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The influence of melaxen on the function of thrombocytes 
in the experimental hypo- and hyperaggregation

E.N. Lazareva, Kh.M. Galimzyaynov, M.A. Samotrueva

The work presents the data which were obtained in the experimental study of the regulatory action of the 
synthetic analog of melatonin – melaxen – on the functioning of the thrombocytes under conditions of hypo- 
and hyperaggregation. Hypoaggregation`s model of the thrombocytes dysfunction induced by introduction of 
acetylsalicylic acid (per os in dose of 20 mg/kg). Hyperaggregation was caused by the intraperitoneal injection 
of 0.1 ml of a 10% solution of calcium chloride. We studied the activity of melaxen in doses of 1 mg/kg and 10 
mg/kg. In our experimental work was found that melaxen in dose 1 mg/kg has correcting capability, reducing 
dysfunction of the thrombocytes which formed in experimental hypo- and hyperaggregation.
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Действие ионизирующего излучения приводит к истощению пула стволовых клеток, увеличивает 
нагрузку на дифференцированные клетки, в результате усиливаются процессы репарации и апоптоза. 
Наряду с хорошо документированными острыми эффектами, радиотерапия приводит и к отсроченным, 
проявляющимся спустя годы после успешного лечения. Целью нашей работы было формирование и 
апробация комплекса тестов для определения последствий облучения с учетом различной радиочувстви-
тельности организма. Наблюдали общий сдвиг вклада в светорассеяния в сторону более мелких частиц 
у линий 101/Hf и C3Н/Sn, тогда как у мышей линии С57BL отмечали увеличение доли частиц большего 
диаметра. Гистологическое исследование показало, что в печени мышей линии С57BL, в отличие от дру-
гих линий, отмечается уменьшение частоты встречаемости тяжелых повреждений к окончанию экспери-
мента. Такая же тенденция у этой линии обнаружена в ткани поджелудочной железы, а противоположная 
– в ткани селезенки. Таким образом, мыши линии С57BL реагируют на облучение намного позже, чем 
линии 101/Hf и C3Н/Sn, при этом их адаптивность достаточно высока. Животные линии C3Н/Sn лучше 
всех выходят из радиационного кризиса. 

Ключевые слова: облучение, межлинейные различия, лазерная корреляционная спектроскопия.
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Современный уровень развития техно-
логий заставляет все чаще рассматривать 
индивидуальные особенности реакций 
организма на воздействие экстремаль-

ных факторов. Ответом на любое экстре-
мальное воздействие является активация 
общих систем адаптации, однако ско-
рость их развития, степень экспрессии, 
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а главное, степень истощения и развитие 
компенсаторных реакций могут разли-
чаться. Именно от этих факторов в ко-
нечном счете зависит жизнеспособность 
организмов. Определение индивидуаль-
ных  адаптивных особенностей человека 
затруднено ввиду значительного геноти-
пического разнообразия и проводится, в 
основном, на физиологическом уровне с 
использованием нагрузочных тестов. По-
этому целесообразно совместно с ними 
проводить тесты, которые могут адек-
ватно отразить изменения, происходящие 
на клеточном и биохимических уровнях, 
которые, в свою очередь, создают основу 
не столько для проявлений на уровне фи-
зиологии, сколько модифицируют предел 
изменений адаптационных и компенса-
торных реакций. 

Целью настоящего исследования 
было изучение межлинейных различий 
адаптивных возможностей организма 
мышей при воздействии экстремального 
фактора среды.

Материалы и методы
В исследовании использовали три ли-

нии мышей — 101/Hf, С3H/Sn и С57BL 
из коллекционного фонда Научного цен-
тра биомедицинских технологий ФМБА.

Несмотря на то, что процессы, вы-
зываемые в организме лабораторных 
животных, некорректно напрямую пере-
носить на человека, изменения, возника-
ющие при действии факторов различной 
природы, позволяют определить направ-
ление поиска.

