании наблюдаемых изменений в поведении 
рыб установлено наличие у исследуемого соединения седативной активности. 
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A new chromone-containing allylmorpholine derivative, (E)-4-[1-(8-bromo-6-methyl-4-oxo-4H-chromen-
3-yl)-4-methylpent-1-en-3-yl]morpholin-4-ium chloride, was screened for behavioral effects in zebrafish 
Danio rerio using the novel tank diving test. Based on the observed alterations in behavior, the compound 
was confirmed to exert a sedative effect in zebrafish.
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Введение
Антихолинэстеразные средства и анта-

гонисты рецепторов N-метил-D-аспартата 
(NMDA) являются широко используемыми 
в неврологической практике препаратами. 
Для ряда хромонсодержащих производных 
аллилморфолина (ПАМ) in vitro показана 
блокирующая активность в отношении фер-
ментов ацетилхолинэстеразы и бутирилхо-
линэстеразы, а также NMDA-рецепторов 
[1]. В связи с этим ПАМ представляют 
интерес в качестве потенциальных нейро-
протекторных средств, однако особенности 
их фармакологической активности требуют 
дальнейшего изучения in vivo. 

Целью исследования стала оценка влия-
ния нового ПАМ (E)-4-[1-(8-бром-6-метил-
4-оксо-4Н-хромен-3-ил)-4-метилпент-1-ен-
3-ил]морфолин-4-ия хлорида на поведение 
рыб Danio rerio в тесте «Новый аквариум».

Материалы и методы
Исследование выполнено на 64 взрослых 

нелинейных рыбах Danio rerio в возрасте 
5–7 мес., соотношение полов — 1:1, ран-
домизированных на 4 группы по 16 особей.

Оценку активности исследуемого соеди-
нения проводили при помощи теста «Новый 
аквариум» по описанной ранее методике 
[3]. Непосредственно перед тестированием 
каждую рыбу помещали на 20 мин в пла-
стиковый контейнер, заполненный до объ-
ёма 0,5 л водой (контрольная группа) либо 
раствором испытуемого вещества с концен-
трацией 1, 10 или 100 мг/л (опытные груп-
пы 1, 2 и 3 соответственно).

Запись движения рыб в новом аквариуме 
вели в течение 5 мин при помощи видео-
камеры («Canyon», КНР). Анализ получен-
ных видеозаписей проводили с использова-

нием программы EthoVision XT 11 («Noldus 
Information Technology», Нидерланды). 
Для каждой рыбы оценивали проплытую 
дистанцию (см); среднюю и максимальную 
скорость движения (см/с); время, проведён-
ное в неподвижном состоянии (с); время, 
проведённое в верхней части аквариума (с); 
число переходов из нижней части аквариу-
ма в верхнюю и латентность первого такого 
перехода (с) [2].

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием про-
граммы GraphPad Prism 8.0 («GraphPad», 
США). Числовые данные, приведённые 
на графиках, представлены в виде средних 
арифметических; планки погрешностей от-
ражают стандартные ошибки средних.

Результаты исследований
Исследуемое ПАМ (рис. 1) в концентра-

циях 10 и 100 мг/л значительно уменьшало 
проплытую рыбами дистанцию и среднюю 
скорость передвижения (p<0,01 во всех 
случаях). При этом выраженность эффек-
та, полученного при использовании кон-
центрации 100 мг/л, превышала таковую 
для концентрации 10 мг/л (p<0,01). В выс-
шей использованной концентрации иссле-
дуемое ПАМ также значительно снижало 
максимальную скорость движения рыб 
и время, проведённое ими в неподвиж-
ном состоянии (p<0,05 в обоих случаях) 
(рис. 2).

Выводы
Хромонсодержащее производное ал-

лилморфолина (E)-4-[1-(8-бром-6-метил-
4-оксо-4Н-хромен-3-ил)-4-метилпент-1-
ен-3-ил]морфолин-4-ия хлорид обладает 
седативной активностью у рыб Danio rerio 
в тесте «Новый аквариум».
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Рис. 1. Структурная формула исследуемого производного аллилморфолина.
Fig. 1. Structural formula of the studied allylmorpholine derivative.

Рис. 2. Влияние исследуемого соединения на поведение Danio rerio; * — p<0,05; ** — p<0,01.
Fig. 2. Effects of the studied compound on zebrafish behavior; * — p<0.05; ** — p<0.01.
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В экспериментах на 55 крысах оценено влияние янтарной кислоты на морфофункциональное состо-
яние печени и метаболизма при экспериментальном циррозе печени, вызванном длительным введе-
нием (в течение трёх недель) ацетаминофена в сочетании с высокожировой диетой. 
Ежедневное введение янтарной кислоты в дозе 50 мг/кг на протяжении 2 недель приводило к раз-
решению холестатического синдрома, восстановлению показателей пигментного обмена, а также 
нормализации цитоархитектоники печени.
Таким образом, янтарная кислота как основа сукцинатсодержащих препаратов является эффектив-
ным гепатопротектором в метаболическом лечении цирроза печени.
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In experiments on 55 rats, the effect of the administration of succinic acid on the morpho-functional state 
of the liver and metabolism in experimental liver cirrhosis caused by prolonged administration (within 
3 weeks) of acetaminophen in combination with a high-fat diet was evaluated. Daily administration of suc-
cinic acid at a dose of 50 mg/kg for 2 weeks led to the disappearance of cholestatic syndrome, restoration 
of pigment metabolism parameters, and normalization of liver cytoarchitectonics. Thus, succinic acid as a 
basis for succinate-containing drugs is an effective hepatoprotector in the metabolic treatment of liver 
cirrhosis.
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Введение
В последнее десятилетие усилился ин-

терес врачей и исследователей к группе 
антигипоксантов/антиоксидантов, кото-
рые используются с целью коррекции 
патогенетически значимых нарушений 
метаболизма гепатоцитов при пораже-
ниях печени различного генеза. Общим 
для сукцинатсодержащих гепатопротекто-
ров является присутствие янтарной кисло-
ты (ЯК) как промежуточного продукта ци-
кла Кребса. В физиологических условиях 
ЯК диссоциирована, поэтому название её 
аниона — «сукцинат» — часто применяют 
как синоним термина «янтарная кислота». 
ЯК является универсальным промежуточ-
ным метаболитом, окисляется сукцинат-
дегидрогеназой, что приводит к ресинтезу 
АТФ, который необходим для нормально-
го функционирования клеток [3]. Главные 
преимущества ЯК перед другими мета-
болическими субстратами особенно зна-
чимыми становятся в условиях гипоксии, 
на начальных этапах которой продукция 
эндогенного субстрата и скорость его окис-
ления возрастают. При декомпенсации эн-
догенной продукции ЯК наступает актива-
ция анаэробного гликолиза. В этот момент 

и до наступления необратимых биохимиче-
ских повреждений восстановление процес-
сов энергообмена начинает зависеть от эк-
зогенно поступающей ЯК [1].

Целью работы явилось изучение вли-
яния экзогенной ЯК на морфофункцио-
нальные изменения печени и метаболизма 
при экспериментальном циррозе.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 55 крысах-

самцах популяции линий Вистар массой 
тела 400–450 г в возрасте 12 мес. Протокол 
исследования был одобрен локальным ко-
митетом по биомедицинской этике НИИ 
СП им. Н.В. Склифосовского. 

Крысы адаптировались в течение 1 мес. 
в виварии. Все животные содержались 
в лаборатории в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре 20–
24°C и влажности 45–65%, режим освещён-
ности: с 800 до 2000 — свет, с 2000 до 800 — су-
меречное освещение.

В качестве стандартной диеты ис-
пользовали изокалорическую смесь 
для энтерального питания «Нутризон», 
содержащую 16% белка, 49% углеводов 
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и 35% жиров. Моделирование цирро-
за печени (ЦП) осуществляли введением 
ацетаминофена на фоне высокожировой 
диеты [2]. Ацетаминофен вводился живот-
ным в течение 21-го дня внутрижелудоч-
но перед утренним кормлением в суточ-
ной дозе 500 мг/кг. К стандартной диете 
было добавлено кукурузное масло в дозе 
2,1 мл/сут., что соответствовало дополне-
нию к основному рациону 40% жира от об-
щей суточной калорийности. Кукурузное 
масло вводили внутрижелудочно через 3 ч 
после введения ацетаминофена.

