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ГЕН ЛЕПТИНА — МАРКЕР КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА

Н. В. Петрова
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий

Федерального медико-биологического агентства России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Показано, что анализ уровня экспрессии  гена Lep является маркером для мышей линии B/Ks-Leprdb/+, 
служащей оптимальной моделью для описания метаболического синдрома (МС) в доклинических ис-
следованиях. Мышам проведена трансплантация культивированных изогенных клеток костного мозга 
(ККМ) от гетерозиготных db/+ доноров. Реципиенты были разделены на группы по разным стадиям 
развития МС — ранняя и выраженная. Проанализирована экспрессия гена Lep на 3-и, 8-е и 14-е сут 
после введения стволовых ККМ в клетках головного мозга, печени и поджелудочной железы методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени. Экспрессию гена Lep оценива-
ли в количестве копий кДНК. Согласно данным нашей лаборатории, лептин является полноценным 
регулятором обменных процессов за счет своего влияния на гипоталамус, который, в свою очередь, 
совместно с гиппокампом, контролирует продукцию ацетилхолина и инсулина в мозге. Нами доказана 
роль Lep гена как количественного оценочного критерия эффективности клеточной терапии при МС.

Ключевые слова: кДНК, метаболический синдром (МС), мыши линии B/Ks-Leprdb/+, экспрессия 
гена, ген лептина Lep, стволовые клетки костного мозга (СККМ)
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THE LEPTIN GENE IS A MARKER FOR THE CELL THERAPY 
OF METABOLIC SYNDROME

Nataliya V. Petrova
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia

143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

It is shown that the level of the Lep gene expression is a marker for B/Ks-Leprdb/+ mice, which line serves 
as an optimal model for describing metabolic syndrome (MS) in preclinical studies. Mice were transplant-
ed with cultured isogenic bone marrow cells (BMC) from heterozygous db/+ donors. The recipients were 
divided into two groups according to an early or advanced stage of MS development. We analyzed the 
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expression of the Lep gene on the 3rd, 8th and 14th day following the administration of stem BMCs in the 
brain, liver and pancreas cells by polymerase chain reaction (PCR) in real time. The Lep gene expression 
was evaluated in terms of the number of cDNA copies. According to our data, leptin is a complete regulator 
of metabolic processes due to its effect on the hypothalamus, which, together with the hippocampus, con-
trols the production of acetylcholine and insulin in the brain. We have proven the role of the Lep gene as a 
quantitative criterion for evaluating the effi cacy of a cell therapy in MS.

Keywords: cDNA, metabolic syndrome (MS), B/Ks-Leprdb/+ mice, gene expression, Lep leptin gene, bone 
marrow stem cells (BMSC)
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Введение
Существует достаточно большое коли-

чество генов с установленной функцией 
и еще большее количество генов-кан-
дидатов, играющих определенную роль 
при формировании основных проявлений 
метаболического синдрома (МС) [5].
Наиболее изучаемы из кандидатных ге-

нов — мутации генов лептина, рецептора 
лептина, предшественника гормона конвер-
тазы 1, проопиомеланокортина, рецептора 
мелано-кортина-4 и др. [2, 1, 7]. Поэтому 
в 1990 г. было предложено каталогизировать 
все генетические варианты и хромосомные 
локусы, связанные с ожирением, в генети-
ческую карту ожирения (http://obesitygene.
pbrc.edu) [13].
Лептин представляет собой полипептид-

ный гормон с молекулярной массой око-
ло 16 кДа и кодируется геном ob (от англ. 
«obesity»), который был открыт при пози-
ционном клонировании у мышей. Ген леп-
тина у мышей находится в проксимальной 
части 6-й хромосомы мыши [8]. Была опре-
делена нуклеотидная последовательность 

кДНК гена, которая содержала открытую 
рамку считывания для белка из 167-ми 
аминокислотных остатков и очень длин-
ную 3’-нетранслируемую область [14]. Ре-
цессивные мутации гена в гомозиготном 
состоянии приводят у мышей к накоплению 
избыточного веса и развитию сахарного ди-
абета типа 2 [10].
Предполагается, что ген лептина, наряду 

с др. генами ожирения, связан с феноти-
пами ожирения у человека [1]. Ген рецеп-
тора лептина (LEPR) кодирует рецептор 
трансмембранной области, через который 
ген лептина (LEP), адипоцитспецифиче-
ского гормона, регулирует массу жировой 
ткани, процессы приема пищи и расходы 
энергии. Рецептор лептина отвечает за пе-
редачу сигнала лептина в гипоталамусе 
до нескольких преобразователей сигнала 
и активатора транскрипции, а также являет-
ся основным лептин-связывающим белком 
в крови [4].
Лептин циркулирует в кровотоке 

как в свободной, так и в связанной со спе-
цифическими белками формах. При этом 
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уровень секретируемого лептина, как пра-
вило, соответствует массе жировой ткани 
в организме [3]. У женщин концентрация 
лептина в крови значительно выше, чем 
у мужчин [9].

Цель работы — количественная харак-
теристика экспрессии гена Lep лаборатор-
ных мышей линии B/Ks-Leprdb/+, находя-
щихся на разных стадиях МС при введении 
СККМ.

Задачами исследования являлись:
• проведение биоинформационого анализа 
с помощью базы NCBA последователь-
ностей гена Lep мышей, специфичных 
для отбора наиболее перспективных нук-
леотидных последовательностей для ис-
пользования в синтезе праймеров и флюо-
ресцирующего зонда;

• подбор и исследование расчетным и эм-
пирическим путем оптимальных конеч-
ных концентраций компонентов ПЦР-
системы в режиме реального времени: 
дезоксинуклеотидтрифосфатов, ионов 
магния (Mg 2+) и олигонуклеотидных 
праймеров и зонда;

• проведение молекулярно-генетического 
исследования уровней экспрессии гена 
Lep у мышей линии B/Ks-Leprdb/+, нахо-
дящихся на разных стадиях развития МС, 
до и после введения ККМ. Сравнение 
уровней экспрессии гена Lep в клетках 
головного мозга, печени и поджелудочной 
железы методом ПЦР в режиме реального 
времени на разных сроках.

Материалы и методы
Экспрессию гена Lep изучали на мы-

шах-реципиентах линии B/Ks-Leprdb/+ 
(db/db), которые несут рецессивный ген 
leptin receptor-Leprdb. Ген db в гомозигот-
ном состоянии вызывает диабет без дефи-
цита инсулина. Гомозиготные мыши db/db 
были разделены на 3 группы в зависимости 
от стадии развития МС:

группа 1 — особи, находящиеся на ран-
ней стадии развития МС (n=10), которым 
провели однократное введение ККМ сме-
шанной культуры гемопоэтических клеток 
костного мозга (ГПККМ) и мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга (ММСККМ), культивиро-
ванных в течение 5-ти сут. Введение вну-
трибрюшинное по 10 млн клеток;
группа 2 — мыши на стадии выражен-

ных клинических признаков развития 
болезни (n=10), с однократным введени-
ем ККМ смешанной культуры ГПККМ 
и ММСККМ, культивированных в тече-
ние 5-ти сут. Введение внутрибрюшинное 
по 10 млн клеток;
группа 3 — контрольные (без введения 

донорских СККМ) животные на стадии вы-
раженных клинических признаков разви-
тия болезни (n=10), с внутрибрюшинным 
введением физ. р-ра в тех же объемах.
В качестве доноров стволовых и прогени-

торных ККМ использовали фенотипически 
здоровых гетерозиготных мышей той же 
линии db/+.
Всех экспериментальных животных со-

держали в условиях свободного доступа 
к воде и пище на рационном питании (без 
диет), соответствующем нормативам ГОСТ.
Для решения поставленных задач работа 

поводилась в несколько этапов.

Проведение культуральных исследо-
ваний
Работы по выделению клеток и их куль-

тивированию проводились в соответствии 
с общими принципами культуральных ис-
следований на живых и трупных донорах 
сотрудниками лаборатории клеточных 
технологий ФГБУН НЦБМТ ФМБА Рос-
сии. Жизнеспособность клеток гемопо-
этической и стромальной фракций ККМ 
исследовали по окраске трипановым синим, 
а пролиферативную активность в культуре 
стромальных ККМ — по скорости образо-
вания монослоя.
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Морфологическое исследование тка-
ней и органов
Гистологический анализ выполнен 

на мышах db/db экспериментальных 
и контрольной групп после введения ККМ 
с интервалом 3, 8 и 14 сут. Для исследова-
ния отобраны образцы тканей органов-ми-
шеней, которые подвергались стандартно-
му гистологическому анализу.

Исследования методом ПЦР в режиме 
реального времени
Материалом для исследования служили 

ткани различных органов (печень, подже-
лудочная железа, головной мозг) мышей 
db/db экспериментальных групп. Забор  ма-
териала осуществляли строго по времени. 
Интервал наблюдения: первая точка — 
до введения ККМ, затем на 3-и, 8-е и 14-е 
сут после введения стволовых клеток.
Исследование экспрессии гена Lep мы-

шей линии db/db в разных органах прово-
дили методом ПЦР в режиме реального 
времени. При использовании специфиче-
ских праймеров и зонда к генам (табл. 1) 
на детектирующем амплификаторе CFX-96 
(«Bio-Rad», США).
Из исследуемого материала выделя-

ли тотальную РНК на магнитных части-
цах с помощью набора для выделения 
«МАГНО-сорб» на автоматической стан-
ции выделения нуклеиновых кислот и бел-
ков «Kingfi sher DUO» («ThermoScientifi c», 

Финляндия). Синтез первой цепи кДНК 
проводили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матрице 
РНК РЕВЕРТА-L» («ИнтерЛабСервис», 
Россия). Количество исследуемых кДНК 
в образцах рассчитывали путем определе-
ния пороговых циклов ПЦР.
Стадию амплификации кДНК Lep на де-

тектирующем амплификаторе CFX-96 («Bio-
Rad», США) в режиме реального времени 
проводили в 25 мкл смеси следующего со-
става ПЦР-буфера (×10): 700 mMТрис-HCl, 
pH 8,6/25 °C, 166 mM (NH4)2SO4, 25 mM 
MgCl2, 0,2 mM dNTPs, Taq-полимераза.
Подбор оптимальных условий проведе-

ния амплификации представлен в табл. 2.

Результаты и их обсуждение
После трансплантации культивированных 

изогенных ККМ реципиентам от гетерози-
готных db/+ доноров установлено, что на 3-и, 
8-е и 14-е сут гистологически у мышей 
db/db экспериментальных и контрольной 
групп были выявлены нарушения в струк-
туре поджелудочной железы и печени, ти-
пичные для МС.
В исследуемом биоматериале на 3-и, 8-е 

и 14-е сут после введения ККМ ни в одной 
из групп не было выявлено структурной 
позитивной динамики в органах, которые, 
как правило, проявляются после клеточной 
терапии позже — на сроках, начиная с 21–27–
30 дней после введения клеток. Однако изме-

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры и зонд ПЦР-системы
Table 1. Oligonucleotide primers and probe PCR system

Исследуемая мишень гена Lep Олигонуклеотидные праймеры и зонд
MusDB F 5-TCACCTCCGTCAACAGAAGA-3
MusDB R 5-GGCTCTACTGGAATGGAACC-3
MusDB Z ROX-TTCCACGCACAGTCACAAGATAATG-BHQ-2

Таблица 2. Режимы проведения амплификации в реальном времени
Table 2. Real-time amplifi cation modes

Режимы Температура Продолжительность Число циклов
Начальная денатурация 95 °C 3 мин 1

Денатурация 95 °C 20 сек
45Отжиг 57 °C 40 сек

Элонгация 72 °C 30 сек
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нение уровня экспрессии гена Lep в органах 
мышей-реципиентов db/db мы зафиксирова-
ли уже на  3-и сут после трансплантации ККМ.
Экспрессию гена  Lep в органах мышей-

реципиентов db/db оценивали в количест-
ве копий кДНК. Полученные результаты 
исследования экспрессии гена Lep и рас-
пределения его соотношения в различные 
интервалы времени забора биоматериала 
представлены на рисунках.

Клетки поджелудочной железы
В поджелудочной железе наблюдается 

увеличение уровня экспрессии гена Lep 
у исследуемых животных во всех группах, 
от 1-го дня до 3-х сут, — в 2,5 раза у мы-
шей на ранней стадии заболевания и почти 
в 4 раза у мышей на выраженной стадии. 
На 14-е сут наблюдается снижение актив-
ности гена. Терапевтическое действие бо-
лее явно прослеживается в группе мышей 
на ранней стадии МС, начиная с 3-х сут по-
сле введения ККМ.

Клетки головного мозга
В головном мозге наблюдается увеличе-

ние уровня экспрессии гена Lep в 1,3 раза 
на 3-и сут у исследуемых животных на ран-
ней стадии заболевания, затем, к 14-м сут, 
наблюдается снижение уровня экспрессии 
в 6 раз по сравнению с исходным. У мышей 
на выраженной стадии заболевания изна-
чально очень высокий уровень экспрессии, 
на 3-и сут происходит снижение (в 9 раз) 

и дальнейшие незначительное увеличение 
активности гена Lep.

Клетки печени
Уровень экспрессии гена Lep в клетках пе-

чени мышей менялся на протяжении всего 
эксперимента: у животных на ранней ста-
дии развития МС вырос на 3-и сут в 1,3 раза 
по сравнению с экспрессией до введения 
стволовых клеток и упал в 8,5 раза на 8-е 
сут, затем несколько увеличился на 14-е сут. 
У мышей на выраженной стадии развития 
МС уровень экспрессии гена упал на 8-е 
сут в 3,5 раза по сравнению со значением 
до введения, затем, на 14-е сут, снова вырос 
в 5,3 раза.
В дальнейшем мы осуществили сравне-

ние уровней экспрессии гена Lep в клетках 
различных органов у исследуемых мышей 
и в контрольной группе. В контрольной груп-
пе мышей db/db с выраженными признаками 
МС (без введения ККМ) с внутрибрюшин-
ным введением физ. р-ра наблюдается следу-
ющая картина, показанная на рис. 4.
Изначальный уровень экспрессии высок 

только в клетках печени, после введения 
препарата он снижается уже на 3-и сут. По-
добное снижение активности гена мы на-
блюдаем и в клетках мозга. В клетках же 
поджелудочной железы, наоборот, на 3-и 
и 8-е сут мы наблюдаем увеличение экс-
прессии, а к концу эксперимента, на 14-е 
сутки, — напротив, резкое снижение 
по сравнению с началом опыта (табл. 3).

Таблица 3. Уровень экспрессии гена Lep в клетках различных органов у мышей контрольной группы (количество 
копий кДНК в пробе)
Table 3. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice of the control group (the number of cDNA 
copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень
До введения 8 912 509 132 396 041 621 942 163

3-и сут 54 638 654
( в 6 раз)

103 663 292
( в 1,2 раза)

135 285 110
( в 4,5 раза)

8-е сут 50 845 202 13 823 722
( еще в 7,5 раза)

29 639 781
( еще в 4,5 раза)

14-е сут
1 528 886

( в 5,8 раз по сравнению 
с экспрессией до введения)

14 537 843
( в 9 раз по сравнению 

с экспрессией до введения)
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Рис. 1. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках поджелудочной железы от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на разных стадиях МС.
Fig. 1. Correlation of the Lep gene expression in pancreatic cells depending on the time of sampling in db/db mice at 
different MS stages.

Рис. 2. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках головного мозга от времени взятия проб у мышей линии 
db/db на разных стадиях МС.
Fig. 2. Correlation of the Lep gene expression in brain cells depending on the time of sampling in db/db mice at 
different MS stages.

Рис. 3. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках печени от времени взятия проб у мышей линии db/db на раз-
ных стадиях МС.
Fig. 3. Correlation of the Lep gene expression in liver cells depending on the time of sampling in db/db mice at different MS stages.
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У мышей на ранней стадии развития МС, 
к сожалению, не удалось получить экспери-
ментальные данные на 8-е и 14-е сут в клет-
ках поджелудочной железы, а также на 8-е 
сут в клетках мозга. Тем не менее картина 
отличается от таковой в контрольной группе, 
и мы можем наблюдать схожую тенденцию 
роста активности исследуемого гена после 
введения препарата (на 3-и сут), а также сни-
жение этой активности к концу эксперимента 
(на 14-е сут), причем экспрессия гена ниже, 
чем до введения препарата (рис. 5, табл. 4).
Полученные результаты по клеткам пе-

чени иллюстрируют, что после 3-х сут 
в какой-то момент ген перестает актив-
но работать, уровень экспрессии сильно 
снижается: уже на 8-е сут ген «работает» 
в 6,5 раза менее активно, чем до начала 

эксперимента. Анализируя, можно пред-
положить аналогичное развитие событий 
в клетках поджелудочной железы и мозга.
У мышей db/db на выраженной стадии 

развития МС уровень экспрессии гена Lep 
во всех исследуемых органах нестабилен 
и изменяется резко и независимо от клеток 
др. органов (рис. 6).
Такую динамику активности можно 

связать с несбалансированным обменом 
веществ и большим количеством пато-
логических процессов, присутствующих 
на выраженной стадии заболевания (табл. 5).
Наблюдается наибольшее снижение 

уровня экспрессии гена Lep в клетках го-
ловного мозга до введения стволовых кле-
ток, на 14-е сут активность гена снижается 
в 45 раз.

Таблица 4. Уровень экспрессии гена Lept в клетках различных органов у мышей на ранней стадии заболевания 
(количество копий кДНК в пробе)
Table 4. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice at an early MS stage (the number of cDNA 
copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень
До введения 10 901 844 113 012 114 131 446 794

3-и сут 26 992 928
( в 2,5 раза)

148 555 080
( в 1,3 раза)

171 543 789
( в 1,3 раза)

8-и сут Нет данных
20 040 929

( в 6,5 раза по сравнению с экспрессией 
до введения)

14-е сут Нет данных

18 302 061
( в 6 раз по срав-
нению с экспрессией 

до введения)

90 416 980
( в 1,5 раза по сравнению с экспрессией 

до введения)

Таблица 5. Уровень экспрессии гена Lep в клетках различных органов у мышей на выраженной стадии заболе-
вания (количество копий кДНК в пробе)
Table 5. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice at an advanced MS stage (the number of 
cDNA copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень

До введения 3 301 794 188 364 908 107 151 930

3-и сут 6 174 829
( в 2 раза)

20 832 912
( в 9 раз)

59 566 214
( в 1,8 раза)

8-е сут 12 863 969
( еще в 2 раза)

56 234 132
( в 2,7 раза по сравнению 

с 3-ми сут)

30 505 278
( еще в 2 раза)

14-е сут

9 928 302
( в 1,3 раза по сравнению 
с 8-ми сут и  в 3 раза 

по сравнению с экспрессией 
до введения)

4 186 730
( в 13,5 раза по сравнению 

в 8-ми сут и  в 45 раз 
по сравнению с экспрессией 

до введения)

164 295 247
( в 5,4 раза по сравнению 
в 8-ми сут и  в 1,5 раза 

по сравнению с экспрессией 
до введения)
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Рис. 4. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
контрольной группы (без ККМ) линии db/db.
Fig. 4. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in mice of 
the control group (without BMC) of the db/db line.

Рис. 5. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на ранней стадии МС.
Fig. 5. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in 
db/db mice at an early MS stage.

Заключение
Содержание лептина в общей циркуляции 

крови коррелирует с массой тела: чем боль-
ше масса жировой ткани, тем больше она 
секретирует гормона в кровяное русло. По-
добное явление позволяет назвать жировую 
ткань эндокринным органом, гуморально 
регулирующим свое собственное состо-
яние. Уменьшение количества жировой 

ткани влияет на уровень лептина: снижение 
массы тела на 10 % приводит к снижению 
концентрации лептина на 53 %. Напротив, 
увеличение массы на 10 % сопровождается 
увеличением содержания сывороточного 
лептина втрое [6].
Именно снижение концентрации сыво-

роточного лептина в результате болезни 
или радикальных диет «запускает» компен-
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саторный механизм, подавляющий термо-
генез и увеличивающий потребление пищи 
до тех пор, пока не будет достигнут уровень 
лептина, являющийся нормой для данного 
организма. Поэтому считается, что ожи-
рение является состоянием лептинорези-
стентности.
По некоторым данным, уровень лептина 

является фактором риска ишемической бо-
лезни сердца умеренной силы и коррелирует 
с показателями общего холестерина и три-
глицеридов. В последнее время обсужда-
ется новая теория патогенеза артериальной 
гипертензии при ожирении, связанная с ги-
перлептинемией у таких пациентов, что под-
тверждается нашими исследованиями.
Анализируя результаты, полученные 

у мышей на ранней и выраженной ста-
дии МС, заметно, что уровень экспрессии 
в тканях печени и головного мозга значи-
тельно выше, чем в поджелудочной железе, 
что обус ловлено реально более высоким со-
держанием адипоцитов (жировых клеток) 
в этих органах. Нами продемонстрировано, 
что на ранней стадии развития МС (3-и сут) 
после введения препарата стволовых кле-
ток наблюдается более высокий уровень 

лептина, что, возможно, обусловлено вли-
янием препарата на корректировку обмен-
ного процесса в сторону нормализации. Т. е. 
высокий уровень лептина, влияя на гипота-
ламус, снижает чувство голода, а накоплен-
ный жир сжигается.
В нашем случае у больных животных 

возникает толерантность организма к леп-
тину: приводит к понижению уровня 
лептина, несмотря на большое количест-
во жировой ткани, но организм при этом 
никак не реагирует и продолжает накапли-
вать жировую ткань. При введении ККМ, 
по-видимому, происходит корректировка 
обменных процессов и лептина в сторону 
нормализации.
На выраженной стадии развития МС 

у животных наблюдается обратная связь: 
уровень лептина растет в печени и голов-
ном мозге из-за высокого содержания жи-
ровой ткани, а ККМ перестают оказывать 
нормализующее действие.
Результаты гистологических исследова-

ний тканей печени и поджелудочной же-
лезы у всех групп животных не показали 
характерных структурных и функциональ-
ных изменений при введении фракции 

Рис. 6. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на выраженной стадии МС.
Fig. 6. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in 
db/db mice at an advanced MS stage.
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ККМ. Возможно, эти изменения могут про-
являться при иных условиях проведения 
эксперимента.
Для полной картины гистологических 

изменений будут выполнены исследования 
с более длительным сроком наблюдения 
и сбора информации.
По-видимому, ген лептина Lep можно счи-

тать одним из реперных генов, полноценным 
регулятором обменных процессов, за счет 
своего влияния на гипоталамус, который, 

в свою очередь, совместно с гиппокампом, 
контролирует продукцию ацетилхолина 
и инсулина в мозге [11, 12].
Выбранная линия лабораторных мышей 

B/Ks-Leprdb/+ (db/db) является адекватной 
биомоделью для изучения и описания ме-
таболического синдрома, оптимизирован-
ная ПЦР-система может быть использована 
для оценки степени возможного терапевти-
ческого воздействия на организм лаборатор-
ного животного в доклинической практике.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ПСИХОАКТИВНЫХ 
СРЕДСТВ НА ГИППОКАМПАЛЬНЫЕ ТЕТА- И ГАММА-РИТМЫ

Ю. В. Фокин
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий

Федерального медико-биологического агентства России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Работа проведена на кошках со стереотаксически имплантированными в разные отделы мозга элек-
тродами. Изучено влияние мелатонина, атомоксетина и хлорпромазина на разные по филогенетиче-
ской организации структуры коры головного мозга, особое внимание отведено гиппокампу.
Выполнялись нормализация и нормирование БПФ-преобразованных электрограмм мозга под влия-
нием тестируемых средств, обладающих активирующим и депримирующим действием, регистриру-
емым по основным фармакокинетическим точкам. Несмотря на разные нейрохимические и клини-
ко-фармакологические аспекты исследованных психоактивных средств, их эффекты наиболее ярко 
прослеживаются на ЭГМ по активности гиппокампальных θ- и γ-ритмов, отражающих мезолимби-
ческие механизмы. Они характеризуются однозначностью действия в течение всего периода влия-
ния, совпадающего с данными фармакодинамики и фармакокинетики.
Данные эффекты отражают действие на фундаментальные механизмы мозга, проявляющиеся в т. ч. 
в преобразовании интрацентральных отношений и формировании когнитивных функций.