При сравнении различных линий мы-
шей под воздействием облучения опи-
сано, что наиболее чувствительной к 
летальному действию облучения была 
линия BALB/cJ, а наиболее резистентной 
— 129/J. Линия 101/Нf в экспериментах 
с химическими мутагенами оказалась 

наиболее чувствительной к мутагенному 
действию алкилирующих агентов, что, 
видимо, обусловлено дефектом системы 
эксцизионной репарации [5].

Облучение опытной группы мышей 
(C3H/Sn, n=9; 101/Hf, n=6; С57BL, n=12) 
проводили на цезиевом облучателе «Па-
норама» до общей дозы 750 рентген 
(Московская ветеринарная академия им. 
К.И. Скрябина). Контрольные группы 
(C3H/Sn, n=7; 101/Hf,  n=10; С57BL,  
n=12) не подвергались облучению.

Измерение массы животных проводи-
ли на весах марки Mettler Toledo, за 1 ч 
до взвешивания животных лишали корма.

Забор крови у мышей проводили из 
малой подкожной вены голени через 3 
дня, а также через 3 и 6 недель после об-
лучения [10]. Субфракционный состав 
сыворотки крови мышей изучали с по-
мощью метода лазерной корреляционной 
спектроскопии. Данный метод позволяет 
определить соотношение частиц разно-
го размера в различных биологических 
жидкостях (сыворотке крови, моче и 
т.д.). Для многокомпонентных образцов 
результатом обработки является кривая 
с несколькими выраженными пиками. 
Сравнение площадей под кривой позво-
ляет определить изменение процентного 
вклада в светорассеяние частиц разного 
размера [3, 12, 13]. Для характеристики 
смещения размеров частиц было при-
нято целесообразным разделить всю об-
ласть размеров на несколько интервалов. 
Для гистограмм сыворотки крови мышей 
можно выделить три основных интерва-
ла: 1 — от 0 до 20,58 нм; 2 — от 20,58 до 
91,26 нм; 3 — свыше 91,26 нм.

Определение изменения количествен-
ных показателей клеток крови проис-
ходило путем подсчета лейкоцитарной 
формулы, которую проводили при им-
мерсионной микроскопии окрашенных 
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мазков. Использовалась комбинирован-
ная окраска по Паппенгейму [11]. 

Исследование субпопуляционного со-
става лимфоцитов (соотношение Т- и 
В-лимфоцитов) крови у мышей разных 
линий проводилось методом проточной 
лазерной цитометрии с использованием 
моноклональных антител с тройной мет-
кой. В основе метода лежит взаимодей-
ствие моноклональных антител, меченных 
флюоресцентной меткой, с поверхност-
ными антигенами лимфоцитов, и после-
дующий анализ образцов на проточном 
лазерном цитометре. Однако применение 
одного типа моноклональных антител, 
меченных флюорохромом (т.н. «одинар-
ная метка»), не всегда даёт объективную 
информацию о той или иной популяции 
лимфоцитов, поскольку каждая клетка 
несет на своей поверхности одновременно 
несколько типов антигенов. Более точное 
и информативное исследование субпопу-
ляций достигается при использовании ан-
тител с большим количеством меток, т.е. 
к образцу крови добавляют одновременно 
2, 3 и более моноклональных антител, не-
сущих на себе различные флюоресцент-
ные красители (зелёный — FITC (ФИТЦ) 
— флюоресцеин-5-изотиоцианат; жёл-
тый — PE (ФЭ) — фикоэритрин;  крас-
ный –PE/Cy5 — тандем цианин 5-фикоэ-
ритрин). 

Для анализа изменений в поведении 
грызунов после действия сильного стрес-
согенного фактора использовали уста-
новку «Открытое поле». В тесте оцени-
вали вертикальную и горизонтальную 
двигательную активность. Длительность 
теста составляла 3 мин. Тестирование 
проводили в квадратной камере размером 
45х45 см, при освещении в 40 Лк. В этом 
тесте оценивают поведенческие проявле-
ния, вызванные конфликтом мотивации 
страха и исследовательской активности. 

При выполнении теста у мышей линии 
101/Нf наблюдали попятные движения, 
описанные для неврологических мутантов 
hot-foot со структурно-функциональными 
аномалиями мозжечка [5].