Было проведено две серии эксперимен-
тов. В 1-й серии изучали биохимические 
маркеры функционального состояния пече-
ни и метаболизма при экспериментальном 
ЦП. Исследовано две группы животных. 
В первой группе (интактная, n=14) живот-
ных в течение 21-го дня кормили стандарт-
ной диетой. Во второй группе (модель ЦП, 
n=8) животных кормили в течение 21-го дня 
стандартной диетой, а также вводили аце-
таминофен в сочетании с кукурузным ма-
слом. По окончании экспериментов произ-
водили взятие крови и образцов материала 
из левой боковой доли печени. Во 2-й се-
рии оценивалось влияние введения ЯК 
на эффективность коррекции морфофунк-
циональных и метаболических нарушений 
при экспериментальном ЦП. Исследовано 
две группы животных. В первой группе 
(конт рольная — «самовосстановление», 
n=11) животных в течение 21-го дня кор-
мили стандартной диетой, а также вводили 
ацетаминофен в сочетании с кукурузным 
маслом. Затем, в течение последующих 
14-ти дней, животных переводили на стан-
дартную диету. Во второй группе (опыт-
ная — коррекция ЯК, n=12) животных 
в течение 21-го дня кормили стандартной 
диетой, а также вводили ацетаминофен 
в сочетании с кукурузным маслом. Затем 
в течение последующих 14-ти дней перево-
дили на стандартную диету с ежедневным 

пероральным введением ЯК в дозе 50 мг/кг. 
По окончании экспериментов у животных 
забирали пробы крови и образцы материала 
из левой боковой доли печени.

Определение биохимических марке-
ров функционального состояния печени 
и метаболизма осуществлялось на биохи-
мическом анализаторе Olympus AU2700 
(«Beckman Coulter», США). Для гистоло-
гического анализа материал фиксировали 
12% нейтральным формалином, парафи-
новые срезы толщиной 7 мкм, а окраши-
вание проводили гематоксилин-эозином 
и трихром Маллори. Срезы просматривали 
на микроскопе Биомед-2 с применением 
цифровой фотокамеры с архивацией изо-
бражений.

Статистическая обработка данных прово-
дилась с помощью программы Statistica 6.0. 
В связи с тем, что значения показателей 
во всех группах не имели нормального 
характера распределения, данные пред-
ставляли как медиану и перцентили — 
Ме (25;75) %. Для оценки различий между 
независимыми группами по уровню коли-
чественного признака использовали крите-
рий Манна — Уитни. Статистически значи-
мыми считались значения с p<0,05.

Результаты исследований
В 1-й серии экспериментов, по данным 

гистологического анализа, установлено, 
что через 3 недели после моделирования 
ЦП у животных наблюдалась дезоргани-
зация пластинчатого строения в области 
триады печени, в портальной зоне иници-
ировалось разрастание соединительной 
ткани. В целом наблюдалось нарушение 
макро- и микроархитектоники печени с раз-
витием дистрофии, гиперплазии и форми-
рованием очагового биллиарного цирро-
за. При анализе основных показателей 
в крови животных наблюдалось статисти-
чески значимое повышение по сравнению 
с интактными животными уровня АЛТ 
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(187 (90;287) Ед./л против 34 (27;42) Ед./л), 
щелочной фосфатазы (379 (267;473) Ед./л 
против 132 (116;153) Ед./л), общего би-
лирубина (4,9 (4,1;7,8) мкмоль/л против 
1,5 (1,4;1,6) мкмоль/л), желчных кислот 
(51 (44;63) против 18 (15;26) мкмоль/л).

Во 2-й серии экспериментов в контроль-
ной группе (через 2 недели после перевода 
животных на стандартную диету) сохра-
нялась дезорганизация структур печени, 
выявлялись очаги деструкции с участ-
ками реактивной перестройки в дольках 
печени. В анализах крови было выявле-
но снижение значений АЛТ до уровня 
интактных животных — 38 (32;47) Ед/л 
(p>0,05). При этом сохранялись повышен-
ные уровни щелочной фосфатазы, общего 
билирубина и желчных кислот. В опытной 
группе введение ЯК в течение 2 недель 
приводило к усилению функциональной 
активности печени, увеличению количест-
ва фиксированных макрофагов и раскры-
тых желчных протоков и капилляров. 
При анализе основных показателей кро-
ви наблюдалась нормализация не только 
уровня АЛТ — 30 (27;38) Ед./л, но и ще-
лочной фосфатазы — 160 (132;279) Ед./л, 
восстановление уровня желчных кис-
лот — 28 (22;56) мкмоль/л и общего били-

рубина — 3,0 (3,0;3,3) мкмоль/л до уровня 
интактных животных.

Выводы
1. При экспериментальном ЦП выявле-

ны выраженные изменения метаболизма, 
развитие цитолитического синдрома, хо-
лестаза, значительные нарушения функци-
онального состояния гепатоцитов с повре-
ждением внешних мембран клеток печени, 
приводящим к массивному некрозу гепато-
цитов. 

2. После отмены ацетаминофена и вы-
сокожировой диеты и с переводом живот-
ных на стандартный рацион через 2 недели 
наблюдалось разрешение цитолитического 
синдрома, однако сохранялись выражен-
ные нарушения цитоархитектоники печени 
и пигментного обмена с признаками холе-
стаза. 

3. Введение ЯК на протяжении 2 недель 
приводило к разрешению холестатическо-
го синдрома, восстановлению показателей 
пигментного обмена, а также к нормализа-
ции цитоархитектоники печени.

4. Таким образом, ЯК как основа сукци-
натсодержащих препаратов является эф-
фективным гепатопротектором в метаболи-
ческом лечении цирроза печени.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ТИОЗОНИДА 
И АТФАЗЫ M. TUBERCULOSIS МЕТОДОМ 

МОЛЕКУЛЯРНОГО ДОКИНГА

Б.В. Шилов1, А.С. Смирнов1, А.Ю. Савченко2,*

1 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет  
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117997, Российская Федерация, Москва, ул. Островитянова, 1
2 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

Изучали механизм взаимодействия нового противотуберкулёзного препарата тиозонид с вероятной 
мишенью организма M. tuberculosis. Согласно полученным поисковым данным, наиболее вероятной 
мишенью с карманом связывания тиозонида являются субъединица бактериальной АТФ-синтазы — 
фермента, играющего ключевую роль в процессах энергообмена клетки, осуществляя сопряжение 
реакции синтеза/гидролиза АТФ с трансмембранным переносом протонов. Были построены ориги-
нальные модели трёх субъединиц этого энзима (альфа, дельта и эпсилон). Для моделирования до-
кинга in silico использована программа AutoDock версии 4.2, которая включена в состав комплекса 
MGL Tools версии 1.5.6. Показано, что все три субъединицы имеют кластеры с минимальными энер-
гиями связывания для молекулы тиозонида, причём у субъединицы эпсилон два кластера с равными 
вероятностями быть сайтом связывания тиозонида. 
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MODELING THE INTERACTION OF THIOZONIDE  
AND ATPHASE M. TUBERCULOSIS BY THE METHOD 

OF MOLECULAR DOCKING
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The mechanism of interaction of a new anti-tuberculosis drug thiosonide with a probable target of M. tuber-
culosis was studied. According to the data obtained, the most likely target with a thiozonide binding pocket is 
the subunit of bacterial ATP synthase, an enzyme that plays a key role in the processes of energy exchange in 
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the cell, coupling the reaction of ATP synthesis/hydrolysis with transmembrane proton transfer. Original mod-
els of the three subunits of this enzyme (alpha, delta, and epsilon) were built. To simulate docking in silico, 
the AutoDock program version 4.2 was used, which is included in the MGL Tools version 1.5.6. It was shown 
that all three subunits have clusters with the minimum binding energies for the thiosinide mole cule, and 
the epsilon subunit has two clusters with equal probabilities of being a thiosinide binding site.
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Введение
Несмотря на положительную динамику 

в борьбе с туберкулёзом, отмечается рост 
количества случаев туберкулёза с множе-
ственной, широкой и полной лекарствен-
ной устойчивостью возбудителя, когда 
возбудитель устойчив либо к препаратам 
1-го ряда, либо обладает дополнитель-
ной резистентностью к фторхинолонам 
и хотя бы одному из препаратов 2-го ряда, 
либо вообще не поддаётся терапии все-
ми известными противотуберкулёзными 
препаратами (ПТП) [1, 2]. Варианты лече-
ния туберкулёза оставались неизменными 
на протяжении последних 50 лет, что усу-
губило бремя лекарственной устойчивости. 
В последнее время надежды на эффектив-
ную терапию возлагаются в связи с появле-
нием препаратов группы диарилхинолинов 
[3, 4], которые эффективно ингибируют 
микобактериальную АТФ-синтазу. Этот 
энзим необходим для оптимального роста 
M. tuberculosis, поскольку является ключе-
вым ферментом, участвующим в энерге-
тическом метаболизме, и поэтому рассма-
тривается как многообещающая мишень 
для противотуберкулёзных препаратов [5, 
6, 10]. 

Разработка отечественных учёных, инно-
вационное ЛС с рабочим названием «тио-
зонид» — также представитель группы 
диарилхинолинов. Химически он пред-

ставляет собой -{1R,2S+1S,2R}-1-(6-Бром-
2-хлорхинолил-3-ил)-4-(диметиламино)-2-
(нафталин-1-ил)-1-фенилбутан-2-ол. Было 
показано, что противотуберкулёзная актив-
ность тиозонида в монотерапии на модели 
генерализованного туберкулёза у мышей 
сравнима с таковой препарата 2-го ряда 
рифампицина, тиозонид имеет ярко выра-
женный синергизм при совместном при-
менении с изониазидом и рифампицином: 
сочетание этих препаратов приводило 
к практически полному излечению живот-
ных в течение двухмесячного курса тера-
пии [7, 8].