Ключевые слова: нейровизуализация, нормирование, кошки, электроды, электрограммы головного 
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COMPARATIVE EVALUATION OF THE EFFECT 
OF PSYCHOACTIVE MEDICINES ON HIPPOCAMPAL THETA 

AND GAMMA RHYTHMS

Yuriy V. Fokin
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia

143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

The work was performed on cats with electrodes stereotactically implanted in various parts of the brain. 
The effect of melatonin, atomoxetine and chlorpromazine on cerebral cortex structures with different phy-
logenetic organization and on the hippocampus in particular was studied. 
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A normalization of FFT-transformed brain electrograms was conducted. The electrograms were recorded 
under the infl uence of the agents under study, which exhibit an activating and depressing effect recorded 
by the main pharmacokinetic points. Although the psychoactive agents demonstrate different neurochem-
ical and clinical-pharmacological properties, their effects are most clearly seen on brain electrograms by 
the activity of hippocampal θ and γ rhythms that refl ect mesolimbic mechanisms. These mechanisms are 
characterized by uniqueness of action during the entire period of infl uence, which coincides with the phar-
macodynamic and pharmacokinetic data.
These manifestations refl ect the effect of the studied psychoactive agents on the fundamental mechanisms 
of the brain consisting, e.g., in the transformation of intracenter relations and the formation of cognitive 
functions.
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grams, fast Fourier transform, hippocampus, cognitive functions
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Введение
Высокочастотная электрическая актив-

ность мозга в диапазоне 30–100 Гц, из-
вестная как γ-осцилляции, или γ-ритм, 
наблюдается во многих областях мозга. 
Высокочастотные осцилляции обеспечива-
ют синхронизацию активности локальных 
нейронных сетей, которые обрабатывают, 
передают, хранят и получают информацию 
в гиппокампе и коре головного мозга. Со-
ответственно, существует связь γ-ритмов 
и процессов высшей нервной деятельнос-
ти, таких как внимание, сенсорное воспри-
ятие и формирование памяти. Ключевую 
роль в генерации γ-осцилляций, как пола-
гают, играет циклическое торможение, опо-
средуемое рецепторами γ-аминомасляной 
кислоты [8].
Роль гиппокампа в генерации θ- 

и γ-ритмов. Гиппокамп является структурой 
мозга, необходимой для запоминания новой 
осознанной информации. Взаимо связи меж-

ду гиппокампом, стволом мозга и др. лимби-
ческими корковыми областями играют важ-
нейшую роль в формировании памятного 
следа. Гиппокамп осуществляет генерацию 
гиппокампального θ-ритма. Эта активность 
рассматривается как показатель фильтрации 
и обработки поступающих в мозг сигналов, 
как коррелят селективного внимания, явля-
ющегося необходимым начальным этапом 
обучения и памяти [10]. Гиппокамп в то же 
время является одной из наиболее уязвимых 
областей мозга, где могут возникать очаги 
патологической активности, в т. ч. эпилеп-
тической. Судорожная активность нарушает 
функции мозга — в первую очередь, спо-
собность запоминания, хранения и воспро-
изведения информации. Основным источ-
ником γ-осцилляций в гиппокампе является 
область вставочных нейронов (интернейро-
нов) СА3. Исследование высокочастотных 
осцилляций в мозге имеет важное значение, 
т. к. их нарушение сопровождает ряд забо-
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леваний ЦНС, неполный список которых 
включает болезнь Альцгеймера, сосудистую 
деменцию, эпилепсию, шизофрению и де-
прессию [11–14].
Фармакологическая коррекция интрацен-

тральных отношений с помощью нейропси-
хоактивных средств и анализ получаемых 
данных посредством новых технологий де-
текции и распознавания может иметь боль-
шое значение для исследований сложных 
преобразований ЭГ мозга, прогнозирова-
ния психоактивных свойств биологически 
активных соединений и их комбинаций 
[3], что позволяет проводить качественный 
анализ и расширять методологию биомеди-
цинских и доклинических исследований.
При действии психоактивных средств 

особый интерес для нас представляли реак-
ции электрограмм головного мозга (ЭГМ) 
в низкочастотной и высокочастотной обла-
сти θ- и γ-ритмов соответственно, основы-
ваясь на том, что γ-ритм связан с сознанием 
и когнитивными функциями, а θ-волны свя-
зывают сознание и подсознание, усилива-
ются в спокойном и умиротворенном состо-
янии и снижаются при стрессе, отвечают 
за концентрацию внимания и поведение [1].

Целью работы явилась сравнительная 
оценка эффектов разных групп психоактив-
ных средств на генерацию биопотенциалов 
гиппокампа с др. структурами коры го-
ловного мозга посредством нормализации 
электрограмм мозга кошек, ее корреляция 
с эмоциональным статусом и когнитивны-
ми функциями животных.

Материалы и методы
Объектами исследований явились взро-

слые кошки обоего пола в возрасте более 
3 лет, не имеющие признаков чистопород-
ности, массой тела 4–6 кг.
Кормление, содержание, карантин 

и обращение с животными подробно опи-
саны в наших предыдущих работах по дан-
ной тематике [6, 7, 9].

Вживление электродов в головной мозг 
животных производилось стереотаксиче-
ским путем в виде разработанных элек-
тродных конструкций [6, 7].
Регистрация и анализ параметров 

электрограмм осуществлялись с помо-
щью разработанных в НЦБМТ ФМБА Рос-
сии инновационных технических средств 
и программного обеспечения (микромо-
дуль) [6, 7].
Выбор квазистационарных участков 

ЭГМ, алгоритмы нормирования данных 
ЭГМ и блок-схема используемого техни-
ческого устройства представлены в рабо-
те [4].
Нейровизуализация параметров ЭГМ
Нормирование осуществлялось соглас-

но предложенному акад. Н. Н. Каркищенко 
и описанному в работе [4] методу срав-
нительного анализа, обозначенному нами 
как НЭМ, в основе которого лежит оцен-
ка изменений в частотной области спектра 
снятых ЭГ до воздействия исследуемых 
факторов (фоновые данные) и после, пре-
образованных быстрым преобразованием 
Фурье (БПФ). Метод позволяет увидеть 
возбуждение или депрессию активности 
исследуемых областей мозга в определен-
ных ЭГ-ритмах.
Получаемые данные представлены 

на трех графиках, нанесенных на круговую 
векторную диаграмму и отражающих сред-
ние значения:

1) фоновых измерений — синие линии;
2) воздействия (экспериментальных дан-

ных) — красные линии;
3) НЭМ нормированных данных (деся-

тичный логарифм) — желтые линии.
На диаграмме отмечены:
• цифровое кодирование — частоты ЭГ 

(1–64 Гц);
• спектральные характеристики ЭГ (кру-
говые сектора) — от 0 (внутренний сек-
тор) до lg10n (внешний сектор);

• базисная линия нормирования — нами 
принята за единицу. Расположение кри-
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вой НЭМ внутри (ближе к внутренне-
му сектору диаграммы) свидетельст-
вует о снижении мощности частот ЭГ 
при воздействии по сравнению с фоно-
выми данными, расположение снаружи 
(ближе к внешнему сектору) — о повы-
шении мощности частот ЭГ по сравне-
нию с фоном.

На диаграммах указаны все частоты ЭГ 
анализируемого диапазона, и для удобст-
ва восприятия материала специалистами, 
привыкшими к традиционной форме ин-
терпретации ЭГ, мы разграничили частоты 
согласно принятой классификации на дель-
та — δ (1–4 Гц), тета — θ (5–8 Гц), аль-
фа — α (9–12 Гц), сигма — σ (13–16 Гц), 
бета — β (17–30 Гц) и гамма — γ (31–
64 Гц) — диапазоны, хотя имеются и др. 
представления о границах диапазонов.
Анализ эффектов нейропсихотропных 

средств
Выбор тестируемых средств был основан 

на визуализации различных механизмов 
действия ярких представителей некоторых 
фармакологических групп лекарственных 
препаратов. Ранее в публикациях Н. Н. Кар-
кищенко было исследовано и установлено 
их влияние на интрацентральные отноше-
ния головного мозга, отражающие систем-
ное фармакологическое действие [2, 3]. 
В работе применялись:
Мелатонин («Мелаксен», США) — ос-

новной гормон эпифиза, регулятор цир-
кадного ритма, блокатор гистаминовых 
Н1-рецепторов. Оказывает седативное 
и адаптогенное действие, нормализует фи-
зиологический сон и биологические ритмы, 
снижает стрессовые реакции. Повышает 
содержание ГАМК в ЦНС и серотонина 
в среднем мозге и гипоталамусе.
Атомоксетин («Стратерра», Пуэрто-Ри-

ко) — симпатомиметик центрального дей-
ствия, высокоселективный мощный инги-
битор обратного захвата норадреналина 
с минимальным сродством к др. норадре-
нергическим рецепторам. Нормализует 

дефицит внимания и гиперактивность жи-
вотных и человека, не относится к психо-
стимуляторам.
Хлорпромазин («Аминазин», Россия) — 

антипсихотическое средство (неспецифи-
ческий нейролептик) из группы производ-
ных фенотиазина. Оказывает выраженное 
антипсихотическое, седативное, противор-
вотное действие. Ослабляет или полностью 
устраняет бред и галлюцинации, купирует 
психомоторное возбуждение, уменьшает 
аффективные реакции, тревогу, беспокой-
ство, понижает двигательную активность. 
Блокатор постсинаптических допаминер-
гических и α1-адренорецепторов в мезо-
лимбических структурах головного мозга. 
Подавляет высвобождение гормонов гипо-
физа и гипоталамуса, увеличивает секре-
цию гипофизом пролактина, оказывает экс-
трапирамидное действие.
Выбор препаратов основан на том, 

что хлорпромазин является наиболее мощ-
ным допамино-, адреноблокатором и ней-
ролептиком, в противопоставление ему 
использован симпатомиметик атомоксетин 
и химический аналог гормона мелатонина, 
обладающий антигистаминовыми свойст-
вами, которые являются регуляторами воз-
будимости головного мозга.
Все указанные препараты применялись 

в малых дозах, эквивалентных массе тела 
кошек. Поскольку изменения ритмических 
характеристик связаны в т. ч. со временем 
влияния на активность мозга и ВНД, мы со-
чли необходимым сопоставить временные 
изменения с фармакокинетическими пара-
метрами тестируемых средств, при этом 
учитывались и их фармакодинамические 
показатели. На графиках представлены на-
иболее характерные результаты по обозна-
ченным реперным точкам.

Результаты и их обсуждение
Посредством регистрации и анализа ЭГ 

определены информативные параметры, 
свидетельствующие об изменении биоэ-
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лектрической активности мозга при дей-
ствии тестируемых нейропсихотропных 
средств.
Результаты влияния мелатонина на па-

раметры ЭГМ и НЭМ представлены 
на рис. 1–3.
Приблизительно через 1 ч после введе-

ния тестируемого препарата на ЭГ наблю-
дается его пиковое действие как блокатора 
гистаминовых Н1-рецепторов в виде преи-
мущественной депримации ритмов. Однако 
при этом можно проследить выраженные 
всплески в частотных диапазонах 40–42, 
50–56 и 60–63 Гц, которые по ранее приня-
той классификации относятся к высокому 
γ-диапазону. Помимо этого, прослежива-

Рис. 1. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после введе-
ния мелатонина в области GC — Gyrus cyngule — по-
ясная извилина («старая» кора).
Синяя кривая — фоновые измерения, красная кри-
вая — воздействие, желтая кривая — НЭМ. Розовый 
контур — базисная линия нормирования. Цифровое ко-
дирование — частоты, Гц. Круговые сектора — спек-
тральные характеристики ЭГМ. Красные стрелки — 
самые яркие эффекты, заслуживающие внимания.
Fig. 1. BE and NBE parameters 1 h after the adminis-
tration of melatonin in the GC brain area — Gyrus cyn-
gule — the cingulate gyrus (“old” cortex).
The blue curve is background measurements, the red 
curve is impact, the yellow curve is NBE. The pink con-
tour is the basic line of valuation. Digital coding on the 
perimeter is the frequency, Hz. Circular sectors are the 
spectral characteristics of BE. Red arrows are the most 
striking effects that deserve attention.

Рис. 2. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после введе-
ния мелатонина в области GSSA — Gyrus suprasylvius 
anterior — передняя супрасильвиева извилина («новая» 
кора). Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 2. BE and NBE parameters 1 h after the adminis-
tration of melatonin in the GSSA brain area — Gyrus su-
prasylvius anterior — the front suprasilviev gyrus (“new” 
cortex). For all designations, refer to Fig. 1.

Рис. 3. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после вве-
дения мелатонина в области HIP — Hippocampus — 
гиппокамп («древняя» кора). Все обозначения — как 
на рис. 1.
Fig. 3. BE and NBE parameters 1 h after the adminis-
tration of melatonin in the HIP brain area — Hippocam-
pus — the hippocampus (“ancient” cortex). For all desig-
nations, refer to Fig. 1.
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ются некоторые всплески в σ-диапазоне 
(сонные веретена). Данные эффекты на-
блюдаются уже примерно через 30 мин по-
сле введения и сохраняются на протяжении 
4–6 ч. При этом наиболее значимы они в об-
ласти гиппокампа (резкое повышение при-
близительно на 80–100 % от исходной спек-
тральной мощности) и поясной извилины 
(около 80 %). Также прослеживаются эле-
менты угнетения α-ритма (9–12 Гц), при-
мерно на 30–40 %.
Спустя сутки после введения регистриру-

емая НЭМ на всей анализируемой области 
ритмов соответствует фоновым значениям 
до эксперимента.
Таким образом, депримирующее, угне-

тающее действие мелатонина проявляется 
примерно через полчаса после введения, 
чему способствует его легкое проникнове-
ние через ГЭБ, и что согласуется с фарма-
кокинетическими параметрами. При этом 
эффект достаточно длительный (несколько 
часов), в связи с чем препарат используется 
для нормализации сна и биоритмов, а также 
при стрессах.

Рис. 4. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после введе-
ния атомоксетина в области GC. Все обозначения — 
как на рис. 1.
Fig. 4. BE and NBE parameters 6 h after the administra-
tion of atomoxetine in the GC brain area. For all designa-
tions, refer to Fig. 1.

Рис. 5. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после вве-
дения атомоксетина в области GSSA. Все обозначе-
ния — как на рис. 1.
Fig. 5. BE and NBE parameters 6 h after the adminis-
tration of atomoxetine in the GSSA brain area. For all 
designations, refer to Fig. 1.

Рис. 6. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после введе-
ния атомоксетина в области HIP. Все обозначения — 
как на рис. 1.
Fig. 6. BE and NBE parameters 6 h after the administra-
tion of atomoxetine in the HIP brain area. For all desig-
nations, refer to Fig. 1.
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Результаты влияния атомоксетина на па-
раметры ЭГМ и НЭМ представлены 
на рис. 4–6.
Выраженное депримирующее действие 

препарата как симпатомиметика и инги-
битора обратного захвата норадреналина 
регистрируется приблизительно через 6 ч 
после введения: НЭМ отражает угнетение 
исследуемых областей мозга, при кото-
ром регистрируются отчетливые всплески 
во многих высокочастотных диапазонах: 
26–30, 46–48, 52–57, 60–63 Гц, традици-
онно относящихся к γ-диапазону. В обла-
сти около 30 и 60 Гц гиппокампа и «но-
вой» коры эти пики составляют около 80 % 
от исходного уровня и выходят в зону ак-
тивации. При этом θ-ритм в области гиппо-
кампа и передней супрасильвиевой извили-
ны значительно угнетен, возрастание НЭМ 
наблюдается только к α-диапазону. А так-
же прослеживаются некоторые всплески 
в σ-диапазоне (сонные веретена).
Спустя 24 ч после введения общая карти-

на ЭГМ не восстанавливается до исходных 
значений.
Успокаивающее действие атомоксетина, 

связанное с нормализацией гиперактивно-
сти без психостимулирующего эффекта, 
проявляется через несколько часов после 
введения и регистрируется как минимум 
до 24 ч.
В исследовании, проведенном нами ра-

нее на крысах, целью которого были анализ 
свободного поведения и ультразвуковой 
вокализации при действии атомоксетина, 
также установлено, что он обладает анкси-
олитическими свойствами с седативным 
компонентом: наблюдался общий подъем 
спектральной мощности полосы издаваемо-
го ультразвука 15–37 кГц (наиболее ярко — 
через 6 ч), достоверное повышение времени 
неподвижности животных и уменьшение 
горизонтальной и вертикальной активно-
сти в общей картине поведения [5].
Таким образом, известные фармакокине-

тические свойства и необходимость курсо-

вого приема препарата согласуются с полу-
ченными в работе данными.
Результаты влияния хлорпромазина 

на параметры ЭГМ и НЭМ представлены 
на рис. 7–9.
Показано, что введение хлорпромазина 

в малых терапевтических дозах оказыва-
ет возбуждающее действие, которое про-
слеживается уже через 30 мин после вве-
дения и сохраняется на протяжении 6 ч. 
Пик действия обнаруживается приблизи-
тельно через 4 ч после введения. При этом 
на частотах 6 Гц (θ-ритм), 37, 52 и 62 Гц 
(γ-ритм) регистрируются существенные 
«завалы» НЭМ (резкое снижение на 100–
150 % от исходной спектральной мощно-
сти), сохраняющиеся в течение 24 ч на-
блюдения.
Длительное возбуждение гиппокампа 

и др. отделов коры, характеризующее ак-
тивирующие эффекты хлорпромазина в ис-
следуемой дозе, связано, по всей видимо-
сти, с его адреноблокирующим действием 
на мезолимбические структуры головного 
мозга.
Эмоциональный статус и когнитивные 

функции мелких лабораторных животных 
принято оценивать в т. ч. по числу болюсов, 
уринаций, груминговой активности и дли-
тельности замирания, выходов из централь-
ной в периферическую часть различных ла-
биринтов и установок по типу «открытого 
поля» и т. д. Помимо этого, информативные 
данные о психоэмоциональном состоянии 
животных могут быть получены путем из-
мерения их вокализации, существенная 
часть которой представлена в ультразвуко-
вом диапазоне [4].
Все эти показатели изменяются при дей-

ствии физических и зоосоциальных факто-
ров, введении в организм различных фар-
макологических препаратов.
Несмотря на разные нейрохимические 

механизмы и разнонаправленность по кли-
нико-фармакологическому действию, ис-
следованные средства имеют общие черты 
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во влиянии на низко- и высокочастотные 
(θ и γ) ритмы ЭГМ, существенная доля 
которых гиппокампального происхожде-
ния. Данные эффекты отражают действие 
на фундаментальные механизмы мозга, 
проявляющиеся в т. ч. в преобразовании 
интрацентральных отношений и формиро-
вании когнитивных функций, взаимосвя-
занных с активностью γ-ритма.

Заключение
Работа проведена на кошках со стерео-

таксически имплантированными в разные 
отделы мозга электродами. Особое внима-
ние отведено изучению влияния тестируе-
мых средств на «древнюю» (гиппокамп), 
«старую» (поясная извилина) и «новую» 
(передняя супрасильвиева извилина) кору 
головного мозга.
Изменения параметров НЭМ, наблю-

даемые при воздействии психоактивных 
средств — мелатонина, атомоксетина, 
хлорпромазина, информативно и убеди-
тельно отражают активность анализируе-
мых участков мозга. Несмотря на разные 
нейрохимические механизмы и клини-

Рис. 8. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения хлорпромазина в области GSSA. Все обозначе-
ния — как на рис. 1.
Fig. 8. BE and NBE parameters 4 h after the administra-
tion of chlorpromazine in the GSSA brain area. For all 
designations, refer to Fig. 1.

Рис. 7. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после введе-
ния хлорпромазина в области GC. Все обозначения — 
как на рис. 1.
Fig. 7. BE and NBE parameters 4 h after the adminis-
tration of chlorpromazine in the GC brain area. For all 
designations, refer to Fig. 1.

Рис. 9. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после введе-
ния хлорпромазина в области HIP. Все обозначения — 
как на рис. 1.
Fig. 9. BE and NBE parameters 4 h after the adminis-
tration of chlorpromazine in the HIP brain area. For all 
designations, refer to Fig. 1.
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ко-фармакологические аспекты, действие 
исследуемых препаратов преимуществен-
но связано с выраженной активностью θ- 
и γ-ритмов, отражающих мезолимбические 
в целом и гиппокампальные в частности 
влияния, а также эффекты др. корковых 
структур головного мозга. Они стабильно 
прослеживаются на ЭГМ, отличаясь одно-
направленностью действия в течение всего 
периода влияния, совпадающего с данными 
фармакодинамики и фармакокинетики.
Данные эффекты отражают действие 

на фундаментальные механизмы мозга, про-
являющиеся в т. ч. в преобразовании интра-
центральных отношений и формировании 
когнитивных функций, взаимосвязанных 
с активностью γ-ритма.

Имеющиеся сходства и различия с этими 
областями в общем графике ЭГ могут сви-
детельствовать об информативности получа-
емых данных в высоких частотных диапазо-
нах, до настоящего времени слабо изученных.
Сопоставляемость наблюдаемых резуль-

татов с известными фармакодинамическими 
и фармакокинетическими параметрами те-
стируемых средств, а также высокая степень 
корреляции с данными по исследованию пси-
хоэмоционального состояния и системного 
поведения позволяют считать анализ ЭГМ 
с помощью инновационных технологий — 
нормализации электрограмм мозга (НЭМ) — 
перспективным методом биомедицинских 
и доклинических исследований, расширяю-
щим и дополняющим их методологию.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОБОСНОВАНИЕ ПРИМЕНЕНИЯ 
ПАНТОВ МАРАЛА НА ФОНЕ ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ 

ПСИХОЭМОЦИОНАЛЬНЫХ НАГРУЗОК
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С. В. Верещагина 4, Н. Г. Абдулкина 1

1 ФГБУ «Сибирский федеральный научно-клинический центр 
Федерального медико-биологического агентства»

636070, Российская Федерация, Томская обл., Северск, ул. Мира, д. 4
2 ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр 

Российской академии наук»
634009, Российская Федерация, Томск, Кооперативный пер., д. 5

3 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России
634050, Российская Федерация, Томск, Московский тракт, д. 2

4 ФГБУЗ «Сибирский клинический центр Федерального медико-биологического агентства»
660037, Российская Федерация, Красноярск, ул. Коломенская, д. 26

Цель работы — изучить влияние порошка пантов марала на жизнедеятельность кроветворных кле-
ток животных in vivo и in vitro.
В экспериментах in vivo в модели депривации сна использовали мышей-самцов линии CBA/CaLac, 
мышам опытной группы внутрижелудочно превентивно вводили водную дисперсию пантов марала, 
мыши контрольной группы получали дистиллированную воду. Проводили выделение костного моз-
га из бедренной кости, клонирование прекурсоров эритро- и грануломоноцитопоэза, рассчитывали 
количество колоний клеток. Эксперименты in vitro проводились с выделением клеток костного моз-
га бедренных костей, клетки культивировали с добавлением порошка пантов марала (опытная куль-
тура) или дистиллированной воды (контрольная культура), через 7 дней подсчитывали число КОЕ.
В результате установлено, что добавление пантов марала не оказывает заметного модулирующего 
влияния на колониеобразующую активность пула стволовых кроветворных клеток мышей in vitro. 
В то же время in vivo превентивное назначение порошка пантов мышам перед стрессовым воздей-
ствием (депривация сна) предотвращает угнетение процессов эритропоэза и оказывает модулиру-
ющее воздействие на активность КОЕ-Э и КОЕ-ГМ, повышая количество КОЕ-Э и уменьшая коли-
чество КОЕ-ГМ более чем в 3 раза. Ведущим механизмом модулирующего влияния пантов марала 
на жизнедеятельность кроветворных и стволовых клеток можно считать влияние биологически ак-
тивных веществ пантов на нейроэндокринную регуляцию системы кроветворения, проявляющуюся 
в живом организме.
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This work was aimed at investigating the effect of maral antler powder on the activity of animal hematopoi-
etic stem cells both in vivo and in vitro.
For in vivo experiments based on the model of sleep deprivation, male mice of the CBA/CaLac line were 
used. Prior to the experiment, mice in the experimental and control groups were intragastrically adminis-
tered with a water dispersion of a maral antler powder and distilled water, respectively. Subsequently, the 
extraction of bone marrow from the femur, cloning of erythro- and granulo-monocytopoiesis precursors and 
count of the number of cell colonies were performed. Experiments in vitro involved the extraction of bone 
marrow cells from the femur followed by their cultivation both in a culture containing a maral antler pow-
der (experimental) and distilled water (control culture). The number of CFU was counted 7 days following 
the beginning of the experiment. 
Maral antlers are found to exhibit no noticeable modulating effect on the colony-forming activity of mouse 
hematopoietic stem cells in vitro. However, according to our in vivo experiments on mice, a preventive 
administration of an antler powder before a stressful infl uence (sleep deprivation) prevents suppression 
of erythropoiaesis processes, thus exhibiting a modulating effect on the activity of CFU-E and CFU-GM 
by increasing the number of CFU-E and reducing the number of CFU-GM by more than three times. The 
modulating effect of maral antlers on the activity of hematopoietic and stem cells is based on the infl uence 
of biologically active substances contained therein on the neuroendocrine regulation of the hematopoietic 
system occurring in living organisms.
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Введение
Высокие физические и психоэмоциональ-

ные нагрузки в спорте высших достижений 
вызывают дисбаланс стресс-реализующих 
и стресс-лимитирующих систем организма 
и приводят к развитию структурно-функ-
циональных изменений гомео стаза, меша-
ющих реализовать потенциал спортсме-
на, и диктуют необходимость назначения 
средств и методов коррекции дизадаптоза 
[4, 5]. Одними из средств, препятствующих 
развитию срыва адаптационных механиз-
мов, являются препараты из пантов и крови 
оленей, которые имеют многовековую исто-
рию практического применения с целью по-
вышения физической и умственной работо-
способности, в т. ч. у спортсменов на всех 
этапах годичного цикла подготовки [3, 7–9].
Развитие невротических состояний 

у спортсменов во время соревнований 
и в условиях тренировочных нагрузок мо-
жет приводить к усилению гипоксии тка-
ней вследствие снижения эффективности 
эритрона. Это требует разработки способов 
фармакологической профилактики и кор-
рекции как самих невротических состо-
яний, так и постстрессорной ингибиции 
эритрона. В этом плане продукты панто-
вого мараловодства, обладающие обои-
ми потенциальными эффектами, могут 
оказаться полезными в плане подготовки 
спорт сменов к соревнованиям на пике фи-
зической и эмоциональной готовности. Од-
ной из основных точек приложения адапто-
генного действия пантов является система 
кроветворения, особенно пролиферация 
эритроцитарного ростка, что имеет боль-
шое значение при экстремальных нагрузках 
в спорте. Пантовые препараты по стимули-
рующему влиянию на рост и размножение 
эритроидных клеток лишь незначительно 
уступают рекомбинантному эритропоэти-
ну — наиболее активному на сегодня сти-
мулятору эритропоэза [9]. Введение панто-
гематогена экспериментальным животным 
в условиях подавления кроветворения, 

вызванного высокой дозой цитостатика, 
усиливает пролиферацию гранулоцитарно-
макрофагальных и эритроидных колоний 
клеток костного мозга [2]. В основе регу-
ляторного влияния пантов на систему кро-
ветворения при экстремальных физиче-
ских и психоэмоциональных воздействиях 
лежит их способность модулировать про-
цессы пролиферации и дифференцировки 
коммитированных прекурсоров гемопоэза, 
опосредованная через дистантные (нейро-
эндокринные) и локальные (гемопоэз-инду-
цирующее микроокружение) факторы [6].
Тем не менее есть данные о неэффек-

тивности препаратов пантов в отношении 
кроветворных клеток. В связи с этим нами 
были проведены собственные экспери-
менты in vitro и in vivo по изучению вли-
яния продуктов пантового мараловодства 
на жизнедеятельность кроветворных кле-
ток животных.

Цель работы — изучить влияние по-
рошка пантов марала на жизнедеятель-
ность кроветворных клеток животных in 
vivo и in vitro.