В конце эксперимента все животные 
были подвергнуты эвтаназии путем пере-
дозировки анестезирующего препарата 
с дальнейшим взятием органов (печень, 
кишечник, поджелудочная железа, селе-
зенка) для проведения гистологического 
исследования с целью оценки поврежда-
ющего действия облучения. Органы фик-
сировали в 4% растворе нейтрального 
формалина. Препараты готовили соглас-
но принятой методике [4, 7].

Для упрощения обработки материала 
в зависимости от степени изменения мор-
фологии клеток и тканей были выделены 
три степени тяжести повреждений [1]. 

Анализ полученных показателей про-
водили с помощью пакета статистиче-
ских программ «Statistica 6.0», используя 
стандартные методы вариационной ста-
тистики.

Все процедуры и эксперименты на 
животных проводили в соответствии с 
«Правилами лабораторной практики в 
Российской Федерации», утвержденными 
приказом Министерства здравоохранения 
РФ № 267 от 19.06.2003 г.

Результаты и их обсуждение
Ионизирующее излучение оказыва-

ет на живой организм неспецифическое 
действие. Организм не способен его ощу-
тить, т.к. энергия ионизирующего излу-
чения слишком мала, и, кроме того, не 
существует рецепторов, которые могли 
бы непосредственно ее воспринимать. 
В отличие от других видов воздействия, 
гамма-излучение проникает непосред-
ственно и одномоментно во все структур-
ные элементы живой системы и влияет 
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на процессы жизнедеятельности. После 
облучения поддержание высокого уровня 
работоспособности клеток, тканей и ор-
ганов осуществляется в большей степени 
за счет разрушения собственных жизнен-
но важных структур и постепенного сни-
жения общей устойчивости [2, 6].

Был исследован ряд параметров, каж-
дый из которых может характеризовать 
ответ отдельной системы организма на 
облучение.

Одним из комплексных параметров, 
который объективно характеризовал 
состояние организма в целом, было из-
менение массы тела мышей. Из литера-
туры известно, что острое облучение в 
высоких дозах приводит к стойкому сни-
жению массы тела вследствие развития 
лучевой болезни [9]. В наших экспери-

ментах зарегистрировано снижение про-
цента прироста массы после облучения в 
острой дозе. Однако есть данные о том, 
что облучение может приводить и к раз-
витию метаболического синдрома после 
воздействия в высоких, но не летальных 
дозах [14]. Наблюдали снижение массы 
животных к 6-й неделе у трех линий в 
контроле и в опыте, исключая опытную 
группу линии C3H/Sn (рис. 1). У линии 
С3Н/Sn наблюдали уменьшение прироста 
массы животных в опытной группе на 3-й 
неделе эксперимента, что, в общем, соот-
ветствует развитию острой фазы лучевой 
болезни. К 6-й неделе, в стадии восста-
новления, прирост возрастал. Суммар-
ный прирост в контрольной и опытной 
группах за весь период эксперимента был 
приблизительно равным.

Ю.С. Медведева, Е.Н. Архипова, И.Б. Алчинова, М.А. Озерова, А.С. Бобе,
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Рис. 1. Изменение прироста массы мышей разных линий, %.
! – р<0,05 отличия опыта от контроля; 
# – р<0,001 отличия линии С3Н/Sn от линии 101/Hf;
+ – р<0,001 отличия линии 101/Hf от линии С57BL; 
* – р<0,01, ** – р<0,001 отличия линии С3Н/Sn от линии С57BL (критерий Манна-Уитни).
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Рис. 2. Процентное содержание количества нейтрофилов и лимфоцитов в мазках крови мышей разных 
линий после облучения. По оси ординат – количество палочко-, сегментоядерных нейтрофилов и 
лимфоцитов в %.
# – р<0,05 отличия линии С3Н/Sn от линии 101/Hf;
+ – р<0,05 отличия линии 101/Hf от линии С57BL;
* – р<0,05 отличия линии С3Н/Sn от линии С57BL (критерий Манна-Уитни). 