Целью настоящего исследования было 
выявить вероятную мишень для активно-
сти тиозонида в отношении M. tuberculosis 
и определить возможность взаимодействия 
методом молекулярного докинга. 

Материалы и методы
Для поиска мишеней к лиганду тиозо-

ниду M. tuberculosis были использованы 
возможности сервиса для предсказания 
мишеней лекарств SEA Search Service. 
Процедура предсказания основывается 
на проверке схожести молекул на основа-
нии коэффициента Танимото, указанного 
в последнем столбце на рис. 1, и основана 
на использовании химического сходства 
с лигандами, действие на мишени кото-
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рых изучено и известно. Было проведено 
моделирование трёхмерных структур бел-
ковых субъединиц АТФ-синтазы мико-
бактерии туберкулёза с помощью сервиса 
swiss-model ввиду отсутствия в базе дан-
ных PDB доступных моделей этого проте-
ина. Для моделирования докинга in silico 
использована программа AutoDock вер-
сии 4.2, которая включена в состав ком-
плекса MGL Tools версии 1.5.6. AutoDock 
разработан W. Lindstrom, G.M. Morris, 
C. Weber и R. Huey (The Scripps Research 
Institute Molecular Graphics Laboratory) 
[11]. Этот программный продукт позволяет 
проводить молекулярный докинг с целью 
поиска локального минимума энергии вза-
имодействия между лигандом и белком, 
а также проводить поиск глобального ми-
нимума энергии взаимодействия между 
лигандом и белком, если положение ли-
ганд-связывающего центра не определено 
экспериментально [3].

Интерес представляли физико-хими ческие 
механизмы взаимодействия, для опреде ления 
геометрии лиганд-рецепторных комплексов 
рецепторов на основе использования экспе-
риментальных данных о строении лиганд-
связывающего центра. Эффективность 
докинга в данной программе повыша-
ется путём построения карт электроста-
тических потенциалов, силового поля 
AMBER (Assisted Model Building with Energy 

Refinement) [9]. Результаты, полученные 
с помощью программы Autodock, позволя-
ют анализировать минимальную энергию 
связывания лиганда с макромолекулой, ве-
роятность нахождения лиганда в активном 
центре белка в положении и конформации, 
отвечающем наименьшей энергии связы-
вания, и среднеквадратичное отклонение 
найденного положения лиганда от данных 
рентгеноструктурного анализа.

Результаты исследований
Поиск мишеней к лиганду тиозониду 

M. tuberculosis в сервисе для предсказа-
ния мишеней лекарств SEA Search Service 
показал значительный потенциал для свя-
зывания с белками бактерий. В качестве 
вероятных ключевых таргетных макромо-
лекул были найдены белки — субъедини-
цы АТФ-синтазы микобактерии туберкулё-
за (рис. 1).

Согласно полученным поисковым 
данным, наиболее вероятной мишенью 
с карманом связывания тиозонида явля-
ется субъединица бактериальной АТФ-
синтазы — фермента, играющего ключе-
вую роль в процессах энергообмена клетки, 
осуществляя сопряжение реакции синтеза/
гидролиза АТФ с трансмембранным пере-
носом протонов.

На рис. 2 представлены оригинальные 
модели трёх субъединиц этого энзима.

Рис. 1. Скриншот сервиса SEA Search Service с выявленными мишенями тиозонида у M. tuberculosis.
Fig. 1. Screenshot of the SEA Search Service with identified targets of thiosonide in M. tuberculosis.
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Как показало моделирование взаимо-
действия тиозонида с альфа-субъединицей 
АТФ-синтазы M. tuberculosis, с наибольшей 
вероятностью существуют три кластера 
связывания, каждый из которых не пре-
вышает размер 15 ангстрем. Первый кла-
стер (с наименьшей энергией связывания 
и наибольшей аффинностью молекулы ти-
озонида к точке связывания) сформирован 
18 конформациями лиганда (тиозонида) 
и характеризуется минимальной энергией 
связывания — 8,9 ккал/моль и максималь-
ной — 5,7 ккал/моль. Наиболее вовлечён-
ными во взаимодействие аминокислота-
ми энзима являются следующие: gln151, 
arg165, asp192, asn193, trp194, ala441, 
val442, glu443, ile486, ala487.

В отношении взаимодействия тиозони-
да с дельта-субъединицей АТФ-синтазы 
M. tuberculosis показано, что наиболее веро-
ятно таковое в трёх кластерах связывания, 
каждый из которых не превышает размер 
15 ангстрем. Первый кластер (с наимень-
шей энергией связывания и наибольшей 
аффинностью молекулы тиозонида к точ-
ке связывания) содержит 22 конформации 
лиганда и характеризуется минимальной 
энергией связывания — 9,1 ккал/моль и мак-
симальной — 7,04 ккал/моль. Наиболее во-
влечённые во взаимодействие аминокисло-

ты представлены в списке: arg188, trp189, 
glu200, his201, val202, ser203, arg204, 
gln205, ala206, glu209, ley210, arg213. 

Для эпсилон-субъединицы АТФ-синтеазы 
M. tuberculosis также показаны три класте-
ра связывания, каждый из которых не пре-
вышает размер 15 ангстрем. Первый кла-
стер (с наименьшей энергией связывания 
и наибольшей аффинностью молекулы 
тиозонида к точке связывания) оказался 
самым большим и содержал 57 конформа-
ций (из 100 рассчитанных) тиозонида. Его 
характеризовала минимальная энергией 
связывания — 11,05 ккал/моль и макси-
мальная — 7,71 ккал/моль. Наиболее во-
влечёнными во взаимодействие аминокис-
лотами являются: phe6, tyr37, pro38, met39, 
his40, thr41, val73, gln74, pro75, asn76, gly77.

Заключение
Представленные результаты докин-

га тиозонида в молекулу АТФ-синтазы 
M. tuberculosis позволяют заключить, 
что все три субъединицы (альфа, дельта 
и эпсилон) изучаемого бактериального эн-
зима пригодны в качестве точек связывания 
с лигандом тиозонида. В каждой из них 
определено до трёх наиболее аффинных 
центров связывания с молекулой нового 
противотуберкулёзного препарата.

А Б В 

Рис. 2. Модели субъединиц АТФ-синтазы M. tuberculosis (А — альфа, Б — дельта, В — эпсилон) с наиболее ве-
роятными участками закрепления молекулы тиозонида с выявленными мишенями тиозонида у M. tuberculosis.
Fig. 2. Models of M. tuberculosis ATP synthase subunits (A — alpha, Б — delta, В — epsilon) with the most likely sites 
for fixation of the thiosonide molecule with the revealed thiosonide targets in M. tuberculosis.

Б.В. Шилов, А.С. Смирнов, А.Ю. Савченко
«Моделирование взаимодействия тиозонида и АТФазы M. tuberculosis  

методом молекулярного докинга»
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БИОИНФОРМАЦИОННЫЙ АНАЛИЗ УРОВНЯ 
ОСТЕОМАРКЕРОВ В ДЕСНЕВОЙ ЖИДКОСТИ 

ПРИ СИСТЕМНОМ ОСТЕОПОРОЗЕ И МЕСТНЫХ 
ОСТЕОДЕСТРУКТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ 

ДЕНТОАЛЬВЕОЛЯРНОЙ ОБЛАСТИ

А.В. Сафроненко1, В.А. Косенко1, Г.А. Айрапетов2, И.А. Демидов1,*,  
М.И. Нажева1, В.М. Поляков1

1 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава России 
344022, Российская Федерация, Ростов-на-Дону, Нахичеванский пер., 29

2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России 
344037, Российская Федерация, Ростов-на-Дону, 14-я линия, 63

На 57 больных и 15 практически здоровых людях проанализирована информативность оценки био-
химических маркеров в десневой жидкости при системных и местных изменениях костной ткани 
различного генеза. Выделены три группы больных: группа 1 — 20 пациентов с язвенным коли-
том и стероидным остеопорозом вследствие терапии глюкокортикоидами; группа 2 — 22 пациента, 
у которых диагностирован рак слизистой оболочки дна полости рта с эрозией кортикальной кости 
либо зубной лунки первичной опухолью; группа 3 — 15 человек со среднетяжёлым дентальным 
периимплантитом. В качестве исследуемого материала использовали десневую жидкость. Опреде-
ляли содержание катепсина К, тартрат-резистентной кислой фосфатазы, костной фракции щелочной 
фосфатазы. Установлено, что при стероидном остеопорозе из трёх исследуемых маркеров в десне-
вой жидкости статистически значимо повышался уровень катепсина К. В группе 2 при опухолевой 
остеодеструкции в десневой жидкости наблюдался десятикратный прирост концентрации катепси-
на К и ТРКФ на фоне умеренного повышения содержания костной фракции щелочной фосфатазы. 
При остеодеструкции, сопряжённой с воспалительными дентоальвеолярными процессами, имело 
место умеренное повышение концентрации катепсина К и тартрат-резистентной кислой фосфатазы. 
Таким образом, определение остеомаркеров в десневой жидкости информативно для разграничения 
системных и местных изменений структуры костной ткани.