Материалы и методы
Содержание животных и проведение экс-

периментальных воздействий регламенти-
ровалось Национальным стандартом РФ 
ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежа-
щей лабораторной практики» и Приказом 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики». Все животные со-
держались в стандартных условиях лабо-
ратории при температуре воздуха 20–24°С 
и влажности 45–65%.
В качестве модели невротического состо-

яния in vivo использовали модель деприва-
ции парадоксальной фазы сна (ДПС). ДПС 
проводилась в течение 2-х сут. Мышей 
помещали на маленькую площадку, окру-
женную водой. В самом начале эпизодов 
«быстрого» сна, когда у животных падал 
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мышечный тонус, мыши касались мордой 
холодной воды и просыпались. Как след-
ствие, длительность фазы парадоксально-
го сна сокращалась на 80–90% при почти 
полной сохранности продолжительности 
«медленного» сна, который не сопрово-
ждается выраженным мышечным рассла-
блением.
В экспериментах использовали мышей-

самцов линии CBA/CaLac массой 18–20 г, 
мышам опытной группы (n=5) внутрижелу-
дочно превентивно до ДПС вводили водную 
дисперсию пантов марала в дозе 20 мг/кг, 
мыши контрольной группы (n=5) получа-
ли дистиллированную воду в аналогичных 
дозах. Дисперсию порошка пантов марала 
вводили ежедневно, однократно, в течение 
5-ти дней в разовой дозе 20 мг/кг (суммар-
ная доза составляла 100 мг/кг) до начала 
невротического воздействия. Препарат не-
посредственно перед использованием рас-
творяли в дистиллированной воде и вводи-
ли в желудок с применением шприца-зонда. 
Конт рольным мышам назначали эквива-
лентный объем (0,2 мл) растворителя.
Забор материала после эвтаназии прово-

дили у интактных животных (n=5), а также 
группы животных после ДПС. Выделение 
костного мозга из бедренной кости, клони-
рование прекурсоров эритро- и грануломо-
ноцитопоэза в метилцеллюлозной культуре 
нефракционированных миелокариоцитов 
осуществляли общепринятыми методами. 
В качестве стимулятора роста колониео-
бразующих единиц эритроцитов (КОЕ-Э) 
применяли рекомбинантный эритропоэ-
тин человека (0,5 ЕД/мл, Sigma-Aldrich), 
для стимуляции роста колониеобразующих 
единиц грануломоноцитов (КОЕ-ГМ) ис-
пользовали гранулоцитомакрофагальный 
колониестимулирующий фактор мыши 
(4×10-9 г/мл, Sigma-Aldrich). Количество вы-
росших колоний, каждая из которых проис-
ходит из одной колоние образующей клетки, 
рассчитывали на 105 засеянных в культуре 
клеток костного мозга.

Эксперименты in vitro проводились с ис-
пользованием биологического материала 
5-ти мышей линии СВА/CaLac. Эвтаназию 
проводили эфирным наркозом, выделяли 
костный мозг бедренных костей в концен-
трации 0,5×106 кариоцитов/мл и культиви-
ровали в объеме клеточной взвеси 4,5 мл 
в течение 1 ч с порошком пантов марала 
(0,1 мг/мл культуры клеток). В контроль-
ные пробирки добавляли соответствую-
щий объем (0,5 мл) дистиллированной 
воды. Через 7 дней подсчитывали число 
КОЕ — клонов родоначальной клетки. 
Под гранулоцитарными прекурсорами 
(КОЕ-Г) подразумевали колонии из 50-ти 
и более ядросодержащих элементов, имею-
щих морфологию гранулоцитов при окраске 
азуром II-эозином. Родоначальные клетки 
моноцитов (КОЕ-М) формировали клоны, 
включающие 30–50 адгезирующих моно-
нуклеаров, морфологически идентифици-
руемых при обычной окраске как моноци-
ты/макрофаги. Колонии фотографировали, 
по площади составляющих их клеток опре-
деляли число клеточных делений.
Статистический анализ выполнялся с ис-

пользованием пакета SPSS (версия 17.0). 
Проверку гипотезы нормального распреде-
ления осуществляли с помощью теста Кол-
могорова — Смирнова. Учитывая отсутст-
вие нормального распределения признаков, 
для определения различий между связан-
ными выборками применяли непараме-
трический Т-критерий Вилкоксона, между 
несвязанными выборками — U-критерий 
Манна — Уитни. Критический уровень зна-
чимости при проверке статистических ги-
потез в исследовании принимался равным 
0,05.

Результаты и их обсуждение
Результаты in vivo показали слабую коло-

ниеобразующую активность кроветворных 
прекурсоров интактных животных, не под-
вергавшихся невротическому воздействию 
с помощью ДПС (табл. 1). Это характери-
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зует сбалансированность (интактность) 
процессов гемопоэза, характерную для оп-
тимальных условий жизнедеятельности ор-
ганизма.
В течение 5-ти сут после ДПС-воздей-

ствия отмечалось волнообразное изме-
нение числа колониеобразующих еди-
ниц в культуре костного мозга. При этом 
образование эритроидных колоний по-
сле первоначального увеличения падало 
до минимума (50% от исходного уровня) 
к 5-м сут исследования. Напротив, выход 
КОЕ-ГМ на протяжении всего наблюде-
ния оказался выше исходного значения 
и достигал максимума ко 2-м сут экспери-
мента (табл. 1). Таким образом, поведение 
КОЕ-ГМ при ДПС во многом напоминает 
динамику изменений при др. видах стрес-
совых воздействий в фазу резистентности 
общего адаптационного синдрома. Извест-

но, что к медиаторам и гормонам стресса 
наиболее чувствительны эритроидные 
прекурсоры. По-видимому, при ДПС в от-
ношении КОЕ-Э развивается торможение 
(за счет стресс-лимитирующих систем) 
или фаза истощения ОАС.
Профилактическое курсовое назначение 

порошка пантов оказывало выраженное 
модулирующее действие на рост КОЕ-Э 
и КОЕ-ГМ, наиболее отчетливо проявивше-
еся в точках экстремума (табл. 1). Превен-
тивное введение порошка пантов мышам 
способствовало увеличению содержания 
КОЕ-Э и снижению КОЕ-ГМ более чем 
в три раза.
Для уточнения механизмов регуляторного 

действия пантов марала на стволовые клет-
ки была выполнена серия исследований in 
vitro. Установлено (табл. 2), что добавление 
порошка пантов марала способствовало 

Таблица 1. Колониеобразующая активность эритроидных и грануломоноцитарных клеток-предшественников 
костного мозга мышей после превентивного 5-дневного введения порошка пантов марала на фоне эксперимен-
тального невроза, Х±m
Table 1. Colony-forming activity of erythroid and granulomonocytic bone marrow progenitor cells of mouse bone marrow 
after a preventive 5-day administration of a maral antler powder against the background of experimental neurosis, X±m

№
группы

Исследуемая группа
(n=3)

Количество коммитированных прекурсоров
КОЕ-Э КОЕ-ГМ

1 Культура миелокариоцитов интактных животных 
(без ДПС и введения препарата) на 105 нуклеаров (n=5) 2,01±0,25 0,99±0,15

% от интактного уровня

2 Культура миелокариоцитов после ДПС (n=5) 50±6#

5-е сут
970±96#

2-е сут

3 Культура миелокариоцитов после ДПС+дисперсия 
пантов (n=5)

389±75#*

5-е сут
300±44#*

2-е сут

Примечание: n — число исследованных лунок; # — статистически значимые различия с группой 1 при p<0,05; 
* — статистически значимые различия с группой 2 согласно U-критерию Манна  — Уитни.
Note: n is the number of wells studied; # is statistically signifi cant differences with group 1 at p<0.05; * is statistically 
signifi cant differences with group 2 according to the Mann  —  Whitney U-test.

Таблица 2. Содержание (на 105 нуклеаров/мл) колониеобразующих единиц моноцитов (КОЕ-М) и гранулоцитов 
(КОЕ-Г) в жидкой культуре миелокариоцитов мыши после 7 сут культивирования исследуемых групп, Х
Table 2. Count (105 nuclears/ml) of colony-forming units of monocytes (CFU-M) and granulocytes (CFU-G) in a liquid 
culture of mouse myelokaryocytes following 7 days of cultivation of the studied groups, X

Исследуемая группа
Число колоний

КОЕ-М КОЕ-Г
Контроль (добавление дистилли-

рованной воды) 1,80 3,90

Водная дисперсия порошка 
пантов марала 4,15 7,13
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тенденции к повышению колониеобразую-
щей способности миелокариоцитов мышей 
в культуре клеток in vitro, однако статисти-
чески значимых различий между группами 
не получено.
В опытной и контрольной культурах кле-

ток КОЕ были способны выполнять не бо-
лее 6–7 клеточных делений, что соответст-
вует размерам колоний в 64–128 клеток.
Итак, добавление пантов марала не ока-

зывает заметного модулирующего влияния 
на колониеобразующую активность пула 
стволовых кроветворных клеток мышей in 
vitro.

Заключение
Проведенные исследования показали на-

личие стимулирующего действия пантов 
на гемопоэз преимущественно в условиях 
живого организма, in vivo. Согласно общим 
принципам действия препаратов природ-
ного происхождения на кроветворение [1], 
подобный гемопоэзмодулирующий эффект 
может быть связан с тремя механизмами 
регуляции:

1) прямым разнонаправленным влияни-
ем биологически активных веществ пантов 
марала на кроветворные клетки-предшест-
венники;

2) опосредованным действием через ло-
кальную систему гемопоэз-индуцирующе-
го микроокружения;

3) опосредованным эффектом через ней-
роэндокринную систему (дальноранговый 
механизм контроля стволовых клеток) — 
например, через модуляцию активности 
симпатической нервной системы.
Процессы интактного гемопоэза протека-

ют без заметного участия нейроэндокрин-
ной системы. В то же время превентивное 
введение in vivo порошка пантов марала 
при стресс-воздействии на мышей, обуслов-
ленном ДПС, оказывало модулирующее 
действие на динамику КОЕ-Э и КОЕ-ГМ, 
наиболее отчетливо проявившееся в точках 
экстремума. Следовательно, влияние пан-
тов марала на активность гемопоэза можно 
считать нормализующим, что способствует 
быстрейшей адаптации системы кроветво-
рения к стрессирующим факторам, в т. ч. 
экстремальным физическим и психоэмоцио-
нальным нагрузкам у спортсменов.
Таким образом, ведущим механизмом 

модулирующего влияния пантов марала 
на жизнедеятельность кроветворных клеток 
можно считать влияние биологически ак-
тивных веществ пантов на нейроэндокрин-
ную регуляцию системы кроветворения.
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Введение
Цереброваскулярные заболевания — 

одна из основных причин заболеваемости, 
смертности и инвалидизации в большин-
стве экономически развитых и развиваю-
щихся стран мира [5, 11]. В России уровень 
заболеваемости, в частности инсультом, — 
один из самых высоких в мире и составля-
ет более 450 случаев на 100 тыс. населе-
ния [6]. Следует подчеркнуть, что в нашей 
стране от цереброваскулярной патологии 
люди умирают в более молодом возрасте, 
чем в странах Запада. Так, в США среди 
всех случаев смертности от болезней си-
стемы кровообращения менее 10% при-
ходится на возраст до 65 лет [8], в то вре-
мя как в России в этом возрасте умирают 
до 30% больных. Более того, в России 
смертность от инсульта — одна из самых 
высоких в мире. На ее долю приходится 
около 180 смертей на каждые 100 тыс. че-
ловек. Важно отметить, что именно основ-
ные последствия ишемии ГМ (ИГМ) — ин-
сульт и сосудистая деменция — являются 
ведущей причиной первичной инвалиди-
зации населения. По данным Националь-
ной ассоциации по борьбе с инсультом, 
30% пациентов, перенесших инсульт, 
для ухода за собой нуждаются в посто-
ронней помощи, а 20% — не могут само-
стоятельно ходить [6, 7]. Таким образом, 
инсульт представляет собой важнейшую 
медико-социальную проблему.
В связи с этим разработка методов за-

щиты ГМ от повреждающего воздействия 
ишемии является приоритетным направле-
нием современной фармакологии.

Особый интерес для профилактики и ле-
чения ИГМ представляет гормон эпифиза 
мелатонин, обладающий многофункцио-
нальной активностью, в т. ч. выраженным 
антиоксидантным действием [1, 9, 14]. 
В связи с этим потенциально велика роль 
мелатонина и в осуществлении защиты ГМ 
от инсульта.
В целях полноценного анализа патоло-

гических изменений в органах и тканях 
животных, подвергшихся воздействию 
факторов ишемической природы, а также 
для достоверной оценки нейропротектор-
ной активности ЛП обязательным и важ-
ным является проведение морфологическо-
го анализа.

Цель исследования — посредством 
оценки выживаемости и световой и элек-
тронной микроскопии изучить церебро-
протекторную активность пирацетама, 
винпоцетина, содержащего мелатонин ЛП 
мелаксена и их комбинаций при экспери-
ментальной ИГМ (ЭИГМ) у крыс.

Материалы и методы
Исследование выполнено на 112 крысах-

самцах популяции линий Wistar массой 
250–300 г. За 14 дней до моделирования 
ИГМ животные были разделены на груп-
пы контроля (ложнооперированные (ЛО) 
и подвергшиеся ИГМ (ИШ)), получавшие 
физ. р-р в дозе 0,2 мл/сут в/б, и 5 опытных 
групп, которым производилась ИГМ путем 
двухсторонней окклюзии общих сонных 
артерий (ОСА) по окончании 2-недельного 
курса введения изучаемых ЛП: мелаксе-
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на (М) в дозе 0,25 мг/кг/сут в/б; пирацета-
ма (П) в дозе 300 мг/кг/сут в/б и винпоце-
тина (В) в дозе 5 мг/кг/сут в/б, а также их 
комбинаций с мелаксеном (ПМ и ВМ).

24 ч спустя после ИГМ выжившие кры-
сы подвергались эвтаназии. Забор экспери-
ментального материала (образцы лобной 
коры ГМ и гиппокампа) производился у 3-х 
крыс из каждой группы. Обработка матери-
ала проводилась согласно общепринятым 
протоколам. Извлеченные ткани промыва-
ли в холодном 0,1 моль/л буферном р-ре 
натрия фосфата (pH=7,4). Далее в форме 
кусочков размером 1×1 мм они фиксиро-
вались в холодном 2,5% р-ре глутаральде-
гида на 0,1 М фосфатном буфере (рН=7,4) 
с последующей постфиксацией 1% р-ром 
тетраокиси осмия. Материал промывали 
в холодном р-ре фосфатного буфера, обез-
воживали в спиртах восходящей концентра-
ции и заливали в аралдит. Полимеризацию 
блоков производили ступенчато при tº = 48; 
59 и 80ºС. После прицельной заточки бло-
ков ультратонкие срезы (50–90 нм) изго-
тавливали на ультрамикротоме LKB–8800. 
Срезы контрастировали в 2,5% спиртовом 
р-ре уранил-ацетата [12, 13] и р-ре цитрата 
свинца [10], а затем просматривали в прос-
вечивающем электронном микроскопе 
Tecnai G2 Spirit Bio TWIN с системой фо-
тосъемки Tecnai Plate Camera System и циф-

ровой видеокамерой высокого разрешения 
SIS MegaView III.

Результаты и их обсуждение
Предварительно проведенный анализ 

выживаемости крыс показал, что в группе 
ЛО 24-часовую двухстороннюю окклюзию 
ОСА пережили 100% крыс.
Как видно из данных, представленных 

в табл. 1, в группе ИШ (контроль II уровня) 
суточная выживаемость была минималь-
ной и составила всего 34,8%.
В течение 24 ч постишемического перио-

да процент выживаемости в группе П отли-
чался от контроля на 9,6%, составив 44,4%. 
На фоне введения мелаксена и винпоцетина 
показатель выживаемости через 1 сут после 
ЭИГМ был выше и равнялся 50 и 61,5% со-
ответственно. При превентивном введении 
комбинации пирацетама и мелаксена выжи-
ваемость крыс составила 53,3%, а при сов-
местном введении винпоцетина с мелаксе-
ном — 80,0%.
При световой и электронной микроско-

пии тканевых элементов ГМ крыс через 24 ч 
после окклюзии ОСА (рис. 1) были вы-
явлены отчетливые изменения, характер-
ные для острого ишемического состояния 
нервных клеток, и, прежде всего, их четкая 
дифференциация на «светлые» и «темные», 
связанная с выраженным полимор физмом 

Таблица 1. Влияние изучаемых ЛП на показатели выживаемости крыс при ЭИГМ
Table 1. Effect of the studied drugs on the survival rates of rats with acute cerebral ischemia

Группы 
животных

Количество про-
оперированных 

животных

Количество животных, 
переживших 24-часовую 
двухстороннюю окклю-

зию ОСА

Количество животных, 
умерших после 24-ча-
совой двухсторонней 

окклюзии ОСА

Выживаемость, %

ИШ 46 16 30 34,8
П 36 16 20 44,4*

М 32 16 16 50,0*

В 26 16 10 61,5**

ПМ 30 16 14 53,3**

ВМ 20 16 4 80,0**

Примечание: * — статистически значимые отличия по сравнению с ИШ при p≤0,05; ** — статистически зна-
чимые отличия по сравнению с ИШ при p≤0,01.
Note: * — statistically signifi cant differences compared with the control group at p≤0.05; ** — statistically signifi cant 
differences compared with the control group at p≤0.01.
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нейронов по составу, характеру распреде-
ления и объему структурных элементов бе-
локсинтезирующей системы.
Кроме того, очевидными морфологиче-

скими проявлениями ИГМ были явления 
хроматолиза; вакуолизация цитоплазмы; 
набухание и сморщивание тел и отростков 
нейронов; активация фагоцитоза; изме-
нения структурно-функционального со-
стояния ядер нейрона — модификация их 
формы; величины, структуры и топологии 
ядрышка; возрастание количества конден-
сатов хроматина; выявление множества пор 
в кариотеке.
Нарушалось при ИГМ и структурно-функ-

циональное состояние гематоэнцефаличе-
ского барьера (ГЭБ). Наиболее типичными 
в этом отношении были выраженные явле-
ния отека и снижение электронной плот-
ности цитоплазмы астроцитов. Для ядер 
астроцитов, как и для нейронов, были свой-
ственны признаки конденсации хроматина. 
В целом в сосудах микроциркуляторного ру-
сла очевидны признаки замедления и даже 
полного выключения кровотока.
Проведенный сравнительный морфо-

логический анализ изученного материала 
в группах ЛО и ИШ показал, что в усло-
виях церебральной ишемии отмечаются 
выраженные дистрофические и дегенера-
торные изменения нервных и нейроглиаль-
ных клеток, но наиболее чувствительными 
к ишемии оказались пирамидные клетки 

3-го слоя коры ГМ и СА1-поля гиппокампа, 
т. к. именно среди них регистрировалось 
не только большее число поврежденных 
нейронов, но и более глубокая степень их 
повреждения.
Анализ морфологических эффектов ис-

следуемых нами ЛП продемонстрировал 
ряд особенностей их влияния на элементы 
нервной ткани в условиях ЭИГМ.
Так, введение мелаксена перед модели-

рованием ЭИГМ (рис. 2) улучшало мор-
фофункциональное состояние и нейронов, 
и глиоцитов, хотя и не было лишено ряда 
негативных проявлений влияния на ГМ, 
к которым можно отнести набухание ядер 
нейроцитов (особенно выраженное в гип-
покампе), поскольку свидетельствовало 
о нарастании гидрофильности кариоплаз-
мы и способности этого ЛП в условиях ги-
поксии повышать проницаемость клеточ-
ных мембран, а также ядерной оболочки.
Проведенный светооптический и элек-

тронно-микроскопический анализ био-
логического материала, взятого из ГМ 
экспериментальных животных в группе 
ПМ (рис. 3), показал, что использование 
комбинации пирацетама с мелаксеном 
не оказывало видимого протекторного эф-
фекта на состояние нейронов и глии коры 
ГМ и гиппокампа. Более того, вероятен 
был даже неблагоприятный характер воз-
действия вышеуказанной комбинации ЛП 
на ишемизированную нервную ткань, про-

Рис. 1. Кора ГМ и гиппокамп. Группа ИШ. А — световая микроскопия, окраска гематоксилином-эозином. 
Ув. ×400. Гиперхроматоз нейронов гиппокампа. Б, В — ультраструктура. Электронная микроскопия. Ув. Б) 4200 
(«темный» нейрон); В) 6500 (деструктивные изменения в кариоплазме нейрона).
Fig. 1. Сortex and hippocampus. The control group (acute cerebral ischemia). А — light microscopy. Staining with 
hematoxylin and eosin. Magn. ×400. Hyperchromatosis of the hippocampal neurons. Б, В — ultrastructure. Electron 
microscopy. Magn. Б) 4200 (“dark” neuron); В) 6500 (destructive changes in the neuron karyoplasm).
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явившийся в форме активации процессов 
нейродегенерации в тканях обоих изучав-
шихся отделов ГМ.
Наблюдалось относительное увеличение 

представительства т. н. «темных» нейро-
нов в общей массе нейроцитов, увеличе-
ние доли погибающих (в т. ч. посредством 
апоптоза) нервных клеток как в пирамид-
ном слое лобного отдела коры, так и гип-
покампа. Большая часть как основных тка-
невых элементов (нейро- и глиоцитов), так 
и клеток интерстиция, в частности перици-
тов кровеносных капилляров, была пикно-
тична.
Ядерная оболочка большинства нейро-

цитов была извилиста, наблюдалась де-
конденсация хроматина в кариоплазме, 
активация ядрышек и обилие свободных 
рибосом и полисом в цитоплазме, разви-

тость элементов ЭПС, комплекса Гольд-
жи, набухание и деформация митохондрий 
с нечетко контурируемыми мембранами 
и редкими кристами. Характерной была 
также активация лизосомальной реакции 
и аутофагосом.
Минимальное повреждение тканей ГМ 

после ишемии было отмечено нами в груп-
пе ВМ, т. е. на фоне введения комбинации 
винпоцетина с мелаксеном (рис. 4), которое 
очевидно повышало толерантность нейро-
нов к ишемическому повреждению.
Безусловны были коррективы и в структу-

ре ГЭБ. Именно следствием явного протек-
торного эффекта винпоцетина с мелаксеном 
можно считать изменения в микроциркуля-
торном русле, характеризовавшиеся пре-
жде всего спецификой морфологической 
реакции выстилающего сосуды эндотелия. 

Рис. 2. Кора ГМ и гиппокамп. Группа М. А — световая микроскопия, окраска гематоксилином-эозином. Ув. ×400. 
Гиперхромные нейроны поля СА1. Б, В — ультраструктура. Электронная микроскопия. Ув. Б) 4200 (конденсация 
хроматина в кариоплазме «темнеющего» нейрона); В) 6000 («светлый» нейрон).
Fig. 2. Сortex and hippocampus. Melaxen. А — light microscopy. Staining with hematoxylin and eosin. Magn. ×400. 
Hyperchromic neurons of the CA1 fi eld. Б, В — ultrastructure. Electron microscopy. Magn. Б) 4200 (chromatin conden-
sation in the karyoplasm of the darkening neuron); В) 6000 (“light” neuron).

Рис. 3. Кора ГМ и гиппокамп. Группа ПМ. А — световая микроскопия, окраска гематоксилином-эозином. 
Ув. ×400. Гиперхромные нейроциты коры ГМ. Б, В — ультраструктура. Электронная микроскопия. Ув. Б) 6000 
(«темный» нейрон); В) 6000 (капилляр с прилежащими перицитом и астроцитом).
Fig. 3. Сortex and hippocampus. Piracetam + Melaxen. А — light microscopy. Staining with hematoxylin and eosin. 
Magn. ×400. Hyperchromic neurons of the cortex. Б, В — ultrastructure. Electron microscopy. Magn. Б) 6000 (“dark” 
neuron); В) 6000 (capillary with a pericyte and an astrocyte).
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Это менее выраженная гетероморфность 
эндотелиоцитов; явное снижение числа их 
в состоянии внутриклеточного отека; зна-
чительное нивелирование проявлений пе-
рикапиллярного отека. Наконец, введение 
винпоцетина и мелаксена способствовало 
улучшению кровоснабжения ГМ за счет 
увеличения количества функционирующих 
тонкостенных сосудов и улучшения реоло-
гических свойств крови.
Для объективизации структурно-функ-

ционального состояния ГМ нами было 
проведено определение соотношения 
числа нейронов и глиоцитов (коэффици-
ента нейроциты/глиоциты (Н/Г)) в ГМ 
контрольных и экспериментальных групп 
животных — ключевого интегративного 
показателя, характеризующего тип струк-
турно-функциональных взаимоотношений 
в центральной нервной системе (ЦНС) 
(табл. 2).

Из представленных в табл. 2 данных вид-
но, что минимальным коэффициент Н/Г 
был при моделировании ИГМ в группе 
ИШ. Использование же изучавшихся ЛП, 
и особенно комбинации винпоцетина с ме-
лаксеном, сохраняло в норме соотношение 
между основными клеточными элементами 
нервной ткани (нейро- и глиоцитами).
Это подтверждает сделанный по итогам 

светооптического и ультраструктурного 
анализа, а также на основании проведен-
ных нами ранее оценки биоэлектриче-
ской активности ГМ и биохимического 
анализа на содержание маркеров свобод-
норадикальных процессов в крови крыс 
при ЭИГМ вывод о способности комбина-
ции винпоцетина с мелаксеном повышать 
устойчивость ГМ к гипоксии, выживае-
мость нейронов в условиях ИГМ, оказы-
вать благоприятное влияние на функцио-
нальное состояние ГМ [2–4].

Рис. 4. Кора ГМ и гиппокамп. Группа ВМ. А — световая микроскопия, окраска гематоксилином-эозином. Ув. ×400. 
«Светлые» и гиперхромные нейроны коры. Б, В — ультраструктура. Электронная микроскопия. Ув. Б) 4200 
(4 «светлых» нейрона — обзорная микрофотография); В) 9900 («светлый» нейрон и капилляр).
Fig. 4. Сortex and hippocampus. Vinpocetine + Melaxen. А — light microscopy. Staining with hematoxylin and eo-
sin. Magn. ×400. “Light” and hyperchromic neurons of the cortex. Б, В —ultrastructure. Electron microscopy. Magn. 
Б) 4200 (4 “light” neurons — a review micrograph); В) 9900 (“light” neuron and capillary).