У мышей линии 101/Hf к 3-й неделе 
прирост массы в опытной и контрольной 
группах был приблизительно равным. К 
6-й неделе прирост массы в опыте был 
значительно выше, чем в контроле, что 
может свидетельствовать о развитии ме-
таболического синдрома [14].

У мышей линии С57BL, как и у линии 
С3Н/Sn, наблюдали снижение прироста 
массы к 3-й неделе, но без его восстанов-
ления к 6-й неделе, что свидетельствует 
о недостаточности восстановительных 
процессов после облучения.

Таким образом, судя по показателям 
массы, классический ответ на облуче-
ние развивается только у мышей линии 
С3Н/Sn, т.к. у данных лабораторных живот-
ных присутствовала стадия восстановления.

Процент прироста массы по группе мо-
жет служить комплексным показателем 
скорости обменных процессов при работе 

с лабораторными животными, но, к со-
жалению, не позволяет адекватно опреде-
лить механизмы происходящих сдвигов.

Изменения в картине крови являются 
основными признаками при воздействии 
гамма-излучения в значительных дозах.

Сравнение количества различных 
форменных элементов в крови мышей 
разных линий после облучения показало 
большие различия в содержании палоч-
ко- и сегментоядерных нейтрофилов и 
лимфоцитов (рис. 2).

Основным критерием развития лу-
чевой болезни является лимфопения. У 
мышей линии С57BL эффект облучения 
наблюдали уже через неделю после воз-
действия, и к 6-й неделе эксперимента 
количество лимфоцитов начинало по-

вышаться. У мышей линии 101/Hf на-
блюдали противоположную картину, и к 
6-й неделе – выраженную лимфопению. 
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Мыши линии C3H/Sn оказались самыми 
стабильными, незначительное понижение 
количества лимфоцитов, возникшее к 3-й 
неделе, восстанавливалось к 6-й неделе.

Определение субпопуляций лейко-
цитов в течение эксперимента показало, 
что общая их численность практически 
не изменяется во времени у всех трех 
линий. Однако у линий C3H/Sn и 101/Hf 
наблюдалось уменьшение как Т-, так и 
В-лимфоцитов к 6-й неделе, причем у ли-

нии С3Н/Sn это было выражено ярче. У 
линии С57BL отмечали обратный сдвиг 
в сторону резкого увеличения лимфо-
цитов обеих популяций. Это свидетель-
ствует об истощении пула Т-, В- и пре-В-
лимфоцитов у мышей первых двух линий 
и восстановлении кроветворной функции 
у мышей линии С57BL к 6-й неделе экспе-

римента после почти полного отсутствия 
Т- и В-лимфоцитов на 3-й неделе (рис. 3).

Действие ионизирующего излучения 
приводит к истощению пула стволовых 
клеток, увеличивает нагрузку на диф-
ференцированные клетки, в результате 
усиливаются процессы репарации и апоп-
тоза. Использование лазерной корреля-
ционной спектроскопии позволяет опре-
делить общее направление изменений в 
сывороточном гомеостазе [12]. По срав-

нению с контрольными значениями, у 
облученных животных линии 101/Hf на-
блюдали увеличение процентного вклада 
в светорассеяние частиц 3-й зоны на 3-й 
неделе и смещение 2-й зоны в сторону 
более крупных частиц. К 6-й неделе со-
храняется значительный вклад частиц 3-й 
зоны (рис. 4).

Рис. 3. Процент Т- и В-лимфоцитов у мышей разных линий после облучения.
# – р<0,05 отличия линии С3Н/Sn от линии 101/Hf;
+ – р<0,05, ++ – р<0,01 отличия линии 101/Hf от линии С57BL;
* – р<0,05, ** – p<0,01 отличия линии С3Н/Sn от линии С57BL (Критерий Манн-Уитни).
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Рис. 4. ЛК-гистограмма сыворотки крови мышей линии 101/Hf на 3-й и 6-й неделях эксперимента.
По оси абсцисс – размер частиц в нм, по оси ординат – процентный вклад в светорассеяние.