Ключевые слова: остеопороз, остеомаркеры, глюкокортикостероиды, рак слизистой оболочки по-
лости рта, десневая жидкость
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Сафроненко А.В., Косенко В.А., Айрапетов Г.А., Демидов И.А., Нажева М.И., 
Поляков В.М. Биоинформационный анализ уровня остеомаркеров в десневой жидкости при систем-
ном остеопорозе и местных остеодеструктивных процессах дентоальвеолярной области. Биомеди-
цина. 2021;17(3E):176–182. https://doi/org/10.33647/2713-0428-17-3E-176-182

Поступила 20.04.2021 
Принята после доработки 03.06.2021 
Опубликована 20.10.2021

4.0



177БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3E | 176–182

А.В. Сафроненко, В.А. Косенко, Г.А. Айрапетов, И.А. Демидов, М.И. Нажева, В.М. Поляков
«Биоинформационный анализ уровня остеомаркеров в десневой жидкости  

при системном остеопорозе и местных остеодеструктивных процессах дентоальвеолярной области»

BIOINFORMATICAL ANALYSIS OF THE LEVEL 
OF OSTEOMARKERS IN THE GINGIVAL FLUID IN SYSTEMIC 

OSTEOPOROSIS AND LOCAL OSTEO-DESTRUCTIVE 
PROCESSES IN THE DENTOALVEOLAR REGION

Andrey V. Safronenko1, Vladislav A. Kosenko1, Grigory A. Airapetov2, Igor A. Demidov1,*, 
Marina I. Nazheva1, Valery M. Polyakov1

1 Rostov State Medical University of the Ministry of Health Сare of Russia 
344022, Russian Federation, Rostov-on-Don, Nakhichevanskiy Lane, 29

2 National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health Сare of Russia 
344037, Russian Federation, Rostov-on-Don, 14th Line, 63

The informational value of assessing biochemical markers in the gingival fluid of patients with various 
systemic and local changes in bone tissue was analyzed in a sample of 57 patients and 15 healthy people. 
The patients were differentiated into 3 groups: 1) 20 patients with ulcerative colitis and steroid osteopo-
rosis due to glucocorticoid therapy; 2) 22 patients diagnosed with cancer of the mucous membrane of the 
floor of the mouth with erosions of the cortical bone or dental socket by a primary tumor; 3) 15 patients 
with moderate dental peri-implantitis.  Gingival fluid was used as a test material. The content of cathepsin 
K, tartrate-resistant acid phosphatase, and bone fraction of alkaline phosphatase was determined.  In ste-
roidal osteoporosis, the cathepsin K level in the gingival fluid was found to be statistically significantly 
increased compared to other markers under study. In group 2, with tumor osteodestruction in the gingival 
fluid, a 10-fold increase in the concentration of cathepsin K and tartrate-resistant acid phosphatase was ob-
served against the background of a moderate increase in the bone fraction of alkaline phosphatase content.  
In osteodestruction associated with inflammatory dentoalveolar processes, a moderate increase in the con-
centration of cathepsin K and tartrate-resistant acid phosphatase was observed.  Thus, the determination 
of osteomarkers in the gingival fluid can be considered informative in terms of distinguishing between 
systemic and local changes in the structure of bone tissue.
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Введение
В клинической лабораторной практике 

широко используется определение медиа-
торов воспаления в биологических жидко-
стях полости рта. Измерение концентрации 
цитокинов, белков острой фазы воспале-
ния, антимикробных пептидов в слюне 
и десневой жидкости, экссудате позволя-
ет контролировать степень воспаления, 
эффективность лечения, мониторировать 

состояние в период реабилитации и про-
гнозировать обострение хронических вос-
палительных заболеваний полости рта [2]. 
Однако воспалительные процессы ротовой 
полости часто сопряжены с деструктив-
ными процессами в костной ткани паро-
донта, альвеолярных отростков челюстей 
[5]. Для контроля поражения костной тка-
ни в стоматологии используется широкий 
спектр методов лучевой диагностики, пре-
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имущественно компьютерная томография 
[1, 6]. Информационный потенциал опреде-
ления остеомаркеров в жидкостях полости 
рта при контроле местной остеодеструкции 
остаётся невостребованным как при воспа-
лительных, так и при опухолевых заболева-
ниях. Между тем, остеомаркеры являются 
чувствительными индикаторами состояния 
костного ремоделирования, баланса между 
остеорезорбтивными и остеообразующими 
процессами [3], их определение неинвазив-
но, не требует дорогостоящей аппаратуры 
и может выполняться в любой лаборато-
рии с сертифицированным аппаратным 
обеспечением для иммуноферментного 
анализа. Много неясных моментов остаёт-
ся в отношении того, насколько изменения 
остеомаркеров при системном остеопорозе 
сказываются на составе десневой жидкости 
как транссудате крови. Часто изменения 
остеомедиаторов в биологических жидко-
стях происходят раньше, чем остеодеструк-
ция выявляется впоследствии при лучевых 
методах исследования костной ткани [4].

Целью работы явилось определить ин-
формативность оценки биохимических 
маркеров в десневой жидкости при систем-
ном остеопорозе, деструктивных костных 
изменениях в дентоальвеолярной области 
воспалительного и опухолевого генеза. 

Материалы и методы
Проведённое исследование явилось мно-

гоцентровым и одобрено локальным не-
зависимым этическим комитетом ФГБОУ 
ВО «Ростовский государственный меди-
цинский университет» Минздрава России 
и ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии» 
Минздрава России.

Всего в исследование были включены 
57 больных в возрасте 30–75 лет обоего 
пола. В зависимости от распространён-
ности, локализации и генеза деструкции 
костной ткани выделяли три группы боль-

ных: группа 1 — 20 пациентов с язвен-
ным колитом и стероидным остеопорозом 
вследствие терапии глюкокортикоидами; 
группа 2 — 22 пациента, у которых диагно-
стирован рак слизистой оболочки дна поло-
сти рта с эрозией кортикальной кости либо 
зубной лунки первичной опухолью; груп-
па 3 — 15 пациентов со среднетяжёлым 
дентальным периимплантитом.

15 человек представляли собой практиче-
ски здоровых лиц, которые вошли в группу 
контроля.

Критерии включения пациентов в груп-
пу 1: верифицированный язвенный ко-
лит (ЯК) с длительностью заболевания 
не менее года и наличием не менее двух 
рецидивов в анамнезе; левосторонний 
и тотальный ЯК, средняя степень актив-
ности, показания для системного введе-
ния глюкокортикоидов (отсутствие эф-
фекта от 5-аминосалициловой кислоты 
через 2 недели применения), информиро-
ванное согласие пациента.

Критерии включения пациентов в груп-
пу 2: рак слизистой оболочки дна полости 
рта с эрозией кортикальной кости либо зуб-
ной лунки первичной опухолью; возраст 
больных до 75 лет включительно; отсутствие 
до момента исследования специализирован-
ного лечения онкологического заболевания. 
В группу 2, согласно классификации стадий 
развития злокачественных опухолей TNM 
(8-е издание), включали больных с умерен-
но местно-распространённым раком Т4аN0-
2M0. Наличие только поверхностных эрозий 
кости/зубной лунки первичной опухолью 
десны было недостаточно для её классифи-
цирования как стадии Т4b. Согласно кри-
териям гистопатологической дифференци-
ровки, у 15 (68%) пациентов наблюдалась 
низкая и у 7 (32%) — средняя степень диф-
ференцировки опухолевых клеток.

Критерии включения пациентов в груп-
пу 3: дентальный периимплантит; возраст 
больных 30–75 лет, локализация — нижняя 
челюсть.
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Критерии исключения: тяжёлая общесо-
матическая патология — ВИЧ, СПИД, со-
путствующая патология с декомпенсацией 
дыхательной, сердечно-сосудистой и моче-
выделительной систем, системный приём 
стероидных или нестероидных противово-
спалительных препаратов. 

Группа контроля из 15-ти практичес-
ки здоровых лиц (8 мужчин и 7 женщин) 
без воспалительных заболеваний пародон-
та в возрасте 40–60 лет была сформирована 
для определения контрольных значений би-
охимических маркеров.

Средний возраст пациентов группы 1 со-
ставлял 45,8±2,24 года (медиана — 46 лет), 
группы 2 — 53,2±2,5 года (медиана — 
51 год), группы 3 — 55,7±2,3 года (медиа-
на — 56 лет). В группу 1 вошли 14 (70%) 
женщин и 6 (30%) мужчин. В группу 2 — 
15 мужчин (68%) и 7 (32%) женщин. В груп-
пе 3 состояли 7 (78%) мужчин и 2 (22%) 
женщины.