Б В

Таблица 2. Результаты анализа коэффициента Н/Г
Table 2. Analysis of the Neurocyte/Glyocyte ratio 

№ Группа Коэффициент Н/Г

1 ЛО 2

2 ИШ 1,31

3 М 2

4 ПМ 2

5 ВМ 2,08

А
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Выводы
На основании проведенного сравнитель-

ного морфологического анализа иссле-
дованного нами материала при модели-
ровании ЭИГМ установлены проявления 
нейропротекторного влияния ноотропных 
средств и мелаксена на тканевые элементы 
коры ГМ и гиппокампа. В большей степени 
они свойственны комбинации винпоцети-
на с мелаксеном. Подтверждением данно-
му заключению является не только более 
выраженная сохранность структурных ха-
рактеристик исследованных отделов ГМ, 
но и очевидное снижение гетероморфности 
нейронов с изменением степени гиперхро-
матоза их ядер и цитолиза с увеличением 
числа или объема ядрышек; улучшение 
кровоснабжения ГМ за счет повышения ко-
личества функционирующих тонкостенных 
сосудов; улучшение гемореологии.

Комбинация винпоцетина с мелаксеном 
при ИГМ способна поддерживать на уров-
не, близком к норме, соотношение между 
нейронами и нейроглиоцитами — ключе-
вой интегративный показатель, характери-
зующий тип структурно-функциональных 
взаимоотношений в ЦНС. Результаты вы-
полненного исследования позволяют пози-
ционировать выраженность нейропротек-
торной активности изучавшихся ЛП и их 
комбинаций по вектору: пирацетам < ме-
лаксен < пирацетам + мелаксен < винпо-
цетин < винпоцетин + мелаксен.
В совокупности всех полученных дан-

ных, на наш взгляд, целесообразно даль-
нейшее изучение фармакологических 
свойств содержащих мелатонин ЛП, т. к. их 
превентивное применение может способст-
вовать расширению возможностей нейро-
протекции при профилактике ИГМ.
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ПОКАЗАТЕЛИ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА В ЛЕГКИХ 
ПРИ ИНГАЛЯЦИОННОМ ВВЕДЕНИИ ЛИПОСОМ 
НА ОСНОВЕ ЯИЧНОГО ЛЕЦИТИНА В УСЛОВИЯХ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГИПЕРОКСИИ

И. Л. Котович*, Ж. А. Рутковская, А. Д. Таганович
УО «Белорусский государственный медицинский университет»
220116, Республика Беларусь, Минск, просп. Дзержинского, д. 83

Окислительный стресс рассматривают как один из факторов, приводящих к повреждению легких у 
недоношенных новорожденных. Целью настоящего исследования было изучить влияние антиокси-
дантов в составе липосом из яичного лецитина при их ингаляционном введении на показатели окис-
лительного стресса в легких новорожденных морских свинок в условиях экспериментальной ги-
пероксии (трое суток). В качестве материала для исследования использовали бронхоальвеолярную 
лаважную жидкость (БАЛЖ). Ингаляционное введение липосом, содержащих N-ацетилцистеин 
и α-токоферол, в условиях экспериментальной гипероксии способствовало подавлению продукции 
активных форм кислорода клетками, нормализации активности глутатионпероксидазы и содержа-
ния карбонильных производных и не влияло на уровень диеновых конъюгатов в БАЛЖ. Введение 
липосом, содержащих ретиноиды (ретинол и ретиноевую кислоту), в условиях гипероксии сопрово-
ждалось нормализацией активности глутатионпероксидазы и содержания продуктов окислительной 
модификации белков в БАЛЖ, при этом интенсивность генерации активных форм кислорода оста-
валась повышенной, а уровень диеновых конъюгатов и продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой 
кислотой, превышал показатели животных, подвергавшихся изолированному действию гипероксии. 
Таким образом, ингаляционное введение липосом, содержащих ретиноиды и яичный лецитин, ока-
зывало не только анти-, но и прооксидантное действие в легких в условиях гипероксии, в отличие 
от липосомных форм N-ацетилцистеина и α-токоферола.
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Oxidative stress is considered to be a factor leading to lung damage in premature infants. The aim of this 
study was to investigate the effect of inhaled antioxidants incorporated into egg lecithin liposomes on the 
indicators of oxidative stress in the lungs of newborn guinea pigs under experimental hyperoxia (3 days). 
Bronchoalveolar lavage fl uid (BALF) was used as a material for the study. Under hyperoxia exposure, inha-
lation of liposomes containing N-acetylcysteine and alpha-tocopherol contributed to the suppression of the 
reactive oxygen species production by cells, normalization of glutathione peroxidase activity and carbonyls 
content, while not affecting the level of diene conjugates in BALF. The introduction of retinoid-containing 
liposomes (retinol and retinoic acid) under hyperoxia was accompanied by normalization of glutathione 
peroxidase activity as well as the content of protein oxidation products in BALF, while the generation of 
reactive oxygen species remained enhanced, and the diene conjugates and thiobarbituric acid reactive prod-
ucts exceeded the levels in animals exposed to hyperoxia alone. Thus, the inhaled liposomes containing 
retinoids and egg lecithin exhibit not only anti-, but also a prooxidant effect in the lungs under hyperoxia 
exposure, unlike the liposomal forms of N-acetylcysteine and alpha-tocopherol.
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Введение
Использование высоких концентра-

ций кислорода при выхаживании недоно-
шенных новорожденных является одним 
из факторов, способствующих развитию 
у детей тяжелой хронической патологии — 
бронхолегочной дисплазии (БЛД) [7]. 
Проблема профилактики и фармакологи-
ческий коррекции данной патологии оста-
ется нерешенной до настоящего времени. 
Не в последнюю очередь это обусловлено 
пробелами в понимании патогенетических 
механизмов, вовлеченных в развитие БЛД 
на разных стадиях.
Окислительный стресс традиционно рас-

сматривают как один из важнейших фак-
торов, приводящих к повреждению легких 
у новорожденных. В перинатальном пери-
оде имеется целый ряд предпосылок к раз-
витию оксидантного стресса: применяемая 
при выхаживании недоношенных новоро-
жденных повышенная концентрация кис-
лорода, дефицит антиоксидантов, высокий 
уровень несвязанного железа, инфекции 
и ответная реакция иммунокомпетентных 

клеток, длительное воспаление [9, 16]. 
В этой связи изучение возможности защи-
ты легких новорожденных от поврежде-
ния оксидантами представляется весьма 
перспективным. Результаты проведенных 
ранее исследований в этом направлении 
неоднозначны. Предпринимались попыт-
ки профилактики БЛД за счет коррекции 
оксидантно-антиоксидантного равнове-
сия с помощью внутривенного введения 
N-ацетилцистеина, витамина А и его про-
изводных (внутримышечно), витамина Е 
(перорально), Cu-Zn-супероксиддисмутазы 
(СОД) (ингаляционно) [8, 10, 19, 20]. 
За исключением последнего способа, эф-
фективность была незначительной. Веро-
ятной причиной может быть то, что спо-
собы введения (кроме ингаляционного) 
не обеспечивали доставку препаратов в до-
статочном количестве в легкие [14]. Ин-
галяционный путь обладает и другими 
преимуществами — он неинвазивен и без-
опасен.
Еще одним подходом, повышающим 

эффективность препаратов, считается их 
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включение в липосомы [17]. Липосомы яв-
ляются биосовместимыми, биодеградируе-
мыми и нетоксичными. Липосомная форма 
облегчает проникновение веществ в клетки 
и увеличивает продолжительность их дей-
ствия. Такой способ подходит для перено-
са как гидрофильных, так и гидрофобных 
и амфифильных молекул. При заболева-
ниях легких липосомы в форме аэрозоля 
могут быть эффективным средством до-
ставки веществ к клеткам альвеолярного 
эпителия. Как показывают эксперименты 
на животных и исследование, проведенное 
с помощью добровольцев, ингаляционное 
введение липосом хорошо переносится, 
не оказывает негативного влияния на функ-
циональные показатели легких и не дает 
побочных эффектов [18].
Ранее нами было показано, что ингаляци-

онное введение липосом, приготовленных 
на основе дипальмитоилфосфатидилхолина 
(ДПФХ) и содержащих α-токоферол или ре-
тиноиды в своем составе, эффективно по-
давляет окислительный стресс, индуциро-
ванный действием гипероксии в легких [4]. 
Учитывая высокую стоимость препаратов 
ДПФХ, в настоящем исследовании мы изу-
чили эффекты липосом, приготовленных 
на основе менее дорогостоящего фосфати-
дилхолина природного происхождения, вы-
деленного из яичного желтка (ЯФХ).

Цель настоящего исследования — изу-
чить влияние антиоксидантов в составе 
липосом из яичного лецитина при их инга-
ляционном введении на показатели окисли-
тельного стресса в легких в условиях экс-
периментальной гипероксии.

Материалы и методы
Материалы
Эксперимент проводили с использова-

нием новорожденных морских свинок, 
которые вместе с кормящими матерями 
находились на стандартном рационе вива-
рия БГМУ с постоянным доступом к пи-

тьевой воде. При выполнении данного ис-
следования строго соблюдали этические 
нормы и правила работ с лабораторными 
животными. Морские свинки были выбра-
ны для исключения влияния на изучаемые 
показатели эндогенной аскорбиновой кис-
лоты — антиоксиданта, который не синте-
зируется у морских свинок, как и у чело-
века.
Для создания условий гипероксии живот-

ных в течение 1 сут после рождения поме-
щали в плексигласовую камеру, в которую 
постоянно подавали кислород. Концент-
рацию кислорода контролировали с помо-
щью портативного анализатора кислорода 
ПГК-06-100Р (ЗАО «Инсовт», РФ) и под-
держивали на уровне не менее 70%. Дли-
тельность воздействия гипероксии состав-
ляла 3 сут. В течение дня камеру один раз 
открывали на 20 мин для чистки клетки, 
кормления животных и проведения инга-
ляций в соответствующих группах. Живот-
ные контрольной группы дышали обычным 
воздухом.
Группы исследования. Были сформи-

рованы следующие группы: «контроль» 
(n=8), «гипероксия» (n=10), «гипероксия + 
N-ацетилцистеин-ЯФХ» (n=4), «гиперок-
сия + α-токоферол-ЯФХ» (n=4), «гипер-
оксия + ретиноиды-ЯФХ» (n=5) и «гипер-
оксия + ЯФХ» (n=4) (последняя группа 
получала с ингаляциями т. н. «пустые» ли-
посомы).
Приготовление, состав и введение инга-

ляционной смеси. Ингаляционная смесь 
содержала многослойные липосомы, ко-
торые готовили методом механического 
диспергирования [11] непосредственно 
перед применением, и натрий-фосфатный 
буфер (0,1 моль/л) с ЭДТА (0,1 ммоль/л), 
рН=7,4. Использовались реагенты высокой 
степени очистки («Sigma-Aldrich», Герма-
ния; р-р N-ацетилцистеина для ингаляций, 
«Белмедпрепараты», Беларусь).
В группе «гипероксия + N-ацетилцистеин-

ЯФХ» смесь для ингаляций включала 
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липосо мы, содержащие N-ацетилцистеин 
(250 мг/кг) и ЯФХ (L-α-фосфатидилхолин 
из яичного желтка, ≥99%) (50 мг/кг).
В группе «гипероксия + α-токоферол-

ЯФХ» животные получали липосомы, со-
держащие α-токоферол (12,5 мг/кг) и ЯФХ 
(45 мг/кг).
В группе «гипероксия + ретиноиды-

ЯФХ» липосомная смесь содержала пол-
ностью транс-ретинол (6 мг/кг), полностью 
транс-ретиноевую кислоту (0,6 мг/кг), ЯФХ 
(45 мг/кг).
В группе «гипероксия + ЯФХ» вводи-

ли липосомы, содержащие только ЯФХ 
(50 мг/кг).
Ингаляции проводили с использовани-

ем компрессорного небулайзера CompAir 
(NE-C28-E, Omron, Китай). Ингаляции про-
водили 1 раз в два дня, всего дважды в тече-
ние 3-х сут воздействия гипероксии.
Получение материала для исследования. 

Не ранее чем через 22 ч после последнего 
введения препаратов животных наркотизи-
ровали (тиопентал натрия внутрибрюшин-
но, 15 мг/кг), промывали легкие через эн-
дотрахеальный зонд трижды по 8 мл 0,9% 
р-ром NaCl и получали бронхоальвеоляр-
ную лаважную жидкость (БАЛЖ) для ис-
следования.

Методы
Общий белок в БАЛЖ определяли 

по Лоури.
Продукцию клетками активных форм 

кислорода (АФК) изучали методом лю-
минол-зависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). Клетки БАЛЖ осаждали центрифу-
гированием при 200 g, 4ºC в течение 10 мин 
(рефрижераторная центрифуга РС-6, Кыр-
гызстан). Полученный осадок ресуспенди-
ровали в среде Эрла и проводили подсчет 
клеточных элементов. 1 мл клеточной су-
спензии (2,0×106/мл) с добавлением 50 мкл 
0,1 М CaCl2 и 50 мкл 0,5 мМ люминола вно-
сили в стеклянную кювету для регистрации 
хемилюминесценции. Регистрировали про-

дукцию АФК клетками при адгезии к сте-
клянной поверхности без внесения допол-
нительных стимуляторов в течение 20 мин 
(биохемилюминометр БХЛ-1, Минск, Бела-
русь). Запись и анализ кинетических кри-
вых проводили с помощью компьютерной 
программы NAS UniChrom (Беларусь). 
Показатель интенсивности генерации АФК 
рассчитывали как площадь под кривой 
ЛЗХЛ за установленный период времени 
и выражали в отн. ед.
Определяли содержание первичных и ко-

нечных продуктов перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) в БАЛЖ — диеновых конъ-
югатов, малонового диальдегида и др. про-
дуктов, реагирующих с тиобарбитуровой 
кислотой; а также продуктов окислитель-
ной модификации белков — карбонильных 
производных аминокислот.
Для определения содержания дие-

новых конъюгатов (ДК) использовали 
метод, основанный на экстракции этих 
соединений смесью равных объемов геп-
тана и изопропанола [1]. Оптическую 
плотность измеряли на спектрофотоме-
тре (Solar, РБ) против соответствующего 
контроля при 220 нм (соединения с изоли-
рованными двойными связями) и 232 нм 
(ДК). Для оценки относительного содер-
жания ДК рассчитывали величину отно-
шения оптической плотности Е232/Е220. Ре-
зультат выражали в отн. ед.
Определение продуктов, реагирующих 

с ТБК (ТБК-РП), проводили колориметри-
ческим методом [2]. Интенсивность окраски 
измеряли спектрофотометрически против 
соответствующего конт роля при 532 нм. 
При расчетах учитывали коэффициент мо-
лярной экстинкции 1,56×10-5 моль-1×см-1 

и содержание общего липидного фосфора 
в пробе. Результат выражали в отн. ед.
Определение окислительной модифи-

кации белков проводили по методу, опи-
санному Е.Е. Дубининой [3]. Метод основан 
на реакции взаимодействия карбонильных 
производных окисленных аминокислот-
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ных остатков белков с 2,4-динитрофени-
лгидразином. Образование окрашенных 
2,4-динитрофенилгидразонов регистриро-
вали спектрофотометрически при 360 нм. 
Для расчета использовали коэффициент 
молярной экстинкции 22×103 моль-1×см-1. 
Содержание карбонильных производных 
в БАЛЖ выражали в нмоль/мг белка.
Активность супероксиддисмутазы 

(СОД) определяли спектрофотометрически 
с использованием аналитических наборов 
(«Анализ Х», Беларусь). Метод основан 
на ингибировании супероксидзависимого 
окисления кверцетина в присутствии СОД. 
Активность СОД выражали в нМ/мин/мг 
белка.
Активность каталазы определяли 

спектрофотометрическим методом [5]. 
В основе метода лежит способность пе-
роксида водорода образовывать с молиб-
датом аммония стабильный окрашен-
ный комплекс, который регистрируется 
при 410 нм. Активность фермента выража-
ли в нМ/мин/мг белка.
Активность глутатионпероксидазы 

в БАЛЖ определяли по методу В.М. Моина 
[6]. Скорость глутатионпероксидазной ре-
акции оценивали по количеству непрореа-
гировавшего восстановленного глутатиона, 
который определяли реакцией с 5,5/-дитио-
бис-2-нитробензойной кислотой. Спектро-
фотометрировали пробы против соответст-
вующего контроля при 412 нм. Активность 
выражали в нМ/мин/мг белка.
Статистическую обработку данных 

проводили с использованием пакета про-
грамм Statistica 10,0. Для анализа данных 
на первом этапе определяли нормаль-
ность распределения цифровых показате-
лей в группах с использованием критерия 
Шапиро — Уилка. Дальнейший статисти-
ческий анализ проводили с использова-
нием непараметрического U-теста Ман-
на — Уитни для независимых выборок. 
Различия считали достоверными при уров-
не значимости р<0,05. Данные представ-

лены в виде медианы и интерквартильных 
размахов (25–75 процентили).

Результаты исследований
Данные, полученные в ходе исследования, 

представлены в табл. 1 и 2. Интенсивность 
генерации АФК клетками БАЛЖ новоро-
жденных морских свинок, находившихся 
в условиях гипероксии 3 сут, была выше, 
чем у контрольных животных, в 2,3 раза, 
р<0,05 (табл. 1). Введение «пустых» липо-
сом, а также липосом, содержащих ретино-
иды и ЯФХ, на фоне гипероксии не оказы-
вало достоверного влияния на продукцию 
АФК клетками. После введения липосом, 
содержащих N-ацетилцистеин и ЯФХ, 
а также α-токоферол и ЯФХ, регистри-
руемая интенсивность ЛЗХЛ снижалась 
и достоверно не отличалась от контроль-
ных значений.
Уровень первичных продуктов ПОЛ — 

диеновых конъюгатов — был достоверно 
повышен в БАЛЖ всех групп животных, 
подвергавшихся гипероксии (табл. 1). 
Причем наиболее высокий уровень дие-
новых конъюгатов был выявлен в груп-
пе, получавшей ингаляции с ретинолом 
и ретиноевой кислотой в составе липосом 
(в 6,5 раз выше по сравнению с контролем 
и в 2,4 раза выше по сравнению с группой 
«гипероксия», различия в обоих случаях 
статистически достоверны). Введение ли-
посом с ретиноидами на фоне гипероксии 
(в отличие от всех др. изучаемых воздейст-
вий) сопровождалось также увеличением 
содержания малонового диальдегида и др. 
ТБК-РП, в БАЛЖ (в 2 раза по сравнению 
с контролем, р<0,05).
Воздействие гипероксии в течение трех 

сут приводило к значительному росту меди-
анного уровня карбонильных производных 
аминокислот в белках БАЛЖ (в 4,5 раза 
по сравнению с уровнем кон троля, р<0,05) 
(табл. 1). После введения «пустых» липо-
сом данный показатель оставался повы-
шенным, тогда как липосомные формы 
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N-ацетилцистеина, α-токоферола и рети-
ноидов в равной степени способствовали 
нормализации уровня карбонильных про-
изводных в БАЛЖ.
Установлено достоверное снижение ак-

тивности глутатионпероксидазы в БАЛЖ 
у животных, подвергавшихся гиперок-
сии, до 43% от уровня контроля (табл. 2). 
В группах животных, получавших инга-
ляции с липосомами, содержащими ЯФХ 
и N-ацетилцистеин, токоферол и ретинои-
ды, активность глутатионпероксидазы вос-
станавливалась и достоверно не отличалась 
от группы «контроль». «Пустые» липосо-
мы такого влияния не оказывали. Различий 
между изучаемыми группами в активности 
СОД и каталазы в БАЛЖ выявлено не было.

Обсуждение результатов
В данной работе изучалось влияние 

липосом, приготовленных на основе 
фосфолипида природного происхожде-
ния — фосфатидилхолина из яичного желт-
ка — и препаратов, обладающих антиокси-

дантной активностью (N-ацетилцистеин, 
α-токоферол, ретиноиды), на оксидант-
ный статус легких в условиях гипероксии. 
При проведении исследования мы бази-
ровались на ранее полученных данных 
об эффективном подавлении окислитель-
ного стресса, вызванного длительной ги-
пероксией в легких, при ингаляционном 
введении липосом, состоящих из ДПФХ 
и α-токоферола или ДПФХ и ретиноидов 
[4]. Замена основного липидного компонен-
та липосом на яичный фосфатидилхолин 
имеет экономическую целесообразность, 
однако изменения оксидантно-антиокси-
дантного баланса в легких в условиях ги-
пероксии и введения фосфолипидов, со-
держащих ненасыщенные жирные кислоты 
(в отличие от ДПФХ), требовали отдельно-
го изучения.

«Пустые» липосомы, состоящие из ЯФХ, 
не оказывали влияния на изменения в легких 
новорожденных морских свинок, вызван-
ные действием гипероксии: продукция АФК 
клетками, уровни продуктов ПОЛ, окисли-

Таблица 1. Генерация активных форм кислорода и уровень продуктов окислительной модификации липидов 
и белков в БАЛЖ новорожденных морских свинок при ингаляционном введении липосом различного состава 
в условиях гипероксии
Table 1. Generation of reactive oxygen species and the level of products of oxidative modifi cation of lipids and proteins 
in BALF of newborn guinea pigs with inhalation administration of liposomes of different composition under conditions 
of hyperoxia

Группа АФК, отн. ед. ДК, отн. ед. ТБК-РП, отн. ед. Карбонильные производ-
ные, нмоль/мг белка

Контроль 8,6
(6,9–11,4)

1,3
(1,0–1,4)

8,9
(8,2–15,0)

13,2
(10,7–37,6)

Гипероксия 20,2
(17,2–25,7)*

3,6
(2,2–4,4)*

12,3
(10,3–17,0)

60,1
(36,0–73,6)*

Гипероксия + ЯФХ 20,4
(18,6–23,0)*

4,5
(3,6–5,4)*

8,2
(7,1–10,4)

55,7
(49,5–77,9)*

Гипероксия + 
N-ацетилцистеин-ЯФХ

10,9
(9,0–12,8)#

3,9
(3,3–4,6)*

11,2
(10,1–14,2)

24,5
(22,8–29,7)#

Гипероксия + 
α-токоферол-ЯФХ

15,4
(8,2–22,4)

4,5
(2,9–5,1)*

13,5
(10,5–18,4)

26,0
(23,5–30,0)#

Гипероксия + 
ретиноиды-ЯФХ

27,1
(20,7–35,7)*

8,5
(7,6–9,4)*#

18,2
(16,7–19,5)*

24,2
(23,2–26,7)#

Примечание: ЯФХ — яичный фосфатидилхолин; АФК — активные формы кислорода; ДК — диеновые конъю-
гаты; ТБК-РП — продукты, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой; * — р<0,05 по сравнению с группой 
«контроль»; # — р<0,05 по сравнению с группой «гипероксия».
Note: ЯФХ — egg phosphatidylcholine; АФК — reactive oxygen species; ДК — diene conjugates; ТБК-РП — products 
that react with thiobarbituric acid; * — p<0.05 compared with the control group; # — p<0.05 compared with the group 
“hyperoxia”.
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тельной модификации белков и активности 
антиоксидантных ферментов в БАЛЖ не от-
личались от группы «гипероксия».
Эффекты ингаляционного введения из-

вестных антиоксидантов α-токоферола 
и N-ацетилцистеина в составе липосом 
из ЯФХ на фоне гипероксии были одно-
направленными: наблюдались снижение 
продукции АФК клетками, нормализация 
активности глутатионпероксидазы, подав-
ление окислительной модификации белков 
(в пользу этого свидетельствует отсутствие 
роста уровня карбонильных производных 
в БАЛЖ) при сохранении повышенного 
уровня первичных продуктов ПОЛ — ди-
еновых конъюгатов. Следует отметить, 
что при использовании липосом из ДПФХ 
и α-токоферола на фоне воздействия гипер-
оксии в течение 3 сут (в отличие от 14 сут 
воздействия) также не отмечалось нормали-
зации уровня диеновых конъюгатов, кроме 
того, уровень карбонильных производных 
в белках оставался повышенным [4], т. е. 
липосомы из ЯФХ оказались более эффек-
тивными в отношении подавления окисли-
тельного повреждения белков в бронхоаль-
веолярном пространстве.

Предположительно, более выраженный 
эффект липосом, состоящих из ЯФХ, об-
условлен изменением свойств их мембран-
ных слоев. В работе [13] было показано, 
что токоферол спонтанно перемещается 
между слоями фосфолипидов и может пе-
реходить с липосом на мембраны клеток 
даже без поглощения липосомных частиц. 
Причем такой межмембранный переход вы-
ражен в большей степени, если липосомы 
содержат ненасыщенные жирные кислоты. 
Нельзя исключить, что наличие ненасы-
щенных жирных кислот в липидных слоях 
липосом, за счет увеличения их проницае-
мости, повышает доступность и водораст-
воримых компонентов, включенных в их 
состав (в частности, N-ацетилцистеина).
Интересные результаты были получе-

ны при исследовании влияния липосом, 
содержащих ЯФХ и ретиноиды. Мы об-
наружили, что в условиях гипероксии ин-
галяционное введение липосом такого 
состава не влияет на интенсивность про-
дукции АФК клетками — она остается по-
вышенной и даже имеет тенденцию к росту 
по сравнению с изолированным действием 
гипероксии. Кроме того, увеличивается ко-

Таблица 2. Активность СОД, каталазы и глутатионпероксидазы в БАЛЖ новорожденных морских свинок по-
сле введения липосом на фоне гипероксии
Table 2. The activity of SOD, catalase and glutathione peroxidase in BALF of newborn guinea pigs after the administra-
tion of liposomes against the background of hyperoxia

Группа СОД, нмоль/мин/мг 
белка

Каталаза, нмоль/мин/мг 
белка

Глутатионпероксидаза, 
нмоль/мин/мг белка

Контроль 44,5
(42,6–57,4)

0,28
(0,21–0,46)

86,5
(62,8–99,0)

Гипероксия 47,1
(37,5–61,3)

0,35
(0,27–0,42)

37,2
(12,1–65,5)*

Гипероксия + ЯФХ 37,7
(36,7–48,6)

0,22
(0,21–0,37)

30,1
(27,9–39,2)*

Гипероксия + 
N-ацетилцистеин-ЯФХ

47,2
(38,2–52,4)

0,30
(0,28–0,34)

70,0
(47,2–103,3)

Гипероксия + 
α-токоферол-ЯФХ

51,4
(40,9–68,9)

0,34
(0,25–0,45)

94,9
(42,7–128,9)#

Гипероксия + 
ретиноиды-ЯФХ

45,0
(41,4–50,0)

0,32
(0,30–0,33)

79,4
(30,3–126,4)

Примечание: ЯФХ — яичный фосфатидилхолин; * — р<0,05 по сравнению с группой «контроль»; # — р<0,05 
по сравнению с группой «гипероксия».
Note: ЯФХ — egg phosphatidylcholine; * — p<0.05 compared with the control group; # — p<0.05 compared with the 
group “hyperoxia”.