Рис. 5. ЛК-гистограмма сыворотки крови мышей линии С3Н/Sn на 3-й и 6-й неделях эксперимента. По 
оси абсцисс – размер частиц в нм, по оси ординат – процентный вклад в светорассеяние.

У мышей линии С3Н/Sn наблюдали 
значительное увеличение вклада в свето-
рассеяние частиц 3-й зоны за счет умень-
шения частиц 1-й зоны. Через 6 недель на-

блюдали появление более крупных частиц 
в сыворотке крови 2-й зоны по сравнению 
с контрольной сывороткой (рис. 5).

Для мышей линии С57BL характерно 
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увеличение вклада частиц 2-й зоны через 3 
недели эксперимента. К 6-й неделе проис-
ходило незначительное перераспределение 
в сторону более крупных частиц (рис. 6).

Возрастание процентного вклада ча-

стиц крупного размера является показа-
телем развития воспалительного процес-
са и увеличения количества продуктов 
деструкции клеток в сыворотке крови 
[13]. Изменение ЛК-гистограмм у мы-
шей линии 101/Hf в сторону более круп-
ных частиц было самым значительным и 
длительным. У линии С57BL этот про-
цесс был менее выражен, а в сыворотке 
крови мышей линии С3Н/Sn значитель-
ное увеличение на 3-й неделе процент-
ного вклада в светорассеяние частиц 3-й 
зоны к 6-й неделе сходит на нет.

Положительная динамика в измене-
нии клеточного состава крови у мышей 
линии С57BL в течение эксперимента со-
гласуется с минимальными изменениями 
в процентном вкладе в светорассеяние 
частиц в сыворотке крови.

Ионизирующее излучение влияет на 
функциональное состояние нервной си-
стемы и поведение в результате как пря-
мого воздействия на нервную систему, 
так и косвенного, за счет реактивности 

нервной системы на лучевое поврежде-
ние, вызываемое в других системах ор-
ганизма. При этом нервная реактивность 
может иметь большее интегративное 
физиологическое значение, чем прямое 
повреждение нервной системы в сверх-
летальных дозах [8]. В тесте «Открытое 
поле» оценивают поведенческие проявле-
ния, вызванные конфликтом мотивации 
страха и исследовательской активности. 

После воздействия радиоактивным из-
лучением мыши линии С57BL снизили 
горизонтальную двигательную актив-
ность в течение 6-ти недель. У мышей 
линий 101/Hf и С3Н/Sn двигательная 
активность до облучения и после отли-
чалась только на 6-й неделе, где мы ви-
дим значительное снижение активности 
(рис. 7).

Ю.С. Медведева, Е.Н. Архипова, И.Б. Алчинова, М.А. Озерова, А.С. Бобе,
Ц.Ц.  Содбоев, А.А. Антипов,  М.Ю. Карганов

Рис. 6. ЛК-гистограмма сыворотки крови мышей линии С57BL на 3-й и 6-й неделях эксперимента. По 
оси абсцисс – размер частиц в нм, по оси ординат – процентный вклад в светорассеяние.
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Рис. 7. Изменение горизонтальной двигательной активности у мышей разных линий после облучения, 
абс. значения.

Похожая картина наблюдалась при 
сравнении вертикальной двигательной ак-
тивности мышей линий С3Н/Sn и 101/Hf до 
и после облучения: к 6-й неделе верти-
кальная активность равна нулю. У мы-

шей линии С57BL произошло значимое 
уменьшение вертикальной активности 
на 1-й неделе и повышение двигательной 
активности в течение 3-й и 6-й недель 
(рис. 8). 

Рис. 8. Изменение вертикальной двигательной активности у мышей разных линий после облучения, 
абс. значения.
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В изменении двигательной активно-
сти у животных разных линий можно 
отметить два типа ответа на воздействие 
гамма-излучения: срочный выраженный 
у мышей линии С3Н/Sn и отсроченный 
ответ, развивающийся только к 6-й не-
деле, у мышей линии С57BL.