Лабораторную часть исследования про-
водили с привлечением иммунофермент-
ного и биохимического анализа. В качест-
ве исследуемого материала использовали 
десневую жидкость или экссудат периим-
плантационных карманов. Сбор жидкости 
осуществляли при помощи пинцета сте-
рильным бумажным эндодонтическим 
штифтом размером № 25, помещая его 
в карман или зубодесневую борозду не ме-
нее чем на 10 секунд на максимальную глу-
бину. Объём экссудата определяли по раз-
нице весов бумажного штифта до и после 
сорбции экссудата.

Содержание катепсина К (КК) в десневой 
жидкости определяли с помощью набора 
реактивов Cathepsin K (CTSK) (Human) 
ELISA Kit («Cloud-Clone Corp.», США). 
Для определения концентрации тартрат-ре-
зистентной кислой фосфатазы использова-
ли набор реактивов Bone TRAP (TRAP5b) 
Assay (Immunodiagnostic Systems, «IDS», 
Англия). TRACP 5b представлял собой ак-
тивный фермент, выделяющийся из осте-

окластов. Для проведения иммунофер-
ментного анализа использовали фотометр 
Multiscan-Р 2 («Thermo Fisher Scientific 
Inc.», Финляндия) при длине волны 450 нм. 
Определение активности костной фракции 
щелочной фосфатазы (ЩФ) проводили 
кинетическим методом. Активность ЩФ 
в биологической жидкости определялась 
путём измерения скорости гидролиза эфира 
фосфорной кислоты — n-нитрофенилфос-
фата с получением n-нитрофенола и фос-
форной кислоты. Скорость гидролиза суб-
страта прямо пропорциональна активности 
фермента.

Статистический анализ результатов ис-
следования проводился с помощью про-
граммы Statistica 12.0 («StatSoft Inc.», США) 
и применением теста на нормальность с ис-
пользованием критерия Шапиро — Уилка, 
описательной статистики, дисперсионного 
анализа.

Результаты и их обсуждение
У пациентов контрольной группы 

в десневой жидкости концентрация КК 
составила 1,71±0,34 пмоль/л (медиана — 
1,8 пмоль/л), тартрат-резистентной кис-
лой фосфатазы (ТРКФ) — 3,7±0,5 Ед/л 
(медиана — 3,64 Ед/л), активность ЩФ 
была 4,2±0,6 мкмоль/л (медиана — 
4,11 мкмоль/л). Полученные значения ис-
пользовали в качестве контрольных. 

У пациентов об активности остеорезорб-
ции альвеолярных отростков челюстей су-
дили по концентрации в десневой жидкости 
лизосомального фермента КК и фермента 
шероховатого эндоплазматического рети-
кулума ТРКФ, которые высвобождаются 
при активации остеокластов в костные ла-
куны и участвуют в резорбции кости [7–9]. 

В группе 1 при формировании стероид-
ной зависимости выявлены повышенные 
концентрации КК в десневой жидкости 
(4,1±0,5 пмоль/л). Концентрация осталь-
ных изучаемых остеомаркеров не отлича-
лась от контрольных величин.

А.В. Сафроненко, В.А. Косенко, Г.А. Айрапетов, И.А. Демидов, М.И. Нажева, В.М. Поляков
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В группе 2 было установлено многократ-
ное превышение концентрации КК в десне-
вой жидкости при раке слизистой оболочки 
дна полости рта с распространением на аль-
веолярный отросток (11,4±0,6 пмоль/л). 
Содержание КК в десневой жидкости 
в группе 2 по сравнению с контрольной 
группой было выше в 6,6 раза (р<0,001). 

В группе 3 в экссудате периимплан-
тационной борозды содержание КК 
(4,7±0,4 пмоль/л) возрастало по сравнению 
с контролем в 2,5 раза (р<0,001) (табл.).

В группах 2 и 3 относительно похожее 
различие было установлено и для концент-
рации ТРКФ в десневой жидкости. В груп-
пе 2 в десневой жидкости кратность превы-
шения маркера остеорезорбции составила 
3,2 раза (11,7±0,7 Ед/л), а в группе 3 в экс-
судате периимплантационной борозды кон-
центрация ТРКФ (5,9±0,7 Ед/л) была выше 
в 1,6 раза (p<0,05) относительно контроль-
ного значения (3,7±0,5 Ед/л).

Таким образом, определение маркеров 
остеорезорбции КК и ТРКФ в десневой 
жидкости позволило дать оценку измене-
ния костного метаболизма при системной 
и местной остеодеструкции различного 
генеза. В исследовании было установ-

лено, что при системном остеопорозе 
в десневой жидкости из остеомаркеров 
статистически значимо повышалась кон-
центрация только КК. КК и ТРКФ в зна-
чительной мере накапливались в десневой 
жидкости при опухолевой остеодеструк-
ции. При воспалительно-деструктивных 
процессах у пациентов с периимпланти-
том маркеры остеорезорбции накаплива-
лись локально (в периимплантационной 
области), прирост накопления не превы-
шал трёхкратного повышения по сравне-
нию с контрольными значениями.

Стадия резорбции костной ткани в норме 
находится в паритете с процессами косте-
образования, осуществляемыми остеобла-
стами [10]. Механизмы дифференцировки 
остеобластов изучены недостаточно [6]. 
Однако известно, что молодые клетки син-
тезируют главным образом костную ЩФ, 
в то время как зрелые клетки синтезируют 
остеокальцин и осуществляют процессы 
кальцификации, превращаясь в остеоци-
ты [5]. В содержимом десневой жидкости 
в группах 1 и 3 активность ЩФ по сравне-
нию с контролем не изменялась, а в груп-
пе 2 была в 3,6 раза (p<0,05) выше (табл.). 
Таким образом, в группе 2 наблюдалось 

Таблица. Значения концентрации остеомаркеров в десневой жидкости в клинических группах
Table. Concentration of osteomarkers in the gingival fluid in the research groups

Показатель Величина Группа 1 
(n=20)

Группа 2 
(n=22)

Группа 3
(n=15)

Контрольная 
группа (n=15) р

КК, пмоль/л
M±m 4,1±0,5 11,4±0,6 4,7±0,4 1,71±0,34 р1-к, 2-к,

3-к<0,001
рмн<0,001

Me 4,3 11,8 4,5 1,8
[25; 75] 3,7; 4,8 6,7; 14,3 3,8; 5,4 1,3; 2,4

ТРКФ,
Ед/л

M±m 4,0±0,3 11,7±0,7 5,9±0,7 3,7±0,5 р1-к>0,05
p2-к<0,001
р3-к=0,03
рмн<0,001

Me 3,9 11,6 5,6 3,64

[25; 75] 3,5; 4,6 8,6; 14,4 4,3; 6,7 3,1; 4,4

ЩФ,
мкмоль/л

M±m 4,8±0,6 14,3±0,5 5,6±0,8 4,2±0,6 р1-к,3-к>0,05
p2-к<0,001
рмн>0,05

Me 4,7 14,7 9,5 4,11
[25; 75] 3,9; 5,3 10,3; 18,5 7,8; 11,4 3,8; 4,7

Примечание: Me — медиана, [25; 75] — межквартильный диапазон, при дисперсионном анализе использовали 
критерий Краскела — Уоллиса и Манна — Уитни, поправочный коэффициент на число сравниваемых пар Бон-
феррони, рмн — доверительная вероятность сравнения всех групп.
Note: Me — median, [25;75] — interquartile range, analysis of variance using the Kruskal — Wallis and Mann — 
Whitney test, a correction factor for the number of compared Bonferroni pairs, рмн — the confidence level of comparison 
between the groups.
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умеренное усиление продукции активиро-
ванными остеобластами ЩФ. 

Итак, биохимические маркеры являются 
чувствительными индикаторами остеоремо-
делирования костной ткани как при систем-
ных, так и при локальных деструктивных 
процессах, при периимплантите и пер-
вичном опухолевом поражении челюстей. 
Оценка маркеров костного метаболизма 
в биологических жидкостях может исполь-
зоваться как при диагностике, так и в после-
дующем, при лечении остеомодифицирую-
щими лекарственными средствами.

Выводы
1. Для контроля стероидного осте-

опороза у больных язвенным колитом 

при системном применении глюкокортико-
идов необходимо исследовать активность 
катепсина К иммуноферментным методом 
в десневой жидкости.

2. При раке слизистой оболочки дна по-
лости рта десятикратный прирост концент-
рации катепсина К и тартрат-резистентной 
кислой фосфатазы, трёхкратный прирост 
активности костной фракции щелочной 
фосфатазы в десневой жидкости сопряжён 
с распространением опухолевого процесса 
на костную ткань. 