И. Л. Котович, Ж. А. Рутковская, А. Д. Таганович
«Показатели окислительного стресса в легких при ингаляционном введении липосом 

на основе яичного лецитина в условиях экспериментальной гипероксии»



МЕТОДЫ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | BIOMEDICAL METHODS

56 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 3 | 49–58

личество диеновых конъюгатов и продук-
тов ПОЛ, реагирующих с тиобарбитуровой 
кислотой, в БАЛЖ. При этом имеет место 
повышение активности глутатионперокси-
дазы до контрольных значений и снижение 
уровня карбонильных производных, т. е. 
можно говорить о сочетании про- и антиок-
сидантных эффектов ретиноидов в изучае-
мых условиях. При использовании липосом 
на основе ДПФХ и ретиноидов проокси-
дантное действие не проявлялось [4].
В основе обнаруженных эффектов рети-

ноидов могут лежать следующие обстоя-
тельства. Известно, что антиоксидантные 
эффекты витамина А и его производных 
обусловлены их способностью взаимодей-
ствовать со свободными радикалами и, тем 
самым, уменьшать их количество, а также 
влиянием на экспрессию антиоксидант-
ных ферментов. Полученные нами данные 
согласуются с результатами др. исследова-
телей, продемонстрировавших индукцию 
секреторной формы глутатионпероксида-
зы в миобластах под влиянием ретиноидов 
[12]. Окисление же двойных связей в рети-
ноидах под действием свободных радика-
лов сопровождается образованием перок-
сидных продуктов, которые сами по себе 
могут стимулировать процессы ПОЛ. Не-
насыщенные жирные кислоты в составе 
яичного лецитина также подвержены пе-
рекисному окислению и могут служить 
дополнительным источником продуктов 
ПОЛ. Вероятно, это является причиной ро-
ста в БАЛЖ уровня диеновых конъюгатов 
и продуктов, реагирующих с ТБК, после 
введения липосом, содержащих ЯФХ и ре-
тиноиды, в условиях гипероксии.
Имеются противоречивые данные о ха-

рактере влияния ретиноидов на продукцию 
АФК клетками. Ранее была показана спо-
собность ретиноевой кислоты подавлять 
продукцию супероксидного анион-радика-
ла и пероксида водорода in vitro на клетках, 
выделенных из крови (нейтрофилах и ма-
крофагах) [21]. В то же время в работе [15] 

сообщается об усилении образования АФК 
in vitro и in vivo в различных тканях (мозг, 
печень, легкие) в присутствии витамина 
А и его производных вследствие набухания 
и нарушения организации внутренней ми-
тохондриальной мембраны и изменения ра-
боты комплексов дыхательной цепи. Таким 
образом, анализ литературы и результатов 
наших экспериментов позволяет заклю-
чить, что эффект ретиноидов в отношении 
баланса редокс-систем может быть разно-
направленным и, вероятно, в значительной 
степени зависит от др. факторов, включая 
дозировки препаратов, условия экспе-
римента, присутствие иных соединений 
с анти- и прооксидантными свойствами.

Выводы
В условиях экспериментальной гипер-

оксии продолжительностью 3 сут инга-
ляционное введение липосом на основе 
фосфатидилхолина из яичного желтка, со-
держащих N-ацетилцистеин и α-токоферол, 
способствует подавлению продукции ак-
тивных форм кислорода клетками, норма-
лизации активности глутатионпероксидазы 
и содержания карбонильных производных 
и не влияет на уровень диеновых конъюга-
тов в БАЛЖ.
Введение липосом, содержащих яичный 

фосфатидилхолин и ретиноиды (ретинол 
и ретиноевую кислоту), в условиях гиперок-
сии сопровождается нормализацией актив-
ности глутатионпероксидазы и содержания 
продуктов окислительной модификации 
белков в БАЛЖ, при этом интенсивность ге-
нерации АФК остается повышенной, а уро-
вень продуктов ПОЛ (диеновых конъю гатов 
и продуктов, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой) превышает показате-
ли животных, подвергавшихся действию 
только гипероксии в течение 3 сут. Можно 
констатировать, что комбинация ретинои-
дов и яичного лецитина оказывает не толь-
ко анти-, но и прооксидантное действие 
в условиях гипероксии.
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ВЛИЯНИЕ ГЕКСАМЕТОНИЯ, АТРОПИНА, АНАПРИЛИНА 
И ИХ КОМБИНАЦИИ НА ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ 

СЕРДЕЧНОГО РИТМА КРЫС

Е. В. Курьянова*, А. В. Трясучев, В. О. Ступин, Ю. Д. Жукова, Н. А. Горст
ФГБОУ ВО «Астраханский государственный университет»

414000, Российская Федерация, Астрахань, пл. Шаумяна, д. 1

Изучали изменения частоты сердечного ритма (ЧСР) и волновых характеристик вариабельности 
сердечного ритма (ВСР) у самцов нелинейных крыс в фармакологических пробах с однократным 
введением гексаметония (ГМ, 7 мг/кг), атропина (АТ, 1 мг/кг), анаприлина (АНП, 2 мг/кг), а также 
при последовательном введении ГМ и атропина (анаприлина) в тех же дозах. Спектральный анализ 
ВСР проводили в диапазонах: HF (0,9–3,5 Гц), LF (0,32–0,9 Гц), VLF (0,15–0,32 Гц). Введение ГМ 
повысило ЧСР на 12–16%, снизило мощность волн VLF на 85% (p<0,001), LF на 60% (p<0,05), HF 
почти на 40%, что отражает степень участия Н-холинергической передачи на уровне вегетативных 
узлов в формировании волн ВСР. Блокада М-холинорецепторов (М-ХР) с помощью АТ резко по-
высила ЧСР (на 30%, p<0,001) и снизила мощность волн спектра ВСР на 95–98% (p<0,001), чем 
подтверждается ведущая роль системы М-ХР кардиомиоцитов в формировании всех волн спектра 
ВСР. Введение блокатора β-АР снизило ЧСР (на 25%, p<0,001) и мощность волн ВСР, особенно VLF 
(на 70%, p<0,01). Предварительная блокада вегетативных узлов с помощью ГМ несколько ослаби-
ла падение мощности волн ВСР после введения АТ, нивелировала урежение ЧСР и потенцировала 
прирост мощности HF-волн после введения АНП. Результаты проб показали, что мощность волн 
всех диапазонов спектра ВСР в наибольшей мере (на 95–98%) определяется регуляторными влия-
ниями через М-холинорецепторы кардиомиоцитов, а также их взаимодействием с влияниями через 
адренорецепторы миокарда и ганглионарный уровень вегетативной нервной системы. Вегетативные 
узлы вносят вклад в формирование всех волн ВСР, особенно VLF и LF, влияют на выраженность и 
характер изменений ВСР при воздействии на М-ХР и АР миокарда, что важно учитывать в экспери-
ментальной практике.

Ключевые слова: вариабельность сердечного ритма, спектральный анализ, блокада Н- и М-холи-
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EFFECT OF HEXAMETONIUM, ATROPINE, ANAPRILINE 
AND THEIR COMBINATION ON THE HEART RATE 

VARIABILITY IN RATS

Evgeniya V. Kuryanova*, Andrey V. Tryasuchev, Victor O. Stupin, Yuliya D. Zhukova, 
Nina A. Gorst

Astrakhan State University
414000, Russian Federation, Astrakhan, Shaumyana square, 1

In this work, we set out to study changes in the heart rate frequency (HRF) and wave characteristics of the 
heart rate variability (HRV) of nonlinear male rats in pharmacological tests under a single administration 
of hexametonium (HM, 7 mg/kg), atropine (AT, 1 mg/kg), anapriline (ANP, 2 mg/kg), as well as under 
a sequential administration of HM and atropine (anapriline) in the same doses. A spectral analysis of the 
HRV was carried out across the following ranges: HF (0.9–3.5 Hz), LF (0.32–0.9 Hz), VLF (0.15–0.32 
Hz). HM administration increased the HRF by 12–16%, simultaneously reducing the power of VLF, LF 
and HF by 85% (p<0.001), 60% (p<0.05) and almost 40%, respectively. This indicates the degree of par-
ticipation of H-cholinergic transmission in the formation of HRV waves at the level of vegetative nodes. 
The blockade of M-cholinoreceptors (M-ChR) with AT sharply increased the HRF (by 30%, p<0.001) and 
reduced the wave power of the HRV spectrum by 95–98% (p<0.001), which confi rms the leading role of 
the cardiomyocyte M-ChR system in the formation of all the waves of the HRV spectrum. The injection of 
the β-AR blocker lowered the HRF by 25% (p<0.001) and the HRV wave power, in particular VLF, by 70% 
(p<0.01). A preliminary blockade of the vegetative nodes by HM somewhat weakened a drop in the power 
of HRV waves after AT administration, leveled the reduction of the HRF and potentiated the increase in 
the power of HF waves after ANP administration. The results indicate that the wave power across the 
entire range of the HRV spectrum is greatly determined (by 95–98%) by regulatory infl uences through the 
M-cholinoreceptors of the cardiomyocyte system, as well as by their interaction with infl uences through 
the myocardial adrenoreceptors and the ganglionic level of the autonomic nervous system. Vegetative 
nodes contribute to the formation of all HRV waves, in particular VLF and LF, change the degree and 
character of HRV changes when affecting the myocardial M-ChR and AR, which should be taken into 
account in experimental practice.

Keywords: heart rate variability, spectral analysis, blockade of N- and M-cholinoreceptors, blockade of 
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Введение
Показатели вариабельности сердечного 

ритма (ВСР) достаточно широко исполь-
зуются для оценки т. н. «вегетативного 
баланса» организма [2, 6–10, 13, 15, 17]. 
При этом наряду с размахом варьирова-
ния кардиоинтервалов (∆Х), амплитудой 

моды (АМо), индексом напряжения (ИН) 
для этой цели используются показатели 
спектрального анализа [1, 8, 9, 12]. Тради-
ционно мощность высокочастотных волн 
HF рассматривается в качестве критерия 
активности парасимпатических влияний, 
а мощность медленных волн LF — кри-
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терия активности симпатических влияний 
на сердце [1, 8, 10, 13]. Однако блокада 
М-холинорецепторов атропином снижа-
ет мощность не только HF-волн, но и др. 
волн спектра ВСР [2–4, 6, 7, 9, 10, 13]. 
В свою очередь, мощность LF-волн после 
введения блокаторов β-адренорецепторов 
(β-АР) изменяется неоднозначно — мо-
жет как повышаться, так и снижаться [6, 7, 
11, 16]. Иными словами, по данным лите-
ратуры, парасимпатическая природа HF-
волн и симпатическая природа LF-волн 
до сих пор не нашли четкого подтвержде-
ния, но при определении «вегетативно-
го баланса» эти трактовки продолжают 
применяться. Поэтому вопрос о роли хо-
линергических и адренергических меха-
низмов регуляции в формировании волн 
ВСР требует продолжения исследований 
и сбора доказательной базы для пересмо-
тра или уточнения известных трактовок 
параметров ВСР. В ходе собственных ис-
следований [3, 4] мы обратили внимание, 
что при изучении механизмов формирова-
ния волн ВСР редко применяются ганглио-
блокаторы [18], а через вегетативные узлы 
к сердцу поступают сигналы от ЦНС, раз-
личных рефлексогенных зон, они выполня-
ют роль периферических нервных центров, 
оказывающих самостоятельное регулятор-
ное влияние на периферические органы 
[12]. Вероятно, активность вегетативных 
узлов способна модулировать эффекты 
агонитов и антагонистов рецепторных мо-
лекул, локализованных в миокарде. Для бо-
лее четкого понимания роли вегетативных 
нервных влияний в формировании волн 
ВСР необходимо иметь данные о динамике 
параметров ВСР при воздействии как на ве-
гетативные узлы, так и на периферические 
холино- и адренорецепторы. В этой связи 
цель настоящей работы — проанализиро-
вать особенности изменений спектральных 
параметров ВСР при блокаде вегетативных 
узлов, М-ХР и β-АР кардиомиоцитов, ис-
пользуемых в качестве самостоятельных 

воздействий, а также в комбинации, на мо-
дели нелинейных крыс.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 70-ти поло-

возрелых крысах-самцах 4–5 мес. возраста 
из вивария при лаборатории эксперимен-
тальной физиологии Астраханского госу-
дарственного университета. До и в пери-
од эксперимента животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды (температура воздуха 24–26°С, отно-
сительная влажность 35–40%, освещение 
в помещениях — искусственное, с фикси-
рованным режимом день-ночь), в пластико-
вых клетках с мелкой древесной стружкой 
на стандартном рационе — комбикорм гра-
нулированный полнорационный для лабо-
раторных животных (экструдированный) 
ПК-120 ГОСТ 50258-92 производства 
ООО «Лабораторкорм». Животные потре-
бляли корм и воду ad libitum.
Все эксперименты выполнялись в соот-

ветствии с Национальным стандартом РФ 
ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежа-
щей лабораторной практики», Приказом 
Минздрава РФ от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении правил надлежащей лабо-
раторной практики» и Европейской конвен-
ции Directive 2010/63/EU of 22 September 
2010. Эксперименты проведены в осенне-
зимний период.
ЭКГ регистрировали у бодрствующих 

нефиксированных крыс на аппаратно-про-
граммном комплексе «Варикард» («Раме-
на», Россия) при помощи миниатюрных 
электродов-зажимов при местном обезбо-
ливании лидокаином, как описано ранее 
[3, 4]. До введения препаратов у всех жи-
вотных осуществляли записи ЭКГ и рас-
считывали исходные показатели ВСР в со-
стоянии спокойного бодрствования.
На первом этапе исследований для про-

ведения фармакологических проб экспе-
риментальные животные были разделены 
на три группы, которым однократно вво-
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дили: 1) блокатор Н-холинорецепторов 
гексаметоний в дозе, достаточной для бло-
кады Н-холинергической передачи сигнала 
в вегетативных узлах (ГМ, 7 мг/кг, произ-
водство «Sigma»), [3, 15, 18]; 2) блокатор 
М-холинорецепторов атропин (АТ, 1 мг/кг, 
ГНЦЛС, Украина) [2, 4, 6, 7]; 3) блокатор 
β-адренорецепторов анаприлин (АНП, 
2 мг/кг, ИФА, Россия) [6, 7, 13, 16].
На втором этапе исследований исполь-

зовали комбинированные пробы, когда 
динамику показателей ВСР у животных 
анализировали при последовательном вве-
дении: 1) гексаметония (ГМ, 7 мг/кг) и М-
холиноблокатора (АТ, 1 мг/кг) [3], 2) гекса-
метония (ГМ, 7 мг/кг) и β-адреноблокатора 
(АНП, 2 мг/кг). Временной интервал меж-
ду инъекциями гексаметония и блокаторов 
М-ХР или β-АР составлял 10–15 мин. Все 
препараты вводили в/б. В качестве контр-
оля были взяты крысы, которые вместо на-
званных препаратов получали в/б физ. р-р 
из расчета 1 мл/кг.
Регистрацию ЭКГ и анализ ВСР вы-

полняли в течение первых 5–10 мин по-
сле введения препаратов, когда, согласно 
[14], развиваются их периферические эф-
фекты.
Измерение R-R-интервалов и обработ-

ку данных осуществляли в компьютер-
ной программе «ИСКИМ6» («Рамена», 
Россия). Для анализа из каждой записи 
брали непрерывные ряды из 350 R-R-ин-
тервалов. Определяли ЧСР (уд./мин), ин-
декс напряжения (отн. ед.) [1, 3, 4]: 
ИН=(AMo/2×ΔХ×Mo)×(50/7,8)×1000. 
Спектральный анализ ВСР проводили в ди-
апазонах: HF (0,90–3,50 Гц), LF (0,32–0,90 
Гц), VLF (0,15–0,32 Гц) [3, 4]. Рассчитывали 
абсолютную (мс2) и относительную (%) мощ-
ность волн в каждом диапазоне, индекс цент-
рализации (отн. ед.) [1]: IC=(LF+VLF)/HF.
Математическую обработку результа-

тов выполняли в программе Statisticа 10.0 
с применением t-теста для зависимых и не-
зависимых выборок.

Результаты и их обсуждение
В исходном состоянии у самцов крыс 

ЧСР колебалась на уровне 300–360 уд./мин, 
ИН — 12–30 отн. ед., мощность волн спект-
ра ВСР регистрировалась в пределах ранее 
опубликованных данных (5–20 мс2) [3, 4]. 
У большинства крыс HF-волны составляли 
30–50%, а медленные волны LF и VLF — 
в совокупности 50–70% от общей мощно-
сти спектра, поэтому IC был выше 1 отн. ед. 
(табл. 1, 2).
В пробе с однократным введением ГМ 

в течение 10 мин ЧСР повысилась на 12% 
(p<0,01). Одновременно ИН увеличился 
почти в 2,8 раза и стал значительно выше, 
чем у контрольных животных (p<0,001) 
(табл. 1). Быстрое усиление ригидности 
ритма сердца крыс определялось весьма 
значительным ослаблением LF- и VLF-волн 
(в 3 раза, p<0,05, и 6 раз, p<0,001, соответ-
ственно), а также некоторым снижением 
мощности HF-волн (на 38%). В результате 
изменилось соотношение спектральных 
компонент: доля VLF сократилась до 18,3% 
(p<0,05), а доля HF выросла до 67% 
(p<0,05), IC снизился в 2,5 раза (p<0,01). 
Иными словами, блокада вегетативных уз-
лов с помощью ГМ вызвала снижение мощ-
ности волн низкочастотной части спектра, 
особенно VLF, в меньшей мере отразилась 
на волнах HF-диапазона (дыхательных вол-
нах), что в совокупности обусловило зна-
чительный рост ригидности ритма сердца. 
Приведенные данные вполне согласуются 
с ранее опубликованными [3], следователь-
но, эффекты ГМ достаточно стабильны 
в отношении ВСР.
После введения АТ в течение первых 

2–3 мин у животных ЧСР выросла почти 
на треть от исходной (p<0,001) и превысила 
в покое 400 уд./мин, ИН увеличился в 11 раз 
(p<0,001) (табл. 1). Кардиоинтервалограм-
ма практически выровнялась, поскольку 
вариабельность кардиоинтервалов сни-
зилась во всех спектральных диапазонах: 
LF — в 74 раза (p<0,001), VLF — в 34 раза 
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(p<0,05), HF — в 17 раз (р<0,01). Мощно-
сти всех волн на фоне АТ не превышали 
0,1–0,5 мс2, причем наименьшие величины 
регистрировались в низкочастотной обла-
сти спектра, несколько большей была мощ-
ность HF-волн (табл. 1). Соответственно, 

в структуре спектра ВСР доля HF-волн до-
стигла 65% от суммарной мощности, вклад 
медленных волн составил от 14 до 20%, IC 
стал ниже в 4,2 раза (p<0,05), что обычно 
расценивается как признак ослабления цен-
трализации управления ритмом сердца [1]. 

Таблица 1. Изменения параметров ВСР крыс при после однократного введения блокаторов Н-ХР, М-ХР и β-АР, 
M±m
Table 1. Changes in the  HRV parameters in rats after a single administration of N-ChR, М-ChR and β-AR Blockers, 
(M±m)

Показатели Группы Исходное состояние После введения препарата

ЧСР, уд./мин

Контроль (n=16) 336,8±7,1 328,9±7,7
Гексаметоний (n=12) 309,2±7,0 346,9±9,7**

Атропин (n=10) 330,1±10,7 426,8±16,4***,###

Анаприлин (n=12) 355,1±16,4 263,4±11,0***,###

ИН, отн. ед.

Контроль (n=16) 18,7±1,6 25,7±3,1
Гексаметоний (n=12) 27,4±4,6 76,8±11,2***,###

Атропин (n=10) 23,1±3,2 256,5±41,9***,###

Анаприлин (n=12) 24,5±3,5 35,9±7,2

HF, мс2

Контроль (n=16) 8,1±1,2 9,4±1,8
Гексаметоний (n=12) 7,6±2,9 4,7±1,9

Атропин (n=10) 8,5±1,9 0,5±0,1***,##

Анаприлин (n=12) 7,8±1,5 4,9±1,9

LF, мс2

Контроль (n=16) 6,9±0,6 5,6±1,1
Гексаметоний (n=12) 2,4±0,5 0,8±0,3*,###

Атропин (n=10) 7,4±1,2 0,1±0,03***,##

Анаприлин (n=12) 7,0±1,0 4,3±1,1

VLF, мс2

Контроль (n=16) 6,2±0,5 5,8±0,9
Гексаметоний (n=12) 4,2±0,7 0,7±0,1***,###

Атропин (n=10) 6,8±1,4 0,2±0,1***,###

Анаприлин (n=12) 8,6±1,5 2,6±0,9** (p<0,1#)

%HF

Контроль (n=16) 34,2±1,3 46,6±3,7*

Гексаметоний (n=12) 47,8±6,5 66,9±4,6*,##

Атропин (n=10) 40,2±5,5 65,2±4,2**,##

Анаприлин (n=12) 34,3±4,5 40,7±5,9

%LF

Контроль (n=16) 32,7±1,4 25,3±2,4 (p<0,1*)
Гексаметоний (n=12) 18,6±2,4 14,8±1,7##

Атропин (n=10) 39,9±6,2 14,4±1,2***,##

Анаприлин (n=12) 29,5±2,1 36,7±4,6

%VLF

Контроль (n=16) 33,1±1,1 28,1±3,0
Гексаметоний (n=12) 33,6±4,8 18,3±3,8*,#

Атропин (n=10) 37,9±5,8 20,4±3,9*

Анаприлин (n=12) 36,2±4,4 22,6±3,2*

IC, отн. ед.

Контроль (n=16) 2,0±0,2 1,4±0,2
Гексаметоний (n=12) 1,5±0,3 0,6±0,1**,##

Атропин (n=10) 2,5±0,6 0,6±0,1**,##

Анаприлин (n=12) 2,7±0,6 3,5±1,6
Примечание: достоверность различий рассчитана по t-критерию Стьюдента: * p<0,05; ** p<0,01; 
*** p<0,001 — по сравнению с исходным состоянием; #, ##, ### — по сравнению с контролем.
Note: statistical signifi cance was calculated by Student’s t-test: * p<0.05; ** p<0.01;*** p<0.001 — in comparison with 
the initial state; #, ##, ### — in comparison with the control group.
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Т. е. эффекты АТ на ВСР сходны по харак-
теру изменений с эффектами ГМ, но вы-
ражены значительно сильнее, распростра-
няются на весь спектральный диапазон, 
включая HF-волны.
Введение блокатора β-АР АНП в течение 

5–7 мин привело, как и ожидалось, к уре-
жению ЧСР (на 25,8%, p<0,001) (табл. 1). 
Вариабельность кардиоинтервалов изме-
нилась мало, но также в сторону сниже-
ния: ослабление мощности HF- и LF-волн 

на 37–38% не достигло статистической зна-
чимости, и только в VLF-диапазоне прои-
зошло значительное снижение колебаний 
(в 3,3 раза, p<0,01). В связи с этим доля 
VLF-волн в спектре сократилась до 22–
23% (p<0,05), а вклад HF- и LF-волн вы-
рос, но незначительно, IC также изменился 
мало. Очевидно, в сравнении с блокаторами 
Н- и М-ХР блокатор β-АР вызвал наименее 
выраженные изменения ВСР, хотя сниже-
ние ЧСР оказалось весьма существенным. 