Облучение в острой дозе 750 рентген 
вызывает деструкцию клеток как в про-
цессе прямого воздействия облучения, 

так и в результате образования актив-
ных форм кислорода.

У контрольных животных линий 
101/Hf и С3Н/Sn, не подвергнутых об-
лучению, ткани тонкого кишечника и 
печени не были поражены.

У облученных животных изменения 
тканей тонкого кишечника и печени 
были представлены в различных степе-
нях тяжести (рис. 9А, Б). 

А

Рис. 9. Частота встречаемости повреждений в тканях тонкого кишечника и печени, %.
А – повреждения тканей тонкого кишечника и печени у мышей линий С3Н/Sn и 101/Hf,
Б – повреждения ткани печени у мышей линии С57BL.

Б
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Для того чтобы отследить динамику 
повреждения тканей для мышей линии 
С57BL, были дополнительно исследо-
ваны ткани селезенки и поджелудочной 
железы (рис. 10, 11). Как мы видим, уже 

к 3-й неделе эксперимента наблюдался 
высокий процент животных с тяжелыми 
повреждениями тканей, и, хотя к 6-й не-
деле отмечалась положительная динами-
ка, состояние их далеко от нормального.

Рис. 10. Частота встречаемости различных степеней поражения тканей селезенки у мышей линии 
С57BL.

Рис. 11. Частота встречаемости различных степеней поражения тканей поджелудочной железы у мышей 
линии С57BL.
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Заключение
Таким образом, проведенное сравне-

ние чувствительности мышей разных 
линий к гамма-облучению в острой дозе 
750 рентген показывает, что, несмо-
тря на сходство общих реакций тканей 
и органов, существуют отличия между 
линиями, выраженность которых опре-
деляется их индивидуальными особенно-
стями. Было показано, что мыши линии 
С57BL реагируют на облучение намного 
позже, чем мыши линий 101/Hf и C3Н/
Sn, при этом их адаптивность достаточно 
высока. У мышей линий 101/Hf и C3Н/Sn 
острая лучевая болезнь развивается схо-
жим образом, однако линия C3Н/Sn луч-
ше всех выходит из радиационного кризи-
са. Заметного улучшения после развития 
лучевой болезни у мышей линии 101/Hf 
не наблюдалось.

Использование комплексных крите-
риев позволяет увидеть суммарный ре-
зультат патологического процесса и ра-
боты приспособительных механизмов, а 
также подобрать подходящий критерий 
для оценки радиочувствительности. При 
тестировании новых линий или гибридов 
использование интегральных показате-
лей позволит определить направление и 
скорость развития основного патологи-
ческого процесса.
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Features organismal response of mice of different lines
to acute gamma-irradiation

Yu.S. Medvedeva, E.N. Arkhipova, I.B. Alchinova, M.A. Ozerova, A.S. Bobe,
C.C. Sodboev, A.A. Antipov, M.Yu. Karganov

Exposure to ionizing radiation leads to exhaustion of the pool of stem cells, increases differentiated 
cell stress, and activated reparation and apoptosis processes. Apart from well-documented acute effects, 
radiotherapy leads to delayed effects manifesting in few years after successful treatment. The aim of our study 
was the development of a test battery for evaluation of irradiation aftereffects in organisms characterized 
by different radiosensitivity. In C3H/Sn and 101/Hf mice, light scattering spectrum was shifted towards 
small particles, while in C57BL mice increased contribution of large particles was observed. In 3 weeks, a 
shift towards larger particles was recorded in all three mouse strains, but its degree varied. By week 6, the 
histograms approached the control. Histological study showed that the incidence of severe injuries in the liver 
increased by the end of the experiment in C57BL mice (but not in other mouse strains). The same shifts were 
observed in the pancreas and an opposite tendency was seen in the spleen. Thus, C57BL mice responded to 
irradiation later that C3H/Sn and 101/Hf mice, but demonstrated high adaptation capacity. C3H/Sn mice best 
of all recovered from the radiation crisis.

Key words: irradiation, strain-specific differences, laser correlation spectroscopy.