3. При периимплантите для контроля вы-
раженности остеорезорбции в периимплан-
тационной области в экссудате рекоменду-
ется определять концентрацию катепсина К 
и тартрат-резистентной кислой фосфатазы.
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ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ ОПТИМИЗАЦИЯ ПРЕМЕДИКАЦИИ 
ДЛЯ СНИЖЕНИЯ РИСКА СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫХ 

ОСЛОЖНЕНИЙ

А.В. Сафроненко, Ю.С. Макляков, С.В. Лепявка, И.А. Демидов*,  
А.А. Демидова, И.В. Дубатова

ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава России 
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На 46 больных с артериальной гипертензией, аритмиями и амиодарон-ассоциированным тиреоток-
сикозом I типа было доказано, что пролонгированная премедикация бензодиазепинами длитель-
ного действия и препаратами магния снижала риск развития сердечно-сосудистых осложнений 
и не стабильности системной гемодинамики, нивелировала неблагоприятные последствия на сер-
дечно-сосудистую систему амиодарон-ассоциированной дисфункции щитовидной железы. После 
операции при пролонгированной премедикации бензодиазепинами длительного действия и препа-
ратами магния нарушения ритма сердца встречались реже. При резком ограничении сроков подго-
товки больного к операции назначение бензодиазепинов длительного действия имело преимуще-
ства перед бензодиазепинами короткого действия ввиду профилактики развития нарушений ритма 
сердца и повышения артериального давления в ранний послеоперационный период.
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PHARMACOLOGICAL OPTIMIZATION OF PREMEDICATION 
TO REDUCE THE RISK OF CARDIOVASCULAR 

COMPLICATIONS
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Aleksandra A. Demidova, Irina V. Dubatova
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In 46 patients with arterial hypertension, arrhythmias and amiodarone-associated type I thyrotoxicosis, 
it was confirmed that prolonged premedication with long-acting benzodiazepines and magnesium prepara-
tions reduces the risk of cardiovascular complications and instability of systemic hemodynamics, mitigates 
the adverse effects of amiodarone dysfunction of the thyroid gland on the cardiovascular system. Post-
operatively, under prolonged premedication with long-acting benzodiazepines and magnesium prepara-
tions, postoperative cardiac arrhythmias were found to be less common. When the pre-operative period was 
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significantly reduced, the appointment of long-acting benzodiazepines had advantages over short-acting 
benzadiazepines due to the prevention of cardiac arrhythmias and increased blood pressure in the early 
post-operative period. 
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Введение
При нейрохирургических операциях 

на спинном и головном мозге у больных 
артериальной гипертензией (АГ) с нару-
шениями ритма сердца, длительно прини-
мающих амиодарон, предоперационная 
подготовка должна проводиться с учётом 
наличия или отсутствия дисфункции щи-
товидной железы. При показаниях к сроч-
ному оперативному вмешательству невоз-
можность отмены амиодарона объясняется 
необходимостью первичной или вторичной 
профилактики фатальных желудочковых 
нарушений ритма сердца [8]. В такой слож-
ной клинической ситуации серьёзную опас-
ность представляют именно кардиальные 
эффекты избытка тиреоидных гормонов, 
вариабельность системной гемодинамики, 
лабильность психики пациента, проявляю-
щиеся в послеоперационный период [3].

Одним из способов устранения риска 
развития непредсказуемых сердечно-сосу-
дистых и психических реакций непосред-
ственно после операции у такой категории 
больных является грамотная фармакологи-
ческая организация премедикации [4, 6]. 
Использование бензодиазепинов длитель-
ного действия наряду с препаратами 
магния на этапе премедикации может 
обеспечить снотворное, седативное, анкси-
олитическое, центральное и перифериче-
ское миорелаксирующее действие наряду 
с усилением стабильности гемодинамики 
в послеоперационном периоде [7]. Между 

тем при подготовке больных к операциям 
на фоне тиреотоксикоза чаще используют 
бензодиазепины короткого действия, обес-
печивающие более глубокую и быструю 
седацию [2].

Эффективность предоперационной под-
готовки больных АГ с нарушениями рит-
ма сердца, длительно принимающих ами-
одарон, должна основываться не только 
на принципах анестезиологии и реанимато-
логии, но и с фармакологических позиций 
необходимости снижения риска опасных 
побочных сердечно-сосудистых реакций 
в послеоперационном периоде [9].

Цель работы — снизить риск развития 
сердечно-сосудистых осложнений у боль-
ных артериальной гипертензией и наруше-
ниями ритма сердца на фоне амиодарон-
индуцибельной дисфункции щитовидной 
железы после нейрохирургических опера-
ций за счёт фармакологической оптимиза-
ции премедикации. 

Материалы и методы
При проведении исследования формиро-

вали клиническую группу из 46 больных 
с АГ, нарушениями ритма сердца и амио-
дарон-ассоциированным тиреотоксикозом 
I типа. Пациенты получали амиодарон в су-
точной дозе 200 мг. Длительность тиреоток-
сикоза I типа в среднем была 3,1±0,3 года 
на фоне приёма амиодарона в течение 
в среднем 6,4±0,4 года. Амиодарон-
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ассоциированный тиреотоксикоз I типа 
развивался на фоне предшествующей пато-
логии щитовидной железы: узловой и мно-
гоузловой зоб, диффузный токсический 
зоб. Пациенты с тиреотоксикозом получали 
стандартную терапию тиреостатиком — 
тиамазол в поддерживающей концентра-
ции в среднем 10 мг/сут. после ударной 
начальной дозы 30–40 мг/сут. До операции 
был достигнут антиаритмический эффект 
и подобрана оптимальная доза и режим 
введения амиодарона. За сутки до операции 
и в первые 3 сут. после операции амиода-
рон отменяли.

Пациенты в зависимости от схемы пре-
медикации делили на три подгруппы: 
в 1-й подгруппе (n=16) премедикацию осу-
ществляли диазепамом (3 дня перед опера-
цией на ночь перорально 5–10 мг и за 1 ч 
до наркоза — 0,5% р-р в дозе 0,15 мг/кг 
внутримышечно). Перед операцией до-
полнительно вводили магния сульфат, 
25% р-р 5 мл; во 2-й подгруппе (n=15) па-
циенты получали диазепам на ночь перо-
рально (5–10 мг) и за 1 ч до наркоза в дозе 
0,15 мг/кг внутримышечно; в 3-й под-
группе (n=15) премедикацию проводи-
ли мидазоламом, 0,5% р-р в дозе 0,07–
0,1 мг/кг внутримышечно, за 40–60 мин 
до наркоза. Критериями включения па-
циентов в клиническую группу явились: 
артериальная гипертензия 2-й степени, 
риск 4, длительностью 10 и более лет, 
которая предшествовала амиодарон-ас-
социированному тиреотоксикозу; комби-
нированная антигипертензивная терапия 
β-адреноблокаторами и антагонистами 
кальциевых каналов, аритмии — желудоч-
ковые и наджелудочковые, пароксизмаль-
ные суправентрикулярные тахикардии, 
рефрактерные к терапии антиаритмиче-
скими препаратами, кроме амиодарона; 
приём амиодарона для лечения аритмии; 
амиодарон-ассоциированный тиреотокси-
коз I типа (снижение уровня тиреотропно-
го гормона менее 0,1 мМЕ/л наряду с по-

вышением уровня свободного тироксина 
и трийодтиронина выше верхней границы 
нормы); подготовка к нейрохирургической 
операции, не предполагающая длительной 
плановой подготовки. Критерии исключе-
ния пациентов из основной и клинической 
групп: ИБС, нестабильная стенокардия; 
дилатационная кардиомиопатия, гемо-
динамически значимые пороки сердца, 
хроническая сердечная недостаточность; 
инсульт или инфаркт миокарда за 6 мес. 
до включения в исследование; амиодарон-
ассоциированный тиреотоксикоз II типа; 
декомпенсация почечной или печёночной 
недостаточности. 

В 1-й подгруппе средний возраст соста-
вил 57,9±1,72 года (медиана — 61 год), 
во 2-й подгруппе — 60,9±2,04 года (ме-
диана — 62 года) и в 3-й подгруппе — 
59,8±2,56 года (медиана — 60 лет). Мужчин 
и женщин в 1-й подгруппе было 11 (69%) 
и 5 (31%) соответственно, во 2-й подгруп-
пе — 9 (60%) и 6 (40%), в 3-й подгруппе — 
10 (67%) и 5 (33%).

До и после операции комбинированная 
антигипертензивная терапия не отменя-
лась. 

Всем больным проводились нейрохирур-
гические операции в связи с посттравма-
тическими дефектами черепа, объёмными 
образованиями головного мозга, дегене-
ративно-дистрофическими заболеваниями 
позвоночника, что не предполагало задер-
жек с проведением операции и длительной 
соматической и эндокринологической под-
готовки пациентов к ней.

Оценка уровня седации по шкале Ramsay 
в послеоперационном периоде в отделении 
интенсивной терапии проводилась ежечас-
но до стабилизации состояния. 