Таблица 2. Изменения параметров ВСР крыс при последовательной блокаде вегетативных узлов и перифериче-
ских М-ХР и β-АР, M±m
Table 2. Changes in the HRV parameters under a sequential blockade of vegetative nodes and peripheral М-ChR and 
β-AR, M±m

Показатели Группы Исходное 
состояние

После введения
гексаметония

После введения блокаторов 
на фоне гексаметония

ЧСР, уд./мин
Контроль (n=6) 302,5±3,7 354,9±7,1*** 348,8±10,0***

Атропин (n=6) 317,8±9,0 370,8±7,2** 433,2±11,0***,+++,###

Анаприлин (n=6) 297,0±5,4 318±8,6 313,0±11,9#

ИН, отн. ед.
Контроль (n=6) 22,4±2,3 83,2±9,0*** 81,6±10,6***

Атропин (n=6) 49,6±19,9 94,9±16,7 219,3±32,4**,++,###

Анаприлин (n=6) 18,3±2,3 44,9±9,7 (p<0,1*) 64,1±17,1 (p<0,1*)

HF, мс2

Контроль (n=6) 7,8±1,5 3,8±1,3 3,9±1,8
Атропин (n=6) 6,9±2,6 2,1±0,7 (p<0,1*) 1,0±0,2*

Анаприлин (n=6) 9,4±4,3 8,4±3,3 11,7±5,7

LF, мс2

Контроль (n=6) 7,8±1,9 0,7±0,2** 0,7±0,2**

Атропин (n=6) 2,1±0,7 0,4±0,1 0,2±0,1
Анаприлин (n=6) 3,0±0,2 1,4±0,4* 1,4±0,4*

VLF, мс2

Контроль (n=6) 5,4±1,1 0,6±0,1 0,7±0,1
Атропин (n=6) 2,8±0,8 0,4±0,2* 0,1±0,1**,##

Анаприлин (n=6) 5,7±0,6 0,9±0,1*** 1,1±0,4***

%HF
Контроль (n=6) 38,2±4,8 67,9±4,2*** 65,8±4,8***

Атропин (n=6) 57,9±5,9 70,0±7,9 73,2±4,9
Анаприлин (n=6) 41,3±8,3 68,6±4,8* 75,1±4,6**

%LF
Контроль (n=6) 33,9±4,3 14,0±1,3*** 14,7±1,8***

Атропин (n=6) 16,3±2,3 12,3±2,2 18,6±3,2
Анаприлин (n=6) 20,9±3,3 16,8±2,2 14,2±2,0 

%VLF
Контроль (n=6) 27,9±4,5 18,1±3,4 19,5±3,8
Атропин (n=6) 25,8±5,3 17,7±6,7 8,2±2,2*,#

Анаприлин (n=6) 37,7±5,4 14,6±3,5* 10,7±3,0**

IC, отн. ед.
Контроль (n=6) 1,9±0,4 0,6±0,1* 0,6±0,1*

Атропин (n=6) 0,8±0,2 0,6±0,2 0,4±0,1
Анаприлин (n=6) 1,9±0,4 0,5±0,1* 0,4±0,1*

Примечание: достоверность различий рассчитана по t-критерию Стьюдента: * p<0,05; ** p<0,01; 
*** p<0,001 — по сравнению с исходным состоянием; +, ++, +++ — по сравнению с состоянием при блокаде 
H-ХР гексаметонием в группах Атропин, Анаприлин; #, ##, ### — по сравнению с контролем.
Note: statistical signifi cance was calculated by Student’s t-test: * p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001 — in comparison 
with the initial state; +, ++, +++ — in comparison with a state following the blockade with N-ChR hexametonium in the 
groups Atropine, Anapriline; #, ##, ### — in comparison with the control group.
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Несмотря на урежение ЧСР, мощность волн 
при введении АНП также снизилась, осо-
бенно в VLF-диапазоне.
Таким образом, при разнонаправленном 

влиянии на ЧСР блокаторы Н-ХР, М-ХР 
и блокатор β-АР вызвали снижение вари-
абельности кардиоинтервалов, особенно 
сильно — в низкочастотных диапазонах 
(VLF, LF). HF-волны при блокаде вегета-
тивных узлов и β-АР снижались в мень-
шей степени — всего на 30–40%, и только 
при блокаде М-ХР — на 95%. По выражен-
ности эффектов в отношении мощности 
волн ВСР блокаторы можно расположить 
в следующем порядке: АТ>>ГМ>АНП. 
Выявленные изменения свидетельствуют 
об участии М-ХР и β-АР, локализованных 
в миокарде, и Н-ХР вегетативных узлов 
в формировании волн всех диапазонов 
спектра ВСР.
На втором этапе работы анализировались 

изменения ВСР при последовательном вве-
дении гексаметония и блокаторов М-ХР, 
β-АР (табл. 2). Как и в первой серии, вве-
дение ГМ привело к росту ЧСР на 7–16% 
(p<0,01) и ИН в 2–3,5 раза (p<0,001). 
При этом мощности волн спектра снизи-
лись: VLF — в 6–10 раз (p<0,001), LF — 
в 2–9 раз (p<0,05 — p<0,001), в меньшей 
мере — мощность HF-волн — на 10–60% 
от исходной. В результате у всех животных 
на фоне ГМ доля HF в спектре составляла 
65–75%, а вклад LF и VLF не превышал 
12–16 и 14–20% соответственно. IC был 
ниже 1 отн. ед. (р<0,001) из-за сниженной 
мощности медленных волн.
На фоне блокады вегетативных уз-

лов введение АТ вызвало в течение пер-
вых 2–5 мин дальнейший рост ЧСР (еще 
на 16,8%, р<0,001), в результате она до-
стигла 420–450 уд./мин, т. е. суммарный 
прирост ЧСР составил 36% от исходной 
(p<0,001). ИН после введения АТ увели-
чился еще в 2,3 раза (p<0,01) и превысил 
200 отн. ед. в покое. Мощность волн ВСР 
продолжила снижение, хотя после введения 

ГМ в LF и VLF-диапазонах она уже состав-
ляла не более 0,5 мс2. Введение АТ осла-
било мощность HF-волн в 2 раза (р<0,1), 
LF — в 2 раза и VLF — в 4 раза (р<0,1) 
от тех величин, которые были зарегистри-
рованы на фоне блокады вегетативных уз-
лов. В итоге последовательной блокады 
Н-ХР и М-ХР мощность HF-волн снизи-
лась почти в 7 раз и находилась в пределах 
1 мс2, мощности LF- и VLF-волн сократи-
лись в 10 и 28 раз соответственно (p<0,05), 
а их абсолютные величины составляли 
всего 0,1–0,2 мс2. Соответственно, доми-
нирование HF-волн в спектре сохрани-
лось и даже усилилось, а IC стал еще ниже 
(на 50%). Приведенные здесь данные впол-
не согласуются в ранее полученными [3], 
что подтверждает характер эффектов, ока-
зываемых блокаторами ХР на ЧСР и мощ-
ность HF-, а также LF- и VLF-волн. Вместе 
с тем нужно отметить, что изменения ВСР 
после введения АТ на фоне блокады веге-
тативных узлов проявились не столь резко, 
остаточная мощность волн спектра ВСР 
была несколько выше, чем после введения 
только АТ (табл. 2, 3).
Введение блокатора β-АР на фоне 

блокады вегетативных узлов, вопре-
ки ожиданиям, не привело к урежению 
ЧСР (табл. 2). Важно отметить, что по-
сле введения блокатора β-АР ни в одном 
из диапазонов спектра ВСР не отмечалось 
дальнейшего снижения мощности коле-
баний, в основном показатели оставались 
на уровне, зафиксированном после введе-
ния ГМ, только в диапазоне HF наблюда-
лось некоторое усиление вариабельности. 
По сравнению с контрольными живот-
ными, в организме которых основным 
действующим препаратом оставался ГМ, 
мощность HF-волн была выше почти 
втрое. По причине некоторого усиления 
HF-волн их доминирование в спектре 
ВСР стало еще значительнее (более 75%, 
p<0,05), а величины IC — ниже. Эти ре-
зультаты свидетельствуют об изменении 
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эффектов блокатора β-АР не только в от-
ношении мощности волн ВСР, но даже 
ЧСР, на фоне блокады Н-холинергиче-
ской передачи в ганглиях.
Таким образом, предварительная блокада 

вегетативных узлов гексаметонием несколь-
ко модифицировала эффекты блокатора 
М-ХР и довольно существенно — действие 
блокатора β-АР на ЧСР и мощность волн 
ВСР. Результаты фармакологических проб 
позволяют говорить о том, что мощность 
всех волн спектра ВСР в наибольшей мере 
является результатом регуляторных влия-
ний через систему М-ХР кардиомиоцитов, 
а также их взаимодействия с влияниями 
через АР миокарда и ганглионарный уро-
вень вегетативной нервной системы.
Переходя к обсуждению результатов, 

можно еще раз сказать, что вопрос о физи-
ологической природе и механизмах форми-
рования волн ВСР сохраняет актуальность 
в связи с широкой востребованностью ме-
тодов анализа ВСР в клинической и экс-
периментальной практике. В настоящей 
работе мы продолжили начатые ранее ис-
следования в этом направлении [3, 4], сде-
лав акцент на действии блокаторов Н-ХР, 
М-ХР и β-АР, используемых как в качестве 

самостоятельных воздействий, так и в ком-
бинации.
Выполненное исследование подтверди-

ло, что введение ГМ в дозе, достаточной 
для блокады Н-холинорецепторов вегета-
тивных узлов [3, 14, 18], потенцирует рост 
ЧСР и существенное ослабление вариа-
бельности RR-интервалов во всех диапазо-
нах спектра ВСР, особенно VLF и LF (на 83 
и 67% соответственно, см. табл. 3). Эффек-
ты ГМ выявляются достаточно стабильно, 
согласуются с результатами предыдущей 
работы [3]. Известно, что блокада Н-холи-
нергической передачи ограничивает прове-
дение сигналов и в симпатических, и в па-
расимпатических узлах — периферических 
нервных центрах, интегрирующих сигналы 
от рецепторов внутренних органов, др. ре-
цептивных полей, а также от гемодинами-
ческого и др. центров и отделов мозга [12, 
14, 18]. Поэтому снижение мощности волн 
можно рассматривать как проявление об-
щего ослабления регуляторных влияний, 
которые обычно поступают к сердцу и др. 
органам через вегетативные ганглии. Важ-
но отметить, что большая часть этих сиг-
налов влияет на формирование VLF- и LF-
колебаний спектра ВСР.

Таблица 3. Степень отклонения мощностей волн от исходных значений при однократном и сочетанном введе-
нии блокаторов Н-ХР, М-ХР, β-АР
Table 3. Degree of deviation of the HRV wave power from the initial state under a single and sequential administration 
of N-ChR, М-ChR and β-AR blockers

Группы
животных Волны ВСР

После однократного введения 
блокаторов

После введения атропина и анапри-
лина на фоне гексаметония

снижение 
от исходной 

мощности спектра

остаточная 
мощность 
спектра

снижение 
от исходной 

мощности спектра

остаточная 
мощность 
спектра

Гексаметоний
HF ↓ 38% 62%
LF ↓ 67%* 33%

VLF ↓ 83%*** 17%

Атропин
HF ↓ 94,2%*** 5,8% ↓ 85,5%* 14,5%
LF ↓ 98,7%* 1,3% ↓ 90,5% 9,5%

VLF ↓ 97,1%*** 2,9% ↓ 96,4%* 3,6%

Анаприлин
HF ↓ 37% 63% ↑ 25% 125%
LF ↓ 39% 61% ↓ 54% 46%

VLF ↓ 70%*** 30% ↓ 81% 19%
Примечание: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 — по сравнению с исходным состоянием.
Note: * p<0.05; ** p<0.01;*** p<0.001 — in comparison with the initial state.
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Ослабление HF-волн почти на 40% свиде-
тельствует об участии Н-холинергической 
передачи в формировании дыхательных ко-
лебаний R-R-интервалов. Полагаем, с уче-
том предыдущих исследований [3], в норме 
примерно половина мощности дыхатель-
ных волн ВСР определяется сигналами, 
поступающими через вегетативные узлы, 
однако существенный вклад в мощность 
HF-волн вносят механизмы непосредст-
венно на уровне сердца и кардиомиоцитов 
(внутрисердечные нервные механизмы). 
Подтверждением этому является стойкость 
умеренной тахикардии, возникающей по-
сле введения ГМ. Она, по-видимому, явля-
ется реакцией на снижение артериального 
давления и поддерживается за счет вовле-
чения внутрисердечной нервной системы 
в контроль за работой сердца в условиях 
блокады потока сигналов через вегетатив-
ные узлы [12].
Изменения сердечного ритма после вве-

дения М-холиноблокатора АТ оказались 
весьма резкими и более значительными, 
чем после блокады Н-ХР. Рост ЧСР соста-
вил почти треть от исходной, мощность 
волн HF-волн снизилась на 94%, LF и VLF-
волн — на 98–97% (табл. 3). Сходные дан-
ные по изменению мощности волн спектра 
ВСР после введения АТ приводятся и в др. 
работах [2, 4, 6, 7, 9, 13, 15]. Преобладание 
эффектов АТ над эффектами ГМ, по наше-
му мнению, имеет ряд причин: 1) М-ХР 
передают на клетки миокарда потоки сиг-
налов, идущих не только со стороны ЦНС 
через вегетативные ганглии, но и от элемен-
тов внутрисердечной нервной системы; 2) 
АТ блокирует все подтипы миокардиаль-
ных М-ХР (М1–М5) [12, 14], посредством 
которых холинергические механизмы ока-
зывают ионо- и метаботропные эффекты 
на кардиомиоциты [12]. Полагаем, что этот 
фактор является определяющим в резком 
падении мощности всех волн спектра ВСР 
при атропиновой пробе; 3) АТ нарушает 
реципрокные взаимодействия на уровне 

синаптических терминалей, мембранных 
рецепторов и внутриклеточных сигнальных 
каскадов в кардиомиоцитах [12, 14], вызы-
вает резкий дисбаланс между холинерги-
ческими и адренергическими влияниями 
на пейсмекеры сердца с очевидным прео-
бладанием адренергических. Кроме того, 
в одной из недавних работ [4] нами показа-
но, что АТ уменьшает связывание адренали-
на эритроцитами крови, в свою очередь это 
способно привести к росту концентрации 
свободных катехоламинов в крови и уси-
лению адренергических влияний на сердце 
через гуморальный канал регуляции.
На фоне блокады вегетативных узлов 

изменения ВСР после введения АТ в зна-
чительной мере были сходны с таковыми 
при его самостоятельном введении. В ка-
честве особенностей можно отметить тот 
факт, что мощности волн HF и LF снизили-
сь в меньшей мере: на 85 и 90,5% соответ-
ственно (табл. 3). Абсолютные величины 
мощности HF-волн в этой серии находились 
в пределах 1 мс2, что почти вдвое выше, чем 
в серии с введением только АТ. Очевидно, 
блокада вегетативных узлов несколько 
уменьшает проявления вегетативного дис-
баланса и резкого преобладания адренер-
гических влияний, возникающего после 
введения АТ.
Исходя из выше сказанного, считаем, 

что основной причиной высокой воспроиз-
водимости эффектов АТ в виде роста ЧСР 
и падения мощности всех волн ВСР на 95–
98% является блокада всех подтипов М-ХР, 
локализованных в миокарде, а также до-
статочно малая зависимость его эффектов 
от состояния вегетативных узлов.
Введение блокатора β-АР на фоне естест-

венного функционирования вегетативных 
узлов вызвало урежение ЧСР на четверть 
от исходной и некоторое ослабление коле-
баний в HF- и LF-диапазонах, существен-
ное снижение только VLF-волн (на 70%, 
табл. 3). Такое снижение вариабельности 
кардиоинтервалов не совпадает с представ-
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лениями о четком антагонизме холинерги-
ческих и адренергических влияний на ритм 
сердца, при котором блокада β-АР должна 
приводить к повышению мощности волн 
из-за сдвига вегетативного баланса к пре-
обладанию парасимпатических влияний, 
согласно [9, 13, 15]. Однако др. авторы 
[6, 7, 11, 16] также отмечали, что медлен-
ные волны изменяются весьма нестабиль-
но при блокаде β-АР — возможен и рост, 
и снижение их мощности. Причиной таких 
неоднозначных результатов являются, по-
видимому, характерные черты организации 
адренергических влияний на миокард. Пре-
жде всего, это касается адренорецепторного 
аппарата кардиомиоцитов. В миокарде при-
сутствуют не только β1-АР, также α1-АР, β2-
АР, рецепторы к серотонину, дофамину [5, 
12, 14]. Поэтому блокада β-АР с помощью 
АНП не устраняет эффектов стимуляции 
α1-АР и рецепторов к др. моноаминам. Кро-
ме того, влияния на сердце со стороны веге-
тативных узлов осуществляются не только 
через норадренергические, но и серотони-
нергические нейроны, активность которых 
при блокаде β-АР может усиливаться [5].
Подтверждением значимости функциони-

рования вегетативных узлов для проявления 
эффектов блокады β-АР стали результаты 
комбинированной пробы с последователь-
ным введением ГМ и АНП. Блокада β-АР 
в этом случае не вызвала урежения ЧСР 
и не снизила мощности волн и даже, на-
против, потенцировала прирост мощности 
в диапазоне HF, что можно рассматривать 
как признак усиления холинергических вли-
яний. Сопоставляя результаты двух серий 
экспериментов с введением АНП, можно 
прийти к заключению, что блокада вегета-
тивных узлов ослабляет регуляторные влия-
ния (адренергические, серотонинергические 
и др.), которые тормозят или маскируют 
проявление сдвига вегетативного баланса 
в сторону преобладания холинергических 
влияний, который ожидается при введении 
блокатора β-АР [6, 7, 13, 16].

С учетом полученных результатов и дан-
ных литературы считаем, что основными 
причинами нестабильной воспроизводимо-
сти эффектов в пробе с АНП в отношении 
волн ВСР является присутствие в миокар-
де, помимо β1-АР, также α1-АР и рецепто-
ров к др. моноаминам, а также зависимость 
эффектов АНП от состояния вегетативных 
узлов, активность которых может ком-
пенсировать сдвиг вегетативного баланса 
и привести к снижению вариабельности 
R-R-интервалов одновременно с урежени-
ем ЧСР.

Выводы
1. Блокада Н-ХР вегетативных узлов 

повышает ЧСР, снижает мощность VLF- 
и LF-волн на 60–85%, HF-волн — на 40–
50%, что демонстрирует существенную 
роль Н-холинергической передачи сигна-
лов в формировании вариабельности кар-
диоинтервалов при условии нормального 
функционирования М-ХР и АР, локализо-
ванных в миокарде.

2. Блокада М-ХР кардиомиоцитов резко 
повышает ЧСР и на 95–98% снижает мощ-
ность волн всех спектральных диапазонов, 
что подтверждают ведущую роль системы 
М-ХР кардиомиоцитов в формировании волн 
всех частотных диапазонов спектра ВСР.

3. Введение блокатора β-АР снижает ЧСР 
и мощность волн ВСР, особенно VLF, такой 
эффект может быть результатом прямой 
блокады β-АР кардиомиоцитов либо ре-
зультатом компенсаторного усиления адре-
нергических влияний через др. АР миокар-
да или со стороны вегетативных узлов.

4. Блокада Н-ХР вегетативных узлов 
несколько ослабляет эффекты блокатора 
М-ХР, но весьма существенно отражается 
на эффектах блокатора β-АР в отношении 
волн ВСР и ЧСР. Следовательно, состояние 
вегетативных узлов имеет значение для вы-
раженности и даже характера изменений 
хронотропной функции сердца при воздей-
ствии на М-ХР и АР миокарда, что важно 
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учитывать в экспериментальной практике 
и при физиологической интерпретации из-
менений волн ВСР.
Проведенные исследования дополняют 

представления о роли вегетативных нерв-
ных узлов, М-ХР и β-АР в формировании 
мощности волн основных диапазонов спек-
тра ВСР. Это дает основание для уточнения 
и определенного пересмотра интерпретаций 
природы волн и теоретических основ ВСР. 
Результаты, полученные с применением 

блокатора β-АР, не позволяют утверждать, 
что этот канал адренергических влияний 
отвечает за формирование низкочастотных 
волн ВСР. Следовательно, использование  
мощности этих волн для оценки тонуса 
симпатического канала регуляции не имеет 
достаточных оснований. Также результаты 
работы позволяют определить дальнейшие 
направления исследований для решения во-
проса о роли вегетативных нервных меха-
низмов в формировании волн ВСР.
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Митохондрии играют ключевую роль 
в жизнедеятельности клетки. Наиболее ха-
рактерной их особенностью яв ляется нали-
чие большого числа ферментов, участвую-
щих в окисли тельном фосфорилировании 
и снабжении клетки энергией. Кроме того, 
митохондрии участвуют в хранении и пере-
даче наследственной информации, апопто-
зе и пластических процессах [7, 21, 24].

Цель данного обзора — обобщение 
и систематизация данных литературы 
о морфофункциональных характеристи-
ках митохондрий и методиках изучения их 
в эксперименте.
Митохондрии — очень подвижные и пла-

стичные органеллы, которые постоянно 
изменяют свою форму и сливаются друг 
с другом, а затем вновь разделяются. Пере-
мещение митохондрий в цитоплазме связа-
но с микротрубочками, что определяет их 
ориентацию и распределение в клетке [4].
Каждая митохондрия содержит высо-

коспециализированные мембраны, иг-
рающие ключевую роль в ее активности. 
Мембраны образуют два изолированных 
митохондриальных компартмента: вну-
тренний матрикс и узкое межмембранное 
пространство. Каждый отдел содержит 
уникальный набор белков [11].
В состав наружной мембраны входит 

белок порин, который образует широкие 
гидрофильные каналы в липидном бислое, 
в результате чего мембрана напоминает 
сито, проницаемое для всех молекул мас-
сой менее 10 кДа.
Основная функциональная часть мито-

хондрии — матрикс и окружающая его вну-
тренняя мембрана. Внутренняя мембрана 
содержит большое количество «двойного» 
фосфолипида кардиолипина, что обеспечи-
вает ее непроницаемость для ионов, и от-
личается необычно высоким содержанием 
белка. Многие из белков являются ком-
понентами электронтранспортной цепи, 
поддерживающей протонный градиент 

на мембране. Другой большой белковый 
комплекс — фермент АТФ-синтаза, ката-
лизирующий синтез АТФ, через который 
протоны возвращаются в матрикс по элек-
трохимическому градиенту [15, 26]. Вну-
тренняя мембрана образует в матриксе 
митохондрий сложную систему складок — 
крист, которые значительно увеличивают 
ее площадь. Кристам митохондрий в раз-
личных клетках свойственны морфологи-
ческие особенности и различный состав 
ферментов. Во внутреннюю митохондри-
альную мембрану встроены ферменты ды-
хательной цепи, необходимые для процесса 
окислительного фосфорилирования, обра-
зующего основную часть АТФ, и транс-
портные белки, обусловливающие ее изби-
рательную проницаемость [26].
Матрикс митохондрий имеет более вяз-

кую консистенцию по сравнению с цито-
плазмой клетки. В нем находятся фермен-
ты, митохондриальная ДНК, рибосомы, 
органические соединения, ионы, в т. ч. 
кальция и магния. Ферменты матрикса 
участвуют в цикле Кребса, окислительном 
фосфорилировании, окислении пирувата 
и бета-окислении жирных кислот [21, 24].
Митохондриальная ДНК (мтДНК) содер-

жит от двух до десяти идентичных коль-
цевых копий, отличных от кодирующих 
последовательностей универсальной ядер-
ной ДНК. Митохондриальная ДНК кодиру-
ет рРНК, тРНК и субъединицы ферментов 
дыхательной цепи. Под контролем мито-
хондриального генома кодируются семь 
субъединиц АТФ-синтазы, три субъедини-
цы цитохромоксидазы и одна субъединица 
убихинон-цитохром-с-редуктазы [4, 24].
Выделяют т. н. «митохондриальные бо-

лезни», связанные с генетическими, струк-
турными, биохимическими дефектами 
митохондрий, в т. ч. приводящими к энер-
годефициту клеток. Митохондриальные 
болезни передаются по женской линии, т. к. 
только яйцеклетка содержит митохондрии. 
Митохондриальная болезнь начинает про-
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являться в тот момент, когда большее число 
митохондрий значительного количества 
клеток данной ткани приобретают мутант-
ные копии ДНК (пороговая экспрессия). 
Известны наследственные митохондриаль-
ные заболевания, связанные с мутациями 
генов, кодирующих синтез митохондри-
альных белков, — синдром Барта, синдром 
Кернса — Сейра, синдром Пирсона и др. 
Существуют наследственные болезни, свя-
занные с патологией энергоснабжения 
клетки, — болезни соединительной ткани, 
синдром хронической усталости, гликоге-
ноз, кардиомиопатия, мигрень, печеночная 
недостаточность, панцитопения, гипопа-
ратиреоз, диабет, рахит и др. К наследст-
венным митохондриальным болезням, свя-
занным с нарушением энергетики клетки, 
относится дефицит цитохрома с (синдром 
Лея), MELAS и др. [9, 24].
В митохондриях протекает окислитель-

ный метаболизм, субстратом для которого 
служат главным образом жирные кислоты 
и пируват, образуемый в результате глико-
лиза в цитозоле. Т. к. большое количество 
высвобождаемой энергии используется фер-
ментами внутренней мембраны для образо-
вания АТФ из AДФ, эти реакции называют 
окислительным фосфорилированием [2, 6, 
14]. При прохождении электронов по ды-
хательной цепи происходит их «откачива-
ние» из матрикса. АТФ-синтаза использует 
энергию гидролиза АТФ для переноса Н+ 
через мембрану, а при достаточно большом 
протонном градиенте протоны начинают 
«течь» через фермент в обратном направле-
нии, что сопровождается синтезом АТФ [10].
Таким образом, митохондрии осуществ-

ляют большую часть клеточных процессов 
окисления и производят почти весь АТФ 
животной клетки [20, 25]. Синтез АТФ — 
не единственный процесс, идущий за счет 
энергии электрохимического градиента. 
В матриксе, где находятся ферменты, уча-
ствующие в цикле Кребса и др. метаболи-
ческих реакциях, необходимо поддерживать 

высокие концентрации различных субстра-
тов, которые перекачивают против электро-
химических градиентов встроенные в мем-
брану белки-переносчики [2, 6, 21].
Одна из функций митохондрий — учас-

тие в образовании активных форм кисло-
рода (АФК). Известно, что 1–2% электро-
нов при их переносе в дыхательной цепи 
идет на образование супероксид-аниона, 
который впоследствии преобразуется в пе-
роксид водорода (Н2О2) и гидроксильный 
радикал (ОН.). В норме АФК принадлежит 
роль мессенджеров, они поддерживают 
редокс-состояние клетки, участвуя в ре-
гуляции ее функциональной активности. 
Избыточной наработке АФК способству-
ет несоответствие доноров и акцепторов 
(O2) электронов в дыхательной цепи, при-
чиной чего является как дефицит О2 (ги-
поксия), так и его избыток, возникающий 
вследствие реоксигенации при восстанов-
лении кровотока в ранее ишемизирован-
ной ткани. Окислительный стресс может 
являться важным звеном патогенеза забо-
леваний гипоксического и реперфузионно-
го генеза [18, 21].
Еще одна из функций митохондрий — 

участие в апоптозе. Ряд факторов спо-
собствует запуску митохондриального 
(внутреннего) пути апоптоза: гипоксия, де-
фицит факторов роста, увеличение в клет-
ке АФК, не обратимые повреждения ДНК 
и др. Митохондриальный путь апоптоза 
регулируется белками семейства Bcl-2, ко-
торые делятся на два класса. Белки первого 
класса ингибируют апоптоз. Они погру-
жены в наружную мембрану митохондрий 
и регулируют проницаемость мембраны, 
а также уменьшают образование АФК. 
Представителями этого класса являются 
Всl-2 и Вс1-ХL. Белки второго класса се-
мейства Всl-2 стимулируют развитие апоп-
тоза. Они находятся в цитозоле, но после 
активации перемещаются к мембране ми-
тохондрий, где взаимодействуют с предста-
вителями первого класса семейства Вс1-2 
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с последующим ингибированием их функ-
ции. Представителями второго класса се-
мейства Вс1-2 являются Bid, Bad, Вах и др. 
Активация белков второго класса семейст-
ва Вс1-2 вызывает повышение проницае-
мости внутренней мембраны митохондрии, 
вследствие чего происходит набухание 
матрикса митохондрии и разрыв наруж-
ной мембраны, меньшей по площади, чем 
внутренняя. При этом в мембране митохон-
дрии образуется неселективный канал, уве-
личивающий ее проницаемость, что приво-
дит к высвобождению цитохрома с и белка 
SMAC (second mitohondria-derived activator 
of caspase), или Smac/Diablo, из митохон-
дрий в цитозоль. Поступивший в цитозоль 
цитохром c взаимодействует с белком Apaf-
1 (Apoptotic protease activating factor-1) 
и привлекает каспазу-9, формируя при этом 
комплекс протеинов — апоптосому. В при-
сутствии АТФ происходит активация кас-
пазы-9, которая активирует каспазу-3, 
расщепляющую протеин цитоплазмы Bid, 
который после встраивания в мембрану ми-
тохондрии активирует каспазы 6 и 7. Белок 
SMAC, освободившийся из митохондрии, 
инактивирует белки-ингибиторы апоптоза 
IAP (inhibitors of apoptosis), способствуя 
его активации. При повреждении мито-
хондрий происходит нарушение синтеза 
АТФ, избыточное образование АФК, запуск 
апоптоза, повышается содержание Са2+ 

в клетке с последующей активацией Са2+-
зависимых ферментов (фосфолипаз, проте-
иназ, АТФ-аз, эндонуклеаз). Это приводит 
к деградации фосфолипидов, разрушению 
цитоскелета и клеточных мембран, дефи-
циту энергии и фрагментации хроматина 
клеточного ядра [8, 30].
Существует ряд молекулярных маркеров, 

использование которых позволяет детально 
изучить активность митохондрий при раз-
личных экспериментальных воздействиях. 
Известно около тысячи митохондриальных 
маркеров, но в настоящем обзоре представ-
лены основные.