При оценке глубины седации с помо-
щью монитора А-2000XP («Aspect Medical 
Systems», США) регистрировали сигнал 
ЭЭГ, после чего рассчитывали биспект-
ральный индекс (BIS). Данный показатель 
позволял определить степень угнетения 
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функции головного мозга или глубину се-
дации в режиме реального времени. 

Для изучения уровня тревожности и де-
прессии использовали Госпитальную шка-
лу тревоги (HADSa) и депрессии (HADSd) 
(Hospital Anxiety and Depression Scale, 
HADS). 

Для суточного мониторирования АД 
(СМАД) использовали осциллометри-
ческий метод и аппарат «ВPlab» («Петр 
Телегин», Россия). В дневной диапазон су-
ток (700–2300) АД фиксировали последова-
тельно каждые 15 мин, а в ночной диапазон 
(2300–700) — каждые 30 мин.

Суточное ЭКГ-мониторирование осу-
ществляли с использованием восьмиканаль-
ного кардиомонитора «Кардиотехника-04» 
(ЗАО «Инкарт», Россия). При анализе же-
лудочковых экстрасистол использовали 
классификацию по B. Lown (по градации 
тяжести). 

Проведение суточного мониторирования 
АД и ЭКГ, оценки тревожности в трёх под-
группах позволило оценить эффективность 
различных способов премедикации для сни-
жения риска опасных сердечно-сосудистых 
реакций на послеоперационном этапе.

Статистическая обработка результатов 
исследования осуществлялась с помо-
щью программы Statistica 12.0 («StatSoft», 
США). Для анализа и сравнения качествен-
ных показателей использовали критерий 
χ2, а для количественных — критерии ди-
сперсионного анализа Краскела — Уоллиса 
и Манна — Уитни. Нормальность рас-
пределения проверяли с помощью теста 
Шапиро — Уилка. Уровень статистической 
значимости отличия между показателя при-
нимали при р<0,05.

Результаты и их обсуждение
Оптимизация этапа премедикации яв-

ляется актуальной проблемой медицины 
и клинической фармакологии, поскольку 
имеет целью профилактику неблагоприят-
ных и непредсказуемых изменений функ-

ционального состояния больного на этапе 
операции и раннем послеоперационном пе-
риоде [5]. Оптимизация премедикации па-
циентов с нейрохирургической патологией 
с учётом гемодинамического и вегетатив-
ного статуса, уровня нейровегетативного 
контроля системной гемодинамики и рит-
могенеза в сердце при длительно повы-
шенном АД позволит улучшить результаты 
лечения и уменьшить сроки пребывания 
нейрохирургических больных в реанима-
ционном отделении и стационаре. Степень 
разработанности темы по изучению эффек-
тивности пролонгированной премедикации 
пациентов с артериальной гипертензией 
и фармако-ассоциированным тиреотокси-
козом для снижения сердечно-сосудистых 
осложнений в послеоперационный пери-
од — низкая. В литературе имеются еди-
ничные публикации об особенностях пре-
медикации больных с тиреотоксикозом 
при выполнении операций на щитовидной 
железе [1]. При этом изучаются аспекты 
премедикации при плановой подготовке 
пациента к операции.

Исходно до операции в трёх подгруппах 
пациентов параметры системной гемодина-
мики были скорректированы с помощью ан-
тигипертензивных средств. Статистически 
значимых различий между группами выяв-
лено не было (табл. 1).

Используемые в премедикацию бензодиа-
зепины сочетаются с β-адреноблокаторами 
и антагонистами кальциевых каналов, 
что позволяло не отменять антигипер-
тензивную терапию у больных трёх под-
групп до и после операции. В 1-й под-
группе пациентов в первые трое суток 
после операции среднесуточное систо-
лическое АД было ниже по сравнению 
со 2-й подгруппой (р=0,025) (130,5±2,4 
против 140,4±3,1 мм рт. ст.) и 3-й подгруп-
пой (130,5±2,4 против 142,7±3,3 мм рт. ст.) 
при отсутствии межгрупповых различий 
диастолического АД между группами 
(р=0,51) (табл. 1). 
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Таким образом, снижение нагрузки дав-
лением и усиление стабильности параме-
тров системной гемодинамики имели место 
в 1-й подгруппе больных, а во 2-й подгруп-
пе пациентов нагрузка давлением повыша-

лась при ограничении перепадов значений 
АД за сутки. 

При суточном мониторировании ЭКГ 
после операции частота суправентрику-
лярных экстрасистол была у меньшего 

Таблица 1. Динамика среднесуточных, дневных и ночных параметров суточного мониторирования АД (M±m) 
в подгруппах пациентов после операции (на 3-и сут.) в зависимости от тактики премедикации
Table 1. Dynamics of average daily, day-time and night-time parameters of blood pressure (M±m) in subgroups 
of patients after surgery (on the 3rd day), depending on the tactics of premedication

Группы
Показатели

1-я подгруппа
(n=16)

2-я подгруппа
(n=15)

3-я подгруппа
(n=15) рмн

САД24, 
мм рт. ст.

до/после 
операции

137,2±3,1
130,5±2,4

135,6±2,6
140,4±3,1*

134,8±2,9
142,7±3,3*

0,48
0,025

р до-после 0,042 0,087 0,039
ДАД24, 

мм рт. ст.
до/после 
операции

82,1±2,3
81,9±2,0

81,4±2,5
82,6±1,9

83,0±1,8
85,7±2,4

0,35
0,51

р до-после 0,84 0,72 0,58
ЧСС24, 

уд. в мин
до/после 
операции

80,4±1,6
73,5±1,8

81,5±1,3
80,9±2,2*

82,7±1,9
84,9±2,1*º

0,88
0,035

р до-после 0,027 0,71 0,46
САД днём, 
мм рт. ст.

до/после 
операции

139,5±3,2
133,7±2,8

141,6±4,0
144,1±3,7*

138,1±2,7
145,8±3,1*

0,27
0,033

р до-после 0,05 0,26 0,046
ДАД днём, 
мм рт. ст.

до/после 
операции

86,5±2,8
82,4±2,4

84,9±3,3
85,5±2,6

87,5±2,9
93,3±2,5*º

0,75
0,048

р до-после 0,58 0,76 0,049
ЧСС днём, 
уд. в мин

до/после 
операции

83,6±1,8
76,1±2,0

84,3±1,7
84,8±2,1*

85,1±1,5
88,5±2,3*º

0,94
0,042

р до-после 0,036 0,99 0,92
САД ночью, 
мм рт. ст.

до/после 
операции

128,6±2,7
127,1±2,5

132,5±3,1
138,9±2,8*

130,4±3,4
140,2±3,1*

0,56
0,031

р до-после 0,87 0,049 0,021
ДАД ночью, 
мм рт. ст.

до/после 
операции

80,1±2,6
78,4±2,2

79,2±2,9
80,1±3,1

82,4±2,5
84,8±2,3

0,91
0,58

р до-после 0,94 0,92 0,85
ЧСС ночью, 

уд. в мин
до/после 
операции

62,6±1,5
64,2±1,4

64,7±1,3
65,8±1,2

68,4±1,4
67,9±1,6

0,044
0,87

р до-после 0,53 0,64 0,72
Примечание: р до-после — доверительная вероятность различия показателей до и после операции; рмн — дове-
рительная вероятность результатов дисперсионного анализа сравнения показателей трех групп; * — ста-
тистически значимое различие при попарном сравнении по сравнению с 1-й подгруппой; º — по сравнению 
со 2-й подгруппой при p<0,05. 1-я подгруппа — пролонгированная премедикация диазепамом, 2-я подгруппа — 
премедикация диазепамом за сутки до операции, 3-я подгруппа — премедикация мидазоламом перед наркозом. 
САД — систолическое артериальное давление, ДАД — диастолическое артериальное давление, САД24 — сред-
несуточное систолическое артериальное давление, ДАД24 — среднесуточное диастолическое артериальное 
давление.
Note: p до-после — confidence level of the difference between the indicators before and after the operation; рмн — confidence 
level of the analysis of variance when comparing the indicators of three groups; * — statistically significant difference 
in pairwise comparison compared with the 1st subgroup; º — in comparison with the 2nd subgroup at p<0.05; п/о — 
post-operative. Subgroup 1 — prolonged premedication with diazepam; subgroup 2 — premedication with diazepam one 
day before surgery; subgroup 3 — premedication with midazolam before anesthesia. САД — systolic blood pressure, 
ДАД — diastolic blood pressure, САД24 — average daily systolic blood pressure, ДАД24 — average daily diastolic 
blood pressure.
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числа больных 1-й подгруппы (37,5%) 
и чаще встречалась во 2-й (60%) и 3-й 
(80%) подгруппах. Частота одиночных 
желудочковых экстрасистол встречалась 
у меньшего числа пациентов 1-й подгруп-
пы (37,5%) по сравнению со 2-й (46,7%) 
и 3-й (60%) подгруппами. Частота груп-
повых желудочковых экстрасистол, про-
бежек желудочковой тахикардии в под-
группах пациентов до и после операции 
не различалась. После операции по срав-
нению с исходным уровнем частота су-
правентрикулярных экстрасистол, оди-
ночных желудочковых экстрасистол, 
групповых желудочковых экстрасистол, 
пробежек желудочковой тахикардии 

во всех подгруппах статистически значи-
мо не различалась.

Если частотные количественные харак-
теристики экстрасистол за сутки по итогам 
мониторирования ЭКГ в подгруппах паци-
ентов после операции не изменялись, то ко-
личественные характеристики динамично 
перестраивались в различных направлени-
ях в зависимости от тактики премедикации 
(табл. 2).

В 1-й подгруппе после операции коли-
чество суправентрикулярных экстрасистол 
за сутки (213,7±0,4); одиночных желудоч-
ковых экстрасистол (123,6±8,2) и группо-
вых желудочковых экстрасистол (11,3±1,4) 
было наименьшим, а в 3-й подгруппе — 

Таблица 2. Динамика количественных характеристик экстрасистол за сутки по итогам мониторирования ЭКГ 
в подгруппах пациентов после операции (на 3-и сут.) в зависимости от тактики премедикации
Table 2. Dynamics of quantitative characteristics of extrasystoles per day according to the results of ECG monitoring 
in the subgroups of patients after surgery (on the 3rd day), depending on the tactics of premedication

Группы
Показатели

1-я подгруппа
(n=16)

2-я подгруппа
(n=15)

3-я подгруппа
(n=15) рмн

Количество суправентри-
кулярных экстрасистол 

за сутки

до/после 
операции

478,3±11,2
213,7±0,4

501,9±12,8
457,6±11,9*

456,7±11,7
642,5±10,3*º

0,37
0,01

р до-после 0,001 0,08 0,031

Количество одиночных 
желудочковых 
экстрасистол

до/после 
операции

189,2±9,5
123,6±8,2

195,3±8,5
178,4±9,1*

201,5±9,0
318,6±14,6*º

0,85
0,02

р до-после 0,024 0,24 0,027

Количество групповых 
желудочковых 
экстрасистол

до/после 
операции

18,9±2,3
11,3±1,4

19,6±1,5
16,5±1,0*

21,3±1,8
30,7±1,1*º

0,28
0,01

р до-после 0,013 0,045 0,048

ЧСС24, уд. в мин до/после 
операции

80,4±1,6
73,5±1,8

81,5±1,3
80,9±2,2*

82,7±1,9
84,9±2,1*º

0,88
0,035

р до-после 0,027 0,71 0,46
Примечание: р до-после — доверительная вероятность различия показателей до и после операции; рмн — дове-
рительная вероятность результатов дисперсионного анализа сравнения показателей трех групп; * — ста-
тистически значимое различие при попарном сравнении по сравнению с 1-й подгруппой; º — по сравнению 
со 2-й подгруппой при p<0,05. 1-я подгруппа — пролонгированная премедикация диазепамом, 2-я подгруппа — 
премедикация диазепамом за сутки до операции, 3-я подгруппа — премедикация мидазоламом перед наркозом.
Note: p до-после — confidence level of the difference between the indicators before and after the operation; рмн — confidence 
level of the analysis of variance when comparing indicators of 3 groups; * — statistically significant difference in pairwise 
comparison compared with the 1st subgroup; º — in comparison with the 2nd subgroup at p<0.05; п/о — postoperative. 
Subgroup 1 — prolonged premedication with diazepam; subgroup 2 — premedication with diazepam one day before 
surgery; subgroup 3 — premedication with midazolam before anesthesia.
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наибольшим (642,5±10,3; 318,6±14,6; 
30,7±1,1 соответственно). После операции, 
по сравнению с исходным дооперацион-
ным уровнем, в 1-й подгруппе количест-
во суправентрикулярных экстрасистол, 
одиночных и групповых желудочковых 
экстрасистол снижалось, соответственно, 
на 266,1±1,6 (р=0,001), 64,2±3,5 (р=0,024) 
и 7,5±0,4 (р=0,013). Во 2-й подгруппе ста-
тистически значимо снижалось только 
количество групповых желудочковых экс-
трасистол (р=0,045). В 3-й подгруппе коли-
чество суправентрикулярных экстрасистол, 
одиночных и групповых желудочковых 
экстрасистол повышалось, соответственно, 
на 184,5±9,5 (р=0,031), 117,5±2,9 (р=0,027) 
и 9,3±0,7 (р=0,048).

Таким образом, в 1-й подгруппе наруше-
ния ритма сердца после операции встреча-
лись реже, во 2-й подгруппе структура на-
рушений ритмогенеза в сердце практически 
не изменялась, а в 3-й подгруппе наблюдал-
ся неблагоприятный тренд повышения ча-
стоты суправентрикулярных, одиночных 
и групповых желудочковых экстрасистол.

Адекватность уровня седации после 
операции оценивали по шкале Ramsay. 
Через 1 ч после операции у больных всех 
трёх подгрупп уровень седации был 6, 
что соответствовало состоянию, когда па-
циент спит и не реагирует на раздражите-
ли. Через 3–6 ч после операции во всех трёх 
подгруппах преобладал уровень седации 2 
и 3 балла. Через 12 ч уровни седации были 
сходными и составляли 1–2. Таким обра-
зом, в трёх подгруппах после операции се-
дация была сходной. 

Во всех подгруппах, вне зависимости 
от типа премедикации, использование бен-
зодиазепинов сопровождалось отсутствием 
прироста уровня тревоги после операции 
(табл. 2). Биспектральный индекс, вос-
становление активности головного мозга 
через 12 ч после операции в клинических 
подгруппах не различались. 

Следовательно, применение комплекс-
ной пролонгированной премедикации 
бензодиазепинами длительного действия 
и препаратами магния способствовало ни-
велированию в послеоперационный пе-
риод вегетативных сердечно-сосудистых 
последствий амиодарон-ассоциированного 
тиреотоксикоза I типа, а также нарушений 
ритмогенеза в сердце.

Таким образом, индивидуальная такти-
ка преднаркозной подготовки пациентов 
с артериальной гипертензией, получаю-
щих β-адреноблокаторы и антагонисты 
кальциевых каналов в качестве антиги-
пертензивной терапии, и нарушениями 
ритма сердца, длительно принимающих 
амиодарон, помогает снизить риск опас-
ных побочных сердечно-сосудистых ре-
акций в раннем послеоперационном пе-
риоде. Длительный приём амиодарона 
более пяти лет в дозе 200 мг/сут. позволял 
достигнуть антиаритмического эффекта, 
но сопровождался развитием тиреоток-
сикоза I типа. Дисфункция щитовидной 
железы, а также отмена амиодарона непо-
средственно до и после операции повыша-
ли риск развития нарушений ритма сер-
дца и подъёма АД в послеоперационный 
период, усиления тревожных реакций. 
Пролонгированная премедикация бензо-
диазепинами длительного действия и пре-
паратами магния сопровождалась благо-
приятным влиянием в первые 3 сут. после 
операции одновременно на сердечно-сосу-
дистую систему и тревожно-депрессивные 
проявления: имело место снижение часто-
ты нарушений ритмогенеза в сердце, ЧСС, 
систолического АД на фоне отсутствия 
изменений уровней тревоги и депрессии. 
Использование бензодиазепинов коротко-
го действия в премедикацию не сопрово-
ждалось усилением тревоги и депрессии 
в ранний послеоперационный период, 
но не предотвращало неблагоприятных 
сердечно-сосудистых реакций.
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Выводы
1. Для снижения риска нарушений ритма 

сердца и повышения АД в послеопераци-
онный период больным артериальной ги-
пертензией, с нарушениями ритма сердца 
и амиодарон-ассоциированным тиреоток-
сикозом I типа премедикацию рекоменду-
ется осуществлять бензодиазепинами про-
лонгированным курсом (диазепам — 3 дня 
перед операцией на ночь перорально 5–10 мг 
и за 1 ч до наркоза, 0,5% р-р в дозе 0,15 мг/кг 
внутримышечно) в комплексе с введением 
р-ра магния сульфата 25% 5 мл. 

2. При резком ограничении сроков под-
готовки больного к операции назначение 
бензодиазепинов длительного действия 
(диазепам на ночь перорально 5–10 мг 

и за 1 ч до наркоза в дозе 0,15 мг/кг внутри-
мышечно) имеет преимущества перед бен-
зодиазепинами короткого действия (ми-
дазолам, 0,5% р-р в дозе 0,07–0,1 мг/кг 
внутримышечно за 40–60 мин до наркоза) 
ввиду профилактики развития нарушений 
ритма сердца и повышения АД в ранний 
послеоперационный период.

3. Пролонгированная премедикация 
бензодиазепинами длительного действия 
и препаратами магния у больных арте-
риальной гипертензией с амиодарон-ас-
социированным тиреотоксикозом I типа 
нивелирует неблагоприятные последствия 
на сердечно-сосудистую систему амиода-
рон-ассоциированной дисфункции щито-
видной железы. 
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