Маркеры нарушений энергетической 
функции митохондрий

ATP-syntase. Принадлежит семейству 
α/β АТФ-синтаз. Фермент состоит из двух 
структурных доменов (F1 — внемембран-
ный катализатор и F0 — протонный канал 
мембраны), соединенных центральным 
стержнем. Центральный стержень митохон-
дриальной АТФ-синтазы состоит из субъе-
диниц γ, δ и ε и вместе с олигомером мем-
бранной субъединицы представляет собой 
роторный домен фермента. Предполагается, 
что функция ε-субъединицы состоит в сбор-
ке остальных доменов фермента. Мутация 
или дефицит данной субъединицы снижает 
активность АТФ-синтазы. Изучение генов, 
необходимых для дифференцировки ство-
ловых клеток, выявило важную роль мито-
хондриальной АТФ-синтазы в этом процес-
се. АТФ-синтаза способствует созреванию 
крист митохондрий во время дифференци-
ровки путем димеризации и специфической 
регуляции АТФ-синтазного комплекса. Су-
ществует две разновидности ATФ-синта-
зы — α и β [3, 17, 27].

SDHA (Succinate dehydrogenase com-
plex, subunit A). Принадлежит к семейству 
оксидоредуктаз. Является субъединицей 
фермента сукцинатдегидрогеназы, которая 
является комлексом II митохондриальной 
электронтранспортной цепи, осуществляя 
перенос электронов от сукцината на убихи-
нон (коэнзим Q) [1].
Рекомбинантный протеин COX7A2L 

(Cytochrome c oxidase subunit 7A-related 
protein). Принадлежит к семейству цитох-
ром с оксидазы VIIa. Предполагаемая функ-
ция — регуляция активности цитохром 
с оксидазы [22, 23, 33].

COXIV (Cytochrome c oxidase subunit 4) — 
белок, который является одной из полипеп-
тидных цепей цитохромоксидазы, участву-
ет в переносе электронов в митохондриях. 
Принадлежит к семейству оксидазы IV ци-
тохрома c. Характеризует эффективность 
цепи тканевого дыхания [19, 31].
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MTc1 (Mitochondrially encoded cyto-
chrome с oxidase I). Принадлежит к семей-
ству гем-медных дыхательных оксидаз. 
Цитохромоксид-оксидаза является компо-
нентом дыхательной цепи, которая катали-
зирует восстановление кислорода. Субъ-
единицы 1–3 образуют функциональное 
ядро ферментного комплекса. Cytochrome 
с оxidase I является каталитической субъе-
диницей фермента окислительного фосфо-
рилирования [21].

HADHA (Hydroxyacyl-CoA dehydroge-
nase trifunctional multienzyme complex sub-
unit alpha). Относится к семейству 3-ги-
дроксиацил-CoA-дегидрогеназ. Явля ется 
субъединицей фермента, участвующего 
в β-окислении жирных кислот. Мутации 
в генах HADHA вызывают редкое аутосом-
но-рецессивное метаболическое расстрой-
ство, характеризующееся снижением ак-
тивности митохондриального β-окисления 
жирных кислот [13].

Маркеры митохондриального пути 
апоптоза

VDAC1 (Voltage-dependent anion-selec-
tive channel 1)/Porin. Белок принадлежит 
к семейству поринов. Обеспечивает диф-
фузию гидрофильных молекул, участвует 
в регуляции объема митохондрий при апоп-
тозе. Способствует формированию пор 
в наружной митохондриальной мембране 
при апоптозе [28, 34]. 

AIF (Апоптоз-индуцирующий фактор) 
принадлежит к FAD-зависимому семейству 
оксидоредуктаз. Является оксидоредукта-
зой, которая играет двойную роль в кон-
троле клеточного цикла. Во время апоптоза 
транслоцируется из митохондрий в ядро, 
где функционирует как проапоптотический 
фактор в каспаз-независимом пути, тогда 
как в обычных условиях функционирует 
как антиапоптотический фактор посредст-
вом оксидоредуктазной активности. Рас-
творимая форма (AIFsol), обнаруженная 
в ядре, индуцирует независимую от кас-

пазы фрагментацию хромосомной ДНК, 
а также активирует каспазу-7 для актива-
ции апоптоза. Играет важную роль в кас-
пазно-независимой пикнотической гибели 
клеток, индуцированной перекисью водо-
рода [8, 30].

Маркеры пластических процессов 
митохондрий

Hexokinase 1 — белок, принадлежащий 
к семейству гексокиназ. Участвует в регу-
ляции углеводного обмена и метаболизма 
гексозы. Содержит 2 домена — N и С. С до-
меном С связана каталитическая активность, 
а с N-доменом — регуляторная [12, 32].

Hsp60 (Heat shock protein), или белок те-
плового шока, принадлежит к семейству 
шаперонов (Hsp60), играющих большую 
роль в реализации адаптивных механизмов 
клетки при повреждении. Участвует в тран-
спорте митохондриальных белков, сборке 
макромолекул и созревании полипептидов, 
образующихся в митохондриальном мат-
риксе [21, 29].

TOMM20 (Translocase of outer mito-
chondrial membrane 20) функционирует 
как транзитный пептидный рецептор на по-
верхности наружной мембраны митохон-
дрии, облегчая транслокацию синтезиро-
ванных митохондриальных препротеинов 
в цитозоле [16].

Prohibitin ингибирует синтез ДНК, воз-
можно участвует в регуляции активности 
митохондриального дыхания. Существует 
предположение, что этот белок играет роль 
в активации мРНК. Мембранный prohibitin 
регулирует клеточную передачу сигна-
лов мембранного транспорта, ядерный 
prohibitin контролирует активацию транс-
крипции и клеточный цикл, митохондри-
альный prohibitin-комплекс стабилизируют 
митохондриальный геном и модулируют 
митохондриальный внутренний апоптоти-
ческий путь. Кроме того, prohibitin может 
транслоцироваться в ядро или митохон-
дрии при апоптозе [1, 21].



МЕТОДЫ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | BIOMEDICAL METHODS

76 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 3 | 71–77

Frataxin. Принадлежит к семейству 
фратаксинов — белков, играющих важную 
роль в выведении железа из околомитохон-
дриального пространства. Способствует 
биосинтезу гема и сборке кластеров железа 
и серы путем доставки ионов железа к бел-
ку. Играет роль в защите от окислительного 
стресса благодаря способности катализиро-
вать окисление Fe2+ до Fe3+. Обладает спо-

собностью хранить большое количество же-
леза в виде ферригидритного минерала [5].
Нарушением функций митохондрий со-

провождается любое заболевание, поэтому 
дальнейшее исследование функциональ-
ных особенностей митохондрий при раз-
личной патологии в клинике и эксперимен-
те, а также поиск новых диагностических 
маркеров перспективны и актуальны.
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В статье представлены результаты экспериментального исследования нового отечественного препарата 
«Витреолон» — искусственного стекловидного тела (ИСТ) на основе слабосшитого гидрогеля. О цене-
на его безопасность и эффективность при лечении отслойки сетчатки у экспериментальных животных 
в сравнении с силиконовым маслом. Изучались тампонирующие свойства каждого препарата, их влия-
ние на внутренние структуры глаза животного, удобство и безопасность использования в офтальмохи-
рургии. Подготовлена база для проведения детальных доклинических и клинических испытаний.
Для исследования выбраны кролики серая шиншилла, размер глаз которых близок к размеру глаз 
человека, что дает возможность изучить действие препарата объемом, который примерно равен ко-
личеству ИСТ при использовании в клинических условиях. В ходе эксперимента фиксировались по-
казатели офтальмологических осмотров кроликов, проводился ежедневный учет физиологического 
состояния животных. Срок наблюдений составил от 3 мес. (для кроликов с силиконовой тампона-
дой) до 6 мес. (для кроликов с тампонадой гидрогелевым ИСТ).
Выявлено, что ИСТ «Витреолон» не уступает силиконовому маслу по качеству тампонирующих 
свойств, но при этом обладает рядом существенных преимуществ: не эмульгирует, не мигрирует 
в переднюю камеру глаза, не влияет на обмен внутриглазной жидкости, не вызывает повышения 
внутриглазного давления (ВГД), длительное время сохраняет форму и прозрачность. Характери-
стики нового гидрогелевого ИСТ максимально приближены к свойствам нативного стекловидного 
тела. Применение нового ИСТ «Витреолон» в офтальмохирургии повысит эффективность лечения 
отслойки сетчатки и сократит сроки послеоперационной реабилитации.

Ключевые слова: гидрогелевый протез стекловидного тела, искусственное стекловидного тело, 
Витреолон, тампонада, отслойка сетчатки, эффективность лечения
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This article presents the results of an experimental study of a new domestic preparation “Vitreolon”, an 
 artifi cial vitreous body based on a weakly cross-linked hydrogel. The safety and effi cacy of this product for 
the treatment of retinal detachment in experimental animals was evaluated in comparison with silicone oil. 
The tamponade properties of each drug, their effect on the internal structure of the animal’s eye, conveni-
ence and safety of use in ophthalmic surgery were investigated. A base for conducting detailed preclinical 
and clinical trials was prepared.
Rabbits of the gray chinchilla breed were chosen for the study, largely because the size of their eye is close 
to that of the human eye. This fact allowed us to study the effect of “Vitreolon” in an amount approximately 
equal to that used in clinical conditions. During the experiment, the indicators of ophthalmological exami-
nations of experimental animals were recorded. The physiological state of the animals was controlled daily. 
The observation period ranged from 3 months (for rabbits with a silicone tamponade) to 6 months (for 
rabbits with a tamponade using the new hydrogel artifi cial vitreous body).
It is found that “Vitreolon” is not inferior to silicone oil in terms of tamponade properties. Moreover, 
it boasts a number of signifi cant advantages, such as a lack of emulsifi cation, absence of migration 
to the anterior chamber of the eye, no effect on the exchange of intraocular fl uid, no effect on the in-
traocular pressure (IOP), long-term retention of the shape and transparency. The characteristics of the 
new hydrogel artifi cial vitreous body are close to those of the native vitreous body. The application of 

“Vitreolon” in ophthalmic surgery will increase the effi cacy of retinal detachment treatment by reducing 
the recovery time.
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Введение
Стекловидное тело участвует во многих 

важных внутриглазных процессах и являет-
ся сложной многофункциональной струк-
турой глаза. Патологические изменения 
в стекловидном теле часто становятся при-
чиной серьезных осложнений — например, 
могут спровоцировать отслойку сетчатки, 
вызвать частичную или полную утрату зри-
тельных функций [5, 18]. Поэтому после 
проведенной витрэктомии для сохранения 
внутриглазных процессов необходимо ис-
пользовать препарат, наиболее приближен-
ный по своим основным характеристикам 
к нативному стекловидному телу и облада-
ющий отличными тампонирующими свой-
ствами для фиксации сетчатки.
По данным ряда авторов, в настоя-

щее время отслойка сетчатки, вызванная 
различными причинами, наблюдается 
в 5–20 случаях на 100 тыс. населения пла-
неты, имеет стойкую тенденцию к росту, 
при этом 84% от всех выявленных случа-
ев — это люди трудоспособного возраста 
[2, 16, 19]. Несмотря на высокие резуль-
таты хирургического лечения отслойки 
сетчатки, в послеоперационный период 
по-прежнему часто сохраняется риск воз-
никновения рецидивов, которые возника-
ют из-за плохой адаптации применяемых 
тампонирующих веществ и недостаточной 
фиксации сетчатки в зоне разрыва [6, 11, 
17, 23]. В первую очередь это касается 
прогрессирования пролиферативной ви-
треоретинопатии (ПВР), которая приводит 

к повторным хирургическим вмешательст-
вам [1, 9, 11, 18, 23].
В современной офтальмохирургии для обес-

печения устойчивой фиксации сетчатки в зоне 
разрыва наиболее широко применяются 
воздушно-газовые смеси и силиконовое ма-
сло, которые как обладают хорошими там-
понирующими свойствами [8], так и имеют 
различные недостатки и ограничения по на-
личию осложнений отслойки и ее локализа-
ции [11, 17, 22]. Отметим, что свойства этих 
тампонирующих веществ далеки от харак-
теристик нативного стекловидного тела. 
Так, срок тампонады силиконовым маслом 
ограничен, поскольку со временем оно вы-
зывает различные интраокулярные ослож-
нения [3]. Поэтому в условиях постоянно 
возрастающего объема интравитреальных 
вмешательств в плановых или экстренных 
случаях современная офтальмохирургия 
испытывает недостаток в качественных им-
плантатах, идеально заменяющих стекло-
видное тело.
В последнее время появились научные 

исследования свойств различных гидроге-
лей для ин травитреальных вмешательств 
[10, 13–15]. И хотя используемые в этих экс-
периментах гидрогели не обладали достаточ-
ной биосовместимостью и в течение месяца 
начинали деградировать из-за фагоцитоза 
и послеоперационных воспалительных про-
цессов, авторы отмечали, что именно эти по-
лимеры по своим свойствам в наибольшей 
степени обладают большинством параме-
тров, необходимых для имитации физико-
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химического поведения нативного стекло-
видного тела и его биологических функций. 
Поэтому гидрогели (обычно — сшитые по-
лимеры, содержащие в своей структуре зна-
чительное количество сорбированной воды) 
являются наиболее перспективными мате-
риалами для искусственного стекловидного 
тела [13]. Применение в офтальмохирургии 
ИСТ с такими свойствами позволит значи-
тельно повысить эффективность витреоре-
тинальных операций, в т. ч. и лечения от-
слойки сетчатки.
Новый отечественный искусственный за-

менитель стекловидного тела «Витреолон» 
уникален и на данный момент не имеет 
аналогов в мире. Это сополимерный гель, 
сочетающий в себе эластичность (относи-
тельное удлинение при разрыве составляло 
400–500%), упругие свойства (высокий мо-
дуль упругости) и обладающий полной био-
совместимостью с тканями глаза. По своим 
основным характеристикам он максималь-
но приближен к идеальным показателям 
искусственного стекловидного тела.
Сего дня актуально изучение и внедрение 

новых современных препаратов для эффек-
тивной тампонады сетчатки или замены 
стекловидного тела. Для апробации и вне-
дрения в клиническую практику нового 
ИСТ «Витреолон» необходимо проведение 
ряда экспериментальных испытаний: оп-
ределения его безопасности при исполь-
зовании в витреоретинальной хирургии, 
проверки биосовместимости со здоровы-
ми тканями глаза и оценки эффективности 
препарата для тампонады, в т. ч. на дли-
тельный срок.
Полученные результаты свидетельст-

вуют о перспективности использования 
в офтальмохирургии нового слабосшитого 
гидрогеля «Витреолон» в качестве протеза 
стекловидного тела.

Цель исследования — оценить без-
опасность и эффективность использования 
нового отечественного препарата «Витрео-

лон» в качестве ИСТ при смоделированной 
отслойке сетчатки у экспериментальных 
животных в сравнении с силиконовым ма-
слом, а также обосновать возможность при-
менения препарата «Витреолон» в офталь-
мохирургии для проведения дальнейших 
доклинических и клинических испытаний.

Материалы и методы
Объектом исследования является новое 

ИСТ «Витреолон», разработанное отечест-
венной компанией ООО «ХАЙБИТЕК», его 
тампонирующие свойства, биосовмести-
мость и безопасность. «Витреолон» — это 
слабосшитый гидрогель на основе сопо-
лимера N-винилпирролидона и акриловых 
сомономеров, полученный из мономеров 
в процессе радикальной полимеризации. 
По своим основным характеристикам и кон-
систенции он близок к нативному стекловид-
ному телу и представляет собой прозрачный 
бесцветный или слегка желтоватый гель, 
имеющий равновесное влагосодержание 
93,5–94,2 мас. %, плотность 1,055–1,060 г/см3, 
коэффициент преломления 1,345–1,350, про-
пускание света 93–95%.
Гидрогелевый имплантат «Витрео-

лон» биологически инертен, стабилен 
в водных биологических средах, не вызыва-
ет и не поддерживает воспалительные про-
цессы, не проникает под сетчатку, не вызы-
вает изменения в тканях, непосредственно 
контактирующих с материалом, включая 
сетчатку глаза и цилиарное тело. Он не миг-
рирует в переднюю камеру глаза при дли-
тельном использовании. Также новое ИСТ 
на основе гидрогеля обладает хорошими 
тиксотропными свойствами, т. е. под нагруз-
кой (при введении) его вязкость значитель-
но уменьшается, а затем восстанавливается 
в витреальной полости из-за процессов са-
моструктурирования полимера. Для его вве-
дения может быть использована канюля 21G, 
а в случае необходимости препарат может 
легко извлекаться из полости глаза и заме-
няться с помощью канюли того же размера.

И. Б. Алексеев, А. Р. Коригодский, Е. Н. Иомдина, А. А. Федоров, В. Е. Белкин, А. И. Самойленко, Ю. К. Барышева
«Экспериментальное исследование свойств нового отечественного протеза стекловидного тела  

«Витреолон» в сравнении с силиконовым маслом при смоделированной отслойке сетчатки у кроликов»
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Экспериментальное исследование стро-
илось на принципах сравнительного ана-
лиза результатов в динамике: фиксировали 
показатели до выполнения хирургическо-
го вмешательства, сразу после операции 
и до завершения срока наблюдения. Ис-
пользовался комплексный, аналитический 
подход, основанный на результатах кли-
нических, морфологических и функцио-
нальных исследований. Сравнение свойств 
нового ИСТ проводилось с наиболее часто 
используемым на сегодня заменителем сте-
кловидного тела — силиконовым маслом. 
Эффективность тампонады силиконовым 
маслом подтверждена длительностью 
ее использования в офтальмохирургии 
и, по данным различных авторов, в зависи-
мости от степени тяжести ПВР и давности 
заболевания составляет от 37 до 95% [6, 9]. 
Однако при сложных отслойках сетчатки 
с высокой степенью ПВР примерно в 50% 
случаев требуется повторная операция 
из-за возникновения рецидива отслойки 
[6, 11, 12, 23].
В эксперименте для тампонады смодели-

рованной отслойки сетчатки у лаборатор-
ных животных было использовано сили-
коновое масло Sil-1000-S® (D.O.R.C. Dutch 
Ophthalmic Research Center (International, 
Нидерланды)), обладающее следующими 
параметрами: вязкость 1000–1500 мПа; 
индекс рефракции 1,40; удельный вес 
(при 250ºС) 0,97 г/см3; коэффициент по-
верхностного натяжения 21 mN/m на гра-
нице с воздухом; коэффициент поверхност-
ного натяжения вне границы разделов 
40 mN/m на границе с водой.
В качестве тест-системы использовали 

половозрелых, физически здоровых кроли-
ков породы советская шиншилла, сходных 
по весу. Выбор данного вида кроликов осно-
ван на том, что они хорошо изучены и наи-
более часто используются для эксперимен-
тальных исследований [24, 25]. Несмотря 
на некоторые физиологические особен-
ности строения глаза животного, кролики 

данного вида идеально подходят для мо-
делирования отслойки сетчатки. Они обла-
дают относительно крупным размером 
г лаз, близким к размеру глаз человека [20], 
что дает возможность введения препарата 
в объеме, приближенном к тому, который 
планируется использовать в клинической 
практике. Таким образом, полученные 
в ходе эксперимента данные о биосовме-
стимости и взаимодействии определенного 
объема гидрогелевого ИСТ «Витреолон» со 
здоровыми тканями глаза животного дают 
основание предполагать, что аналогичные 
результаты могут быть получены при кли-
нических исследованиях. Также подобный 
подход помогает экспериментально опре-
делить оптимальное количество препара-
та, чтобы избежать послеоперационных 
осложнений (гипертензии и развития ката-
ракты), возникающих вследствие погреш-
ностей в интравитреальной хирургической 
технике. Полученные результаты формиру-
ют базу для дальнейших, более детальных 
доклинических и последующих клиниче-
ских испытаний нового гидрогелевого ИСТ 
«Витреолон».
Экспериментальное исследование на кро-

ликах проведено согласно требованиям 
утвержденного протокола исследования 
и стандартным операционным процедурам 
(СОП), в соответствии с Приказом Мин-
здрава России от 01.04.2016 г. № 199н «Об 
утверждении Правил надлежащей лабора-
торной практики», Национальным стан-
дартом РФ ГОСТ Р 53434-2009 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики» (Мо-
сква, 2010) и «Guide for the care and use of 
laboratory animals» (National Academy press. 
Washington, D.C. 1996).
Основным критерием при отборе кро-

ликов были показатели их физического 
здоровья, возраста, веса и состояние глаз. 
В экспериментальные группы были ото-
браны животные без признаков отклоне-
ний от внешнего вида, случайным образом. 
Животные были получены из питомника 
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ФГУП ОПХ «Манихино» и 14 дней содер-
жались в виварии для адаптации и кон-
троля здоровья. Во время этого периода 
кон тролировались любые признаки откло-
нения в состоянии здоровья. Животные 
с обнаруженными в ходе осмотра откло-
нениями в экспериментальную группу 
не включались. Всего для эксперимента 
было отобрано 12 кроликов, которые были 
разделены на две равные группы: в пер-
вой группе тампонирующим веществом 
являлся ИСТ «Витреолон», во второй — 
силиконовое масло. Исследовались глаза 
животных, имеющие физиологически нор-
мальное строение.
В ходе эксперимента кролики содержа-

лись по одному в клетках, укомплектован-
ных поильниками и кормушками. Каждому 
животному был присвоен индивидуальный 
номер. Все процедуры по рутинному уходу 
за животными выполнялись в соответствии 
с СОП лаборатории, с соблюдением сте-
рильности по общепринятой методике [7] 
и были утверждены локальным этическим 
комитетом ФГБОУ ДПО РМАНПО Мин-
здрава России.
Был проведен полный офтальмологиче-

ский осмотр каждого кролика и опреде-
лен объем стекловидного тела по методу, 
разработанному П.И. Лебеховым, который 
в 1974 г. описал строгую зависимость объ-
ема стекловидного тела от вертикального 
диаметра роговицы: чем больше диаметр 
роговицы, тем больше объем стекловидно-
го тела [4].
Перед проведением интравитреального 

вмешательства кролика погружали в со-
стояние медикаментозного сна и фиксиро-
вали в стерильной хирургической пеленке 
на операционном столе.
Наркоз: кролику в/м проводилась пре-

медикация р-ром дифенгидрамина (10 мг, 
0,2 мл) и преднизолоном (5 мг, 0,3 мл). 
Через 15 мин в/м вводился р-р тилетамина 
гидрохлорида (250 мг) и золазепама гидро-
хлорида (250 мг / 0,5 мл).

Далее в конъюнктива льную полость про-
водилась инстилляция антибиотиком (р-р то-
брамицина, 3 мг) и трехкратная инстилляция 
анестетика (проксим етакаина гидрохлорид, 
5 мг). Затем в конъюнктивальный мешок 
вводился обратной стороной общехирур-
гический пинцет для выведения глазного 
яблока из-под век. В верхненаружном отде-
ле в 2 мм от лимба через конъюнктиву про-
шивалась склера и накладывался предвари-
тельный узловой шов 8-0, концы которого 
не завязывались. С помощью шприца и на-
детой на него иглы 21G косо входили в по-
лость глаза по направлению к зрительному 
нерву на глубину 2 мм (рис. 1). Через рану 
осторожно отсасывали примерно 3/4 объема 
стекловидного тела в соответствии с ранее 
проведенными измерениями.
После удаления части нативного стекло-

видного тела моделировалась отслойка сет-
чатки. По меридиану 6 ч в 5 мм от лимба 
отсепаровывалась конъюнктива и форми-
ровался склеральный лоскут треугольной 
формы. С помощью иглы 27G в субрети-
нальное пространство вводился физ. р-р 
(0,9% NaCl) под визуальным контролем. 
Склеральный лоскут ушивался. Лиш-
няя внутриглазная жидкость выводилась 
через заранее сформированный парацентез 
роговицы. Далее под контролем микроско-
па и контактной линзы с помощью иглы 
21G формировался разрыв уже отслоенной 
сетчатки. Затем через неизвлеченную иглу 
другим шприцом с набранным замените-
лем медленно вводили гидрогелевый им-
плантат «Витреолон» до получения легкой 
гипертензии глазного яблока. Одновремен-
но с извлечением иглы из полости глаза ас-
систент затягивал склеральный шов. В глаз 
инстиллировали антибиотик (р-р тобрами-
цина, 3 мг). Введение силиконового масла 
осуществлялось по такой же схеме, с той 
разницей, что оно вводилось с помощью 
специальной короткой канюли.
Моделирование отслойки сетчатки и вве-

дение тампонирующих средств каждому 
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кролику проводилось в одну хирургиче-
скую сессию.
В послеоперационный период оцени-

вали результаты офтальмологических об-
следований глаз кроликов и показатели их 
внутриглазного давления (ВГД) в дина-
мике. Первое обследование проводилось 
на следующий день после операции, за-
тем — через день до завершения срока на-
блюдения. При возникновении гипертензии 
глазное давление корректировалось меди-
каментозно при помощи гипотензивных 
капель. Параметры общего физического 
здоровья кролика, его активность, аппетит 
и пр. фиксировались ежедневно. Все изме-
рения, проведенные в ходе эксперимента, 
осуществлялись современными высокотех-
нологичными приборами.
Наблюдение осуществлялось на протя-

жении от 3-х мес. (для кроликов с тампона-
дой силиконовым маслом) до 6-ти мес. (для 
кроликов с тампонадой новым гидрогеле-
вым ИСТ). Возможности для проведения 
экспериментального исследования были 
предоставлены ООО «ХайБитек».

Результаты исследований
На протяжении всего срока наблюдения 

результаты биомикроскопии переднего от-
резка глаза у всех кроликов из первой группы 
с тампонадой новым ИСТ на основе гидро-
геля полностью соответствовали норме. Гла-
за спокойны, роговица прозрачная, радужка 
структурна, зрачок правильной формы, ре-
акция на свет сохранена, хрусталик прозрач-
ный, рефлекс глазного дна розовый. Резуль-
таты офтальмоскопии глаз в первой группе 
также показали соответствие норме: диск 
зрительного нерва (ДЗН) бледно-розовый, 
границы четки, сосуды нормального калибра, 
полнокровны, макулярная область без пато-
логии. Показатели ВГД кроликов при там-
понаде гидрогелевым ИСТ соответствовали 
норме, а финальное обследование показало 
снижение ВГД на 1–2 мм рт. ст. в половине 
случаев (6 глаз из 12-ти этой группы кроли-
ков). В 4-х случаях показатели ВГД остались 
неизменными, а в 2-х случаях — всего лишь 
незначительно возросли (на 2 мм рт. ст.).
У половины кроликов с тампонадой си-

ликоновым маслом при биомикроскопии 

Рис. 1. Введение иглы 21G для аспирации стекловидного тела.
Fig. 1. Introduction of a 21G needle for vitreous suction.
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были обнаружены осложнения в виде оте-
ков на обоих глазах (3 кролика, 6 глаз), ко-
торые не позволяли исследовать глазное 
дно при офтальмоскопии, т. к. силиконовое 
масло эмульгировало и вызвало гипертен-
зию. Показатели ВГД в этой группе демон-
стрировали устойчивый рост, а в половине 
случаев достигали значений гипертензии.
Средние показатели наблюдений по всем 

кроликам представлены в таблице.
В конце эксперимента у кроликов из обеих 

групп сохранялась локальная отслойка сет-
чатки, обусловленная техникой выполнения 
хирургической операции, при которой невоз-
можна полная адаптация сетчатки. При этом 
локальная отслойка сетчатки не распростра-
нялась как при тампонаде новым ИСТ на ос-
нове гидрогеля, так и при использовании си-
ликонового масла. Это говорит о хороших 
тампонирующих свойствах используемых 
препаратов. Однако у половины кроликов 

с веденным силиконовым маслом наблюда-
лась вторичная гипертензия и эмульгирова-
ние силикона (50% случаев). В сравнении 
с этим, у всех кроликов с новым гидрогеле-
вым ИСТ «Витреолон» отсутствовали ка-
кие-либо осложнения на протяжении всего 
срока наблю дений.
Проведенное в ходе эксперимента морфо-

логическое исследование энуклеированных 
глазных яблок кроликов в разрезе показало, 
что новое ИСТ не вызывает никаких изме-
нений в структурах глаза (рис. 2). В месте 
введения препарата подлежащая склера 
локально истончена, а сосудистая оболоч-
ка, наоборот, утолщена. По периферии пиг-
ментированного участка сетчатая оболочка 
образует циркулярный полупрозрачный ва-
лик с отдельными вкраплениями темно-бу-
рого пигмента. Остальная сетчатка приле-
жит к увеальной оболочке, сохраняя свою 
прозрачность. Все внутренние структуры 

Таблица. Средние показатели биомикроскопии переднего отрезка глаза, офтальмоскопии, ВГД и итоговое 
осложнение
Table. Average biomicroscopy indicators of the anterior segment of the eye, ophthalmoscopy, IOP and the resulting 
complication

№ жи-
вот-
ного П

ре
па

-
ра
т Биомикроскопия перед-

него отрезка глаза Офтальмоскопия ВГД,
средние значения 

Осложнение, 
зафиксированное 

в итоге 
OD OS OD OS OD OS OD OS

79

И
С
Т 

«В
ит
ре
ол
он

» Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --

80 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --
81 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --
82 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --
83 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --
84 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --
50

С
ил
ик
он

 1
00

0

Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --

51 Отек Отек За флером За флером Гип. Гип. Вт./гип.
Эмульг.

Вт./гип. 
Эмульг.

52 Норма Норма Норма Норма Норма 16 -- --

53 Отек Отек За флером За флером Гип. Гип. Вт./гип.
Эмульг.

Вт./гип. 
Эмульг.

54 Норма Норма Норма Норма Норма Норма -- --

55 Отек Отек За флером За флером Гип. Гип. Вт./гип.
Эмульг.

Вт./гип. 
Эмульг.

Примечание: OD (лат. oculus dexter) — правый глаз; OS (oculus sinister) — левый глаз; Гип. — гипертензия 
(ВГД > 25 мм рт. ст.); Вт./гип. — вторичная гипертензия; Эмульг. — эмульгирование.
Note: OD (oculus dexter) — right eye; OS (oculus sinister) — left eye; Гип. — hypertension (IOP > 25 mm Hg); 
Вт./гип. — secondary hypertension; Эмульг. — emulsifi cation.
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глаза сохранены, в стекловидной, задней 
и передней камерах отсутствуют какие-ли-
бо преципитаты, геморрагии, шварты, си-
нехии. Признаков воспаления нет.
Это подтверждает данные офтальмологи-

ческих осмотров и может служить доказа-
тельством биосовместимости нового ИСТ 
«Витреолон» с тканями глаза.

Обсуждение результатов
Таким образом, экспериментально были 

подтверждены основные характеристики 
и свойства нового ИСТ на основе гидрогеля, 
заявленные производителем (прозрачность, 
вязкость и стерильность), и его максималь-
ное соответствие критериям искусственного 
заменителя стекловидного тела, что значи-
тельно снижает риски послеоперационных 
осложнений и позволяет повысить эффек-
тивность витреальных операций.
Биосовместимость нового препарата 

«Витреолон» с тканями глаза и его со-
ответствие параметрам нативного сте-
кловидного тела является неоспоримым 

преимуществом перед всеми используе-
мыми сегодня ИСТ. Несмотря на широ-
кое применение, срок тампонады силико-
нового масла ограничен, поскольку рано 
или поздно масло вызывает различные 
интраокулярные осложнения (катаракта, 
эмульгирование масла, глаукома и др.), ко-
торые приводят к снижению зрительных 
функций [3]. До сих пор среди офтальмо-
хирургов существуют различные мнения 
о сроках и показаниях для ревизии ви-
треальной полости во время силиконовой 
тампонады при возникновении рецидива 
отслойки сетчатки. По мнению большин-
ства, срок нахождения силиконового масла 
1000 sSt в витреальной полости не должен 
превышать одного месяца, в противном 
случае значительно возрастает риск разви-
тия осложнений [12, 21].
Новое ИСТ на основе гидрогеля по своим 

тампонирующим свойствам ничем не усту-
пает силиконовому маслу: держит объем, 
не расширяется, сохраняет поверхностное 
натяжение и удерживает сетчатку на месте. 

Рис. 2. Срез глазного яблока в области транссклеральной инъекции (на рисунке обозначена стрелкой).
Fig. 2. An eyeball slice in the transscleral injection area (indicated by an arrow).
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Однако по сравнению с силиконом «Ви-
треолон» более стабилен и сохраняет все 
свои характеристики на протяжении дли-
тельного времени. В отличие от силиконов, 
новое ИСТ проницаемо для внутриглазной 
жидкости, вследствие чего опосредован-
но не подавляет деятельность цилиарного 
тела. При длительном использовании ги-
дрогелевое ИСТ не эмульгирует и не миг-
рирует в переднюю камеру глаза и может 
быть использовано для длительной тампо-
нады витреальной полости глазного яблока 
после проведенной витрэктомии.

Выводы
Результаты экспериментального исследо-

вания доказывают, что новое гидрогелевое 
ИСТ «Витреолон» не оказывает токсиче-
ского, аллергического или др. негативного 
действия на внутренние структуры гла-
за и физическое состояние лабораторных 
животных. Результаты демонстрируют 
безопасность использования нового гидро-
гелевого заменителя стекловидного тела 
для лечения отслойки сетчатки. Зритель-
ные функции сохранены, показатели ВГД — 
соответствовали норме (94% глаз от общего 
числа). Показатели физического здоровья 
полностью соответствовали норме.
Подтверждена безопасность нового ИСТ 

на основе гидрогеля для тканей глаза и всего 
организма животных. Новое ИСТ «Витре-
олон» не оказывает никакого системного 
или местного токсического действия, не вы-
зывает повышения ВГД на всех сроках на-
блюдения и длительное время полностью 
сохраняет свою прозрачность. Осложнения 
в послеоперационном периоде не выхо-
дят за рамки существующих показателей 
при использовании др. современных ИСТ.

В ходе эксперимента была доказана лечеб-
ная эффективность нового ИСТ на основе 
гидрогеля. В 100% случаев при тампонаде 
«Витреолоном» отсутствовали осложнения 
на протяжении всего срока наблюдений. 
В то время как в 50% случаев при тампона-
де силиконовым маслом наблюдалась раз-
личные осложнения.
Установлено, что новый гидрогелевый 

ИСТ «Витреолон» может быть использован 
при лечении отслойки сетчатки, при полной 
или частичной замене стекловидного тела 
и для длительной тампонады витреальной 
полости. В качестве возможных противопо-
казаний его использования можно назвать 
все виды ограничений при микроинвазив-
ной витрэктомии и индивидуальную непе-
реносимость к одному из компонентов пре-
парата. Для этого необходимо проведение 
дальнейших исследований.
Результаты данного экспериментально-

го исследования открывают перспективы 
применения гидрогелевого ИСТ «Ве-
триолон» в клинической практике. Это 
позволит уйти от тех проблем, которые 
присущи применяемым сегодня замени-
телям стекловидного тела, и будет спо-
собствовать повышению эффективности 
лечения отслойки сетчатки. Удобство 
его применения и тиксотропные свойст-
ва минимизируют операционную травму 
глаза и дают возможность проводить хи-
рургическое лечение отслойки сетчатки 
с любой локализацией разрывов, а также 
сокращают сроки послеоперационной ре-
абилитации.
Полученные данные могут быть исполь-

зованы как базисные для проведения рас-
ширенного доклинического и клинического 
исследований.
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ПОИСК НОВЫХ МОЛЕКУЛ ОЛИГОПЕПТИДОВ 
ДЛЯ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 
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В статье представлены результаты скринингового исследования гастропротекторной активности 
ряда короткоцепочечных пептидов на фоне экспериментальной гастропатии у крыс. В качестве мо-
дели использована «индометациновая гастропатия», в качестве препарата сравнения — базисный 
препарат омепразол. По результатам проведенного исследования гастропротекторная активность 
обнаружена при недельном профилактическом интрагастральном введении у двух пептидов: тетра-
пептида LA-4 и гексапептида LF-6. Эффект проявлялся в достоверном снижении среднего числа 
эрозий на поверхности слизистой желудка, уменьшением их глубины, значительным снижением 
числа полосовидных эрозий и индекса Паулса. При этом у пептида LF-6 и у препарата сравнения — 
омепразола наблюдались схожие эффекты.
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SEARCH FOR NEW OLIGOPEPTIDE MOLECULES FOR 
PHARMACOLOGICAL CORRECTION OF NSAIDS-INDUCED 

GASTRIC ULCER

Aleksandr Yu. Zharikov, Samira E. Lorents*, Igor P. Bobrov, Olesya N. Mazko, 
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This article presents the results of a study aimed at determining the gastroprotective activity of a number of 
short-chain peptides against the background of experimental gastropathy in rats. Indomethacin ulcer was 
used as a model of ulceration. Omeprazole, a drug of basic therapy, was used as a comparison drug. Accord-
ing to the results of the study, two peptides — tetrapeptide LA-4 and hexapeptide LF-6 — demonstrated 
the gastroprotective activity. The effect was manifested in a signifi cant decrease in the average number of 
erosions on the surface of the gastric mucosa, their depth, the number of stripe-shaped erosions and Paul’s 
Index. At the same time, the LF-6 peptide had an effect comparable to that of omeprazole, which makes it 
promising and interesting for further study.
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Введение
Проблемой широкого применения в меди-

цине нестероидных противовоспалительных 
средств (НПВС) является выраженный побоч-
ный эффект со стороны слизистой желудочно-
кишечного тракта. В частности, применение 
НПВС является основной причиной повсе-
местного распространения гастропатий среди 
населения развитых стран [1, 5]. В этой связи 
поиск новых гастропротекторных препаратов 
сохраняет свою высокую актуальность.
Сегодня одним из перспективных на-

правлений поиска оптимального гастро-
протекторного средства является переход 
к использованию природных соединений. 
В частности, изучается роль пептидов при-
родного и синтетического происхождения 
в регуляции протективной функции слизи-
стой оболочки желудка (СОЖ) [2, 10, 11].
Ранее нами был получен эксперименталь-

ный пептидный комплекс из тканей свиных 
почек, для которого в доклинических усло-
виях была установлена гастропротекторная 
активность [8]. Затем, после идентифика-
ции аминокислотного состава полученного 
пептидного комплекса, посредством драг-
дизайна были смоделированы химические 
структуры 6-ти индивидуальных олиго-
пептидов с предполагаемой гастропротек-
торной активностью, которую предстояло 
проверить в экспериментальных условиях.
Таким образом, цель настоящего иссле-

дования — провести скрининговое иссле-
дование гастропротекторной активности 
шести синтезированных индивидуальных 
олигопептидов и установить характер их 
влияния на течение экспериментальной 
«индометациновой» гастропатии. 

Материалы и методы
Эксперименты были проведены 

на 78-ми самцах крыс популяции линий 
Wistar в возрасте 3–4 недель средней мас-
сой 200 г. Животные содержались в стан-
дартных условиях вивария со свободным 
доступом к воде и пище. Животные были 
получены из питомника ФИЦ «Инсти-
тут цитологии и генетики» Сибирского 
отделения РАН (г. Новосибирск). Экс-
перименты на крысах проводили в соот-
ветствии с Приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной пра-
ктики» и требованиями Федерального за-
кона «О защите животных от жестокого 
обращения» от 01.09.1997 г.
Животные были разделены на 8 экспери-

ментальных групп: 
1. Контрольная группа (КГ) — модели-

рование «индометациновой» гастропатии 
(8 особей).

2. Подопытная группа 1 (ПГ-1) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LA-4 (10 особей).

3. Подопытная группа 2 (ПГ-2) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LP-5 (10 особей).

4. Подопытная группа 3 (ПГ-3) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LF-6 (10 особей).

5. Подопытная группа 4 (ПГ-4) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LG-7 (10 особей).

6. Подопытная группа 5 (ПГ-5) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LV-8 (10 особей).
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7. Подопытная группа 6 (ПГ-6) — моде-
лирование «индометациновой» гастропа-
тии + введение пептида LR-9 (10 особей).

8. Группа сравнения (ГС) — моделиро-
вание «индометациновой» гастропатии + 
введение препарата сравнения омепразол 
(10 особей). 
Пептиды получали методом химиче-

ского синтеза на предприятии «Shanghai 
Apeptide Co.», Ltd. (г. Шанхай, Китайская 
Народная Республика) при посредничестве 
ЗАО «Эвалар» (г. Бийск, Россия). Основные 
характеристики изучаемых пептидов пред-
ставлены в табл. 1.
Дозы пептидов рассчитывали по фор-

муле:

d_«пепт» = d_«п.к.»×Σω_(ам.к.)

где d_«пепт» — доза пептида;
d_«п.к.» — доза пептидного комплекса 
из тканей свиных почек, гастропротектор-
ное действие которого было апробировано 
ранее [8];
Σω_(ам.к.) — сумма массовых долей амино-
кислот (выраженная в десятичных дробях), 
из которых состоит структура пептида, 
в составе пептидного комплекса из тканей 
свиных почек.
Исследуемые пептиды животным вво-

дили в дозах, указанных в табл. 1, в/ж 
через зонд ежесуточно в течение 7-ми 
дней до моделирования индометацино-
вого повреждения слизистой желудка. 
Последнее введение приходилось за 1 ч 
до начала действия повреждающего фак-

тора. Животным группы сравнения в том 
же режиме вводили препарат сравнения 
омепразол в дозе 37 мг/кг (что составляет 
2% от LD50) [4], животным контрольной 
группы вводили эквиобъемные количест-
ва физ. р-ра. За 1 сут до моделирования 
гастропатии животных подвергали пище-
вой депривации со свободным доступом 
к воде. Модель повреждения СОЖ вос-
производили однократным внутрижелу-
дочным введением индометацина в дозе 
60 мг/кг в 1 мл физ. р-ра.
Через 4 ч после введения индометацина 

животных подвергали эвтаназии, желудки 
извлекали, вскрывали по малой кривизне, 
промывали р-ром NaCl 0,9%. Полученные 
препараты фиксировали в 10% р-ре ней-
трального формалина. На поверхности 
СОЖ подсчитывали общее число эрозий, 
число глубоких полосовидных эрозий, чи-
сло поверхностных точечных эрозий. Ин-
декс Паулса (ИП) высчитывали для каждого 
вида повреждений по формуле: (N×K)/100, 
где N — среднее число эрозий на 1 живот-
ное, K — процент пораженных животных 
в группе.
Для проведения микроскопического ис-

следования препараты окрашивали гема-
токсилином и эозином. Гистохимическое 
выявление нейтральных мукополисахари-
дов осуществляли с помощью ШИК-реак-
ции, кислые мукополисахариды выявляли 
при помощи окраски альциановым синим 
(рН = 2,5). Плотность воспалительного ин-
фильтрата подсчитывали в 1 мм2 при по-
мощи окулярной сетки Г.Г. Автандилова. 

Таблица 1. Характеристики объектов исследования
Table 1. Characteristics of the research objects 

Формула Чистота Доза (мг/кг)
Leu-Ile-Lys-Ala (LA-4) 98% 14,8
Leu-Ile-Lys-Ala-Pro (LP-5) 98% 18,0
Leu-Ile-Lys-Ala-Pro-Phe (LF-6) 98% 20,8
Leu-Ile-Lys-Ala-Pro-Phe-Gly (LG-7) 98% 23,6
Leu-Ile-Lys-Ala-Pro-Phe-Gly-Val (LV-8) 98% 26,4
Leu-Ile-Lys-Ala-Pro-Phe-Gly-Val-Arg (LR-9) 98% 29,0
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Морфометрические СОЖ осуществляли 
при помощи морфометрической програм-
мы Image Tool 3.0. Статистический ана-
лиз проводили при помощи программы 
Statistica for Windows 6.0. Рассчитывали 
среднее значение, стандартную ошибку. 
Достоверность различий устанавливали 
при помощи критерия Манна — Уитни.

Результаты исследований
Результаты проведенного исследования 

количественно представлены в табл. 2.
При макроскопическом исследовании 

на поверхности СОЖ крыс контрольной 
группы были отчетливо видны изменения 
в виде глубоких полосовидных и поверх-
ностных точечных эрозий. Результаты 
микроскопического исследования СОЖ 
крыс контрольной группы также показа-
ли, что индометацин вызывал появление 
тяжелых поражений в СОЖ с наличием 
обширного отека и инфильтрации лейко-
цитов в подслизистом слое. При микро-
скопическом исследовании СОЖ у крыс 
контрольной группы выглядела атрофич-
ной, покровно-ямочный эпителий находил-
ся в состоянии дистрофии. Некротические 
изменения в эрозивных дефектах дости-
гали мышечного слоя. Во многих эрозиях 
отмечались массивные отложения соляно-
кислого гематина. В мышечном слое фик-
сировались явления отека и умеренно вы-
раженного воспаления.
У экспериментальных животных группы 

ПГ-1 при макроскопическом исследова-
нии рельеф СОЖ был, в основном, ров-
ный, определялись единичные бугристые 
участки. В сравнении с животными кон-
трольной группы повреждения были ме-
нее выражены. Среднее число эрозий ока-
залось более чем в 2 раза меньше, причем 
наиболее опасные полосовидные эрозии 
практически отсутствовали. Кроме того, 
средняя глубина эрозий также оказалось 
почти в 5 раз меньше, чем в контрольной 
группе. Толщина СОЖ была статистически 

значимо больше, чем у крыс контрольной 
группы. В подслизистом слое отмечали 
явления умеренно выраженного воспале-
ния, при этом плотность воспалительного 
инфильтрата была в 1,6 раза меньше, чем 
в контроле.
В группе ПГ-2 при макроскопическом 

исследовании рельеф СОЖ был бугристый, 
неровный, складки были утолщены. Отме-
чали атрофические изменения СОЖ. По-
вреждения были представлены длинными 
не глубокими и глубокими полосовидными 
эрозиями, доходящими до середины тол-
щины слизистой оболочки, и точечными 
эрозиями. Количество эрозий в среднем 
достоверно не отличалось от значений кон-
трольной группы, однако в 3 раза меньше 
оказалась глубина обнаруженных эрозий, 
на треть снизилась плотность воспалитель-
ного инфильтрата.
У крыс группы ПГ-3 (пептид LF-6) макро-

скопически СОЖ выглядела ровной, атро-
фических изменений обнаружено не было. 
Деструктивные изменения при воздействии 
данного пептида имели слабо выраженный 
характер, были представлены, в основном, 
точечными эрозиями. Число повреждений 
было в 4,2 раза меньше, чем у животных 
контрольной группы. Данный пептид ока-
зал действие, наиболее близкое к эффекту 
препарата сравнения омепразола, число 
эрозий при использовании пептида стати-
стически значимо не отличалось от пока-
зателя группы сравнения. Средняя глубина 
эрозий оказалась достоверно меньше, чем 
при применении омепразола.
В группах ПГ-4, ПГ-5 и ПГ-6 сколь-

нибудь значимого гастропротекторного 
действия выявлено не было, либо вовсе 
наблюдалось усугубление протекания экс-
периментальной патологии. При макроско-
пическом исследовании рельефа СОЖ была 
бугристой, неровной, складки были выра-
жены. Отмечали атрофические изменения 
СОЖ. Повреждения были представлены 
длинными глубокими полосовидными эро-

А. Ю. Жариков, С. Э. Лоренц, И. П. Бобров, О. Н. Мазко, О. Г. Макарова
«Поиск новых молекул олигопептидов для фармакологической коррекции 
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зиями, доходящими до нижней трети СОЖ, 
и точечными эрозиями. В подслизистом 
слое были видны явления умеренно выра-
женного воспаления, сосуды были расши-
рены, полнокровны.

Обсуждение результатов
Результаты проведенного исследования 

показали, что наиболее выраженный га-
стропротекторный эффект был выявлен 
у пептида LF-6. Терапевтическое действие 
проявлялось достоверно меньшим средним 
количеством и глубиной эрозий, малым чи-
слом глубоких полосовидный эрозий и не-
высоким ИП. При этом достигался эффект, 
приближенный к действию препарата срав-
нения омепразола, который рекомендован 
для терапии язвенной болезни желудка в ка-
честве средства первой линии [6]. Не уста-
новлена гастропротекторная активность 
при применении пептидов LP-5, LG-7, 
LV-8 и LR-9. Гастропротекторный эффект 
при применении пептида LA-4 носил про-
межуточный характер.
Обсуждая предполагаемый механизм 

установленного защитного действия пеп-
тидов LF-6 и LA-4, необходимо отметить, 
что в предыдущих исследованиях нами 
было обнаружено выраженное антиокси-
дантное действие комплекса, содержаще-
го исследуемые пептиды, проявляющееся 
в подавлении активности процессов сво-
боднорадикального перекисного окис-
ления липидов [7]. Учитывая тот факт, 
что роль оксидативного повреждения 
в патогенезе поражений слизистой же-
лудка общепризнана [12], данный эффект 
может частично объяснять механизм га-

стропротекторного действия исследуемых 
пептидов. 
Также при применении пептидов в СОЖ 

отмечалось значительное уменьшение 
плотности воспалительного инфильтрата. 
В одном из предыдущих экспериментов 
мы отмечали снижение активности основ-
ного фермента острой фазы воспаления 
ЦОГ-2 в СОЖ на фоне применения пептид-
ного комплекса [7]. Эти наблюдения дают 
основание предположить, что терапевтиче-
ское действие пептидов также опосредова-
но его противовоспалительным эффектом 
в очаге изъязвления.
Данные литературы указывают на то, что ко-

роткоцепочечные пептиды могут также опос-
редовать свой гастропротекторный эффект 
через влияние на секрецию NO и тонус со-
судов слизистой [2, 11]. Наличие подобного 
компонента действия предполагается прове-
рить в дальнейших исследованиях.
Суммируя вышеизложенное, пепти-

ды LF-6 и LA-4 представляют интерес 
для дальнейшего изучения с целью созда-
ния на их основе нового лекарственного 
средства для коррекции НПВС-индуциро-
ванной гастропатии.

Выводы
При применении пептидов LA-4 и LF-6 

на фоне индометацин-индуцированной 
экспериментальной гастропатии у крыс на-
блюдается гастропротекторный эффект.
Наиболее выраженный гастропротектор-

ный эффект наблюдается у пептида LF-6. 
Этот эффект по ряду показателей сопоста-
вим с действием омепразола, препарата ба-
зисной терапии. 
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